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Résumé :

Les ¢éléves de la classe de seconde 11 du lycée Jean Calvin de Noyon se sont demandés
comment les plantes se protégeaient face aux champignons. Pour pouvoir répondre a cette
problématique ils ont testé cela sur de la levure de boulanger (Saccharomyces cerevisiaeMeyen
ex E. C. Hansen, 1883). Cet organisme est un eucaryote (pourvu d’un noyau) unicellulaire
utilis€é souvent dans les laboratoires comme modele. Au niveau des plantes, les éléves se sont
tournés vers les huiles essentielles (HE) d’orange (Citrus sinensis (L.) Osbeck, 1765) et de
citron (Citrus limon (L.) Burm. f., 1768) utilisées dans I’agriculture biologique pour leur effet
antifongique. Les ¢éleves ont réalisé en travaux pratiques de chimie, 1’extraction d’HE d’orange.
Puis deux protocoles ont ¢té mis en place. Le premier a permis de cultiver des levures a 30°C
pendant 8 jours, puis a placer des supports imbibés de 'HE a différentes concentrations (0,
25%, 50 % ou 75 %). Les résultats n’ayant pas montré de différence sur I’état des levures, les
¢leves ont effectué un 2¢ protocole en plagant les HE en méme temps que les levures. Au bout
d’une semaine, ils ont pu observer, gwautour du support diffusant de I'HE, I’absence de
développement de levure.

Mots clés : Champignon ; Huile essentielle ; levure ; protection
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|  Introduction :

De nombreuses études ont été menées sur
I'utilisation  des huiles essentielles en
agriculture et notamment dans la viticulture.
L’huile essentielle d’orange douce est utilisée
en culture biologique (GRAB, 2018). Les HE
sont des mélanges de molécules appelées
composé€s organiques volatils (COV). Ces
molécules sont produites par de nombreuses
plantes et extraites par distillation. Dans la
nature, les COV permettent aux plantes de
communiquer chimiquement avec les autres
organismes de leur environnement. C’est une
forme de langage qui permet par exemple
d’attirer des pollinisateurs sur les fleurs (pour
la reproduction de la plante) ou au contraire de
repousser les herbivores ou les pathogénes
(champignons, bactéries) et ainsi défendre la
plante face a divers agresseurs. Les éléves ont
choisi de travailler sur des HE d’agrumes dans
leur étude avec la levure de boulanger vivante
cultivée en condition stérile afin de testersi les
plantes peuvent se protéger avec leurs huiles

essentielles face aux champignons.

Il Matériels et méthodes

1 Extraction de I’huile essentielle par
distillation

Le dispositif est présenté sur la Figure 1, il
est constitu¢ d’un ballon, placé dans un
chauffe ballon, reli¢é a un réfrigérant. Ce
systétme permet la condensation du distillat
dans le réfrigérant. Le distillat, composé de
I'huile essentielle (COV lipophiles) et d’eau
aromatique (mélange d’eau et de COV
hydrophiles) est récupéré a la sortie dans un
erlen meyer (Figure 2). Le zeste d’une orange
est broyé dans un mortier puis placé dans un
ballon de 250 mL avec 100 mL d’eau (Figure
3). Le tout est porté¢ a ébullition douce entre
50 et 60 °C : T'huile essentielle entrainée a la
vapeur est recueillie dans le bécher ou elle
surnage.

N

J— Thermomeétre

Colonne réfrigérante

Arrivée d’eau froide

Départ de |'eau réchauffée

Chauffe Ballon

Ballon contenant les zestes broyés

]

Figure 1 : Montage complet (crédits photos : Lycée Jean Calvin)
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Erlen meyer

Figure 2 : Récupération de I’ HE et de l’eau
aromatique (crédits photos : Lycée Jean Calvin)

3 Culture des levures en conditions stériles

Toutes les manipulations sont réalisées en
condition stérile sur une paillasse nettoyée a
I’éthanol, dans la zone de 20 cm autour d’un
bec bunsen, enrespectant les régles d’hygiéne
et de sécurité (mains lavées, port d’une blouse,
manches relevées et cheveux attachés). La
solution de levure est préparée a température
ambiante avec 0,5 g de levures déshydratées
(marque Chabrior) remise en suspension avec
un agitateur stérile dans 100 mL d’eau stérile

2 Séparation et relargage de 1’huile

essentielle

Le distillat est versé¢ dans une ampoule a
décanter et 50 mL d'une solution saturée de
chlorure de sodium, utilisée pour rincer le
bécher, sont ajoutés, ’ensemble est agité¢ avec
précaution en prenant soin de dégazer. Apres
décantation lente les 2 liquides se séparent, le
plus dense, hydrophile se rassemblant dans la
partie inférieure. Lorsque les 2 phases sont
bien distinctes elles sont séparées en
recueillant la solution ionique dans un premier
bécher et l'autre phase, lipophile qui contient
I'huile essentielle dans un deuxiéme petit
bécher.

' A T i
Figure 3 : Préparation des zestes d 'orange (crédits photos : Lycée Jean Calvin)

puis aliquotée par 1 mL en tube stérile. Le
milieu de culture est préparé avec 0.5 g de
bouillon de beeuf (marque Maggie), 0.7 g de
glucose (Sordalab) et 0.5 g d’agar-agar
(Sordalab) dissous avec un agitateur dans 25
mL d’eau distillée préalablement chauffée
(Figure 4), le mélange est porté¢ a ébullition
puis versé¢ dans une boite de pétri stérile
(Figure 5). 50 boites de pétri sont préparées
afin de disposer de 5 répétitions par condition.
Apres refroidissement les boites  sont
ensemencées avec une goutte de suspension
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de levures, déposée avec une pipette pasteur 30°C dans une étuve pendant une semaine.
stérile et étalée avec un étaleur stérilis€ a
I’éthanol (Figure 6). Les boites sont placées a

- Ea B

Figure 5 : Répartition de la gélose dans les boites de pétri (crédits photos : Lycée Jean Calvin)
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Figure 6 : Etalement du saccharomyces cerevisiae sur les géloses (crédits photos : Lycée Jean Calvin)

4 Application des huiles essentielles surles 5 Observations microscopiques des

levures glandes sécrétrices d’huile essentielle
Toutes les manipulations sont réalisées en Des coupes transversales fines sont
condition stérile. Deux  protocoles effectuées dans le zeste avec la lame de rasoir

expérimentaux de contact des levures avec les  (Figure 7. Elles sont montées entre lame et
HE sont réalisés. Dans les deux cas des lamelle dans une goutte de Rouge Soudan III
disques de papier wattman imbibés de
solution d’HE concentrées ou diluées dans de
I'huile d’olive sont déposés dans la boite de
pétri. Le premier protocole correspond a un
contact sur des cultures de levure agées d’une
semaine. Le second correspond & une mise en
contact lors de I’ensemencement. Dans les
deux cas le temps d’application du traitement
est d’'une semaine a 30 °C. Les huiles
essentielles d’orange (Citrus sinensis de chez
Puressentiel contenant Limonéne) et de citron
(Citrus lmon de Puressentiel contenant
Limonéne, B-Pinéne, y-Terpéne) sont utilisées
pures ou dilu¢es dans de 'huile d’olive aux  Figure 7 : La préparation des lames (crédits
concentrations suivantes : 0 ; 25 ; 50 ; 75 %. photos : Lycée Jean Calvin)

Aprés une semaine de culture, les résultats
sont lus, les boites sont photographiées et le
nombre de colonies est mesuré avec le logiciel
« mesurim » (Logiciel réalis¢ par Jean-

Frangois Madre, enseignant associ¢ a I’équipe )
ACCES) La peau des agrumes contient des poches

ou glandes a huile dont les cellules renferment

des composés organiques odorants. Ces
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composés, peu solubles dans leau, sont
difficiles a extraire par macération ou
décoction dans l'eau. On préfeére utiliser la
technique de I'hydro distillation qui consiste a
porter a ébullition, un mélange d'agrume et
d'eau. Sous l'action de la chaleur, les cellules
des agrumes éclatent et liberent des composés
organiques volatils. La vapeur d'eau formée
entraine les composés organiques a ['état
gazeux vers le réfrigérant. La condensation de
ce mélange gazeux provoque sa séparation en
deux phases liquides

La phase organique supérieure, huileuse et
trés odorante, appelée "huile essentielle",
contenant la majorit¢ des composés odorants.

La phase aqueuse inférieure, odorante,
appelée "eaux aromatiques ", qui n’en contient
que tres peu.

Il reste des molécules odorantes dissoutes
dans la phase aqueuse. On veut les récupérer
dans la phase organique. Ces molécules sont
encore moins solubles dans une solution
aqueuse ionique que dans l'eau pure. En
ajoutant une solution ionique au distillat eten
agitant, pratiquement toutes les molécules
odorantes passent dans la phase organique, la
phase aqueuse devenant ionique. L'opération
se fait dans une ampoule a décanter. La
solution ionique utilisée est souvent une
solution de chlorure de sodium saturée.

Pour récupérer les éventuelles traces
d’huile essentielle encore présentes dans la
phase aqueuse, on pourrait également réaliser

une extraction liquide — liquide avec du
dichlorométhane, mais celui-ci reste un
solvant organique relativement dangereux.

2 Effet des huiles essentielles de citron et
d’orange sur des colonies de levures de
boulanger formées (Tableau 1)

Des colonies de levure se sont formées sur
toute la surface de gélose aprés une semaine
de culture. Certaines boites  étaient

contaminées par des colonies de petite taille
(probablement des bactéries) et n’ont pas été
utilisées par la suite. Chaque boite a été prise
en photo sans étre ouverte avant et apres
application des HE (Figure 8).

Pastille imbibée d’HE

Colonies de levures

Figure 8 : Exemple de résultat apres une

semaine de mise en contact avec les HE
(crédits photos : Lycée Jean Calvin)

Conditions

..... Résultats présence ou
absencede halo

o
experience d’inhibition

Boites témoin sans huile essentielle

|
9

Boites avec un support diffusant de I’huile essentielle d’orange douce

distillation en TP de chimie

Boites avec un support diffusant de I’huile essentielle d’orange obtenue par

Boites avec un support diffusant de ’huile essentielle d’orange diluée a25 %

Boites avec un support diffusant de I’huile essentielle d’orange diluée a 50 %

Absence

Boites avec un support diffusant de I’huile essentielle d’orange diluée a 75 %

Boites avec un support diffusant de 1’huile essentielle de citron

Boites avec un support diffusant de I’huile essentielle de citron diluée a 25 %

Boites avec un support diffusant de I’huile essentielle de citron diluée a 50 %

Boites avec un support diffusant de I’huile essentielle de citron diluée a 75%

z|z|z|z|Z|Z|Z| Zz (z|z
Il

Il
(U2 L3 (9,0 L9,Y (V. (O} (V2 IREV R (O

Tableau 1 : Résultats du premier protocole

6

Article en accés libre sous licence Creative Commons (CCAL) : cet article est en téléchargement et diffusion libre sans but commercial ni
modification et doit étre cité comme mentionné en fin d’article ou sur le site du journal.

Free access article under Creative Commons licence: this article can be downloaded and shared without any commercial purpose and cannot
be modified. It must be cited as mentioned at the end of the article or in the journal website.

© les auteurs. Journal DECODER, publié par I’association DECODER/the authors. Journal DECODER,

published by DECODER association
Journal DECODER, 2022.

&



http://www.journal-decoder.fr/

Article publié le 11 Avril 2022/Article published on the 11th April 2022 www.journal-decoder.fr

;DEC@D []

Article scientifiqueinitié par la classe/Scientificarticle initiated by the class

3 Effet des huiles essentielles de Citron et toutes les boites avec un disque imprégné
d’Orange sur la croissance de la levure d’HE un halo d’inhibition apparait nettement
de boulanger (Tableau 2) autour du disque, c’est une zone de quelques

mm sans cellule. Cette zone n’est jamais

Les résultats sont présentés sur la Figure 10 observée sur les boites témoins sans disque et

et la Figure 9. Aprés une semaine a 30 °C les celles avec disque imprégné d’huile d’olive
levures se sont multipliées sur toutes les boites  qui avait servi de diluant des HE.

en formant un tapis plus ou moins uniforme

avec parfois quelques colonies isolées. Sur

Développement de
colonies de levure

Pastille imbibée d'HE
Halo d'inhibition

Figure 10 : Exemple de résultat en Figure 9 : Exemple de résultat en
l’absence d’HE (crédits photos : Lycée Jean présence d’HE (crédits photos : Lycée Jean Calvin)
Calvin)

Les ¢leves ont pu observer des gouttes Soudan III dans les zestes de citron et
d’HE mises en évidence ou non par le Rouge d’orange (Figure 11, Figure 12 et Figure 13).

» Répétitivité de . Résultats
Conditions I’expérience Présence ou absence
de halo d’inhibition
Boites témoin sans huile essentielle N=5 Absence
Boites avec un support diffusant de 1’huile essentielle d’orange N=5
Boites avec un support diffusant de 1’huile essentielle d’orange diluée a25 % N=5 Présence
Boites avec un support diffusant de ’huile essentielle d’orange diluée a50 % N=5
Boites avec un support diffusant de 1’huile essentielle d’orange diluée a 75 % N=5
Boites avec un support diffusant de ’huile essentielle de citron N=5
Boites avec un support diffusant de I’huile essentielle de citron diluée a 25 % N=5 Présence
Boites avec un support diffusant de 1’huile essentielle de citron diluée a 50 % N=5
Boites avec un support diffusant de I’huile essentielle de citron diluée a 75% N=5
Boites avec un support diffusant de I’huile d’olive N=5 Absence

Tableau 2 : Résultats du second protocole
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Gouttelette d’'HE

d'HE

—

Figure 11 : Gouttes d "HE de citron
Microscope optique x100 avec Rouge
Soudan (crédits photos : Lycée Jean Calvin)

Gouttelette d'HE

Gouttelette d’'HE

Figure 13 : Gouttes d’HE d’orange
Microscope optique x 100 sans Rouge
Soudan (crédits photos : Lycée Jean Calvin)

IV Discussion :

Les résultats obtenus avec le premier
protocole sur des colonies formées de levure
ont €té traitées avec le logiciel mesurim. Les
comptages ont été tres difficiles suite a une
présence trés importante de colonies formées
de levure aprés une semaine d’incubation.
Aucun changement n’a été observé apres
I’addition d’HE sur les colonies par la
méthode du disque de papier imprégné et cela
quelle que soit la concentration (0, 25, 50, 75
et 100%) et le type d’HE (citron, orange). Ces
résultats indiquent que les traitements aux
huiles essentielles appliqués sur les colonies

Gouttelette d’HE

Gouttelette d'HE

——

Figure 12 : Gouttes d’HE d’orange
Microscope optique x100 avec Rouge
Soudan (crédits photos : Lycée Jean Calvin)

de levure de boulanger n’ont pas modifi¢ la
croissance cellulaire ou que la méthode ne
permet pas de mesurer cette variation de
croissance. Cette seconde hypothése a conduit
a Iélaboration d’une deuxiéme expérience.
Les ¢éleves ont défini un nouveau protocole
permettant de placer en méme temps la levure
et les huiles essentielles. Ils en ont profité pour
ajouter une condition afin de tester I'impact de
I'huile d’olive seule sur la croissance des
levures._Aprés une semaine de culture un halo
d’inhibition est apparu autour des disques
quelle que soit la dilution (25, 50, 75 et 100%)
et le type d’HE (citron, orange). Les résultats
montrent que la culture de levure n’a pas pu se
développer au contact des huiles essentielles
de citron ou d’orange. Parailleurs les résultats
indiquent que les huiles essentielles agissent
méme trés diluées. Cette méthode n’est pas
quantitative et il est difficile d’établir le lien
entre le diamétre d’inhibition de croissance et
la concentration en HE. En effet ces derniéres
étant de nature lipophile (hydrophobe), leur
diffusion dans la gélose (hydrophile) n’est pas
mesurable ce qui pourrait expliquer pourquoi
les ¢éleves n’ont pas observé d’halo plus ou
moins important autour du disque en fonction
de la dilution d’HE. Les ¢éleves ont également
montré que I'huile d’olive n’a aucune action
contre la croissance des levures de boulanger.
Les huiles essentielles de citron et d’orange
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sont riches en monoterpénes, petites
molécules a 10 carbones portant différents
groupements chimiques. Ces deux HE sont
riches en limonene qui représente plus de 90
% de celle d’orange douce. Chaque espece ou
variétés d’une méme espéce produit un
mélange spécifique qui conduit a la
compositon de [I'HE, a son odeur
(https://www.youtube.com/watch?v=W9JpR

i8Mlik,

accessed 2021-09-23) et a ses caractéristiques
biologiques. En 2011 des chercheurs ont
réussi a inhiber la synthése du limonéne dans
les peaux d’orange par une méthode de
transformation génétique. Ils ont montré
expérimentalement que le champignon
responsable de la pourriture verte des agrumes
(apres la récolte) ne se développait pas sur les
fruits sans limonéne. Leurs expériences ont
mis en ¢vidence que le limonéne est dans ce
cas un substrat du champignon (Rodriguez et
al, 2011). Dans la nature cette pourriture
permet d’¢liminer la peau de orange et rend
accessible le reste du fruit qui contient les
graines qui pourront étre ainsi disséminées par
des frugivores-herbivores.

Les HE de citron et d’orange sont extraites
par distillation ou d’autres techniques a partir
des zestes issus de I’industrie des jus de fruits
et constituent une valorisation des déchets de
cette filiecre. Ces deux HE sont dans le top 3
de la production mondiale, celle d’orange ar-
rive en téte avec 49000 T extraites en 2019,

celle de citron en troisieme position derricre
celle de menthe avec 9000 T (FranceAgriMer,
2020).

V Conclusion :

Les ¢leves étaient partis sur 'idée que les
plantes sécrétaient des huiles essentielles qui
leur permettaient de détruire des champignons
déja installés. Mais leurs expériences nous ont
montré que ces molécules agissaient plutot
dés le début de I'infection, voir en prévention.
Nous pourrions compléter leur travail en
faisant des dilutions plus fines avec des
protocoles spécifiques pour déterminer la
concentration ~ minimale  inhibitrice ~ ou
fongicide (Guinoiseau, 2010). Nous pourrions
¢galement nous intéresser aux effets de
synergiec des huiles essentielles et étudier
I'effet fongicide sur des cultures de levures.

9

Article en accés libre sous licence Creative Commons (CCAL) : cet article est en téléchargement et diffusion libre sans but commercial ni
modification et doit étre cité comme mentionné en fin d’article ou sur le site du journal.

Free access article under Creative Commons licence: this article can be downloaded and shared without any commercial purpose and cannot
be modified. It must be cited as mentioned at the end of the article or in the journal website.

© les auteurs. Journal DECODER, publié par I’association DECODER/the authors. Journal DECODER,

published by DECODER association
Journal DECODER, 2022.

D080


http://www.journal-decoder.fr/
https://www.youtube.com/watch?v=W9JpRg8M1qk
https://www.youtube.com/watch?v=W9JpRg8M1qk
https://www.youtube.com/watch?v=W9JpRg8M1qk

Article publié le 11 Avril 2022 /Article published on the 11th April 2022 www.journal-decoder.fr

4 DECODE[]

Article scientifiqueinitié par la classe/Scientificarticle initiated by the class

Références :

FranceAgriMer. (2020, décembre 10). Production et marchés des huiles essentielles.
https//www.franceagrimer.fr/Actualite/Filieres/Plantes-a-parfum-aromatiques-et-
medicinales/2020/Production-et-marche-des-huiles-essentie lles-Aromadays-2020

GRAB. (2018). Liste des produits phytosanitaires autorisés en agriculture biologique sur
cultures maraicheres et fraise (p. 1-14). GRAB (Groupe de Recherche en Agriculture
Biologique). https://www.grab.fr/wp-content/uploads/2018/04/5-Liste-phyto-bio-
maraichage-2018.pdf

Guinoiseau, E. (2010). Molécules antibactériennes issues d huiles essentielles : Séparation,
identification et mode d’action [Phdthesis, Université de Corse]. https:/tel.archives-
ouvertes. fr/tel-0059505 1

Rodriguez, A., San Andrés, V., Cervera, M., Redondo, A., Alquézar, B., Shimada, T., Gadea, J.,
Rodrigo, M. J., Zacarias, L., & Palou, L. (2011). Terpene down-regulation in orange
reveals the role of fruit aromas in mediating mnteractions with insect herbivores and
pathogens. Plant Physiology, 156(2),793-802.

Remerciements : Ce travail a été initié dans le cadre des événements organisés par le CNRS
« du laboratoire de recherche a la classe » pour 'année de la biologie. Nous remercions Jean-
Claude Caissard (LBVpam), H. Gréche (Université de Fez), F. Jullien (LBVpam) et Mathias
Fontez (LBVpam) pour les discussions intéressantes sur les huiles essentielles.

Ont participé au travail d’écriture de cet article, en collaboration avec Sandrine
MOJA, chercheuse en Biochimie Végétale (par ordre alphabétique) : Juliana DA COSTA,
Pierre Louis DELELIS, Lou DENANT, Marwa ERRADOUANE, Mohamed ERRADOUANE,
Yann GARCIA, Louise KUNC, Mélyne LAPPEL, Gabriel LASSIEUR CAUDRON, Lyiana
LEFEVRE, Eva LUCIANO-LOUVET, Gabrielle MACHU, Gaél MORLIERE, Ana PEREIRA
DE ARAUIJO, Anna PEREIRA-BAYART, Bradley PICHON,Mailyn ROUDAUT PAOLUCCI,
Romane SEELS, Ethan TRUONG, Léa VANLANGENDONCK.

Comment citer cet article : Sandrine Moja et la classe de 274 11 du lycée Jean Calvin (Noyon
(FR)), Huiles essentielles au secours de [’agriculture biologique, Journal DECODER, (2022-
04-11)

10

Article en accés libre sous licence Creative Commons (CCAL) : cet article est en téléchargement et diffusion libre sans but commercial ni
modification et doit étre cité comme mentionné en fin d’article ou sur le site du journal.

Free access article under Creative Commons licence: this article can be downloaded and shared without any commercial purpose and cannot
be modified. It must be cited as mentioned at the end of the article or in the journal website.

© les auteurs. Journal DECODER, publié par I’association DECODER/the authors. Journal DECODER, @®@@
BY NG SA

published by DECODER association
Journal DECODER, 2022.


http://www.journal-decoder.fr/

