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Introduction

Depuis 1’aube de I’humanité, les plantes permettent a I’homme non seulement de se
nourrir, se vétir, se loger, se chauffer, se parfumer ...mais aussi de maintenir son équilibre,

soulager ses souffrances, préserver et soigner les maladies qui nuisent a sa santé (Ouis, 2015).

Les plantes renferment des composants chimiques qui se répartissent en des grands
groupes: les protides, les glucides, les lipides et les acides nucléiques d'une part, les pigments,
les tanins, les polymeres, les hormones et les essences végétales dites huiles essentielles
d'autre part. Les premiers sont les constituants du métabolisme primaire. Il existe en
permanence au sein de la plante. Les autres proviennent du métabolisme secondaire et ne sont

pas toujours présents chez tous les végétaux (Bouamer et al, 2005).

Aujourd'hui encore, la science confirme les différentes vertus des plantes aromatiques
et de leurs huiles essentielles et leurs extraits bruts dont les domaines d'application sont trés
variés. En effet, les plantes possedent des milliers de substances actives a l'intérieur de leurs
organes (feuilles, fleurs, racines,...etc.) et peuvent, selon des techniques chimiques (extraction,
distillation,....), permettre l'isolation du principe actif pour I’utiliser en pharmacie. Ces
remeédes naturels sont bien souvent tres efficaces avec moins d'effets secondaires reconnus
que beaucoup de médicaments de synthese, mais peuvent néanmoins étre mortels ou toxiques

pour lI'organisme lorsqu'ils sont mal utilisés (Bouamer et al, 2005).

Par ailleurs, les plantes aromatiques et médicinales jouent un réle économique
considérable dans le secteur des industries de 1’agroalimentaire, de la parfumerie, des
cosmétiques, et de la pharmacie. (Ouis, 2015).

Les légumineuse souffrent de nombreuses difficultés, en dehors des conditions
d’environnement et le non maitrise des techniques culturales qui sont des causes non
négligeables de la faiblesse de la production, il semble que le probléeme majeur reste celui de
I’aspect phytosanitaire souvent attribué¢ a des maladies fongiques telles que I’anthracnose, les
pourritures racinaires et le flétrissement. (Laibi, 2011).

Les espéces de Fusarium oxysporum causent principalement le flétrissement
vasculaire et la pourriture racinaire de plusieurs espéces de plantes en causant des pertes de
rendement importantes (Agrios, 2005).

La famille des Apiaceae appelées anciennement ombelliferes comprend des plantes
alimentaires comme la carotte, le céleri, le fenouil,... et des plantes condimentaires comme le
carvi, la coriandre, le cumin,...C’est une famille riche en huile essentielle. A cet effet, on s’est
intéressé a I’'une des especes de la famille des Apiaceae, c’est I’une des critéres de choix de

cet plante, ainsi le manque des travaux de recherche sur les activités antifongiques des huiles
1



Introduction

essentielles et leurs hydrolats aromatiques d’autre part. Dont le but d’éliminer les dégats
causeés par les microorganismes phytopathogénes.

Thapsia garganica est I'une des plantes médicinales les plus utilisées a travers le
monde. Les extraits des feuilles de cette plante sont largement utilisés, dans la médecine
traditionnelle, notamment comme anti-inflammatoire et antirhumatismale.

Dans la continuité de 1’axe de recherche relatif a la valorisation du potentiel aromatique et
médicinal des plantes algériennes.

Nous nous sommes intéressés a 1’étude de l’activité antifongique de la partie
aérienne, de Thapsia garganica. L’objectif de notre travail est 1’évaluation de 1’effet
antifongique de 1’extrait des feuilles du Thapsia garganica de la région d’el hamadia sur les
souches fongiques : (Fusarium solani, FOC1, FOC3, FOC4).

Notre travail sera donc réparti en quatre chapitres, initié par une recherche
bibliographique ou nous apportons dans le premier chapitre la plante sélectionnée Thapsia
garganica et les moisissures. Le deuxiéme chapitre est consacré a 1’étude les principales
substances actives. Le troisieme chapitre illustre le matériel et les méthodes mis en ceuvre
pour I’extraction et 1’évaluation des activités antifongique de 1’extrait des feuilles du Thapsia
garganica. Enfin le quatriéme chapitre consacré aux résultats obtenus et discussion.

Le manuscrit est acheveé par une conclusion générale.
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AROMATIOQE ET LES
MOISISSURES
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Chapitrel : Les plantes médicinales, aromatiques et les

moisissures

L’étre humain utilise des plantes depuis des milliers d’années pour traiter divers maux,
le monde végétale est a 1’origine d’un grand nombre de médicaments. Récemment, des
chercheurs ont estimé qu’il existe environ 400 000 espéces de plantes dans le monde, dont
environ le quart ou le tiers ont été utilisees par les sociétés a des fins médicinales (Léger,
2008).

1.1 Définition des plantes médicinales

Les plantes médicinales sont des drogues végétales au sens de la pharmacopée si au
moins une partie posséde des propriétés médicamenteuses. Par extension, on appelle souvent«
plante médicinale » ou « plante » non seulement 1’entité botanique, mais aussi la partie

utilisée (Paloma, 2012).

Les plantes médicinales sont donc importantes pour la recherche pharmaceutique et
I'élaboration des médicaments, directement comme agents thérapeutiques, mais aussi comme
matiere premiére pour la synthese des médicaments ou comme modele pour les composés

pharmaceutiquement actifs (Decaux, 2002).

1.2 Définition des plantes aromatiques

Les plantes aromatiques sont, par définition, des plantes dont les tissus sécrétent
suffisamment d’essence pour que celle-ci puisse étre extraite et distillée. Elles contiennent des
molécules aromatiques ou odorantes dans un ou plusieurs de ses organes producteurs :
feuilles, fleurs, fruits, graines, écorces, racines. Toute plante a odeur n’est pas toujours une
plante aromatique (Patricia, 2005).

Les plantes aromatiques ont la particularité de fabriquer des huiles essentielles
volatiles qui sont a l'origine de leur saveur particuliére et de I'odeur que dégage le feuillage et
utilisées dans les domaines de la parfumerie, de la médecine ou de la cuisine (Jean et al,
2012).
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1.3Preésentation de la famille des Apiaceae

1.3.1. Distribution et morphologie
1.3.1.1.  Distribution

La famille des Apiacées (Apiaceae) constituant les plantes aromatiques médiévales,
appelée anciennement Ombelliféere (Umbelliferae), est une famille de plantes dicotylédones.
Elle comprend prés de 3000 especes réparties en 420 genres qui sont surtout présentes dans
les régions tempérées du monde. En Algérie, selon Quezel et Santa (1962), elle est
représentée par 55 genres, 130 espéces et 27 sous — especes. Les espéces présentent une
distribution bipolaire (dans toutes les régions tempérées), mais la majorité habitant

I’hémisphére Nord tempéré (Tabanca et al , 2006) (Figure 1).

Figure 1 : Répartition géographique mondiale des Apiaceae (lakhdar, 2011).
1.3.1.2. Morphologie

La famille des Apiaceae. est une famille de plantes dicotylédones relativement
homogéne, caractérisée notamment par son inflorescence typique, I'ombelle. Une seule espéce
a une importance économique alimentaire notable, la carotte ; plusieurs fournissent des

condiments appréciés et certaines sont toxiques comme la grande cigué (lakhdar, 2011).
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Elles sont généralement des herbes, parfois arbustes annuels, bisannuelles ou vivaces a
tiges souvent cannelées et creuses par resorption de la moelle, certaines ont une racine
tuberculeuse (carottes) ou méme un véritable tubercule, certaines possedent un rhizome

(angeéliques) (Lamara, 2007).

Les feuilles, alternes, difféeremment composées ou découpées, rarement entieres
engainants au niveau des nceuds, les inflorescences ombelliféres simples ou le plus souvent
composées d’ombelles, les fleurs sont blanches ou, plus rarement, jaunatres, verdatres ou
roses, toujours de dimensions réduites. En général actinomorphes et épigynes, les fleurs sont
hermaphrodites. Le fruit est un schizocarpe a deux méricarpes cylindriques ou aplaties avec
une graine a tégument tres mince, un albumen charnu, huileux et un tres petit embryon droit a
cotylédons inégaux (Chaker, 2010).

Les Apiacées possedent un systeme de canaux sécréteurs schizogenes dans tous les
organes libérant des monoterpénes, caractérisant 1’odeur de la famille. Elles contiennent

également des oléorésines et des alcaloides (Laouer, 2004).

Tableaul : Répartition mondiale des genres de la famille des Apiaceae (lakhdar, 2011).

Continent Genres endémiques
Afrique 126 50
Amérique 197 52
Asie 265 159
Australie 36 11
Europe 139 29

1.3.2. Classification
La position systématique de la famille des Apiaceae selon la Classification de
Cronquist (Cronquist, 1981) est la suivante:
Regne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae

Famille : Apiaceae
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1.4. Intérét de la famille des Apiaceae
La famille des Apiaceae renferme de nombreuses espéces économiquement
importantes, certaines sont des plantes alimentaires (carotte, fenouil, céleri...), d’autres sont
des condiments utilisés depuis longtemps en cuisine a cause des huiles essentielles produites
par leurs canaux sécréteurs (persil, coriandre, carvi...). En phytothérapie (deryas,...) on leur
attribue principalement des propriétés digestives (Mokaddem, 2012).

Cette famille riche en métabolites secondaires présente des intéréts économiques et
médicinaux, comportant des coumarines, flavonoides, composés acétyléniques et des lactones
sesquiterpéniques, ainsi qu’une grande richesse en huile essentielle. Cette famille de plantes
est bien connue pour avoir une quantité importante d’huile essentielle dans la quasi-totalité de
ses organes anatomiques. A nos jours, 760 constituants d’huiles essentielles ont été isolés des
Apiacées (Chaker, 2010).

1.5. Présentation de I’espéce Thapsia garganica

1.5.1 description botanique:

Thapsia garganica est une plante vivace, de la famille des Apiaceae (ombelliferes), a
tige florifére dressée, peu ramifiée, haute environ de 1,50m. Elle a de grandes feuilles en
touffe, trés découpées, a divisions linéaires, pourvues d’un pétiole en gaine a la base. Les
feuilles supérieures sont réduites a une gaine large et épaisse, d un vert grisatre comme la tige
(Alfa keita,2000).

Les fruits sont ovales et longs de plus de deux centimetres, et largement ailés
(Sijilmasi, 1996).

La racine cylindrique est volumineuse épaisse, noiratre a I’extérieur et blanche a
I’intérieur. Les racines contiennent principalement des constituants volatils et des lactones

sesquiterpénes, dont la thapsigargine (Drewet al, 2012).



Partie bibliographique

Figure 02 : Photographie de Thapsia garganica.
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1.5.2. Noms vernaculaires
Nom scientifique : Thapsia garganica.

Nom Commun :, Tapisia, sts , s,

1.5.3. Classification

Régne :plantae

Famille: Apiaceae

Genre: Thapsia

Espece: Thapsia garganica (Cauvet, 1875).

1.5.4. Propriétés pharmacologiques

Thapsia garganica est une plante vivace présente sur toute la cote Méditerranéenne.
Celle-ci renferme un nombre important de terpénoides présents en faible quantité (Drewet al,
2012). Les racines contiennent principalement des constituants volatils et des lactones
sesquiterpénes (STL), dont la thapsigargine. La thapsigargine issues de plantes de la famille
des Apiaceae, et plus particulierement du genre Thapsia (frédéric, 2006). La molécule phare
des thapsigargines (Tg), il s’agit d’une sesquiterpéne lactone dont des dérivés pro-drogues
sont utilisés en phase | pour le traitement du cancer de la prostate (Christensen et al, S.2009),

elle est extraite des racines et des feuilles de Thapsia Garganica.

La thapsigargine est capable d’induire la libération d’histamines de diverses cellules
de I'organisme. Cette propriété est a I’origine du caractére vésicant mais aussi d’intoxication

humaine si elle est consommée (AL et al, 1985).

On retrouve les lactones sesquiterpénes (STL) principalement dans les plantes des
familles Asteraceae, et plus marginalement dans les Apiaceae et Magnoliaciae. Leur toxicité
est démontrée depuis longtemps (illustration de leurs fortes activités biologiques) et ils se
présentent souvent sous la forme de substances incolores au gott amer. L’attrait des STL dans
la recherche de molécules bioactives n’est plus a démontrer, on compte a ce jour plus de cinq
mille STL isolées dont les activités biologiques sont souvent marquées (on trouve notamment
des anti-inflammatoires et des anti-tumoraux,). Elles sont trés présentes en médecine

traditionnelle (notamment pour leurs propriétes anti-inflammatoires) (frédéric, 2006).
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thapsigargine (Tg)

Figure 03: structure chimique de la thapsigargine (Frédéric, 2006).

1.5.5. Utilisations dans la médecine traditionnelle

Les vertus médicinales de cette plante sont connues depuis I’antiquité (Frédéric,
2006).Les racines et les graines de Thapsia garganica sont depuis lors utilisées en médecine
traditionnelle en Europe et dans certains pays arabes de la cbte méditerranéenne, des onguents
sont ainsi préparés dans le but de soulager de rhumatismes ou certains maux pulmonaires et
plus rarement comme purgatif drastique. La plante entiére est utilisé comme cataplasme
contre les fluxions, les abcés (Rached, 2009). On peut dés lors constater que I’activité
irritante de la plante (celle-ci I’est particuliérement pour la peau) peut avoir des applications
variées en médecine traditionnelle (Frédéric, 2006).

1.5.6. Toxicités

Dans les cas de la région de Djelfa qui nous ont été rapportés, notamment a Birine, les
moutons ont consommeé des graines séchées de Thapsia. Au début, ils ont présenté des signes
d’hyperexcitabilité avec des tremblements, des crises epileptiformes avec de bave, puis de
I’abattement et de la prostration. Ils ont pris une posture d’auto-auscultation avec la téte
fortement fléchie sur le thorax. En fin d’évolution, aprés une phase de paralysie, ils sont
entrés dans le coma. Des signes de gastro-entérite et d’hématurie ont été notés. Cette
intoxication a affecté environ 5 a 10% des animaux du troupeau, notamment les brebis et
surtout les agneaux. Les méles adultes, engraissés dans d’autres enclos, n’ont pas été
concernés par 1’intoxication. Les brebis se sont rétablies aprés une longue convalescence alors
que les consequences de cet empoisonnement sur les agneaux ont eté tres importantes avec un
taux de mortalités de 100% Les lésions observées correspondaient a celles d’une gastro-
entérite avec un foie blanchatre. Ces symptdmes et ces lésions ont été similaires a ceux

rapportés chez les ruminants d’Afrique du Nord (El bahriet al, 2001).
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Le contact avec cette plante provoque des éruptions sur le corps, accompagnées de
fievre (Rached, 2009).

1.6. La plante hote : le pois chiche

1.6.1Situation du pois chiche en Algérie

En Algérie les espéces de Iégumineuses alimentaires les plus cultivées sont la lentille
(Lens culinaris L.), le pois chiche (Cicer arietinum L), le pois (Pisumsativum L), la féve
(Vicia faba L.) et le haricot (Phasiolus L.). Les Iégumineuses alimentaires ont recu beaucoup
d’attention de la part des services agricoles pour augmenter les superficies et améliorer les
niveaux de rendements. Cependant les résultats obtenus n’ont pas été a la hauteur des efforts
consentis (Bouzerzour et al, 2003).

1.6.2 Description de la plante du pois chiche (Cicer arietinumL.) :
Le pois chiche est une plante annuelle, herbacée avec des branches diffusées et

propagées (Muehlbauer et Rajesh, 2008).
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Figure 04 : Description de la plante du pois chiche (Singh et Diwakar, 1995).
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1.6.3 Problémes phytosanitaires du pois chiche en Algérie

Le pois chiche peut étre attaqué par de nombreux parasites. Cependant, tous ne
sévissent pas en Algérie et tous n’ont pas le méme impact sur la culture. Nous allons donner
un rapide apergu de ceux que I’on rencontre fréquemment dans les cultures en Algérie. Parmi
les principales maladies du pois chiche, on rencontre 1’anthracnose, la pourriture racinaire et
le flétrissement (Merzoug et al, 2009). Malgré qu'il existe un nombre de facteurs biotiques et
abiotiques qui participe dans I'abaissement de la production, la maladie de flétrissement reste

une des épidémies les plus importantes (Farooget al.,2005).

1.7 L’ agent pathogéne(Fusarium oxysporum f. sp. ciceri)

1.7.1 Genéralités sur le genre Fusarium

Le genre Fusarium compte principalement des especes phytopathogenes,
nécrotrophiques, d’origine tellurique causants des maladies sérieuses chez les plantes dans le
monde. Cependant, ce genre regroupe des espéces appartenant a des agents causants des
mycoses chez I'étre humain. La production de mycotoxine est un phénomeéne trés commun

chez ce genre (trichothcenes, zearalenon, fumonisins) (O'Donnell et al, 2015).

La plupart des especes pathogénes de Fusarium identifiées appartiennent aux
complexes F. oxysporum et les complexes F. solani (O'Donnell et al, 2015).

Les espéces de F. oxysporum causent principalement le flétrissement vasculaire de
plusieurs especes de plantes en causant des pertes de rendement importantes. Cependant
plusieurs espéces du genre Fusarium, spécialement F. solani cause la pourriture des racines et
des tiges et méme des semences, cette pourriture est accompagnée par une production de
mycotoxines (Agrios, 2005).

1.7.1.1. Présentation de Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum est 1’espéce la plus répandue. Elle comporte des formes
phytopathogeénes les plus fréquentes et les plus importantes de la microflore fongique des
sols cultivés. F. oxysporum est un complexe d'espéces ubiquistes comprenant de
nombreuses formae speciales (f. sp.) responsables de diverses maladies, la principale étant
le flétrissement vasculaire caractérisé par un flétrissement des plantes di a I'envahissement
des vaisseaux du xyléme par le pathogene (Dean et al., 2012). Les noms attribués aux

différentes formes spéciales sont directement dérivés de 1’hdte sur lequel le champignon a
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été isolé. L’espece F. oxysporum peut infecter un grand nombre de plantes, souvent de
facon trés spécifique. Plus de 120 formes spéciales et races ont été ainsi identifiées, basees
sur leur spécificité d’hotes, parmi lesquelles les formes spéciales albedinis, lycopersici et
ciceris qui sont responsables, respectivement, de la fusariose vasculaire du palmier dattier,

de la tomate et du pois chiche (Benzohra et al., 2015 ).
1.7.1.2. Fusarium solani

Fusarium solani est un agent pathogene qui cause des maladies sur une gamme vaste
et diversifiee de plantes hotes. Il est connu comme responsable de maladies sur une centaine
de genres de plantes ou il est souvent associé a des pourritures racinaires. Les hotes
prédominantes sont les cultures maraichéres, les légumineuses et les des cucurbitacées
(O’Donnell, 2000).

F. solani est membre d'un clade monophylétique qui comprend environ 60 espéces
phylogénétiques connues sous le nom de « complexe d’espéces Fusarium solani » FSSC. Les
noms des especes biologiques individuelles (formae speciales, f. sp.) du FSSC sont
principalement associés au nom de la plante héte spécifique colonisée (ex. F. solani f. sp. pisi
sur le pois et F. solani f. sp. glycines sur le soya) (Geiser et al, 2013).

1.7.2 Cycle biologique de Fusarium
Le Fusarium responsable d’importants dégats durant tout le cycle vital de la plante
hote est transmis essentiellement par les semences récoltées de plantes infectées, mais peut
aussi prévenir du sol. Le Fusarium survit en forme de chlamydospores, il est capable de
survivre pendant plusieurs années dans les conditions les plus défavorables. Les F. oxysporum
peuvent méme coloniser de zone Profondes du sol : c’est le cas de la forme spéciales de
ciceris (Agrios, 2005).
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Figure 05 : Cycle infectieux de Fusarium oxysporum, d’aprés (Agrios, 2005).
Les mécanismes de pathogénicité de F. solani ont été largement liés a la sécrétion

d'enzyme de cutinase. Au niveau des racines, il produit des enzymes pectolityques induisant

par conséquent une pourriture racinaire (Epstein et al, 1994).
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Chapitre 2 : Principales substances actives végétales

Chaque espece végétale contient un certain nombre de substances, lesquelles
Procedent de métabolisme et s’¢laborent comme produit secondaire. Les métabolites
secondaires sont des produits a structure chimique souvent complexe, On recense plusieurs
milliers de métabolites (au moins 30000 structures caractérisées) et sont classées selon leur
appartenance chimique, Parmi ces substances on trouve les huiles essentielles, les composés
phénoliques, les flavonoides, les tanins, les saponosides, et les alcaloides qui ont des intéréts

multiples mis a profit dans I’industrie alimentaire et pharmaceutique (Judd et al, 2002).

2.1Les huiles essentielles
2.1.1 Définition

Les huiles essentielles sont des extraits végétaux volatiles et odorants huileuses,
d’aspect fluide a épais et de couleur variable selon les plantes dont ils sont extraits, appelés
également substances organiques aromatiques liquides, qu'on trouve naturellement dans
diverses parties des arbres, des plantes et des épices, elles sont volatiles et sensibles a L'effet
de la chaleur (Yahyaoui, 2005).

Elles sont généralement de composition complexe obtenue a partir d'une matiere
premiere végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit par des procédés mécaniques, soit
par distillation séche (Bruneton, 1999).

Donc le terme «huile» provient du fait que les volatiles contenus dans le végétal sont
visqueux et hydrophobes, elles ont des propriéteés de solubiliser dans les huiles végétales et
minérales, et les graisses, les alcools et I'éther. La dénomination «Essentielles» reflete le
caractére principal des plantes qui dégagent des odeurs agréables (Bouamer, 2004).

Ces huiles sont connues sous différents noms : essences végétales, essences
aromatiques, huiles volatiles ou parfums (Belkou et al, 2005).

Elles sont connues par leurs effets antiseptiques, bactéricides, virocides, antifongiques
et leurs fragrances. Jusqu'a aujourd'hui, ces caractéristiques n'ont pas beaucoup changé sauf

qu’elles sont maintenant davantage connues, en particulier au niveau antimicrobien

(Hamdani, 2015).
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2.1.2 Localisation

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs. Elles
sont produites dans le protoplasme cellulaire des plantes aromatiques et représentent les
produits du métabolisme cellulaire dit "secondaire”. La synthése et I'accumulation de ces
métabolites dans un organe sont associées a la présence de structures histologiques
specialisées qui selon l'espéce peuvent étre des cellules sécrétrices et s’accumulent en

générale dans des cellules glandulaires spécialisées (Abdoul dorosso, 2002).

Les HE sont largement répandus dans le régne végétal chez les Familles a haute teneur
en matieres odorantes comme les Coniferes, les Rutacées, les Myrtacées, les Ombelliféres, les
Lamiacées, les Géraniacées etc. Elles sont stockées dans des cellules dites cellules a huiles
essentielles (Lauraceae), dans des poéls sécréteurs (Lamiaceae), dans des poches sécrétrices
(Myrtacee), dans des canaux sécréteurs (Astraceae). Elles peuvent étre stockées dans divers
organes végetaux : les fleurs (Bergamotier, Rose,..) les feuilles (Citronnelle, Eucalyptus,...),
les racines (Vétiver), les rhizomes (Curcuma, Gingember,...), les fruits (Anis, Badiane,...), le
bois (Bois de Rose, Santal,...), ou graines (Muscade,...) (Oussala et al, 2006). Si tous les
organes d’'une méme espece peuvent renfermer une huile essentielle, la composition de cette

derniere peut varier selon sa localisation (Belkou ,2005).

2.1.3 Utilisations et réle

Les huiles essentielles représentent un outil thérapeutique tres efficace qui permet
d’¢élargir le champ des traitements médicaux conventionnels .Les huiles essentielles peuvent
étre utilisées directement comme agents thérapeutiques, mais aussi comme matiéres premieres
pour la synthése de principes actifs. L’utilisation des huiles essentielles dans differentes
pathologies (digestive, infectieuse,...) fait appel a leurs propriétés: anti-infectieuse,
antalgique, anti-inflammatoire, sédative, antimicrobienne, antispasmodique et antioxydante
(Bessahet al, 2005).

Les huiles essentielles présentent également, des propriétés cytotoxiques. Elles sont
utilisées dans le traitement préventif de certains types de cancers. Les huiles essentielles sont
considérées comme agents antimicrobiens a large spectre. L usage excessif des médicaments
de synthése et la résistance des bactéries aux antibiotiques, ont conduit a reconsidérer
favorablement 1’utilisation des huiles essentielles en pratiques médicinales (Bessah et al,

2005).
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2.1.4.Composition chimique

Une huile essentielle est un mélange plus ou moins complexe de composes chimiques,
généralement liquides a la température ambiante (30 a 40° C) (Charles, 2014). lls sont avant
tout des composés terpéniques. Du point de vue strictement chimique, les terpénes
apparaissent comme des polyméres d’un carbure d’hydrogene diéthylénique, 1’isopréne Selon
le nombre de résidus isoprenes que groupent les composés terpéniques, on distingue :

- les terpénes simples, formés de deux isoprenes, CioHs;

- les sesquiterpénes, formés de trois isoprenes, CisHo4 ;

- les diterpenes, formés de quatre isoprenes, CyoHso.

Ces trois premiers groupes sont a 1’origine de trés nombreuses essences ;

- les triterpenes (six isoprenes) qui, par oxydation, conduisent a de nombreuses

résines ;

- les tétraterpénes (huit isoprénes) qui conduisent aux caroténoides ;

- les polyterpenes (n isoprénes) qui comprennent, en particulier, le caoutchouc et la
gutta-percha-les composés non spécifiques pouvant contenir dans leurs structures des atomes

d'azote ou de soufre (Benyahed, 2013).

Une huile essentielle est classée en utilisant comme critére son constituant le plus
abondant. Celui-ci peut étre un hydrocarbure monoterpénique (pinéne, limonéne) ou
sesquiterpénique (P_ caryophylléne, a-humulene), un alcool (géraniol, linalol), un époxyde
(cinéole ), un aldéhyde (géranial ou néral), un composé phénolique (le thymol ), I'anéthole,
etc. Les mono et sesquiterpénes constituent les principaux composants des huiles essentielles.
La grande réactivité des intermédiaires cationiques qui se forment au cours de leur
biosynthese, explique la diversité de leurs structures. Ils sont estimés entre 5000 a 6000, ils

représentent moins de 1/1 000 de tous les produits chimiques connus (Alfa Keita, 2000).

2.1.5 Activités biologiques

Les HEs possedent de nombreuses propriétés thérapeutiques. En phytothérapie, les
huiles essentielles et leurs composants chimiques possedent un large spectre d'activités
biologiques incluant les activités antimicrobiennes (Hanana et al, 2014), antioxydante,
anticancéreuse, anti-inflammatoire, insecticide, analgésique, sédatif, antispasmodique,

anesthésiant local, antiasthmatique et cytotoxique (Gazim et al, 2014).
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2.1.5.1 Activité antibactérienne

De fagon générale, il a été observé une diversité d’actions toxiques des HES sur les
bactéries comme la perturbation de la membrane cytoplasmique, la perturbation de la force
motrice de proton, fuite d'électron et la coagulation du contenu protéique des cellules, Le
mode d’action des HEs dépend en premier lieu du type et des caractéristiques des composants
actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur permet de pénétrer dans la double
couche phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne. Cela peut induire un
changement de conformation de la membrane .Les HEs peuvent aussi inhiber la synthese de
I’ADN, I’ARN, des protéines et des polysaccharides (Carson et al, 2002).

2.1.5.2 Activité antifongique

Dans le domaine phytosanitaire et agroalimentaire, les huiles essentielles ou leurs
composés actifs pourraient également étre employés comme agents de protection contre les
champignons phytopathogenes et les microorganismes envahissant la denrée alimentaire (Lis-
Balchin, 2002).

De nombreuses HE ont été testées in vitro sur différentes souches de levures ; la
majorité a présente une action antifongique a des concentrations facilement utilisables. Pour
les levures, elles agissent sur la biomasse et la production des pseudo-mycéliums alors
qu’elles inhibent la germination des spores, 1’élongation du mycélium, la sporulation et la

production de toxines chez les moisissures (Mokaddem, 2012).
2.1.5.3 Activité antivirale

Plusieurs études prouvent l'action des HE sur les virus, méme sur ceux ayant développé
une résistance aux antiviraux, mais en pratique cette efficacité est peu retrouvée : en effet elle
repose sur un traitement du virus par les HE postérieura l'infestation cellulaire. En
thérapeutique, I'occasion de pre-traiter le virus qui va nous infecter ne se présente jamais. En
pratique, on ne peut qu’appliquer une HE préventivement, comme par exemple en se passant
régulierement un baume aux HE sur les levres afin de diminuer les récidives d'herpes. Cela
revient in vitro a un pre-traitement des cellules par I'HE, mais I'efficacité de cette méthode n'a

pas été démontrée (Schnitzler et al, 2007).
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2.1.5.4 Activité antioxydante

Le pouvoir antioxydant de ces huiles est développé comme substitut dans la
conservation alimentaire. Ce sont surtout les phénols et les polyphénols qui sont responsables
de ce pouvoir. Lorsque ’on parle d’activité antioxydante, on distingue deux sortes selon le
niveau de leur action : une activité primaire et une activité préventive (indirecte).Les
composés qui ont une activité primaire sont interrompues dans la chaine auto catalytique de
I’oxydation .En revanche, les composés qui ont une activité préventive sont capables de
retarder ’oxydation par des mécanismes indirects tels que la complexation des ions

métalliques ou la réduction d’oxygéne... etc. (Boughendjioua, 2015).
2.1.6. Méthodes d’extraction

Plusieurs méthodes sont connues pour extraire les essences aromatiques des végétaux.
Les principales méthodes d'extraction sont basées sur l'entrainement a la vapeur d'eau,
I'expression, la solubilité et la volatilité. Chacune d'elles donne une image différente de la
composition de I'ardme du produit. L'extrait volatil obtenu n'est jamais identique au mélange
de constituants initialement présent dans les organes sécréteurs du végétal. Au mieux, il s'en
rapproche. De nos jours, il n'existe pas de méthode présentant le méme degré d'efficacité a
I'égard d'une part de molécules tres volatiles ou peu polaires et d'autre part de molécules peu
volatiles ou tres polaires. Le choix de la méthode la mieux adaptée a I'extraction des ardmes
d'un végétal se fait en fonction de la nature de la matiere végétale a traiter, des
caractéristiques physico-chimiques de I'essence a extraire, de I'usage de I'extrait, de maniere a
pouvoir minimiser les distorsions inévitables entre I'extrait et I'ardme du départ au cours de
I’extraction (Alfa Keita,2000).

2.1.6.1.Ladistillation

Ce procédé utilise la nature volatile des composants aromatiques pour les séparer du
reste de la plante. La distillation directe, sans eau, semblerait plus logique afin de supprimer
les phénomeénes d’altération hydrolytiques des molécules aromatiques, mais elle s’avére
impossible : la température suffisante pour entrainer 1’évaporation de 1’essence trop élevée, et
ce type de distillation ne formerait que des produits de pyrogenation. L’association a 1’eau
s’appuie sur la théorie des liquides mélangés mais non miscibles, découverte par Berthelot en
1863, qui prouve que 1’ébullition simultanée de deux substances insolubles 1’une dans I’autre
s’effectue a une température inférieure au point d’ébullition de la substance la plus volatile
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(c’est I’azéotropisme). Ainsi la distillation du mélange eau-essence végétale s’effectue a une
température inférieure a 100°C a pression atmosphériqgue normale, minimisant les

dénaturations de I'HE qu'une température supérieure ne manquerait pas de provoquer.

Il existe deux formes de distillation (Solene, 2012).

2.1.6.1.1. L’hydrodistillation

Le principe de I'hydro-distillation consiste a immerger la biomasse vegétale dans un
alambic rempli d'eau (aujourd’hui remplacé par un Clevenger), que l'on porte ensuite a
I'ébullition. La vapeur d'eau et I'essence libérée par le matériel végétal forment un mélange
non miscible. La pression partielle de la vapeur d'un composant est égale a la pression de
vapeur du corps pur. Cette méthode est simple dans son principe et son appareillage n’est pas

codteux (Lucchesi, 2005).
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Fig06. Montage d’hydrodistillation (lakhdar, 2011).

2.1.6.1.2.La distillation par entrainement a la vapeur d’eau

Le matériel vegétal est placé sur une grille perforée a travers laquelle passe la vapeur
d’eau. La vapeur endommage la structure des cellules végétales et libére ainsi les molécules
volatiles qui sont ensuite entrainées vers le réfrigérant. Cette méthode apporte une

amélioration de la qualité de I’huile essentielle en minimisant les altérations hydrolytiques
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(Hellal,2010).
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Fig07. Entrainement a la vapeur d’eau ascendante et descendante (lakhdar, 2011).

2.1.6.2.Expression a froid

Elle constitue le plus simple des procédés, mais ne s’applique qu’aux agrumes dont
I’écorce des fruits comporte des poches sécrétrices d’essences. L’expression a froid est
réservée a I’extraction des composés volatils dans les péricarpes. Il s’agit d’un traitement
mécanique qui consiste a déchirer les péricarpes riches en cellules sécrétrices .Le produit ainsi

obtenu porte le nom d’essence, car il n’a subi aucune modification chimique (Roux, 2008).

2.1.6.3. Extraction par un solvant organique volatil

Cette technique est la plus pratiquée avec 1'hydrodistillation. Elle consiste a épuiser la
matiere premiére de ses constituants odorants au moyen d'un solvant, puis a chasser celui-ci
de l'extrait par évaporation sous vide. Il est existé deux cas particuliers, les hydrolats
(extraction par solvant en présence d'eau) et les alcoolats (extraction avec de I'éthanol dilué)
pour lesquels on récupere les composés odorants conjointement avec le solvant lors de la
distillation pratiquée pour éliminer I'eau présente dans les isolats. Le choix du solvant dépend

de nombreux parameétres techniques et economiques, notamment :

e la sélectivité (pouvoir solvant),

e latempérature d'ébullition (stabilité thermique des constituants),
e lamiscibilité dans l'eau,

e Lafacilité de recyclage,

23



Partie bibliographique

e la sécuritt de manipulation : les solvants choisis seront, dans la mesure du
possible, non toxiques tant pour le manipulateur que pour le consommateur
(Abraham, 2006).

2.1.6.4.Technique d’extraction par les fluides supercritiques

L’utilisation de cette technique pour I’extraction et le fractionnement des matieres
naturelles végétales. Le principal avantage de cette technique réside dans la possibilité de
travailler a basse température. Cette méthode d’extraction s’est rapidement imposée pour la

récupération des composés thermosensibles & haute valeur ajoutée (Sylvain, 2010).

Figure 08 : Installation d’extraction au CO2 supercritique de laboratoire (lakhdar D,
2011).

2.2. Hydrolat aromatique
2.2.1 Définition

Les Hydrolats aromatiques sont indissociables des Huiles Essentielles de par leurs
origines et leurs propriétés. Ils font partie intégrante de 1’aromathérapie bien que leur
utilisation differe. On parle d’ailleurs d’hydrolathérapie. Les hydrolats sont obtenus lors de la
distillation par entrainement a la vapeur d’eau des fleurs, feuilles ou rameaux des plantes

aromatiques. Au refroidissement, la vapeur d’eau chargée des molécules aromatiques va

24



Partie bibliographique

donner deux produits bien distincts. Le premier plus léger que I’eau flotte a la surface : c’est
I’huile essentielle. Le deuxiéme, plus lourd, reste au fond du récipient : c’est 1’hydrolat
aromatique. Le terme d’eau florale désigne des hydrolats aromatiques obtenus a partir de
fleurs (Catty, 2001).

On trouve beaucoup les acides dans les hydrolats car ils sont hydrosolubles .ce sont
des composés tres actifs et efficaces méme a 1’état de traces (anti-inflammatoire), C’est un
produit naturel dont les propriétés thérapeutiques sont complémentaires de celles des huiles

essentielles (patricia, 2005).

2.2.2. Composition

Les hydrolats contiennent en petite quantité des composés volatils semblables a ceux
présents dans I'huile essentielle ainsi que des composes solubles dans I'eau non retrouvés dans
I'huile. La composition des hydrolats s'éloigne donc de celle des huiles: les molécules
oxygénées hydrophiles s'y trouvent en grandes quantités alors que les composés lipophiles
comme les hydrocarbures terpéniques sont la plupart du temps quasi absents. Certains

hydrolats présentent une plus grande proportion de molécules lipophiles (Price et al, 2004).
2.2.3. Conservation

Les hydrolats sont trés sensibles a la lumiére, a la chaleur ainsi qu’aux contaminations
microbiennes. Les hydrolats aromatiques (HA) purs et sans conservateurs se conserve 1 an au
réfrigérateur et deux mois aprés ouverture. Sinon ils sont instables et se décomposent et

deviennent impropre a la consommation (Price et al, 2004).

2.2.4. Utilisation

Les hydrolats présentent certaines activités pharmacologiques et biologiques
intéressantes. Certains hydrolats sont utilisés depuis des siécles dans des préparations
cosmétiques, thérapeutiques et culinaires: les hydrolats de rose, de fleur d'oranger, de lavande
et de fleurs de bleuets sauvages en sont des exemples. Dont le distillat de feuilles et de
rameaux floraux est un composant fréquent de produits dermatologiques grace a ses
propriétés désinfectantes et astringentes. Le principal marché des hydrolats se situe dans le
domaine des cosmétiques et des ardmes alimentaires (Bremness, 1996).Cependant, avec le
regain d'intérét actuel pour les médecines alternatives telle que I'aromathérapie, les hydrolats
sont aujourd'hui de plus en plus utilisés pour leurs vertus thérapeutiques (Catty, 2001).
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2.3. Les composés phénoliques
2.3.1. Définition

Ce sont des dérivés non azotés dont le ou les cycles aromatiques sont issus de deux
grandes voies métaboliques : la voie du shikimate et celle de ’acétat, elles conduisant a
’¢laboration de composés mixtes (flavonoides, stibléne, xanthones, etc.). Plusieurs milliers de
polyphénols ont été identifiés dans les plantes et dans les aliments d’origine vegétale. lls
permettent aux végétaux de se défendre contre les rayons ultraviolets. Certains d’entre eux
jouent le rble de phytoalexines comme les isoflavonols permettant de lutter contre les

infections causées par les champignons, ou par les bactéries (Makoi et Ndakidemi, 2007).

2.3.1.1. Les flavonoides
2.3.1.1.1. Définition

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels du regne
végeétal ,qui sont caractérisés par la présence d'une structure phénolique dans leur molécule, et
méme d'une structure flavone ce qui les distingue des autres polyphénols Structuralement, les
flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules dont les plus importantes sont :
les flavones, les flavonols, les flavanones, les isoflavones et les anthocyanidines , Ces
diverses substances se rencontrent a la fois sous la forme libre (génine) ou sous la forme de
glycoside (C ou O glycosylés). On les retrouve dans toutes les plantes vasculaires ou elles

peuvent étre localisées dans divers organes : racines, tiges, feuilles et fruits (Bruneton, 1999).

2.3.1.1.2. Propriétés biologiques

Les flavonoides ont suscité l'intérét scientifique depuis plusieurs décennies, D'abord a
cause de leur importance dans la physiologie des plantes et de leurs réles dans la
pigmentation, mais aussi parce qu'ils sont impliqués dans la croissance et la reproduction des
plantes. lls ont également pour fonction de protéger ces derniéres contre les pathogénes
d'origine virale ou bactérienne, les prédateurs comme les insectes Les flavonoides sont
capables d'exercer en plus des propriétés antioxydantes, des propriétés anti-inflammatoires,
antiallergiques et. Certains flavonoides ont également démontré un potentiel d'agent
vasodilatateur.

IIs ont été surnommeés les « modificateurs naturels des réponses biologiques»
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Récemment, plusieurs études épidémiologiques ainsi que des études réalisées dansdifférentes
lignées cellulaires ont démontré le potentiel antitumoral et anticancéreux des flavonoides
notamment les molécules appartenant a la sous-classe des flavones efficaces contre le colon et

les poumons. (Bruneton, 1999).
2.3.1.2. Les tanins
2.3.1.2.1. Définition

Les tanins sont une famille complexe de principes actifs qu'on trouve dans I'ensemble
des végeétaux, et dans toutes leurs parties (écorces, racines, feuilles, etc.). Ils ont la capacité de
former des complexes avec des macromolécules (les protéines ...) et des liaisons entre les

fibres de collagenes, d'ou leur viennent la plupart de leurs propriétés (Paolini et al, 2003).
2.3.1.2.2. Propriétés biologiques

Les tanins sont des métabolites secondaires des plantes, leur conférant une protection
contre les prédateurs (herbivores et insectes). La propriété astringente des tanins est a la base
d'autres propriétés (vulnéraire, anti diarrhéique..), elle permet la cicatrisation,
I’imperméabilisation de la peau et des muqgueuses, favorise la vasoconstriction des petits
vaisseaux .En outre, les tanins ont un tres grand pouvoir antibactérien, antiviral, anti-
inflammatoire et une activité antimutagéne. Les plantes riches en tanins sont utilisées dans les
cas de rhume. le maux de gorge, les problémes de sécrétions trop importantes, les infections

internes ou externes, blessures, coupures et brilures (Paolini et al, 2003).

2.3.1.3. Les composés terpéniques
2.3.1.3.1. Définition

On entend par saponosides (mot latin « sapon », savon ; « saponaire », I’herbe a
savon), des hétérosides a aglycones de structure stéroide ou triterpenique qui tiennent une

grande place parmi les substances d'origine végétale.(Bruneton, 1999).
2.3.1.3.2. Propriétés biologiques

Les saponosides ont une activité expectorante, ils rendent un peu moussant la
muqueuse des bronches inflammatoires et facilitent 1’expectoration. De plus, ils sont de
puissants hémolysants, ils possédent également des propriétés édulcorantes, largement
utilisées dans I’industrie agro-alimentaire.
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L’activité antifongique de saponosides triterpéniques extraits du lierre sur les levures
et les dermatophytes. Dans un méme ordre d’idée, les saponosides 1'hédérine ont montré une

activité anti tumorale et antibactérienne.(Bruneton, 1999).

2.3.1.4. Alcaloides
2.3.1.4.1. Définition

Les alcaloides sont des molécules d'origine naturelle. On les trouve principalement chez

les végétaux, mais aussi chez les animaux et chez certains micro-organismes.
2.3.1.4.2. Propriétés biologiques

Les alcaloides forment un groupe hétérogene du point de vue de leur structure, de leurs
propriétés et de leurs effets biologiques. Ils agissent directement sur le systeme nerveux avec
des effets sur la conscience et la motricité. L’action sur le systéme nerveux peut aller jusqu’a
une action antispasmodique, et mydriatique, anesthésique locale ou analgésique et narcotique,

d’une fagon générale, les alcaloides sont amers et utilisés comme apéritifs (Bruneton, 1999).
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Chapitre0l : Matériels et méthodes

La partie expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire de Chimie et

Phytopathologie de 1’Université Mohamed El-Bachir El-Ebrahimi « Bordj Bou Arréridj ».
Partie | : Extraction du matériel végétal a partir des feuilles de Thapsia garganica,

Partie 11 : Evaluation de I’activité antifongique de I’extraits.

11 Matériel
1.1.1. Matériels et produits de laboratoire
Les verreries et I’appareillage, les milieux de culture ainsi que le solvant utilisé au cours

de la réalisation de ce travail sont résumés dans le tableau Il:

Tableau Il : Matériel, produits, solvants, verreries et appareillage de laboratoire.

verreries et appareillage milieux de culture solvant utilisés

-Ampoule a décanter
Autoclave

Bain marie

Balance analytique
Béchers

Boites de pétri
Erlenmeyer

Etuve de 370C et 200C
Hydrodistillateur

La hotte

Pipettes pasteur
Réfrigérateur

Tubes & essai

-Gélose pomme de terre
glucosée et gélosée (PDA)
-Gélose Mueller Hinton
(MH).

-Eau distillée.

- I’alcool éthylique.
- (FeCLz).

- (CHCLb»).

- (H2S04)

- (NH4OH).

- (HCL).
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1.1.2. Materiel végétal

Le choix de la plante est basé sur des enquétes antérieures qui sont déja faites de la
population ayant connaissance de leur usage en medecine traditionnelle. Cette espéce est tres

utilisée par la population locale. Elle est utilisée contre le rhumatisme.

Le matériel végétal est constitué de la partie aérienne (feuille) de la plante Thapsia
garganica. La plante est nettoyée et séchée a I’abri de la lumiere, de I’humidité et a une
température ambiante pendant 15 jours, puis stocké dans des sacs en attendant leur utilisation.
L’espéce sélectionnée été récoltées dans la région d’El Hamadia le 24 /12/2016.

v

Zone de récolte

Figure 09 : Carte géographique de la wilaya de Bordj-Bou-Arreridj.

Tableau I11: Situation géographique de la zone de prélevement.

Région Altitude latitude longitude Etage
bioclimatique
El 826 m 35° 88 32N 4° 44 52E Semi-aride
Hamadia(BBA)
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1.1.3. Matériel biologique

Le matériel fongique utilisé provient des échantillons de plantes infectées présentant des
symptdmes caractéristiques de la maladie du flétrissement et de pourriture racinaire due au
champignon Fusarium, Les échantillons ont été prélevés a partir de plusieurs aires de culture
de pois chiche de I’Algérie. Ils sont quatre champignons phytopathogénes appartenant au
genre Fusarium: F. solani, FOC1, FOC3, FOC4.

1.1.4. Milieu de culture

Dans notre travail nous avons utilisé deux milieux de cultures les suivants:

*Pour évaluer 1’activité antifongique, nous avons utilisé le PDA (Potato Dextrose Agar ou

pomme de terre glucosée et gélosée) ; Ce milieu est composé de:
- 200 g de pommes de terre pelées.

- 1L d'eau distillée.

- 20 g de glucose.

- 20 g d’Agar Agar (DAVET et ROUXEL, 1997).
*Gélose molle (semi solide )

Ce milieu est composée de:

- 200 g de pommes de terre pelées.

- 1L d'eau distillée.

- 20 g de glucose.

- 08 g d’Agar Agar (DAVET et ROUXEL, 1997).

Les deux milieux deviennent préts a I’emploi apres la stérilisation dans 1’autoclave a

120°C pendant 20 minutes.
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1.2. Meéthodes
1.2.1. Les tests phytochimique des huiles

L’¢étude phytochimique qualitative permet de détecter les différentes familles chimiques

présentes dans la plante par des réactions de coloration.
1.2.1.1. Test des saponosides

2g de poudre de la plante est mélangé a 80 ml d'eau distillée puis porter & I'ébullition
pendant 5 minutes. On filtre, I'extrait est ensuite refroidi et agité vigoureusement pendant 2
minutes. La formation d'une mousse plus ou moins importante indique la présence de

saponosides (Benzahi, 2001).

1.2.1.2. Test des flavonoides

10g de plante, mise en poudre, est pesé puis mélangé a 150 ml d'une solution HCI
(1%). Ce mélange est macéré durant 24 h, apres filtration on ajoute NH,OH au 10 ml du filtrat
jusqu'a la basicité. L'apparition d'une couleur jaune claire implique la présence des
flavonoides (Benzahi , 2001).

1.2.1.3. Test des terpeénes

5¢g de plante, mise en poudre, a été mis dans 20 ml de chloroforme et filtrer, ajouté au
filtrat 1ml d'H,SO,4 avec précaution sur les parois du tube. Le point de rencontre entre les
deux phases donne une couleur verte qui indique la présence des stérols insaturés et terpénes
(Chaouch., 2001).
1.2.1.4. Test des tanins

10g de plante, mise en poudre, on extrait par I'alcool éthylique 50%, puis on filtre, on
ajoute au filtrat quelques gouttes FeClz (1%). En présence de tanins, il se développe une

coloration verdatre (Chaouch.,2001).

1.2.2. Détermination du taux d’humidité
Le taux d’humidité est la quantité d’eau contenue dans la matiére végétale. Le
contenu en humidité des plantes a eté déterminé par le procedé de sechage (Twidwell et al,

2002). Le taux d’humidité est exprimé en pourcentage et calculé par la formule suivante:

H (%) = (M1 — M)/ M1 x 100
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H % = taux d’humidité exprimé en pourcentage.
M1= Poids de I’échantillon en gramme avant le séchage (plante fraiche).

M2 = poids de I’échantillon en gramme aprés le séchage (plante séche).

1.2.3. Protocole d’extraction

L’Extraction de 1’extrait a été effectuée par hydrodistillation au laboratoire de
I’Université de BBA.

20 g de Thapsia garganica est introduite dans un ballon d’une capacit¢ 300 ml,
imprégné d’eau distillée, I’ensemble est porté a ébullition pendant 2 heures et 30 min. Elle est

généralement conduite & pression atmosphérique.

Tableau 1V : Conditions expérimentale de 1’extraction par la méthode d’hydrodistillation.

Quantité de la matiére végétale séche 209
Quantité de I’eau distillée 300ml
Température maximale 60 C°
Temps d’extraction 2:30h

Figure 10: le systéme d’extration par la méthode d’hydrodistilation au niveau du laboratoire
de chimie a I’universite de BBA.
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1.2.4. Conservation de I’huile essentielle et I’hydrolat

La conservation de 1I’hydrolat aromatique exige certaines précautions indispensables
(Burt, 2004). La conserver a une tempeérature voisine de 4°C, dans un flacon en verre brun

fermé hermétiquement pour la préserver de I'air et de la lumiére.

1.2.5 Calcul du rendement

Le calcul du rendement est défini comme étant le rapport entre la masse de I'huile

Essentielle obtenue et la masse de la matiere végétale a traiter (Belyagoubi, 2006).

R HE = MHE/ MS. 100

R : Rendement en extrait fixe en g/100
MHE : Masse d'extrait récupéré en g.

MS: Masse de matiére végétale utilisée pour I'extraction exprimée en g.
1.2.6. Activite antifongique
Pour la réalisation de I’activité antifongique on a adopté la méthode de contact direct
1.2.6.1. Pré-culture de champignons

Des boites de Pétri, contenant le milieu PDA solide, on dépose un disque au centre de
chaque boite provenant d’une culture pure préparé au préalable. Puis les boites sont incubées

a 25°C pendant 7 jours.
1.2.6.2. Préparation des différentes concentrations

Pour préparer les différentes concentrations on préléve des quantités d’extrait des
feuilles de Thapsia garganica (1000, 500, 250, 125,62.5) ul et ajuster a10 ml de gélose mol
puis on agite pendant quelque minute pour homogénéiser le milieu de gélose avec I’extrait,

puis on préléve 1.5ml de mélange (I’extrait+gélose) et on ajoute au milieu 13.5 ml PDA.
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Tableau V : Valeurs des dilutions utilisées.

Rapport de 1/10 1/25 1/50 1/75 1/100
concentration

Les 1000 500 250 125 62.5
concentrations

gélose 10ml 10ml 10ml 10ml 10ml

1.2.6.3. Méthode d’application

Trois techniques d’évaluation de I’activité antifongique sont couramment utilisée deux
sont des technique de dilution sériées, I’une en milieu liquide, I’autre en milieu gélose, les
concentrations du produit a tester étant réalisées soit en tubes, soit en boite de Pétri. La
troisieme est une technique de diffusion dans la gélose. La détermination de la sensibilité des
champignons pathogenes aux antifongiques impose. Des méthodes rapides, précises et
normalisées. La technique utilises de cette étude est celle de I’incorporation directe de
I’extrait au milieu de culture PDA. Cette méthode de contact direct est utilisée en vue de
déterminer 1’extrait actif par 1’évaluation du taux d’inhibition selon la méthode de Fandohan

(Fandohan et al ,2005).
1.2.6.4. Essai d’activité antifongique

15 ml de mélange (PDA + ’extrait +gélose molle) a été coulé dans des boites de Pétri,
Apres le refroidissement et la solidification de mélange sur la paillasse des disques mycélien
de diamétre de Smm de diamétre issue de la marge d’une culture jeune de Fusarium
solani,FOC1, FOC3, FOC4 ont été prélevée avec un emporte-piéce et inoculé au centre de
chaque boite (1disque/boite). Chaque concentration est répétée deux fois. Les boites sont
incubées dans d’obscurité a une température de 20 £ 20C, Le témoin est réalisé dans les

mémes conditions sans extrait et les mesures sont prélevées apres 72 h d’incubation.

Aprés incubation a 25°C pendant 4 a 7 jours en tenant compte de la croissance de

témoin, on calcule la zone d’inhibition.
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1.2.7. Evaluation de la croissance mycélienne des isolats du FOC

La croissance mycélienne a été estimée quotidiennement en calculant la moyenne des
deux diameétres mesures sur deux axes perpendiculaires traces au revers des boites de culture.
D’aprés (Kwazouetal, 2009) le pourcentage d’inhibition (%) a été déterminé par rapport au

témoin et calcule selon la formule suivante :

X(%)= [(X-Xi) /X] x 100

X : Croissante mycélienne moyenne dans le milieu sans extrait (témoin).

Xi : croissante mycélienne moyenne dans le milieu en présence de I’extrait

1.2.8. L’analyse statistique

Les résultats obtenus ont été traités par les analyses statistiques avec 1’Excel 2010, par

un seul facteur, ces analyses statistiques permettent de la signification des essais obtenus.
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Chapitre 02 : résultats et discussion

2.1. Tests phytochimiques

Tous les résultats obtenus apres les tests phytochimiques sont présentés dans le tableau
suivant :

Tableau VI : Résultats des tests phytochimiques.

Principe actif Résultats obtenu de Thapsia garganica
Saponosides +
flavonoides 4+
Terpénes +++
Tanins ++

Figure 11: photo représentant les résultats des tests phytochimiques positifs pour :

Saponosides, flavonoides, Terpenes et Tanins.

Les tests phytochimques consistent & détecter les différentes familles de composés
Existantes dans la partie étudiée de la plante par les réactions qualitatives de caractérisation.
Ces réactions sont basées sur des phénomenes de précipitation ou décoloration par des réactifs
spécifiques a chaque famille de composé.

Dans les feuilles de cette plante, la recherche des saponosides, flavonoides, terpéne,
tanins s'est montrée positive. 1l est a signaler que les saponosides présent en faible quantité,
les tanins en moyen quantité, les flavonoides et les terpénes sont présents en forte quantité
dans la plante.

Donc L’analyse phytochimique réalisée a permis de constater la présence des quatre
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grands groupes chimiques, les tanins, les flavonoides, les saponoides, et les terpenes dans les

feuilles de la plante de Thapsia garganica.

2.2. Taux d’humidité

La détermination de 1’humidité des feuilles de Thapsia garganica a révélé un taux égal
approximativement 8/9 du poids des feuilles fraiches. Ce taux a environ 88%, ce qui signifie

que 12% représente le taux de la matiére seche. Donc la plante est trés riche en eau.

B matiére sec M eau

Figure 12: Teneur en humidité du Thapsia garganica.
2.3.Rendement de I’extrait des feuilles du Thapsia garganica

Le rendement de I’extrait est obtenue par la technique d’hydrodistillation des feuilles
de Thapsia garganica, ce rendement est calculée a partir au poids de 1’extrait de la plante par
rapport au poids sec de la masse végétal. Les résultats sont représentés dans le tableau

suivant :

Tableau VII : Rendement de I’extrait des feuilles du Thapsia garganica.

Espece Matieres seches en (Q) Rendement de I’extrait (ml)

Thapsia garganica 20 100
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L’extraction de I’extrait de la partie aérienne (feuille) du Thapsia garganica, a fourni
un rendement de 1L/100g Cette extrait est incolore, liquide d’une odeur agréable et trés forte.

Ce rendement peut étre variable comparativement a ceux obtenu sur des plantes de la
méme famille, par (Ouis, 2015)qui est de 0,7, 1,00, 0,61, 0,48 et 0,14% respectivement pour
les graines de coriandre, de fenouil, de persil et de la partie aérienne de la coriandre et du
persil. Donc le rendement de Thapsia garganica est supérieur au rendement de la partie
aérienne de la coriandre et du persil et inférieur au rendement des graines de coriandre, de
fenouil et de persil.

On constate que le rendement de Thapsia garganica est variable bien que la technique
d’extraction est la méme ; cette variabilité est due probablement a la variation des facteurs
suivants : la qualité de plante, les conditions pédoclimatique, la période du récolte, le temps

du récolte, séchage.. .etc.

2.4 Extraction de I’extrait de Thapsia garganica

Les résultats de cette expérimentation ont permis 1’obtention des caractéristiques
physico-chimiques de I’extrait (la couleur, 1’aspect ainsi que I’odeur). Le rendement en extrait

de la plante est représenté dans le tableau ci —dessous.

Tableau 11X : Caractéristiques physico-chimiques et rendement de I’extrait de la Partie

aérienne de Thapsia garganica.

La plante Aspect couleur Odeur Rendement ou
volume
Thapsia Liquide incolore forte 1L/100g
garganica

Figure 13: Photographie de I’extrait de Thapsia garganica.
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2.5.L’effet de I’extrait de Thapsia garganica sur la croissance

mycélienne du FOC :

L’activité¢ antifongique est révélée par 1’absence ou la présence de la croissance
mycélienne. Les tests in vitro utilisés par la technique d’incorporation directe dans le milieu PDA
a réveles ’extrais de Thapsia garganica, posséde une activité antifongique vis-a-vis le FOC. Les
résultats obtenus, indique une relation significative entre les zones d’inhibitions et les

concentrations.

2.5.1 .L’effet de Pextrait sur FS :

Tableau IX : Effet de ’extrait de Thapsia garganica sur la croissance mycélienne du FS.

L’espéce concentration Zone d’inhibition%
T 0
Cl 3,25
C2 3,25
Thapsia garganica C3 17,47
C4 20,96
C5 100

T: PDA sans extrait.

C1. Concentration de 62,5 ul/15 ml (PDA+gélose) soit 1/100.
C2. Concentration de125ul /15 ml (PDA+gélose) soit 1/75.
C3. Concentration de 250u1/15 ml (PDA+ gélose) soit 1/50.
C4.Concentration de500ul/15 ml (PDA+ gélose) soit 1/25
C5.Concentration de1000ul/ 15 ml (PDA+ gélose) soit 1/10.
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Figure 14: Taux d’inhibition de I’extrait de Thapsia garganica sur la croissance mycélienne
du FS.

Avec les différentes concentrations d’extrait, on observe que la croissance mycélienne
de FS est remarquable apres 5j pour le témoin et les autres concentrations (500, 250, 125,
62,5) ul, En montrant qu’il y a une augmentation de la croissance mycélienne en fonction du
temps d’incubation a 1’exception de la concentration 1000l qu’il ne présent aucun croissance
mycélienne.

Selon le tableau IX T’effet inhibiteur de I’extrait de Thapsia garganica est trés important
sur la croissance du FS dont on a enregistré une activité inhibitrice de 100% pour la concentration
C5 c’est-a-dire que le FS est trés sensible a ’extrait de Thapsia garganica. La concentration C4 a
été moyenne avec une zone d’inhibition de 20 ,96% mais moins par apport a la C5. En outre la
faible valeur de la zone d’inhibition 17,74% correspond & la C3 et 3,25% pour les concentrations
Clet C2.

Aprés plusieurs essais par (Ouis, 2015), la phase volatile des HEs des graines de
fenouil et de persil a montré un taux d’inhibition de la croissance mycélienne d’Aspergillus
fumigatus de 72,66 % et 63,33%, respectivement.

Donc I’effet de 1’extrait du Thapsia garganica de C5 plus important que celle obtenu

par Ouis.
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Figure 15: L’effet de I’extrait de Thapsia garganica sur la croissance mycélienne du FS.

2.6. L’effet de I’extrait sur FOC3 :

Tableau X : Effet de I’extrait de Thapsia garganica, sur la croissance mycélienne du FOC3.

L’espéce concentration Zone d’inhibition%
T 0
C1 4,45
Thapsia garganica €2 4,47
C3 26,86
c4 62,68
C5 82,08
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Figure 16:Taux d’inhibition de I’extrait sur la croissance mycélienne du FOC3.
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La zone la plus prononcé par rapport aux autres concentrations dont la croissance
mycélienne diminue en fonction de I’augmentation des concentrations de 1’extrait de Thapsia
garganica (c'est-a-dire que la zone d’inhibition augmente en fonction des concentrations).

Selon le tableau X I’effet inhibiteur de 1’extrait de Thapsia garganica est trés important
sur la croissance mycélienne du FOC3 dont on a enregistré une activité inhibitrice de 82 ,08%
pour la concentration C5¢’est-a-dire que le FOC3 est trés sensible a 1’extrait. La concentration C4
a été moyenne avec une zone d’inhibition de 62,68% mais moins par apport a la C5. En outre la
faible valeur de la zone d’inhibition 26,86%, 4,45%, 4,47%correspond a la C3 C2et C1
respectivement.

D’aprés 1’étude de par Catalan et al. L’H.E des graines de fenouil montre un taux
d’inhibition de 100% vis-a-vis d’A. nigeret A. flavusa une dose de 6 pL/disque. Cette dose

s’est avérée fortement efficace méme a 4 pulL pour A. niger.

Figure 17: L’effet de I’extrait de Thapsia garganica sur la croissance mycélienne du Foc3.
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2.7. L’effet de ’extrait sur FOC4 :

TableauXI: Effet de ’extrait de Thapsia garganica, sur la croissance mycélienne du FOCA4.

L’espéce concentration Zone d’inhibition%
T 0
C1 1,31
Thapsia garganica C2 7,89
C3 14,47
C4 38,15
C5 86,84
100
90
80
70
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E 60
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£ 50
©
5 40
=
30
20
10
0
T C1 Cc2 Cc3 c4 C5
concentration

Figure 18:Taux d’inhibition de I’extrait de Thapsia garganica sur la croissance mycélienne du
Foc4

Selon le tableau XI I’effet inhibiteur de 1’extrait de Thapsia garganica est trés important
sur la croissance du FOC4 dont on a enregistré une activité inhibitrice de 86 ,84% pour la
concentration C5 c¢’est-a-dire que le FOC4 est trés sensible a I’extrait de Thapsia garganica. La
concentration C4 a un effet moyen avec une zone d’inhibition de 38,15% il est moins par apport a
la C5. En outre les faibles valeurs de la zone d’inhibition enregistrée sont 14,47%, 7,89%, 1.31%

pour les concentrationsC3, C2, C1 respectivement.
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i '\
Figure 19: L’effet de I’extrait de Thapsia garganica sur la croissance mycélienne du Foc4.

2.8. L’effet de ’extrait sur FOC1

Tableau XII : Effet de I’extrait de Thapsia garganica, sur la croissance mycélienne du FOCL.

L’espece concentration Zone d’inhibition%
T 0
C1 0
Thapsia garganica C2 0
C3 0
C4 1,14
C5 1,14
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Figure 20:Taux d’inhibition de I’extrait de Thapsia garganica en % sur la croissance
mycelienne duFocl.

Selon le tableau XII I’extrait de Thapsia garganica n’a montré aucun effet sur la
croissance du FOCL1, dont on a enregistré une activité inhibitrice de 1 ,14% qui est négligeable
pour la concentration C1 etC2 c’est-a-dire que le FOClest trés résistant a 1’extrait de Thapsia
garganica. C'est-a-dire que 1’extrait de Thapsia garganica n’a aucun effet sur le FOCL.

Kaya et al. Les essences extraites a partir des graines de fenouil et de persil ont
provoqué une importante inhibition de la croissance mycélienne des moisissures du genre :
Penicillium et Fusarium. Par conséquent, toutes les HEs ont été clairement efficaces contre
les trois souches fongiques a I’exception de 1’essence des graines de persil qui n’avait aucun

effet a 1’égard d’Aspergillus.
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Figure 21: L’effet de I’extrait de Thapsia garganica sur la croissance mycélienne du Focl.
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Figure 22:Taux d’inhibition de I’extrait de Thapsia garganica sur la croissance mycélienne
du FS, FOC3, FOC4.FOCL.
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D’apres les résultats obtenus, il est clair que les souches testées n’ont pas le méme, les
souches appartenant aux genres Fusarium solani, FOC 4, FOC3 sont les plus sensibles a
I’extrait de Thapsia garganica dont ce dernier a inhibé la croissance totale (100%) pour
Fusarium solani et pour la souche FOC4, FOC3 inhibé la croissance 86.84% ,82.08%
respectivement Par contre la souche FOC1 elle est montrée la souche la plus résistante a
I’extrait du Thapsia garganica.

Apres plusieurs essais par (Ouis, 2015), la phase volatile des H.Es des graines de
fenouil et de persil a montré un taux d’inhibition de la croissance mycélienne d’Aspergillus
fumigatus de 72,66 % et 63,33%, respectivement. Aussi, les H.Es des graines de coriandre et
de persil ont inhibé la croissance mycélienne de Fusarium sp. Avec un taux de 93% et
66,66% respectivement.

D’apres (Chu et Kemper, 2001) la lavande possede in vitro une activité contre les
bactéries et les myceétes. L’HE de (Mouhamdi et Atik, 2011) a manifesté un trés bon pouvoir
antifongique. Les moisissures ont montré une sensibilité accrue a 1’augmentation de la
concentration de 1’huile dans leur milieu de culture ou le diamétre de la colonie se réduit a
chaque fois qu’on augmente la dose jusqu’a une inhibition totale dont aucune croissance n’est
observée.

Selon les recherches scientifiques toutes les moisissures ont été inhibées a 100% a des
doses fortes Cependant, I’activité antifongique dépend de I’huile essentielle et de la
moisissure. L’extrait de T. Garganica s’est montré tres actif envers Fusarium solani, FOC4,
FOC3. Qui sont inhibées fortement soit une croissance négligeable n’a été observée a la dose
de 1000ul/ml. En revanche la moisissure FOCla manifesté une certaine résistance par rapport
a toutes les autres moisissures ou ’inhibition a été 100 %.

Mango et Olsen (2004) ont montré I’existence de cette différence de sensibilité a
I’huile entre différentes espeéces appartenant aux mémes genres et entre les diverses structures
fongiques du méme genre: spores, sclérotites et fragments mycéliens. Sachant que cette
activité n’est pas générale pour tous les types des moisissures isolés des légumes secs,
certains d’entre eux peuvent méme consommer les terpénes en tant que source de carbone, les
dégrader ou les transformer, ce qui peut expliquer I’inefficacité de certaines de ces molécules
vis a vis a certains microorganismes (Heyen et Harder., 1995) et c’est le cas de Fusarium
oxypouim, les genres Mucor isolés des haricots secs et des pois chiches et Alternaria et Mucor

isolés des feves.
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Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus
par leurs propriétes thérapeutiques.

Le présent travail a été mené dans le cadre d’évaluer de I’activité antifongique de
I’extraits du Thapsia garganica récolté de la région d’El Hamadia wilaya BBA .les tests
phytochimiques réalisé sont permis de caractériser la présence des différentes de composés
soit : flavonoides, saponosides, tanins et terpéneset stérols.

L'extraction de la partie arienne (feuilles) de Thapsia garganica a été réalisée par la
méthode d’hydrodistillation a fourni un rendement 1L/100g Cette valeur est moins avec
celles obtenus chez d’autres études sur des plantes de la méme famille.

Les résultats obtenus indiquent que Thapsia garganica est riche en eau avec un taux
d’humidité de 88%.

De méme que D’activité antifongique de 1’extrait de Thapsia garganica donné un
pouvoir antifongique tres important vis-a-vis 1’agent pathogéne responsable de flétrissement
vasculaire et pourriture racinaire de pois chiche Fusaruim et de surtout sur leur isolats
(Fusarium solani, , FOC4, FOC3). L’extrait a présenté une activité inhibitrice significative
sur la croissance du FOC a I’exception de FOC 1, il a montré aussi une inhibition totale
100% de la croissance du FS pour la concentration maximall000ul. et avec un taux
d’inhibition égale a 86.84%,82.08, % pour FOC4, FOC3.les résultats obtenus sur FOC1 ne
possédent aucun effet inhibiteur pour les déférents concentrations méme les plus fortes.

Nous avons conclu que le FOC a montré une sensibilité accrue a 1’augmentation de la
concentration d’extrait dans leur milieu de culture ou le diamétre de la croissance mycélienne
se réduit a chaque fois qu’on augmente la dose jusqu’a une inhibition totale & C5.

A la base des résultats trouvés on peut prédire que nos extraits peuvent servir comme
base de lutte biologique.

Nous souhaitons la poursuite de ce travail préliminaire afin de développer 'utilisation
des fongicides dans le but de réduire I’utilisation des produits nocifs et polluants et les
remplacer par des fongicides d’origine végétal afin de contribuer a minimiser la pollution de
I’environnement y compris la préservation de la santé humaine.

Faire des tests antifongiques sur d’autres souches fongiques pour les différentes

Parties de la plante (HE et HA).
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Annexe

Annexe I : L’extrait de Thapsia garganica

l. Tableau de L’ANOVA

Degr.of | £ i 0
Eect  |Freedom | o5 | My | F D

Intercept 11956, 7400' 9581400 752 2633 0,000000
C o 10,2265 221053 1H.DHEEW!
R I 00000 0,0000 0,0000 1,000000
('RP ol 0,000 10,0000 00000 1,000000
Ermor 416700 12256

Total 431 152 1965




Résumé :

Thapsia garganica plante de la famille des Apiaceae. Cette espece est tres utilisée par la population
Algérienne en raison de leurs nombreuses caractéristiques thérapeutiques. Elle est récolté dans la région d’El
Hamadia wilaya de Bordj Bou Arerridj.

Notre travail porte sur I’évaluation de I’activité antifongique de ’extrait Thapsia garganica . Les testes
phytochimiques du poudre des feuilles ont été positifs soit la présence des saponosides, flavonoides, , tanins
terpénes et stérols .

L'extraction de la partie arienne (feuilles) de Thapsia garganicaa été réalisée par la méthode
d’hydrodistillation a fourni un rendement 1L/100g on a obtenu 100ml pour 20g de la plante séche. L’extrait de
la plante est testé avec 5 concentrations 1000pul, 500 pl, 250 ul, 125 pl, 62.5 ul soit (1/10,1/25,1/50,1/75,1/100).

Le test d’activité antifongique sur quatre souches fongiques appartenant au genre Fusarium (Fusarium
solani, FOC1, FOC3, FOC4).Les résultats montrent que I’extrait du plante Thapsia garganica possede une
activité antifongique avec qu’elle atteindre un taux d’inhibition de 100 % avec la concentration de 1000 pl, pour
la souche fongique Fusarium solani et un taux d’inhibition trés important 86,84%, 82,08%,sur les souches
fongiques FOC4, FOC3 respectivement. En ce qui concerne les résultats obtenus sur FOC1 aucun effet
inhibiteur n’a été enregistré méme avec les fortes concentrations.

Mots clés :Thapsia garganica, I’extrait, ’extraction, activité antifongique, inhibition, FOC,
Abstract:

Thapsia garganica are plants from the Apiaceae. family, these types of plants are largely used bythe
Algerian population for their multiple characteristics cultivated in the hamadia areas wilayaBordjBouArerridj.

Our work focuses onthe antifungal activity of extrait of plant Thapsia garganica.
also the test phytochemical screening to characterizing the different families of chemical compounds in the
leaves.

The extraction of extrait of the Arian party of Thapsia garganica, was obtained by hydrodistillation.has

forni of performance 1L/100g of 20g of dried plants gave 100ml. the extrait of the plant is tested with
5Concentration 1000y, 500 pl, 250 pl, 125 pl, 62.5 pl (1/10,1/25,1/50,1/75,1/100).
The test of antifungal activity performed for four fungal strain (Fusarium solani, FOC4,FOC3). The results
indicate that extrait of Thapsia garganica has the antifungal activity that reached a value of 100% inhibition
with 1000ul of a fungal strain (Fusarium solani).and86,84% ,82,08%o0f FOC4, FOC3 of a fungal strain
respectivment. The fungal strain FOC1is resisted of extrait of Thapsia garganica.

Key Words: Thapsia garganica, extrait , extraction ,antifungal activity , inhibition, FOC.
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