dppaiid) duolyiaal duyilioell Ay ggaell
ol Sl g Jladl @daidl 8139

Université Ferhat Abbas Sétif 1
Faculté des Sciences de la
Nature et de 1a Vie

1
8Ll g dadall pgle 4S5

DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE

N/ SNV/2018

Présentee par

BOUZID-DJIHANE

Pour I’obtention du diplome de
DOCTORAT EN SCIENCES
Filiére: BIOLOGIE
Spécialité: MICROBIOLOGIE
THEME

Evaluation de I’activité biologique de I’huile essentielle d’une
plante endémique Hélichrysum italicum (Roth) G. DON

Soutenue publiquement le ........ [ /2018
DEVANT LE JURY
Président Harzallah Daoud Pr. UFA Sétif 1
Directeur Mohamed Mihoub Zerroug Pr. UFA Sétif 1
Examinateurs Medjekal Samir MCA, UMB M’sila
Chikhoune Amirouche MCA, UAM Béjaia
Dahia Mustapha MCA, UZA Djelfa
Mezaache Samia MCA, UFA Sétif

Laboratoire de Microbiologie Appliquée




REMERCIEMENTS

J’exprime ma profonde gratitude a Mon enseignant le Professeur ZERROUG Med.
Mihoub, université de Sétif-1, et mon directeur de thése, pour m’avoir encadré, la
confiance qui’il ma accordée, sa gentillesse et bienveillance, ainsi que pour ses qualités

pédagogiques, ses remargues pertinentes et ses conseils.

Ce travail a été réalisé, en partie, au sein du laboratoire de Microbiologie Appliquée
de la faculté des sciences de la nature et de la vie, Université de Sétif 1, ainsi qu’aux

laboratoires de graduation de la faculté des sciences de I'université de M’sila.

Ma vive reconnaissance va a Mr le Pr. Harzallah D., professeur a 1’université de
Sétif 1, d’avoir accepté de présider le jury de soutenance de thése, ainsi qu’a Mr. le
Pr.Chikhoun A., de I’université de Béjaia, le Pr. De I’université de Djelfa, Mr Dahia M. le
Pr. Medjekal S. de I’université de M’Sila et M™ Pr.Mezaache S. a I’université de Sétif 1

d’avoir accepté de juger ce travail.

Que toute personne ayant participé¢ de pres ou de loin dans 1’élaboration de ce

travail, trouve ici I’expression de mes trés vifs remerciments.



SOMMAIRE
saaldl
Liste des abréviations
Listes des figures
Liste des tableaux
INTRODUCTION

PARTIE BIBLIOGRAPHIQUES
I. LES SUBSTANCES BIOACTIVES D’ORIGINE VEGETALE

I.1. Les huiles essentielles
1.1.1. Définition et localisation
I.1.2. Role dans la nature
1.1.3. Composition des huiles essentielles
1.1.4. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

1.1.4.1. Hydrodistilation

1.1.4.2. Enfleurage

1.1.4.3. Extraction au coz supercritique
1.1.4.4. Extraction assisté par micro-onde

1.2. Mécanismes d’action des huiles essentielles
1.2.1. Activité antioxydante
1.2.2. Activité anti-inflammatoire
1.2.3. Activité antimicrobienne

1.2.3.1. Activité antibactérienne
1.2.3.2. Activité antifongique
II. LES ASTERACEA

I1.1. Morphologie
[1.2. Distribution
[1.3. Phytochimie
[1.4. Le genre Helichrysum

I1.5. Propriétés pharmalogiques du genre

v

Vil
01

04
06
06
07
07
09

09
10
10
11
11

11
13
14

14
16
18

18
19
19
19
20



I1.6. Helichrysum italicum (Roth) G.Don
[1.6.1. Description botanique
11.6.2. Composition chimique de I’huile essentielle
11.6.3. Les activités biologiques de I’huile essentielle

PARTIE PRATIQUE
1. MATERIEL ET METHODES

[11.1. Produits chimiques

[11.2. Matériel végétal

I11.3. Matériel biologique

I11.4. Méthodes expérimentales
[11.4.1. Techniques histologiques
II1.4.2. Extraction de I’huile essenticlle
[11.4.3. Calcul du rendement
[11.4.4. Analyse de I’huile essentielle
[11.4.5. Activité anti-oxydante

111.4.5.1. Réduction du DPPH
111.4.5.2. Réduction du fer

I11.4.6. Activité anti-inflammatoire
111.4.7. Activité anti-hémolyse
111.4.8. Etude de ’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle

111.4.8.1. Antibiogramme
111.4.8.2. Souches des champignons filamenteux
111.4.8.2.1. Isolement et purification
111.4.8.2.2. Identification
111.4.8.2.2.1. Etude des caracteres macroscopiques
111.4.8.2.2.2. Etude des caracteres microscopiques

111.4.8.3. Evaluation de I'activité antimicrobienne par la méthode de

diffusion par disque

111.4.8.4. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

et la Concentration Minimale Bactéricide (CMB

21
20
21

23

25
25
25
26
27
27
27
28
29
29

29
31
32

32
33

33
33
33
34
34
34

35

35



111.4.8.5. Détermination de la Concentration Minimale Fongistatique
(CMFs) et la Concentration Minimale Fongicide (CMFc)
I11.5. Analyses statistiques
IV. RESULTATS

IV.1. Description morphologique d’Helichrysum italicum
IV.2. Observation microscopique des structures sécrétrices
IV.3. Rendement en huile essentielle
IV.4. Etude phytochimique
IV.5. Activité anti-oxydante
IV.5.1. Réduction du DPPH
IV.5.2. Test du pouvoir réducteur
IV.6. Activité anti-inflammatoire in vitro
IV.7. Activité anti-hémolytique
IV.8. Isolement et identification des souches fongiques

IV.8.1. Phoma glomerata
IV.8.2. Cladosporium cladosporioides
IV.8.3. Chaetomium globosom
IV.8.4. Mucor racemosus
IV.8.5. Rhizopus stolinifer
IV.8.6. Fusarium graminearum
IV.8.7. Fusarium oxysporum
IV.8.8. Penicillium expansum
IV.8.9. Penicillium citrinum
IV.8.10. Penicillium roquefortii
IV.8.11. Penicillium digitatum
IV.8.12. Aspergillus niger
IV.8.13. Aspergillus phoenicis
IV.8.14. Aspergillus brasiliensis
IV.8.15. Aspergillus candidus
IV.8.16. Aspergillus flavipes

1V.9. Etude de 1’activité antimicrobienne

36
37
38

38
40
41
41
45
45
48
48
49
50

51
52
52
53
53
54
54
55
55
56
56
57
57
58
58
59
59



IV.9.1. Evaluation de ’activité antibactérienne
IV.9.2. Evaluation de I’activité antifongique
V. DISCUSSION
VI. CONCLUSION ET PERSPECTIVES
REFERENCES
ANNEXES
PUBLICATIONS

59
63
67
83
88



Leilall

Helichrysum il HE (bl 30 dan o gl ddaliall 5 Slaanll S 5l ot o L) )0 e Caagll
DPPH J) i 335k Ge 3208 sabiaall dplaliaall o il jall Jled o italicum (Roth) G. DON
Alan 5 ¢ peadl Gl Sl Alea S 55k e GlgdDU Baliaall oy 3 Al o ) ALYl Laela )Y 550l
peie 16) Db 21 5 oxined LS 12 (e 3l A5 pSaal) i Apdaliall il 5 Ll grasaill (g i g ol
ol el a5 (Sl bl oyl e A0all A8 sel) 2501 Gy o Jpeand) @3 (aaaT 5 pelie o
Lalul (s sisa Heitalicum <u) of s s (Sl 2Ma 2 e e dubidia L) & sila g S ddan) 9 HE (Slas)
a-(= iy monoterpénes oxygénées (%61.42) s sesquiterpenes oxygénées ,(7.76%) =
cedréne (13.61 %), a-Curcumene (11.41 %), Acétate de géranyle (10.05 %), limonene
5l - pinéne  (3.78 %) (6,07 %), nérol (5.04 %), Acétate de néryle .(4.91 %)
<y elsl (EC50 40.70 £1.96 Jo/gSe ) desis DPPH L3 4al)) e 3,08 3,58 Hijtalicum<s)
gapall Ml 4 jae (EC50 296+43.1200/¢Se)n il (o g pall Alea o 5 8 Lpald
Clesiulede/da 123 3850 9%56.2 Loy (sell eliall eay <3l ((EC50 590+11.03U/3)
K. b SO0 Y O¥Yld) gran b <y jlf bl L gl) (e LY 4085 (3 yha (e 4 s ySaal) a4kl
Chaetomium &b yké i 5 pneumonia ATCC 4352 and L. monocytogenes ATCC 15313
ekis .globosom, Rhizopus stolinifer, Cladosporium cladosporioides, Phoma glomerata
- Jo/glS1.581) @ L& (CMB) 5 (CMI)< daulua SY) o P, mirabilis ATCC 35659 o) 4l
S. cerevisiae <Y s gl e Jo/a&s 12.65-6.325 « & (CMFc) - (CMFs) 5 (3.162
ATCC 9763, C. albicans ATCC 10231, A.brasiliensis, A. flavipes, P. citrinum, P.
HbatSl S il ) 2 25 daga 2a Lua ol g ailias 4ol &y ) 38 LaSSP, expansum _sdigitatum

(GC-MS ¢SSl a5l ¢ ) 3l Helichrysum italicum (Roth)G. Don: 4alidall cillsl)
A ddalill 5 L S aca ddalial) 5 gl aa dkalill aall JDlad) aa daliill 3ausOU saliaal) 4dalill
okl



Résumé

L’objectif de ce travail est la détermination de la composition chimique de I’huile
essentielle (HE) de I’Helichrysum italicum (Roth) G. DON du Nord de 1’ Algérie, ainsi que
la détermination de ses activités biologiques par : I’estimation de 1’effet antioxydant de
I’HE (test DPPH et pouvoir réducteur du Fer); une étude de I’effet anti-inflammatoire in
vitro (anti-dénaturation des protéines et anti-hémolyse) et par une activité antimicrobienne
contre douze bactéries, deux levures et vingt et un champignons y compris (seize sont
isolés et identifiés). Les parties aériennes de 1’Helichrysum italicum ont été soumis a
I’hydrodistillation. L’analyse de I’HE d'H. italicum par chromatographie en phase gazeuse
couplée a un spectrometre de masse (GC-MS) a permis d’identifier 66 composés qui
représentent 99.24 % de I’huile total. Cette HE est caractérisée par la prédominance des
sesquiterpénes oxygénées (76.7 %) et des monoterpenes oxygénées (61.42 %). Les
principaux constituants de 1’huile sont o-cédréne (13.61 %), a-Curcumene (11.41 %),
Acétate de géranyle (10.05 %), limonene (6.07 %), nérol (5.04 %), acétate de néryle (4.91
%) et a-pinéne (3.78 %). L’HE d’H.italicum a une puissante capacité antiradicalaire avec
une ECso de 4.70+1.96 pg/ml. Les résultats obtenus montrent que I'huile d'helichrysum
italicum exerce un pouvoir réducteur important avec une ECso= 14.89+0.09 pg/ml. L’HE
d'Helichrysum italicum possede une activité anti-inflammatoire trés importante avec ECso
296+42.12ng/ml par rapport au Diclofénac sodique (ECso 590+11.03pg/ml). Le traitement
par HE entraine une stabilité de la membrane plasmique avec un pourcentage de protection
de 56.2% a la concentration 132 pgml™. L’activité antimicrobienne de ’HE est mesurée
par la méthode de diffusion de disque. L’HE inhibe la croissance de tous les
microorganismes testés sauf trois bactéries, E. coli ATCC 25922, K. pneumonia ATCC
4352 et L. monocytogenes ATCC 15313 et cing champignons, Chaetomium globosom,
Rhizopus stolinifer, Cladosporium cladosporioides, Phoma glomerata. La bactérie la plus
ensible est P. mirabilis ATCC 35659 avec une (CMI) et (CMB) de 1.581 et 3.162 pg ml-!
respectivement. La (CMFs) et (CMFc) est de 6.325 pg ml-! et 12.65 pg ml-t
respectivement pour C. albicans ATCC 10231, S. cerevisiae ATCC 9763, A. brasiliensis,
A. flavipes, P. citrinum, P. digitatum et P. expansum. En conclusion cette huile essentielle
posséde des activités biologiques intéréssentes qui peuvent étre attribuées a sa
composition chimique.

Mots clés : Helichrysum italicum (Roth)G. Don, huile essentielle, composition chimique,
GC-MS; activité antioxydante, activité anti-inflammatoire, activité antibactérienne,
activité antifongique.



Abstract

The objective of this work is the determination of the chemical composition of the essential
oil (EO) of the Helichrysum italicum (Roth) G. DON from North of Algeria, as well as the
determination of its biological activities by: the estimation of the antioxidant effect of EO (
DPPH test and the test of the reducing power). Study of anti-inflammatory effect in vitro
(the inhibition of the denaturing of protein test and the test of anti-hemolysis), and tested
by antimicrobial activity against twelve bacteria, two yeasts and twenty one fungi
including (sixteen are isolated and identified).The aerial parts of H.italicum were subjected
to hydrodistillation to obtain EO which had been analyzed by gas chromatography coupled
with mass spectrometry (GC-MS). The EO vyielded 0.44% (v/iw) and 66 compounds
accounting for 99.24% of the oil were identified with a high content of oxygenated
sesquiterpenes (61.42%). The most oxygenated sesquiterpene compounds were a-Cedrene
(13.61%), a-Curcumene (11.41%), Geranyl acetate (10.05%), Limonene (6.07%), Nerol
(5.04%), Neryl acetate (4.91%) and o-Pinene (3.78%). The (EO) of H.italicum shows a
powerful anti-radical capacity with an ECso of 4.70+1.96 pug.ml™. The results obtained
show that (EO) of helichrysum italicum has an important reducing power with an ECsp
14.89+0.09 pg/ml. The EO of Helichrysum italicum has a good anti-inflammatory activity
with ECso 296+42.12pug.ml very important compared to the Diclofenac sodium (ECso
590+11.03ug.ml ™). EO leads a certain stability of the plasma membrane with percentage of
protection 56.2% at the concentration 132 concentration pg/ml. The antimicrobial activity
of the EO was assayed by using the disk diffusion method. H. italicum inhibited the growth
of all the microorganisms tested except three bacteria, E. coli ATCC 25922, K. pneumonia
ATCC 4352 and L. monocytogenes ATCC 15313 and five fungi, Chaetomium globosom,
Rhizopus stolinifer, Cladosporium cladosporioides, Phoma glomerata. The most sensitive
bacteria were P. mirabilis ATCC 35659 with 1.581 and 3.162 pg ml-! minimum inhibitory
concentration and minimum bactericidal concentration respectively. A minimum
fungistatic and fungicide concentration are 6.325 pg ml-* and 12.65 pg ml-* respectively
was obtained with C. albicans ATCC 10231, S. cerevisiae ATCC 9763, A. brasiliensis, A.
flavipes, P. citrinum, P. digitatum and P. expansum.

Keywords: Helichrysum italicum (Roth)G. Don; (EO); Chemical composition; GC-MS;
antioxidant activity; anti-inflammatory activity; antibacterial activity; antifungal activity.
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INTRODUCTION

Introduction

L’utilisation des plantes comme source de médicament a été exploitée depuis des
millénaires par I’homme, certains produits naturels d’origine végétale sont devenus des
alternatifs efficaces aux composés chimiques qui ont plusieurs effets indésirables sur la
santé (Fernnell et al., 2004).

Ainssi 1’utilisation des conservateurs chimiques ajoutés largement dans de
nombreux produits alimentaires pour empécher principalement la croissance des
champignons de detérioration et des microbes pathogenes, causent des effets néfastes sur la
santé humaine. Par consequent les consommateurs et les autorités ont accentué la pression
sur les fabricants d’aliments pour remplacer les additifs artificiels nocifs par une alternative
des substances naturelles plus efficace et non toxique (Burt, 2004).

L’utilisation des plantes pour se soigner vient essentiellement d'une prise de
conscience des malades et de leur désir profond de revenir aux produits naturels et
efficaces; possédant de nouvelles propriétés pharmacologiques dues a de nouveaux
principes actifs et avec des nombreuses activités biologiques pour traiter a la fois plusieurs
affections. Dans ce contexte, 1’utilisation des composés naturels avec une activité
antimicrobienne et antioxydante démontrent un large éventail d’activités biologiques et
pharmacologiques et sont considérés comme ayant des effets bénéfiques en nutrition et
santé (Gautam et al., 2014).

Cependant cette utilisation demande une confirmation scientifique et des recherches
approfondies doivent étre menees. En Algérie, comme dans tous les pays du monde, plus
de 20000 plantes aromatiques médicinales sont utilisées en medecine traditionnelle
(Meissner, 2004). Helichrysum italicum (Roth) G. Don fait partie de ces plantes

aromatiques medicinales longtemps oubliées puis redécouvertes.
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Les plantes médicinales ont des propriétés curatives en raison de la présence de
divers constituants bioactifs importants (tels que les composés phénoliques, flavonoides,
alcaloides, tanins et terpénoides). Les huiles essentielles sont I’un des plus importants
produits naturels provenant de plantes pour leurs diverses propriétés biologiques a usages
médicamenteux (Elshafie et al., 2015).

Les plantes productrices des huiles essentielles ont été utilisées aussi depuis des
milliers d’années. 1’exploitation de ces métabolites végétaux a commencé au XIXe siccle,
et le plus souvent suivie par la détermination de leur composition chimique et leur activité
biologique presque exempts d’effets secondaires (Shaukat et al., 2013). Les principaux
avantages de phytothérapie semblent étre leur efficacité pergue, la faible incidence d’effets
indésirables graves et a leur faible colt (Joseph et al., 2015).

Le nom de genre Helichrysum vient de deux mots grecs helios (soleil) et chrysos
(or), rappelant la couleur de la plupart des fleurs de ce genre. Le nom d’espece italicum
rappelle I’ltalie, pays ou la plante a été¢ décrite pour la premiere fois. L’appellation :
frangaise d’« Immortelle » et anglophone everlasting, elles souligneraient le fait que les
bouquets secs se conservent exceptionnellement longtemps, sans perdre leur couleur
(Couplan, 2009).

La composition chimique de I’huile essentielle de cette plante (endémique)
retrouvée dans le bassin méditéranéen a été rapporté par plusieurs auteurs (Bianchini et al.,
2001 ; Roussis et al., 2000 ; Pirrini et al., 2009 ; Usai et al., 2010). En effet, cette huile est
exploitée en industrie cosmeétique pour ses propriétés « anti-age » et pharmacologique,
pour ses propriétés, antimicrobienne, antiecchymose, anti-inflammatoire, circulatoire,
cicatrisante et antioxydante. En Agro-alimentaire I’huile essentielle d’Helichrysum
italicum est autorisée comme ingrédient dans les ardbmes par le reglement européen

1882/2003 (Degrelle, 2015).
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Cependant, jusqu’a ce jour aucun travail de recherche sur les activités relatives a
ce genre poussant en Algeérie n’a été effectue.

L’objectif principal de notre travail est orienté vers la détermination des
caractéristiques biologiques de I’huile essentielle (HE) d’Helichrysum italicum récolté
dans le nord de I’ Algérie par:

e I’estimation de I’effet antioxydant de I’HE en utilisant deux méthodes; le test du

DPPH et le test du pouvoir réducteur.

e [’étude de I’effet anti- inflammatoire in vitro de I’HE par les deux tests; le test
d’inhibition de la dénaturation des protéines (albumine) et le test anti-hémolytique

e la mise en évidence de son activité antimicrobienne sur douze bactéries et vingt et
un champignons filamenteux et deux levures.

Ce manuscrit est organisé en deux parties : Une Revue Bibliographique, consacrée
aux substances bioactives d’origine végétales, s’accentuant sur les huiles essentielles et
leurs activités biologiques, une présentation de la plante étudiée les substances actives et
bien sdr une description ethnobotanique. Une partie expérimentale qui illustre les
techniques utilisés pour valoriser 1’huile essentielle d’H. italicum et ses activités

biologiques suivie par les résultats ainsi que la discussion.
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I. Les substances bioactives d’origine végétale

La phytothérapie désigne la médecine fondée sur les extraits de plantes et les
principes actifs naturels. L’OMS définit « la médecine traditionnelle comme comprenant
diverses pratiques, approches, connaissances et croyances sanitaires intégrant des
médicaments a base de plantes, d’animaux et/ou de minéraux, des traitements spirituels,
des techniques manuelles et exercices, appliqués seuls ou en association afin de maintenir
le bien-Etre et traiter, diagnostiquer ou prévenir la maladie » (OMS, 2002).

La recherche sur les substances naturelles connait un progres dans les années 1990,
avec l’arrivée d’une nouvelle technologie : le criblage a haut débit. Des analyses des
milliers d’extraits végétaux par jour pour y détecter des molécules actives, susceptibles
d’étre efficaces contre telle ou telle pathologie. Plusieurs plantes médicinales
traditionnellement importantes contiennent des composeés actifs serent comme précurseurs
pour synthétiser des métabolites secondaires dont 1’activité biologique peut étre attribuée
comme géranyl-diphosphate (précurseur des monoterpenes), farnésyl diphosphate
(précurseur des sesquiterpenes et des triterpénes) et géranyl-géranyl diphosphate
(précurseur des diterpenes et des tetraterpénes) (Karthikeyan et Balasubramanian, 2014).

Les produits naturels dérivés de sources végétales ont une plus grande importance,
en raison de I’énorme potentiel qu’ils offrent dans la formulation de nouveaux
médicaments qui peuvent protéger ’humanité contre de nombreuses maladies (Balunas et
Kinghorn, 2005 ; Khalid et al., 2013). Les produits a base de plantes sont utilisés dans le
monde, principalement dans les pays en développement pour les soins de santé primaires,
grace a une meilleure acceptabilité culturelle, meilleure compatibilité avec le corps humain

et moins d’effets secondaires par rapport aux médicaments synthétiques qui sont
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considérés comme dangereux pour I’homme et I’environnement (Vinha et al., 2012 ; Nag
etal., 2013 ; Popoola et al., 2013).

Les produits naturels sont actuellement utilisés dans divers domaines
principalement comme aromatisants, parfums et additifs par les industries cosmétiques et
pharmaceutiques (Bauer et Garbe, 1985) et comme arémes (Oosterhaven et al., 1995). Ces
substances naturelles sont suggérées dans les denrées alimentaires (Farag et al., 1989)
puisqu’ ils ont de grandes propriétés antimicrobiennes (Conner et Beuchat, 1984 ; Galli et
al., 1985).

L’aromathérapie (lat « aroma », grec « ardbma » = ardme, grec « therapeia » = soin,
cure) est l'utilisation médicale des extraits aromatiques de plantes (essences et huiles
essentielles). Par contre la phytothérapie c’est 1’usage de I'ensemble des éléments d'une
plante (Belaiche; 1979). Le terme «aromathérapie» a été formulé en 1928, par René
Maurice Gattefossé (1881-1950) un ingénieur en chimie, batisseur de la recherche
scientifique sur les huiles essentielles, commenca ses recherches sur le pouvoir de guérison
des huiles essentielles aprés avoir brilé sa main dans son laboratoire et I’avoir immergée
dans I’huile de lavande. Il a été impressionné de la rapidité de guérison de sa brilure
(Pitman, 2004).

La composition chimique des plantes aromatiques est complexe et est constituée de
deux fractions. La premiere fraction dite volatile est présente dans différents organes de la
plante selon la famille ; cette fraction est composée de métabolites secondaires qui
constituent 1’huile essentielle (Heinrich et al., 1983). La deuxiéme fraction dite non
volatile de la plante, composés organiques non volatils, est composée essentiellement de
coumarines, flavonoides (Cisowski, 1985), composés acétyléniques ainsi que des lactones
sesquiterpéniques phénols ou polyphénols jouant un rdle fondamental dans 1’activité

biologique de la plante (Kubeczka et al., 1982).
5
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I.1. Les huiles essentielles

I-1.1. Définition et localisation

L’huile essentielle est définit selon la norme AFNOR NF T 75-006 comme «un
produit obtenu a partir d’'une matiére premiére végetale, soit par entrainement a la vapeur
d’eau, soit par hydrodistillation» (AFNOR, 1980). Des procédés physiques sont utilises
pour séparer et récupérer I’huile essenticlle de la phase aqueuse aprés hydrodistillation, par
exemple la décantation en utilisant un solvant plus volatil que 1’eau (éther diéthylique,
pentane). Les huiles essentielles sont des liquides huileux volatiles, aromatiques,
concentreés et hydrophobes qui proviennent de diverses parties de plantes comme les fleurs,
bourgeons, graines, feuilles, branches, écorce, bois, fruits et racines. Les huiles essentielles
sont généralement des terpénoides, responsable de ’arome et de la saveur associés avec
des herbes, des épices et des parfums, aussi appelées huiles volatiles car ils se répandent
facilement dans I’air (Sumonrat et al., 2008).

Les huiles essentielles n’existent que chez les vegétaux, elles peuvent étre stockées
dans tous les organes des plantes aromatiques (i) Fleurs : oranger, rose, lavande, bouton
floral (girofle) ; (ii) Feuilles : eucalyptus, menthe, thym, laurier, sarriette, sauge ; (iii)
Fruits : fenouil, anis, épicarpes des Citrus ;(iv) Tiges : citronnelles, (v) Rhyzomes et
racines : gingembre, vétiver, iris ; (vi) Graines : noix de muscade, coriandre ; (vii) Bois et
écorces : cannelle, santal, bois de rose (Leon, 2005 ; Teixeira et al., 2013).

La synthése et ’accumulation des huiles essentielles se font généralement au
niveau des structures histologiques spécialisées, souvent localisées sur la surface de la
plante (Brunechon, 1987). Les huiles essentielles sont produites dans des cellules
glandulaires spécialisées recouvertes d’une cuticule. Elles sont alors stockées dans, des

cellules a huiles essentielles (Lauraceae ou Zingiberaceae), des poils sécréteurs
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(Lamiaceae), des poches sécrétrices (Myrtaceae ou Rutaceae) ou dans des canaux
sécréteurs (Apiacieae ou Asteraceae) (Bruneton, 1999). Elles peuvent aussi étre
transportées dans 1’espace intracellulaire lorsque les poches a essences sont localisées dans
les tissus internes. Sur le site de stockage, les gouttelettes d’huile essentielle sont entourées
de membranes spéciales constituées d’esters d’acides gras hydroxylés hautement
polymeérisés, associés a des groupements peroxydes. En raison de leur caractere lipophile et
donc de leur perméabilité extrémement réduite vis-a-vis des gaz, ces membranes limitent
fortement 1’évaporation des huiles essentielles ainsi que leur oxydation a I’air (Teuscher et
al., 2005).

1.1.2. ROle dans la nature

Les huiles essentielles sont responsables de 1’odeur caractéristique des plantes
aromatiques qui est importante pour attirer les insectes pollinisateurs de graines. En plus,
les huiles essentielles jouent un role défensif contre les prédateurs et les maladies (De
Sousa, 2015). Ce role est lié a leur activite antibactérienne, antifongique et antiviral

assurant alors une protection des plantes (Croteau, 1992 ; bakkali et al., 2008).

1.1.3. Composition des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont I’un des plus importants produits naturels provenant de
plantes pour leurs diverses propriétés biologiques a usages médicamenteux (Elshafie et al.,
2015). Les industries exigent une connaissance parfaite de la composition chimique des
huiles essentielles dont le but de controler la qualité et la régularité en vue d’une bonne
commercialisation et de valorisation. En effet, ces huiles essentielles constituent souvent
une matiére premicre destinée a des secteurs d’activités aussi divers que ceux de la
parfumerie, des cosmétiques, des industries pharmaceutiques et de [’agroalimentaire

(Joulain, 1994).
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Quel que soit le secteur concerné, 1’analyse des huiles essentielles reste une étape
importante qui, malgré les développements des méthodes de séparation et d’identification,
demeure une opération délicate nécessitant la mise en ceuvre de diverses techniques
(Joulain, 1994).

La composition chimique des huiles essentielles est complexe et résulte trés
souvent d’un mélange pouvant contenir de 10 a plus de 200 constituants possédant des
structures et des fonctions chimiques trés diverses (Bruneton, 1999). L’¢étude de la
composition chimique est généralement effectuée par chromatographie en phase gazeuse
(CPG) et par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CPG-SM) (Salzer, 1977).

Les constituants des huiles essentielles peuvent étre répartis en deux classes en
fonction de leur voie de biosynthése : (i) les terpénoides (les plus volatils c'est-a-dire a
masse moléculaire peu élevee) spécialement les monoterpenes: (C 10) cinéol, menthol, qui
constituent parfois plus de 90 % de I'huile essentielle, et sesquiterpénes: (C 15)
caryophyllene, humuléne, bien que des diterpénes (C 20) peuvent aussi étre présents
(Dorman et Deans, 2000), dans ce groupe les hydrates de carbone, phénols, alcools, éthers,
aldéhydes et cétones, responsables de I’activité antimicrobienne ainsi que de leurs parfums
(Sumonrat et al., 2008). (ii) le groupe des composés aromatiques représenté par les
phénylpropanoides est beaucoup moins fréquent, comme le safrol, I'apiol, I'anisaldéhyde,
I'eugénol, la vanilline et le cinnamaldéhyde (Buchanan et al., 2000). On y trouve
également, et en faibles concentrations des acides organiques, des cetones et des

coumarines volatiles (EL kalamouni, 2010).
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Les huiles essentielles présentent une trés grande variabilité, tant au niveau de leur
composition, qu’au plan du rendement des plantes. Cette variabilité peut s’expliquer par
différents facteurs : les facteurs intrinseques, liés a 1’espéce, au type de clone, a 1’organe
concerné, a I’interaction avec I’environnement (type de sol ou climat, ...) et au degré de
maturité du végétal concerné, voire au moment de la récolte au cours de la journée. Une
méme plante d’origine géographique différente, ce qui conduit a une variation de la nature
du sol, peut produire des huiles essenticlles différentes (Bowes, 2003). C’est le cas par
exemple, du thym vulgaire a géraniol ne produit cette derniére qu’en hiver alors que
I’acétate de géranyle la remplacera en été (Viaud, 1993). et les facteurs extrinséques, liés a
la méthode d’extraction chosit (Besombes, 2008).

1.1.4. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Plusieurs méthodes sont utilisées pour I’extraction des huiles essentielles, des

méthodes traditionnelles qui sont les plus utilisées c’est le cas de: 1’hydrodistillation ou
I'enfleurage (Meyer-Warnod et al., 1984); des méthodes innovatrices comme I’extraction

au CO2 supercritique et I’extraction sans solvant assistée par micro-ondes (Capuzzo et al.,

2013).

1.1.4.1. Hydrodistillation

Cette méthode consiste & évaporer I’huile essentielle en chauffant un mélange d’eau
ou d’autres matériaux comme les solvants avec la plante, suivie par la liquéfaction des
vapeurs dans un condenseur, cette derniere étape peut s’effectuer sans ou avec retour d’eau
dans le ballon. Ce recyclage est dit cohobage et le systéme congu pour 1’opération est
appelé Clevenger. La distillation de la plante s’effectue soit avec une immersion de la
plante dans 1’eau ou par I’injection directe de la vapeur en plagant la matiére végétale sur

une grille perforée et n’est pas en contact avec 1’eau (Fabrocini, 2007).
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Les principes volatils sont entrainés par les vapeurs d’eau puis refroidis et enfin

séparés de la phase par décantation (Moro-Buronzo, 2008).

1.1.4.2. Enfleurage

C’est une méthode complexe, elle n’est plus utilisée sauf pour les fleurs. Celles-cCi
sont étalées délicatement sur des plaques grasses qui absorberont tout le parfum. Les corps
gras vont, ensuite, étre épuisés par un solvant. Une fois 1’ardme des fleurs absorbé, les
fleurs sont remplacées par d’autres fraiches, et ceci jusqu'a saturation du corps gras. Au

bout de 24 heures, le corps gras et les H.E sont séparés (Moro-Buronzo, 2008).
1.1.4.3. Extraction au CO2 supercritique

L’extraction de fluide supercritique (EFS) est un processus consistant a separer une
composante de [’autre en utilisant les fluides supercritiqgues au lieu d’un solvant
d’extraction. Cette méthode est utilisée pour I’extraction des huiles essentielles, dont 90 %
I’extraction est exécutée avec le dioxyde de carbone (CO2) pour plusieurs raisons
pratiques. Outre une pression critique relativement faible (74 bars) une température de
32C° le CO2 est relativement non toxique, ininflammable, non corrosif, sans danger,
disponible en grande pureté a un codt relativement faible et s’¢limine facilement de I’huile
(Rozzi et al., 2002). Le seul inconvénient du CO2 est son manque de polarité pour
I’extraction des composés polaires (Pourmortazavi et al., 2007). 1l a été constaté que des
extraits préparés par EFS a produit une activité antioxydante plus élevée que les extraits
préparés par d’autres méthodes (Fadel et al., 1999). Cette méthode d’extraction produit un
meilleur rendement, un coefficient de diffusion plus élevé et une plus faible viscosité.
Beaucoup d’huiles essentielles qui ne peuvent pas étre extraites par distillation a la vapeur

peuvent étre obtenues par extraction au dioxyde de carbone.
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Néanmoins, cette technique est tres colteuse en raison du prix de I’équipement.
L’huile supercritique s’est avéré pour étre de qualité supérieure, avec les meilleures

résultats d’activités (Capuzzo et al., 2013).
1.1.4.4. Extraction assistée par micro-onde

Cette technique est rapide, économique (pas de solvants) et elle n’est pas
thermiquement dangereuse (Mandal et al., 2007). Golmakani et al. (2008) ont utilisé avec
succes un four a micro-ondes pour 1’extraction des principes actifs des plantes. L’efficacité
d’hydrodistillation assistée par micro-ondes dépend fortement de la puissance des micro-
ondes utilisés (Brachet et al., 2002). Le montage utilisé se rapproche d’un montage
d’hydrodistillation classique. Le réacteur contenant seulement le matériel végétal est
chauffé par les micro-ondes a I’intérieur du four, les vapeurs sont ensuite entrainées dans le
col de cygne avant d’étre condensées dans le réfrigérant puis recueillies dans un essencier

(Lucchesi, 2006).

1.2. Mécanismes d’action des huiles essentielles

1.2.1. Activité antioxydante

La formation des radicaux libres est un processus continu et évolutif. Ces
molécules jouent un réle vital dans la signalisation cellulaire, contrble de tonalité
vasculaire, défense contre les micro-organismes, la génération de cellule et la régulation de
I’homéostasie (Basu, 2010). Toutefois, lorsqu’il y a un excés des radicaux libres, les
especes réactives de I’oxygene (ROS) participent également a la pathogenése liées a des
dommages de ’ADN et aux proteéines causant des modifications des genes et des
mutations protéiques, des dommages glucooxydatifs et une dégradation des lipides

membranaires des cellules (Carocho et Ferreira, 2013).

11
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Le mécanisme de défense de I’organisme en général diminue avec 1’age et peut étre
compromis par les diverses formes de stress oxydatif résultant de facteurs
environnementaux causant des troubles de santé : le cancer, le diabéte, 1’athérosclérose.
Toutes ces conditions, ainsi que le processus de vieillissement, sont associés a un stress
oxydatif en raison de I’¢lévation des ROS ou une désintoxication insuffisante de ces
especes, favorisant ainsi le processus de vieillissement précoce ou prématurée de la peau
(Igwe et Echeme, 2014).

Il a été démontré qu’in vitro les plantes possédaient une capacité antioxydante en
convertissant les radicaux libres en produits stables et en inhibant I’activité dégénérative
de certaines enzymes de la peau (Ndlovu et al., 2013). Les substances polyphénoliques des
huiles essentielles possédent de nombreuses propriétés biologiques, mais la propriété la
mieux décrite dans tous les groupes de composés phénoliques est leur capacité d’agir
comme antioxydant. L’activité antioxydante des phénols dépend de la disposition des
groupes fonctionnels autour de la structure nucléaire, la configuration, la substitution et le
nombre total des groupes hydroxyles qui influencent considérablement les différents effets
antioxydants des radicaux et la chélation des métaux (Kumar et Pandey, 2013).

De nombreux auteurs ont rapporté les propriétés antioxydantes et antiradicalaires
des huiles essentielles (Sacchetti et al., 2005). Les huiles essentielles, ont été largement
évaluées concernant leurs activités antioxydantes puisqu’ils ont été utilisés dans les
aliments industriels comme des antioxydants naturels (Hellali, 2016).

Ruberto et Baratta (2000), qui avaient étudié 1’activité antioxydante de 98
composants pure de I’huile essentielle de Teucrium marum, représentant les principales
classes des composés typiques des huiles essentielles, ont montre que les hydrocarbures
sesquiterpéniques exercaient un effet antioxydant faible, alors que les hydrocarbures

monoterpéniques ont montré un effet antioxydant significatif, avec plusieurs variantes en
12



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

raison des différents groupes fonctionnels. Teixeira et al., (2013) qui ont décrit que

I’activité antioxydante élevée de I’huile essentielle du clou de girofle indienne est due a
son composé majoritaire 1’eugénol qui est un phénylpropanoide, connu comme un puissant
antioxydant.

L’effet antiradicalaire de 1’huile essentielle pourrait étre dii a la présence d’une
grande proportion des composés phénoliques (Almeida et al., 2011). 1l est rapporté que les
composés phenoliques peuvent donner un atome d’hydrogene aux radicaux libres arrétant
de ce fait la réaction en chaine de propagation pendant le processus d'oxydation des lipides
(Sanchez -Mareno et al., 1998). Les composés phénoliques réagissent selon un mécanisme
proposé par Sherwin (1976), 1’antioxydant cede un radical hydrogene, qui peut étre un
transfert d’électrons suivi, plus ou moins rapidement, par un transfert de protons, pour

donner un intermédiaire radical stabilisé.

1.2.2. Activité anti-inflammatoire

L’inflammation est une réponse physiopathologique de la blessure, d’une infection
ou d’une destruction caractérisée par la chaleur, la rougeur, la douleur et le gonflement.
L’inflammation est une réaction normale de corps pour se protéger des lésions causées par
des traumatismes physiques, agents chimiques ou microbes pathogenes. C’est la réponse
de I’organisme pour inactiver ou détruire les organismes envahisseurs, pour éliminer les
irritants. Elle est déclenchée par la libération de médiateurs chimiques des tissus lésés et
migration des cellules. Les médicaments les plus couramment utilisés pour la gestion
d’affections inflammatoires sont les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), qui ont
plusieurs effets indésirables en particulier 1’irritation gastrique conduisant & la formation

d’ulcéres gastriques (Bennett, 2005 ; Tripathi, 2008).

13
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Les recherches approfondies sur les différentes especes de plantes et leurs principes
actifs thérapeutiques utilisés dans le traitement de la goutte, de 1’arthrite et de la fievre ont
aboutis a la mise en évidence de nouveaux composés ayant des activités anti-
inflammatoires significatives (Joseph et al., 2015).

Un effet anti-inflammatoire a été decrit pour de nombreuses huiles essentielles, tels
que celles de : Protium strumosum, Protium lewellyni, Protium grandifolium (Siani et al.,
1999). L’huile essentielle des racines de Carlina acanthifolia est capable d’inhiber
I’inflammation induite par une injection de carraghénane chez le rat (Dordevic et al.,
2007).

Les familles biochimiques a action anti-inflammatoire et/ou antalgique qui
constituent les composés de différentes huiles essentielles sont: les Aldéhydes
monoterpéniques, les Esters terpéniques, les Sesquiterpénes et les Monoterpénes,
I’Eugénol (phénol aromatique), 1I’Eucalyptol (oxyde terpénique) ou 1,8 cinéole, Alcools
terpéniques (Sesquiterpénols, Monoterpénols), les Cétones terpéniques, les Phénol méthyl-
éthers (Spinola, 2016).

1.2.3. Activité antimicrobienne

1.2.3.1. Activité antibactérienne

L’utilisation des antibiotiques pour lutter contre des micro-organismes pathogenes
est limitée en raison de leurs effets cancérogénes, leur toxicité aigué et leur danger
potentiel pour I’environnement en plus du probléeme de résistance bactérienne a cette classe
thérapeutique. Plus récemment, la prévalence de la résistance aux antimicrobiens a incité
les chercheurs a recherchher de nouvelles molécules antimicrobiennes pour inhiber les
diverses bactéries pathogénes humaines (Rudramurthy et al., 2016). A cet égard,

I’exploitation des huiles essentielles pour controler 1’épidémie des bactéries pathogénes
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peut étre utile pour lutter contre diverses maladies infectieuses (Mulyaningsih et al., 2010).
L’impact antimicrobien des huiles essentielles et de leurs composants chimiques est
démontré par plusieurs études (Duschatzky et al., 2005 ; Lang and Buchbauer, 2012 ;
Akhtar et al., 2016).

L’action des huiles essentielles s’exerce sur un large spectre de bactéries, incluant
les bactéries a Gram positives et les bactéries a Gram négatives. La structure de la paroi
cellulaire des bactéries a Gram positives les rend toutefois plus sensibles a 1’action des
huiles essentielles (Raut et Karuppayil, 2014). La structure de la paroi cellulaire des
bactéries Gram négatives les rend moins sensibles a ’action des huiles essentielles. La
présence d’une membrane plasmique hydrophile externe chez les Gram négatives empéche
la pénétration intracellulaire des molécules hydrophobes composant la majorité des huiles
essentielles. Cette caractéristique confére aux bactéries négatives une résistance a 1’huile
et méme aux antibiotiques (Lewis et Ausubel, 2006).

La composition chimique des extraits de plantes peut étre influencée par de
multiples facteurs, incluant 1’espece a laquelle appartient la plante prélevée, le matériel
végetal (feuilles, fleurs, rameaux, fruits) utilisé pour produire les extraits, ainsi que le
procédé employé pour réaliser 1’extraction. La combinaison de ces divers parameétres
semble étre une explication aux différences d’activité antibactérienne observées entre les
huiles essentielles (Burt et al., 2004).

Dans I’ensemble, le mécanisme d’action antibactérien est favorisé par une série de
réactions biochimiques dans la cellule bactérienne, qui dépendent du type et des
caractéristiques des constituants chimiques présents dans 1’huile essentielle (Nazzaro et al.,
2013). Les constituants chimiques de 1’huile essentielle ont une propriété hydrophobe qui
leur permet de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane de la

cellule bactérienne (Keita, 2002). Les molécules oxygénées, qui entrent dans la
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composition des huiles essentielles, sont généralement plus actives que les molécules
hydrocarbonées, connues pour leurs faibles propriétés antibactériennes. L’activité
antibactérienne de ces molécules dépend, a la fois, du caractére lipophile de leur squelette
hydrocarboné et du caractere hydrophile de leurs groupements fonctionnels. Parmi les
composés de I’huile essentielle les phénols, sont, du fait du caractére acide de leur
substituant hydroxyle, décrits comme les composés les plus actifs. Les composés
carbonylés, avec des groupements aldéhydiques ou cétoniques, et les alcools sont
également reconnus pour leurs propriétés antibactériennes (Kalemba et Kunicka, 2003).
Les composants actifs de 1’huile essentielle du Romarin tel que le cinéole, le
camphre et 'a-pinene, agissent sur plusieurs sites de la cellule bactérienne (Rozman et
Jersek, 2009). Des cellules bactériennes traitées avec la fraction oxygénée de I’huile
essentielle de Quercus infectoria est également endommagé. Le matériel intracellulaire
forme des agrégats, qui présentent un aspect vacuolaire, due a une modification de la
perméabilité membranaire qui conduit a une perte des éléments cytoplasmiques (Suwalak

et Voravuthikunchai, 2009).
1.2.3.2. Activité antifongique

Les huiles essentielles constituent une source potentielle pour des nouveaux
médicaments antifongiques, soit sous leur forme pure soit sous forme de dérivés des
composés originaux pour une optimisation thérapeutique plus efficace et plus sire (Peralta
et al., 2015). Les huiles essentielles ou leurs composés actifs sont également employés
comme agents antifongiques dans les industries agro-alimentaires (Zambonelli et al.,
2004).

L’eugénol est un composé antifongique efficace qui cause des dommages

permanents aux cellules des levures tels que Candida albicans (Latifah-Munirah et al.,
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2015), et des champignons : Aspergillus ochraceus, A. versicolor, A. niger, A. fumigates,
Trichoderma viride et P. funiculosum (Beatovic et al., 2015).

Papajani et al. (2015) ont rapporté 1’activité antifongique de 1’huile essentielle de
romarin  sur les dermatophytes tels que: Epidermophyton  floccosum,
Arthroderma cajetani, Microsporum gypseum, Microsporum canis, Trichophyton
violaceum, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum et Trichophyton
tonsurans, et des champignons phytopathogenes tels que Botrytis cinerea et
Pleomorphomonas oryzae.

Les composés phénoliques des huiles essentielles modifient la perméabilité
cellulaire fongique en interagissant avec les protéines de la membrane. Cela provoque la
déformation de la structure cellulaire, et perturbe la fonctionnalité aboutissant alors a la
perte des macromolécules conduisant a une inhibition de la croissance fongique (Pramila,
etal., 2012).

D’autre part, la pectine composé essentiel des parois des cellules végétales
nécessaire a 1’adhésion cellulaire, est hydrolysee par les pectinases fongiques. Il
semblerait que les composés phénoliques des HE joueraient un réle inhibiteur de celles-ci
(Vermeriss et Nicholoson, 2006).

L’exposition des cellules fongiques a I’huile essentielle conduit généralement, a la
coagulation des composants cellulaires dus a des dommages irréversibles de la membrane
cellulaire. Chez la levure, I’huile essentielle établi un potentiel membranaire en perturbant
la production d’ATP, ce qui conduit a la lyse cellulaire (Aleksic et Knezevic, 2014).

Les huiles essentielles ont la capacité de pénétrer et de perturber la paroi cellulaire
des champignons et des membranes cytoplasmiques grace a un processus de
perméabilisation, ce qui conduit a la desintégration des membranes mitochondriales. Ceci

est causé par des altérations dans le flux. Cela peut aussi endommager les lipides, les
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protéines et les acides nucléiques contenus dans les cellules infectées par les champignons
pathogénes (Arnal-Schnebelen et al., 2004).

Les huiles essentielles pourraient également perturber la dépolarisation de la
membrane mitochondriale en agissant sur les canaux d’ions, surtout les ions du Ca®,
pompes a protons et pools d’ATP qui amene vers une diminution du potentiel
membranaire. Ce changement dans la fluidité des membranes peut causer une perte
d’¢lectrolytes par la perturbation des voies de cytochrome C, des métabolismes des
protéines et des concentrations d’ions du calcium. Par conséquent, cette modification de la
perméabilité des membranes mitochondriales internes et externes peut entrainer 1’apoptose

des cellules conduisant a la mort cellulaire (Yoon et al., 2000).

1. Les Asteraceae

11.1. Morphologie

Le nom Asteraceae provient du mot « Aster » = étoile, qui est en relation avec la
forme de la fleur. Les Asteraceae (Sous-embranchement: Angiospermes, Classe:
Dicotylédones, Sous-classe: Gamopétales, Ordre: Astérales, Famille : Astéracées).

C’est une plante annuelle, se présentant sous forme d’arbuste, de plante grimpante
et arbre, mais dans la plus part des cas c’est une plante herbacée avec des feuilles isolées.
Son appareil végétatif est reconnaissable par des inflorescences tres caractéristiques : le
capitule, involucre dans de nombreuses petites fleurs & I’extérieur et parfois seulement
sous-tendus par des bractées. Les anthéres sont fusionnés et forment un tube a travers
lequel le style s’étend et sépare deux lobes stigmatiques et devient recourbés, tandis que le

fruit a graine unique ont généralement un pappus plumeux (Galbany-casals, et al., 2014).
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11.2. Distribution

Les Asteraceae sont la plus grande famille de la floraison dans le monde,
comprenant 23 600 especes attribuées a 1620 genres et ont une distribution cosmopolite,
mais sont particulierement diversifiées dans les régions tropicales et subtropicales
d’Afrique australe, la région méditerranéenne, Asie centrale, sud-ouest de la Chine et en
Australie (Funk, et al., 2009). Cette famille engendre en Algérie, 109 genres et 408 espéces
(Quezel, 1963).

Cette famille est divisée en 13 sous-familles (Panero, et al., 2014), dont la sous-
famillee Asteroideae qui contient plus de 70 % des especes actuellement reconnues. Les
études moléculaires récentes ont révélé trois lignées principales au sein des Asteroideae

(Robinson, 2004).

11.3. Phytochimie

La caractéristique commune de la famille des Asteraceae est la présence des
différents composés tel que : les flavones, les flavanols, les alcaloides et les terpenoides
(Menichini et al., 1994). Cette composition chimique est a la base taxonomique de cette

famille (Oksuz et al., 1990).

11.4. Le genre Helichrysum

Helichrysum (Mill.) est classée dans la tribu Gnaphalieae qui contient 500 & 600
éspéces. L’espece la mieux étudiée de ce genre est Helichrysum italicum (Roth) G. Don.
Le nom du genre est dérivé des mots grecs « helios » (soleil) et «chryos » (or) et se
rapporte aux jaune durable et lumineux des inflorescences, appelées fleurs or-éternel ou
éternelles (Pignatti, 1982). Ces espéces sont réparties principalement en Afrique, mais
aussi en Europe, Asie et Australie (Hilliard, 1983 ; Manning et Goldbatt 2012). Les

especes Helichrysum sont généralement considerées comme des plantes vivaces
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aromatiques avec poils dense ou feuilles laineuses et persistantes, et de capitules de
variétés différentes (Wyk et al., 2009). Cette plante est utilisée en phytothérapie vu sa

diversification en produits bioactifs (Tolstikhina et Semenov., 1998).
11.5. Propriétés pharmacologiques du genre Hélichrysum

Les especes du genre Helichrysum ont été utilisées en medecine traditionnelle dans
le monde en Europe, 1’Egypte, I’Amérique du Nord, Chine et Australie. (Lwande et al.,
1993 ; Ruberto et al., 2002). Ces plantes ont été utilisées en medecine traditionnelle dans la
région mediterranéenne par exemple, pour traiter les lésions de la peau, en raison de son
efficacité dans le traitement des cicatrices (Kladar et al., 2015). C’est aussi le cas des
especes d’Afrique du sud connues pour leur utilisation dans les traitements des infections
de la peau (Lourens et al., 2008).

Ce genre possede aussi des propriétés anti-inflammatoires, antimicrobiennes et
antioxydantes et comme complément alimentaire (Cavar et al., 2015). L’espece d’H.
microphyllum répandue dans les Tles Baléares, la Corse et la Sardaigne est utilisé
traditionnellement pour atténuer la toux, les brllures et comme un anti-rhumatismal,
analgésique, antispasmodiques, antioxydants, antibactériens et antiallergiques (Ornano et
al., 2015).

Les especes d’Helichrysum sont naturellement riches en métabolites secondaires,
comme les composés phénoliques (flavonoides, dérivés de phloroglucinol et chalcones),
les dérivés d’a-pyrone et les dérivés d’acétophénones (Lourens et al., 2008), qui leur
donnent une caractéristique d’application dans le domaine cosmétique et pharmaceutique
comme anti-inflammatoire (Viegas et al., 2014), agents antibactérien et antioxydant

(Kolayli et al., 2010 ; Rigan et al., 2014).
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11.6. Helichrysum italicum (Roth) G. Don

11.6.1. Description botanique

George Don avait décrit en 1830 1’espéce Helichrysum italicum (Roth) G. Don
pour la premiére fois, cette espece est divisée en trois sou-especes (Helichrysum italicum
subsp. italicum, Helichrysum italicum subsp. microphyllum, Helichrysum italicum subsp.
serotinum (Rovesti, 1930). C’est un arbuste ligneux nain a fleurs jaunes qui pousse sur les
falaises seches et les sols sableux tres répandue le long de la céte et des Tles de la mer

Adriatique (Masteli¢ et al., 2008).
11.6.2. Composition chimique de I’huile essentielle

Trois génotypes d’H. italicum sSp ont été identifié présentent une composition
chimique différente : (a) un génotype riche en nérol et ses esters ; (b) un génotype avec une
dominance des o - et B-sélinene; (c) un génotype avec des quantités élevées de y-
curcumene. Les huiles essentielles d’H. italicum ssp. sont caractérisées par des quantités
élevées de monoterpenoides tels que I’acétate de néryle, propanoate de néryle et 1’a-pinene
(Bianchini et al., 2001 ; Paolini et al., 2006).

Une huile essentielle d” H. italicum ssp. riche en géraniol et acétate de géranyle a
été signalée pour les plantes récoltées en Gréce (Chinou et al., 1996). D’autres études ont
signalé des populations de H. italicum ssp. caractérisée par de grandes quantités de
sesquiterpenes (Bianchini et al., 2001).

La corrélation entre la composition de 1’huile essentielle d’H.italicum et divers
parameétres ont été montrées : la texture et 1’acidité des sols, la composition inorganique de
la plante et le sol, le stade de développement végetatif (Bianchini et al., 2009). Par
exemple : les huiles essentielles d’H. italicum de la Méditerranée ont montré des
compositions différentes. L’huile essentielle d” H. italicum de la cote Adriatique (sous-
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especes non precises) contient de I’a-pinéne, o - et y-curcumene comme principaux
composants (Conti et al., 2010), I’HE (italicum subsp) de Toscane contient principalement
des a-pinene et acétate de néryle (Bianchini et al., 2003), alors qu’un échantillon d’huile
du sud de I’'Italie est dominé par I’iso-italicene époxyde (Mancini et al., 2011). D’autre HE
d’origine italienne contenait principalement du y-curcumene, B-sélinéne et a-sélinene
(Morone-Fortunato et al., 2010). D’autre part, I’huile de I’ile grecque d’Amorgos (ssp
italicum) était dominée par le géraniol (Chinou et al., 1996), tandis que les plantes de Créte
(ssp microphyllum) produisent une huile contenant principalement des hydrocarbures
sesquiterpene (Roussis et al., 2000).

Bianchini et al. (2003) ont étudié et comparé la composition chimique des huiles
essentielles d’H. italicum issues de plusieurs régions d’Europe, de Corse, de Toscane, de
Sardaigne, et de 1’archipel Toscan. Les résultats sont résumés dans le (tableau 1). La
subsp. italicum se trouve en Corse, en Toscane et dans I’archipel Toscan. Par contre en
Sardaigne il y a la dominance de la subsp. microphyllum qui est caractérisé par une huile
essentielle riche en composés oxygénés (70-75%) et d’acétate de néryle (40-52) et
I’abscence de B-dicétones. Les composés oxygénés présents en pourcentages élevés dans
tous les sous-especes sauf chez I’huile essentielle de Toscane qui a une teneur élevée en
composés carbonés (40-77%). Les pourcentages des composés majoritaires des
échantillons issus de Corse et de I’archipel Toscan sont relativement proches.

Ces différences de composition chimique des huiles essentielles d’H.italicum
peuvent s’expliquer par le moment de floraison, la région de récolte, les conditions

climatiques et la nature du sol (Bianchini et al., 2003).
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Tableau 1. Les pourcentages des composés majoritaires des huiles essentielles d’
H.italicum issues de Corse, de Toscane, de Sardaigne et de I’archipel Toscane (Bianchini
et al., 2003).

Helichrysum italicum
Composition _supsp. _ subsp. _suk_Jsp. _sut_)sp.
chimiques % italicum microphyllum |taI|c.um |taI|cgm
(Corse) (Toscane) (Sardaigne) (architpel
Toscane)
hydrocarbonnés 10-32 40-77 11-16 14-31
0XYQéneés 60-77 8-44 70.75 57-79
r-curcumene 1-13 5-14 1-3 5-14
B-dicétones 4-18 0.4-7 - 4-42
Acétyle de néryle 16-43 0.3-21 40-52 15-45

11.6.3. Les activités biologiques de I’huile essentielle

Helichrysum italicum a été largement utilisé en médecine populaire (tableau 2).
Dans le systeme médical gréco-romain, H. italicum a été utilisé comme plante anti-
inflammatoire et anti-infectieuse (Bataa et Maxia, 2006). En outre, des fleurs séchées d’ H.
italicum sont connues dans la médecine traditionnelle comme un cholérétique, diurétique et
expectorante (Chinou et al., 1996). Les activités biologiques de nombreux métabolites d’
H. italicum, en particulier les composantes volatiles des huiles essentielles, produites dans
les poils glandulaires présentent sur les feuilles et les capitules de la plante (Morone
Fortunato et al., 2010), ont été confirmées dans de nombreuses études. Des études
antérieures avaient signalé de nombreuses activités : anti-inflammatoire (Sala et al., 2002),
antioxydantes (Appendino et al.,, 2007), anti-allergiques (Chinou et al., 1996),

antibactériennes (Nostro et al., 2001) et antivirales (Appendino et al., 2007).
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Tableau 2. Etudes ethnopharmacologique d’ H. italicum dans plusieurs régions, en indiquant I’utilisation médicale.

L’année | Région Préparation L’utilisation Médical Partie de Références
Plante
1989 Grenade, Espagne Infusion bain de Bouche | Mal des dents Fleure (Gonzalez-Tejero,
1989)
1999 Giglio, Archipel toscan , Italie Infusion Toux Partie (Uncini Manganelli et
En Vapeur Rhume aérienne Tomei, 1999)
Trachéite
2000 Garfagnana, Sardaigne Infusion Rhume Partie (Pieroni et al., 2000)
Italie En Vapeur aérienne
2005 Jaén, Espagne - Rhume - (Pardo de Santayana et
Désordre Digestif al., 2005)
Ibi, Alicante, Espagne Infusion Mal Des Dents Fleure (Barber et al., 2005)
Bain de Bouche Antiseptique de Bouche
2007 Alt Emporda, Catalunya, Espagne Infusion Distordre digestif Fleure (Parada, 2007)
Bosnie Herzégovine Infusion La Toux Fleure (Redzic, 2007)
Trouble de Foie
Calabre, Italie Infusion Pharyngite Fleure (Passalacqua et al., 2007)
En poudre avec le miel | Bronchite
2008 Sannio, Bénévent, Campanie, Italie Infusion La toux Fleure (Guarino et al., 2008)
Décoction
La Corogne, Espagne Infusion pour L’inflammation de Fleure (Latorre, 2008)
I’utilisation externe la peau
Valence, Espagne - Les infections Parasitaires - (Latorre, 2008)
des intestins
2009 Baixo Alentejo, Barlavento, Algarve, L’huile essentielle Désordres dermatologiques Partie (Proenca da Cunha et al.,
Portugal aerienne 2007)
2013 Parc National Du Cilento Et Vallo Di Decoction Asthme Fleure (Di Novella et al., 2013)

Diano, Compagnie, Italie
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I11.1. Produits chimiques

Les produits chimiques utilisés dans la présente étude sont tous de grade analytique.
Le 2,2’-diphényle-1-picryl hydrazyl (DPPH), l’aspirine, le tween 80, le Diméthyle
sulfoxyde (DMSO), I’acide trichloracétique (TCA), I’acide ethylenediamine tétraacétique
(EDTA), le chlorure ferrique (FeCls), le ferricyanide de potassium [K3Fe(CN)e], sont des
produits Sigma (Almagne). Le 2, 6 di-tert-butyl-4-methyl phenol (BHT) est un produit
Fluka (France). Les sels utilisés pour la préparation des solutions tampons sont obtenus
aupres de Panreac (Espagne). Les solvants organiques et les colorants Vert d’iode, Carmin
aluné, bleu de méthyléne sont obtenus aupreés de Prolabo (France). 5-formylcytosine (5FC)
et les antibiotiques provenant de Sanofi Diagnostics Pasteur. Les milieux de culture pour
bactéries, la gélose Mueller Hinton (MH), la gélose nutritive (GN) et les bouillons nutritifs
sont aussi des produits Sigma. Par contre la gélose dextrose a la pomme de terre (PDA) et
le bouillon de dextrose a la pomme de terre (PDB) utilisés pour la culture des
champignons sont préparés au laboratoire (annexe ).

I11.2. Matériel végétal

La plante Helichrysum italicum (Roth) G. Dona (figure 1) est récoltée durant la
phase de floraison en juin 2013 dans la région de Bejaia (nord d'Algérie). Elle est identifiée
par le Pr. Kaabeche Mohamed (Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université
Ferhat Abbas Sétif 1). La partie aérienne est nettoyée, séchée a I’ombre et a température
ambiante. Ensuite le matériel végétal est coupé en petits morceaux avec un couteau

universel puis stockée a 1’abri de la lumiére jusqu'a son utilisation.
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Figure 1. Photographie des parties aériennes d’Helichrysum italicum (Roth) G. Don
récolté dans le nord de I’ Algérie

111.3. Matériel biologique

L’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle d’Helichrysum italicum est évaluée
sur 12 souches bactériennes de référence, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Micrococcus luteus ATCC 4698, Klebsiella pneumonia ATCC 4352,
Enterococcus cereus ATCC 2035, Bacillus cereus ATCC 10876, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228, Bacillus subtilis ATCC 9372, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Enterococcus faecalis ATCC 49452, Proteus mirabilis ATCC 35659,
Listeria monocytogenes ATCC 15313, deux levures Candida albicans ATCC 10231 et
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 et quatre champignons Fusarium solani var.
coeruleum, Alternaria alternata, et Ascochyta rabiei proviennent du laboratoire de
Microbiologie Appliquée, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université Ferhat

Abbas, Sétif 1 et de laboratoire de Microbiologie, Faculté des Sciences, Université de
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M’sila. Les autres souches fongiques ont été isolées et identifiées au niveau du laboratoire
de Microbiologie Appliquée, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université

Ferhat Abass, Sétif 1.

I11.4. Méthodes expérimentales

11.4.1. Technique histologique

Une étude histologique des coupes anatomiques des feuilles et tiges d’ Helichrysum
italicum est réalisée par la technique de la double coloration (Prat, 2007). Sur une coupe
aussi fine que possible, les coupes sont placées successivement dans des bains successifs,
I’eau de javel a 12° (pendant 15 min); pour vider le contenu cytoplasmique des cellules
puis ’acide acétique a 20% (pendant 3 min); pour neutraliser 1’exces d’eau de javel, suivit
du vert d’Tode (pendant 3 min); colore les parois lignifiées ou tubérisées en vert, bleu, ou
violet selon le degré de modification de la paroi (degré de lignification) comme celle du
bois et du sclérenchyme. Le dernier bain utilisé est le Carmin aluné (5 & 10 min), ce dernier
colore les parois cellulosiques en rose (caractéristique du parenchyme cellulosique, du liber
et du collenchyme). A la fin les coupes sont rincées avec de I’eau distillée entre chaque
étape de coloration et préparés pour observations microscopique. Les coupes doivent étre
immédiatement recueillies dans 1’eau pour éviter la déshydratation.

11.4.2. Extraction de ’huile essentielle

L’extraction de 1’huile essentielle est réalisée par hydrodistisation en utilisant un
clevenger. Un mélange de 100 g de matiére séche et 1L d’eau distillée sont chauffés
jusqu’a ébullition dans un chauffe ballon (Garnero, 1996) (figure 2).

Les vapeurs chargées d’huile essentielle passent a travers le tube vertical puis dans
le serpentin de refroidissement ou aura lieu la condensation. Les gouttelettes ainsi

produites s’accumulent dans le tube rempli auparavant d’eau distillée. L huile essentielle

27



MATERIEL ET METHODES

de faible densité par rapport a I’eau, surnage a la surface de cette derniere. L huile ainsi
obtenue est récuperée est conservee dans des flacons opaques bien scellés a basse
température (4-5 C°). L’opération d’extraction dure trois heures a partir du début

d’ébullition (EI Kalamouni, 2010).

Systeme d'eau
pour refroidissement

Condenseur

Figure 2. Appareillage type Clevenger utilisé pour I’hydrodistillation d’huile essentielle
(El Kalamouni, 2010).

111.4.3. Calcul du rendement

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de I’huile extraite et
le poids de la plante utilisée (Caree, 1953). Le rendement exprimé en pourcentage est
calculé par la formule suivante :

R% = P1 /P2 X 100 Ou R% : rendement de 1’huile en pourcentage ; P1 : poids de 1’huile

en g; P2 : poids de plante en g.
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I11.4.4. Analyse de ’huile essentielle

L'analyse GC/MS a été effectuée selon la méthode décrite par Popova et al. (2005).
La séparation et I’identification des constituants de ’huile essentielle sont réalisées par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG/SM) a
colonne apolaire en utilisant un systeme de Hewlett-Packard GC-MS (GC : 6890 série Il ;
MS-HP 6972). La colonne capillaire en silice fondue HP5 (30 m de long, de 0.25 mm de
diamétre intérieur, épaisseur du film de 0.25 Im) et directement couplé a la SM. La
température est réglée de 100 a 325C° a raison de 5C° / min. Le gaz vecteur était 1’hélium,
avec un débit de 20 ml/min, le rapport de division est de 50 :1, et la température de
I’injection est de 280C°, volume injecté¢ 1 pl. L’appareil est contrdlé par un systéme
informatique de type «HP ChemStation », la gestion de I’opération de I’appareil est de
suivre 1’évolution des analyses chromatographiques avec une bibliothéque de spectres de
masse de NIST 2008. Les constituants d’huile essentielle sont identifiés par comparaison
de leurs spectres de masse et leurs indices de rétention (RI) avec celles de la bibliothéque
spectrométrie de masse NIST 08. L’analyse par GC/MS a été réalisée au niveau du centre

SACE de I’'université de Murcie, Espagne.

111.4.5. Activités anti-oxydantes

111.4.5.1. Réduction du DPPH

L’activité antioxydante exprime la capacité a réduire les radicaux libres. Elle est
étudiée par la méthode du DPPH?®, ce radical libre présente une coloration violet fonce,
lorsqu’il est piégé par les antioxydants, il apparait sous sa forme réduite de couleur jaune

pale (Figure 3) (Soares et al., 1997 ; Molyneux, 2004).
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Figure 3. Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH (Molyneux, 2004)

La réduction du radical libre DPPH® par un antioxydant peut étre suivie par
spectrométrie UV-visible, en mesurant la diminution de 1’absorbance a 517nm provoquée
par des antioxydants (Molyneux, 2004).

L’évaluation de I’activité anti-radicalaire de 1’HE vis-a-vis du DPPH est effectuée
selon la méthode décrite par Que et al., (2006) avec une légére modification. 600 pL de
diverses solutions d'HE ou standard BHT (I’hydroxytoluene) et I’acide gallique (AG) sont
mélangés avec 600 pL d’une solution de méthanol de 0,004 % de DPPH. L’huile est testé a
des concentrations allant de 0 a 13pg/ml, pour le I’hydroxytoluene (BHT) de 0 a 183ug/ml
et pour I’acide gallique (AG) 0 a 9.9ug / ml. Le BHT et I’AG sont utilisés comme des
antioxydants de référence. Le mélange réactionnel est incubé 30 min a I’obscurité et a
température ambiante, puis I’absorbance est lue a 517 nm.

Selon Dung et al. (2008) I’activité antiradicalaire (pourcentage d’inhibition) est estimée
selon la formule suivante :

Activité antiradicalaire (%) = [(Ao — A1) / Ag] % 100
Ao : absorbance du contrdle.

A1 : absorbance de 1’échantillon test.
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Le pourcentage d’inhibition permet de calculer le paramétre ECso « Efficient
Concentration ». Il définit la concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50%
de I’activité du DPPH (Molyneux, 2004). Ces ECso sont déterminées graphiquement par la
droite de régression dont 1’abscisse représente la concentration des échantillons et
I’ordonné I’activité antioxydante en pourcentage. Le pouvoir antiradicalaire relatif (APR)

est inversement proportionnel a I’ECso ou APR = 1/ECsxo (Prakash et al., 2007).
111.4.5.2. Réduction du fer

Le pouvoir réducteur est déterminé selon la méthode d’Oyaizu (1986). 2.5 mL de
chaque concentration d'HE, 2.5 mL de tampon de phosphate de sodium 200 mmol/l (pH
6,6) et 2.5 mL de ferrocyanure de potassium [K2FeCNg] a 10 mg/mL sont ajoutés. Le
mélange est incubé a 50C° pendant 20 minutes. Aprés refroidissement, 2.5 mL d’acide
trichloracétique a 100 mg/mL sont ajoutés, le mélange est centrifugé a 200g pendant 10
minutes. Le surnageant obtenu (5 mL) est mélangé avec SmL d’cau distillée et 1mL de
chlorure ferrique [FeCls] & 1 mg/mL. L’absorbance est mesurée a 700 nm contre un blanc
contenant le tampon phosphate. Le principe de cette méthode est basé sur la mesure de
I’absorbance du complexe bleu de Prusse formé suite a I’addition d’un excés de Fe3+.

Une absorption plus élevée indique un pouvoir réducteur plus élevé. ECso (d'HE
png/mL) est la concentration effective au cours de laquelle I’absorbance est de 0.5 pour
réduire la puissance et est obtenue par extrapolation a partir d’une analyse de régression
linéaire. L’acide ascorbique et le BHT sont utilisés comme contréles positifs (Huangs et

Mau, 2006).
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111.4.6. Activité anti-inflammatoire in vitro

L'activité anti-inflammatoire in vitro est évaluée par la méthode de dénaturation des
protéines (Chandra et al., 2012). Le Diclofinac sodique est un médicament anti-
inflammatoire puissant utilisé comme témoin positif. Le mélange réactionnel (5 ml) se
compose de 0,2 ml d’albumine d’ceuf (de 1’ceuf de poule frais), 2.8 ml de solution saline
tamponnée au phosphate (PBS; pH 6.4) et 2 ml de diverses concentrations d’huile
essentielle d’Helichrysum italicum, pour avoir les concentrations finales suivantes 35.2,
70.4, 140.8, 281.6 563.2 et 1126.4 pg/ml. Le méme volume d’eau distillée a servi de
témoin. Puis les mélanges sont incubés a 37+2°C pendant 15 minutes, ensuite chauffés a
70°C pendant 5 minutes. Apres refroidissement, 1’absorbance est lue a 660 nm. Ce méme
protocole est réalisé pour les concentrations finales de Diclofenac sodique, dont les

concentrations finales sont 78.125, 156.25, 312.5, 625, 1250 et 2500 pg/ml.
111.4.7. Activité anti-hémolytique

L’activité stabilisante de la membrane plasmique des globules rouges humaines
(GRH) est ¢évaluée en utilisant la technique d’hémolyse induite par un milieu hypotonique
selon Debnath et al., (2013) avec de légéres modifications. Un préléevement sanguin est
réalisé sur des tubes a EDTA. Le sang est centrifugé pendant 10 min a 3000 rpm. Apres
trois lavages, une suspension d’érythrocytes (10%, V/V) est préparée avec une solution
tampon isotonique (tampon phosphate de sodium 10 mM, pH 7,4, NaCl 0.9%).

Les tubes échantillons renfermant 100 pl de la suspension érythrocytaire sont
mélangés avec 1 ml d’HE ou d’acide acetylsalicylique le témoin positif (0.1 mg/ml). La
solution est préparée dans un milieu hypotonique (tampon phosphate de sodium 10 mM,
pH 7.4 ; NaCl, 0.29%). Le tube contrble contient 100 ul de la suspension érythrocytaire

mélangee avec 1 ml de la solution hypotonique. Le mélange est incubé pendant 10 min a
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température ambiante puis centrifugé pendant 10 min a 3000 rpm. L’absorbance du
surnageant est lue a 540 nm. Le pourcentage d’inhibition de 1’hémolyse est calculé selon la
formule :

Inhibition de I'némolyse % =100 x (Ar-Ag/At) ouU :
At: absorbance du contrdle, Ae : absorbance des échantillons.
Toutefois, le pourcentage de stabilisation de membrane de GRH peut étre calculé comme
suit : Protection (%) = 100 — [(densité optique d'échantillon/ densité optique de contrdle) x

100] (Seema et al., 2011).

111.4.8. Etude de I’activité antimicrobienne de ’huile essentielle

111.4.8.1. L'antibiogramme

L’antibiogramme est utilisé pour sélectionner 1’antibiotique qui servira de témoin
positif dans les tests bactériologiques effectués. La Gentamycine a été choisie pour son
activité sur toutes les souches étudiées (tableau 3 ; annexe IlI).

111.4.8.2. Souches des champignons filamenteux

111.4.8.2.1.1solement et purification

Les champignons sont isolés a partir des différentes sources (sol, légumes, pain).
Des parties infectées sont déposées sur les milieux de culture PDA dans des boites de Petri.
Les boites sont incubées a 28-20°C jusqu’a ce que la boite soit envahie par les
champignons. Une purification des champignons obtenue est effectuée par le prélevement
d’un hyphe terminal qui sera ensuite cultivé sur une nouvelle boite contenant le méme

milieu de culture (Guiraud, 1998).
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111.4.8.2.2. Identification

L’identification des moisissures est réalisée par examen de la culture sur milieux
solides en boite de Pétri. L’examen est effectué a I’ceil nu, a la loupe et au microscope
optique.
111.4.8.2.2.1. Etude des caractéres macroscopiques

Les caractéres culturaux sont remarqués de preférence sur un milieu PDA car les
milieux trop riches en sucre et en peptone entrainent des phénomeénes de pléomorphisme,
les colonies peuvent perdre leur aspect caractéristique et ne pas sporuler (Guiraud, 1998).
Les caractéres culturaux ainsi remarquées sont : Vitesse de croissance, Couleur des
colonies et variation des couleurs en fonction du temps, Structure du thalle, Couleur de
I’envers des colonies, Couleur et changement de couleur du milieu, Présence de gouttes de
transpiration sur le mycélium aérien (exsudat), Odeurs.
111.4.8.2.2.2. Etude des caractéres microscopiques

La détermination des moisissures fait appel aux caracteres morphologiques. Elle

nécessite le montage de préparations microscopiques, parfois une coloration du matériel a
examiner et des mesures micrométriques sont nécessaires (Botton et al., 1999).
L’examen microscopique permet d’étudier les caractéres suivants : Hyphes cloisonnés ou
non, Mycélium diffus, épais, coloré, incolore, Présence et type de spores sexuelles :
oospore, zygospore, ascospores et basidiospores, Présence de spores asexuées : type et
apparence, Agencement des conidiophores et sporangiophores.

L’examen microscopique s’effectue sur des préparations a 1’état frais et apres une
coloration au bleu de méthylene dans quelque cas et sans coloration dans la majorité des

cas a différents grossissements (x10, x40) et (x100) pour 1’étude des spores.
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111.4.8.3. Evaluation de IP’activité antimicrobienne par la méthode de
diffusion par disque

Une étude de I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle est réalisée par la
méthode de diffusion en gélose avec de petite modifications (Hayes et Markovic, 2002) en
utilisant des disques de papier filtre stérile de 6 mm (Whatman N°1).

Une suspension bactérienne de densité équivalente a 0.5 de Mac Farland (108
UFC.mL™Y) est préparée puis diluée au 1/100. Les suspensions de levure et de spores
fongiques sont normalisées & 10’ UFC/mL et 10° spores/ml respectivement.

Les disques sont imprégnés de 15 uL (6.6pg) de la solution d’huile essentielle
brute ou huile essentielle diluée (1/2, 1/5 et 1/10 v/v) dans 10 % de Diméthyl Sulfoxide
(DMSO) et déposés a égale distance sur la surface de la gélose ensemencée MHA et PDA.
DMSO 10 % est utilisée comme contrdle negatif, la Gentamycine (GEN 10 pg) et le 5
Fluorocytosine (5CF 10 pg) sont utilisés comme témoins positifs pour les bactéries et les
champignons respectivement.

Les boites sont déposées dans un réfrigérateur a 4°C pendant 12 heures pour
assurer une bonne diffusion de I’huile dans la gélose. Le diametre d’inhibition est mesuré
apres 24 h a 37 °C pour les bactéries, 48 h a 37°C pour la levure et 7 jours a 28 °C pour les
champignons. Les essais sont réalisés en trois répétitions.

111.4.8.4. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

et la Concentration Minimale Bactéricide (CMB)

Cette technique consiste a inoculer, par un inoculum standardisé, une gamme de
concentration décroissante en huile essentielle afin de déterminer la concentration
minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB). La CMI
correspond a la plus faible concentration en huile essentielle capable d’inhiber la
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croissance bactéerienne. Par contre la CMB correspond a la plus faible concentration en
huile essentielle capable de tuer plus de 99,9 % de I’inoculum bactérien initial (soit moins
de 0,01 % de survivants). Elle définit I’effet bactéricide d’une huile essentielle apres 5
jours d’incubation a 37 °C.

L’huile essentielle est dissoute dans le DMSO 10 % a un ratio de 01 : 20 V/V. 1ml
de chaque concentration finale (101.2, 50.6, 25.3, 12.65, 6.325, 3.162, 1.581 et 0.79 pg/ml)
est rajouté aseptiqguement a dix-neuf millilitres (19 ml) de MHA contenant 0,5 % (v/v) de
tween 80. Le milieu obtenu (solution d’agar et solution de DMSO) est agité pendant 1 min
et immédiatement versé dans des boites de Pétri stérile et laissé pour se solidifier durant 30
min.

Les boites sont inoculées ensuite par écouvillonnage d’une suspension bactérienne
et incubées a 37°C pendant 24 a 48 h. Le DMSO 10% est utilisé comme témoin négatif.
Chague essali est réalisé en trois répétitions.

Les effets bactéricides et bactériostatiques de I’huile essentielle sont déterminés par
le calcul du ratio de CMB/CMI. L’effet de I’huile est bactériostatique avec un ratio

supérieur a 4 et bactéricide avec un ratio inférieur ou égal a 4 (Bajpai et Kang, 2010).

111.4.8.5. Détermination de la Concentration Minimale Fongistatique

(CMFs) et la Concentration Minimale Fongicide (CMFc)

Les concentrations minimales fongistatique (CMFs) et fongicide (CMFc) de I’huile
essentielle sont déterminées suivant la méthode de dilution en bouillon rapportée par
Bajpai et Kang (2010) dérivée de la méthode originale de Murray et al. (1995).

L’huile essentielle est diluée dans le DMSO 10 % pour obtenir une concentration
de 2024 pg/ml. 1 ml de cette solution est introduit dans un tube contenant 9 ml de bouillon

de dextrose de pomme de terre (PDB), contenant 0.5 % Tween 80, pour avoir une
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concentration de 202.4 pg/ml. Une série de dilution au demi est réalisée a partir de cette
concentration pour obtenir les 101.2, 50.6, 25.3, 12.65 et 6.325 pg/ml. Dix microlitres
(10pL) de suspension de spores (10° spores/ml) des souches fongiques a tester sont
inoculés dans des tubes a essai contenant le milieu PDB a différentes concentrations. Le
mélange, constituant le PDB, suspension fongique et ’huile essentielle, est homogénéisé et
incubé a 30°C pendant 2-7 jours. Des tubes témoins contenant le milieu de PDB, sont
inoculés seulement avec la suspension fongique. Le mélange DMSO (10%) et le tween 80
(0.5%) est utilisé comme témoin négatif

Apres 2 a 7 jours d’incubation, les premiers tubes avec inhibition totale, par rapport
au contrdle sont réensemencés dans les boites contenant 20 ml de milieu de culture PDA et
incubés pendant un a 4 jours a 30°C. Lorsqu’il y a une reprise de la croissance
mycélienne, la concentration est fongistatique (CMFs), par contre s’il n y a pas de
croissance la concentration est fongicide. Les CMFs et CMFc sont exprimées en pg/ml.
L’effet de I’huile est fongicide avec un ratio inférieur a 4 et fongistatique lorsque le rapport

est supérieur ou égale a 4 (Derwich et al., 2010).
I11.5. Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD. Les valeurs de la
concentration effective a 50% sont calculées par la régression linéaire a partir de la courbe
[% inhibition = f (concentrations)]. L’analyse de variance est effectuée par le test ANOVA
a un facteur (univariée) suivie par le test de Dunnett pour les comparaisons multiples, en
utilisant le logiciel de Graph Pad Prism.V6.00. La différence est considérée statistiquement

significative au seuil de 5% (p<0.05).
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IV. RESULTATS

IV.1. Description morphologique d’Helichrysum italicum

Les échantillons d’Helichrysum italicum récoltés sont de 20, 30 et de 50 cm de
hauteur, avec une exception d’un échantillon de 80 cm. C’est une plante dressé,
aromatique a rameaux anguleux d'une hauteur moyenne de trente centimetres, herbacée ou
partiellement ligneuse a la base (figure 4). Les feuilles vertes péles sur les deux faces, sont
gréles et allongées (1.5 a 3 cm de long), alternes, linéaires tres étroites, & marge enroulée
en dessous; (Figure 4.a), elles sont faiblement tomenteuses ou présentant un léger
tomentum blanchétre, couvertes de petites glandes blanches, brillantes (figure 4. b). Il est a
signaler que ces feuilles ont un léger aréme de curry. Les fleurs sont groupées en capitules
d’un diametre maximum de 3 mm, serrés en corymbe de 1.5 a 8cm de large. Elles
présentent un périanthe tubuleux voire 1égérement campanulé et elles sont tubulées jaunes
et les bractées jaune d’or densément imbriquées, les extérieures coriaces, les intérieures
plus étroites et au moins 5 fois aussi longues, glanduleuses (figure 4.c).

L'akene est tres petit si on la froisse entre les mains, la plante répand une odeur

caractéristique (figure 4.d).
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Figure 4. Feuilles et inflorescences d’Helichrysum italicum Feuilles vertes pales de la plante (a)
présentant un légére tomentum (b), Sommités fleuries jaunes de la plante (c) contient des akénes

(d).
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IVV.2. Observations microscopiques des structures sécrétrices

L’étude microscopique a permis de localiser les sites sécréteurs des essences
végetales. L'observation morphologique des tiges et feuilles sous loupe binoculaire a mis
en évidence la présence d'un tapis de poils épidermiques (figure 5).

Les coupes transversales au niveau des tiges et des feuilles font apparaitre la
présence de 2 types de poils responsables de la sécrétion de I'HE d'Helichrysum italicum :
les poils sécréteurs pluricellulaires (figure 6.a), unicellulaire (figure 6.b), poils

glandulaires (figure 6. c et d), ainsi que les poils protecteurs (Figure 6.€)

Figure 5. Coupes transversales d'Helichrysum italicum (Gx 40) (a) feuille (b) poil sécréteur (c)
tige et (d) poil protecteur.
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Figure 6. Poils sécréteurs et protecteur d’Helichrysum italicum (Gx 40). (a): poil pluricellulaire;
(b): poil unicellulaire; (c): poil glandulaire en phase précoce de développement; (d): poil
glandulaire au dernier stade de développement; (e) poil protecteur.

1VV.3. Rendement en huile essentielle

Le rendement moyen en huile essentielle d'Helichrysum italicum calculé en fonction
de la matiére végétale seche de la partie aérienne de la plante a fourni un taux de

0.44+0.02% (v/p), de couleur jaune clair et d’une odeur de curry.
IV.4. Etude phytochimique

L’analyse de I’huile essentielle d'Helichrysum italicum par chromatographie en
phase gazeuse couplée a un spectrometre de masse (GC-MS) a permis d’identifier 66
composés (tableau 4) qui représentent 99,24 % de I’huile total (Figure 7).

Cette huile est caractérisée (Figure 8) par la prédominance des sesquiterpenes
oxygeénées (76,7 %) et des monoterpénes oxygénees (61.42 %). Les principaux constituants
de I’huile sont a-cédréne (13,61 %), a-Curcumene (11,41 %), acétate de géranyle (10,05

%), limonene (6,07 %), nérol (5,04 %), acétate de néryle (4,91 %) et a-pinene (3,78 %)
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Figure 7. Profil chromatographique de I’huile essentielle d’Helichrysum italicum
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Tableau 4. Pourcentage des composés chimiques et les indices de rétention de 1’huile
essentielle extraite d' Helichrsyum italicum.

Pic RT Composés RI %
1 1.908 | Ethylether 529 0.04
2 5.358 | Methyl butanoate 721 0.22
3 | 6.548 | Butanoic acid, 2-methyl-4-methylhexyl Ester | 1304 0.1
4 | 7.203 | 2-Methyl-2-heptene 981 0.29
5 8,672 | 2-methyl- Hexanoic acid 1027 | 0.53
6 | 11.083 | 5-3-Carene 1008 | 1.08
7 | 12.219 | a-Pinene 932 3.78
8 | 12.662 | a-Fenchene 945 1.43
9 | 13.751 | B-Pinene 974 1.52
10 | 14.38 | Cyclopentanol 780 0.28
11 | 14.794 | Isopropyl-2-methyl butyrate 880 0.37
12 | 15.204 | Terpinolene 1086 | 0.40
13 | 15.364 | p-Methylanisol 1015 | 0.15
14 | 15.504 | p-Cymene 1020 | 1.02
15 | 15.506 | Limonene 1024 | 6.07
16 | 16.331 | (E)-p-ocimene 1044 | 0.37
17 | 16.466 | 2- Butenoic acid, 3-methyl 881 2.24
18 | 16.665 | y-Terpinen 1054 | 1.26
19 | 17.767 | 2-Nonanone 1087 | 0.46
20 | 17.952 | 3-Hexanone 945 0.34
21 | 18.096 | Linalool 1095 | 2.98
22 | 18.172 | Isovaleric acid 827 0.23
23 | 18.483 | (+)-Fenchol 1114 | 0.12
24 | 19.067 | Adamantane 1118 | 0.11
25 | 19.684 | Borneol 1165 | 0.25
26 | 19.912 | a-Terpineol 1014 | 2.47
27 | 20.11 | 3-Pentanone 788 1.26
28 | 20.279 | Myrtenol 1194 | 0.18
29 | 20.667 | cis-Pinocarveol 1182 | 0,15
30 | 20.841 | Nerol 1227 | 5.04
31 | 20.993 | Neral 1235 | 0.12
32 | 21.064 | Camphene 946 0.09
33 | 21.419 | Geraniol 1249 | 0.06
34 | 21.541 | Linalyl 1095 | 0.15
35 | 21.651 | Bornyl acetate 1284 | 0.05
36 | 21.706 | 2-Undecanone 1293 0.3
37 | 21.761 | n-Tridecane 1300 | 0.07
38 | 22.436 | a-Terpinyl acetate 1346 | 0.09
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39 | 22.589 | Geranyl acetate 1379 | 10.05
40 | 22.812 | a-Cedrene 1410 | 13.61
41 | 22.863 | 1.3.8-p-Menthatriene 1108 | 0.58
42 | 22.943 | n-Tetradecane 1400 | 0.18
43 | 23.201 | a-Bergamotene 1411 | 1.06
44 | 23.311 | Caryophyllene 1417 | 0.48
45 | 23.458 | a- curcumene 1479 | 11.41
46 | 23.547 | Neryl acetate 1359 | 491
47 | 23.678 | B-Himachalene 1500 | 1,87
48 | 24,239 | Acetic acid 1393 | 1,38
49 | 24,539 | (Z2)-Nerolidol 1531 | 1,65
50 | 24,725 | B -curcumene 1514 | 2,25
51 | 24,865 | cis-4-Caranone 1200 | 0,23
52 | 24,945 | Guaiol 1600 | 2,36
53 | 25,084 | Anisole 913 2.99
54 | 25.173 | ¢-Selinene 1492 | 0.33
55 | 25.265 | p-Cresol 1071 | 2.42
56 | 25.43 | a-Eudesmol 1652 | 2.88
57 | 25.51 | Bulnesol 1670 | 0.59
58 | 25.624 | (Z2)-o-trans-Bergamotol 1690 | 0.35
59 | 25.764 | ¢- Cadinene 1522 | 0.14
60 | 25.869 | cis-Carveol 1226 | 0.11
61 | 25.916 | dehydro-1.8-Cineole 988 0.39
62 | 26.074 | o-Cresol 1050 | 0.12
63 | 26.456 | Eugenol 1356 | 0.62
64 | 26.566 | Geranyl butanoate 1562 0.2
65 | 26.663 | 2-Pentadecanone 1697 0.2
66 | 30.573 | 2,3-dimethyl-Benzofuran 1219 | 0.21
Total (%) 99.24
Hydrocarbures de monoterpenes 10.83
Monoterpénes oxygénés 18.95
sesquiterpenes oxygenés 61.42
Acides 4.48
autres 2.17
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Figure 8. Pourcentage des différents groupes chimiques des composés présents dans
I’huile essentielle d' H.italicum. MH : Hydrocarbures de monoterpénes ; OCM :
Monoterpenes oxygénés ; SCO : sesquiterpenes oxygénés ; AC : Acides ; Oth : les autres
COmMpOsés.

IVV.5. Activité anti-oxydante

IV.5.1. Réduction du DPPH

L’huile essentielle d’H.italicum dilué dans du méthanol a montré une activité
antiradicalaire tres importante. Cette huile essentielle a réduit le radical DPPH stable au
diphenylhydrazine jaune. L’efficacit¢é de 1’huile pour réduire le radical DPPH stable
augmente avec I’augmentation de concentration de I’huile et elle est plus élevée que les
standards utilisés.

Cette capacité antiradicalaire est puissante avec une ECsg de 4.70+1.96 ug/ml,
proche de celle de I’acide gallique (ICso = 4.66+0.12ug / ml), et plus forte que celle du

BHT ot I’ECso = 141,23+5.02 pg/ml (figure 9).
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L’activité antioxydante de 1’huile par rapport aux standards (BHT) et (AG) est
exprimée en ECso. Ce parametre définit la concentration effective du substrat qui provoque
la perte de 50 % de Dl’activit¢ de DPPH (couleur). Un autre parameétre qui exprime le
pouvoir anti-radicalaire est calculé a partir du premier parametre c'est (le pouvoir anti-
radicalaire (PAR) égale & 1/ECxo). Plus ces valeurs s’éloignent du zéro, plus la puissance

antioxydante augmente (tableau 5).

Tableau 5. Concentration efficace (EC50) et puissance antiradicalaire (ARP) de I'huile
essentielle d'Helichrysum italicum (HE), d’Acide gallique (AG) et BHT au DPPH

L'huile essentielle et standard EC50 (ng/ml) ARP

HE 4.7£1.96 021"
AG 4.66+0.12 021"
BHT 141.23+5.02 0.007***

Des comparaisons sont faites entre le standard (AG) et (BHT) et I'huile essentielle. p<0.002, ns :
non significatif.
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Figure 9. Courbes présentant le pourcentage antiradicalaire de I'huile essentiel comparé a
celui des standards BHT et AG. La différence entre le pourcentage antiradicalaire d’huile et AG

n’était pas statistiquement significative, selon le test T a p>0.05. Les valeurs représentent la
moyenne = SD (n=3).
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1VV.5.2. Réduction du fer

Les résultats obtenus montrent que I'huile d'Helichrysum italicum exerce un pouvoir
réducteur important avec une ECso= 14.89+0.09 pg/ml, qui semble proche de ceux des
standards, BHT (ECso=13.52+0.28 pg/ml), et I’acide gallique (ECso = 10.09+0.18 pg/ml).
Statistiquement il n'y a pas de différence significative entre ces valeurs (test Newman -

Keuls comparaison de plusieurs tests, P >0,05) (figure 10).

2.0 1
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= 15-
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7
=
o 05-
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Figure 10. Activité antioxydante de I'huile d'Helichrysulm italicum représentée par le test
du pouvoir réducteur.

1V.6. Activité anti-inflammatoire in vitro

L’HE d'Helichrysum italicum posséde une activité anti-inflammatoire avec ECso
=296+42.12pg/ml trés importante par rapport au Diclofénac sodique avec un ECsp
590+11.03ug/ml (une différence significative a P< 0.001). Les pourcentages d'inhibition de
I'huile d'Helichrysum italicum et du Diclofénac sodique sur la dénaturation des protéines

sont présentés dans les tableaux 6 et 7 respectivement.
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Tableau 6. Les pourcentages d'inhibition de I'huile d'helichrysum italicum sur la
dénaturation des protéines

Concentration (ug/ml) % Inhibition
35.2 7.48+0.12
70.4 20.3+2.23
140.8 32.74+12.4
281.6 47.4619.12
563.2 55.62+11.62
1126.4 94.86+3.45

Tableau 7. Les pourcentages d'inhibition de Diclofénac de sodium sur la dénaturation des
protéines

Concentration (ug/ml) % Inhibition
78.125 13.11+1.56

156.25 13.24+3.71

312.5 26.48+2.74

625 52.96+£10.62

1250 205.92+12.26

2500 211.84+13.04

IV.7. Activité anti-hémolytique

Les résultats montrent que le milieu hypotonique induit une altération de la
membrane plasmique des érythrocytes humains, conduisant a 1’hémolyse des hématies. Le
traitement par 1ml de I'huile d'Helichrysum italicum a des concentrations de 33ug/ml,
66pg/ml et 132ug/ml protege les érythrocytes contre 1’hémolyse induite par le milieu
hypotonique (tableau 8). Le traitement par I’HE entraine donc une certaine stabilité de la
membrane plasmique. Le pourcentage de protection de I'HE est de 56.2% a la

concentration 132 pg/ml.
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Tableau 8. Effet protecteur de I'HE contre I’hémolyse des hématies humaines induites par
I’hypotonie du milieu. L’aspirine est utilisée comme controle.

Traitements Inhibition%

Controle /

Aspirine 6.41+1.91

HE concentrations pg /mi 33 pg /mi 81,92+0.33***
66 ug /ml 67.17£0.41***
132 pg /ml 43.80+£1.58***

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n = 3). ***: p<0.001 vs. contréle

IV.8. Isolement et identification des souches fongiques

Les méthodes d’isolement, de purification et d’identification ont permis d’identifié

16 champignons isolés ces isolats sont :

Chaetomium  globosom,

Rhizopus

stolinifer,

Mucor racemosus,

Cladosporium

cladosporioides, Phoma glomerata, Fusarium graminearum, Fusarium oxysporum,

Aspergillu niger, Aspergillus flavipes, Aspergillus candidus, Aspergillus brasiliensis,

Aspergillus  phoenicis,

expansum, Penicillium digitatum (tableau 9).

Penicillium citrinum, Penicillium

Tableau 9. Les champignons isolés et leurs origines d’isolement

roquefortii,

Penicillium

Champignons isolé

Origine
d’isolement

Champignons isolé

Origine d’isolement

Chaetomium globosom
Rhizopus stolinifer
Mucor racemosus

Cladosporium cladosporioides

Phoma glomerata
Fusarium graminearum
Fusarium oxysporum

Pain
Sol
Tomate
Poivron
Pomme
Pomme
Tomate

Aspergillus flavipes
Aspergillus candidus
Aspergillusbrasiliensis
Aspergillus phoenicis
Penicillium citrinum
Penicillium roquefortii
Penicillium expansum
Penicillium digitatum

Charcuterie (poulet)
Plante

Pain

Pain

Citron

Tomate conserve
Pain

Orange
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Les méthodes classiques d'identification citées plus haut, sont révélées la dominance
qualitative — en nombre d'especes — du genre Aspergillus avec 31.25 % de la totalité des
souches isolées; les especes du genre Penicillium sont classées en deuxiéme position,
correspondant a 25 % de celle-1a. Les especes du genre Fusarium en constituent 12.5 %.
Les souches restantes correspondent a 6.25 % et incluent les genres suivants : Phoma
glomerata, Chaetomium globosom, Rhizopus stolinifer, Mucor racemosus et Cladosporium
cladosporioides dont chacun n'est représenté que par une seule espéce. Nous avons classé

les genres décrits, dans 1I’ordre croissant suivant la dominance :

IV.8.1.Phoma glomerata

Colonie de Phoma glomerata a thalle brun; pycnides noires abondantes; conidies
unicellulaires brunatres ovoides a elliptiques; chlamydospores abondamment cloisonnées
en chaines (figure 11).

Figure 11. Phoma glomerata apres incubation a 28-30°C, (1) observation macroscopique
(F=Face, R=revers), (2) observation microscopique (g x40), CH: chlamydospores, PY: Pycnide.
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IV.8.2. Cladosporium cladosporioides
Le champignon Cladosporium cladosporioides a un thalle velouté brun olivacé a
revers noire verdatre ; les conidiophores atteignant 400um de long ; conidies brunes a brun

verdatre ; lisse ou finement verruqueuses généralement unicellulaires (figure 12).

Figure 12. Cladosporium cladosporioides apres incubation a 28-30°C, (1) observation
macroscopique (F=Face, R=revers), (2) observation microscopique (g x40), C: Conidies de formes
et de dimensieons variées, CON: Conidiophores et chaines conidiennes a croissance acropétal.

I1V.8.3. Chaetomium globosom

Colonies plates, duveteuse, beige claire, revers peut étre beige ou pigmenté en vert,
péritheces sub-globuleux 250-300um sans columelle différencié, brun noir, garnis de long
poils, asques clariforme, pédicellés ; ascospores ellipsoidales ou citriformes noires

pourvues d’un seul pore germinatif (figure 13).

Figure 13. Chaetomium globosom aprées incubation a 28-30°C, (1) observation macroscopique
(F=Face, R=revers), (2) observation microscopique (g x40), PE: Périthéce sub-globuleux.
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1VV.8.4. Mucor racemosus

Colonie de Mucore racemosus a thalle blanc devenant grisatre, floconeux, le
sporocystophores de taille variable, sporocyste glouleux hyalins puis brunétres de taille trés
inégales & paroi finement échinulée. Columelles variable, globuleuses, ovoides, souvent
pourvues a la base de la paroi du sporocyste, spores elliptiques lisse, chlamidospores trés

nombreuses (figurel4).

Figure 14. Mucor racemosus aprés incubation a 28-30°C, (1) observation macroscopique
(F=Face, R=revers), (2) observation microscopique (g x40), SP : sporocystophore, columelle avec
reste de la paroi du sporocyste et chlamydospore, S : spores.

IVV.8.5. Rhizopus stolinifer

Colonie de Rhizopus stolinifer a thalle a croissance rapide, blanchatre, stolons bien
différencies se terminant par un systéeme de rizoide. Sporocytophores isolés, sporosytes
globuleux d’abords blanc puis noirs (350um) de diametre. Columelles globuleuses a

ovoides, pas de chlamydospores (figure 15).

T
1

=

i

Figure 15. Rhizopus stolinifer aprés incubation a 28-30°C, (1) observation macroscopique
(F=Face, R=revers), (2) observation microscopique (g x40), COL : columelle, S : spores
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IV.8.6. Fusarium graminearum

Colonie de Fusarium graminearum a thalle rose grisatre ou rouge a pourpre
devenant brun vineux; floconneux. Pas de microconidies. Phialides (10 a 14x3,5-5um),
macroconidies fusiformes; courbes. chlamydospores intercalaires, globuleuses, hyalines a

brun pale, formés par le mycélium (figure 16).

Figure 16. Fusarium grarn'inearumréprés incubation a 28-30°C, (1) observation macroscopique
(F=Face, R=revers), (2) observation microscopique (g x40), MA: macroconidie, PH:
macrophialides.
IV.8.7. Fusarium oxysporum

Colonie de Fusarium oxysporum a thalle a croissance modérée, blanc, rose saumon
a violet, révers pourpre. Petites microconidies fusiformes ou ovoides, isolées ou sur de
courts conidiophores ramifiés; macroconidies ficoides, souvent courbés, Chlamydospores

absentes ou présentes terminales ou intercalaires (figure 17).

R f = sacume
Figure 17. Fusarium oxysporum aprés incubation a 28-30°C, (1) observation macroscopique
(F=Face, R=revers), (2) observation microscopique (g x40), MICO: petites microconidies, MACO:
macroconidies fusiformes.
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IV.8.8. Penicillium expansum
Colonie de Penicillium expansum a thalle & croissance rapide, vert terne souvent

zone, granuleux des le départ revers incolore ou brunatre. Exsudat et pigmentation présents
au milieu. Pénicille long et compact, tri-verticillés asymétrique. conidiophores isolées,

lisse, métules et phialides en verticilles, conidies elliptiques lisses (figure 18).

Figure 18. Penicillium expansum aprés incubation a 28-30°C, (1) observation macroscopique
(F=Face, R=revers), (2) observation microscopique (g x40), CO : conidiophore lisse ME et PH :
métule et phialide en verticille, Co : conidies elliptiques lisses.

1VV.8.9. Penicillium citrinum

Colonie de Penicillium citrinum a thalle a croissance tres lente, velouté, vert gris,
réverse et milieu jaune a orang. Pénicille biverticillé asymétriques, conidiophores a 50-300
umx2-3 pm, lisses, terminés par un groupe de 3-10 métubes divergentes. Conidies

globuleuses lisses groupées sur métule en colonne individualisees (figure 19).

Figure 19. Penicillium citrinum apres incubation a 28-30°C, (1) observation macroscopique
(F=Face, R=revers), (2) observation microscopique (g x40), CO: conidiophore, PH: phialides, ME:
métule.
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1VV.8.10. Penicillium roquefortii
Colonie de Penicillium roquefortii a thalle a croissance rapide, velouté, vert bleu a

la marge et vert sombre ailleurs, revers péale, brun ou vert trés foncé. Pénicilles tri-
verticillés, asymétriques. Conidiophore a (100-200 x 4-6um), fortement granuleux avec

souvent une seule ramification, conidies globuleuses verdatre, lisses et grosses (figure 20).

R ';- — - i —
Figure 20. Penicillium roquefortii aprés incubation a 28-30°C, (1) observation macroscopique
(F=Face, R=revers), (2) observation microscopique (g x40), CO : conidiophore granuleux ME :
métule, PH : phialide, RA : ramification, Co : conidies globuleuses verdatres.

IV.8.11. Penicillium digitatum
Colonie de Penicillium digitatum a thalle a croissance rapide, velouté vert jaune a

vert brun, revers pale a jaune. Pénicille tri-verticillés et asymétrique souvent bi-verticillés
trés irréguliers a métules et phialides peu nombreuses par verticilles. Conidiophores lisses,
ramifiés, métules par 2-3 et phialides solitaires ou par 2-5 cylindriques, conidies elliptiques

a cylindrique lisses en chaines désordonnées (figure 21).

Figure 21. Pihicillium digitatum aprés incubation a 28-30°C, (1) observation macroscopique
(F=Face, R=revers), (2) observation microscopique (g x40), CO : conidiophore lisse, ME et PH :
métule et phialide cylindriques, Co : conidies elliptiques lisses en chaines désordonnées.
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IVV.8.12. Aspergillus niger
Récto: colonies blanchatres puis granuleuses noires ; Verso: incolore a jaune pale,

thalle a croissance rapide (48-72h). Tétes conidiennes bisériées radiées, se scindant
généralement en plusieurs colones, noire brunatres foncés ou noires. Conidiophores (1.5 a
3mm) lisses hyalin ou brunatres dans leur moitié supérieure. Vésicule globuleuses de 30 a

100um, métules brunétres. Conidies globuleuses, parfois Iégérement aplaties (Figure 22).

Figure 22. Aspergillus niger aprés incubation a 28-30°C, (1) observation croscopique (F=Face,
R=revers), (2) observation microscopique (g x40), CO: conidiophore, TS: téte sporifere, Co:
conidies globuleuse et brunes.

1VV.8.13. Aspergillus phoenicis
Colonie d’Aspergillus phoenicis a thalles a révers blanc ou grisatre, téte conidiénne

bisériées, d’abord globuleuse puis divisées en colonnes noires trés foncé. Conidiophores
rétrécis sous la vésicule fragile a 1’écrasement, lisses et un peu colorés en brun sous la

vésicule. Vésicule globuleuse, métules brunatres, conidies globuleuses (figure 23).

Figure 23. Aspergillus phoenicis aprés incubation a 28-30°C, (1) observation macroscopique
(F=Face, R=revers), (2) observation microscopique (g x40), CO : conidiophore brun sous la
visicule; TC : téte conidienne.
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IVV.8.14. Aspergillus brasiliensis
Colonie initialement blanche ou jaunatre, devient noire apres. vitesse de croissance

rapide, conidiophores ayant terminés par des vésicules globuleux portant des phialides
(unisériés) ou (souvent) métule avec phialides (bisériés) qui produisent des chaines des

conidies (figure 24).

1 4

Figure 24. Aspergillus brasiliensis apres incubation a 28-30°C, (1) observation macroscopique
(F=Face, R=revers), (2) observation microscopique (g x40), CO : conidiophore; VE: vésicules
globuleuses, Co: conidies.

I1VV.8.15. Aspergillus candidus
Colonies blanches, restreintes, veloutées, revers pourpres a bruns. Tétes conidiennes

blanches, d’abord radiées puis se scindant en colonnes sporales divergentes, souvent

humide dans les isolats récents, conidiophore blanc et lisse. Vésicules sub-globuleuses a

Figure 25. Aspergillus candidus apres incubation a 28-30°C, (1) observation macroscopique
(F=Face, R=revers), (2) observation microscopique (g x40), CO : conidiophore lisse brun, VE :
vésicules globuleuses ; TC : téte conidienne blanche.
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1VV.8.16. Aspergillus flavipes
Colonie plate, farineuse, blanche au stade jeune, virant plus tard au beige puis au

chamois pale ; elle est ombiliquée, a contour plus ou moins régulier. A la surface
apparaissent des grains de couleur beige; Revers et milieu de culture bruns. Tétes
conidiennes bisériées radiées; conidiophores lisses, brun-jaune; vésicules sub-globuleuses,
oveées, ou allongées, peu colorées; métules et phialides réparties sur toute leur surface;

conidies globuleuses a subglobuleuses (figure 26).

Figure 26. Aspergillus flavipes apres incubation a 28-30°C, (1) observation macroscopique
(F=Face, R=revers), (2) observation microscopique (g x40), CO : conidiophore lisse brun; VE:
vésicules sub-globuleuses

IV.9. Etude de ’activité antimicrobienne

Les rsultats indiquent que I’huile essentielle d’H.italicum a une activité sur les
souches bactériennes et sur les souches fongiques (tableaux 9 et 10). On constate en
calculant la moyenne des zones d’inhibition du test de sensibilité a I'HE d'H.italicum, que
les souches fongiques sont plus sensibles a 1’huile par rapport aux bactéries (figure 27).
IV.9.1. Evaluation de ’activité antibactérienne

L’essai antibactérien indique que les souches bactériennes les plus résistantes a
toutes les dilutions sont E. coli ATCC 25922, K. pneumonia ATCC 4352 et L.

monocytogenes ATCC 15313. En revanche, les plus sensibles sont M. luteus ATCC 1533
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(figure 28) et S. aureus ATCC 6538 avec des zones d'inhibition de 30 + 0.2 mm et 27
+0.1 respectivement (tableau 10).

Le pourcentage des bactéries & Gram+ sensible est de 87.5% par rapport aux Gram-
sensible (33.33%), ce qui indique que les Gram+ sont plus sensibles a 'HE. Cette activité
s’est manifestée par des CMI allant de a 50.6pg/ml & 0.79 pg/ml et des CMB obtenues de
101.2 pg/ml a 3.162 pg/ml. Ces valeurs indiquent que I’huile essentielle a un effet

bactéricide (tableau 10).

401
Hl contréole

0 test
304

201

107

moyenne zone d'inhibition (mm)

microorganismes

Figure 27. Les moyennes des zones d'inhibition du test de sensibilité & I'HE d'H. italicum.
Les valeurs représentent la moyenne + SD (n = 3). Hautement significative (p<0.001),
champignons vs. Bactéries

Figure 28. les zones d’inhibition de M.luteus, la bactérie qui présente une sensibilité

importante au test antimicrobien de I’HE d’H.italicum.
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Tableau 10. L’activité antibactérienne de I'HE d’Helichrysum italicum mésurée en diamétre d'inhibition (mm) et (CMI) (CMB) de I’(HE)

H.italicum
Souches bactériennes L’(HE) H. italicum diluée 8 DMSO 10% controle
1/1 1/2 1/5 1/10 CMI CMB CMB/CMI | GEN DMSO
(pg/ml) | (pg/ml)

Escherichia coli ATCC 25922 - - - - - - - 33 -
Staphylococcus aureus ATCC 6538 27+0.10 23+0.20 16+0.20 - 50.6 50.6 1 25 -
Micrococcus luteus ATCC 4698 30+0.20 21+0.6 17+0.4 - 6.325 12.65 2 24 -
Klebsiella pneumonia ATCC 4352 - - - - - - - 21 -
Enterococcus cereus ATCC 2035 17+0.4 15+0.2 - - - - - 22 -
Bacillus cereus ATCC 10876 21+0.2 19+0.6 13+0.1 - 3.162 12.65 4 30 -
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 23+0.5 18+0.3 14+0.2 - 25.3 25.3 1 33 -
Bacillus subtilis ATCC 9372 19+0.2 16+0.1 - - 12.65 50.6 4 33 -
pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 18+0.4 12+0.2 09+0.1 - 12.65 12.65 1 26 -
Enterococcus faecalis ATCC 49452 19+0.5 17+0.1 14+0.3 - 50.6 101.2 2 30 -
Proteus mirabilis ATCC 35659 18+0.2 12+0.4 07+0.1 - 1.581 3.162 2 25 -
Listeria monocytogenes ATCC 15313 - - - - - - - 23 -

— indique aucune croissance, GEN. (Gentamicine) contrdle positif ; DMSO (Dimethyl sulfoxid) contrdle négatif.
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1V.9.2. Evaluation de I’activité antifongique

L’activité antifongique indique que I'huile essentielle inhibe la croissance de tous les
champignons testés a toutes les dilutions, sauf A.alternata, F.oxysporum, F. graminearum,
A flavipes, A.candidus, P.citrinum et P.expansum qui sont résistants a la dilution de 1/5, et
Chaetomium globosom, Rhizopus stolinifer, Cladosporium cladosporioides, Phoma
glomerata, qui sont résistants a I’huile pure. A souligner que chez quelques souches il y a
un changement de couleur du mycélium (figure 30).

La différence entre I’effet antifongique de 1'HE est le 5-FC (5-Fluorocytosine) n’est
pas hautement significatif P > 0.05 pour les souches Saccharomyces cerevisiae ATCC
9763 et Mucor racemosus et est hautement significatif p<0.001 pour la souche Candida
albicans ATCC 10231 qui présente une activité proche de celle de 5-FC avec une zone
d’inhibition 29+0.2 mm (tableau 11).

Les résultats montrent que C. albicans ATCC 10231 est la plus sensible suivie par
S. cerevisiae ATCC 9763, M. racemosus, A. phoenicis et P. citrinum avec des zones
d’inhibition de 29+0.2 mm, 27+0.7mm, 24+0.5mm, 22+0.4 mm, 18+0.3
mm  respectivement. Une exception est enregistrée chez F. solani var. coeruleum avec une
méme zone d’inhibition 12 + 0,1 mm pour les deux dilutions 1/2 et 1/5. P. expansum et F.
graminearum présentent la zone d'inhibition la plus faible (09+0.3mm). L’activité
antifongique enregistrée s’est traduite par des CMFc de 12,65ug/ml a 50,6 pg/ml et des

CMFsde 6,325 pg/ ml a 50,6pug/ ml (tableau 11).
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Figure 30. Le test de sensibilité des souches fongique a I’HE pure d’H. italicum présenté
par des zones d'inhibition.
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Tableau 11. L’activité antifongique de I’(HE) mesurée en diamétre d’inhibition (mm) et CMFs CMFc de I’HE.

L’(HE) H.italicum diluée en DMSQO10% (v/v) Contréle
Souches fongiques 11 12 15 1/10 (EZ';T) CMFc(ug/ml) | CMF/CMFs | 5-FC | DMSO
Candida albicans ATCC 10231 29+0.2 22 0.4 13+0.1 - 6.325 12.65 2 24 -
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 27+£0.7 21 £0.2 11 +0.3 - 6.325 12.65 2 30 -
Fusarium solani var. coeruleum 13104 12 +0.1 12+0.1 - 50.6 50.6 1 27 -
Aspergillus niger 14+0.2 11+0.5 08 +0.2 - 25.3 50.6 2 65 -
Alternaria alternata 11+0.4 07 0.1 - - 25.3 50.6 2 34 -
Ascochyta rabiei 14+0.8 12+0.4 10+0.1 - 50.6 50.6 1 28 -
Fusarium oxysporum 15+0.1 10£0.5 - - 50.6 50.6 1 28 -
Aspergillus brasiliensis 20+0.3 17+01 16+0.3 - 6.325 12.65 2 35 -
Penicillium citrinum 18+0.3 15+0.7 - - 6.325 12.65 2 45 -
Aspergillus flavipes 16+0.1 11+0.6 - - 6.325 12.65 2 28 -
Mucor racemosus 24+0.5 20+0.5 08+0.1 - 25.3 50.6 2 26 -
Aspergillus candidus 15+1.4 10+0.9 - - 50.6 50.6 1 24 -
Fusarium graminearum 09+0.3 05+0.3 - - 25.3 50.6 2 28 -
Penicillum digitatum 20+0.7 17+0.8 12+0.7 - 6.325 12.65 2 30 -
Aspergillus phoenicis 22+0.4 19+0.2 14+0.3 - 50.6 50.6 1 31 -
Penicillum expansum 09+0.3 06+0.5 - - 6.325 12.65 2 26 -

— indique aucune croissance, 5-FC5-FC (5-Fluorocytosin) contréle positif ; DMSO (Dimethyl sulfoxid) contrdle négatif.
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V. DISCUSSION

Le genre Helichrysum (Miller) appartient a la famille des Asteraceae un trés vaste
genre comprenant environ 600 espéces répandu partout dans le monde. La plupart des
espéces des Asteraceae sont herbacées, mais un grand nombre se présentent sous forme
d’arbustes, de vignes ou d’arbres. Les éspéces appartenant a cette famille sont d’une
grande importance dans la phytothérapie (Nuzhat et Vidyasagar, 2013). Les espéces d'
Helichrysum de la basse-méso-Méditerranée sont réparties aux milieux humide, et a une
altitudes du niveau de la mer de 400 m a 1700 m, préférant des sols sableux ou limoneux
(Perrini et al., 2009). Prés de 25 especes sont originaires du bassin méditerranéen et
I’espéce la plus répandue est Helichrysum italicum (Roth) G. Don syn. H. augustifolium
DC (Guinoiseau et al., 2013).

En Algérie, peu de données sont disponibles sur le genre Helichrysum. Dans le
sous domaine oro-algérien qui présente effectivement plus de 200 plantes communes aux
sommets de I'Est algérien, ce sont des especes endémiques Algériennes et Magrébines qui
sont retrouvées tels que H. lacteum et H.stoechas (Quezel, 1957).

L'étude microscopique a permi de révéler des sites sécrétoires. Les coupes
histologiques des tiges et feuilles de la plante d' Helichrysum italicum montrent la
présence de plusieurs types de poils sécréteurs. Une étude morphologique par microscope
optique est réalisée en 1971 par Osipova, qui avait montré la présence des mémes types des
poils sécréteurs. Par contre des études microscopiques des sommités fleuries et des feuilles
d’H. italicum ssp. microphyllum ont indiqué que les trichomes glandulaires sécrétant les
huiles essentielles sont d’un seul type morphologique (Perrini et al., 2009).

Les glandes de tous les génotypes de H. italicum ssp italicum concordaient avec
ceux rapportés par Perrini et al., (2009). Les glandes des plantes utilisées dans la présente

étude ressemblent aux poils glandulaires (glandes) de 1’Arctium lappa, autrement
67



DISCUSSION

considérés comme représentatifs de la famille des Asteraceae (Fahn, 1979). La présence de
I’huile essentielle produite par la partie aérienne d'Helichrysum italicum, est due
particuliérement a la richesse de la plante en structures sécrétoires comme le confirment
nos observations histologiques (Osipova, 1971).

Le rendement d’HE obtenu est proche de ceux cités dans plusieurs travaux (Satta et
al., 1999 ; Roussis et al., 2000 ; Pirrini et al., 2009 ; Usai et al., 2010). Les résultats
obtenus montrent que le meilleur rendement en HE d' Helichrysum italicum est obtenu a la
fin de la floraison de la plante Juin-juillet (Combalot, 2013. Pirrini et al., (2009) ont obtenu
un rendement 0.50% et 0.54% pour deux génotypes d'Helichrysum italicum (Roth) G. Don
ssp. microphyllum. Le rendement d’huile de la plante récoltée en Mai est trop faible (non
quantifiable), de méme que celui utilisant la plante a 1’état frais. Ces résultats s’accordent
avec ceux de Mancini et al., (2011) et Mastelic et al., (2008) qui eux aussi ont obtenus un
rendement tres faible (0.02%) et (0.12 a 0.21%) respectivement, en utilisant des plantes
récoltées en Mai et fraiche.

Plusieurs travaux relatifs au séchage des plantes aromatiques et médicinales
indiquent des modifications considérables, particulierement sur le plan quantitatif, au
niveau des huiles essentielles. Or, une plante si elle n’est pas séchée dans de bonnes
conditions, elle risque de se dégrader et par suite, la perte de la totalité de ses huiles
essentielles (Aghfir, 2007). Dans ce sens, Benjilali et al., (2005) ont trouvé que la teneur en
huile essentielle des feuilles de romarin séchée a ’ombre pendant une semaine est quatre
fois plus élevée que celle de la plante fraiche. L’augmentation de la teneur en huiles
essentielles avec le séchage suggere la continuité et I’accélération de la biosynthese des
huiles essentielles apreés la récolte du matériel végétal (Silou et al., 2002 ; Bourkhiss et al.,

2009).
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On constate que le rendement est variable; cette variabilité est due probablement a
la variation des facteurs tels que, le stade de croissance, les conditions pédoclimatiques, la
période de la récolte, le temps de la récolte et le séchage. Le volume d’huile essentielle
récupére dépend du rendement de la distillation, qui est variable, chez une méme plante, en
fonction de la saison (Gonny et al., 2004). De nouvelles techniques, permettant
d’augmenter le rendement de production, ont été¢ développées, comme I’extraction au
moyen de dioxyde de carbone liquide & basse température et sous haute pression (Santoyo
et al., 2005) ou I’extraction assistée par ultrasons ou micro-ondes (Kimbaris et al., 2006).

La composition chimique de I’huile essentielle d’H. italicum des échantillons
étudiés est différente de celles des autres pays. Cette différence est caractérisée par la
présence de I’a-cédrene, a-curcumene, géranyle d'acétate, nérol, acétate de néryle et a-
pinéne comme constituants majoritaires et par le faible pourcentage de géraniol (0,02 %).
H. italicum de la cOte Adriatique (sous-espéces non précises) produit des huiles essentielles
avec I’a-pinene, 1I’a-et le y-curcumene en tant que composants majeurs (Conti et al., 2010).
Par contre, I'huile essentielle des sous espéces (italicum subsp) de Toscane contient
principalement de 1’a-pinene et acétate de néryle (Bianchini et al., 2001), alors que
1'échantillon de I’huile du sud de I’Italie est dominée par I’époxyde iso-italicene (Mancini
et al., 2011). Une autre huile d'origine italienne contient principalement du y-curcumene,
B-sélinéne et a-sélinene (Morone-Fortunato et al., 2010).

L’acétate de néryle est également I’un des principaux composants de 1’huile d’H.
italicum ssp italicum d’Amérique du Nord (Mastelic et al., 2005), et dans I’huile de H.
italicum du sud de Croatie (Tucker et al., 1997). Le Nérol et ses esters sont les principaux
composants de I’huile essentielle des fleurs de certains génotypes d’H. italicum ssp

Microphyllum (Satta et al., 1999).
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Les especes d’Helichrysum comprennent différents écotypes ainsi que différents
chémotypes. Les analyses chimiques de diverses espéces d’Helichrysum démontrent
qu’elles synthétisent un large éventail de métabolites (Powell et al., 1965 ; Jakupovic et al.,
1986 ; Opitz et Hansel, 1971 ; Manitto et al., 1972 ; Lawrence, 1998 ; Appendino et al.,
2007). Morone-Fortunato et al. (2010) ont montré une grande diversité dans la composition
chimique de I’HE entre les différentes populations des spécimens d’H. italicum en Italie dd
a leur diversité génétique.

Les parties les plus riches en principes actifs dans la plante d’Helichrysum sont les

fleurs et les portions triennales de la tige, a I'état sec (Pino, 1947)
Les plantes aromatiques ont la particularit¢ de renfermer au sein de leurs organes
sécréteurs, des cellules génératrices de métabolites secondaires ou il y a la synthése de
molécules trés volatiles a partir des unités méthyl-2-buta-1,3-diene (isopréne) et ou les
réactions d’addition de ces unités conduisent aux terpénes, sesquiterpenes, déterpeénes et
leurs produits d’oxydation tels que les alcools, aldéhydes, cétones, éthers et esters
terpéniques. L’ensemble de ces produits sont accumulés dans des cellules sécrétrices
offrant a la plante une odeur caractéristique (Heinrich et al., 1983). Cette différence peut
s’expliquer par différents facteurs, par exemple le moment de la récolte et les facteurs
saisonniers climatiques locaux et géographiques (Morone Fortunato et al., 2010). Ens et al.
(2008) ont démontré la corrélation entre la composition de I’huile essentielle et les
différents paramétres comme la composition inorganique du sol, le stade végétatif de
développement, la texture et 1’acidité du sol.

L’activité antioxydante de 1’huile essentielle est déterminée par deux méthodes, le
test du DPPH et le test du pouvoir réducteur du Fer qui sert comme indicateur significatif

de I’activité antioxydante potentielle des composés (Narasimhan et al.,2014).
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L’activité antioxydante importante de 1’huile essentielle d’H.italicum vis-a-vis du
radical DPPH est évaluée en suivant la réduction de celui ci. La molécule antioxydante
peut neutraliser les radicaux DPPH en fournissant un atome d’hydrogéne ou un électron
(Que et al., 2006). L’huile essentielle d'H. italicum a montré une meilleur activité de
piégeage des radicaux libres par rapport a celle obtenue avec le BHT, utilisé comme anti-
oxydant standard et égale a celle de l'acide gallique. Cette activité antiradicalaire est
probablement due aux composes polyphénoliques, connus par leurs activités antioxydantes
(Almaraz-Abarca et al., 2007 ; Vukics et al., 2008). De meme, ce pouvoir réducteur
exprime la capacité d’un composé a réduire le fer ferrique (Fe3+) en fer ferreux (Fe2+) par
transfert d’un électron. Ce pouvoir est probablement di a la présence des molécules ayant
une capacité réductrice qui inhibe les réactions en chaines déclenchées par les radicaux
libres (Prasad et al., 2010).

En effet I’huile d’H. italicum contient les polyphenols tels que 1’a-Eudesmol, p-
Cresol, o-Cresol, I’Eugenol et 1’anisol en plus des alcools. Ces composés ont été identifiés
aussi par Josip et al., (2008). Ces constituants sont censés jouer un réle important dans
I’activité antiradicalaire du DPPH (Kulis“ic’et al., 2004). Cette capacité de réduction est
déterminée par une diminution de I’absorbance a 517 nm (Majhenic et al., 2007).

Le pouvoir réducteur de I'HE qui est probablement di a la présence de groupement
hydroxyle dans les composés phénoliques, contenus dans cette huile, peuvent servir
comme donneur d'électrons. Par conséquent, les antioxydants sont considérés comme des
réducteurs désactivant les oxydants. Quelques études antérieures ont également montré que
le pouvoir réducteur d'un composé peut servir comme indicateur significatif de sa
potentielle activité antioxydante (Jeong et al., 2004 ; Kumaran et Karunakaran, 2007).

Les huiles essentielles et la majorité de leurs composés représentent les plus

importants additifs alimentaires utilisés pour la préservation contre leurs dégradations par
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I'oxydation lipidique due a leur forte réactivité avec le radical pyroxyle. Le mécanisme
d'action de ces antioxydants naturels dans les réactions de I'oxydation lipidique est basé sur
les phénols et les autres composés avec le groupe hydroxyle présent dans I'HE. L'atome
d'’hydrogene du groupe hydroxyle des phénols peut réagir avec les radicaux pyroxyles
produites dans des étapes précoces du mécanisme d'oxydation pour produire des radicaux
phénoxyles stables (Amorati et al., 2013).

La dénaturation des protéines est une cause de I’inflammation. Plusieurs
médicaments anti-inflammatoires ont montré la capacité d’inhiber la dénaturation des
protéines induite thermiquement (Deattu et al., 2012). L’activité inhibitrice de la
dénaturation des protéines (albumine) par I'HE est plus forte que celle du Diclofinac
sodique. Les présents résultats ont présenté une concentration nécessaire a l'inhibition de la
dénaturation des protéines inférieure au médicament standard Diclofinac sodique. Par
ailleurs, ce dernier est toxique a des doses élevés et cause aussi des effets indésirables tels
que la gastrite, cependant aucun rapport sur la toxicité possible des métabolites secondaires
de I'HE d’H.italicum n’ont été signalés (Guinoiseau et al., 2013). Ce pourcentage
d’inhibition est tellement important a faible dose ce qui rend cette huile intéressante pour
traiter les maladies inflammatoires.

L’activité inhibitrice de I’HE due a I’inhibition de la dénaturation des protéines
(Albumine) indiguant alors une stabilisation des protéines. Cette dénaturation est un
processus ou les protéines perdent leurs structures secondaires et tertiaires par l'interaction
avec d’autres facteurs externes, tels qu’un acide fort, une base, un sel inorganique
concentré, un solvant organique ou la chaleur. La dénaturation des protéines tissulaires est
un des premiers signes enregistrés de 1’inflammation (Opie, 1962). Cet effet est peut étre
due & la présence des trois phénols dans I’HE, le thymol, 1’eugénol et le 3-isopropyl-phénol

(Masteli¢ et al., 2008).
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Les esters terpéniques de I'HE d'Helichrysum italicum sont des anti-inflammatoires
et anti-spasmodiques (Bruneton, 2009). Notre huile contient aussi des esters terpéniques a
des pourcentages élevés comme, acétate de géranyle, acétate de néryle et d’autres esters
terpéniques a faible pourcentage comme Acétate de terpenyle et Butanoate de géranyle ces
constituants peuvent étre a 1’origine de I'effet anti-inflammatoire puissant de I'huile.

Bauer et al., (2011) ont identifié 1’Arzanol, et 1’a-pyrone comme constituants
majoritaires de I'huile d'Helichrysum italicum. Ces composeés sont des cétones qui
contribuent dans la réduction du processus inflammatoire. Ces constituants ne sont pas
identifiés dans notre huile, la présence d’autres composés cétoniques a faible pourcentage
comme le 2-Nonanone et le 3-Hexanone, peuvent étre a I’origine de I’activité anti-
inflammatoire enregistrée. Les esters terpéniques qui se trouvent dans I'HE de
Cymbopogon winterianus ont une activité anti-inflammatoire comme, 1’acétate de
géranyle, les monoterpénes comme le limonene, les alcools monoterpéniques comme le
linalol, I’a-terpinéol, le nérol, le géraniol. Les esters: acétates de géranyle, de néryle,
géranial, néral de I’'HE de zestes d’Orange amére (Citrus aurantium) ont une activité anti-
inflammatoire aussi (Franchomme et al., 2001). Ces composés sont également présents
dans I’huile d’ H.italicum.

Le test d'anti-hémolyse est un autre test descriptif de I'activité anti-inflammatoire, la
présente étude montre que I'HE protége la membrane érythrocytaire humaine contre la lyse
induite par la solution hypotonique. L'érythrocyte dont la membrane est analogue a la
membrane lysosomale, est utilisée comme modele pour étudier l'interaction des
médicaments avec les membranes (Sessa et Weisman, 1968 ; Litman et al., 1976 ;
Oyedepo et Famurewa, 1995 ; Chou, 1997).

L’activité anti-inflammatoire de I'HE d'Helichrysum italicum peut étre expliquée

par la stabilité de la membrane des lysosomes, qui empéche la libération des protéases. La
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présence de polyphénols dans I'huile pourrait étre responsable de cette activité (Murugasan
et al., 1981). Des médicaments tels que les anti-inflammatoires non stéroidien stabilisent
les érythrocytes contre le stress hypotonique qui induit I'némolyse en empéchant la sortie
d'’hémoglobines et donc conduit a une stabilité membranaire (Seema et al., 2011).

L’huile essentielle d’H. italicum exerce une activité antimicrobienne tres
importante. Les huiles essentielles sont considérées comme actives si elles produisent des
diamétres d’inhibition supérieurs ou égaux a 15 mm (Rossi et al., 2007). Sur la base des
résultats obtenus, 1’huile essentielle d” H. italicum a une activité bactéricide et fongicide
importante. Les CMB/CMI obtenus qui sont compris entre 1 et 4, sont semblables a celles
obtenues par Canillac et Mourey (2001). De méme les MFCc/CMFs obtenus qui se
situaient entre 1 et 2 (moins de 4) sont semblables a celles de Derwich et al., (2010). Selon
Aligiannis et al. (2001) I'activité est forte si la CMFs est inférieure ou égale a 500pug/ml,
I'HE d'H. italicum présente une activité antifongique puissante sur toutes les souches
fongiques (Aligiannis et al. 2001).

L’activité antimicrobienne d’ H. italicum peut étre attribuée a sa composition
chimique. En fait les composés oxygénés sont probablement responsables de 1’activité
antimicrobienne de I’huile essentielle d’H. italicum tels que ’acétate de néryle, 1’acétate de
géranyle, le géraniol et le nérol (Bajpai et al., 2013). Ces composés sont les principaux
constituants de notre HE d'H.italicum.

Oussalah et al., (2007) ont rapporté que la composition de I’'HE ne peut pas étre
similaire chaque année méme si elles sont extraites de la méme région. Par exemple, les
concentrations minimales inhibitrices (CMI) de quatre différents chémotypes d’huile de
thym (linalol, thuyanol, le carvacrol et le thymol type) contre Staphylococcus aureus

variait de 250 a 4000 ug/mL selon la présence du thymol.
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En plus de ces composés, cette activité peut étre attribuée a la présence des
groupements acétates tel que 1’acétate de géranyle un composé majoritaire dans 1'HE
d'Helichrysum italicum. En effet 1’acétate de géranyle est plus actif que le géraniol contre
certaines bactéries a Gram positives et & Gram négatives (Dorman et Deans, 2000).

Les alcools sont d’ailleurs reconnus pour exercer un effet plutot bactéricide que
bactériostatique (Dorman et Deans, 2000 ; Kalemba et Kunicka, 2003). La forte teneur en

alcools de I’HE d’H. italicum peut expliquer son effet bactéricide.

Inouye et al., (2001) et Hammer et al., (1999) ont rapporté que malgré que
limonéne est un constituant mineur dans I’huile des agrumes, il contribue a 1’activité
antibactérienne de cette huile.

Mastelic et al., (2005) ont montré que I'HE d'Helichrysum italicum et ses fractions
terpéniques ont une activité antimicrobienne puissante surtout contre S.aureus et C.
albicans ce qui s'accorde avec les résultats obtenus. La susceptibilité de C. albicans est
probablement due a la présence de 1’acétate de géranyle (10,05 %), dans notre huile
essentielle. Toutefois, les hydrocarbures monoterpénes ou sesquiterpénique représentent
10,83 % des composés identifiés, et leurs dérivés oxygénés présentent une activité
antimicrobienne potentielle (Siti et al., 2010).

Lorenzi et al., (2009) ont montré que I’huile essentielle d’Helichrysum italicum
réduit considérablement la multi résistance des bactéries nosocomiales tels que
Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter
baumannii. Cette activité est due aux alcools terpéniques (notamment le géraniol) agissant
par inhibition des pompes a efflux. Ces pompes, sont a I’origine du systéme de résistance
des bactéries, sont inhibées par les alcools terpéniques empéchant 1’expulsion des

antibiotiques hors de la bactérie.
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Certaines huiles comme notre huile ont une inhibition sélective pour certaines
bactéries, par exemple S. aureus est plus sensible & 1’huile par rapport a E. coli, par contre
I’activité antibactérienne d’autres huiles est inversée (Plant et Stephens., 2015). Cette
différence dans I’activité est peut étre due aux mécanismes d’action de ces huiles.

Il 'y a une certaine controverse au sujet des quels des composants de 1’huile
responsables de 1’activité antibactérienne d’ H. italicum contre Staphylococcus aureus.
Certaines études suggérent la fraction terpénoides (Mastelic et al., 2005), tandis que
d’autres suggérent que ces activités pourraient étre due a la fois aux terpenes et aux
flavonoides (Nostro et al., 2001 ; Nostro et al., 2002).

Plusieurs huiles essentielles ont démontré des activités antimicrobiennes différentes
selon les tests effectués ou selon d’autres facteurs tels que le milieu de culture et la
méthode utilisée. Par exemple, I’HE du citron a montré dans une certaine mesure un effet
inhibiteur clair contre Escherichia coli sur le milieu PDA (Fisher et Phillips, 2006).
Cependant, d’autres chercheurs n’ont pas remarqué cette activité inhibitrice de I’huile de
citron contre le méme micro-organisme cible en utilisant un autre milieu nutritif dans le
test (Deans et al., 1987).

Cependant, on devrait considérer ’activité antimicrobienne synergique possible des
Ccomposés mineurs, o-pinéne, B-pinéne et le limonéne sur I’activité antimicrobienne
(Filipiwicz et al., 2003). L’a- et le B-pinéne sont capables de perturber 1’intégrité cellulaire
et d’inhiber la respiration et les processus de transport des ions (Tzakou et al., 1998;
Tekaya - Karoui et al., 2011).

La synergie entre les composants de la plante aromatique joue souvent un role
essentiel dans I’activité antimicrobienne. le carvacrol, le y-terpinéne et le p-cymene sont

plus efficaces quand ils sont combinés (Adebayo et al., 2012).
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Les résultats obtenus sont similaire a ceux obtenus par Cantore et al., (2004), qui
ont signalé que les bactéries a Gram positives sont plus sensibles aux huiles essentielles
des plantes que les bactéries & Gram négatives. Rossi et al., (2007) ont démontré aussi que
I’huile essentielle, obtenu a partir des plantes endémiques de la Corse, est plus efficace
contre les bactéries a Gram positives comme S. aureus que contre des souches a Gram
négatives comme E. coli, Enterobacter aerogenes et P. aeruginosa. Tandis qu’E. coli
(bactérie Gram’) et P. aeruginosa (bactérie Gram) développent une résistance vis-a-vis
d’un certain nombre d’huiles essentielles (Delamare et al., 2007; Kheyar et al., 2014).
D’autre part, ces bactérie sont treés sensible a d’autres huiles essentielles (Bouhdid, 2005 ;
Amrouni et al., 2014).

Il est communément connu que les Gram négatives sont moins sensibles aux huiles
essentielles que les bactéries a Gram positives, et cela est directement lié a la structure de
la paroi cellulaire bactérienne. Chez les bactéries & Gram négatives, la paroi cellulaire est
une enveloppe complexe constituée par la membrane cytoplasmique, le périplasme et la
membrane externe. Ce dernier restreint la diffusion des molécules hydrophobes a travers sa
couche lipopolysaccharidique agissant ainsi comme une barriére de perméabilité. En plus
des altérations membranaires provoquées, ces molécules peuvent franchir la bicouche
lipidique, pénétrer a 1’intérieur des cellules et interagir avec des cibles intracytoplasmiques
(Cristani et al., 2007). Compte tenu de la diversité moléculaire des huiles essentielles, il
semble plus probable que leur activité antibactérienne résulte de 1’association de plusieurs
mécanismes, qui s’exercent sur différentes cibles cellulaires (Burt, 2004).

A signaler que l'utilisation de DMSO 10% comme solvant de I'HE augmente
I'efficacité du test antimicrobienne. En effet I’utilisation du DMSO sans dilution peut avoir

un effet négatif sur I’activité des huiles essentielles (Guinoiseau et al., 2013).
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Beaucoup de chercheurs ont confirmé la présence de l'activité bactérienne de I'HE
essentielle d'Helichrysum italicum d’autres régions du monde mais trés peu d’études
parlent de son activité antifongique. Les résultats obtenus montrent que I’HE d’ H.italicum
d’Algérie a une activité antifongique intéressante.

La résistance de quelque souches fongique peut étre expliqué par la variété des
enzymes produites par le mycélium qui peuvent détoxifier les composeés de I'huile en forme
inactive (Farooq et al., 2002a). Cette détoxification est une deuxiémme étape parmi les
quatre grandes étapes d’interactions complexes ente les composés chimiques des plantes et
les champignons phytopathogénes : 1) Production de métabolites secondaires
antifongiques par les plantes, 2) la détoxification des métabolites antifongique de plantes
par les champignons phytopathogénes, 3) la production de métabolites phytotoxiques par
les champignons phytopathogenes et 4) la détoxification des métabolites phytotoxiques par
les plantes (Farooq et al., 2002y).

Toutefois, des données limitées sont disponibles sur 1’activité antifongique des
huiles essentielles contre les champignons qui causent des mycoses et des champignons
phytopathogénes (Nuzhat et Vidyasagar, 2013). Les champignons du genre Aspergillus,
Fusarium et Alternaria sont considérés comme les pathogénes majeurs et producteurs de
mycotoxines dans le monde (Ghafoor et Khan, 1976). Ces champignons ont une sensibilité
considérable a I’huile d’H.italicum.

Des rapports sur ’activité antifongique et la composition chimique des huiles
essentielles de plantes aromatiques, Chrysanthemum coronarium L. appartenant a la
famille des Asteraceae est évaluée contre douze champignons phytopathogenes. Les
principaux composés dans I’huile ont été le camphre, a - et B-pinénes et I’acétate de lyratyl
(Alvarez -Castellanos et al., 2001). Glisic et al., (2007) ont établi que les fractions

contenant les concentrations élevées des a-pinéne, sabinéne inhibent efficacement la
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croissance des micro-organismes, en particulier les champignons. En outre, 1’activité
antimicrobienne est trop dépendante de la teneur en B-pinéne.

Les huiles essentielles provenant de trois especes d’Artemisia; A. absinthium L., A.
santonicum L. et A. spicigera C. Koch. de la famille des Asteraceae ont des effets
inhibiteurs puissants sur tous les champignons testés (Kordali et al., 2005). L’huile
essentielle de Tagetes patula L. a également une bonne activité antifongique contre deux
champignons phytopathogenes, Botrytis cinerea et Penicillium digitatum, manifestée par
I’inhibition compléte de la croissance (Romagnoli et al., 2005).

D’autres exemples d’huiles essentielles antifongiques de la famille des Asteraceae
comprennent également I’huile essentielle de Chrysactinia mexicana Grag, qui a
complétement inhibé la croissance d’Aspergillus flavus et H. italicum (Roth) Don. actif
contre le Pythium ultimum. Pipéritone et Piperitenone deux principaux composés de ces
plantes contribuent dans les modifications structurales des mycéliums observées par
microscopie électronique, et des modifications considérables dans la morphologie des
hyphes et sur plusieurs sites (Cardenas et al., 2005 ; Tundis et al., 2005). Une activité
antifongique puissante révélee des huiles essentielles des parties aériennes de trois plantes
de la famille des Asteraceae contre trois phytopathogénes fongiques des espéces du
Colletotrichum (Nurhayat et al., 2007).

Le pouvoir antifongique d’huile essentielle d'Helichrysum italicum peut étre
attribué a la présence de composants doués d’activité antifongique tels que: le curcumene,
le pinéne, le terpinene et le a différentes proportions (Papajani et al., 2015). De méme Chu
et Kemper (2001) signalent que le pouvoir antifongique d’huile essentielle du Lavandula
stoechas est li¢ aux: B-pinene, p-cimene, 1,8 cincole et a-pinene (Papajani et al., 2015).

Soylu et al. (2005) ont supposé que la nature lipophile de I’huile essentielle la rend

plus absorbable par les mycéliums fongiques que par la gélose de nature hydrophile.
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Les membranes des champignons contiennent de I’ergostérol. Ces derniers assurent
la rigidité de de la membrane cytoplasmique donc le moindre effet qui perturbe
I’ergostérol membranaire peut provoquer la lyse cellulaires (Knobloch, et al., 1989).

Soylu et al. (2007) ont observé des altérations dans la morphologie des hyphes et
une lyse de la paroi de I’hyphe couramment observé pour les mycéliums traités avec des
huiles essentielles. Cette altération peut etre est liée a I’effet de 1’huile essentielle sur les
réactions enzymatiques et la régulation de la synthese de la paroi (Soylu et al., 2010).

Le mécanisme d’action des composés phénoliques des huiles essentielles sur les
champignons est fondé principalement sur I'inhibition des enzymes fongiques contenant le
groupement SH dans leur site actif (Celimene et al., 1999).

Dorman et Deans (2000) rapportent que I’effet fongicide de 'HE d'H.italicum est
lié a la présence des carvacrol, et linalol, ce denier est I’'un des composés majeurs de I’HE
d'H. italicum, connus par leurs effets fongicides.

Elshafie et al., (2015) ont conclu que le carvacrol et thymol montre une inhibition
de la maladie de la pourriture brune des péches causée par M. laxa, M. fructicola et M.
fructigena. L’effet antifongique est principalement attribué a 1’inhibition de la germination
des spores et de la croissance du mycélium.

L’effet antifongique des huiles essentielles vis-a-vis C. albicans est due a une
augmentation de la perméabilité¢ de la membrane plasmique suivie d’une rupture de celle-Ci
entrainant une fuite du contenu cytoplasmique et donc la mort de la levure (Cox et al.,
2000). Les composés de I’huile essentielle de menthe, menthol, menthone et carvone,
suppriment la croissance de C. albicans en perturbant la concentration d’ergostérol dans la
membrane cellulaire, ainsi que la lyse provoquée par eux est inférieure a celle induite par

le fluconazole (Samber et al., 2015).
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Les propriétés antifongiques des huiles essentielles sont étroitement liées a la nature
de leurs constituants et des groupements ou fonctions chimiques qu’ils possédent ; c’est le
cas de ’activité antifongique qui décroit selon le type de fonctions chimiques :

Phénols >Alcools> Aldéhydes> Cétones> Ethers> Hydrocarbures (Billerbeck, 2007). Les
propriétés biologiques des huiles essentielles sont associées a la prédominance des
fonctions chimiques. Etant donné la grande complexité de la composition chémotypique
des huiles essentielles, et malgré de possibles synergies, certains auteurs préferent étudier
I’effet d’un composé isolé pour pouvoir ensuite le comparer a I’activité globale de 1’huile
(Chaumont et Leger, 1989 ; De Billerbeck, 2007).

D’apres Wiley (2005), la couleur caractéristique de beaucoup des moisissures est
due a la pigmentation des conidiums. En conséquence, le changement de la couleur des
espéces fongiques pourrait étre di a I’effet de 'HE d'H.italicum sur les conidiums. Cette
action peut affecter principalement le processus de la sporulation du champignon en
perturbant le fonctionnement du conidium. L'altération de la couleur des colonies de
certains champignons par I'HE d'H.italicum peut étre en relation de l'interférence des
composés de cette huile avec la biosynthése de mélanine. Toutefois, la production de
mélanine par certains champignons contribue a leur virulence (Butler et al., 2001).

Les études microscopiques montrent que les huiles essentielles des plantes causent
des distorsions des hyphes avec plusieurs fragmentations et désorganisations des organes
de reproduction et causent aussi une séparation de la membrane cytoplasmique de la paroi
cellulaire et donc une destruction des organelles cellulaires (Kocic -Tanackov et al., 2012).

Les agents antifongiques synthétiques sont appliqués a grande échelle pour
empécher la croissance mycélienne. Ces produits chimiques sont également connus pour
posséder des propriétés cancérogenes, tératogéniques, oncogenes et génotoxiques

(Nagendra et al., 2010).
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La difficult¢ de développer une molécule antifongique est liée, d’'une part a
I’ultrastructure de la cellule fongique qui présente trois barriéres : la paroi cellulaire
chitineuse, les ergostérols membranaires et le noyau eucaryote (Chami, 2005) ; et d’autre
part, les molécules antifongiques elles-mémes qui peuvent engendrer des résistances
(Nagendra et al., 2010; Prasad et al.,, 2010). Les huiles essentielles peuvent étre utiles en
tant qu'agents antifongiques parce qu'elles affectent plusieurs cibles simultanément et il n'y
a aucun rapport de résistance ou d'adaptation des microorganismes a cause de la diversité

des composés chimiques (Bakkali et al., 2008).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

V1. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’utilisation des produits naturels dans la sécurité alimentaires et dans la
phytothérapie, présentent un large éventail d’activités biologiques et pharmacologiques.
Actuellement, les produits naturels sont utilisés dans des préparations alimentaires
principalement comme aromatisants et par les industries cosmétiques et pharmaceutiques,
comme parfums et additifs. Ces substances naturelles ont été suggérées dans les denrées
alimentaires parce qu’ils ont des propriétés antimicrobiennes importantes contre les
bactéries et les champignons et méme une activité antioxydante. Ainsi que I’utilisation des
différents conservateurs pour assurer que les aliments manufacturés demeurent sécuritaires
et intacte, tandis que les conservateurs chimiques ont des activités cancérogénes
potentielles, et une toxicité résiduelle.

Le probléme d’utilisation des médicaments synthétique pose aussi un probléme de
santé comme le probléme de résistance microbienne, et les effets indésirables de ces
médicaments chimique nocif pour I’homme. Les chercheurs se sont trouvés, alors face a la
recherche et la découverte d’autres agents d’origine naturelles dotés d’activités biologiques
avec moins d’effets néfastes sur la santé humaine.

Ce travail a pour objectif de valoriser I’huile essentielle et ses activités biologiques
d’une plante endémique Helichrysum italicum (Roth) G.Don de la famille des Asteraceae.
Cette huile essentielle présente un grand intérét médical et pharmaceutique et méme
cosmétique.

Pour évaluer les activités de cette huile essentielle on a d’abords commencé par
I’analyse chimique de I’HE par (GC-MS), qui a montrée la présence de a-cédrene (13.61
%), a-Curcumene (11.41 %), acetate de geranyle (10.05 %), limonéne (6.07 %), nérol

(5.04 %), acétate de neryle (4.91 %) et a-pinéne (3.78 %) comme constituants majoritaires.
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L’huile essentielle a montrée une activité anti-oxydante trés importante avec des
ECso (4.70+1.96 pg/ml) trés intéressantes par la technique DPPH, et méme proche de celle
de I’Acide gallique ECso (4.66+0.12pg / ml) et plus forte que celle du BHT avec une
(ECso 141.23+5.02 pg/ml). Les résultats obtenus par le test du pouvoir réducteur de Fer
montrent que I'huile d'helichrysum italicum exerce un pouvoir réducteur important avec
une ECso= 14.892+0.09 pg/ml, qui semble proche de ceux des standards, le BHT (ECso=
13.52+0.28 pg/ml), et ’acide gallique (ECso = 10.094+0.18 pg/ml).

On a aussi estimé le pouvoir protecteur des érytrocytes et 1’inhibition de la
dénaturation protéique, et donc 1’inhibition du processus inflammatoire. L’HE d'H.
italicum possede une activité anti-inflammatoire trés importante avec ECso
296+42.12ug/ml  par rapport au Diclofénac sodique (ECso 590+11.03pg/ml), la
concentration élevé de ce derniers cause des effets indésirables sur le corps humain. Le
traitement par HE entraine une stabilité de la membrane plasmique avec un pourcentage de
protection de 56.2% a la concentration 132 pg/ml, cette concentration apparait tres faible
par rapport a I’aspirine.

Pour I’évaluation de I’activité antimicrobienne de cette HE, on a utilisé des souches
bactériennes de références, des champignons proviennent de laboratoire de recherche et
des champignons isolés et identifiés a partir des aliments commercialisés au marché local.

Par des méthodes classiques d'identification nous avons mis au point la dominance
qualitative — en nombre d'espéces — du genre Aspergillus avec 31.25 % de la totalité des
souches isolées; les especes du genre Penicillium sont classées en deuxiéme position,
correspondant a 25 % de celle-la. Les espéces du genre Fusarium en constituent 12.5 %.
Les souches restantes correspondent a 6.25 % et incluent les genres suivants : Phoma
glomerata, Chaetomium globosom, Rhizopus stolinifer, Mucor racemosus et Cladosporium

cladosporioides dont chacun n'est représenté que par une seule espéce. Au total, 33

84



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

souches microbiennes ont été mises a 1’étude de I’activité antimicrobienne de I'HE
d’H.italicum

L’activité antimicrobienne de I’HE est mesurée par la méthode de diffusion de
disque sur milieu solide. L’HE inhibe la croissance de tous les microorganismes testés sauf
trois bactéries, E. coli ATCC 25922, K. pneumonia ATCC 4352 and L. monocytogenes
ATCC 15313 et cing champignons, Chaetomium globosom, Rhizopus stolinifer,
Cladosporium cladosporioides, Phoma glomerata. La bactérie la plus sensible est P.
mirabilis ATCC 35659 avec une (CMI) et (CMB) 1.581 et 3.162 pg ml-* respectivement.
La (CMFs) et (CMFc) est de 6.325 ug ml-! et 12.65 pg ml-! respectivement pour C.
albicans ATCC 10231, S. cerevisiae ATCC 9763, A. brasiliensis, A. flavipes, P. citrinum,
P. digitatum and P. expansum.

Ainsi que les bactéries M. luteus ATCC 1533 et S. aureus ATCC 6538 avec des
zone d'inhibition de 30 = 0,2 mm et 27 +0,1 respectivement, I’HE présente une activité
antibactérienne mieux que le contr6le Gentamicine, la différence est hautement
significative p<0.001. Le pourcentage de bactéries Gram+ sensible est de 87.5% par
rapport au 33.33% des Gram- sensible, ce qui indique que les Gram+ sont plus sensibles a
I'HE.

La différence entre I’effet antifongique de I'(HE) est le 5-FC (5-Fluorocytosin) est
n’est pas hautement significative P > 0.05 pour les souches Saccharomyces cerevisiae
ATCC 9763 et Mucor racemosus et hautement significative p<0.001 pour la souche
Candida albicans ATCC 10231 avec une activité proche de celle de 5-FC avec une zone
d’inhibition 29+0.2 mm. L’activité antifongique enregistrée s’est traduit par des CMFc de
12,65ug ml/1 & 50,6 pg/ml et des CMFsde 6,325 pg /ml a 50,6pug /ml.

Pour améliorer la recherche des agents antimicrobiens de nombreuses huiles

essentielles des plantes, plusieurs facteurs expérimentaux et biologiques devraient étre pris
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en considération tels que (i) la standardisation appropriée et exacte des tests
microbiologiques ; (ii) la disponibilité des souches standards provenant de différentes
collections ; (iii) les essais sur une variété des microorganismes soit Gram positif, Gram
négatif, champignons phytopathogénes et levures ; (iv) I’ identification botanique exacte de
la plante d’origine productrice d’huile ; (v) caractérisation biochimique de I’HE extraits
ainsi que leur production, conditions de stockage et I’age. En outre, la solubilité dans 1’eau
et la volatilité des nombreux HE permettent a révéler un large spectre d’activité dans divers
essais in vitro comme la bonne diffusion dans I’agar, et les dilutions utilisées.

Enfin, sur la base de toutes les activités biologiques démontrées par I'HE
d’H.italicum di a la synergie de ses divers constituants, cette huile peut étre proposée
comme un alternatif agent: antimicrobien, anti-oxydant, anti-inflammatoire, sachant
qu’aucune démonstration de I’effet de cette huile provient de la méme espece a été
signalé.

Afin d’étendre nos connaissances sur 1’efficacité des produits bioactifs naturels et
explorer leur application, les recherches doivent se concentrer sur les questions suivantes :

e L’identification de chaque constituant de cette HE et exploiter I’action inhibitrice
de chaque constituant identifié in vitro ainsi in vivo.

e FEtude de la relation structure-activité des composés isolés avec leur spécificité
biologique respective.

e Mener des analyses phytochimiques et biologiques comparatives sur les
constituants chimiques isolés présents dans ’espéce sélectionnée d’ Helichrysum
aux composes chimiques existantes isolés du genre.

e [’¢lucidation mécanismes moléculaire de la cellule par lesquels le micro-organisme

réagir contre les produits bioactifs naturels ; la définition des effets de matrice sur
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I’efficacité antimicrobienne d’un produit naturel bioactif en combinaison avec
d’autres obstacles.

I’utilisation de technologies émergentes en combinaison avec des produits naturels,
qui peuvent agir en synergie pour la prévention de la prolifération microbienne ; la
détermination d’autres activités biologiques des produits naturels, par exemple,
celles relatives a 1’antioxydant et le potentiel anticancéreux et I’identification des
mécanismes possibles d’action

la compréhension des attitudes des consommateurs et de la perception de la
qualité. En outre, il faudrait mettre davantage 1’accent sur les dosages de la
prévalence des microorganismes pathogénes en relation avec 1’utilisation
d’antimicrobiens naturels au cours des différentes étapes de la production dans

I’industrie.
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Annexe | : Composition des milieux de culture

Potato Dextrose Agar (PDA)

Pomme de terre
Glucose

Agar

Eau distillée
pH:5.1+0.2

MH gélosé

Infusion de viande de beeuf déshydraté
Hydrolysat de caséine

Amidan de mais

Agar agar

Eau distillée

Bouillon nutritif

Peptone

Extrait de viande
Extrait de levure
Chlorure de sodium
Eau distillée

Potato Dextrose Broth (PDB)

Potato Infusion from 200 g
Dextrose

Eau distillée

pH:5.1+0.2

2509
20g
159
1litre

300g
17.59
1.59
139
1litre

59
1litre

49
209¢
1litre

Annexes

4,0 g d’extrait de pomme de terre équivaut a 200 g d’infusion de pommes de terre
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Tableau 3. Activité antibactérienne des antibiotiques standards (en ug) exprimée par le diamétre d’inhibition en millimetre. Les valeurs sont
exprimées en moyenne = SD (n = 3).

Antibiotiques

M CTX (30) TE (30) | TOB (10) | IPM (10) | CIP (5) | GEN (10)
Staphylococcus aureus ATCC 6538 29+0.02 20+0.12 | 30+0.08 26x0.02 35+0.01 30+0.01
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - - - - - 25+0.04
Enterococcus faecalis ATCC 49452 - 15+0.02 - 26+0.13 - 30+0.01
Proteus mirabilis ATCC 35659 26x1.11 - - - 25+0.90 | 25+0.02
Bacillus subtilis ATCC 9372 - - - - - 33+0.06
Micrococcus luteus ATCC 4698 - - - - - 24+0.00
Enterococcus cereus ATCC 2035 - 20+1.51 - - - 22+0.01
Bacillus cereus ATCC 10876 3 10+1.04 21+2.88 | 29+2.50 26+0.86 | 29+0.12 30+0

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 16+1.54 23+1.25 | 30+0.65 50+0.45 29+0.32 33+£1.01
Escherichia coli ATCC 25922 43+1.24 25+1.02 | 29+1.22 26+0.36 - 33+0.55
Klebsiella pneumonia ATCC 4352 30+1.66 16+0.22 | 20+0.26 35+0.12 | 30+0.85 | 21+0.14
Listeria monocytogenes ATCC 15313 24+1.25 12+0.78 20x0.36 30+1.22 29%0.02 23£0.31
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Résumé
L’objectif de ce travail est la détermination de la composition chimique de I'huile essentielle (HE) de I"Helichrysum italicum
(Roth) G. DON du Nord de I'Algérie, ainsi que la détermination de ses activités biologiques par : I'estimation de I'effet
antioxydant de I'HE (test DPPH et pouvoir réducteur du Fer); une étude de I'effet anti-inflammatoire in vitro (anti-dénaturation
des protéines et anti-hémolyse) et par une activité antimicrobienne contre douze bactéries, deux levures et vingt et un
champignons y compris (seize sont isolés et identifiés). Les parties aériennes de I'Helichrysum italicum ont été soumis a
I’hydrodistillation. L'analyse de I'HE d'H. italicum par chromatographie en phase gazeuse couplée a un spectrometre de masse
(GC-MS) a permis d’identifier 66 composés qui représentent 99.24 % de I'huile total. Cette HE est caractérisée par la
prédominance des sesquiterpenes oxygénées (76.7 %) et des monoterpenes oxygénées (61.42 %). Les principaux constituants de
I'huile sont a-cédréne (13.61 %), a-Curcumene (11.41 %), Acétate de géranyle (10.05 %), limonene (6.07 %), nérol (5.04 %),
acétate de néryle (4.91 %) et a-pinéne (3.78 %). L'HE d’H.italicum a une puissante capacité antiradicalaire avec une ECso de
4.70%1.96 pg/ml. Les résultats obtenus montrent que I'huile d'helichrysum italicum exerce un pouvoir réducteur important avec
une ECso= 14.89+0.09 pg/ml. L'HE d'Helichrysum italicum posséde une activité anti-inflammatoire trés importante avec ECso
296+42.12ug/ml par rapport au Diclofénac sodique (ECso 590+11.03pug/ml). Le traitement par HE entraine une stabilité de la
membrane plasmique avec un pourcentage de protection de 56.2% a la concentration 132 pgml™. L’activité antimicrobienne de
I’'HE est mesurée par la méthode de diffusion de disque. L'HE inhibe la croissance de tous les microorganismes testés sauf trois
bactéries, E. coli ATCC 25922, K. pneumonia ATCC 4352 et L. monocytogenes ATCC 15313 et cing champignons, Chaetomium
globosom, Rhizopus stolinifer, Cladosporium cladosporioides, Phoma glomerata. La bactérie la plus ensible est P. mirabilis ATCC
35659 avec une (CMI) et (CMB) de 1.581 et 3.162 pg ml-!respectivement. La (CMFs) et (CMFc) est de 6.325 pg ml-! et 12.65 g
ml-! respectivement pour C. albicans ATCC 10231, S. cerevisiae ATCC 9763, A. brasiliensis, A. flavipes, P. citrinum, P. digitatum et
P. expansum. En conclusion cette huile essentielle possede des activités biologiques intéréssentes qui peuvent étre attribuées a
sa composition chimique.
Abstract
The objective of this work is the determination of the chemical composition of the essential oil (EO) of the Helichrysum italicum
(Roth) G. DON from North of Algeria, as well as the determination of its biological activities by: the estimation of the antioxidant
effect of EO ( DPPH test and the test of the reducing power). Study of anti-inflammatory effect in vitro (the inhibition of the
denaturing of protein test and the test of anti-hemolysis), and tested by antimicrobial activity against twelve bacteria, two
yeasts and twenty one fungi including (sixteen are isolated and identified).The aerial parts of H.italicum were subjected to
hydrodistillation to obtain EO which had been analyzed by gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS). The
EO yielded 0.44% (v/w) and 66 compounds accounting for 99.24% of the oil were identified with a high content of oxygenated
sesquiterpenes (61.42%). The most oxygenated sesquiterpene compounds were a-Cedrene (13.61%), a-Curcumene (11.41%),
Geranyl acetate (10.05%), Limonene (6.07%), Nerol (5.04%), Neryl acetate (4.91%) and a-Pinene (3.78%). The (EO) of H.italicum
shows a powerful anti-radical capacity with an ECso of 4.70+1.96 pg.ml. The results obtained show that (EQ) of helichrysum
italicum has an important reducing power with an ECso 14.89+0.09 pg/ml. The EO of Helichrysum italicum has a good anti-
inflammatory activity with ECso 296+42.12ug.ml! very important compared to the Diclofenac sodium (ECso 590+11.03ug.ml?).
EO leads a certain stability of the plasma membrane with percentage of protection 56.2% at the concentration 132
concentration pg/ml. The antimicrobial activity of the EO was assayed by using the disk diffusion method. H. italicum inhibited
the growth of all the microorganisms tested except three bacteria, E. coli ATCC 25922, K. pneumonia ATCC 4352 and L.
monocytogenes ATCC 15313 and five fungi, Chaetomium globosom, Rhizopus stolinifer, Cladosporium cladosporioides, Phoma
glomerata. The most sensitive bacteria weas P. mirabilis ATCC 35659 with 1.581 and 3.162 pg ml-! minimum inhibitory
concentration and minimum bactericidal concentration respectively. A minimum fungistatic and fungicide concentration are
6.325 ug ml-* and 12.65 pg ml-! respectively was obtained with C. albicans ATCC 10231, S. cerevisiae ATCC 9763, A. brasiliensis,
A. flavipes, P. citrinum, P. digitatum and P. expansum.






