-

BSULS
5

République Algérienne Démocratique et Populaire

Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Université Larbi Tebessi-Tébessa-

Faculté des Sciences Exactes et des Sciences de la Nature et de la Vie
Département de : Biologie Appliquée
MEMOIRE DE MASTER
Domaine:Science de la Nature et de la Vie
Filiere:Sciences Biologiques
Spécialité:Pharmacotoxicologie

Theme :
Evaluation de [effet protecteurdes huiles
essentielles de [écorce d’orange chez les escargots
intoxiqués par [ hymexazole

Présenté par :
YOUSFI Djamila
DJEDDAI Sara

Devant le jury :
Mr. MENACEUR Fouad MCA  Université Larbi Tebessi-Tébessa Président
Mr. DJABRI Belgacem Prof  Université Larbi Tebessi-Tébessa Rapporteur

Mme. BOUADILA Soulef MAA Université Larbi Tebessi-Tébessa Examinatrice

Date de soutenance: 19/06/2019

UNVERSTE DETEBESSA e



file:///C:\Users\hp\Desktop\dallel et souad\sigle de univ tebessa.doc
file:///C:\Users\hp\Desktop\dallel et souad\sigle de univ tebessa.doc

Liciole Lo ¥1 Ll ole ¥ & ils guu
oaball palall 5l 4l




Remerciements

Louange a ** Dieu™" le tout puissant de nous avoir guidé durant toutes
les années et nous a permis de réaliser ce memoire en nous donnant la
force, le courage, la patience et la violenté.

Nous tenons tres sincerement a remercier notre encadreur
DJABRI BELGACEM
Pour avoir accepte de diriger ce travail, et pour ces précieux conseils et

sa patience durant toute la préparation de ce mémoire de Master.

Nous remercions aussi chaleureusement [ensemble des membres du jury d avoir
accepté d’évaluer ce travail :
le président MENACEUR FOUADet [’examinatrice Mme BOUADILA
SOULEF pour vos suggestion qui contribueront a l’amélioration de la

qualité scientifique de ce travail.



Je dédie ce modeste travail:
A mes chers parents, pour leur

endurance et leurs sacrifices sans limites

‘ '- A mes frerves et saeurs, en reconnaissance de P
f

leur affection toujours constante Tous mes.
_prochies (
A mes amis e mes camarades de promotion
A tous mes enseignants surtout
DJABRI BELGACEM
_pour encadrement
A tous ceux qui mont aide dans la

réalisation de ce mémoire




-4

%edlcace

A mon exemple éternel ma source

de jote et bonkieur, celui qui s est foujours

sacrifié pourme voiy réussir, a toi mon pére. =~ .

A la lumiere de mes jours, la source de mes .
efforts, la flamme de mon caeur, ma vie

et mon bonneuwr ;maman que j' adore.

A mon cher flancé Abad Fl Muttalib

_POUY SO ENCOUY AgFement. permanents

el son soutien moral.

A mes chers freres Setf et Ayout

A ma trés chére seeur Nour et son mari Amine. )\".
Que ce travail sott [accomplissement de '3
veeux tant allegues, et le fruit de votre

% Soutitent infaillivle.




Uaila

s a0 sl uin o duala s Aline dpan 4l ¢ )53l Aalal) dadil) b phdl] ape s J s SleSsangdl
O o) SO aliaa Lol Led JEill ) gl ) < 31 o) G el (e s2uSTl slgal) (e aalill ) )
) gl Al gy 5 I B i g Al g s e s SlaS aned) Apans a5 ga Al 5l 038

a3 Lo g 21 83l Caal) 33k e Vg Leadle i Ugila 40 o sl &y jal d jad 4l )2 o2
Cadse L 5 Hlaiall el Candge 9300l (V) 1 (B e JS & s la 10) Cle gana aof () @ilis la)
90) Js buSimelhcial soa N Ll (Alall 03l (e aa /il Sae 0.151) S 8 Al sl
& e pall Guils JE L g8 ) s s I SlaSsang) g dar A Sl 5 (el 36 (e a2/ alse 5 S0
@Sl AeaY) Lulae Ganyy (Goally clisglls <l ue s S ) Aanid 4 pal) LilhasSl Ciladadll Gany Gl
.CATs GST«GPx «GSH <MDA)

Rl IR (e ey LS ) st Gl el s JsleSaedl o Aulall a3 il ekl
Clsiue Culs (s B (133,19 + 54,62)  <aa s KU Glsiee 33035 (56,02 + 31,85) Osaall Cilsiua
T e el (G sl sep Glhgiee Cuniadl ¢ Gl ) ALLYL (45,45 £ 4,23)pmsS 050 G5 )
O Laadl jelai il o3 CAT s GST 5 GPx 4 (a3 Lliill s MDA lisine <l Wi ¢ Jg el
Ol sam JsoluSsand) 5l JEY) (e Calliy a gandl A1) ()50 58 Caten 8 JE5 ) o8 dpul) g 31 DS
el 8 53080 5alime Aalail g 5 pall ) gdall 0 o3 a JIAN Jali] Alladll 5008y Clalias G JU ) ) g8 Al
A S adl oo aalill ganslil) slgal) sad Jalidl iy ¢

+

AUl & i gall Ay shaasS gl ) yh54l) ¢ Helix aspersa ¢ ENRINGCIRUR I s S adl : dalidal) cilalsl)



Abstract

Hymexazol is a systemic fungicide for active seeds, particularly on the genus Fusarium. It
has a moderate toxicity causing damage induced by oxidative stress. Orange essential oils are
known to have antioxidant activity. The purpose of this study was to estimate the toxicity of
hymexazol to Helix aspersa and to evaluate the protective effect of the essential oil of orange

peel.

This is an experimental study which is conducted in the laboratory on 40 snails Helix
aspersa that were treated daily by injection for 21 days. The snails were divided into four groups
(10 snails each), the first batch serving as a control (T), the second batch was treated with
essential oils of orange peel (0.151ul / g live weight), batch 3 was treated with hymexazol
(90ug/g / g body weight) and the last lot was treated with orange peel essential oils (HEO)
combined with hymexazol at the same doses. Hépatopencreas were collected to measure certain
tissue biochemical parameters (carbohydrates, proteins and lipids) and some parameters of
oxidative stress (MDA, GSH, GPx, GST and CAT).

The results of this study show that hymexazol induces disruption of metabolite levels as
revealed by decreased lipid (56,02 £ 31,85) levels and increased carbohydrate (133,19 £ 54,62)
levels while protein levels remained unchanged(45,45 + 4,23). In addition, GSH levels decreased
in combination with hymexazol therapy, while MDA levels and enzymatic activity of GPx, GST
and CAT increased. These results also show that supplementation of essential oils from orange
peel has improved the detoxifying balance and decreased the adverse effects of hymexazole.
HEO appears to be an effective antioxidant to reduce the imbalance between free radical
formation and the body's antioxidant systems, and consequently to reduce the intensity of

oxidative stress induced by hymexazol.

Key words: Hymexazole, Essential oils, Helix aspersa, biochemical markers, enzymatic markers.



Résumé

L'hymexazole est un fongicide systémique des semences actif notamment sur le genre
Fusarium. Il posséde une toxicité modéré a I’origine de dommages induits par le stress oxydatif.
Les huiles essentielles d’orange son reconnue comme possédant une activité antioxydante
avérée. La présente étude visait a estimer la toxicitéde I'hymexazole sur Helix aspersaet évaluer

l'effet protecteur de I'huile essentielle de 1’écorce d’orange.

Il s'agit d'une étude expérimentale menée au laboratoire sur 40 escargots Helix aspersa
qui ont été traitées quotidiennement par injection pendant 21jours. Les escargots on été répartis
en quatre groupes (10escargots chacun)dont le premier lot sert de témoin (T),le second lota été
traité par les huiles essentielles de I’écorce d’orange (0,151pl/g poids vif ),le 3%™ ot a été traité
parl'hymexazole (90pg/g /g de poids vif)et le dernier lot a été traité par les huiles essentielles de
I’écorce d’orange (HEO)combiné aux I'hymexazoleau mémes doses.Les hépatopancréas ontété
prélevés afin de doser certains parametres biochimiques tissulaires (glucides, protéines et lipides)
et certains parametres du stress oxydatif (MDA, GSH, GPx,GST etCAT).

Les résultats de cette étude montrent que I'nymexazole induit une perturbation des taux
de métabolites révélée par la diminution du taux des lipides (56,02 + 31,85) et une augmentation
des taux des glucides (133,19 * 54,62) tandis que les taux de protéines sont restés inchangés
(45,45 + 4,23).Par ailleurs, le taux de GSH a diminué en association avec le traitement par
I'nymexazolealors que les taux de MDA et I’activité enzymatique des GPx, GST etCAT ont
augmenté. Ces résultats montrent aussi, que la supplémentation des huiles essentielles de
I’écorce d’orangea amélioré 1’équilibre de détoxification et a diminué les effets néfastes
del'hymexazole. L’THEO semble étre un antioxydant efficace pour réduire le déséquilibre entre la
formation des radicaux libres et les systémes antioxydants de I’organisme, et par conséquence

atténuer I’intensité du stress oxydant induit parl'hymexazole.

Mots clés : I'hnymexazole, Huiles essentielles, Helix aspersa, marqueurs biochimiques,

marqueurs enzymatique.
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Introduction

Introduction

Actuellement, le terme « pesticide » est une appellation générique désignant toutes les
substances naturelles ou synthétiques utilisées pour la prévention, le controle ou I’élimination
d’organismes (microorganismes, animaux ou végétaux) jugés indésirables ou nuisibles pour
I'agriculture, mais également pour d’autres applications (hygiéne et santé publiques, soins
vétérinaires, traitements de surfaces non-agricoles...etc.) (ACTA, 2005).Les pesticides sont
utilisés, non seulement dans 1’agriculture, mais aussi par divers autres acteurs (industries,

collectivités territoriales) ainsi qu’en usage domestique et vétérinaire.

Parmi ces pesticides figure 1’hymexazole qui est la substance active d'un
fongicidecommercialisé en Algérie sous le nom de tachigazol. Il appartient a la famille chimique
des Triazines. Malgré ces bénéfices importants dans de nombreux domaines, son utilisation

croissante provoque des effets nocifs sur les systemes biologiques (IPCS, 1990).

Les plantes médicinales et leurs extraits telles que les huiles essentielles sont largement
utilisées pour les propriétés favorables de leur principes actifs qui ont un réle thérapeutique
comme agents préventifs anti-inflammatoires, antimicrobiens, et antioxydants qui défendent
contre le stress oxydatif (Ouelbani et al., 2016).L’huiles essentielle de 1’écorce d’orange est
reconnue pour avoie des propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes avec plusieurs

avantages potentiels pour la santé.

L’escargot Helix aspersa ou petit gris devient un important bio-indicateur, reflétant
fidelement la qualité de milieu dans lequel il vit. De plus, il a I’avantage d’étre présent un peu

partout, facile a identifier, a échantillonner et a élever.

L’objectif de la présente ¢tude se focalise, dans un premier temps, sur 1’estimation de
’intoxication par ’hymexazole chez Helix aspersa et dans un second temps sur 1’évaluation
d’un éventuel effet protecteur des huiles essentielles extraites a partir de 1’écorce d’orange. Afin

d’atteindre cet objectif, ce mémoire est divisé en deux parties :

» Une partie bibliographique dans laquelle seront rapportées certaines informations de

base nécessaires pour la compréhension du travail expérimental.

» Une partie expérimentale expliquant le matériel utilisé et la méthodologie adoptée

ainsi que la présentation des résultats et leur discussion.

o)


https://www.actu-environnement.com/ae/dictionnaire_environnement/definition/bio-indicateur.php4
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Bibliographique




Chapitre I : Chymexazole

I. Généralités sur les pesticides
1.1. Définitions

Le terme pesticide dérive du « Pest », mots anglais désignant tout organisme vivant (virus,
bactéries, champignons, herbes, vers, mollusques, insectes, rongeurs, mammiféeres, oiseaux)
susceptible d’étre nuisible a I’homme et/ou a son environnement (Periquet, 1986). Actuellement, le
terme de « pesticide » désigne une appellation générique indiquant toutes les substances naturelles
ou synthétiques utilisées pour la prévention, le contréle ou I’élimination d’organismes jugés
indésirables ou nuisibles pour l'agriculture, mais également pour d’autres applications (hygiéne et
santé publiques, soins vétérinaires, traitements de surfaces non-agricoles...) (ACTA, 2005).Sous le

terme de pesticides, on distingue les deux types de produits (Calvet et al., 2005):

% Produits phytopharmaceutiques : pesticides a usages agricole et non agricole (parcs

etjardins, entretien des abords d'axes de transport...) pour la protection des plantes ;

+ Produits biocides : pesticides destinés a tous les usages non agricoles hormis ceux vouésa la
protection des végétaux (désinfectants, insecticides ménagers, traitement des

charpentes,produits antisalissure...).

Les pesticides sont le plus souvent classés en fonction du ravageur visé : herbicides (contre
les "mauvaises herbes™), insecticides (contre les insectes, leurs larves et leurs ceufs), fongicides
(contre les champignons), molluscicides (contre les limaces et escargots), rodenticides (contre les
taupes et rongeurs),corvicides (contre les oiseaux ravageurs), nématicides (contre les

vers),acaricides (contre les arachnides)...etc (Fillatre, 2011).
I.2. Devenir des pesticides dans I’environnement

Malgré un souci croissant de protection de I’environnement, lors de I’utilisation des produits
pesticides, une certaine quantité de ces substances se retrouve dans I’environnement, principalement
dans ’air par dérive sous forme de gouttelettes ou sur le sol (Pimentel, 1995). Ils peuvent alors étre

soumis a différents processus (Figure 01) :

+ la photo-dégradation (Marcheterre et al., 1988);

% la degradation par le phénoméne d’hydrolyse aqueuse (Wolfe et al., 1990) ou de
biodégradation grace aux micro-organismes présents dans le sol (Colin, 2000);

¢ la rétention dans le sol jusqu’a la formation de résidus liés par adsorption (par exemple

I’accumulation des fongicides a base de cuivre dans les sols);

-
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¢ le transport vers d’autres compartiments environnementaux par des processus
physicochimiques (volatilisation) ou via un vecteur, 1’eau par lixiviation ou ruissellement ou

les particules de sol (Van Der Werf, 1996).

Z Transport
Traitement L
Volatihsation Pluie
Photodégradation Dépot sec

Ruissellement

Erosion / transport Adsorption
SOL D/‘éc?s':d?’.?’n l Ecoulement de Sy Désorption
SOS0PRO%  infiltration  Subsurface B EAU SUPERFICIELLE

Desorption et drainage

SEDIMENT

Figure 01: Mécanismes de transferts et de transformations des pesticides dans les milieuxde
I’environnement (INERIS, 2005).

1.3. Possibles modes d’expositions de ’homme aux pesticides

Les pesticides sont utilisés, non seulement dans 1’agriculture, mais aussi par divers autres
acteurs (industries, collectivités territoriales) ainsi qu’en usage domestique et vétérinaire. Des
problémes de résidus dans les légumes, les fruits...etc., sont aussi mis en évidence. L’exposition
aux pesticides se caractérise donc par une multiplicité des voies d’exposition, ces substances
pouvant pénétrer dans I'organisme par contact cutané, par ingestion et par inhalation. La grande
variété de produits rend difficile 1’évaluation des expositions des populations, qu’il s’agisse de la
population exposée professionnellement (agriculteurs ou manipulateurs), ou de la population
générale. La Figure 02 résume les possibles modes d’exposition de I’environnement et de ’homme

aux pesticides (CEC, 2002).
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Figure 02 : Modes d’exposition de I’homme et des milieux par les pesticides (CEC, 2002).
1.4. Classification des pesticides

La classification des pesticides se repose sur la nature de I’espéce nuisible a combattre ex
herbicide, insecticides, fongicides, nématocides, rodenticides...etc. On peut aussi admettre une
classification selon la nature chimique, le mode d’action exercé, 1’effet obtenu ou le moment et le
lieu d’application. Les classes les plus communément rencontrée sont les herbicides, les fongicides
et les insecticides. Elles ont une grande diversification chimique de produits organiques et

inorganiques (Lederer, 1983).
1.4.1. Herbicides :

Les herbicides sont appelés parfois désherbants, notamment en horticulture. Ce sont des
matieres actives ou des produits formulés ayant la propriété de tuer les végétaux et permettent

d’¢éliminer les mauvaises herbes adventices des cultures (Andersen et al., 2002)
1.4.2. Insecticides

C’est un grand groupe pesticide utilisé pour eliminer les insectes porteurs de maladies et
lutter contre les parasites cultivées. Ce groupe comporte trois grandes familles auxquelles
appartiennent les insecticides organiques de synthése : les organochlorés, les organophosphores, et

les carbamates (Hodgeson et al., 2004)
1.4.3. Fongicides

Les fongicides sont une famille de produits phytopharmaceutiques ayant trés fréquemment
employés contre les maladies cryptogamiques, les fongicides assurent une excellente protection

contre le développement des champignons parasites et permettent 1’obtention de plantes saines

el
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(CEC, 2003).Nous nous focalisons particuliérement sur I’exemple de I’hymexazole car il représente

le sujet de cette étude.
1.4.3.1. Exemple de ’hymexazole

1.4.3.1.1. Définition

L'hymexazole est la substance active d’une fongicide systémique des semences provenant de
Golden Union Agrochemical, commercialisé en Algérie sous le nom de Tachigazol. Il appartient a
la famille chimique des Triazines, de formule chimique brute : C4AH5NO2, de formule développee

5-methyl3 (2H)-isoxazolone et dont la structure chimique est présentée dans la figure suivante

(Figure 1) (Tahar et al., 2017)

—
COH

Figure 03 : Structure chimique de I'nymexazole (Tahar et al., 2017)

1.4.3.1. 2. Propriétés physicochimiques

Les principales caractéristiques physico-chimiques de la substance active sont présentées

dans le Tableau 01.

Tableau 01 : Principales caractéristiques physico-chimiques de la substance active (EFSA, 2010)

Propriété

Caractéristique

Classification

Fongicide

Nom chimique

Le 3-hydroxy-5-méthylisoxazole;
5-méthylisoxazol-3-ol

Formule moléculaire C4H5NO2

Poids moléculaire 99,15

Forme Cristaux

Couleur Incolore

Odeur Iégere odeur spéciale
Point de fusion 87

Masse volumique 0,551

Solubilité dans I'eau

58.2g/ L (pH 3, 20)

Autre solubilité

Dans le méthanol 968, l'acétone 730,
d'éthyle 437, I'nexane 12.2, le toluene 176,
dichlorométhane 602 (tous en mg /I, 20).

I'acétate

Valeur du Ph

6-9

Point d'éclair

non inflammable

o
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1.4.3.1. 3. Utilisation de d’hymexazole

L’hymexazole es utilisé dans le contr6le des maladies transmises par le sol et causées par
Fusarium, Aphanomyces, Pythium et Corticium etc., dans les cultures de riz, de betterave a sucre,
de betterave fourragere, des légumes, des cucurbitacées, des plantes ornementales, des oeillets et
des plants d'arbres forestiers. Appliqué en arrosage du sol, a 30-60 g/ hl, soit par incorporation dans
le sol, et également utilisé en tant que traitement des semences de betterave a sucre et la betterave
fourragére, a 5-90 g / kg de semences. Il présenteégalement une activité de stimulation de la

croissance des plantes (Ypema, 2003).
1.4.3.1.4. Toxicocinétique de I'hymexazole
%+ Absorption

D’aprés une étude réalisée sur les ratsmales, I’hymexazole administré par voie orale unique
était rapidement absorbé, de 1’ordre de plus de 95% de la dose (Utip et al., 2013).

«+ Distribution

Chez le rat, I'hnymexazole est largement distribué dans les différents tissus de 1’organisme
des quantités plus élevées ont été trouvées dans le foie et les reins et des quantités plus faibles dans
le cerveau, les muscles et la graisse corporelle principalement dans les 12 heures suivant

I'administration de 'hymexazolepar voie orale (IPCS, 1990).
% Meétabolisme

Le métabolisme de I’hymexazol, 3-hydroxy-5-méthylisoxazole, marqué avec le C** en
position 3 ont été examinés aprés une administration orale unique a des rats males. L'hymexazole
était rapidement absorbé et distribué dans les tissus; des quantités plus élevées ont été trouvées dans
le foie et les reins et des quantités plus faibles dans le cerveau, les muscles et la graisse corporelle.
Pendant 96 heures, 97% de la radioactivité totale était excrétée dans l'urine et 0,89% dans les féeces,
et 0,86% dans l'air expiré. Deux métabolites ont été détectés dans les urines. Leurs structures
chimiques ont été déterminées, respectivement, en tant que 3- (beta-D-glucopyranuronosyloxy) -5-

méthylisoxazole et 5-méthyl-3-isoxazolyl sulfate (Ando et al., 1974).
+ Elimination

L'hymexazole est éliminée de fagon sensiblement équivalente, par les urines et les feceschez
le ratl’élimination urinaire représente 97%, 1’élimination fécale0,89%et 0,86% dans l'air expireé.
L'hymexazole peut étre éliminée soit sousforme de 3-(beta-D-glucopyranuronosyloxy) -5-

méthylisoxazole et 5-méthyl-3-isoxazolyl sulfate, soit sous forme inchangée (Decourtye, 2004).

<
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1.4.3.1.5. Mécanisme d’action

Parmi les fongicides ayant uneactivité contre les champignons d'‘Oomycéte (hors
propamocarbe), I’hymexazol est unique car qu’ilfournit une activité contre certains
Aphanomyces.En outre, I'nymexazole est actif contre Pythium, Fusarium,et Corticium. Certaines
especes de Phytophthora sont inhibées par I'hymexazole. Il ne posséde pas d'activité contre les
oomycétes de la famille des péronosporacées. Des enquétes sur son mode d'action ont été
menéessur  Fusariumoxysporum etPythium spp. Sur Fusarium, il a été suggéré que
I’hymexazolinterfere avec les synthéses d'/ARN et d'ADN (2). Sur Pythium,il a été suggéré que
I'nymexazol interfere uniquement avec la synthése de I'ARN. L'hymexazol affecte la croissance
mycélienneet la sporulation de Pythium mais pas les zoosporeset la germination. A I'entrée dans la
cellule, I'nymexazolse transforme rapidement en glucosides. L'O-glucosidea une activité fongicide,
alors que le N-glucoside n’est pasfongitoxique. Le N-glucoside a été associé acertains effets
favorisant la croissance des plantes, tels que la stimulationdu développement des poils radiculaires

latéraux chez les plantules (Ypema, 2003).
1.4.3.1.6. Effets toxicologiques
+«» Toxicité aigué

La DLso par voie orale est 1600 mg / kg de poids corporel chez le rat. La DLsg chez les
lapins par voie cutanée est supérieure a 2000 mg/kg. Il est considéré Iégerement irritant pour les
yeux et la peau chez les lapins, et provoque une sensibilité cutanée chez les cobayes. Concernant la
toxicité par inhalation aigué chez le rat, la CLs aéroportée de I’Hymexazole est supérieure a 0,65
mg/L. Ces valeurs représentent les concentrations auxquelles les symptémes d'empoisonnement

aéroportées possibles sont maximaux (A.R.L.A.S.C., 2007).
% Toxicité chronique

Chez le rat, le rein et le foie sont particuliérement sensibles aux Iésions dues a ’hymexazole.
Ces lésions sont provoquées par des doses a partir de 63mg/kg de poids corporel par jour chez les

males apres une exposition de 2 ans (Ando et al., 1974).
«» Effets mutagéniques

L’Hymexazole estnon mutagene. Les mutations géniques sur les cellules germinales et sur
les cellules de mammiféres (hamster chinois par 61,67 a 2 220 pg/ml) ont montré des effets négatifs
(CEC, 2003).

el
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«» Effets sur la reproduction

Une étude sur la reproduction des rats, alimentés jusqu'a 61 mg/kg/j n’a entrainé a aucun
effet néfaste attribuable au traitement sur les indices de reproduction (accouplement, gestation,
fertilité, viabilité). Quant aux signes de sensibilité¢ des petits, les effets sur les testicules n’ont été

observés qu’apres exposition in utero et post-natale (Sanchez et Goka, 2006).
1.4.3.1.7. Effets écotoxiques

Il existe peu de données d’écotoxicité sur d’autres organismes, tels que les oiseaux : la
DL50aigué par voie orale pour la caille japonaise est 1085, pour le canard colverts elle dépasse
2000 mg/kg. Pour le poisson, la CLsg aprés 96 h est de 460pour la truite arc et de 165 mg/L pour la
carpe (apres 48 h). Les donnée concernant les doses toxiques pour certaines autres especes sont
comme suit : Daphnies CE50 (48 h) 28 mg/L, les algues NOEL 29 mg/L, les abeilles DLsp (48 h,
par voie orale et par contact) >/abeille. Les vers de terre (Eisenia foetida) CLso apres 14 jours> 15,7
ppm (Hill, 1989).
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I1. Généralités sur le stress oxydant et les productions antioxydant

L’oxygéne est un gaz indispensable a la vie mais il peut étre toxique par lui-méme et par la
formation de radicaux libres qui ont de nombreux effets délétéres. Les organismes vivant en
aérobiose possédent des systémes de défense. Ainsi, a 1’état physiologie, il existe un équilibre
entre la production des radicaux libres et les systémes antioxydants. Dans certaines conductions, il
apparait un déséquilibre provoqué par une production exagérée de radicaux libres ou par une

diminution des défenses antioxydantes. On parle alors de stress oxydant (Baudin, 2006).
11.1.Stress oxydatif
11.1.1.Définition

Le stress oxydant se définit comme I’incapacité de 1’organisme a se défendre contre
I’agression des espéces oxygénées activées, suite a un déséquilibre lié, soit a une production accrue
d’espéce ré d’ERO, soit a une diminution de la capacité de défense antioxydant (Figure 04)

(Defraigned et Pincemail, 2008).

Systéeme de défense
par les antioxydants

T ——

Radicauxlibres
ERO & ERN

e —

Figure 04 : Schéma montrant le stress oxydant (Belaich et Boujraf, 2016).

ERO : especes réactives de I’oxygene ; ERN : espéces réactives de I’azote.
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I11.2.Radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique, molécule, morceau de molécule ou simple atome,
capable davoir une existence indépendante "libre™ en contenant un ou plusieurs électrons
célibataire (électron non apparié sur une orbitale). Cela lui confére une grande réactivité donc une
demi-vie trés courte. En effet, ce radical libre aura toujours tendance a remplir son orbitale en
captant un électron pour devenir plus stable. Il va donc se réduire en oxydant un autre composg,

c’est le systéme redox (Goudable et Favier, 1997).

Les radicaux libres peuvent étre formés par trois procédés (Evans et al., 2002 ; Chavane et
Melinkeri, 2013) :

0,

¢ Addition d’un électron libre a un non radical : NR + e-— R’
¢+ Perte d’un électron par un non radical : NR —e- — R")

% Scission homolytique d’une liaison covalente : A-B — A'+B".

11.3.Type des radicaux libres

Il existe deux grandes familles d’espéces réactives (Sies, 1991) : les espéces réactives a

I’oxygene (ERO) et les espéces réactives a I’azote (ERN).
11.3.1. Espéces réactives de I’oxygéne (ERO)

Les especes Réactives Oxygénées (ERO) sont des molécules contenant de 1’oxygene, mais
dont la réactivité est bien supérieure a celle de la molécule de dioxygéne (Morel et Barouki, 1999).
L'oxygéne peut subir des étapes successives de réduction conduisant a la formation d'ERO (Figure
05). Les ERO sont produites au début dela réduction ou I’oxydation de 1’oxygéne singlet 1’02 en
anion superoxyde O2". Celle-ci va déclencher une cascade de réactions qui donnent naissances aux
multiples dérivés de I’oxygene actif. Cette production des ERO se faiten présence de métaux, de
molécules organiques ou d'enzymes (oxydases ou complexes de la chaine respiratoire) (Barouki,
2006).
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Superoxyde Reaction de Fenton Catalase

dismutases (Fe* : Cu) Glutathion peroxydase
. Radical Peroxyde Radical Eau
Oxygene superoxyde d’hydrogene hydroxyd
0, . 0 s HO, —+» OH ———HO
e feg(s2H) T se +e (+H)

Réduction tétravalente
de I'oxygene

0,+4e +4H — 2H,0
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1 0,+1ee—0,"

Peroxyde

H;0, d’hydrogéne

2 0,7+ 0, (+ 2H") = H,0, + 0,

"OH Radical hydroxyle

3 H,0,+ Fe? — "OH + Fe* + OH-
4 H,0,+H,0,—> 2 H,0 + 0,
5 H,0,+ 2 GSH —> 2 H,0 + GSSG

RO, Radical peroxyle 6 R"+0,— RO,
RO, H Hydroperoxyde 7T RO,”+ RH— RO,H + R
RO Radical alkoxyle 8 RO,H + Fe? — RO" + Fe* + OH-

Figure 05 : Etapes de la réduction de ’oxygéne et la formation des intermédiaires

partiellementréduits sont détaillées (Migdal et Serres, 2011).

Les caractéristiques des especes réactives de 1’oxygéne sont résumées dans leTableau 02.
Beaucoup d’ERO possedent des électrons non appariés. Ceux-ci incluent des molécules telles que
I’oxygeéne qui doit sa grande réactivité a sa structure particuliére. Cette molécule est inévitablement
al’origine des espéces radicalaires simple, [l'anion superoxyde (O,") dérivé estpeu
réactifRelativement stable, il n’est pas trés toxique pour I’organisme. Mais il est a I’origine de

cascades de réactions conduisant a la production de molécules tres nocives telles que
radicalhydroxyl (OH)est trés réactifpeu diffusible. Il peut réagir avec de nombreuses molécules

comme 1I’ADN. Le peroxyde d’hydrogene (H2O,)ne possede pas d'une structure radicalaire car il est
capable d’initier ou de propager des dommages oxydatifs stable et faiblement toxique, antiseptique,
peut former HO.En effet 1’Oxygéne singulet (*O,) représente la forme active trés instable et

extrémement trés reactif face a des molécules riches en électrons(Tessier et Marconnet, 1995).
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Tableau 02. Caractéristiques des espéces réactives de I’oxygene (Tessier et Marconnet, 1995).

Noms Symboles | Caractéristiques
Oxygéne moléculaire 0, Bi-radical, stable, faible pouvoir oxydant
Radical anion superoxide 0," Radical peu réactif, stable, non toxique, oxyde les

catécholamines, peut former HO’

Oxygeéne singulet '0, Non radical, trés réactif, trés instableface a des
molécules riches en électrons

Peroxyde d’hydrogene H,0, Non radical, stable, faiblement toxigque, antiseptique,
peut former HO'

Radical hydroxyle HO' Trés réactif, peu diffusible, initiateur principal de la
Lipoperoxydation altere protéines, ADN

11.3.1.1. Role physiologique des especes réactives oxydantes

De facon physiologique, les ERO existent dans les cellules et dans les tissus a des
concentrations faibles mais mesurables Elles protégent, régulent la cellule et permettent de
maintenir une certaine homéostasie de 1’état redox de I’organisme. Et contribuent a la synthése de
I’ADN, des hormones stéroides, des acides biliaires, des acides gras insaturés, aux réactions
dépendantes de la vitamine B12, a la biosynthése des mitochondries, Ils sont les médiateurs de
multiples fonctions de signalisation (signaux redox) et de transcription essentielles pour le
fonctionnement normal et la survie des cellules, ainsi que de la programmation de leur élimination.
Les radicaux libres jouent un role essentiel dans le bon déroulement de la réaction immunitaire
(Migdale et Serres, 2011).

I1.3.2. Espéces réactives de I’azote (ERN5)

Les especes réactives de 1’azote (ERNs) sont des dérivés du métabolisme de 1’oxygene
quiinterviennent également dans le phénomeéne du stress oxydant et completent ainsi la famille des
ERO. Les ERN sont issues de I’activité de I’enzyme NO -synthase qui libere le mono-oxyde d’azote
(NO). Ce dernier va donner plusieurs dérivés d’ERN. II s’agit donc principalement du monoxyde
d’azote est trés diffusible, capable d’endommager de nombreuses molécules organiques qui donne
naissance au peroxynitrite (ONOQ) dérivé tres toxique provoque des lésions tissulaires tres graves
en plus de I’oxydation des LDL non radicalaire est instable. En effet le dioxyde d’azote est un
puissant déclencheur de la peroxydation lipidique par sa capacité d'arracher un atome d'’hydrogene
d'une double liaison au niveau des acides gras polyinsaturés (Haleng et al., 2007 ; Blandine, 2006 ;
Halliwell et Gutteridge, 1997 ; Ghafourifar et Cadenas, 2005).Le Tableau 03 montre les

differentes caractéristiques desespéeces réactives de 1’azote.
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Tableau 03 : Caractéristiques des espéces réactives de 1’azote (Tessier et Marconnet, 1995)

Noms Symboles Caractéristiques

trés diffusible, capable d’endommager de

Monoxyde d’azote NO- nombreuses molécules organiques
Dioxyde d’azote NO2 déclencheur de la peroxydation lipidique
Peroxyde nitrite ONOO" trés toxigue, non radicalaire est instable, tres graves

en plus de I’oxydation des LDL

I1.4. Modes d’action des ERO et des ERN

Dans I’organisme, il existe plusieurs types des radicaux libres dont les mécanismes d’action

sont différents(Figure 06).

Mécanismes de production des ROS ET RNS

oxydases Irradiation UV 1
HzOz ( 02 ) 02
Peroxyde Oxygene singulet
d’hydrogéne
superoxyde 5
dismutase Arginine

\ Cycles redox/
Cl mitochondrle
% Y
2 3
HOCL 0 NO
Acide hypochloreux Radical superoxyde Monoxyde d'azote
Fe*t
OH ONOO
Radical hydroxyle Peroxynitrite

Figure 06 : Différentes especes réactives de 1’oxygeéne (ERO) et de I’azote (ERN) et leurs

mécanismes de productions (Boubali, 2017).
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11.5. Sources de production de radicaux libres

La production de ces especes oxydantes est une conséquence inévitable dumétabolisme
aerobique. En effet, ’organisme a besoin d’O; pour produire de 1’énergie au coursdes réactions
dites de respirations oxydatives. Cependant, une faible partie de 1’oxygéneéchappe a sa réduction en
eau, au niveau de la mitochondrie. Elle peut alors étre a I’origine dela production de radicaux libres

oxygénés (Beaudeux et al., 2006).

Les différentes sources de production de radicaux libres sont représentées dans le Tableau

04. Ellessont classées en deux catégories :

» Sources endogenes : les radicaux libres sont des produits des réactions de I’organisme
(Belkheiri, 2010).

» Sources exogeénes : les étres vivants sont exposés quotidiennement a des polluants (Fumée
de cigarette, rayons ultraviolets, radiations...) susceptibles d’étre a 1’origine dela production

de radicaux libres, une fois dans 1’organisme (Favier, 2003).

Tableau 04 : Principales sources de production des radicaux libres (Belkheiri, 2010 ; Favier, 2003).

e Production de radicaux libres lors des respirationsoxydatives
(mitochondries)

Sources endogénes e Cellules phagocytaires
e M¢étabolisme de 1’acide arachidonique
e Systéme xanthine/Xanthine oxydase

e Rayonnement électromagnétique
Sources exogénes e Maétaux de transition
e Pesticides -Médicaments. ..

Les sourcesendogénesetexogenesproduisantles ERO sont nombreuses : chaine respiratoire
mitochondriale, cytochromes P-450, activité de la NADPH oxydase, myéloperoxydase, NO

synthase, xanthine oxydase ainsi que les facteurs environnementaux(Figure07).
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Figure 07 : Origine extra- et intracellulaire des radicaux libres dérivés de 1’oxygene (Afonso et al.
2007).
XO : xanthine oxydase ; P-450 : cytochrome P-450.

11.6. Principales cibles biologiques des ERO

Les radicaux libres sont instables et cherchent a s’apparier avec un électron d’une autre
molécule. Ils sont a 1’origine de réactions en chaine qui conduisent a des destructions cellulaires.
Leurs structures cibles essentielles sont I’ADN, les membranes cellulaires mais aussi toutes les

molécules pouvant étre déstabilisées.
11.6.1.Effets des ERO sur les macromolécules biologiques

Dans le cas ou les systemes de défense ont été dépassés, les radicaux s’attaquent aux
macromolécules biologiques dans 1’environnement direct de leur lieu de production. Les radicaux
étant trés réactifs et ayant donc une durée de vie courte, toutes les molécules biologiques possédant
des doubles liaisons sont susceptibles d’étre touchées et des produits de dégradation sont engendrés
(bases oxydées et coupures de I’ADN nucléaire et mitochondrial, produits de peroxydations

lipidiques, protéines oxydées, cholestérol oxydé¢...etc.) (Laurent, 2005).
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11.6.2. Conséquences du stress oxydant

11.6.2.1. Peroxydation lipidique

Les premiéres cibles des ERO sont les lipides, spécialement ceux présents dans les
membranes cellulaires et subcellulaires et notamment les acides gras mono- et polyinsaturés des
phospholipides membranaires. Ils sont a 1’origine de réaction de peroxydation (Figure 08). Il s’agit
d’une succession de réactions radicalaires a 1’origine de la libération de molécules réactives. En

I’absence d’antioxydants, la réaction s’auto-entretient car les espéces produites peuvent a nouveau

réagir entre elles (Chaudhary et al., 1996).

INITIATION: [ :mtiateur

[+RH » R°+IH (réaction lente, variable en fonction de I)
PROPAGATION:

R°+0, —  ROO° (rapide) (ROQ®: radical peroxy)

ROO°+RH ____,  ROOH+R° (ROOH: hydroperoxyde)
TERMINAISON :

ROO°+R0O0° — produits de termimaison mactifs, non radicalaires

Figure 08 : Mécanismes de la peroxydation lipidique (Pastre, 2005).

Ce phénomeéne de peroxydation lipidique peut se produire dans des conditions

physiologiques et il se trouve exacerbé dans des conditions pathologiques. La peroxydation

lipidique, se déroule en trois phases (Figure 09):
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R-CH=CH-CH,~CH=CH-R’ _—
Initiation H*
a Lipid
R=CH—G"|—CH2—C}"|=CH-R’ radical
Propagation Vitanm £ E=— Orf(argi.-'o.? ?ne)tals
R=CH-CH-CH,~CH=CH-R’ HYdeif;g‘gﬁ
Q PUFA
o.
Ao, £ === Lipid radical Chain
reaction
R=CH-CH-CH,~CH=CH-R’
$ Hydroperoxide
D = ?
Ethane O=CH-CH,-CH=0 Pentane
Malondialdehyde

Figure 09 : Peroxydation des acides gras polyinsaturés (Laurent, 2005).

11.6.2.2.0xydation des protéines

Les protéines sont une cible importante des ERO .Les radicaux libres peuvent réagir avec les
différents acides aminés et donc altérer la structure des protéines. Les fonctions de multiples

enzymes, de récepteurs et de protéines de transport cellulaire peuvent ainsi étre modifiées. C’est

donc toute la machinerie cellulaire qui peut étre affectée (Favier, 2011)

11.6.2.3.Atteintes de ’ADN

Les ADN nucléaires et mitochondriaux constituent une cible cellulaire importante. Le spectre
des 1ésions de I’ADN est large (Figure 10): modifications des bases uriques et pyrimidiques, perte

de bases (sites abasiques) cassures simple- ou double-brins, altérations des sucres (2-désoxyriboses)

et aussi pontages ADN-protéines (Cadet et al., 2003).
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Figure 10 : Types de Iésions de I’ADN provoqués par les attaques radicalaires (Wallace et al., 2008).

11.7. Systémes de défenses antioxydant

Un antioxydant est une molécule qui diminue ou empéche l'oxydation d'autressubstances
chimiques. Les antioxydants s’utilisent pour réduire 1'oxydation du produit auquelils sont mélangés.
L’effet des antioxydants provient de deux mécanismes Ils neutralisent les radicaux libres et
empéchent les réactions en chaine initialisées par ces derniers. Lesantioxydants détruisent les
hydroperoxydes (composeés intermediaires formant des radicauxlibres en interrompant la liaison O-
0), diminuant ainsi la vitesse de formation de radicaux libres (Ribeiro et al., 2001).Les systéemes de

défenses antioxydantes agissent a différents niveauxde la cascade d’activation de 1’oxygene (Figure

11) et sont de plusieurs natures. Les cellules contiennent unspectre d’antioxydants chimiques et

enzymatiques qui travaillent de concert pour minimiserles réactions oxydatives dans la cellule

(Kehrer, 1993).
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Figure 11 : Systémes biologiques de défenses antioxydantd’apres (Kehrer, 1993).
I1.8.Modes d’action des antioxydants

Dans I’organisme, il existe plusieurs types de molécules a activité antioxydant dont les
mécanismes d’action sont différents (Haleng et al., 2007). Selon leur mode d’action, les

antioxydants sont classés en deux catégories (Tableau 05)

> Systeme de défense primaire : ex : la catalase (CAT), le glutathion (GSH). Ces
Antioxydants préviennent la production de ROS en limitant la phase d’initiation des

réactions d’oxydation. Ils agissent donc en prévention.

» Systéeme de deéfense secondaire : ex : les tocophérols. Ces molécules sont dites
«chainbreaking». Elles réagissent avec les ROO" et/ou les R, bloquant ainsi les réactions de
propagation. Ce type d’antioxydant permet d’éviter le passage de formes peu réactives (Oy)

a trés réactives (OH") (Pastre, 2005).
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Tableau 05 : Principaux modes d’action de quelques antioxydants (Haleng et al., 2007).

Systéme de défense Nature Mode d’action
antioxydants

Vitamine E

Défenses non enzymatiques Vitamine C

- - Fixation des metaux de transition
Béta carotene

Ubiquinone, acide urique...

. Catalyse la dismutation de
Superoxydedismutase y

I’anion superoxyde

Défenses enzymatiques Catalase Métabolise H,0,

Glutathion peroxydase Action réductrice sur H,0, et
les hydroperoxydes

11.9.Différentes localisations cellulaires des antioxydants

Les antioxydants peuvent étre classés en molécules liposolubles ou hydrosolubles.
Selonleurs caractéristiques physico-chimiques, ils auront une localisation cellulaire préférentielle
:les membranes cellulaires pour les substances liposolubles et le cytosol et/ou le
milieuextracellulaire pour les substances hydrosolubles. Ils seront particulierement efficaces sur

lesradicaux libres présents dans chaque type de milieu, respectivement (Figure 12) (Pastre, 2005).

Svsteme de défense antioxydant

Caroténoides /";-;—*‘—“

Vitamine C et E
+ caroténoides

Vitamine E

C UAZI‘I lyioé:
SOD
. ‘ Glutathion
péroxydase

Vitamine C

Catalase RRriNG

aausgiasy Mn SOD
\,\\ S Glutathion
Vitamine E péroxydase

+ carotfténoides

Figure 12 : Sites d’action des nutriments antioxydants (en rouge) et des enzymes
antioxydantes (en noir) (OPARA, 2002).
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11.10.0rigines des antioxydantes
Les antioxydants peuvent étre classés en deux catégories (Tableau 06) avec :

A-Systémes antioxydants enzymatiques endogénesc’est a dire les enzymes antioxydants
directement synthétisées par 1’organisme.

B-Systémes antioxydants nom enzymatiques d’origine alimentaire c'est-a-dire les nutriments
antioxydants dont les apports sont nécessaires par [’alimentation. Cette dernieére classe
d’antioxydants nous intéresse particuliérement puisque nous verrons s’il est possible de renforcer
les défenses de I’organisme en augmentant les apports exogénes de ces différentes molécules.
(Pastre, 2005).

Tableau 06: Les deux types de protection antioxydantes de [I’organisme : les

systemesenzymatiques et les nutriments antioxydants (Pastre, 2005).

Systemes antioxydants enzymatiques Systémes antioxydants nom enzymatiques

Endogenes d’originealimentaire
Superoxydedismutase Vitamine E
Glutathion peroxydase Vitamine C
Catalase Taurine

Lipases, proteéases, endonucléases
(éliminentles molécules oxydées)
Albumine, ferritine (complexent les

ionsdivalents)

Caroténoides (lycopene, lutéine...)
Polyphénols
Minéraux et oligo-éléments

Les huiles essentielles
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A11.1. Introduction

Les agrumes est ’'une des récoltes de fruits les plus importantes dans le monde. Leur
production mondiale est estimée a plus de 115 millions de tonnes par an dont 517 milles
tonnes sont produites en Algérie (CADILLAT ,1969).Cette derniére occupe la 19™place
mondiale et la 2°™ dans 1’Union Maghrébin Arabe. Les agrumes incluent les citrons, les
mandarines, les pomelos, les cédrats, les oranges, les pamplemousses et les limes ...etc. Les
oranges sont les plus consommées en raison de leur bonne saveur, leur valeur nutritive élevée
et leur composition riche en molécules bioactives (plus de 170 composés photochimiques sont
décrits).Les sous-produits d’orange tels que les écorces présentent une source de composés
biologiquement actifs elles sont riches en vitamine C et en métabolites secondaires tels que
les composes phénoliques en particuliers les flavonoides et les huiles essentielles. Ces
derniéres sont les composés les plus importants grace a leurs diverses activités biologiques

tels que les activités antimicrobiennes, antifongigque, anti-inflammatoire et antioxydant.

I11.2. Généralités sur I’orange
I11.2.1. Description de I’arbre

L’oranger est un arbre, pouvant atteindre 10 m de hauteur environ, avec un feuillage
vert sombre persistant et légerement ailé. La floraison blanche tres parfumée, les fruits
mettent 10 a 12 mois pour murir, de taille moyenne, de forme sphérique, et de couleur
caractéristique orange. Il existe plusieurs variétés les plus connues la Sanguine, Thomson
navel, valencia latté, Washington navel Powell, Florida pineapple, orange portugaise etc....
(LOUSSERT, 1989).

Les caractéristiques générales de 1’espéce Citrus sinensiss ont récapitulées dans le Tableau
07.

Tableau 07: Caractéristiques générales de Citrus sinensis (Bénédicte et Michel, 2011).

Espéce Caractéristiques générales

e Aspect général : arbre au port harmonieux et
croissance rapide, il peut atteindre de grande taille
en pleine terre (7 a 8m)

C_itrUS_ e Fleurs : blanches et immaculées, trés parfumées.
SINENSIS e Feuilles : vert profond, légérement ailées.

e Fruits : de forme et de coloration variable en
fonction des différents groupes auxquelles ils
appartiennent. La pulpe juteuse différe en couleur
et en acidité selon les variétes.
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111.2.2. Classification botanique de Citrus sinensis

Selon Padrini et Lucheroni (1996), la classification de Citrus sinensis est la suivante
- Ordre : Sapindales
- Sous-ordre : des géraniineae
- Classe : des dicotyledoneae
- Famille : Rutaceae
- Genre : Citrus

- Espeéce : Citrus sinensis

I11.2.3. Composition chimique et valeur nutritive d’orange

L’orange contient de glucides (40% de saccharose), de la vitamine C, vitamines P, B
1,B9, E, provitamine A. Riche en calcium, riche en pectines, elle a un réle de régulateur
dutransit intestinal. Elle contient une flore mésophile (levures et lactobacilles)
indispensablepour une bonne digestion (Bousbia, 2011). Les principaux composes de

I’orange sont résumés dans le Tableau 08.

Tableau 08 : Principaux composés de 1’orange (Bousbia, 2011)

Constituants

Teneurs

Glucides 8.5a 12 % dans le fruit & maturité, représenté par le saccharose (40 %).
Fructose et glucose

Acides 1.2 %, surtout de 1’acide citrique et de 1’acide malique

organiques

Autrescomposés Lipides concentrés dans les pépins

Energétiques peu de protéines

Vitamines Teneur élevée en vitamine C (40 a 80 mg pour 100g).
Vitamines hydrosolubles qui sont toutes des vitamines du groupe B
(B1 et B9, en particulier), vitamine A (0.05 a 0.2 mg pour 100g),
vitamine E (0.24mg pour 100g).

Minéraux Calcium, Magneésium, Potassium et Phosphore

Oglio-éléments

Fer, Cuivre, Zinc, Manganese, Nickel, lode, trace de Bore et
deSélénium

Fibres

Une teneur de 2.4 % en moyenne, elles ont 1’originalité d’étre riches en
pectine (environ 50 %)

Flore mesophile

Levures et lactobacilles indispensables a sa bonne digestion

Substances
aromatiques

Ce sont des composeés complexes caractéristiques de ce fruit
(aldéhydes, esters... etc.), des essences odorantes

Pigments

Donnent a la pulpe sa couleur plus ou moins marquée jaune orangeé
pour les flavonoides et les caroténoides, jaune pour les xanthophylles,
rouge ou rouge violacé pour les anthocyanes
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111.2.4. Structure d’orange

Les fruits des principales especes et variétés cultivées du genre Citrus different par
leur coloration, leur forme, leur calibre, la composition de leur jus et leur époque de maturité.
Cependant, tous les fruits des Citrus cultivés présentent la méme structure anatomique
(kimball, 1999; Polese, 2008; Bacheés et Bachés, 2011 ; Haineault, 2011).D’un point de vue
botanique, les agrumes sont des fruits charnus de type baie avec un péricarpe structuré en trois
parties bien différenciées : 1’épicarpe appelé flavédo, le mésocarpe appelé albédo et
I’endocarpe (pulpe) présentée dans la (Figure 13).

- L’épiderme : composé de cires épicuticulaires en forme de plaques. La quantité de
cires dépend de la variété, des conditions climatiques et de la croissance.

- Le Flavedo : caractérisé par sa couleur jaune, verte ou orange. Il abrite les vésicules
oléiferes qui sont caractérisées par des parois trés fines et fragiles qui renferment
I’huile essentielle.

- L’Albédo : fait de cellules a structures tubulaires qui forment une véritable toile avec
la plupart du volume tissulaire comprimé dans 1’espace intercellulaire. L’épaisseur de
l'albédo varie selon le type d’agrumes et le type de cultures. Il est tres riche en

flavonoides, responsable de I’amertume du jus.
La pulpe est formée de :

- L’endocarpe : des fruits avec les carpelles dans lesquelles se trouvent les vésicules
contenants le jus, qui d’un point de vue biosynthétique devrait étreconsidéré comme le
liquide relaché par le cytoplasme et par les vacuoles des cellules internes des vésicules
(10 a 14 sections).

- La Moelle : la partie la plus interne du fruit est formée par un tissu spongieux
similaire a celui de I’albedo.

- La Navalisation: correspond a la formation d’un autre petit fruit plus ou moins avorté,
soit a l’intérieur soit repoussé 1’extérieur, formant une protubérance comme on le

rencontre chez I’orange navel.
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Figure 13 : Coupe transversale de fruit de Citrus sinensis (Polese, 2008).

111.3. Huile essentielle de Citrus sinensis
111.3.1. Définition

L’office fédéral de la santé publique (OFSP, 2009) a défini I’huile essentielle comme
I’extrait naturel de plantes ou d’arbres aromatiques. Les substances aromatiques naturelles,
appelées essences, sont produites dans des glandes spécialisées de différentes parties des
plantes (fleur, feuille, tige, écorce, racine, fruit, graine). L’huile essentielle ne se compose que
de substances aromatiques volatiles, elle est soluble dans I’huile et dans 1’alcool mais pas
dans I’eau. Il existe plusieurs techniques pour obtenir des huiles essentielles dont la principale

et la plus ancienne est la distillation a la vapeur d’eau.

111.3.2.Localisation et lieu de biosynthése

Les plantes du genre Citrus font partie de la famille des Rutaceae qui sont
caractérisées par la présence, dans les feuilles, fleurs, tiges et péricarpes des fruits, de poches
schizolysigeénes contenant de I’essence aromatique. Ce sont des poches dont la formation
initiale est identique a celle des poches schizogénes, mais en plus des cloisonnements
radicaux, les cellules sécrétrices de bordure subissent également des cloisonnements

tangentiels, ce qui donne plusieurs assises de cellules sécrétrices (Goris, 1967).
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111.3.3. Composition chimique

Bien qu’une huile essentielle puisse contenir un grand nombre d’éléments
biochimiques, les molécules les plus fréquemment rencontrées sont : les terpenes, les alcools,
les cétones, les aldéhydes, les esters et les éthers. Ces molécules peuvent agir en synergie, ce
explique a la fois leur efficacité, mais aussi la polyvalence, dans la mesure ou elles y sont le
plus souvent, certes a des concentrations différentes, toutes présentes dans les huiles
essentielles. L’ensemble de leurs constituants se caractérise par un faible poids moléculaire
(Girard, 2010). Les principales compositions chimiques sont les Monoterpénes (notamment
le limonéne), les alcools mono-terpéniques (notamment linalol, alpha-terpinéol, géraniol), les

cétones les coumarineset les aldéhydes (Lola et al, 2002).
111.3.4. Facteurs influencant la qualité des huiles essentielles

Les huiles essentielles présentent une tres grande variabilité, tant au niveau de leur
composition, qu’au plan du rendement des plantes d’origine. Cette variabilité peut s’expliquer
par des facteurs intrinséques et des facteurs extrinséques. Les facteurs intrinseques sont liés a
I’espéce, au type de clone, a I’organe concerné et au degré de maturité du végétal concerné,
voire au moment de la récolte au cours de la journée (Besombas, 2008). Les conditions
externes soit géographiques (latitude, altitude), édaphiques (nature du sol) ou climatiques
(ensoleillement ou photopériodisme, température, pluviométrie) ont un effet sur la
composition des essences (Olle et Bender, 2010). Les conditions culturales telles que la date
de semis, la date de récolte, les traitements phytosanitaires, I’emploi d’engrais, ainsi que les
techniques de récolte influencent aussi la composition et le rendement des huiles essentielles
(Aprotosoaie et al., 2010).

I11.4. Extraction des huiles essentielles

Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour I’extraction des essences végétales. En
général le choix de la méthode d’extraction dépendra de la nature du matériel végétal a traiter
(graines, feuilles, ramilles, etc.), de la nature des composés (les flavonoides, les huiles
essentielles, les tanins,etc.), le rendement en 1’huile et la fragilité de certains constituants des

huiles aux températures élevées (Hellal, 2011).
I11.4.1. Pression a froid

Les huiles essenticlles d’agrumes sont les seules a étre extraites par le procédé de

pression a froid (Lesley, 1996 ; Roux, 2008 ; Ferhat et al., 2010 ; Fillatre, 2011). Ce
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procédé est bas¢ sur la rupture des parois des sacs oléiféres. L’essence obtenue est ensuite
entrainée par un courant d’eau froide. Une émulsion constituée d’eau et d’essence se forme,
I’essence est alors isolée par décantation (Roux, 2008 ; Ferhat et al., 2010). Diverses
techniques manuelle ou mécanique, traitant le fruit entier ou seulement les écorces sont
utilisées (Ferhat et al., 2010). Le produit ainsi obtenu porte le nom d’essence, car il n’a subi
aucune modification chimique (Roux, 2008). Cependant 1’utilisation de grande quantité d’eau
dans ce procéde peut altérer la qualité des huiles essentielles par dissolution des composés
oxygenés, par hydrolyse et par transport de microorganismes (Lucchesi, 2005 ; Ferhat et al.,
2010).

111.4.2. Hydrodistillation

L’hydro distillation demeure la technique la plus utilisée pour extraire les huiles
essentielles et pouvoir les séparer a 1’état pur mais aussi de fournir de meilleurs rendements
(Bruneton, 1993 ; Ferhat et al., 2010). Le principe consiste a immerger directement la
maticre végétale a traiter dans un ballon rempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition, les
vapeurs hétérogeénes vont se condenser sur une surface froide et I’'HE sera alors séparée par
différence de densité (Bruneton, 1993 ; Lucchesi, 2005 ; Baser et Buchbauer, 2010 ;
Ferhat et al., 2010). Cependant, I’hydrodistillation posséde des limites. En effet, un
chauffage prolongé et trop puissant engendre la dégradation de certaines molécules
aromatiques (Lucchesi, 2005 ; Ferhat et al., 2010).

111.4.3. Entrainement a la vapeur d’eau

Les parties de plantes utilisées sont déposées sur une grille perforée au-dessus de la
base de I’alambic, sans que le matériel végétal ne soit pas en contact avec 1’eau (Belaiche,
1979 ; Lucchesi, 2005 ; Ferhat et al., 2010). Les particules de vapeur d’eau, se dirigeant vers
le haut, font éclater les cellules contenant 1’essence et entrainent avec elles les molécules
odorantes. La vapeur passe ensuite a travers un récipient réfrigérant ou la température
diminue, provoquant le déclanchement des molécules huileuses des particules de vapeur, qui
se condense en eau. L’huile et ’eau se séparent du fait de leurs poids spécifiques différents
(Padrini et Lucheroni, 1996). Pendant I’entrainement a la vapeur d’eau, la matiére végétale
est exposée a une température €levée et a I’action chimique de 1’eau, et dans ces conditions, la
fragilité¢ thermique des constituants de 1’huile ou I’hydrolyse de certains d’entre eux

conduisent a la formation d’artéfacts (Lucchesi, 2005; Ferhat et al., 2010).
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I11.5. Activités biologiques des huiles essentielles
111.5.1. Activité antioxydante

Les poly phénols jouent un réle important comme systeme de défense contre les RL,
leurs activité antioxydant se produit par plusieurs mécanismes: Absorption des rayons UV: la
naringenine et la rutine ont un effet protecteur contre les UV, en empéchant ainsi la
surproduction des RL (Tripoli et al., 2007). Renforcement de I’activité des enzymes
antioxydants : les citroflavonoides jouent un role important dans I’augmentation de I’activité
antioxydant du superoxyde-dismutase et de la catalase et par la modulation de 1’expression de
géne de su-peroxyde dismutase, catalase et de glutathion peroxydase (Tripoli et al.,
2007).Neutralisation des RL et chélation des métaux :des études réalisées in vitro et in vivo
ont montré la capacité des poly phénols d’agrume a neutraliser les RL et a chélater les métaux
principalement le fer (Del-Rio et al.2004) Inhibition de la lipoperoxydation : diverses études
expérimentales ont montré 1’existence d’une relation importante entre les flavonoides de
citrus limon et la diminution de 1’oxydation de taux des lipoprotéines de faible densité LDL

dans le sang (Gonzalez-Molina et al. 2010)

111.5.2. Activité anti-inflammatoire

Ils sont capables d’inhiber les kinases et phosphodiesterases essentiels pour
I’activation et la transduction du signal cellulaire. Ils ont également une incidence sur
I’activation de certains nombre de cellules impliquées dans la réponse immunitaire, y compris

les lymphocytes T et B (Manthey et al., 2001).

111.5.3. Activité antiallergique

Les citrus sont également des propriétés antiallergiques qui sont dues a sa richesse en
quercetine, hespéridine et diosmine, étant des inhibiteurs de I’histamine, un neurotransmetteur

implique dans les réactions allergiques et I’inflammation (Gonzalez-Molina et al.2010)
111.5.4. Activité antimicrobienne et antivirale

Plusieurs études expérimentales ont montré que les flavonoides des agrumes ont une
activité antimicrobienne trés importante :
e [a quercetine et I’hespéridine inhibent I’infectiosite et la réplication de 1’herpes simplex, le

poliovirus, le virus parainfluenza et le virus syncytial (Tripoli et al., 2007).
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e Hesperetine, 1’aglycone d’hespéridine, posséde une activité timicrobienne modérée contre

salmonella typhi et salmonella typhimurium.
I11.5.5. Activité anti-cancer

La richesse de certaines plantes en métabolites secondaires comme les flavonoides est
a I’ origine de leur efficacité dans la prévention et le traitement des cancers. Les flavonoides
sont consideres comme des agents antiprolifératifs et cytotoxiques vis-a-vis plusieurs lignées

de cellules cancéreuses.
111.6. Toxicité des huiles essentielles

En dépit de leurs effets bénéfiques, les huiles essentielles sont loin d’étre non-
toxiques. La majorité des huiles essentielles, a de tres fortes doses, causent des effets toxiques
(Hammer et Carson, 2011). Par leur composition chimique riche, les huiles essentielles
doivent étre utilisées avec une extréme prudence, du fait qu'elles peuvent présenter de tres
graves dangers lors d'une utilisation aléatoire autonome, surtout que le consommateur est
attiré par la facilité d'emploi de ces essences en absorption interne ou en application externe
(Bernadet, 1983).

Les huiles essentielles de Citrus sont photo-toxiques a cause des furocoumarines qui
sont photo sensibilisantes. Ils provoquent une décoloration de la peau en un rouge lors d’une
application externe avec une exposition au soleil sous 1’action des rayons ultraviolets.
Cependant, 1’ingestion des huiles essentielles du Citrus sinensis extraites soit par hydro
distillation soit par expression a froid ne présente aucun risque de toxicité, ni aigué ni
chronique (Robert et Lobstein, 2005)
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1V.1. Introduction

Helix aspersaest une espece bien connue des escargots. Il s’agitd’un escargot trés répandu
sur la facade méditerranéenne algérienne. Son aire de répartition éco-biogéographique s’étend a
toute 1I’Afrique du nord et a ’Europe. L’espece a été décrite par le zoologue Danois Otto Friedrich
Miller enl1774 (Quibik, 2007).11 devient un bio- indicateur, reflétant la qualité du
milieu dans lequel il vit car il est présent un peu partout et il est facile a identifier, & échantillonner

et a élever.

En raison de sa capacité a stocker les informations dans ses tissus, 1’escargot est idéalement
situé a I’interface entre le sol, les plantes et I’air. Il mange le sol et la végétation, et il posséde un
poumon dans lequel on peut retrouver des particules. Les scientifiques peuvent alors, lors des
analyses, trouver différentes sources de contamination. Helix aspersa est capable de concentrer les
substances dans son corps, en particulier dans saglande digestive. Plus on laisse I’animal longtemps
sur place, plus il va accumuler les substances et va les concentrer dans ses tissus. Des choses qu’on

ne peut pas détecter dans les sols parce que présentes a trop petites doses.

Figurel4: Escargot Helix aspersa (Quibik, 2007).

s
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IV.2. Présentation et classification de I’espéce Helix aspersa

Helix aspersaou petit gris existe en Algérie entrés grand nombre dont la taille varie de
quelques millimétres a quelques centimeétres. Il appartient a 1’embranchement des mollusques, la
classe des gastéropodes et la famille des Hélicidés (Bonnet et al., 1990). Selon Bonnet et al. (1990)

I’escargot Helix aspersa est classe comme suit :

- Régne : Anima

- Embranchement : Mollusques
- Classe : Gastropodes

- Sous-classe : Euthyneurs

- Super-ordre : pulmonés

- Ordre : Stylommatophores

- Famille : Helicidae

- Genre : Hélix

- Espéce : Hélix aspersa

IV.3. Anatomie générale d’Hélix aspersa

Hélix aspersaest un mollusque gastéropode pulmoné stylomatophore appartenant a la
famille des helicidae, c’est une espece indigéne aux rivages de la méditerrané et peux vivre de 2
jusqu’a 5 ans. 99% de I’activité de 1’escargot, y compris ses repas, ont lieu de nuit avec un pic de 2
a 3h apres la tombée de la nuit ; la fraicheur nocturne et la rosée facilitent ses déplacement (Chase,
1986).La taille d’un individu adulte entre 28 et 35mm pour un poids allant de 7g (Figure 15) et

plus, son corps entier peut loger a I’intérieur de la coquille enroulée en spire (Daguzan, 1981)
3.1. Le corps

Soncorps est constitué d’un pied unique, d’une téte et d’une masse viscérale enroulée qui est
placée a I’intérieur de la coquille. Satétedispose de deux paires de tentacules rétractiles, appelées «
cornes » ou «antennes» dans le langage familier. Dans la partie supérieure de la téte, la premiere
paire de « cornes » abrite les yeux mais la vue est un sens peu utilisé. lls possédent surtout un bulbe
olfactif sous I’ceil et la deuxieme paire de tentacules est un organe olfactif et tactile (épithélium) qui
est en revanche trés utilisé par 1’escargot. Son corps comporte un orifice génital impair situé en
arriere des tentacules, sur le coté droit de la téte, cet orifice assure une double fonction sexuelle

male et femelle.

Le pied d’Helix aspersa, est un organe qui soutient le corps et permet a ’escargot de

progresser par reptation. Sa partie inferieure contient des glandes qui secretent le mucus de fagon
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continue, créant ainsi une trace évidente brillante derriére lui. Deux ouvertures sont localisées dans

la partie supérieure du pied, prés du bord de la coquille, ce sont 1’ouverture respiratoire et, 1’anus
(Bonnet 1990).
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Figure 15: Schéma de I’anatomie d’un escargot selon (James, 1904)

Le manteau est une enveloppe de peau qui abrite les visceéres de 1’escargot. En effet, cette
partie du corps comporte le tube digestif, ’appareil circulatoire, les reins et les gonades. Le manteau
secréte dorsalement une coquille calcaire protectrice, il forme un repli postérieur délimitant une
cavité¢ palléale qui communique largement avec I’extérieur. Le manteau abrite également les

branchies ou débouchent les orifices extérieurs (Jean Marc Ridet, 1992).L’importance du manteau
est considérable, son role est doublé:

2
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- En premier lieu il intervient dans la fabrication de la coquille. En effet, sa face externe est
recouverte d’un tissu secrétant différentes couches d’une substance organique : la conchyoline
(Bellono et al ; 1971) ou la perlucine (Grégoire, 1961) abondamment imprégnée de sels
calcaires.

- Enseconde lieu, la surface interne du manteau délimite avec la surface contigtie du corps, une

cavité : la cavité palléale que I’on dénomme aussi parfois la cavité respiratoire.
3.2. La coquille

Chez Helix aspersa, la coquille représente approximativement un tiers du poids total de
I’escargot (Figure 16). Elle est la clef d’identification des différentes espéces. Elle est souvent trés
réguliere et peux prendre plusieurs formes, soit conique, spiralée ou hélicoidale (Kiddy, 1999).La
coquille se compose a 99% de matiére minérale, elle grossit avec 1’escargot durant toute sa phase de
croissance (Apia, 2004). La coquille est secrétée par un épais pli de peau qui couvre la masse
viscérale. La surface de la coquille montre de nombreux stries de croissance paralléles, qui sont les
témoins de différentes étapes de la croissance de ’escargot, elle contient aussi de trois a quatre
spirales orientés dans le sens des aiguilles d’une montre (enroulement dextre) et qui part du sommet
de la coquille appelée également apex (Désire, 1962). Sur une coquille sciée on peut voir un axe

plein appelée la columelle autour duquel s’enroule le cone calcaire qui constitue la coquille (Désire,

1962).

.

Figure 16: Coquilles d’ Helix aspersa (Sakho, 2013).
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I1V.4. Biologie et physiologie d’Helix aspersa

IV.4.1. Appareil digestif

En raison de la torsion a 180° du corps de I’escargot, le tube digestif forme une
boucleramenant 1’anus vers 1’avant. La bouche se prolonge par un bulbe buccal a I’intérieur
duquelse trouve une langue musculaire recouverte d’une lame cornée : la radula, son roleest de
broyer les aliments. Dans la partie postérieure du bulbe buccal on trouve deux glandessalivaires. Ce
bulbe se prolonge par un cesophage qui se renfle en un estomac, lui-mémeprolongé par un intestin

formant une double circonvolution autour de 1’hépatopancréaset aboutissant a I’anus (Sandrine et

al., 2003).

1V.4.2. Systeme nerveux

Le systeme nerveux sympathique est constitué par une paire de ganglions buccaux
situéssous le bulbe buccal. Ils sont reliés par deux cordons nerveux aux ganglions cérébroideset
innervent la plus grande partie du tube digestif. Le systeme nerveux central est situédans la région
céphalique. Il est formé d’une chaine de ganglions formant un double collierpéri cesophagien

complexe.(Sandrine et al., 2003).

1V.4.3. Appareil circulatoire et respiratoire

Le cceur est constitu¢ d’une oreillette antérieure et d’un ventricule postérieur.Le sang ou
hémolymphe contient un pigment, ’hémocyanine. Il est incoloresous sa forme désoxydée et bleu
sous sa forme oxydée. Le sang est propulsé dans le réseau artériel via deux aortes. L’aorte
antérieure irrigue le pied et la postérieure le tortillon. Le sang revient au coeur par un systéme de
veines et de sinus veineux. Le poumon est une poche formée de I’épithélium palléal, irrigué par les
vaisseaux pulmonaires, 1’air y circule au travers du pneumostome par des mouvements de

contraction de son ouverture (Sandrine et al., 2003).

IV.4.4. Appareil génital

L’escargot est hermaphrodite. Cette particularité explique la complexité de I’appareil, formé
d’organes a la fois males et femelles et d’organes uniquement males ou femelles. Il comprend :
- une gonade, ou ovotestis, ou se forment ovules et spermatozoides située a 1’extrémité
postérieure de 1I’hépatopancréas.
- un canal hermaphrodite servant a 1’évacuation des gametes.
- une glande de I’albumine qui €labore les réserves vitellines

- un ovospermiducte Puis I’appareil se divise en deux voies :
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- la voie male comprenant un spermiducte ou les spermatozoides s’accumulent en un
spermatophore ainsi qu’un organe copulateur, le pénis.
- la voie femelle comprend la poche qui sécréte le dard calcaire lors de 1’accouplement,

- le vagin et Iorifice génital. (Sandrine et al., 2003).

IVV.5. Reproduction

L'escargot est un animal hermaphrodite, c'est a dire méle et femelle a la fois. Toutefois, pour
reproduire, I'accouplement est obligatoire, I'autofécondation n'étant pas possible. Les escargots sont
en phase males lorsqu'ils s'accouplent. Le climat, la température ontune grande importance sur I'age
de maturité sexuelle de I'escargot. L'accouplement peut durer plusieurs heures (10 a 12 heures). La
ponte aura lieu 15 a 30 jours apres lI'accouplement.

Pour pondre I'escargot creuse un nid dans la terre de 4 a 5 cm de profondeur. La durée de la
ponte est comprise entre 12 et 48 heures, elle aboutit a la mise de 80 a 140 ceufs. Dans la nature

Hélix Aspersa peut pondre de 50 a 200 ceufs.

La durée de l'incubation et de I'éclosion est comprise entre 15 et 30 jours, suivant les
conditions climatiques, les jeunes vont rester 2 a 5 jours avant de sortir a la surface pour se nourrir.
Leur poids est de 0,02 a 0,04 g. En élevage, les modalités de la reproduction sont identiques.
L'éleveur va jouer sur les conditions de température, d'éclairement et d'humidité de facon a créer
artificiellement les conditions qui regnent dans la nature au printemps. Le contrdle rigoureux des
paramétres d'ambiance va accélérer un peu le processus a tous les niveaux. Par ailleurs, en élevage
on ne garde les reproducteurs que pour la période de ponte, soit 8 a 10 semaines. Cette maniére
d'agir correspond a I'étalement des pontes au cours d'une saison de reproduction : peu de ponte au
début, un picapres 4 a 6 semaines, et un déclin jusqu'a 8-10 semaines. Au cours de cette période les
escargots peuvent pondre plusieurs fois (Chase, 1986).

IV.6. Rythmes de vie d’Helix aspersa

L’escargot posséde deux rythmes d’activité I’un journalier et I’autre saisonnier :

IV.6.1. Activité journaliere

Elle est en relation étroite avec la photopériode. Cette activité peut étre inhibepar des
conditions thermiques et hygrométrique défavorables, dans des conditions optimales(T° et H°),
I'escargot sort de sa coquille et devient actif des la tombée de la nuit jusqu'au lever du jour, il en
profite pour se nourrir.La phase d'inactivité relative a une durée inférieure a 18 heures, durant cette

phase l'escargot est au repos et ne manifeste que peu d'activité locomotrice, sexuelle ou
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nutritionnelle. L'escargot est un animal nocturne: trois nuits d'activité sont suivies d'une nuit de

reposet son activité débute au printemps et s'achéve en novembre ou il rentre en hibernation.

1V.6.2. Activité saisonniére

Les escargots harmonisent leurs rythmes biologiques sur le rythme des saisons, ils se reglent

sur élément de I'environnement, en I'occurrence la longueur du jour.

1VV.6.3. Estivation

Un rythme de vie demi-ralentie d’été, On observe ce comportement dans des régions ou I'été
est particulierement chaud et sec. L'animal se présente completement rétracté a l'intérieur de sa
coquille (operculé) dont Il'ouverture est fermée; par l'intermédiaire des matiéres muqueuses et
calcaires secrétées par le mollusque lui-méme. Durant l'estivation, la respiration et les mouvements
cardiagues sont normaux mais il y a diminution rapide des réserves d'eau et des réserves

énergétiques.(Sandrine et al., 2003).

1VV.6.4. Hibernation

Un rythme de vie ralenti d'hiver : durant la période hivernale, I'escargot entre en léthargie. Il
secrete devant l'ouverture de sa coquille un rideau de mucus solidifié: 1'épiphragme. L’animal vit
sur ses réserves, en particulier sur le glycogéne emmagasiné. Pendant I’hibernation, tous les
métabolismes sont ralentis. Au cours de I'hibernation, un escargot peut perdre jusqu'au 30 % de son
poids (perte en eau). Au printemps, les réserves perdues seronttres rapidement récupérées.
(Sandrine et al., 2003).

1V.7. Alimentation

Helix aspersaest phytophage (phyllophage et sacciforme), coprophage (Ou frugivore),
détritivore et parfois cannibale. Il peut s'attaquer aux plantes cultivées des jardins, causant parfois
de gros dégats aux recoltes. Il héberge dans son intestin une flore bactérienne qui participe a la
digestion des végétaux. Les bactéries se maintiennent en vie durant I'estivation ou I'hibernation, en
se nourrissant du mucus qui est sécrété par I'épithélium intestinal (Charrier et al., 2006).Selon
Iglesias et Castillejo (1998), le petit gris s’alimente la nuit et se nourrit tout particuliérement de

feuilles de la grande ortie appelée encore ortie dioique ou ortie commune.
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1VV.8. Croissance

En générale, la croissance naturelle jusqu’au stade adulte s’étale sur deux ans, si bien que les
individus sont le plus souvent considérés comme sexuellement matures a partir du deuxiéme ou
troisieme été suivant leur naissance. Les facteurs qui influencent sur la croissance sont la
température, 1’éclairement (longueur d’onde, intensité et photopériode) (Aupinel et Daguzan,
1989).La durée de vie moyenne d’un escargot en milieu naturel est de 6 a 7 années. Chez les
adultes, 1’accroissement du poids total du corps est alors dii presque uniquement a celui de la
coquille. Quatre phases de croissance ont été définies en fonction de la taille, mais aussi de la
différentiation sexuelle : la phase infantile, la phase juvénile, la phase adulte a croissance nulle et la
phase sénile (Gomot et Enée, 1980)
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. .Matériels et méthodes

Cette étude a été menée dans le but d’évaluer ’effet protecteur des huiles essenticlles
de I’écorce d’orange chez les escargots Helix aspersa intoxiqués par I’hymexazole.

Les expérimentations effectuées dans cette étude ont été accomplies dans le
Laboratoire de recherche sur les molécules bioactives et applications et le laboratoire de

toxicologie, du département de Biologie appliquée.
I.1. Matériels
1.1.1. Matériel végétal

Les orangesont été achetées au niveau du marché de la willaya de TEBESSA au cours
des mois de novembre a mars et ont été choisies sur la base de critéres descriptifs de I’espece
Citrus sinensis (variété Thomson navel). Les oranges sélectionnés sont mdres et saines. Les
¢corces ont été coupées en petits morceaux puis séchés a 1’ambre pendant une semaine a

température ambiante(Figurel?7).

Figure 17:Ecorce séche d’orange (Citrus sinensis).
1.1.2. Matériel animal (modele biologique)

Le modele biologique utilisé dans cette expérience est I’escargot Helix aspersa
(Figure 18) qui est ungastéropode pulmoné (petit gris) collectés d’un site non traité par les
pesticides, situé dans la région de Bekkaria de la Wilaya de Tébessa. Les escargots sont
ensuite transférés au laboratoire pour 1’adaptation avant le traitement. Au total, 40 escargots
ont été utilisés dans notre expérimentation. Ils sont tous adultesavec un poids moyen de 12¢
(£0,35g).

E
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Figure 18 : Les escargots Helix aspersa.

Les escargots ont été soumis a une période d’adaptation de 15 jours, aux conditions
d’environnement optimales suivantes : photopériode de 18h delumiere/24h, température 20 +
20°C (Gomot et vaufleury, 2000). lls sont répartis dans des boites de plastiquestransparents,
avec couvercle perforé, et chaque boite contient une éponge humide pourmaintenir
d’humidité, I’alimentation (Salade) (Figure 19).Les boites de plastiques sont quotidiennement

nettoyées  1’aprés-midi et D’alimentation a ¢été renouvelée  quotidiennement.

Figure 19: L’élevage des escargots dans le laboratoire.

E
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1.2. Méthodes
1.2.1. Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles de 1’écorce d’orange a €té réalisée par hydro-
distillation. 1l s'agit de la méthode la plus simple et la plus utilisée. L appareil utilisé pour
I’hydro-distillation est de type Clevenger (Figure 20).11 est constitué d’un chauffe-ballon, un
ballon en verre pyrex,une colonne, un réfrigérantet un collecteur. Chacun de ces éléments a un
role précis : le ballon en verre pyrex sert a placer 100 g de 1’écorced’orangeséche ou sont
introduits avec1200 ml d’eau distillée. Apreés installation et fermeture du montage, la mise en
marche du chauffe-ballon est effectuée avec un réglage optimum du chauffage pour permettre
une stabilité de I’extraction a une vitesse constante et bien maitrisée. La colonne contenant le
réfrigérant condense. La vapeur chargée d’huile essentielle arrive dans le condenseur. La

durée totale de I’extraction est estimée a 3 h (jusqu’a ce qu'on obtienne plus d’HE).

Figure 20 : Procédé d’hydro-distillation.

1.2.2. Rendement

Le rendement de I’huile essentielle est le rapport entre le poids de 1’huile extraite et le

poids de la matiére seche de la plante.

R = Ppex100/Pws]

R: Rendement en HE (en %).
PHE: Poids d’HE en g.
PMS : Poids de matiere séche de la plante en g.

44 }
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1.2.3. Mode de traitement

Aprés une période d’adaptation de 15 jours, nous avons commencé un traitement
quotidien par injection pendant 21 jours. Les Quarantes 40 escargots utilisés dans notre
expérimentation sont adultesavec un poids moyen de 12g (+£0.35g). lIs sont divisés en 4 lots :
un premier lot témoin de 10 escargots et trois autres lots de 30 escargots chacun. Le
deuxiéme, le troisieme et le quatrieme lot d’escargots sont destinées aux traitements

auL’hymexazole, a leshuiles essentielles del’écorce d’orange et aux mixtures respectivement.

% Lots n°1 (T) : escargots traités par I’eau distillée (20 pl/g/j) par injection
% Lots n°2 (HEO):escargots traités par huiles essentielles de 1’écorce d’orange
administrée par injection avec une dose de (0,151ul/g/j) de poids corporel. Cette dose

a éte utilisée par Omoniwa et al. (2014).

% Lots n°3(HZ):escargots traités par I’hymexazole avec une dose de (90ug/g/j) de poids
corporel. Cette dose a été déduite a partir des données trouvées dans EFSA (2010).
% Lots n°4(HEO+HZ):escargots traités par huiles essentielles de 1’écorce d’orange et

I’hymexazoleavec les mémes doses.

Remarque : I'huile essentielle de 1’écorce d’orange a été administrée 30 minutes avant les
pesticides dans les lots HEO et HEO+HZ.

1.2.4. Sacrifices et prélevements d’organes

Apres la période du traitement, les escargots sont mis a jeun pendant 48 heures afin
que le contenu de leur tube digestif soit vide. Ceci évite d’éventuelles interférences entre
lescontaminants présents dans 1’aliment ingéré et les quantités de contaminants
réellementaccumulées dans les tissus. Les boites ou ils jeunent sont lavées a 1’eau artificielle,
pour éviterla ré-ingestion des féces.Les animaux sont ensuite sacrifiés par congélation a -20°
C puis disséqués. Lescoquilles sont enlevés, la téte et I’hépatopancréas ont été excisés, lavées

avec 1’eauphysiologique (Figure 21).
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/

Figure 21 : Etapes de la dissection des escargots et Préléevement des organes

L’hépatopancréas.

Apres la dissection, I’hépatopancréas a été prélevé et divisé en 08 fragments pour

chaque mesure des bios-marqueurs :

Un fragment pour le dosage de protéines.

Un fragmentpour le dosage de glucides.

Un fragmentpour le dosage de lipides.

Un fragmentpour le dosage de la Malondialdéhyde (MDA).

Un fragmentpour le dosage du glutathion (GSH).

Un fragmentpour le dosage de la Glutathion peroxydase(GPx).
Un fragmentpour le dosage de la glutathion -s-transférase (GST).

Un fragmentpour le dosage de la catalase(CAT).
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1.2.5. Méthode de dosage

1.2.5.1. Dosage des métabolites contenus dans I’hépatopancréas (protéines, lipides et

glucides)

Le dosage des différents métabolites (protéines, lipides et glucides) contenus dans
I’hépatopancréas des escargots a été réalisé selon le procédé de Shibko et al., (1966). Apres
un broyageet centrifugation (5000 tours/mn pendant 10mn), le surnagent | a été récupéré afin
de doser les glucides. Le culot | a été également récupéré.A ce dernier, 1 ml d’un mélange
éther/chloroforme (V/V) a été ajouté et une deuxieme centrifugation (5000 tours/mn pendant
10mn)a été réalisée. Le surnagent Il a été récupéré afin de doser les lipides tandis que le culot
Il a été traité avec 1 ml de NAOH (0,1N) pour le dosage du taux des protéines totales (Figure
22).
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Figure 22: Extraction et dosage des métabolites (glucides, lipides, et protéines) de
I’hépatopancréas chez les adultes de 1’escargot Helixaspersa selon (Shibko et al. 1966).
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1.2.5.1.1. Dosage des protéines

Le dosage des protéines a été determine selon la méthode de (Bradford, 1976) qui
consiste a utiliser le bleu de Coomassie comme réactif .Ce dernier réagit avec les groupements
amines (_NH,) des protéines pour former un complexe de couleur bleu. L’apparition de la
couleur bleu refléte le degré d’ionisation du milieu acide et 1’intensité correspond a la

concentration des protéines.

Pour accomplir cet essai, nous avons procédé comme suit :
s Prélever 0.1ml de ’homogénat.
s Ajouter 5ml de réactif de Bradford.
s Agiter et laisser 5 minutes.

% Lecture

La lecture de 1’absorbance se fait a une longueur d’onde de 595 nm
La concentration des protéines est déterminée par comparaison a une gramme étalon
d’albumine sérique bovine (Img/ml) préalablement réalisée dans les mémes conditions

(annexe 01).
1.2.5.1.2. Dosage des lipides

Le taux des lipides a été déterminé selon la méthode de Goldsworthy et al.
(1972).Cetteméthode utilise la vanilline comme réactif (0,38g de vanilline, 195ml d’acide
ortho-phosphorique a 85% et 55ml d’eau distillée) et solution mére de lipides (2,5mg/ml
comme standard. Et additionné 1ml d’acide sulfurique (98%), apres agitation, les chauffés un
bain marie (100C° pendant 10min) ; de chaque tube 200ul sont ensuite prélevés et il est ajouté

2.,5ml de réactif.
% Lecture

Les absorbances ont été lues aprés 30 min d’obscurité a une longueur d’onde de 530

nm (annexe 02).
1.2.5.1.3. Dosage des glucides

Le dosage des glucides totaux a été réalisé selon la méthode de Duchateau et Florkin,
(1959). Elle consiste a additionner 100 pl du surnageant contenu dans un tube a essai, 4 ml de
réactif d’ Anthrone et de chauffer le mélange a 80 °C pendant 10 min. Une coloration verte se
développe dont D’intensité est proportionnelle a la quantit¢é de glucide présent dans

I’échantillon
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«» Lecture

La lecture de I’absorbance se fait a une longueur d’onde de 620 nm (annexe 03)..

1.2.6. Analyse des parameétres enzymatiques
1.2.6.1. Dosage du Malondialdéhyde (MDA)
% Principe

Le MDA peut étre détecté par une réaction colorimétrique a I’acide thiobarbiturique
(TBA). La détection du MDA issue de la dégradation des acides gras polyinsaturés a 3 ou 4
doubles liaisons peroxydées, constitue une méthode tres sensible pour déterminer une

lipopéroxydation in vitro. Le dosage du MDA est réalisé selon la méthode Draper et Hadley
(1990).

“+ Mode opératoire

e Prélever 375ul de I’homogénat (surnageant).

e Ajouter 150 ul de la solution tampon TBS (pH7, 4).

e Ajouter 375 ul de la solution TCA-BHT.

e Mélanger a I’aide d’un vortex et centrifuger a 1000 tour/min pendant 10min.

e Prélever 400 pl du surnageant.

e Ajouter 80 pul du HCL 0.6 M.

e Ajouter 320 pul de la solution tris-TBA (tris 26mM, TBA120mM).

e Mélanger et incuber au bain marie a une température de 80°C pendant 10 minutes.

Lecture de la densité optique a A=530 nm.
% Calcul

La concentration du MDA est calculée selon la loi de Beer-Lambert :

o : q wine) DO.10°
e = —
nmol /mgdeproteine ¢ Ly Fd

- DO : Densité optique lue a 530 nm;

- g : Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1,,56 105 M-1 cm-1;
- L : Longueur du trajet optique = 0,779 cm;

- X : Concentration de I’extrait en protéines (mg/ml);

- Fd : Facteur de dilution : Fd = 0,2083.
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1.2.6.2. Dosage du glutathion (GSH)

% Principe

Le dosage du glutathion est réalisé selon le procédé de Weckbeker et Cory (1988).

Le principe de ce dosage repose sur la mesure de 1’absorbance de 1’acide 2-nitro-5-

mercapturique. Ce dernier résulte de la réduction de 1’acide5, 5 -dithio-bis-2-nitrobenzoique

(réactif d’Elleman) par les groupements (-SH) du glutathion. Une fois préparé, I’homogénat

doit subir une déprotéinisation (par I’acide sulfosalycilique 0,25%) afin de garder uniquement

les groupements-SH spécifique du glutathion (weckbeker et Cory, 1988)

%+ Mode opératoire

Une fois prépare, 1’homogénat est déproteinisé ; 0,8 ml de ce dernier auquel on ajoute

0,2 ml d’une solution d’acide sulfosalycilique (SSA) a 0,25%.

Agiter le mélange et laisser pendant 15 min dans un bain de glace.

Centrifugé pendant 5min a1000 t/min.

Prélever 0,5 ml du surnagent.

Ajouter 1 ml de tampon tris-HCL+EDTA (0,02M), PH=9,6.
Mélanger et ajouter 0,025 ml de I’acide 5,5 -dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) a

0,01M dissous dans le méthanol absolu.

Laisser pendant Smin a température ambiante. puis lecture de la DO a A= 412 nm.

« Calcul

La concentration en GSH est obtenue par la formule suivante :

DO x1x1.525
GSH =

13100x 0.8 x 0.5

/mg de protéines

-DO : Densité optique ;

-1 : Volume total des solutions utilisées de la déprotéinisation (0,8 ml homogénat + 0,2 ml

SSA);

-1,525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du

surnageant

(0,5 ml surnageant + 1 ml Tris —-EDTA + 0,025 ml DTNB);

-13100 : Coefficient d'absorbance (contenant le groupement —SH a 412 nm);
-0,8: Volume de I'nomogénat apres déprotéinisation trouvé dans un 1 ml;

-0,5 : Volume du surnageant trouvé dans un 1,525 ml.
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1.2.6.3.Dosage duGlutathion peroxydase (GPx)
% Principe

L’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) a ¢été mesurée par la
méthode de Flohe et Gunzler (1984). Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde
d’hydrogéne (H20,) en présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en

(GSSG) sous I’influence de la GPx selon la réaction suivante (Flohe et Gunzler, 1984):

H,O,+ 2GSH — GSSG + 2H,0

%+ Mode opératoire

e Dans un tube sec, 0,2 ml de surnageant est additionnée a 0,4 ml de GSH a 0,1 mM
(réaction enzymatique) + 0,2 ml de KNaHPO, a 0,067 M (tampon d'extraction pH
7,8).

e Le tube blanc contient 0,4 ml de GSH + 0,2 ml de KNaHPO, (réaction non
enzymatique).

e Incubation au bain marie a 25° C pendant 05 min puis addition de 0,2 ml d'H,O,
(1,3mM) pour initier la réaction.

e Incubation 10 min.

e Addition de 1ml de TCA 1% T pour arréter la réaction.

e Le mélange se met dans la glace pendant 30 min. Centrifugation durant 10 min a
3000t/min. 0,48 ml de surnageant sont placés dans une cuve est additionnés de 2,2 ml
de Na2HPO4 (0,32M) + 0,32 ml de DTNB a 1mM.

e Mesure de la densité optique a 412 nm dans les 05 min.
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%+ Calcul

La détermination de l'activité de la GPx se fait de la fagon suivante :

5

L’activite de la GPx = La quantité de GSH réduit disparue X

La concentration de protéine

La quantité GSH reduit qui sera oxydée (disparue) est déeterminée comme suit :

« _ (DOe — DOb)x0.04

DOb = quantitédeGSHréduitedisparue(oxydée).

X = Activité de GSH consommée / min / mg de protéine
DOb = Densité optique de GSH réduit du blanc
DOe = Densité optique de GSH réduitde 1’extrait

1.2.6.4. Dosage de ’activité glutathion-S-transférase(GST)
% Principe

La mesure de Pactivité de la glutathion-S- transférase (GST) est déterminée selon la
méthode de Habig et al. (1974).Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la GST et
un substrat, le CDNB (1-Chloro2 ,4 di nitrobenzéne) en présence d’un cofacteur le glutathion
(GSH), la conjugaison entraine la formation d’une molécule novelle ; 1-S-Glutathionyl 2-4 Di
nitrobenzéne (Habig et al., 1974). Permettant de mesurer ’activité de GST selon la réaction

suivante:

GST
GST + (1-Chloro2 ,4 di nitrobenzéne) =———==  1-S-Glutathionyl 2-4 Di nitrobenzene

% Mode opératoire

La valeur de la densité optique mesurée est directement proportionnelle a la quantité
deconjugué formé elle-méme liée a I’intensité de I’activité GST. Les échantillons sont
homogénéisésdans 1 ml de tampon phosphate (0,1 M, pH 6). L’homogénat est centrifugé a
1400 t/min pendant 30 min et le surnageant récupéré servira comme source d’enzymes. Le
dosage consiste a faire réagir200 pul du surnageant avec 1,2 ml du mélange CDNB (1mM),
GSH (5mM). La lecture desabsorbances est effectuée pendant une minute et chaque 15
secondes a une longueur d’onde de 340nm contre un blanc contenant 200 pl d’eau distillée

remplacant la quantité de surnageant.
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%+ Calcul

La concentration de la GST est obtenue par la formule suivante :

(DOéchant/min+- DOblanc/min)
9,6 X mg de protéine

GST (nmol GST /min/mg de protéine) =

-Do : Densité optique de 1’échantillon /min ;
-Do/min blanc : Densité optique du blanc /min ;
-9,6 : Coefficient d’extinction du GSH-CDNB exprimé en mM. Cm.

1.2.6.4. Dosage de P’activité catalase(CAT)
% Principe

Les catalases sont présents dans un grand nombre de tissus. Ce sont des
enzymestétramériques, chaque unité portant une molécule d’héme et une molécule de
NADPH. Cesenzymes interviennent dans la défense de la cellule contre le stress oxydant en

éliminant les espéces

réactives et en accélérant la réaction spontanée de 1I’hydrolyse du peroxyde d’hydrogéne

(H202)toxique pour la cellule en eau et en oxygene (Aebi, 1984).

Catalase
2H202 » 2H20 + 02

L’activité de la catalase (CAT) est mesurée a 240 nm a 1’aide d’un spectrophotometre
UV/visible par la variation de la densité optique consécutive a la dismutation du peroxyde
d’hydrogéne (H202) en faisant réagir dans 100 mM de tampon phosphate pendant 1 min & pH
7,4, 200 pl d’H202 (500mM) sur 20 pl de I’homogénat, & une température d’incubation de

250C. Les résultats ont été exprimés en p moles d’H202 par minute et par mg de protéines.
% Mode opératoire

e La lecture contre le blanc réactifs (Tampon phosphate)
e La quantité du surnageant doit &tre déterminée en fonction de la quantité de protéines
qui doit étre comprise entre 1 et 1,5 mg/ml, soit une quantité de 10 a 20 pl de solution

dilué-
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e [L’activité décroit rapidement, il est important de mettre toujours le méme temps de
pipetage et le moment ou on place la cuve au spectrophotometre-
e Lalecture de I’absorption se fait aprés 15 secondes de délai et durent 60 s de mesure.

e Le coefficient d’extinction d’H,0, étant de 0,043 mM-1cm-1.
¢ Calcul

L’activité de la CAT peut étre calculée selon I’équation suivante:

ADO xd

Activité CAT =s>< X x L < 0.02

- d : dilution de I’échantillon au début

- g : Coefficient d’extinction moléculaire de I’eau oxygénée, ¢ H202 = 0,043 mM-1.cm-1
=0,043 umol cm-1ml-1

- L : largeur de la cuve (longueur du Trajet optique) en cm
- X : quantité des protéines en mg/ml.
Avec :
A DO : variation de la densité optique par minutes (AF-Al)

e Al (Absorbance initiale): 15s
e AF (Absorbance finale): 1min

1.3. Etude statistique

Les digrammes ont été tracés grace au logiciel Excell0. Les traitements statistiques
ont ¢t¢ effectués a 1’aide du logiciel MINITAB d’analyse et de traitement statistique des
données (Versionl3, 31). Pour chaque paramétre, les différences entre les lots ont été
évaluées grace a une analyse de variance a un critére de classification (ANOVA) suivie par un

test de Tukey pour comparer les différents lots entre eux y compris le lot témoin.

Les résultats sont représentés sous la forme : moyenne + écart type, et les différences

ont été considérées comme significative si p<0,05.
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Il. Résultats
I1.1. Rendement de I’écorce d’orange en huiles essentielles

Le rendement en huile essentielle de 1’écorce d’orange enregistré dans cette étude est
de 1,05%.

11.2. Effets de ’HZ et des HEO sur les parametres biochimiques au niveau de

I’hépatopancréas chez Helix aspersa
11.2.1. Effet sur le taux des protéines

Les variations du taux des protéines au niveau de I'hépatopancréas chez les
escargotstémoins et traités sont représentées dans la Figure 23. Nous remarquons que le taux
de protéines n'a pas été affecté ni par I'HZ, ni par I'HEO, ni par leur association en
comparaison avec les témoins. En effet, le taux de protéines enregistré chez les témoins était
de 47,87mg/L alors que celui enregistré chez les escargots traités par I'HZ était de 45,45
mg/L. En cas de traitement par I'HEO, nous avons enregistré un taux moyen de protéines de
45,10 mg/L tandis que la combinaison HZ et HEO a permis d'enregistrer un taux de 45,67

mg/L. L’étude statistique n’a pas révélé de différence significative entre ces différents

groupes (P> 0,05).
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Figure 23 : Variations du taux des protéines au niveau de I’hépatopancréas des escargots

témoins et traités en fonction des traitements.

HEO : Huiles Essentielles de I’ecorce d’Oronge ; HZ : Hymexazole

HEO +HZ: Huiles Essentielles de I’ecorce d’Oronge etHymexazole.
a : les moyennes affectées par des lettres différentes sont statistiquement différente
(p<0,05).
n : le nombre d'escargots dans chaque lot.
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11.2.2.Effet sur le taux des lipides

Les variations du taux des lipides au niveau hépatopancréas chez les escargots témoins
et traités sont représentées dans la Figure 24.Nos résultats signalent une diminution non
significative du taux des lipides au niveau du lot traités par I'HZ comparé aux témoins
(56,02mg/L vs.104, 68 mg/L).Le Co-traitement HEO et I'HZ augmente le taux des lipides a
des valeurs proches a celle des témoins (100,64 mg/L). Notons que le lot traité par ’'HEO
seule ne montre également aucune modification significative par rapport aux témoins (112,33
ma/L).
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Figure 24 : Variations du taux des lipidesau niveau de 1’hépatopancréasdes escargots témoins

et traitésen fonction des traitements.

HEO : Huiles Essentielles de ’ecorce d’Oronge ; HZ : Hymexazole

HEO +HZ: Huiles Essentielles de I’ecorce d’Oronge etHymexazole.
a : les moyennes affectées par des lettres différentes sont statistiquement différentes
(p<0,05).
n : le nombre d'escargots dans chaque lot.
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11.2.3.Effet sur le taux des glucides

Les variations du taux desglucides au niveau des hépatopancréas des escargots
témoins et traités sont représentées dans la Figure 25.Nous remarquons que le tauxdes
glucides a significativement augmenté chez les escargots traités par I'HZ que ce soit en
présence ou en absence d’un co-traitement par les HEO comparés aux témoins(p<0.001). En
effet, les valeurs du taux des glucides passent de 84,39 mg/L enregistré chez les témoins a
133,19mg/L et 137,44 mg/L enregistrés respectivement chez lot HZ et le lot HEO-HZ. Ceci
indique que le traitement par les HEO n’a pas d’effet régulateur sur le taux des glucides en cas
d’intoxication de I’HZ. Il est a noter que le lot traité par les huiles essentielles d’oranges
seules n’enregistre aucune modification du taux moyen des glucides au niveau

hépatopancréatique comparés aux témoins.
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Figure 25 : Variations du taux des glucides au niveau de I’hépatopancréasdes escargots

témoins et traitésen fonction des traitements.

HEO : Huiles Essentielles de 1’ecorce d’Oronge ; HZ : Hymexazole

HEO +HZ: Huiles Essentielles de I’ecorce d’Oronge et Hymexazole.
a : les moyennes affectées par des lettres différentes sont statistiquement différente
(p<0,05).

n : le nombre d'escargots dans chaque lot.
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11.3. Effets du I’HZ et les HEO sur les paramétres du stress oxydant au niveau de

I’hépatopancréas chez Helix aspersa
11.3.1.Effet sur le taux de Malondialdehyde (MDA)

La figure 26 révéle les variations du tauxde MDA au niveau hépatopancréatique chez
les escargots témoins et traités.Nous observons une augmentation non significative (p>0,05)
du taux de MDA chez le lot traité parl'HZ par rapport aux témoins (4,84x10"'uM/mg de
protvs. 3,82x107uM/mg de prot.) tandis que chez le lot traité par I'HZ combiné aux HEO, le
taux moyen du MDA reste proche & celui des témoins (3,75x10"uM/mg de prot.). Par
ailleurs, le lot traité par ’'HEO seul en ‘enregistre aucune différence significative du taux de
MDA avec les témoins (3,82x10"uM/mg de prot.).
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Figure 26 : Variations du taux de MDAau niveau de I’hépatopancréasdes escargots

témoins et traitésen fonction des traitements.

HEO : Huiles Essentielles de 1’ecorce d’Oronge ; HZ : Hymexazole

HEO +HZ: Huiles Essentielles de I’ecorce d’Oronge etHymexazole.
a : les moyennes affectées par des lettres différentes sont statistiquement différente
(p<0,05).

n: le nombre d'escargots dans chaque lot.
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11.3.2.Effet sur le taux du glutathion réduit (GSH)

Les variations du taux deGSH au niveau hépatopancréatique chez les escargots
témoins et traités sont représentées dans la Figure 27. Nos résultats signalent une diminution
du taux de GSH au niveau du lot traités par I'HZ comparée aux témoins (5,78x10® uM/mg de
prot vs1,25x10” mg/L), cependant cette diminution est non significative (p>0,05).Le co-
traitement des HEO et de I'HZ augmente le taux du GSH a des valeurs semblables a celles des
témoins (1,21x10"uM/mg de prot.). Notons que le lot traité par 'HEO seule ne montre
aucune modification significative par rapport aux témoins (1,40x10"uM/mg de prot).
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Figure 27 : Variations du taux de GSH au niveau de 1’hépatopancréas des escargots

témoins et traitésen fonction des traitements.

HEO : Huiles Essentielles de ’ecorce d’Oronge ; HZ : Hymexazole

HEO +HZ: Huiles Essentielles de I’ecorce d’Oronge etHymexazole.
a : les moyennes affectées par des lettres différentes sont statistiquement différente
(p<0,05).

n : le nombre d'escargots dans chaque lot.

e
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11.3.3. Effet sur P’activité de GPx

Les variationsde 1’activité deGPxau niveau de 1’hépatopancréas chez les escargots
témoins et traités sont représentées dans la Figure 28. Nos résultats montrent quel’activitéde
GPx a augmenté chez les escargots traités par rapport aux témoins surtout pour lelot traités
par I'HZ (0,0045uM/mg de prot.vs 0,0034uM/mg de prot.) et le lot traités par ’'HEO
(0,0043uM/mg de prot.). Cette augmentation esttrés hautement significative (p<0.001). Par
ailleurs, dans le lot traité par la combinaison HEO et HZ, le tauxde GPx prend une valeur tres
proches des témoins (0,0035uM/mg de prot).
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Figure 28 : Variation de I’activité de GPxau niveau de 1’hépatopancréas des escargots

témoins et traitésen fonction des traitements.

HEO : Huiles Essentielles de ’ecorce d’Oronge ; HZ : Hymexazole

HEO +HZ: Huiles Essentielles de I’ecorce d’Oronge etHymexazole.
a : les moyennes affectées par des lettres différentes sont statistiquement différente
(p<0,05).

n : le nombre d'escargots dans chaque lot.

-
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11.3.4 Effet sur Pactivité de GST

Les variations de I’activit¢é de GSTau niveau hépatopancréas chez les escargots
témoins et traités sont représentées dans la Figure 29.Selon les résultats obtenus, on observe
une augmentation non significative (p>0,05) de I’activitéde GST chez lelot traités parl'HZ par
rapport aux témoins (0,1237 uM/mg de prot.vs 0,0675uM/mg de prot.).Chez le lot traité par
I’HEO seule, I’activité de GSTn’a pas enregistré de modification notable en comparaison avec
le témoin (0,0559 uM/mg de prot.). Par ailleurs, chez lot traité par ’HEO en combinaison
avec I'HZ, le taux moyen de GSTdiminue de fagon non significative (p>0,05) comparée aux
lot témoins (0,0924 uM /mg de prot).
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Figure 29 : Variation de I’activité de GSTau niveau de I’hépatopancréas des escargots

témoins et traitésen fonction des traitements.

HEO : Huiles Essentielles de ’ecorce d’Oronge ; HZ : Hymexazole

HEO +HZ: Huiles Essentielles de I’ecorce d’Oronge etHymexazole.
a : les moyennes affectées par des lettres différentes sont statistiquement différente
(p<0,05).
n: le nombre d'escargots dans chaque lot.
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11.3.5.Effet sur activité de la catalase (CAT)

Le suive de I’activité de la catalase au niveau hépatopancréatique chez les escargots
témoins et traités sont représentées dans la Figure 30.Nos résultats montrent que cette activité
est augmentée au niveau du lot traités par I'HZ par rapport aux témoins (4,794uM/mg de prot
vs. 1,924 uM/mg de prot). Cette augmentation est hautement significative (p<0.01). Les

autres lots donnent des taux d’activité semblables aux témoins.
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Figure 30 : Variation de I’activité de la catalase au niveau de I’hépatopancréas des

escargots témoins et traités aprés en fonction des traitements.

HEO : Huiles Essentielles de 1’ecorce d’Oronge ; HZ : Hymexazole

HEO +HZ: Huiles Essentielles de I’ecorce d’Oronge etHymexazole.
a : les moyennes affectées par des lettres différentes sont statistiquement différente
(p<0,05).

n : le nombre d'escargots dans chaque lot.
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Discussion

Le présent travail a estimé 1’intoxication par I’hymexazole sur un mode¢le biologique
qui est I’escargot petit gris ou Helix aspersa et a évaluer I’effet protecteur des huiles
essentielles d’orange. Dans la littérature, les travaux réalisés sur Helix aspersa sont rares. De
méme, nous avons remarqué une rareté des travaux toxicologiques sur I’hymexazole. La
comparaison de nos résultats avec ceux de la littérature va se faire, si possible, avec les
travaux réalisés sur les pesticides de la méme famille et sur d’autres mod¢les biologiques
proches des escargots.Récemment, des études de biodistribution ont indiqué que
I’hymexazole s'accumule principalement dans 1’hépatopancréas et est excrété lentement
(Odendaal et Reinecke, 2003; Hamed et al., 2007; Radwan et al., 2008; Zaldibar et al.,
2008).

1. Effet deI’hymexazole sur les parametres biochimiques

D’aprés les résultats de cette étude, I’exposition a I’hymexazole a induit une
perturbation du métabolisme général des cellules hépatopancréatiques.Les résultats obtenus
montrent une augmentation du taux des glucides chez les escargots traités par I’hymexazole
en comparaison avec les témoins. Cette augmentationpeut étre expliquée par plusieurs
hypothéses notamment I’augmentation des réserves énergétiques, ou par des changements
structuraux ou de perméabilités des membranes cellulaires c'est-a-dire 1’effetinhibiteur de
I’hymexazole sur I’activité enzymatique de la lactate déshydrogénase, de la succinate
déshyhdrogénase et Na'-K* -ATPase et I’interférence avec la chaine de transport énergétique
résultant une accumulation endocellulair des glucides(Carpy et al.,2000).Cette augmentation
s’accorde avec les travaux de (Jumel et Lagadic, 2000) qui enregistrent une augmentation du
glucose d’une manicre significative pendant la période expérimentale chez les escargots
traités avec le pesticide Fluazifop-p-butyl. Cela peut étre dii a I’absence de tout effet des HEO

sur le métabolisme glucidique.

Par ailleurs, nos résultats montrent que 1’utilisation des huiles essentielles de 1’écorce
d’orange n’a pas corrigé cette perturbation du taux des glucides. Comme étant molécule
antioxydante, il s’avére que ces composés chimiques ont bien rétabli le taux des lipides aux

valeurs normales.

En ce qui concerne le taux des proteines, nous avons trouvé que le taux moyen de

protéines n'a pas été affecté ni par I’hymexazole, ni par leshuiles essentielles de 1’écorce
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d’orange, ni par leur association en comparaison avec les témoins.Donc il n’y’a aucun effet

sur le métabolisme des protéines.

Nos résultats montrent une diminution du taux des lipides en concorde avec les
résultats de (Padmaja et Rao, 1994). Cette diminution peut s’explique par la dégradation
des lipides par I’activation de la peroxydation lipidique a cause des radicaux libers .Ces
résultats sont confirmés par le taux élevée du MDA. Selon les résultats obtenus lors de
I’utilisation des huiles essentielles de 1’écorce d’orange comme étant molécule antioxydant il
s’avere que ces composés chimiques ont bien rétabli le taux des lipides aux valeurs normales.
Ce pouvoir préventif pourrait étre attribué aux caractéres antioxydant de ces composés
chimiques qui se manifeste a différentes niveaux, par leur action réductrice, leur capacité a
piéger et neutraliser les formes toxiques de 1’oxygene, et les formes radicalaires des lipides.
Par ailleurs, certains d’entre eux peuvent également inhiber la lipooxygénase (une enzyme qui

catalyse 1I’oxydation des acides gras (Williams et al., 2004 ; Benahmed., 2010).

2. Effet de’hymexazole sur les parametres du stress oxydant

Le stress oxydant dans les cellules ou les tissus se réfere a renforcer la production
d'especes réactives de l'oxygene et/ou la déplétion dans le systeme de défense antioxydant.
Les ERO générés dans les tissus sont efficacement piégés par le systeme enzymatique
antioxydant comme la GPx, catalase et GST, ainsi que les antioxydants non enzymatiques
comme le MDA et GSH (Schlorff et al., 1999). Le glutathion agit comme un antioxydant
physiologique de protection dans des systémes biologiques (Fatima et Mahmood, 2007). Il
joue son réle antioxydant également en synergie avec les enzymes antioxydantes telles la
glutathion peroxydase, la catalase et la superoxyde desmutase (Morin et al, 2001). Pour la
protection, le GSH porte une fonction thiol qui constitue un systéme antioxydant de la

premiere défense en se liant par sa fonction SH aux métabolites toxiques.
2.1. Effet sur le taux de MDA

L’augmentation du taux de Malondialdéhyde (MDA) indique une augmentation de la
peroxydation lipidique. Cette derniére est suivie de changement et de dégradation des
structures membranaires. Il est suivi d’une perte des récepteurs et des enzymes de la
membrane. Les radicaux libres conduisent a des dommages lipidiques et a la peroxydation
des acides gras polyinsaturé (Geyu et al., 2014).La production de MDA est paralléle a la
peroxydation lipidique. La mesure de la MDA est le test le plus largement utilisé comme

biomarqueur de stress oxydatif
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Dans ce travail nous avons mis en évidence une augmentationnon significative du taux
moyen du MDA en présence de I’hymexazole. Cette absence de significativité du test
statistique est expliquée par la variabilit¢ a ’intéricurs des lots expérimentaux qui été
vraisemblablement élevée. Nos résultats sont en concordance avec les travaux de (Geyu et
al., 2014),qui ont montré que dans I’hépatopancréas des escargotsle taux de MDA était éleve
d’une fagonnon significative chez les groupes traités en comparaison avec le group témoins.
Cetteaugmentation nous a confirmé que I’hymexazole a altéré les contenus de la membrane
plasmatique confirmant ainsi le taux réduit des lipides dans nos résultats (Wu et al., 2009 ;
Ghosh et al., 2010 ; Li et al., 2010).Aprés 1’addition des huiles essenticlles de 1’écorce
d’orange, cette augmentation a été neutralisée ramenant les valeurs du MDA a des niveaux

proches a celles des témoins(Xinyan, 2018).
2.2. Effet sur le taux de GSH

Le glutathion (GSH sous sa forme réduite) est un tri-peptide formé par la condensation
d'acide glutamique, de cystéine et de glycine (dergin et al, 2000). En présence d’ERO, le
glutathion réduit s’oxyde pour former du glutathion oxydé (GSSG). La mesure de
I’homéostasie redox du glutathion est un bon indicateur de 1’état oxydatif cellulaire. Afin
d’obtenir une représentation plus précise de I’importance du stress oxydant dans la toxicité
des pesticides, il importe de mesurer le rapport GSH/GSSG. La mesure du taux de GSSG n’a
pu étre possible dans ce travail a cause du manque des réactifs. Pour cette raison nous nous

satisfaisons de mesurer uniquement le taux de GSH.

D’aprés nos résultats nous avons observé une diminution du taux de GSH chez les
escargots traité par I’hymexazole ce qui concorde avec les résultats de (Fen, 2009). L’activité
enzymatique nécessite la présence des coenzymes et cofacteur ce qui explique le taux réduit
de GSH des cellules hépatopancréatique des escargots aprés exposition auxpesticideset
hyperactivité enzymatique. Le niveau réduit de GSH dans I’intoxication par ’hymexazole
pourrait étre di a I’utilisation accrue de la production submerger des radicaux libres par

I’hymexazole.
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2.3. Effet surlactivité de GPx

La glutathion peroxydase (GPx) est une scléroprotéine (cing iso formes) qui réduit les
peroxydes (transformé H,O, a H,O non toxique) aux dépens de son substrat spécifique, le
glutathion réduit (GSH). Son réle principal consiste en I’élimination des peroxydes lipidiques
résultant de 1’action du stress oxydant sur les acides gras polyinsaturés. (Geyu et al., 2014 ;

Byung et al., 2008).

D’aprés nos résultats on observe une augmentation de 1’activité GPx chez les escargots
traités parl’hymexazole. Cette augmentation s’accorde avec les travaux de (Zhu et al., 2010)
qui utilisant I’hexaconazole sur Daphnia magna, qui montre une augmentation progressive de
I’activité spécifique de GPX . Cet effet pourrait étre di a I’augmentation du stress oxydatif
qui renforce I’activité des enzymes antioxydants chez les animaux (Halliwell et Chirico,

1993).
2.4. Effet sur Pactivité de GST

Les GST sont des enzymes multifonctionnelles impliquées dans 1’étape de conjugaison
du (glutathion réduit) a un grand nombre de xénobiotiques (Boyer, 2006). Elles sont surtout
localisées dans le cytoplasme des cellules, du corps gras et des muscles alaires (Hauburge et
Amichot, 1998). Elles ont un réle important dans la détoxification de substance xénobiotique
et interviennent en catalysant la conjugaison de ces substances avec le groupement thiol du
glutathion endogene (Jakoby et Habig, 1980). Donc, le réle majeur du glutathion est de
convertir des composés lipophiles en molécules hydrophiles facilement excrétables (Habig et
al., 1974). Les GST permettent le développement de la résistance envers les agents
chimiothérapiques, les insecticides, les herbicides et les antibiotiques microbiens. Elles jouent
un réle important dans la physiologie du stress, le transport intracellulaire et dans les

différentes voies de biosynthése (George, 1994).

D’apres nos résultats on observe une augmentation non significative de D’activité
GSTchez les escargots traités parl’hymexazole par rapport aux témoins. De ce fait, de
nombreuses études ont montré aprés exposition aux polluants une augmentation et/ou
réduction de la GST dans divers organismes aquatiques (Geracitanon et al., 2004 ; Ait alla
et al., 2006). Cet effet pourrait étre traduit par une mise en place du processus de
détoxification qui est une forme de défense contre le pesticide (insecticide) (Oruc et Uner,
2000).
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2.4. Effet surlactivité de la CAT

Les catalases (CAT) sont des enzymes péroxysoma les dont le réle est de prévenir les
peroxydations des molécules biologiques induites par 1’eau oxygénée. Elles sont sensibles a
certains contaminants inducteurs de stress oxydatifs au niveau des membranes cellulaires,

comme certains pesticides (Livingstone et al., 1993)

Notre étude montre une augmentation de 1’activité CAT chez les escargots traités par
I’hymexazole par rapport aux témoins. Cette augmentation s’accorde avec les travaux de
(Cossu et al.,1997) qui montre une augmentation de 1’activité CAT a déja été relevée chez
d’autres organismes comme les poissons et les bivalves exposés a des polluants organiques
(HAP, PCB, pesticides et engrais chimiques). Cet effet pourrait étre traduit par la réponse
adaptative au stress oxydatif entrainé par les pesticides et la destruction du I’anion superoxyde
(O2+-) et du peroxyde d’hydrogene (H202) par la SOD et la CAT améliore la toxicité induite
par le chlorpyrifos de la méme facon que par des substances capables de piéger le radical
hydroxyle (*OH) (Sivajothi et al., 2008).

Des études récentes ont démontré queles composéschimiquesdeshuiles essentielles de
I’écorce d’orangejouent un réle important comme systéme de défense contre les ERO, et leurs
activité antioxydant se produit par plusieurs mécanismes: 1’augmentation de [’activité
antioxydant du superoxyde-dismutase et de la catalase et par la modulation de I’expression de
géne de su-peroxyde dismutase, catalase et de glutathion peroxydase (systéeme antioxydant :
GPx, GST, CAT et SOD).(Tripoli et al., 2007). Diverses études expérimentales ont montré
I’existence d’une relation importante entre les huiles essentiellesde 1’écorce d’orangeet la
diminution de ’oxydation de taux des lipoprotéines de faible densit¢é LDL dans le sang
(Gonzalez-Molina et al. 2010).
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Conclusion

L’objectif de la présente étude était d’estimer 1’intoxication par 1’hymexazole chez

Helix asperca et d’évaluer 1’éventuel effet protecteur des huiles essentielles extraites a partir

de I’écorce d’orange. Les résultats obtenus permettent de conclure que :

>

Les taux des meétabolites biochimiques au niveau hépatopancréatique ont été
perturbées notammentune diminution des taux de lipides et une augmentation des taux

de glucides par rapport aux témaoins.

L’activité enzymatique de glutathion peroxydase est augmentée sous I’effet de
I’hymexazole. De méme, et Dintoxication par I’'HZ est a [origine d’une

augmentationde 1’activité de GST et CAT.

Le taux du marqueur de peroxydation lipidique (MDA) a enregistré une augmentation

associée a une diminution de la teneur en GSH.

Par ailleurs, les huiles essentielles de 1’écorce d’orange préviennent dans la plupart des
cars a corriger les parametres perturbés et, par conséquent, neutraliser les effets

toxiques de I’Hymexazole.

Nos résultats permettent de proposer les huiles essentielles d’Orange dans quelconque

schéma thérapeutique de I’intoxication par I’Hymexazole sans risque d’effet secondaires.

Afin d’approfondir les résultats dans la présente étude, il semble approprié de conduire

des recherches futures axées notamment sur :

>

Evaluer les effets d’une exposition chronique aux huiles essenticlles d’Orange sur
une période plus longue afin de mettre en évidences leurs effets toxiques.

Conduire cette recherche sur d’autres modeles biologiques.

Approfondir I’étude par des techniques plus complétes au niveau subcellulaire et

moléculaire.
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Les Annexes

Annexe 01 :Dosage des protéines.

Tableau 09 : La réalisation de la gamme d’étalonnage pour le dosage des protéinesau niveaux de

I’hépatopancreéas.

Tubes 1 2 3 4 5 6
BSA(ul) 00 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 00
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4
Tableau 10 : Dosage des protéines : résultats des densités optiques de la gamme d’étalonnage.
Concentration de BSA 20 40 60 80 100
Absorbance(DO) 0,868 1,243 1,553 1,871 1,954
2,5
y = 0,014x + 0,657
R?=0,965
2
* ®
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Figure 31.Droite de régression experimant les absorbances a 595 nm en fonction

de concentration BSA (mg/l) (R2: coefficient de détermination).
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Tableau 11 :La réalisation de la gamme d’étalonnage pour les lipides aux niveaux de

I’hépatopancreéas.

Annexe 02: Dosage des lipides.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mere de lipide (ul) 00 20 40 60 80 100
Solvant (éther /chloroforme) 100 80 60 40 20 00
@avi/av) mi
Vanilline (ml) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Tableau 12 : Dosage des lipides : résultats des densités optiques de la gamme d’étalonnage.
Concentration de solution de 20 40 60 80 100
lipides (mg/ml)
Absorbance (DO) 0,016 | 0,026 0,08 0,098 0,12
0,14
y =0,001x - 0,016
0,12 R*=0,954 ~
g e
S 008 .
=
2 0,06
0
< 0,04
*
0,02 >
0 T T T T T 1
20 40 60 80 100 120
Concentration de solution mére de lipides(mg/ml)

Figure 32. Droite de régression exprimant les absorbances a 530 nm en fonction de concentration de solution

mére de lipides (mg/ml) (R% coefficient de détermination).
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Annexe 03: Dosage des glucides.

Tableau 13 : La réalisation de la gamme d’étalonnage pour les glucides aux niveaux de

I’hépatopancréas.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mere de glucose (pl) 00 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 00
Réactif d’Anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4

Tableau 14: Dosage des glucides: résultats des densités optiques de la gamme d’étalonnage.

Concentration de solution glucose 20 40 60 80 100
(mg/ml)
Absorbance (DO) 0,344 0,505 0,873 1,136 1,434
1,6

y =0,014x + 0,015
R?=0,990

L2 /
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Figure 33. Droite de régression exprimant les absorbances a 620 nm en fonction

de concentration de solution de glucose (mg/ml) (R2: coefficient de détermination)
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Annexe 04 : Variation du taux moyen (mg/L) des paramétres biochimiques (Protéines, lipides et

glucides) au niveau de I’hépatopancréaschez les escargots témoins et les escargots traites.

Lots expérimentaux
Parametre

Témoin HEO Hymexazol HEO+ Hymexazol
Taux des protéines 4787°+ 11,24 45,10* + 4,13 45,45 + 4,23 45,67% + 8,96
Taux des lipides 104,68%+39,51

112,33%+104,07 56,02°+31,85 100,64°+63,46

137,44°+22,16

Taux des glucides 84,39° £21,22 70,02° +24,39 133,19 +54,62

2 - les moyenne affectées de lettres différentes dans la méme ligne sont statistiquement différente
(p<0,05).

Annexe05. Variation du taux moyen (mg/L) des paramétres du stress oxydant au niveau au niveau de

I’hépatopancréaschez les escargots témoins et traités.

Lots expérimentaux

Parametre (unite) Témoin HEO Hymexazol HEO+
Hymexazol

Taux du MDA

5 3,82°+1,12 3,82% +2,00 4,84*+ 191 3,75 +1,92
(10'uM/mg de prot.)

Taux de GSH

8 1,25%+6,22 1,40°+8,11 5,78%+1,53 1,21%+5,28
(10°uM/mg de prot.)

Taux GPx

b a a b
(uM/mg de prot.) 0,0034°+ 0,00025 0,0043°+0,00044 | 0,0045°+0,000042 | 0,0035°+0,00012

Taux de GST
0,067%+0,038 0,055%+0,030 0,123%+ 0,0545 0,092%+0,082
(uM/mg de prot.)
Taux de Catalase
1,924° +1,009 1,852°+0,922 4,794% +2 272 2.408°+1,087
(uM/mg de prot.)

2 - les moyenne affectées de lettres différentes dans la méme ligne sont statistiquement différente (p<0,05).







