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Introduction

La découverte du pouvoir thérapeutique des plantes est un concept traditionnel et
ancien. Dans les années cinquante, et suite a l'introduction des antibiotiques synthétiques
efficaces, I'utilisation des dérivés de plantes comme agents antimicrobiens est devenue
presque inexistante (Cowan, 1999).

L'émergence de la résistance aux antibiotiques suit a I’ utilisation massive et parfois
abusive de ces derniers, est devenue un réel probléme de santé publique (Cavallo et al., 2004 ;
Henriques et al., 2006 ; Schelz et al., 2006). Environ, 90-95% de souches de Staphyloccocus
aureus sont résistantes a la pénicilline et dans les pays asiatiques 70-80% de ces mémes
souches sont méticilline résistantes (Hemaiswarya et al., 2008). Ces dernieres ont connu une
distribution a I’ échelle mondiale en méme temps qu’ elles évoluaient vers la multirésistance

aux antibiotiques.

La description récente de souches cliniques résistantes haut niveau aux glycopeptides
par acquisition du géene vanA, renforce aujourd’ hui les craintes d'une situation « d’ impasse
thérapeutique » pour la prise en charge des patients infectés par ces souches
épidémiques (Minary-Dohen et al., 2005). De méme, le traitement des infections causees par
Pseudomonas aeruginosa est devenu compliqué ; ce micro-organisme présente une résistance
naturelle a de nombreux antibiotiques (amoxicilline, céfotaxime, tétracyclines, cotrimoxazole)

et des capacités importantes de résistance acquise (Richet, 2003 ; Depardieu et al., 2007).

Certaines bactéries manifestent, en outre, un certain degré de résistance vis-a-vis des
antibiotiques usuels, voire parfois une résistance totale a toute thérapeutique. D’ ou I’ intérét de
rechercher de nouvelles substances d’ origine naturelle incluant les plantes. Récemment, un
grand intérét est porté aux propriétés antimicrobiennes des extraits de plantes aromatiques,
particulierement aux huiles essentielles (Rasooli et Mirmostafa, 2003; Sartoratto et al., 2004,
Schelz et al., 2006), parallélement, ces propriétés ont été évaluées et rapportées dans la
littérature (Dorman et Deans, 2000 ; Lahlou, 2004).

Plusieurs pays, dont I'Inde, la Palesting, I'Afrique, Honduras, la Jordanie, Cuba et I'ltalie,
ont soutenu des programmes de recherche pour confirmer I’ activité antimicrobienne expliquée
par la médecine traditionnelle (Sartoratto et al., 2004) et I’ évaluation de leurs propriétés in
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vivo sont en cours d exploitation (Ouraini et al., 2005), mais peu de travaux ont été effectés
sur I’ activité antimicrobienne des huiles essentielles des plantes aromatiques de la région de
Bejaia (Sari et al., 2006).

Ainsi, nous nous sommes proposés dans ce travail d'évaluer I’ activité antibactérienne
des huiles essentielles d'Origanum glandulosum Desf. et d'Artemisia herba alba Asso, deux
plantes aromatiques de la région de Begaia (Algérie), qui n'ont pas éé rapportées jusqu'a
présent malgre leur utilisation fréquente.

La présente éude sintéresse a |'évaluation de I'effet antibactérien de leurs huiles
essentielles sur quatre souches bactériennes, pathogénes et résistantes: Saphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa.

Pour dével opper ces aspects, hous avons adopté la méthodol ogie suivante:

+ Cuelllette et séchage des plantes.

+ Extraction des huiles essentielles par hydrodistillation.

+ Etude del'activité antibactérienne sur milieu solide par la méthode des disques.

+ Etude deI'activité antibactérienne de la phase volatile.

+ Etude de I'activité antibactérienne en milieu liquide.

+ Anayse préliminaire des huiles essentielles par Chromatographie sur Couche

Mince.
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Cﬁapitre 1 Synthése bibliographigue

|- Armoise blanche et Origan
I-1- Lesplantes médicinales

Environ 250 000 a 500 000 especes de plantes dans e monde ont été répertoriées. Un
pourcentage relativement faible de 1 & 10% de celles-ci a été utilisé comme aliment par les
humains et les autres espéces animales (Cowan, 1999). Selon Lawrence, il y'aurait 17 500
espéces aromatiques. Les genres capables d'éaborer les constituants qui composent les huiles
essentielles sont répartis dans un nombre limité de familles, ex.: Asteraceae, Apiaceae,
Lamiaceae (Labiés), Fabaceae, Rutaceae, Lauraceae, Cupressaceae, Pinaceae, Myrtaceae,
Zingibéraceae (Bruneton, 1999 ; Pauli, 2006).

En Algérie, ony trouve plus de 3000 espéces de plantes dont plus de 300 sont utilisées
en médecine traditionnelle ou en médecine moderne (Blaidi et Hellal, 1996).

Environ 164 plantes médicinales ont été recensees dans la région de Begjaia et qui
appartiennent aux familles botaniques suivantes: Lamiaceae, Asteraceae, Rosaceae,
Fabaceae, Apiaceae, Liliaceae, Solanaceae, Poaceae, Polypodiaceae, Rutaceae, Fagaceae,

Plantaginaceae, etc. (Laouer, 2004).
[-2- Genre Artemisia L. (Armoise)

Le genre Artemisia L. appartient a la famille des Asteraceae. |l comporte environ 400
espéeces (Bendjilali et al., 1984a). Cette plante pousse dans I’ hémisphére nord (Salido et al.,
2004 ; Haouari et Ferchichi, 2008). On en trouve surtout en Orient et en Afrique du Nord. Elle
existe également dans |’ hémisphére sud, au Chili (Fenardji et al., 1974). Certaines espéces du
genre Artemisia sont trés rares dans les hautes montagnes. En revanche, d’autres sont tres
répandues et abondantes dans les régions steppiques et sahariennes (Quezel et Santa, 1963),
ex : Artemisia herba alba (echih) (Baba Aissa, 1999).

En Algérie, et selon Quezel et Santa (1963), une dizaine d’ armoises sont répertoriees :

Artemisia herba alba Asso.

il

Artemisia absinthium L.

i

Artemisia arborescens L.

il

Artemisia judaica L.

Il

Artemisia atlantica Coss et Dur.

il

Artemisia alba Turra.

il



Cﬁapitre 1 Synthése bibliographigue

Il

Artemisia campestris L. ssp. Eu-campestris Briq et Cav.

Ml

Artemisia campestris L. ssp. glutinosa (J. Gay) Baitt.

Artemisia verlotorum Lamotte.

il

"
il

Artemisia vulgaris.

+ Artemisia herba alba Asso (armoise blanche)
Nom botanique : Artemisia herba alba Asso
Noms locaux

« en Arabe et en Kabyle : g chih, 4a:& chiha, 4u& chiba, ifsi, zézzaré (Quezel et
Santa, 1963; Baba Aissa, 1999), Aysoum, Ghurayrah (Marc et al., 2008).
e en Francais: armoise blanche (Bendjilali et al., 1984 a).

e en Anglais. whitewormwood (Marc et al., 2008).

= Classfication botanique

Laclassification d’ Artemisia herba alba Asso est donnée comme suit :
Regne : Végéta
Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédonae
Sous classe : Astéridae
Ordre: Astérales
Famille : Compositae (= Asteraceae)
Genre : Artemisia
Espece : Artemisia herba alba Asso

(Quezel et Santa, 1963; Gaussen et al., 1982).

= Description del’ espéce Artemisia herba alba Asso (ar moise blanche)

Cest une plante odorante vivace dressee, suffrutescentes a tiges nombreuses,
tomenteuses, rigides et droites de 30-50 cm (figure 1 a).
- Lesfeuilles sont courtes, généralement pubescentes argentées a pinnatipartites (figure 1 ;
b, c, d).
- Les bractées externes sont opagues et pubescentes et les intérieures sont oblongues,

brillantes et glandul euses.
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- Capitules pauciflores en général, homogenes, a fleurs toutes hermaphrodites. Ils sont
sessiles ou subsessiles (Quezdl et Santa, 1963; Wright, 2002).

A Armoise hlanche en mois de Mai 2008
b : Spécimen déraciné

C ! Feuilles et tizes de 1'armoise blanche
dl : Feuilles de I'armoise hlanche

Figure 1 : Armoise blanche et différents organes de la plante

= Habitat

L’armoise blanche, plante des hautes plaines steppiques du sud de I’ Algérie occidentale,
colonise progressivement les nappes alfatieres. La sécheresse persistante et le rouissage
naturel trés long en absence d’ exploitation rythmée ont contribué au remplacement de I’ alfa
(Stipa tenacissima L.) par I’armoise blanche. Cette espéce présente une vaste répartition
géographique couvrant, en Algérie, environ 4 millions d’ hectares (Ayad et al., 2007).

L'armoise blanche se développe dans les steppes argileuses et les sols tassés
relativement peu perméables. Elle se trouve sur les dayas, les dépressions et |les secteurs plus
ou moins humides (Ayad et al., 2007).



Cﬁapitre 1 Synthése bibliographigue

= Airededistribution del’armoise blanche

Elle s étend de I’ Espagne, des Canaries al'Egypte et I'Asie Occidentale. En Algérie, elle
est particulierement répandue dans les secteurs des Hauts-Plataux algérois et oranais, secteur
Hauts- Plateaux constantinois, et secteur de Sahara Septentrional (Zousfana, El Goléa,
Hamada de Tinghert), assez rare dans |’ oranais, le Tell constantinois, et e Sahara Central ou
elle pousse en montagne (Quezel et Santa, 1963 ; Ozenda, 2004).

= Propriétés et usage

Trés recherchée pour ses propriétés pharmacologiques, I'armoise blanche est utilisée
pour traiter: les ulceres, les dyspepsies, les troubles hépatique; les aphtes, les mycoses, les
piqires dinsectes et de scorpion, et toutes les formes d'empoisonnement. La grande
popularité, dont €elle jouit, repose vraisemblablement sur les pouvoirs antiseptiques et
antispasmodiques gqu'elle posséde et sur ses propriétés antitumorales, probablement liées aux
principes améres (Bendjilali et al., 1984 a ; Atoum et al., 2006).

En plus de ces propriétés, les feuilles et les sommités fleuries de I’ armoise blanche sont
antigastralgiques, emménagogues, stomachiques, vermifuges (ascaris, oxyures) (Baba Aissa,
1999 ; Djerroumi et Nacef, 2004). Elle est également utilisée dans le traitement des blessures
externes et dans le cas de désordre neurologique (tics, spasmes, convulsion...) et la maladie
d’ Alzheimer (Baba Aissa, 1999; Salah et Jager, 2005a; Saah et Jager, 2005b). Au Sud-Est
du Maroc, |I'armoise blanche est utilisée dans le traitement de I’ hypertension et du diabéte
(Tahraoui et al., 2007). L'infusion de cette plante est conseillée pour le rhumatisme et
I'arthrite (Marc et al., 2008).

En Algérie, elle est utilisée par les riverains des massifs de Djebels Tafat, Anini et
Migriss (Sétif) contre les nausées et les troubles hépato-gastriques. Elle est recommandée
comme antispasmodique (douleurs abdominales, estomac, tube digestif et intestin) (Sari,
1999), et elle est utilisee en cas d'infection oculaire (El Goléa), de refroidissement, de
I’ obésité, et elle est aussi considérée comme helminthiases (Béni Abbés et a Ouargla) (Maiza
et al., 1993).

En dimentation, elle entre dans I'aromatisation de certaines boissons. Mais son emploi
reste limité a cause de la toxicité des thuyones qu'elle en contient. Les Marocains ont la
coutume de faire infuser de I'armoise dans le café. Exploitée industriellement, I'huile

essentielle sert surtout en parfumerie et en cosmétologie (Bendjilali et al., 1984 a).
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= Composition chimique

L’armoise blanche renferme des huiles essentielles (monoterpénes et sesquiterpéenes)
(Laid et al., 2008), des flavonaoides (flavones et flavonols ) et des lactones sesquiterpéniques
(eudesmanolides). L’ eudesmanolides (taurine, a-santonine, 8a-hydroxy, 4a, So-epoxytaurine,
herbalbine etc.) et germacranolides semblent étre les types de lactones sesquiterpéniques les
plus abondants trouvés chez cette espéece (Wright, 2002 ; Salah et Jager, 2005a).

Les travaux sur I'armoise blanche, qui ont surtout porté sur la composition de I'huile
essentielle, montrent |'extraordinaire diversité existant a l'intérieur de cette espece. L'éude
d'un grand nombre d'échantillons avait permis a Bendjilali et Richard (1980), de décrire
quatre chémotypes dont les différences portent principalement sur les trois cétones, a- et -
thuyone et camphre, représentant entre 60 et 80% de I'huile essentielle totale. Leurs
proportions relatives permettent de classer |es différents peuplements étudiés en :

« Chémotype a- thuyone et camphre,

« Chémotype a camphre,

« Chémotype a- thuyone,

« Chémotype B- thuyone (Bendjilai et Richard, 1980).

Deux nouveaux chémotypes d'Artemisia herba alba: I'un a davanone, dont la teneur,
selon les échantillons analysés, varie de 30 a 70% de I'huile essentielle totale; I'autre a acétate
de cis (-)-chrysanthenyle dont la teneur varie sensiblement dans les mémes proportions ont été
mis en évidence (Bendjilali et al., 1982).

Des éudes restent a réaliser pour connaitre les raisons de cet extraordinaire
polymorphisme chimique (Bendjilali et al., 1984a; Salido et al., 2004).

[-3- Genre Origanum "Zateur"

Le genre Origanum (famille Lamiaceae) comporte environ 38 especes qui sont
répandues dans la région Méditerranéenne, Euro sibérienne et Irano Sibérienne. Cependant, la
plupart des especes, environ 75%, sont concentrées dans le pourtour méditerranéen, en
particulier dans les régions méditerranéenne de I'Est (Sahin et al., 2004). Le terme origan
provient de deux mot grecs "oros" et "genos’, c'est-a-dire " éclat des montagnes' (Kintzios,
2002). Parmi elles, Origanum wvulgare ssp glandulosum (Desf.), synonyme Origanum
glandulosum Desf., est une plante spontanée endémique, développant en Afrique du Nord
(I'Algérie et laTunisie) (Bendahou et al., 2008).
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En Algérie, il existe 3 especes :
Origanummajorana L.,

il

il

Origanum glandulosum Desf .,
Origanum floribundum Munby (Quezel et Santa, 1963).

"
dllh

4+ Origanum glandulosum Desf. (origan)

Nom botanique : Origanum glandulosum Desf.
Noms locaux
o enArabeet en Kabyle: s Zaater
e enFrancais: origan

e en Anglais: oregano
= Classfication botanique

La classification d'Origanum glandulosum Desf. est donnée comme suit :
Regne : Végéta
Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédonae
Sous classe : Astéridae
Ordre: Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre : Origanum
Espece : Origanum glandulosum Desf.

(Quezel et Santa, 1963; Gaussen et al., 1982).

= Description del’ espéce Origanum glandulosum Desf. (origan)

L’ espece Origanum glandul osum est une plante a tiges toutes dressées (figue 2 a, by, by).
L’inflorescence est en épis denses, a fleurs restant contigués aprés la floraison. La corolle a
une levre inférieure bien plus longue que lalévre supérieure (figure 2 ; C,, Cy, Cy).

= Habitat
Broussailles, garrigues (Quezel et Santa, 1963).

= Airededistribution del’origan
Commun danstout le Tell (Quezel et Santa, 1963).
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= Propriétés et usage

Action sédative, apéritive, antispasmodique, stomachique, carminative, expectorant,
antiseptique.

L’origan est recommandé en cas de manque d'appétit, d'aérophagie, de bronchite
chronique, de toux dirritation, d'asthme, dabsence de régles, action antalgique, et
parasiticide; utile contre la pédicul ose, les rhumatismes et la cellulite (Dellile, 2007).

Les especes d'Origanum sont largement connues comme herbe culinaire, pour

assai sonner les produits alimentaires et |es boissons a cooliques (Bendahou et al., 2008).

A : Tiges dressées de Foriean en mois de Janvier 2008

bl. b2 : Tiges et feuilles de Porizan

C1, C2: Origan enpérinde de floraison (Juin 2008}

'3 : Orizan en péniode post-floraison (fin Juin- Juillet 2008)

Figure 2 : Les différents stades de développement de |'origan

= Composition chimique

L’ origan renferme des huiles essentielles (Dellile, 2007), des polyphénols (flavonoides
libres, quercetine, acide caféique et acide rosmarinique qui sont liés a 3- et 5- flavonoides
hydroxylés) (Belhattab et al., 2004).

L'éude faite par Sari et al. (2006) sur la variabilité chimique de I'huile essentielle

d’'Origanum glandulosum récolté dans différentes régions de I'Est de I'Algérie (23
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échantillons) montre qu'il existe trois chémotypes : chémotype a thymol, chémotype a
carvacrol, et chémotype athymol et a carvacrol. Les composés majoritaires identifiés sont : le
thymol, le carvacrol, le p-cymene et le y - terpinene. L’ analyse chimique faite toujours par
Sari et al. (2006) ont montré que les huiles essentielles d'Origanum glandul osum récolté dans
trois sites différents de la région de Begjaia ont des chémotypes variables. En revanche, I'huile
essentielle d'Origanum glandulosum récolté dans la région de Tlemcen est de chémotype a
thymol (tableau 1) (Bekhechi et al., 2008; Bendahou et al., 2008).

Tableau | : Lacomposition chimique des huiles essentielles d'Origanum glandul osum Desf.
de quelques régions d’' Algérie
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[1- Leshuilesessentielles

[1-1- Définition

Le terme "essentiel” dérive de "I'essence”, qui signifie I'odeur ou le godt. La flaveur et
I”’odeur spécifique de beaucoup de plantes sont reliées aux propriétés de ces substances
(Cdsamiglia et al., 2007). La fragrance de la plante est portée dans la "Quinta essentia”, ou
dans une fraction d'huile essentielle (Cowan, 1999).

Les huiles essentielles sont des composés complexes, naturels et volatiles, caractérises
par une odeur forte et qui sont synthétisés par des plantes aromatiques en tant que métabolites
secondaires (Bakkali et al., 2008).

Lanorme AFNOR NF T 75-006 a donné la définition suivante d'une huile essentielle : «
Produit obtenu a partir d'une matiéere premiére végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit
par des procédés meécaniques a partir de I'épicarpe des Citrus, soit par distillation seche.
L'huile essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques pour les
deux premiers modes d'obtention ».

Cette définition est restrictive puisqu’ elle ne cite pas les produits obtenus par extraction
a l'aide de solvants ou ceux obtenus par tout autre procédé (gaz sous pression, enfleurage)
(Bruneton, 1999).

I1-2- Classification
On distingue deux types de classification des huiles essentielles (HE) :

La premiére dépend de la composition chimique et se répartit en trois classes

les HE hydrocarburées qui sont les plus nombreuses.

les HE oxygénées représentées par toutes les HE solides.

les HE sulfurées retrouvées chez les Liliaceae et |es Brassicaceae.

La seconde repose sur la couleur del’ huile et comprend quatre classes

lesincolores qui sont dépourvues de résine et d' azulene.

les jaunes qui renferment des résines.
= lesbleues qui contiennent de I’ azuléne.
= lesjaune- vert et vert- brun qui contiennent principalement de I’ azuléne mais aussi

d’ autres colorants (Charpentier et al., 2004).

11



Chapitre 1 Synthése bibliographique

I1-3- Localisation des essences dans le végétal

Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux : fleurs,
feuilles et, bien que cela soit moins habituel, dans des écorces, des bois, des racines, des
rhizomes, des fruits, et des graines (Bruneton, 1999). Dans une méme plante, elles peuvent
étre présentes a la fois dans différents organes (fleurs, feuilles et tige), mais la composition
des essences est adors variable dun organe a l'autre, c'est le cas chez Verbascum
viedemannianum (Iskender et al., 2009).

La synthése et I'accumulation des huiles essentielles sont généralement associées a la
présence de structures histologiques spécialisées, souvent localisées sur ou a proximité de la
surface de laplante (figure 3) :

= poches sécrétrices des Myrtaceae ou Rutaceae,

« cellules a huiles essentielles des Lauraceae ou de Zingiberaceae situées sous
I’ épiderme,

= poils sécréteurs ou |'huile s'accumule sous la cuticule ou poil de patchouli des
lamiaceae,

= canaux secréteurs (lactiferes) des Apiaceae, des Asteraceae (Bruneton, 1999;
Guignard, 2000), des Coniféres ou des Ombelliferes (Paris et Hurabielle, 1981).

.-+ Epidemne

-« Epiderme

Poils sécréteurs Poil de patchouli Canaux secreéteurs

L'essence est prasentée en noire

Figure 3 : Exemple d’ appareil sécréteur (Guignard, 2000)

L'excrétion de I'huile essentielle dans la cavité des poches ou canaux est réalisée par

exocytose (Myrtaceae) ou par lyse des cellules bordant la cavité (Rutaceae).

12
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Sur le plan métabolique, cette localisation, au niveau des épidermes ou dans la lumiére
de poches et tubes, rend leur réutilisation exclue ou limitée (Guignard, 2000).

Sur le site de stockage, les gouttelettes d'huile essentielle entourées de membranes
spéciales constituées d'esters d'acides gras hydroxylés hautement polymeérisés, associés a des
groupements peroxydes, limitent fortement I'évaporation des huiles essentielles ainsi que leur
oxydation a l'air; ces membranes éant lipophiles leur perméabilité vis-a-vis des gaz est
extrémement réduite (Teuscher et al., 2005).

[1-4- Propriétés physiques des huiles essentielles

Malgré leurs congtitutions différentes, les huiles essentielles possedent en commun un
certain nombre de propriétés physiques :

- Cesont généralement des liquides a latempérature ordinaire.

- Leur voldtilité les oppose aux « huiles fixes »; a cette volatilité des huiles

essentielles sont liés leur caractére odorant et la possibilité de les obtenir par

entrainement ala vapeur d'eau.

- Elles sont généralement incolores ou jaune pale quand elles viennent d'étre

préparées. |l existe cependant quelques exceptions (ex. huiles essentielles a azulene, de

coloration bleue),

- Leur densité est le plus souvent, inférieure a 1; seules trois huiles essentielles

officinales ont une densité supérieure a celle de I'eau : ce sont les huiles essentielles de

Cannelle, de Giroflier et de Sassafras,

- Elles possédent un indice de réfraction souvent élevé et sont douées de pouvoir

rotatoire.

- Peu solubles dansI'eau, elles lui communiquent cependant leur odeur (eaux distillées

aromatiques). Elles sont solubles dans les acools de titres élevés, dans les huiles fixes et

dans la plupart des solvants organiques,

- Elles sont tres altérables, sensibles a I'oxydation (mais ne rancissent pas). Elles ont

tendance a se polymeériser en donnant lieu alaformation de produits résineux. Elles sont

donc de conservation limitée (Paris et Hurabielle, 1981).
[1-5- Composition chimique des huiles essentielles

La teneur des plantes en huile essentielle est généralement faible, de I'ordre de 1% a

1%o. Il existe cependant quelques exceptions : ex. la Badiane de Chine, ou la teneur en

13
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essence est supérieure a 5%; «le clou de girofle » qui renferme plus de 15% d'essence (Paris
et Hurabielle, 1981; Guignard, 2000).

Certaines huiles essentielles sont presgue exclusivement constituées dune seule
molécule (Lamendin et al., 2004), c'est le cas chez Mentha pulegium, par exemple, qui
contient un pourcentage en pulegone supérieur a 83% (Bouchra et al., 2003; Vian et al.,
2008), de deux ou trois molécules ( Salvia sclarea rosaedora, Citrus reticulata, Eugenia
caryophyllus), mais la plupart sont polymoléculaires (molécules de méme famille chimique
ou non) (Lamendin et al., 2004) et peuvent contenir approximativement 20 a 60 composants a
des concentrations complétement différentes. Elles sont caractérisées par deux ou trois
composants majeurs a des concentrations moyennement élevées (20-70%) par rapport aux
autres composants qui sont présents en faible quantité. Par exemple, le carvacrol (30%) et le
thymol (27%) sont les composants majeurs de I'huile essentielle d'Origanum compactum, le
menthol (59%) et la mentone (19%) ceux de I'huile essentielle de Mentha piperita. Ces
composants majeurs déterminent, généralement, les propriétés biologiques des huiles
essentielles (Bakkali et al., 2008).

Ces constituants appartiennent a deux groupes distincts:
« legroupe des terpénoides

« legroupe des composes aromatiques dérives du phénylpropane (phényl propanoides)
[1-5-1- Terpénoides

Les mélanges de terpenes (ou terpénoides) et leurs dérivés sont genéralement
responsables de la caractéristique aromatique de la matiere végétale (Lamarti et al., 1994;
Reverchon et al., 1995). lls constituent un vaste groupe de métabolites secondaires (Judd et
al., 2002) avec plus de 30000 structures diverses (Julsing et al., 2006).

Les terpéenes peuvent étre considérés comme des dériveés de I'isopréne (figure 4) : ce sont

des isoprénoides (Guignard, 2000).

I
C CH,
CZH/ \?/ /k/
H
isopréne unité isoprénique

Figure 4 : Structure de base des terpénes
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Selon le nombre d'unités isopréniques qui les constituent, on distingue : les terpénes
proprement dits ou monoter pénes en Cyo, les sesquiterpénes en Cs, les diterpénes en Cy, les
triterpenes (Cz) (ex. stéroides), les tetraterpenes (Cqo) (ex. caroténoides), et les polyter pénes
(Guignard, 2000 ; Liao et al., 2006).

Les congtituants d'huile essentielle sont principalement les mono- et sesguiterpenes

(Julsing et al., 2006); les terpénes les plus volatils, c'est-a-dire ceux dont la masse moléculaire
est faible (Bruneton, 1999).

[1-5-1-1- Monoterpenes

Les monoterpénes sont congtitués par 10 atomes de carbone ou deux unités
isopréniques. Ils sont volatils, entrainables a la vapeur d'eau, d'odeur souvent agréable et
représentent la majorité des constituants des huiles essentielles (Lamarti et al., 1994). IIs se
composent de plusieurs fonctions (tableau I1).

Tableau Il : Composition de Monoterpénes (Bruneton, 1999; Kintzios, 2002; Julsing et al.,
2006 ; Bakkali et al., 2008).

Composition de

R Conformations Constituants
M onoter penes
Acycliques Myrcéne, ocimeénes
Carbures M onocycliques a- et y-terpinéne, p-cymeéne, phéllandrénes, etc.
Bicycliques Pinénes, A-caréne, camphéne, sabinéne, etc.
myrcene ocimenes a-terpinene y-terpinene p-cymeéne
/{ - P
(-)-a-pinéne  (+)-B-pinéne 3-caréne (+)-camphene (+)-sabinéne

15
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Acycliques Géraniol, lindal, citronellol, lavandulol, nerol, etc.
Alcools M onocycliques Menthol, a-terpinéol, terpin-1-én-4-ol, carveol
Bicycliques Bornéol, fenchol, chrysanthenol, thyan -3- ol, etc.
HG
x__CH,OH
CH,0H
géraniol citronellol (+)-linalol
: (OH
- D
H OH
/\
(-)-menthol a-terpinéol bornéol
Aldéhydes Acycliques Gérania, néral, citronelld, etc.
Acycliques Tagétone, etc.
_ Mentone, isomentone, carvone, pulégone,
Cétone Monocycliques o
piperitone, etc.
Bicycliques Camphre, fenchone, thuyone, etc.
o ' o}
/
MY s
© x’
PN PN
tagetone  (+)-3-thuyone camphre (-)-carvone  (+)-fenchone
) Acétate ou propionate linalyle, acétate citronellyle,
Acycliques
Esters etc.

M onocycliques

Acétate de menthyle, acétate d'a-terpinyle, etc.

16
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Bicycliques Acétate d'isobornyle, etc.

Ethers 1,8- cinéole (on dit aussi eucalyptol), dill-éther, etc.

////O

dill-éther 1,8-cinéole
Peroxydes Ascaridole, etc.
Phénols Thymol, carvacrol, etc.
- | OH | T
. -
- “OH
o
carvacrol thymol

[1-5-1-2- Sesquiterpenes

Les variations structurales dans cette série sont de méme nature que dans le cas
précédent, carbures, alcools, cétones étant les plus fréquents (Bruneton, 1999). Ces
congtituants importants des huiles essentielles, trouvent beaucoup d'applications dans le
domaine médical, mais également rentrent dans les formulations de savon et de parfum
(Merfort, 2002). Sur la figure 6, quelques exemples de sesguiterpenes caractéristiques des
huiles essentielles : carbures mono- ou polycycliques (B-bisaboléne, B-caryophyléne,
longifoléne). Alcools (farnésol, carotol, p-santalol, patchoulol), cétones (nootkatone, cis-
longipinane-2,7-dione, pB-vétivone), adéhydes (sinensals), esters (acétate de cédryle)
(Bruneton, 1999).

Un autre type de terpénoides, ou le groupement méthyle d’isopropyle est oxydé en
groupement lactone (Merfort, 2002), les lactones sesquiterpeniques (figure 5), est surtout
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connu chez les Asteraceae (ou ces lactones sont diversifiés et utiles pour la taxonomie), mais
on le trouve dans quelques autres familles, comme les Apiaceae, les Mognoliaceae et les
Lauraceae (Judd et al., 2002). Ces composés sont intéressants non seulement en point de vue
chimique et chimiotaxonomique, mais également parce qu’un nombre important d'entre eux

possede des activités biologiques et thérapeutiques (propriétés anti-inflammatoires,

S
HO

antitumorales, antimicrobiennes, etc.) (Merfort, 2002).

B-bisaboléne B-caryophylléne longifolene patchoulol
AN
p %
| OH CH,OH
OH -
trans. trans-farnésol carotol -santalol

. OCOCH;

(+)-nootkatone B-vétivone aceétate de cedryle

o)
_CH2
OCOCH, OH OH
CH, o) =
CH
HOH ,C d CH; H,C 2
o} 0

parthénine lactupicrine vernolépine

Figure 5: Exemples de structures de sesquiterpenes et de lactones sesquitepeniques
(Bruneton, 1999)
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Ces deux groupes disoprénoides sont synthétisés séparément par l'intermédiaire de
deux voies différentes :

« Voied'acide mévalonique cytosolique (MVA)
« VoiePhosphate érythritol méthylique (MEP)

Ces deux voies sont localisées dans des compartiments subcellulaires différents : lavoie
de MV A prédomine dans le cytosol et lavoie de MEP dans le plastide (Liao et al., 2006).

Les sesquiterpenes, triterpénes, stérols et polyterpenes sont synthétises dans le cytosol.
Cependant, |a biosynthese d’isoprénes, monoterpénes, diterpenes et tetraterpenes, carotenoids,
les hormones végétales et I'acide abscisique se produit dans les plastides (Mahmoud et
Croteau, 2002, Yamasaki et Akimitsu, 2007).

D'apres Landmann et al. (2007), I'huile essentielle de la lavande (Lavandula
angustifolia) contient principalement de mono et sesquiterpéenes. La technique de la PCR
permet de détecter deux monoterpenes synthétases et une sesguiterpéne synthétase dans les
fleurs et lesfeuilles (Yamasaki et Akimitsu, 2006).

Les monoterpenes sont synthétisés par une monoterpéne synthétase. Souvent, la
monoterpene synthétase simple catalyse la production des composés multiples, incluant les
monoterpénes de types acycliques, monocycliques, et bicycliques (Yamasaki et Akimitsu,
2007).

[1-5-2- Composés aromatiques

Les phénylpropanoides sont beaucoup moins fréguents que les précédents, mais
quelques plantes peuvent en avoir des proportions sSignificatives. Le terme
"phénylpropanoides” se rapporte a des composés avec une chaine a trois carbone liée a un
anneau aromatique de six carbones. Les phénylpropanoides dérivent principalement de la
phénylalanine synthétisé par la voie métabolique de shikimate, qui est spécifique des micro-
organismes et des plantes (Calsamiglia et al., 2007).

Ce sont tres souvent des alyl- et propénylphénols, parfois des adéhydes,
caractéristiques de certaines huiles essentielles d'Apiaceae (anis, fenouil, persil, etc.:
anéthole, anisaldéhyde, etc.), mais aussi des cellules de girofle, de la muscade, de |'estragon,
du basilic, de I'acore ou des cannelles (eugénol, safrole, asarones, cinnamaldéhyde, etc.). On
peut également rencontrer dans les huiles essentielles des composes en Cs-C; comme la

vanilline (assez fréquente) ou comme |'anthranilate de méthyle (figure 6) (Bruneton, 1999).
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CHO
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eugénol E-anéthole vanilline anthranilate de méthyle

Figure 6 : Exemples de composés aromatiques (Bruneton, 1999)

Géné&ralement, les voies de biosynthéses concernant les terpénes et les
phénylpropanoides sont indépendantes dans les plantes, mais peuvent co-exister dans
certaines, avec une voie dominante (telle que I'huile de cinnamome avec cinnamaldéhyde

comme constituant majeur et eugénol comme constituant mineur) (Bakkali et al., 2008).

[1-5-3- Composés d'origines diver ses

Il sagit de produits résultants de la transformation de molécules non volatiles. Ces
composeés contribuent souvent aux arémes de fruits (Bruneton, 1999).
% Composésissus dela dégradation d'acide gras

o La péroxydation des acides linoléique et a-linolénique induit leur coupure, la
formation d'acides en Cy ou Cy; €t, ultérieurement, celle d'alcools, d'aldéhydes et d'esters de
faible masse moléculaire, ex. : (32)- hexén-1-ol, (2E)- hexénals et leurs isomeéres responsabl es

de I'odeur "verte" des feuilles, octanal, décanal, acétate d'hexenyle, etc. (Bruneton, 1999).

e Clest égdement a partir d'acides gras que sont formés des composés comme les
acides jasmoniques et leurs esters ou les 3-jasmin-lactones : (-)-(R)-jasmin lactone du jasmin
(Jasminium grandiflorum L.) ou (+)-(S)-jasmin-lactone de la tubéreuse (Polianthes tuberosa
L.). L'un des mécanismes propose pour expliquer la formation de ces produits est analogue a

celui qui, chez les animaux, conduit aux prostaglandines (Bruneton, 1999).
= Composésissusdela dégradation de ter penes
Les voies de dégradation des terpenes conduisent a |'obtention de divers composes:

o Cyz-norisoprénoides. Les principaux constituants de ce groupe — les ionones —
proviennent de I'autoxydation des caroténes. Largement distribuées (ex. : violette), elles sont
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fréquentes dans les ardmes de fruits. Les damascénones (rose, géranium) et les damascones
qui ont une origine voisine (caroténoides all éniques) (Bruneton, 1999).

e Irones. Ces cétones en Cyy sont également des produits de dégradation,
caractéristiques de I'absolue d'iris, elles ne sont pas préformeées, mais apparaissent lors du
vieillissement du rhizome. Elles proviennent de I'oxydation de triterpenes bicycliques, les
iridals (iripalidal, iriflorentina, irigermana libres ou estérifiés par des acides gras)
(Bruneton, 1999).

[1-6- RO&le de métabolites secondaire dansles plantes : role des essences

Les plantes renferment une variété importante de métabolites qui peuvent étre classés en
deux groupes en se basant sur leur fonction. Les métabolites primaires (acides nucléiques,
protéines, acides gras...) qui exercent des fonctions directes au niveau des activités
fondamentales de I'organisme végétal (Guignard, 2000 ; Liao et al., 2006). Les métabolites
secondaires, bien que leur importance chez les plantes soit encore mal appréhendée, il
semblerait qu’ils jouent un réle dans I'interaction écologique entre les plantes et
I’ environnement et cela, en jouant des réles dans I'attraction de pollinisateur, la défense et la
communication plante plante (Liao et al., 2006). Ils sont, soit des produits terminaux ou de
déchet de métabolisme, soit des substances de réserve manifestant une mobilisation
réorientée (Richter, 1993).

Ces métabolites secondaires des plantes trouvent leur origine dans des produits du
métabolisme des glucides, des lipides et des acides aminés (Richter, 1993).

De nombreuses interactions entre les plantes qui les éaborent et leurs

environnements ont été observées:
# Interactions plante- micro-organisme

Les plantes sont constamment exposées a une panoplie de micro-organismes
pathogenes, notamment aux champignons, dont certains peuvent méme infecter les plantes
saines. Ces plantes utilisent les terpenoides (huiles essentielles) comme antibiotiques ; les
phytoal exines antifongiques des terpenes les plus importantes sont les sesquiterpenes, tels que
le capsidiol, synthétisé dans le tabac. De méme, l'inhibition de la synthése des phytoalexines
sesquiterpeniques dans les tubercules de pomme de terre les rend plus prédisposés a la

putrification douce par Erwinia carotovora (Edwards et Gatehouse, 1999).
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# AutresInteractions

Les plantes établissent une interaction complexe avec les insectes; attraction des
pollinisateurs et protection contre les prédateurs. Par exemple, les coniferes sécrétent un
mélange complexe des monoterpénes, des sesquiterpenes et des diterpenes, nomme
oléorésing, en réponse a |'attague par des prédateurs d'insecte. Cette sécrétion défensive peut
contenir plus de 30 monoterpéenes, y compris le limonene, le pinene et le myrcéne, qui sont
toxiques non seulement pour l'insecte mais aussi pour leurs champignons symbiotiques
(Mahmoud et Croteau, 2002).

De méme, les terpénes volatils et les composés aromatiques (lactones, aldéhydes et
alcools) de beaucoup de fruits permettent d'attirer les animaux afin de disperser leurs graines.
chez les agrumes, le limonéne de monoterpéne est un arome puissant alors que chez la banane
I'eugénol phénolique est le plus odorant (Edwards et Gatehouse, 1999). D'autres
monoterpéenes, tels que le linalol, le camphene et |e cinéole, sont impliqués dans I'attraction et
I'allél opathie de pollinisateur (Mahmoud et Croteau, 2002).

Les plantes qui possedent des principes toxiques sont elles moins consommeées
(Guignard, 2000). Le ptaquiloside norsesquiterpénique trouvé dans la fougere provoque
I'aveuglement et les cancers chez les bétails, tandis que le safrole, trouvé dans I'huile de
sassafras est métabolisé au niveau du fois en un carcinogene efficace (Edwards et Gatehouse,
1999).

I1-7- Méthodes d'extraction des huiles essentielles

La digtillation par la vapeur ou, hydrodistillation est le procédé le plus fréquemment
appliqué pour extraire les huiles essentielles. Cependant, une distillation peut affecter la
composition d'huile essentielle extraite, a cause de I'isomérisation, |a saponification et d'autres
réactions qui peuvent se produire durant la distillation. D'autres méthodes employées pour
extraire les huiles essentidlles peuvent également engendrer la modification de la
composition. Par conséquent, dans la littérature, les différences trouvées dans la composition
de certaines huiles essentielles, sont souvent dues en partie aux méthodes d’extraction
(Scheffer, 1996).

|1-7-1- Extraction des huiles essentielles par entrainement a la vapeur d'eau

» L'hydrodistillation simple consiste aimmerger directement le matériel végétal atraiter

dans un alambic rempli d'eau qui est portée a ébullition. Les vapeurs hétérogenes sont
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condensées sur une surface froide. Les huiles essentielles se séparent par différence de densité
(décantation), la phase huileuse ainsi récupérée est séchée avec du sulfate de sodium anhydre
puis conservée a 4°C jusgu'a utilisation (figure 7). Dans beaucoup de cas |'appareil utilisé est

de type Clévenger (figure 8) (Scheffer, 1996; Bruneton, 1999 ; Bendahou et al., 2007).

@

1: Chauffage
2: Evaporation Condenseur
3: Séparation

4:Eau de reflux

Echantillon

®

Source d'énergie ———

Phase aqueuse

|
|
( : ) Huile essential
|
|
L

Figure 7: Méthode d’ extraction des huiles essentielles par
hydrodistillation (cité par Bousbia et al., 2009).

Légemdes
(17 : Chauffe ballon
(27 : Ballbn
(37, (41,057 ks différents ¢ omstitnart du Clevenger

Figure 8: Schémade Clévenger (cité par Laouer, 2004).
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» Dans la distillation a vapeur saturée, le végétal n'est pas en contact avec l'eau : la
vapeur d'eau est injectée au travers de la masse végétale disposée sur des plagues perforées.
Pour raccourcir le temps de traitement, limiter |'atération des constituants de I'huile
essentielle et économiser I'énergie, il est possible de travailler en surpression modérée (1 a 3
bar). La conséquence de la surpression éant une augmentation de la température, la qualité du
produit peut en souffrir (Bruneton, 1999).

» L'hydrodiffusion consiste a pulser de la vapeur d'eau a tres faible pression
(0,02-0,15 bars) atravers la masse végétale, du haut vers le bas. La composition des produits
obtenus est qualitativement différente de celle des produits obtenus par les méthodes

classiques. Le procédé permet un gain de temps et d'énergie (Bruneton, 1999).
[1-7-2- Extraction par les solvants

L'extraction proprement dite est généralement précédée d'une division de la drogue. Les
solvants les plus utilisés —sous réserve de légidlations restrictives particuliéres- seront les
hydrocarbures aliphatiques (éther de pétrole, hexane, propane ou butane liquide), les solvants
hal ogénés (dérivés chlorés, et fluorés du méthane et de I'éthane) et I'éthanol, ce dernier étant
surtout utilisé pour I'obtention d'absolues et de résinoides lavés. En fin d'opération, le solvant
qui imbibe la masse végétale est récupéré par injection de vapeur d'eau dans celle-ci
(Bruneton, 1999).

[1-7-3- Extraction par enfleurage

Ces procédés mettent a profit la liposolubilité des composants odorants des végétaux
dans les corps gras. Dans la technique dite de « I'enfleurage » I'extraction se fait par diffusion
afroid versle corps gras, alors que dans celle dite de la « digestion » €elle se pratique a chaud,
par immersion des organes végétaux fragiles (fleurs d'oranger, pétales de Rose) dans le corps
gras fondu (enfleurage a chaud). Le produit obtenu est une pommade florale (Paris et
Hurabielle, 1981; Bruneton, 1999).

[1-7-4- Extraction par desgaz supercritiques

Les techniques habituellement adaptées, telles I'entrainement a la vapeur d'eau et
I'extraction par solvant, souffrent de plusieurs limitations dans |'extraction et la préservation
de la composition des arbmes naturels. |l peut se produire une dégradation de composés
thermolabiles, hydrolyse et solubilisation dans de I'eau et une contamination par solvants.
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L'extraction par des gaz supercritiques CO, est proposée comme technique aternative
(Reverchon et al., 1995 ; Reverchon et De Marco, 2006), selon le principe suivant:

Au-dela du point critique, un fluide peut avoir la densité d'un liquide et la viscosité d'un
gaz, d'ou une bonne diffusibilité dans les solides et un bon pouvoir solvant. L'intérét sest
porté initialement sur le dioxyde de carbone (produit naturel inerte chimiquement,
ininflammable, strictement non toxique, facile a éiminer totalement, séectif, aisément
disponible, peu réactif chimiquement et peu colteux). Le point critique se situe a P= 74 bars
et T= 32 °C (Pourmortazavi et Hajimirsadeghi, 2007).

Les avantages de cette technique sont nombreux : capacité a fournir des extraits de
composition tres proche de celle des produits naturels, possibilité de faire varier la séectivite,
la viscosité, etc. en jouant sur la température et la pression (extraction et fractionnement
simultanés), absence dhydrolyse et de réarrangements. Ces avantages expliquent le
développement actuel du procédé, et ce malgré la lourdeur de l'investissement (Bruneton,
1999).

[1-7-5- Hydrodiffusion a micro-onde et a gravitation

Elle consiste a utiliser un four a micro-ondes (figure 9). L'interaction directe de four a
micro-onde avec de I'eau biologique (vapeurs originaire de I'eau de la matiére végétale
fraiche) favorise le dégagement des huiles essentielles emprisonnées a l'intérieur des cellules
de tissus de la plante. Un mélange de "jus brut" chaud et de vapeur d'eau se déplace ainsi
naturellement en bas par la pesanteur de la terre en dehors de la cavité de micro-onde ou elle
se condense a l'intérieur de la spirale du réfrigérant. Le distillat récupéré est décanté et la
phase huileuse ainsi récupérée est séchée par le sulfate de sodium anhydre puis conservée a
4°C jusqu'a utilisation (Vian et al., 2008 ; Bousbia et al., 2009).
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Figure 9 : Hydrodiffusion a micro-onde et a gravitation
(cité par Vian et al., 2008)

[1-8- Analyse deshuiles essentielles

Différents essais ont été prévus. évauation de la miscibilité a I'éhanol, mesures
physiques (indice de réfraction, angle de rotation optique, densité relative, parfois point de
solidification), détermination des indices d'acide, d'ester, de carbonyle, etc. Une analyse de
I'huile essentielle, par une technique chromatographique est aussi demandée. Bien que
beaucoup moins performante que la CPG (Chromatographie en Phase Gazeuse), la CCM
(Chromatographie sur Couche Mince) peut étre utilisée en routine pour le contréle de la

qualité des huiles essentielles (Bruneton, 1999).

Chromatographie sur Couche Mince (CCM) : la chromatographie seffectue sur des
couches de 0,25mm de gel de silice G. Les systéemes de solvants utilisés peuvent étre ala base
d'éther diéthylique et d'éher de pétrole (30:70) (Muir et al., 1982), de toluéne ou benzene,
chloroforme et/ou acétate d'éthyle. La détection peut se faire sous UV ou par pulvérisation de
réactifs spécifiques : acide sulfurique puis vanilline et chauffage, chlorure d'antimoine, etc.
(Bruneton, 1999).

Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG) : C’est la technique chromatographique la
plus efficace pour séparer les mélanges volatiles, en raison de sa résolution élevée et

l'universalité de la détection en utilisant un détecteur a ionisation de flamme (FID).
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Généralement la colonne est constituée d'une phase non polaire de polysiloxane diméthylique
(silicone méthylique) et d’ une phase polaire de Carbowax 20M (Merfort, 2002).

La possibilité de coupler les chromatographes a divers spectrophotomeétres (infrarouge a
transformée de Fourier, SM) augmente considérablement la quantité et la qualité des

informations obtenues (Bruneton, 1999).

I1-9- Conservation des huiles essentielles

La relative instabilité des molécules constitutives des huiles essentielles rend leur
conservation difficile. Les risques sont multiples: photo isomérisation, photo cyclisation,
coupure oxydative de propénylphénols, peroxydation des carbures et décomposition en
cétones et alcools (limonéne), thermo isomérisation, etc. (Bruneton, 1999).

Ces dégradations pouvant modifier les propriétés et/ou mettre en cause l'innocuité du
produit, il convient de les éviter par certaines précautions telles que I'utilisation de flacons
propres et secs en aluminium, en acier inoxydable ou en verre teinté antiactinique, presque
entierement remplis et fermés de fagons étanche (I'espace libre étant rempli d'azote ou d'un
autre gaz inerte), stockage a I'abri de la chaeur et de la lumiéere (Bruneton, 1999, Sharma et
Tripathi, 2008).

I1-10- Facteursde variabilité des huiles essentielles

Le rendement et la composition de |” huile essentielle sont fortement influencés par la
méthode d'extraction (Bendahou et al., 2007). Le profil chimique des huiles essentielles
produites differe en nombre de molécules mais aussi en type stéréochimique des molécules
extraites ; la comparaison de la composition de I'huile essentielle de lavande produite par la
méthode des gaz supercritiques d'une part et par hydrodistillation d'autre part montre des
différences majeures entre les deux produits, notamment dans la composition en acétate
linalyl trouvée a des taux respectifs de 34,7% et de 12,1%. Cette différence peut étre attribuée
a I'nydrolyse d'une partie de ce composé durant I'hydrodistillation (Reverchon et al., 1995).

D'autre part le but d'utilisation est déterminant dans le choix de la méthode d'extraction.

Le produit d'extraction peut varier également en qualité, en quantité et en composition
en fonction (Bakkali et al., 2008) du matériel génétique (Sartoratto et al., 2004), des
conditions climatiques (Baydar et al., 2004), géographiques (Viljoen et al., 2004; Van Vuuren
et al., 2007), saisonnieres (Jordan et al., 2006; Van Vuuren et al., 2007), la période de cycle
vegétatif (Hudaib et al., 2002 ; Rasooli et Mirmostafa, 2003), |a période de moisson (variation
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journaliére) (Angelopoulou et al., 2002) et la nature de I'organe végétal (Vokou et Margaris,
1986 ; Eyob et al., 2007).

[1-11- Propriétés pharmacologiques des huiles essentielles et Aromathérapie

L’ emploi des huiles essentielles dans |a pathologie digestive fait appel a leurs propriétés:
anti-infectieuse, anti-inflammatoire, spasmolytique, sédative, ce qui permet d obtenir une
action dans différents domaines (Goetz, 2007).

Les principales propriétés des plantes aromatiques sont:

Propriétés appétentes et digestives (Teuscher et al., 2005),

Propriétés carminatives, spasmolytiques et sedatives (Teuscher et al., 2005),
Propriétés anti-inflammatoires (Peana et al., 2002 ; Dordevi¢ et al., 2007),

Propriétés anticarcinogenes et antitumorales (Atoum et al., 2006 ; Ghaly et al., 2008),
Propriétés hormonales (Teuscher et al., 2005; Hu et al., 2007)

Propriétés antioxydantes et antiradicalaires (Tepe et al., 2006),

Propriétés antivirales (Sinico et al., 2005 ; Koch et al., 2008),

Propriétés antifongiques (Amvam Zollo et al., 1998 ; Daferera et al., 2003 ; Duarte et
al., 2005 ; Giordani et al., 2008 ),

Propriétés antibactériennes (Hammer et al., 1999 ; Ozturk et Ercidli, 2007),
Propriétésinsecticides (Lamiri et al., 2001 ; Pavela, 2005 ; Khalfi et al., 2008). etc.

Le terme aromathérapie fut crée pour la premiére fois dans les années 20 par le chimiste
Francais, René-Maurice Gattefossé en se referant spécifiquement a l'utilisation des huiles
essentielles pour traiter les dommages (Brahms, 2004); s'éant brlé au cours d'un accident du
laboratoire, il versera par erreur de I'huile de lalavande sur la plaie et constata que la blessure

guérissait vite, sans laisser de cicatrice (Harding, 2005).

Aromathérapie : adme (odeur, parfum, go(t) et thérapie (traitement).
L’ aromathérapie peut se définir comme une thérapie naturelle aternative ou complémentaire
utilisant des parfums ou I’ un de leurs constituants volatils pour le traitement, atitre préventif
ou curatif, des infections, des maladies physiques et psychosomatiques par l'intermédiaire
d'inhal ation ou massage (Betts, 2003 ; Lahlou, 2004 ; Edris, 2007 ; Hur et al., 2007 ; Lardry et
Haberkorn, 2007).
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+* Inhalation

L’inhalation des huiles essentielles ou leurs terpénes de fagons individuelles présente un
réle significatif dans le contréle du systeme nerveux central. Par exemple, I'inhalation de
I"arome d huile essentielle de Sorax pill et preinhaation d huile essentielle de rhizome
d Acorus gramineus sont utilisées en médecine Chinoise dans le traitement de I’ épilepsie.
Les composés aromatiques, cis-jasmone et méthyle jasmonate, qui sont caractéristiques de
I”arome de Jasminum grandiflorum sont un tranquillisant du cerveau aprés inhalation. De
méme I'inhalation d huile essentielle de lavande a démontré une activité antalgique
intéressante. L'action de I'huile est principalement due a I'activité antimicrobienne de ses
composants volatils. Les vapeurs des huiles essentielles de cannelle et du clou de girofle ont
également montré une inhibition de différentes bactéries pathogénes Gram (+) et Gram (-)
(Edris, 2007).

+ Massage

Les maladies inflammatoires, telles que I'dlergie, rhumatisme et arthrite sont souvent
soulagées, par I'intermédiaire de massage. Les huiles essentielles utilisées pour cette
application sont habituellement diluées dans une huile douce. L’application cutanée de
I” huile essentielle de géranium par le biais de massage traite les symptémes inflammatoires du

al’accumulation de neutrophiles dans I’ oédeme (Edris, 2007).

Utilisé en tant qu'éément de massage, I'huile en question, absorbée par la peau passe
rapidement aux organes internes, en particulier au cerveau. D’ ou son utilisation dans plusieurs
troubles touchant le cerveau (Belaiche, 1979 ; Edris, 2007).

L'utilisation clinique des huiles essentielles et leurs composants volatils par

I'intermeédiaire d'inhalation ou de massage a augmenté dans le monde entier (Edris, 2007).
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I11- Aromatogramme et activité antibactérienne des huiles essentielles

[11-1- Aromatogramme

[11-1-1- Définition

L’aromatogramme est une méthode de mesure in vitro du pouvoir antibactérien des
huiles essentielles. C'est une méthode inspirée de I'antibiogramme qui permet de déterminer
I'activité inhibitrice de la croissance des huiles essentielles par la mesure du diamétre
dinhibition autour d’un disque chargé d'huile essentielle (De Billerbeck, 2007; Kaloustian et
al., 2008). Son principe a éé mis au point, en 1949, pour la premiere fois par Schroeder et
Missing (Belaiche, 1979).

La technique de détermination du pouvoir antimicrobien des HE et composés
aromatiques a une grande influence sur les résultats. Les difficultés pratiques viennent de
I"insolubilité des constituants des HE dans |’ eau, de leur volatilité, de la nécessité de les tester
a des faibles concentrations et  des problemes de standardisation des méthodes (Hulin et al.,
1998).

[11-1-2- Lesprincipalestechniquesde|'aromatogramme

L es principal es techniques d'aromatogramme sont celles réalisées :
- Sur gélose (milieu solide)
- Sur bouillon (milieu liquide)
- En miro atmosphére (milieu gazeux) (Belaiche, 1979)

[11-1-2-1- Technique de micro atmospheére

Cette méthode consiste a déposer un disque de papier filtre imprégné d’ HE au centre du
couvercle d’ une boite de Pétri, sans que |’ huile entre en contact avec la gélose ensemencée
par les micro-organismes. La boite est hermétiquement fermée.

Il se produit une évaporation des substances volatiles dans I’ enceinte de la boite et les
cellules sensibles sont inhibées. Cette méthode ne quantifie par |’ activité antimicrobienne
réelle des HE, elle montre seulement I’ activité des constituants volatils a la température
d’incubation (figure 10) (Hulin et al., 1998).

30



Chapitre 1

Synthése bibliographigue

Ensemencement avec de

& SDUEhEtEH Boite de Pé

“C A R "~. kx\ X u-.
R ﬁﬁ‘“& Qtf‘:tll“\“ 'mn.

———

Disgue imprégne d'huile
essentielle

[—2 —|=—Zone & inhibition

o et

qthﬂ“«‘*‘ﬁ“&x AN w‘ci“‘“u:? ﬂ% KMMIJ
| -,

TILERTE -i nnnnnn

b}

i —

\.

Croigsance micrahienne

Milieu de culture gelosé

! —=— Couvercle de |a hoite

de Pétri

Figure 10 : lllustration de la méthode des micro-atmospheres (Pibiri, 2005)

I11-1-2-2- Technique de I'aromatogramme qualitatif " milieu solide"

Pour cette technique, un des tests les plus simples est basé sur la diffusion en milieu

gélosé. Ce test est réalisé par dépbt de I'HE, al’ aide de disques de cellulose imprégnés d’ une

quantité connue d'HE (figure 11) (antibioaromatogramme) ou des puits creusés dans la gélose

additionné de tween 80 a 10% et rempli d'HE. Aprésincubation, la lecture des résultats se fait

par mesure des diameétres des zones d'inhibition obtenues sur gélose ensemencée de micro-

organisme.

Cette méthode sert en général alapréséection de I’ activité antimicrobienne des HE car :

= |e diameétre d'inhibition n’est pas une mesure direct de I’ activité antimicrobienne des

HE, les différents constituants ne se diffusant pas de la méme maniéere dans le milieu

gélosé ;

= |e diamétre d'inhibition varie en fonction de la densité de I’inoculum et de I’ épai sseur

du milieu de culture. 1l est donc nécessaire de standardiser ces conditions pour pouvoir

comparer les résultats, ce qui n'est pas toujours le cas dans les différentes études

réalisées sur le sujet (Belaiche, 1979; Hulin et al., 1998).
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Figure 11 : lllustration de la méthode d’ aromatogramme sur milieu
solide (Pibiri, 2005)

[11-1-2-3- Technique de|'aromatogramme quantitatif " milieu liquide"

La sensibilité d'une bactérie est mesurée par la « Concentration Minimale Inhibitrice »
(CMI) qui peut étre déterminée par contact direct en milieu gélosé ou en milieu liquide. Elle
correspond a la concentration nécessaire pour inhiber totalement la croissance d'un nombre
déterminé de micro-organismes aprés un temps d’incubation donné (Hulin et al., 1998).

Fréquemment, la CMI n’est pas totalement bactéricide et une partie de I’inoculum est
capable de se développer apres disparition du compose inhibiteur. Ceci a mené a définir un
autre parametre : la « Concentration Minimale Bactéricide » (CMB). Elle correspond a la
concentration en inhibiteur nécessaire pour que |'activité bactéricide soit totale sur un
inoculum donné apres un temps donné (Hulin et al., 1998 ; Mann et Markham, 1998).

Quelque soit la méthode de contact direct choisie, ces techniques, fiables pour les agents
antimicrobiens hydrosolubles, posent un probleme de diffusion et d homogénéité de
dispersion avec les HE, en raison de leur tres faible solubilité dans les milieux aqueux, des
agents dispersants de nature différente ont été utilisés : des solvants, tel I’éthanol, ou des
emulsionnants tel le tween 20 (polyoxyéthylene (2) sorbitan mono-laurate) et le tween 80
(polysorbate 80) 80 (Hulin et al., 1998).

Remmal et al. (1993) ont montré dans un travail ultérieur, sur I’ activité antimicrobienne
des huiles essentielles que I’ éthanol, e tween 20, le tween 80 et le triton X 100 avaient tous
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un effet dépréciateur de |’ activité antimicrobienne des huiles essentielles. Selon les détergents,
les solvants et selon les concentrations auxquelles ils sont employés, les CMI et les CMB
varient et pour résoudre ces problémes une méthode de dispersion des huiles essentielles sans
détergents ni solvants a été mise au point. Son principe est de rendre le milieu |égerement
visgqueux ou colloidal par une solution d’ agar- agar 4 0,2%. A cette concentration, elle donne
au milieu une viscosité capable d’empécher les constituants des huiles essentielles de se

réassocier apres agitation.
[11-2- Activité antibactérienne et mécanisme d’ action des huiles essentielles

Bien que les effets antimicrobiens des huiles essentielles soient bien établis, le
mécanisme d’ action de tels composés est mal compris (Lambert et al., 2001) mais il semble
probable que les terpénoides et les phénylpropancides agissent au niveau de la membrane
cellulaire des bactéries en provoquant sa dislocation (Cowan, 1999 ; Calsamigliaet al., 2007).
L'activité est due a la nature hydrophobe des hydrocarbures cycliques, qui leur permet d'agir
avec la membrane cellulaire en saccumulant dans la bicouche lipidique. Cette interaction
engendre des changements conformationnels de la structure membranaire, en provoquant sa
fluidification et sa dilatation. La déstabilisation de la membrane a pour conséquence la fuite
des ions a travers la membrane cellulaire qui diminue ainsi le gradient ionique. Dans la
plupart des cas, les bactéries peuvent équilibrer le gradient et cela, en employant des pompes
ioniques et la mort cellulaire ne se produit pas, mais les énergies détournées pour faire
fonctionner celles-ci ralentissent la croissance cellulaire. En général, I'activité
antimicrobienne est due aux hydrocarbures cycliques et aux phénols telles le thymol et le
carvacrol dont lesquels les groupements hydroxyle et les électrons forment des interactions
avec de l'eau en établissant des ponts hydrogéne comme site actif qui les rend actifs contre les
micro-organismes. Un autre mécanisme aternatif a été propose et qui admet que le
groupement hydroxyle des phénols réagit en tant que porteur transmembranaire des cations

monovalents et protons (Calsamigliaet al., 2007).
+ Carvacrol

Le carvacrol non dissocié (portant le proton) diffuse a travers la membrane
cytoplasmique vers le cytoplasme et se dissocig, en libérant de ce fait les protons apportés
dans le cytoplasme (figure 12).

Le carvacrol postérieur et non dissocié retourne en portant un ion de potassium

(ou un autre ion) du cytoplasme au milieu extracellulaire. Le Carvacrol libére cet ion dans le
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milieu extracellulaire et récupere un hydrogéne supplémentaire pour fermer le cycle
(Calsamigliaet al., 2007).

Extracellulaire Membrane intracellulaire

cytoplasmigue
|“‘H3
Q/OH

CH; CHy CH, CH,

H — | |
Hy Hy
o o
-
K+ + + H
CH; CH, CH, CH,
T |«
CH; Hs
Q/DK OK
CH, CH, CH, CH,

Figure 12 : Hypothese de mécanisme d’ action du carvacrol
(Cdsamigliaet al., 2007)

Ultee et al. (1999) ont montré gque I'exposition de Bacillus cereus au carvacrol méne a
une diminution de la concentration interne en ATP. Cependant aucune augmentation
proportionnelle de I’ATP externe n'a éé observée. D’aprés ces auteurs, le carvacrol
n‘augmente pas la perméabilité de la membrane pour I’ ATP ; en conséquence |’ épuisement de
la concentration interne en ATP résulte de la réduction du taux de synthése de I’ ATP ou par

augmentation de I'hydrolyse de I’ ATP.
+ Eugénal

L’ eugénol est le composant mgoritaire (85%) de I'huile essentielle de clou de girofle.
Des concentrations sub-létales de I'eugénol se sont avérées pour inhiber la production de
I'amylase et des protéases chez Bacillus cereus. La détérioration de la paroi cellulaire et un

degré éevé de lyse de cellules ont été également notés (Burt, 2004).
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+ Carvone

A des concentrations supérieures au CMI, le carvone affecte le gradient de pH €t le
potentiel membranaire des cellules. Le taux spécifique de croissance d’E. coli, Streptococcus
thermophilus et Lactococcus lactis diminue avec |'augmentation des concentrations de
carvone, ce qui suggére qu'il agit en perturbant le statut métabolique d'énergie des cellules. En
revanche, une autre étude a montré gue le carvone était inefficace sur la membrane externe de
E. coli et de Salmonella typhimurium et n'a pas affecté le taux intracellulaire en ATP (Burt,
2004).

Le mécanisme d'action de I'huile essentielle de I'arbre de thé (Melaleuca alternifolia) est
partiellement dlucidé. Le traitement de Saphylococcus aureus avec de I'huile essentielle de
I'arbre de thé provoque la fuite des ions potassium et des molécules absorbant a 280 nm et
empéche la respiration. Le traitement avec cette huile a également sensibilisé cette bactérie
au chlorure de sodium, et |'observation sous microscope € ectronique montre des changements
morphologiques. Cependant, aucune destruction de la cellule entiére n'est observée par
spectrophotometre ou microscope éectronique. En outre, aucune atteinte de la membrane
cytoplasmique n'est détectée en utilisant la lactate déshydrogénase, seulement une prise
modeste de I'iodure de propidium a été observée (Cox et al., 2000 ; Carson et al., 2006).
Contrairement al'absence de lyse cellulaire entiére chez Saureus traitée par I'huile essentielle
de I'arbre de thé, une lyse cellulaire chez E.coli sest produite suite au traitement par cette
huile et cet effet est aggrave par le co-traitement avec I'EDTA. Tous ces effets confirment que
cette huile affecte I'intégrité structurelle et fonctionnelle des membranes bactériennes (Carson
et al., 2006).

L'éude de mécanisme d'action de I'huile essentielle de I'arbre de thé sur Pseudomonas
aeruginosa n'a pas conduit aux observations citées précédemment. Pour cela, la recherche
sest concentrée sur la fagon dont I'organisme tolere des concentrations élevées de cette huile
et/ou de composants. Ces éudes montrent gque la tolérance est associée a la membrane
externe. Le traitement de P.aeruginosa par |e nonapeptide B polymixine ou I'EDTA provoque
la perméabilisation de la membrane. De ce fait, les cellules deviennent plus susceptibles aux
effets bactéricides de I'huile essentielle de I'arbre de thé, terpinen-4-ol, ou y-terpinene (Cox et
al., 2001 ; Carson et al., 2006).

Schelz et al. (2006) ont confirmé I'importance de I’ huile essentielle de peppermint et le

menthol comme agent antimicrobien par leur activité antiplasmidique.
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En général, I'activité cytotoxique des huiles essentielles est due a la présence de phénals,
d'aldéhydes et d'alcools dans |leurs structures (Bakkali et al., 2008).

Cette propriété cytotoxique est d'une grande importance dans les applications des huiles
essentielles non seulement contre certain microbes pathogenes ou parasites humains ou
animaux mais également pour la conservation des produits agricoles et halieutiques (de la
mer) (Bakkali et al., 2008).

[11-3- Synergie entreles composants des huiles essentielles

Les huiles essentielles étant des mélanges complexes de nombreuses molécules, les
effets biologiques observés peuvent résulter de la synergie de I'action de toutes les molécules
ou étre dues uniguement aux molécules majoritaires présentes a des concentrations élevées ;
I'huile essentielle d'arbre de thé se révéle moins actif sur P.aeruginosa et Saureus que le
terpinen-4-ol seule. En outre, I'effet d'huile essentielle d'arbre de thé est semblable au mélange
de terpinen-4-ol et y-terpinene (50%/ 50%) (Cox et al., 2001 ; Bakkali et al., 2008). De
méme, le carvacrol se montre plus actif sur E. coli O157:H7 que |” huile essentielle d’ origan.

Les fonctions synergiques de diverses molécules contenues dans une huile essentielle,
par rapport a l'action d'un ou de deux composants principaux de I'huile, apparaissent
incertaines (Bakkali et al., 2008); Il semble que la nature antimicrobienne d'huile essentielle
de Filipendula wvulgaris peut étre attribuée aux interactions synergiques de composés
congtituant I'huile plutét qu'ala présence d'un agent inhibiteur ssmple (Radulovi¢ et al., 2007),
p - cyméne combiné avec le carvacrol, est un antibactérien efficace contre B. cereus, mais p -
cyméne seul savére inefficace. L’incorporation de p-cyméne dans la bicouche lipidique
facilite trées probablement le transport du carvacrol a travers la membrane cytoplasmique
(Burt, 2004). Cependant, il est possible que I'activité des composants principaux soit modulée
par d'autres molécules mineures. Dans ce sens, et pour des buts biologiques, il est plus
instructif d'éudier une huile entiére plutét que certains de ses composants parce que le

concept de synergie semble étre plus significatif (Bakkali et al., 2008).
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- Matériel végétal

Notre étude a porté sur deux plantes médicinal es aromatiques de la région de Bgjaia, qui

sont : I’ espece Origanum glandulosum Desf. et I’ espece Artemisia herba alba A sso.

[-1- Identification des plantes

L'identification des plantes a été faite en se referant a la Flore d' Algérie (Quezel et
Santa, 1963) au Laboratoire de Physiologie Végétale et d’ Ecologie al’ Université de Bejaia et
au Laboratoire de Biologie Végétae al'Université de Sétif.

[-2- Echantillonnage

Les parties aériennes (feuilles et tiges) d Origanum glandulosum Desf. (origan) et
d Artemisia herba alba Asso. (armoise blanche) sont cuelllies au mois de Mai 2008 dans la
région de Barbacha (36°35'43.74”N; 4°59'10.81"E) et de Semaoun (36°35'54.82" N; 4°50’
01. 48" E) respectivement ; les sites de prélevement sont présentés en ellipse (figure 13).

La cueillette est effectuée par temps sec et non orageux, apres le lever du soleil et la
disparition de larosée (9h00-12h00) al’ aide d’ un sécateur.

Mentionnons, que sur un méme peuplement, trois prélévements pour I’ armoise blanche
(EchA1, EchA2, EChA3) et trois prélevements pour I’ origan (EchO1, EchO2, EchO3) ont été
effectués a des emplacements différents.
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Figure 13 : Cartes géographiques de deux régions de prélévement

38



Cﬁapiti’e 2 Matériel et Méthodes

[-3- Séchage

Aprés cueillette des parties aériennes, les grandes tiges sont éliminées manuellement et
seules les parties recouvertes de feuilles, débarrassées de la poussiére et d éventuelles
impuretés ont été utilisées.

Les parties aériennes (feuilles et tiges) des deux plantes sont séchées en les étaant de
facon homogene sur les paillasses de laboratoire (endroit ombre et aéré).

Le séchage est effectué a la température ambiante (19-21°C) et durant toute la période
de séchage, |es parties aériennes sont retournées réguliérement.

Une cinétique de séchage de 100 g de parties aériennes de chague espece a été
effectuée.

Les parties aériennes sechées sont conservées dans des sacs de papier ou dans des boites

en carton dans un endroit sec et al’ abri de lalumiére jusgu’ a utilisation.
[1- Extraction des huiles essentielles par hydrodistillation

Description du montage d' extraction des huiles essentielles par hydrodistillation
Le dispositif d'extraction des huiles essentielles est constitué de :

+ Unballontricol : capacité 1 litre,
+ Un systeme de refroidissement (réfrigérant),
+ Unballon de cing cent millilitres.
Tout le chemin parcouru par la vapeur d eau, de la sortie du ballon jusgu’a I’ entrée
du réfrigérant est isolé du milieu ambiant par une épaisse couche d’alun de verre
recouverte du papier aluminium.

L’isolation du coude liant le ballon au réfrigérant de I’installation est indispensable.
En effet, sans isolation, la vapeur d eau risque de se condenser dans le ballon avant
d atteindre le réfrigérant (figure 14).
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Figure 14 : Dispositif d'hydrodistillation utilisé
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Extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles ont été extraites par hydrodigtillation, selon le protocole de
Baydar et al. (2004) modifié.

Le ballon tricol contenant 500 ml d'eau de la source et 50 g de matiere végétale seche est
chauffé dans un chauffe balon. Lorsgue la température du thermometre affiche 80°C, le
chauffe ballon est réglé au minimum. Apres 1 heure d'hydrodistillation, un apport d'eau a
travers le tube de dégagement latéral est effectué progressivement; le volume atteint ala fin
de I'nydrodistillation est de 800 ml pour 50 g de matiére végétale.

Les vapeurs chargées dhuile essentielle (distillat), en traversant le réfrigérant se
condensent et chutent dans le ballon de 500ml mis dans un cristallisoir rempli de glagons.
Aprés 3 heures, I'hydrodistillation est arrétée.

Le digtillat récupéré est formé de deux phases, une phase agueuse majoritaire et
quelques gouttes formant la phase huileuse claire surnageante. Ces deux phases sont

intimement mélangées avant décantation.

Un nettoyage de dispositif avec de I'éthanol absolu suivi d'un rincage a l'eau distillée est
effectué apres chaque utilisation et cela afin d'éviter la contamination de I'huile par les traces

d'huile essentielle restant de |'autre plante.

+ Décantation et déshydratation

Le distillat décanté pendant environ 3 heures. A la fin de la décantation il y'aura
formation de deux phases, une phase supérieure contenant I'huile essentielle et une phase
inférieure correspondant al'eau aromatique.

La phase huileuse récupérée est déshydratée par du sulfate de sodium anhydre (Na,SOy).

Apres environ 15 min de contact, elle est récupérée par micropipette (figure 15).

Le rendement est calculé par rapport au poids sec de la matiere végétale; le rendement
en huile essentielle est exprimé par la quantité d huile (en g) obtenue pour 100 g de matiere
végétale seche (m/m) (Salamci et al., 2007).

+ Conservation

Les huiles essentielles récupérées sont conservées a 4°C dans des fioles teintées scellées

hermétiquement jusqu'a utilisation.
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Figure 15 : Les huiles essentielles récupérées

I11- Activitéantibactérienne

I11-1- Lessouches bactériennes

Quatre souches (Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, et
Pseudomonas aeruginosa) ont été choisies pour leur pathogénicité et leurs résistances et qui
sont souvent incriminées dans les infections nosocomiaes. Ces souches bactériennes

appartiennent alacollection du Laboratoire de Biochimie microbienne, Université de Bejaia.

Les caractéristiques et I'origine de chague souche sont reportées sur le tableau 111, et les

profils de résistance sont cités en Annexe A.

Tableau |11: Caractéristiques et origines des souches testées

Souches Origine Résistance aux antibiotiques

Staphylococcus aureus . N -
(S220) (Gram positif) Urine Souche sensible ala cefoxitine
Souche résistante al’imipéneme (IMP) par le
Expectorations | mécanisme d’'impérméabilité (laperte dela
porine D2)

Pseudomonas aeruginosa
(610) (Gram négatif)

Escherichia coli (Gram
négatif)

Souche résistante aux quinolones et aux

Urine :
fluoroquinolones.

Klebsiella pneumoniae
(E47) (Gram négatif)

Souche productrice de B-lactamase a spectre

Urine élargie (BLSE)

42



Cﬁapiti’e 2 Matériel et Méthodes

[11-2- Préparation de la suspension bactérienne initiale (inoculum)

L'inoculum (suspension bactérienne initiale) préparé durant tout le travail est standardisé
a10°UFC/m.

Les souches conservées a 4 °C sont repiquées sur un milieu neuf (Ceeur cerveau)

(Annexe B), puisincubées a 37°C pendant 24 heures.
+ Déermination delalongueur d'onde maximale de chaque souche

Une suspension bactérienne de quelques colonies d'une culture fraiche (18 a 24 heures)
préparée dans de |'eau physiologique est soumise a un balayage entre 380-780 nm. Les

longueurs d'onde maximal e ont été déeterminées pour chaque souche (tableau 1V, Annexe D).

La longueur donde maximale de la souche a tester est introduite dans le
spectrophotométre et une suspension bactérienne initiale correspondant a une absorbance de
0,5 est préparée.

A partir de la suspension bactérienne initiale une série de dilutions décimales est
effectuée. 0,1 ml de chaque dilution ains que la suspension bactérienne initiadle servent
ensuite pour |'ensemencement de la gélose Ceeur cerveau a l'aide d'un réteau étaleur. Un
dénombrement est a ors effectué aprés incubation a 37°C pendant 24 heures.

[11-3- Controledela stérilité des huiles essentielles

Lastérilité de nos huiles essentielles a été confirmeée comme suit :

Des disques de papier Whatman N°01 déposés sur la gélose de Mueller Hinton stérile
sont chargés avec 5ul de chaque huile essentielle. Un autre test a été effectué avec un mélange
gélose huiles essentielles. Aprés 24 heures d’'incubation a 37°C, les boites ne montrant aucun

contaminant, les huiles essentielles sont stériles.
[11-4- Aromatogramme sur milieu solide (méthode des disques)

Pour la mise en place de I'aromatogramme (méthode des disques) nous nous somme
inspirés des protocoles suivis par plusieurs auteurs : Belaiche (1979), Rassoli et Mirmostafa
(2003), et Gachkar et al. (2006).

[11-4-1- Préparation desdilutions des huiles essentielles
Nous avons choisi le diméthylsulfoxyde comme solvant des huiles et nous avons par

ailleurs montré son innocuité sur les souches comme suit :
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Un écouvillon stérile trempé dans une suspension bactérienne & 10°UFC/ml (Rasooli et
Mirmostafa, 2003) sert a ensemencer des géloses Mueller-Hinton coulées dans des boites de
Pétri de 90 mm de diameétre avec une épaisseur d'au moins de 4mm (Belaiche, 1979).

Des disques de papier Whatman N°01 stériles, déposés sur les géloses de Mueller
Hinton préal ablement ensemencées, sont imprégnés avec 5ul de diméthylsulfoxyde (DM SO)
stérile. Aprés incubation a 37°C pendant 24 heures, le DMSO ne présente aucune activité
antibactérienne.

Différentes dilutions des huiles essentielles (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256)
ont été préparées.

[11-4-2- Evaluation de I'activité antibactérienne des différentes dilutions des huiles

essentielles

- Desdisgues de papier Whatman stéril (N°1, diametre est de 06 mm) sont disposes a égale
distance les uns des autres (6 disgues par boite) et de telle fagon a éviter le chevauchement des
zones d'inhibition sur la gélose préal ablement ensemencée par écouvillonnage avec la souche
test (figure 16). Une légére pression sera exercée sur chaque disgque afin d'obtenir une bonne
adhérence,

- Sur chague disque 5 pl des dilutions de chagque huile essentielle préparées dans du DM SO
(1, /2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32) ainsi que I'huile essentielle non ont été déposeés,

- 5 pl du solvant de dilution (DMSO) sont gjoutés aux disques déposes sur la gélose des
boites témoins,

- les boites laissées a 4°C pendant 2 h sont incubées a 37°C pendant 24 heures. Les
diametres de zones d'inhibition entourant le disque sont mesurés en millimétre. Les essais sont

faitsentriples, le résultat étant la moyenne destrois.

Disques de papier
Whatman I9°1 (06 mm)

Geélose MMueller Hinton
ensemencée avec la

souche teste

Figure 16 : Méhode des disques




Cﬁapiti’e 2 Matériel et Méthodes

Pour I'étude de I'effet du temps sur la diffusion des huiles essentielles, la diffusion est
suivie pendant 2 heures et 24 heures.

Afin de déerminer s I'huile essentielle posséde une activité bactéricide ou
bactériostatique, un prélévement de la zone dinhibition est transféré dans un tube contenant
un bouillon Ceeur cerveau qui, par la suite incubé a 37°C pendant 18 heures, est examiné a
I'eil nu. Un milieu trouble indique un pouvoir bactériostatique, tandis qu'un milieu clair

indique un pouvoir bactéricide de I'huile testée (Laouer et al., 2003).

[11-5- Aromatogramme en micro atmosphére : Détermination des Quantités Minimales

Inhibitrices (QMI) sur les bactéries (effet des vapeurs des huiles essentielles)

La détermination des QM1 a été réalisée sur la base de la technigue en micro atmosphére
dérivées de la méthode originale de Kelner et Kober (1955), décrites par Bendjilali et al.
(1984 b), et Laouer (2004).

L'intérét de cette technique repose sur I'évaluation de I'activité inhibitrice de la
croissance des huiles essentielles sous forme de "vapeurs naturelles’, c'est-a-dire libérées a
température ambiante.

- Des boites de Pétri sont préparées extemporanément par dépét de 20ml de milieu
Trypticase Soja gélosé en surfusion,

- L'inoculation est effectuée en surface, sous forme de trois dépbts de 1ul de suspensions
bactériennes (10° cellules/ml), soit 10° cellules/dépét. Les 3 souches sont testées dans la
méme boite de Pétri (figure 17),

- Apres séchage des dép6t dans la hotte a flux laminaire, un papier filtre est placé au fond
du couvercle de chaque boite de Pétri juste avant la fermeture de la boite, I'huile essentielle
est déposée au centre du papier. Pour chaque huile, les dépbts sont de O (témoin de
croissance), 10, 20, 40 et 80 pl. Immédiatement, les boites fermées sont retournées (dépot
d'huile essentielle en position inférieure, sur le couvercle de laboite de Pétri).

- Lesgéoses sont incubées a 37°C. La croissance est observée pendant 6 jours. Les valeurs
de QMI sont déterminées comme étant les plus petites quantités d'huile essentielle déposées
avec absence visible de croissance a chaque temps de lecture.
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Depit de 1pl de la
suspension hactérienne

(zélose Trypticase Soja

Figure 17 : Dépbt de I'inoculum lors de I'aromatogramme en
micro-atmosphére

[11-6- Aromatogramme en milieu liquide

Les concentrations minimaes inhibitrices (CMI) de I'huile essentielle ont été
déterminées selon la méthode rapportée par Gachkar et al. (2006) et [égerement modifiée par
nous au niveau des dilutions. Tous les essais ont éte effectués avec du bouillon Ceeur cerveau
(BHI) additionné de tween 80 (0,5%). La Concentration Minimale Inhibitrice en milieu
liquide (bouillon) est déterminée comme suit :

- 40 pul de diverses dilutions des huiles essentielles (tableau V, Annexe D) ont été gjoutés a
4,5 ml de bouillon Ceeur cerveau, suivi d'une homogénéisation au vortex pendant 2 minutes,

- gout de 0,5 ml de la suspension bactérienne (10°UFC/ml),

- homogénéisation au vortex,

- Lestubes ont été incubés dans un bain marie agitateur a 37°C pendant 24 heures,

- 0,1 ml de bouillon de chague tube est ensemencé sur gélose Ceeur cerveau en double.

IV- Analyse préliminaire des huiles essentielles par Chromatographie sur Couche
Mince (CCM)

Les composants magjoritaires de nos huiles essentielles ont été identifiés par CCM en
sinspirant du protocole préconisé par Vardar-Unlii et al. (2003).
IV-1- Etalons (témoins)

N'ayant pas pu disposer d'étalons de références purs, nous avons utilisé des huiles
essentielles de commerce (Phytosunarbme, Phytofrance) et des standards fournis par le
laboratoire de chimie deL’USTHB.
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Pour I'origan, les huiles essentielles de commerce utilisées comme standard sont les
suivantes :

= huile essentielle de Satureja montana (riche en carvacrol ),

= huile essentielle de Thymus saturoides (17% de carvacrol),

= huile essentielle d' Origanum majorana (50% de monoterpenéol et 22% de terpine-

1-ol-4).

Pour I'armoise blanche, 3 produits destinés a la parfumerie renfermant chacun, un
composant majoritaire ont été utilisés comme standard :

= Produit 1 : phytol,

= Produit 2 : terpinéol,

=  Produit 3 : carvone,
IV-2- Systémed’éution

Le systéme d'éution utilisé est composé d'éther de pétrole et d'éther diéthylique (3: 1
vIv) (Vardar-Unlii et al., 2003). La cuve est d’ abord saturée en vapeurs d’ éluant.

IV-3- Développement et révéation

1,5 pl de chaque échantillon des huiles essentielles de commerce et de notre échantillon,
et 15ul des produits destinés a la parfumerie qui sont dilués dans du méthanol sont déposés
sur un trait horizontal a environ de 1cm du bas de la plague de CCM. La migration est
effectuée pendant 1 heure.

Apres migration la plague est séchée sous la hotte, puis révélée selon deux procédures :

< Visualisation sous UV
Pour visualiser les différentes taches, les plaques sont placées sous une lampe UV & 254
nm (chambre noire). La plaque apparait en vert fluorescent et les produits qui absorbent les

UV apparaissent sous forme de taches sombres.

< Révédation chimique

Les plagues sont vaporisees avec une solution composée d'acide sulfurique a 5 % et de
la vanilline & 1% (dans de I'é&hanol) (Vardar-Unlii et al., 2003).

Traitement complémentaire : apres vaporisation, la plague est chauffée a 120°C jusqu'a
ce que des taches colorées apparaissent (Vardar-Unlii et al., 2003).

Chaqgue tache est déterminée par son rapport frontal (Rf).

47



Chapitre 3 . Résultats et
Discussion



C /iapitre 3 Résultats et Discussion

|- Séchages des plantes

I-1- Cinétique de séchage

Le suivi des cinétiques de séchage permet d’ estimer la durée de séchage de chaque
plante.

Les courbes présentées sur la figure 18, nous renseignent sur la durée optimale du
séchage des trois échantillons d’origan (Ech O1, Ech O1, Ech O1) et des trois échantillons
d armoise blanche (Ech A1, Ech Al, Ech Al).

Pour I’ origan, une perte importante d’ humidité a été observée entre le 1% et e 4°™ |

jour
alors que I'optimum de séchage est atteint au bout de 4 jours. Cependant, pour |I'’armoise
blanche |'optimum de séchage est atteint au Geme jours aprés une diminution progressive de

I” humidite.

—e—armoise blanche

—8— Origan
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o
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Figure 18 : Cinétique de séchage des parties aériennes d’ origan et d armoise
blanche
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[-2- Taux d"humidité

Letaux d humidité est déterminé par larelation suivante :

(my—mjy) x 100

Taux d'humidité (%) =
my

m; : masse de |'échantillon avant séchage

m, : masse de |'échantillon apres sechage

Le taux d humidité est calculé dans le but d évaluer la teneur en eau des plantes
étudiées. Les échantillons d’ origan montrent un taux d’ humidité est de 69,2 + 0,59 % et celui
d’ armoise blanche est de 40,99 + 2,95 %.

L’extraction du principe actif qui sont les huiles essentielles d'origan et d armoise
blanche a été effectuée sur le matériel végétal (parties aériennes) séché al’ ombre:

Le séchage est le procédé le plus fréguemment utilisé pour conserver les plantes
meédicinales, ainsi que les semences qui se conservent intactes pendant de longues années. Le
séchage doit donc se faire soigneusement afin de préserver la qualité d'huile essentielle

contenue dans la plante (Laouer, 2004).

Les études faites par Jacobs sur I’ effet de diverses conditions de séchage sur le contenu
du romarin et autres plantes aromatiques montrent que le séchage direct au soleil provoque
des pertes en huiles essentielles allant jusqu’ a 24%, tandis que le séchage al’ ombre provoque
des pertes en huile essentielle variant de 2 a 10% (Abdelhafez et al., 1965).

Asekun et al. (2006) ont remarqué gque le mentone est le composé magjoritaire d huile
essentielle de des feuilles de Mentha longifolia L. subsp. Capensis. séchées a l'ombre et au
soleil, le pulégone est e composé primordial de I'huile essentielle des feuilles fraiches. Tandis
que, I"huile essentielle des feuilles séchées au four renferme le limonéne comme composé
majoritaire, le mentone et le pulégone n'ont pas été détectés, ce mode de séchage provoque
des pertes significatives des composés principaux (mentone, pulégone et 1,8-cin€ole). De ce
fait, I’extraction des huiles essentielles doit se faire uniquement sur la matiére végétale

fraiche, séchées al’ ombre et au soleil.
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[1- Leshuilesessentielles

L’ extraction des huiles essentielles a été effectuée par hydrodistillation des plantes
séches. La formation de la 1% goutte d’ huile essentielle est observée aprés 20 minutes de
chauffage. Une fois la température stabiliste a 100,15°C et au bout de 3 heures
d  hydrodistillation, nous récupérons environ 350 ml de distillat.

+ Rendement en huile essentielle

Le rendement est défini comme étant le rapport de la masse d'huile essentielle sur la

masse de matiére végétale seche :

R% =

Mm.v.s

my e (g) : masse d’ huile essentielle.

M .v.s (Q) : masse de la matiére végétale seche.

R% : rendement en huile essentielle.

Les rendements moyens en huiles essentielles ont été calculés par rapport a la matiere
végétale seche. Les échantillons d origan ont fourni un taux d environ 1,21+ 0,13%, et celui
obtenu pour I’ armoise blanche est de 0,65+ 0,065%.

L’ étude phytochimique effectuée par Belhattab et al. (2005), sur la méme espéce
Origanum glandulosum, poussant dans la région de Sétif, leur a permis d obtenir des
rendements en huiles essentielles de I’ ordre de 2,7 %. Ruberto et al. (2002) ont noté que les
rendements en huiles essentielles de cette espéce récoltée dans différentes stations de larégion
de Sétif sont variables alant de 2,3 a 5 %. Bekhechi et al. (2008) ; et Bendahou et al. (2008)
ont obtenu des rendements en huiles essentielles, espéce d’ Origanum glandulosum récoltée
dans différentes stations de la région de Tlemcen, variant de 3,53 % a 4,8 %. L’ extraction des
huiles essentielles a partir de cette méme espéce récoltée dans différentes stations de la région
Est de I’ Algérie, a permis a Sari et al. (2006) d’ obtenir des rendements en huiles essentielles
alant de 0,8 a 3 %. Le rendement en huile essentielle obtenu avec Origanum glandulosum
récolté dans trois stations de la région de Bgjaia varie de 1 a 2,5 %, ce qui correspond a nos
résultats.

Pour |"armoise blanche, le rendement obtenu correspond a ceux rapportés par Salido et
al. (2004) qui ont noté un rendement variant de 0,41% a 2,30%.
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Ces variations de rendement, peuvent dépendre de nombreux facteurs (stade de

croissance, conditions climatiques, technique d’ extraction, etc.).

[11- Activité antibactérienne

[11-1- Evaluation de I’activité antibactérienne des huiles essentielles d’Origanum

glandulosum et d’ Artemisia herba alba sur milieu solide
[11-1-1- Méthode des disques

+ Effet du DM SO (Diméthylsulfoxyde) sur les souches bactériennes testées

Aprés 24 heures dincubation a 37°C, le DMSO ne présente aucune activité

antibactérienne (figure 19).

E pali K prewononiae

Figure 19 : Effet du DM SO sur les souches testées

[11-1-1-1- Effet de différentes dilutions d'huile essentielle d’origan sur  S.aureus,

K.pneumoniae, E.coli et P.aeruginosa

Les diamétres des zones d'inhibition en fonction de différentes dilutions d huile
essentielle d’ origan sont présentés sur les figures 20 -23.

L’huile essentielle non diluée d'origan (SM : Solution Mere) s'est avérée tres active
contre S aureus, E. coli et K. pneumoniae, et avec des zones dinhibitions respectives de
37,33+ 1,69mm, 21,77 + 1,71 et 21,11+ 1,96 mm (figures 20, 21, 22). Elle est en revanche,
moins actives contre P.aeruginosa (09,00 + 0,66 mm) (figure 23).
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Les dilutions 1/2 et 1/4, se révelent toujours actives avec des diametres des zones
d'inhibition supérieures a 10 mm.
Les dilutions 1/256 et 1/128 n'exercent aucune activité sur Saureus, E.coli et

K.pneumoniae respectivement.

Les dilutions portant des lettres différentes pour la méme souche présentent des effets
antibactériens statistiqguement différents (analyse de lavariance ANOVA).
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M1 M1/2 M1/4 M1/8 M1/16 M1/32 M1/64 M1/128 M1/256
Différentes dilutions d'huile essentielle d'origan

Figure 20 : Diamétres des zones d'inhibition de différentes dilutions d'huile essentielle
d'origan sur Saureus
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Diameétres des zones d'inhibition en mm

M1 M12  M1/4 M8 M1/16 M1/32 M1/64 M1/128 M1/256

Différentes dilutions d'huile essentielle d'origan

Figure 21 : Diamétre des zones d'inhibition de différentes dilutions d'huile essentielle
d'origan sur K pneumoniae
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Figure 22 : Diamétres des zones d'inhibition de différentes dilutions d'huile essentielle
d'origan sur E.coli
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Figure 23 : Diamétres des zones d'inhibitions de différentes dilutions d'huile essentielle
d'origan sur P.aeruginosa

L’ effet antibactérien de I'huile essentielle non diluée d’'origan d'une part et de sa
dilution 1/2 d’'autre part sur les quatre souches testées (analyse de la variance ANOVA ; test
LSD) est similaire pour K. pneumoniae et E. coli. Cependant, |’ effet différe significativement
pour Saureus.

La dilution 1/8 ne montre aucune différence significative de I’ effet antibactérien de
I”huile essentielle d’ origan contre K. pneumoniae, E. coli, et Saureus. Donc, a partir de cette
dilution, il est bien clair que le degré d' efficacité de I’ huile essentielle d’ origan est le méme

sur ces trois souches.
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Comme cela a été rapporté dans la littérature, nous avons considéré qu’une huile
essentielle a une action bactériostatique si son diametre d’inhibition est supérieur & 12 mm
(Sagdic, 2003) ou a 10 mm (Benouda et al., 1988 ; Cimanga et al., 2002 ; Fu et al., 2007).
Donc, nous pourrons conclure que I'huile essentielle d'origan et leurs dilutions 1/2 et 1/4
présentent une activité antibactérienne contre S. aureus, K. pneumoniae et E. coli. En

revanche, P.aeruginosa se montre résistante méme al’ huile essentielle non diluée.

D’apres Sari et al. (2006), toutes les souches microbiennes utilisées (bactéries Gram
positif, Gram négatif et levures) montrent un degré de sensibilité assez semblable (les zones
d’inhibition variant de 09 a 15mm) aux huiles essentielles d’ Origanum glandul osum récolté
dans larégion de Bejaia (Kerrata, El Kseur, et Teskriout).

Par ailleurs, nous avons compareé nos resultats a ceux de Bendahou et al. (2008) qui ont
étudié I'activité antibactérienne de I'huile essentielle d'Origanum glandulosum (Tlemcen) sur
plusieurs souches, notamment Bacillus subtilis, Saphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, trois souches d Echerichia coli, Klebsiella pneumoniae, deux souches de
Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter freundii, et Salmonella typhimurium. 1ls ont enregistré
une activité proche sur toutes les souches testées. Nous avons obtenu presque les mémes
résultats pour P. aeruginosa (P1) (08mm), P. aeruginosa (P2) (07mm); en revanche ils ont
enregistré une faible activité pour Klebsiella pneumoniae (08mm) et une faible activité pour

Saureus (23 mm) par rapport a nos résultats.

D’ autres travaux montrent que les huiles essentielles du genre Origanum présentent une
activité antibactérienne intéressante. L'huile essentielle d'Origanum minutiflorum (Turquie),
présente une activité sur les 15 souches testées (Aeromonas hydrophila, Bacillus
amyloliquefaciens, B. brevis, B. cereus, B. subtilis, Corynebacterium xerosis, Enterococcus
faecalis, E. coli, K. pneumoniae, Listeria monocytogenes, Micrococcus luteus,
Mycobacterium smegmatis, Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica
(Baydar et al., 2004), en plus elle a agit sur les 22 souches de Campylobacter ssp. résistant &
la ciprofloxacine (Aslim et Y ucel, 2007).

D’autre part, les huiles essentielles d’ Origanum minutiflurum, Origanum onites,
Thymbra spicata L. Saturgja cuneifolia Ten. sont trés actives, et leurs activités peuvent étre
attribuées, a la présence tres probablement du carvacrol, p-cymene et y-terpinene (Baydar et
al., 2004). L’ activité antimicrobienne éevée des huiles essentielles riche en phénols comme

le carvacrol et le thymol est souvent rapportée par plusieurs auteurs (Laouer et al., 2003 ;
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Baydar et al., 2004 ; Amarti et al., 2008 ; Bekhechi et al., 2008 ; Bendahou et al., 2008).
D’apres Bagamboula et al. (2004), le carvacrol et a un degré moindre le thymol ont montré
une activité antibactérienne tres forte contre Shigella sonnel et Shigella flexnerila. L’ estragol
et le linalol ont montré une activité antibactérienne tres faible, tandis que le p - cymene n'a
montré aucune activité antibactérienne méme a une concentration trés élevée.

De méme, I'activité antimicrobienne élevée de I'huile essentielle d' Origanum
minutiflorum ainsi que celle des composés majoritaires, carvacrol et p-cymene, montrant que
le carvacrol est responsable de I’ activité antimicrobienne observée. Toutefois aucune activité

n’a été observée al’ encontre de P.aeruginosa (Vardar-Unlii et al., 2007).

Dorman et al. (2000) ont testé un grand nombre de composés purs parmi lesguels les
composants probables de I'huile essentielle d’'origan (carvacrol, thymol, o-terpinéol, y-
terpinéne, p-cyméne) sur 25 genres de bactéries et ils ont démontré que le thymol est le
composé qui possede le plus large spectre d’ activité antibactérienne, suivi du carvacrol et de
I'o. -terpinéol. Ces auteurs ont montré également que la différence de I'efficacité
antimicrobienne observée entre le thymol et le carvacrol est due a la position du groupement

hydroxyle sur la structure phénolique des deux molécules.

Lambert et al. (2001) ont montré que P. aeruginosa se montre moins sensible a I’ effet
du mélange thymol et carvacrol que Saureus. lls ont également constaté que ces mélanges
(thymol et carvacrol), ne présentent ni un effet synergique ni antagoniste contre les deux
micro-organismes testés. La comparaison de |’ activité du mélange thymol carvacrol a celle de
I"huile essentielle entiere, explique I’inhibition observée pour cette huile. Ca suggere que
I’ activité antibactérienne de notre huile essentielle de I’ espece Origanum glandulosum peut

étre attribuée principa ement a ses constituants majoritaires : les phénols.

11-1-1-2- Effet dedifférentesdilutions d'huile essentielle d’armoise blanche sur S.aureus,

K.pneumoniae, E.coli et P.aeruginosa

Pour l'armoise blanche, I'huile essentielle non diluée présente une activité
antibactérienne contre S aureus avec une zone d’inhibition de 15,11 + 2,37mm (figure 24),
E.coli, K.pneumoniae, et P.aeruginosa se montrent résistantes (figure 25, 26, 27) ; une légére
activité antibactérienne a été enregistrée contre E.coli, K.pneumoniae (08 £ 00 mm; 07,88 +
0,93 mm) et pas d’ activité contre P.aeruginosa.

Les dilutions portant des lettres différentes pour la méme souche présentent des effets

antibactériens statistiquement différents (analyse de lavariance ANOVA).
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Figure 24 : Diamétres des zones d'inhibition de différentes dilutions d'huile essentielle
d'armoise blanche sur Saureus
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Figure 25 : Diamétres des zones d'inhibitions de différentes dilutions d'huile essentielle
d'armoise blanche sur E.coli
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L’analyse de la variance (ANOVA : test LSD) ne révéle pas de différence significative
de I’ effet antibactérien de I” huile essentielle non diluée d’ armoise blanche sur K. pneumoniae,

et E. coli. En revanche, sur Saureus |’ effet se montre différent.

D’ apres les résultats obtenus, nous constatons que |” huile essentielle d’armoise blanche
présente une activité antibactérienne, particulierement intéressante contre Saureus. Ce qui
correspond aux résultats attribués par Benouda et al. (1988).

L’ éude faite par ces auteurs sur |'activité antibactérienne de quatre chémotypes
d armoise blanche : armoise a a- thuyone, armoise a B - thuyone, armoise a camphre, et
armoise & a- thuyone et & camphre a révélé des valeurs de zones d’inhibition variant de 13 a
22 mm pour les trois souches de Saureus, de 10 a 12 mm pour les deux souches de
Klebsiella sp. Cependant pour les deux souches d E.coli, ils ont obtenus des diametres
inférieurs a 10 mm et des diamétres atteignant 13 mm, la souche P.aeruginosa s est avérée
résistante a tous les chémotypes d’ armoise blanche.

Les valeurs des diamétres des zones dinhibition de notre huile essentielle de |’ espéece
Artemisia herba alba sont du méme ordre que celles obtenues par ces auteurs, elle se
concordent, particuliérement, avec celles de I’armoise blanche a chémotype a- thuyone et

camphre.

La comparaison des résultats est assez difficile pour diverses raisons: les souches
bactériennes utilisées ne sont pas toujours les mémes, les méthodes utilisées (en particulier la
charge en H.E.) sont auss trés variables, sans parler des H.E. Cependant Benouda et al.
(1988) ont rédise leur travail dont les conditions expérimentales trés proches des notres
(méthode de disgque, quantité en HE de 6pl).

[11-1-1-3- Comparaison del’effet d’ huile essentielle d’ origan et d’ar moise blanche

Les résultas obtenus sur milieu solide, montre que I’ effet antibactérien est proportionnel
aladilution ; les diamétres des zones d’inhibition augmentent avec la concentration en huile
essentielle.

Les coefficients de corrélation entre les diamétres des zones d'inhibition et les
différentes dilutions d'huile essentielle d’ origan ains que son huile essentielle non diluée
d une part, et celles d armoise blanche d’ une autre part sont rapportés sur le tableau VI et en

Annexe C.
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Tableau VI : Les coefficients de corrélation

Coefficients de corréation

Souches
Origan | Armoise blanche
Saureus 0,98 *** 0,97 **
E.coli 0,94 **
K.pneumoniae | 0,93 ** 0,97 **

P.aeruginosa | 0,97 **

** - tressignificative

*** : tres hautement significative

L’ éude statistique (test T de Student) montre que I’ effet d huile essentielle d origan
différe significativement de celui d armoise blanche et quelque soit |a souche testée, | huile

essentielle d'origan est toujours la plus efficace que celle de I'armoise blanche.

La sensihilité des souches testées aux deux huiles essentielles est variable, et certaines
souches se distinguent par une sensibilité plus élevée, c'est le cas de Saureus. D'autres, au

contraire, présentent une certaine résistance, tel est le cas, en particulier, de P.aeruginosa.

Nos résultats, confirment I’ activité antibactérienne importante des huiles essentielles sur
les bactéries a Gram positif. Plusieurs auteurs, ont remarqué également que les bactéries a
Gram positif sont globalement plus sensibles que les Gram négatif (Pordevi¢ et al., 2007 ;
Longaray Delamare et al., 2007 ; Yu et al., 2007 ; Lei et al., 2008).

Il est a noter que P.aeruginosa est une souche qui résiste non seulement a |’ huile
essentielle d’ Origanum glandulosum (Bekhechi et al., 2008 ; Bendahou et al., 2008, Sahraoui
et al., 2007), mais aussi a d'autres huiles essentielles. Plusieurs auteurs rapportent la faible,
voire |’ absence de I’ activité des huiles essentielles contre cette souche, c'est e cas de I'huile
essentielle d'Origanum syriacum L var bevanii (Tepe et al., 2004), de Thymus pubescens,
Thymus serpyllum, de Thymus kotschyanus et de Thymus persicus (Rasooli et Mirmostafa,
2002 ; Rasooli et Mirmostafa, 2003), Syzygium aromaticum (L.) et Rosmarinus officinalis L.
(Fu et al., 2007). Ce qui a été confirmé par la résistance de notre souche aux huiles
essentielles d’ origan et d’ armoise blanche. Cependant, quelques huiles essentielles se révelent

actives sur P.aeruginosa, ¢’ est le cas des huiles essentielles d’ Eucal yptus camadulensis (riche
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en 1,8-Cinéole) et d Eucalyptus terticornis (p-cymene et en cryptone) avec des zones
d inhibition respectives de 15,5 mm et 16mm (Cimanga et al., 2002).

D’ apres Bendjilali et al. (1986), quelque soit I’ espece de bactérie testée, I'HE de thym
est toujours de loin la plus efficace, viennent ensuite les huiles essentielles de quatre
chémotypes d’armoise blanche. En effet, I’huile essentielle de thym testée est trés phénolée
(environ 80% du carvacral), aors que celles de I’ armoise blanche comportent entre 84 et 94%
de cétones (a-thuyone, B-thuyone et camphre). Or, il est bien connu que les phénols sont plus

efficaces que les cétones.

Certaines études ont montré gue I’ activité antimicrobienne des huiles essentielles peut
étre supérieure & celle de leurs composés majoritaires testés séparément (acoolique,
phénolique, terpénique ou cétonique). Cette dominance d activité des huiles essentielles sur
celle d'un composant majoritaire confirme bien I’ effet de synergie que pourrait apporter les

composants minoritaires a I’ activité des huiles essentielles (Lahlou, 2004).

D’ aprés Benouda et al. (1988), I’ origine de |” huile essentielle (espéce botanique) semble
jouer un role capital dans son efficacité antibactérienne : chacune des trois huiles (armoise,
thym et eucalyptus) possede son propre spectre d activité.

Par contre la différenciation en chémotypes a I’intérieur d’ une méme espéce ne semble
avoir pratiquement aucun effet sur I’ efficacité relative contre les différents germes testés. Le
classement est pratiquement le méme pour les 4 chémotypes d armoise ; la différenciation
d armoise en chéemotype n’influe pas beaucoup sur |’ efficacité des huiles essentielles, et ne
change pas la nature de |’ huile essentiélle. || s'agit toujours d’ essences cétoniques (Benouda
et al., 1988).

Il est & souligner qu’une telle variation aurait pu étre attribuées a un probléme de
reproductibilité de la méthode. Mais des essais doubles a partir d un méme inoculum nous

semblent infirmer une telle hypothése (Benouda et al., 1988).

Les activités antiseptiques et antimicrobiennes présentent les activités les plus
importantes des huiles essentielles (Calsamiglia et al., 2007).

Les composés dhuile essentielle de Nigella sativa ont une activité antibactérienne
élevée vis-a-vis des bactéries a Gram positif et Gram négatif (Toama et al., 1974 ; Ghedir,
2006) et les huiles essentielles du thym, ont montré un effet antilisterial plus marqué que
I'action de la nisine (Rassoli et al., 2006). Les huiles essentielles de fleur d' oranger, de
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rhizome de gingembre, de Lavandula angustifolia, de camomille, et d’ écorce de cannelle, ont
des propriétés bactéricides sur Helicobacter pylori (Bergonzelli et al., 2003 ; Goetz, 2007).

[11-1-2- Effet du tempsdediffusion sur I'activité antibactérienne des huiles essentielles

Les résultats obtenus montrent que la prolongation de la durée de diffusion des huiles
essentielles non diluées de 2 heures a 24 heures a entrainé une augmentation des diameétres
des zones d'inhibition avec K.pneumoniae. Pour E.coli une légére différence a été observée.

Cependant, la diffusion n’apas d'influence sur les autres souches (figure 28, tableau VI1).

A diffusion pendant 24 heutes (8 coli)
b : diffusion pendant 24 heures ( Staphplocorcus aureus)

¢ diffusion pendant 2 heures (Elebsfella pneunorios)
d : diffusion pendant 24 heures ( Kledsiella pneumonias’)

Figure 28: Les zones d'inhibition aprés 2 et 24 heures de diffusion
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Tableau VII : Effet du temps de diffusion des huiles essentielles sur I’ activité antibactérienne

Diamétres des mones d'mlob hors mehart b diavétre de disque (6 o)

Effet ambhactérien des lniles essertielles correspordart anw nooroorzants mes

E.cali Fpmeummize  Saveus Foaeomnea

Plandes Ech tTh Mh Th I4h th Mh Ih 4h
i panum o1l 23 AR | a0 40 oz 08
Elandulosum o 21 noo:m WD HD a7 0z
Desf 03 22 25 v ND ND e 08
Arfamisia il oz 09 w0 14 15 05 0&
e 0s o9 w0 ND ND 6 08

}f;gﬂ atha e g 9 | @ HD HD 06 D8

ND : Hon D étermime

Apres 2 heures d’incubation, nous observons, une zone d'inhibition trés claire autour de
la zone d’inhibition, et cela pour K.pneumoniae, ce qui peut s expliquer par la différence de

diffusibilité des molécules al’ intérieur de la méme huile essentielle (Belaiche, 1979).

Cet effet peut étre attribué a I’ action des molécules diffusant loin en méme temps que la
croissance bactérienne ; action des molécules qui nécessite une durée prolongée pour leurs
diffusion, ce qui explique en fait I’ activité antibactérienne obtenue sur K.pneumoniae apres 24

heures de diffusion.

[11-1-3- Activité bactéricide ou bactériostatique des molécules des huiles essentielles

diffusibles sur milieu solide

L’ absence de trouble dans le bouillon ensemenceé a partir de la zone d'inhibition signifie
que I'effet des huiles essentielles est bactéricide, par contre la présence de trouble indigue un
effet bactériostatique (tableau VI11).

Nos résultats montrent que I'effet des molécules diffusibles d huile essentielle
d Origanum glandulosum sur milieu solide est bactéricide sur E.coli, K. pneumoniae, P.
aeruginosa, il est en revanche, bactériostatique sur S.aureus. Ce qui correspond aux résultats
obtenus par Laouer et al. (2003), avec I’ huile essentielle de I’ espece Ammoides pusilla (Brot)
Breistr riches en thymol. Pour I’ huile essentielle d’ Artemisia herba alba quant a elle montre

un effet bactériostatique sur S.aureus.
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Tableau VIII : Effet bactéricide ou bactériostatique des molécules des huiles essentielles

diffusibles sur milieu solide

Huiles Souches Effets
E.coli Bactéricide
K. pneumoniae Bactéricide
Origan
P. aeruginosa Bactéricide
Saureus Bactériostatique
Armoise blanche Saureus Bactériostatique

[11-2- Quantités Minimales Inhibitrices (QM1) : effet des vapeurs d' huile essentielle

Les résultats obtenus par la technique en micro atmosphere fondée sur I’ activité des

substances volatiles sont résumés dans les tableaux IX et X.

[11-2-1- Effet antibactérien des vapeurs d'huile essentielle d'origan sur K.pneumoniae,

E.coli et S.aureus

Apres une durée d’incubation de 24 heures, I’évolution de la croissance a été suivie
pendant 6 jours. La lecture des résultats a permis de déterminer la QMI, la plus faible
concentration en huile essentielle pour laquelle nous n’ observons pas de croissance visible a
I”0eil nu sur le milieu solide.

La Quantité Minimale Inhibitrice QMI aprés 24h d’incubation des vapeurs d’huile
essentielle d origan sur E.coli est inférieur ou égale & 10 pl (0,026pl/cm®). Toutefois, elle est
égale &20 pl (0,052ul/cm®) sur K.pneumoniae et Saureus (tableau 1X).

Apres 48h, I’ effet des vapeurs d huile essentielle d origan a persisté et ceci pour lestrois
souches testées. Cependant, une légére croissance a été enregistrée apres 6 jours d’incubation
(figure 29).
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Tableau I X : Quantités Minimales Inhibitrices d'huile essentielle d’ origan sur

Souches

Quantité

10pl

20pl

K.pneumoniae

40ul
80ul
10pl

20pl

E.coli

40ul
80ul
10pl

20pl

S.aureus

40l

80ul

24h

K.pneumoniae, E.coli et Saureus

Ech O1

48h

6jours

+

(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)

(+)

(+)
(+)

(+)

Origan

24h

Ech O2

48h

6jours

+

(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)

(+)

(+)
(+)

(+)

24h

Ech O3

48h

. pas de croissance ; + : croissance faible, (+) : croissance tresfaible

6jours

+

(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)

(+)

(+)
(+)

(+)
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Effet de 10 pL d Taudle essendialls .Eﬁ&thmﬂdhﬁhwﬂ.ﬂ.&
d'oxigansur K, E et § aprés 6 jours d'oxigansur K, E et § aprés 6 jours

K : Epnemoniae
E : Ecoli
5 5 aurens

Figure 29 : Quantités Minimales Inhibitrices des vapeurs d’ huile essentielle d’ origan sur la
croissance de K.pneumoniae, E.coli et Saureus et témoins de croissance apres 24 heures, 48
heures et 6 jours d’incubation & 37°C.

[11-2-2- Effet antibactérien des vapeurs d'huile essentielle d'armoise blanche sur
K.pneumoniae, E.coli et S.aureus

Les quantités minimales inhibitrices QM| aprés 24h d'incubation des vapeurs d’ huile
essentielle d’ armoise blanche sur E.coli, K.pneumoniae et Saureus sont représentées dans le
tableau X.

Seul Staphylococcus aureus a été inhibé avec une quantité d' huile essentielle de 80 pl
(0,21 pl/em®). L’effet bactéricide persiste durant les 6 jours d'incubation. A cette
concentration, nous notons une |égeére inhibition de la croissance d E.coli et de K.pneumoniae.
Cependant, un effet modéré sur Saureus est observé &40ul (0,105 pl/cm?) (figure 30).
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Tableau X : Quantités Minimales Inhibitrices d'huil e essentielle d’ armoise blanche sur

Souches

Quantité

10pl

20pl

K.pneumoniae

40ul
80ul
10pl

20pl

E.coli

40ul
80ul
10pl

20pl

S.aureus

40l

80ul

24h

+++

+++

+++

++

+++

+++

+++

++

+++

+++

K.pneumoniae, E.coli et Saureus

Armoise blanche

Ech Al

48h

+++

+++

+++

++

+++

+++

+++

++

+++

+++

6jours
+++
+++
+++
++
+++
+++
+++

++

+++

+++

24h

+++

+++

+++

++

+++

+++

+++

++

+++

+++

Ech A2

48h

+++

+++

+++

++

+++

+++

+++

++

+++

+++

6jours
+++
+++
+++
++
+++
+++
+++

++

+++

+++

24h

+++

+++

+++

++

+++

+++

+++

++

+++

+++

Ech A3

48h | 6jours

+++ +++
+++ +++
+++ +++
++ ++
+++ +++
+++ +++
+++ +++
++ ++
+++ +++
+++ +++
++ ++

- . pasdecroissance ; + + : croissance moyenne ; + + + : croissance abondante
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Tenwin de crodssance aprs 24h Tenwin de crotesance apres 48 h Ténwin de orodsrance apms 6 jours

Effetde 10 pL d Todle ecsentislle Effet de 70 pL d Todle essentialle Effei de 40 pL & Todle essendiolle
d'amwise blanche sur K, E=t & d'armoiee blanche sur K, Eet 5 d'Mbh;ﬁd'l_!MEEEts
apres 6 jours apés § jours aprs § jours

K : Kpnewnonioe
E :Ecoli
5: Seurcus

Effetde 80 pL. d Todle essentiafls
d'armoise hlanche sur K, Eet §

apres & jours

Figure 30 : Quantités Minimales Inhibitrices des vapeurs d’ huile essentielle d’ armoise
blanche sur la croissance de K.pneumoniae, E.coli et Saureus et témoins de croissance aprés
24 heures, 48 heures et 6 jours d’incubation & 37°C.

Les vapeurs d' huile essentielle d’ origan sont plus actives que ceux d huile essentielle
d’armoise blanche. Ces derniéres sont efficaces contre Saureus a des concentrations éevées
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(80ul) ; ces résultats peuvent s avérer intéressants a condition que |’ huile essentielle a cette
concentration ne soit pastoxique pour les cellules eucaryotes.

Les activités antibactériennes observées sont différentes suivant la méthode utilisée
(disgues ou micro atmosphere). Pour les huiles essentielles d’ origan, la méthode en micro
atmosphéere ne confirme pas les résultats obtenus avec la méthode d’aromatogramme sur
milieu solide. L’ activité des vapeurs d' huile essentielle d’ origan n’est pas proportionnelle a
I” activité de cette méme huile essentielle sur milieu solide. Cependant, pour I’ huile essentielle

d armoise blanche I’ activité des deux phases sont proportionnelles.

Les différences retrouvées pour ces deux méthodes sont dues au fait qu'un composé
volatil donné présent dans I’ huile essentielle, responsable de I’ inhibition d’ un microorganisme
par contact direct, ne réagit pas de la méme maniere que dans la phase vapeur (Bekhechi et
al., 2008).

La composition de la phase volatile est différente de la phase liquide. En effet, quelques
composants trouvés faiblement dans la phase liquide, sont plus importants dans la phase
volatile, comme le a-pinene et le camphene dans le chémotype de |’armoise blanche, p-

cymene et y-terpinene dans le thym.

La faible concentration de phénols dans la phase volatile peut étre prise en
considération ; le carvacrol comme composant majoritaire est remplacé par le y-terpinéne, qui

est moins actif, et par le p- cymene, plus actif que ce dernier (Bendjilali et al., 1984 b).

Les huiles essentielles des especes Syzygmium aromaricum et Pimenta racemosa (82%
et 60% d eugénol, respectivement) apparaissent plus actives par contact direct que dans
I’ atmosphére. Un composé donné peut étre inhibiteur lorsqu’il est en contact avec le micro-
organisme, mais peut présenter une faible activité lorsgu’il est testé en phase vapeur a cause
de sa faible volatilité, la faible tension de la vapeur de |’ eugénol peut étre responsable des
différents résultats obtenus (Bendjilali et al., 1984b).

[11-3- Détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) et des

Concentrations Minimales Bactéricides (CM B)

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) est la dilution la plus importante
(concentration faible) capable d'inhiber une croissance visible a l'oeil nu (figure 31) (Rassoli
et Mirmostafa, 2003).
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a: effet des différemwes dilmiions d'linie essoniielle d'armoise
blamhe sur Saurens

b : effet des difféerentes dilutions d'lhuik essentielle d'o1igan sw
E.coli.

Figure 31 : Détérmination des CMI sur milieu liquide

Pour I" huile essentielle d’ armoise blanche, la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)
est ladilution 1/4 qui est révélée capable d'inhiber une croissance visible al'oeil nu

La détermination de la CMI pour |"huile essentielle d’ origan était difficile du faite que
I’émulsionnant huile essentielle bouillon favorise la formation d'un trouble qui géne la
détection de la croissance bactérienne al’ eeil nu.

Sur le milieu liquide, I’inhibition de la croissance bactérienne se traduit par |’ absence
totale de la croissance apres ensemencement sur un milieu neuf. Pour la recherche de la
Concentration Minimale Bactéricide (CMB) 0,1ml de chaque tube est réensemencé sur gélose
Cceur-cerveau pour confirmer |’ absence ou la présence de la croissance. La CMB est définie
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comme la plus faible concentration de I’ huile essentielle pour laguelle il y a absence totale de

croissance bactérienne (en comparai son avec le tube témoin) (tableau XI).

Tableau X : Résultats des dilutions correspondant aux Concentrations Minimales

Bactéricides
Dénombrement
Souches
E. coali K.pneumoniae S.aureus
Suspension 5 5 .
_ o 83.10°UFC/ml | 109.10° UFC/ml | 27.10°UFC/ml
bactérienneinitiale
Témoin 44.10" UFC/ml | 102.10" UFC/ml | 26.10°UFC/m
_ o 0 UFC/ml 0 UFC/ml Croissance
Origan dilution 1/2
(absence) (absence) moyenne
_ o Croissance 0 UFC/ml .
Origan dilution /2,5 Croissance
moyenne (absence)
Origan dilution 1/3 Croissance Croissance Croissance
Origan dilution /4 Croissance Croissance Croissance
Origan dilution 1/5 Croissance Croissance Croissance
Origan dilution 1/8 Croissance Croissance Croissance
Armoise blanche huile
- - 24 UFC/ml
essentielle non diluée
Armoise blanche
dilution /1,5; 1/2; - - Croissance

1/3; 1/4.

Laplusfaible CMB aété obtenue avec I huile essentielle d origan sur K.pneumoniae qui
est de 3,2 pl/ml, de 4 pl/ml sur E.coli, et probablement supérieure a 4/ml pour S.aureus.
Pour cette derniere souche, I” huile essentielle d’ armoise blanche montre une CMB supérieure

a8ul/ml.

73



C ﬁapiti’e 3 Résultats et Discussion

En milieu liquide I’ huile essentielle d’ origan se montre active sur K.pneumoniag, ce qui
peut s expliguer par un effet synergique entre les composants de la phase volatile et ceux dela

phase liquide.

D’ aprés Bendjilali et al. (1986), la détermination de la CMI permet, contrairement a la
technique de micro atmosphere, de tester, par contact direct avec le micro-organisme, I’ huile
essentielle dans sa globalité et non pas uniquement les constituants de la phase volatile.

La valeur de la CMB obtenue pour K.pneumoniae est tres faible par rapport a celles
obtenues avec les autres souches, ce qui confirme la variabilité des activités obtenues par
différentes techniques ; cette valeur obtenue avec |’ huile essentielle d’ origan permet d’ estimer

I activité antibactérienne dans sa globalité.

Pour S.aureus a une concentration de 4 ul/mL, nous notons une |égere croissance, ce
qui s explique par un effet partiellement bactéricide de I’ huile essentielle d’ origan. Cet effet
partiel peut expliquer |’ effet bactériostatique d’huile essentielle d' origan observé sur milieu

solide.

L’huile essentielle d’armoise blanche se montre partiellement bactéricide a une
concentration de 8ul/ml. Sur milieu solide I'effet observé était bactériostatique, |’ effet
bactéricide est probablement du a une synergie entre les composants de la phase volatile et

ceux de laphase liquide.

[11-4- Analyse préliminaire des huiles essentielles par Chromatographie sur

Couche Mince

Les trois extraits d Origanum glandulosum Desf. (EchO1, EchO2, EchO3) montrent le
méme profil chromatographique.

Il en est de méme pour les 3 extraits d’ Artemisia herba alba Asso (EchAl, EchA2,
EchA3) (figure 32).

Par contre, les profils obtenus montrent que les huiles essentielles extraites d’ Origanum

glandulosum présentent une composition différente de celles d’ Artemisia herba alba.

74



Chapitre 3 Résultats et Discussion

I

Al A2 Al 01 o2 O

Al AZ A treis echandillens d'Axsemisic herbe glbe Asso
01, 02, 02 trois echandillons d' Drgenum gle ndnlonum Dest.

Figure 32 : Chromatogramme des huiles
essentielles révélées avec de lavanilline

L’ analyse chromatographique des huiles essentielles a révélé la présence de plusieurs
taches pour chague type d’ huile essentielle.

Apres révéation sous UV et révélation chimique, deux composés de Rf respectifs de
0,65 et 0,9 apparaissent dans |” huile essentielle d origan et dans les témoins Satureja montana
et Thymus saturoides. Les couleurs respectives observées apres révélation chimique sont rose
et violette.

En ce qui concerne les huiles essentielles d’ Artemisia herba alba nous notons la
présence de deux taches importantes de couleur brique et bleue foncée correspondant a des Rf
de 0,73 et 0,79 respectivement et une tache violette avec un Rf de 0,9 (tableau XII, X1 et
figure 33).
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Figure 33 : Chromatogramme des huiles sous UV et aprés révélation chimique

En comparant les Rfs des huiles essentielles du commerce avec ceux des huiles
essentidlles d’'Origanum glandulosum et d’Artemisia herba alba et en se referant a la
composition chimique Saturgja montana et d Artemisia herba alba rapportée dans la
littérature, les taches de Rf 0,65 et de 0,9 semblent correspondre au carvacrol et au p-cyméne
(Prieto et al., 2007), les taches avec des Rf 0,73 et 0,79 correspondent probablement au
Chémotype a- thuyone et camphre (Bendjilali et Richard, 1980).

La composition de nos huiles essentielles aurait pu étre déterminée plus précisément si
nous disposions des témoins adéquats. Toutefois, cette analyse par CCM nous permet d avoir
une idée sur la composition probable de nos huiles essentielles et nous a permis de définir le

meilleur systéme d’ élution et méme d’ aboutir a une meilleure séparation.
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Tableau XI11 : Chromatographie sur Couche Mince des huiles essentielles d’ Origanum
glandulosum et d’ Artemisia herba alba

Taches couleurs Révéation sous UV Rf

Tache 01 Rose Tache sombre 0,65

Tache 02 violette Tache légerement sombre | 0,9

Origanum
glandulosum Desf.

Tache01l | Maron brique | Tachelégérement sombre | 0,73

Tache02 | Bleue foncée Pas de révélation 0,79

Artemisia herba alba
ASSo
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Chapitre 3

Résultats et Discussion

Tableau X111 : Chromatographie sur Couche Mince des huiles de commerce et des

Témoins

HUILESESSENTIELLES DE COMMERCES

STANDARDS

standards utilisés

Spots
s o Tache 01
T 3
2 €
& & Tache 02
Tache 01
s £
E S Tache 02
= 8
=3
Tache 03
Tache 01
£ o Tache 02
E &
2 5 | Tache03
=
©) Tache 04
Tache 05
°
B Tache 01
o
8
‘3 Tache 02
o}
|_
(D)
C
o
% Tache 03
@]

couleurs

Rose

violette

Bleue nuit

Rose

violette

Bleue nuit

Bleue nuit

Bleue nuit

Verte

violette

Bleue violette

Bleue violette

Rose violette

Révélation sous UV

Tache sombre
Tache |égérement sombre
Pas de révélation
Tache sombre
Tache |égérement sombre
Pas de révelation
Pas de révélation
Pas de révélation
Pas de révelation

Tache |égérement sombre

Pas de révélation

Pas de révélation

Tache trés sombre

Systemed’élution : éher de pétrole : éther diéthylique (3 :1)

Rf

0,65

0,9

0,2

0,65

0,9

0,24

0,36

0,56

0,82

0,9

0,35

0,28

0,69
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Conclusion

L’ activité antibactérienne des huiles essentielles d’Origanum glandulosum Desf. et
d Artemisia herba alba Asso. a éé évaluée sur trois souches bactériennes multirésistantes
(K.pneumoniae, E.coli et P.aeruginosa), et une souche de Saureus sensible a la céfoxitine.

Les infections dues a ces bactéries sont en progression constante de par |e monde.

Les résultats obtenus montrent que I’ huile essentielle d'Origanum glandulosum Desf.
présente a l'inverse de I'huile essentielle d'Artemisia herba alba Asso. une activité
antibactérienne éevée autant par contact direct (méthode des disques) que par micro
atmosphere.

Les huiles essentielles d'Origanum glandulosum et d'Artemisia herba alba ains que
leurs différentes dilutions présentent des activités antibactériennes variables, elles agissent
différemment selon la souche bactérienne. Les huiles essentielles des deux plantes montrent

des zones d'inhibition variant de 06,22 mm a 37,33 mm.

L'huile essentielle d'Origanum glandulosum ainsi que les dilutions 1/2 et 1/4 se sont
avérées trés active contre S. aureus, K. pneumoniae et E. coli avec des diamétres des zones
d'inhibition supérieurs a 10 mm. En revanche, P.aeruginosa se montre résistante méme a

|" huile essentielle non diluée.

En ce qui concerne Artemisia herba alba, ¢ est uniquement I’ huile essentielle non diluée

qui présente une activité antibactérienne et contre S, aureus uniguement.

Le meilleur effet d huile essentielle d Origanum glandulosum sur K.pneumoniae est
obtenu apres 24 heures de diffusion, cela peut s expliquer par la différence de diffusibilité des

molécules al’intérieur de la méme huile essentielle.

L’ action des molécules diffusibles sur milieu solide peut étre soit bactériostatique c’ est
le cas de I’ huile essentielle d’ Origanum glandulosum et d’ Artemisia herba alba sur Saureus,
soit bactéricide, ce qui est observé pour I'huile essentielle d’Origanum glandulosum sur

K.pneumoniae et E.coli.

La détermination des Quantités Minimales Inhibitrices (QMI) des vapeurs des huiles
essentielles par la technique d'aromatogramme en micro atmosphére a montré une activité
antibactérienne des vapeurs d’ huile essentielle d'Origanum glandulosum avec une QM1 de 20
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ul pour Saureus, K.pneumoniae. et une QMI inférieure ou égale a 10 pl pour E. coli. Par
contre, les vapeurs d'huile essentielle d’ Artemisia herba alba présentent uniquement une

activité sur Saureus, avec une QM1 de 80ul.

Concernant, les activités variables observées avec |'huile essentielle d Origanum
glandulosum Desf., selon la méthode utilisée (méthode des disque et méhode en micro-
atmosphere), peuvent s expliquer par la composition de la phase liquide et volatile qui sont
probablement différentes ; les composes trouvés dans les deux phases ne réagissent pas de la
méme maniere.

La Concentration Minimale Bactéricide de I huile essentielle d’ Origanum glandulosum
est de 4ul/ml sur E.coli et de 3,2ul/ml sur K.pneumoniae. Cependant, elle est supérieure a
dui/ml pour Saureus. La Concentration Minimae Bactéricide de |'huile essentielle

d Artemisia herba alba est supérieure a 8ul/ml sur Saureus.

Les huiles essentielles que nous avons testées sont de nature et de composition
différentes ce qui a été confirmé par I’analyse qualitative par Chromatographie sur Couche
Mince (CCM). Cette analyse révéle la présence probable de phénols (carvacral) pour I huile
essentielle d’'Origanum glandulosum, le camphre et I'a- thuyone pour I'huile essentielle
d Artemisia herba alba.

L’ activité antibactérienne importante d' huile essentielle d’ Origanum glandulosum peut
sexpliquer par sa richesse en phénols ; dans notre cas il s'agit probablement du carvacrol.
Cependant, la faible, voire I'absence d'activité antibactérienne de I'huile essentielle
d Artemisia herba alba riche en composés cétoniques (camphre et a- thuyone) peut
sexpliguer par son profil chimigue pauvre en composés connus pour leur pouvoir

antimicrobien comme certains a cools monoterpéniques et les phénals.

La comparaison de I'efficacité des huiles essentielles entre différentes études est
difficile en raison de plusieurs paramétres incontrélables. La composition des huiles
essentielles dépendent des conditions climatiques, de I’ aire géographique, du génotype, €tc.

De ce fait, les propriétés antimicrobiennes peuvent varier au sein de la méme espéce.

Ces resultats préliminaires avec Origanum glandulosum peuvent s avérer prometteurs

dans I’ élargissement de |’ arsenal des plantes douées de propriétés antibactériennes.

Toutefois ces résultats peuvent étre approfondis en vue d’'une meilleure exploitation

par :
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- la multiplication de nombre d’'essais in vitro vis-a-vis d’autres especes de bactéries
multirésistantes,

- I"identification et I'isolement de ou des principe(s) actif(s) avec des méthodes plus
appropriées (HPLC, CPG et spectrophotométrie de Masse)

- I’étude de la cytotoxicité des extraits, car de trés nombreuses substances naturelles
montrent une activité antibactérienne résultant d une forte toxicité et sont donc inutilisables

en pratique.

La grande activité inhibitrice de I’huile essentielle d’ Origanum glandulosum sur le
développement bactérien laisse entrevoir des perspectives d application dans plusieurs
domaines industriels : pharmaceutique, cosmétique, aimentaire, etc. Cependant, pour I'huile
essentielle d’Artemisia herba alba, & activité antibactérienne moyenne, d autres effets
pharmacologiques devraient étre exploités tels gu'un pouvoir antioxydant ou anti-

inflammatoire que cette plante pourrait présenter.

L'activité antiseptique de la phase volatile de I'huile essentielle d Origanum
glandulosum, peut rendre son utilisation dans la désinfection de I'ambiance notamment des

salles opératoires et limiter ainsi 1a propagation des germes microbiens pathogenes.

Par ailleurs et a l'issue de ce travail, nous émettons quelques réflexions et
recommandations sous forme de perspectives pour I'améioration e une meilleure

exploitation des plantes médicinal es en médecine moderne.
- Etude approfondie des bactéries multirésistantes ainsi que le mécanisme de résistance,

- Sélection des huiles essentielles qui possédent des activités méme a des faibles dilutions,

mais avec le diluant adéquat, qui ne présente pas de toxicité pour I’ utilisateur,

- Etude comparative de la composiation chimique et de |’ effet antimicrobien des huiles

essentielles de différentes saisons afin de pouvoir optimiser |’ acivité antibactérienne,

- Etude comparative de la composition chimique et de I'effet antimicrobien des huiles
essentielles de la méme espéce poussant dans différentes stations de la région de Bejaia et

méme des autres Wilayas,

- Etablir des inventaires régionaux et des cartes geegraphiques afin de localiser la situation

de chague espéece pour faciliter latache aux chercheurs en médecine traditionnelle,

- Protéction des espéces rares durant |’ échantillonnage,
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- Evauation de la qualité des deux phases, volatile et liquide, afin de les exploiter de fagon
optimale,

- Fraction des huiles essentielles par chromatographie sur colonne et évaluation de |’ activité
antibactérienne des fractions récupérées par bio autographie,

- Essai deladétermination de mécanisme d’ action des huiles essentielles,

- Etudes des autres activités telle que l'activité antivirale, antifongique anticancéreuse,

antinflammatoire, etc.
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Annexe A

Annexes

Antibiogramme des souches testées

Souches Antibiogramme

pB-lactamines (Céftazidime, Cefotaxime)

E.coli Quinolones (Acide nalidixique)

Fluor oquinolones (Ciproflaxacine, Oflaxacine, Norfloxacine)

nj| o |0 mn

Cefotaxime

Céftazidime

Cefoxitine

K.pneumoniae —
Pipéracilline + Tazobactam

(E47)
Ticarcilline + clavulanate

B-lactamines

Amoxicilline + clavulanate

Ticarcilline, Pipéracilline, Céfuroxime, et Céfamandole.

B-lactamines (Imipéneme)

| 0|O[(O|D|—|—|—

Aminosides (Gentamicine, Kanamycine)

P.aeruginosa (610) Quinolones (Acide nalidixique) et Fluoroquinolones
(norfloxacine)

Sulfamide (Triméthorpime, Triméthorpime-Sulfaméthoxazole)

Autre (Tétracycline, Chloramphénicol)

Cefoxitine

Erythromycine

S.aureus (S220) Vancomycine

Tétracycline

n nmnmnm|A|A0| O

Triméthorpime-Sulfaméthoxazol e

R : Résistance
| : Résistance I ntermédiaire
S: Sensihilité




Annexe A

Diametr es des zones éditées par le CFA — SFM, 2007

Antibiotiques Abreviation S R
Cefotaxime CTX >21 <15
Céftazidime CAZ >21 <15
Céfamandole MA >22 <15
Céfuroxime CXM >22 <15

Cefoxitine FOX >22 <15

I mipénéme IMP >21 <17
Pipéracilline PIP >20 <12
Pipéracilline + Tazobactam TZP >21 <14
Amoxicilline + clavulanate AMC >21 <14
Ticarcilline TIC >22 <18
Ticarcilline + clavulanate TCC >22 <18
Gentamicine GM >16 <14
Chlorampheénicol C > 23 <19
Sufaméthoxazae ST 216 <10
Ciproflaxacine CIP >22 <19

Acide nalidixique NA >20 <15
Oflaxacine OFX >25 <22
Norfloxacine NOR >25 <22

Triméthorpime TMP > 16 <12
Kanamycine K >17 <15
Tétracycline TET >19 <17

g Cefoxitine FOX > 27 <25
g ﬁ' Erythromycine = >22 <17
?—% Vancomycine Va >17 -




Annexe B

Composition et préparation des milieux de cultures (pour 1 litre d'eau distill ée)

Gélose Muéller Hinton (milieu de culture déshydraté)

EXIAIt e VIANAE ... .o sttt st bt s esne e 39
Hydrolysat aCide de CASEINE..........ooviiieiiceeee ettt 1759
N 01110 o OSSPSR 159
o = PRSP RROTRR 209
6 TSROSO 7,3
Préparation

Dissoudre 42 g de poudre gélose Mueller Hinton dans un litre d'eau distillée. Autoclaver
20 min a120°C.

250 g de poudre permettent de préparer 5,9 | de milieu.

Diluant (eau physiologique stérile)

ChlOrure de SOOIUM.........c.eeiecie ettt esbeeeeeseesaeenaeeneesseeneenneenns 9¢g
BAU AISHITEE. ... bbb 1000 ml
Coeur-Cerveau

010505 S 0= o]0 1= U 10,09
INfUSION dE CEIVEII@ B VAL ... s 125¢
INfUSION d€ COBUI OB DOBUF ..ot 509
(T S 209
Chlorure de SOOIUM........c..eeie e et e e e e sre e ae e e e s se e reeneennes 509
Hydrogeénophosphate de SOOIUM...........ccviiriririeiesee e 259



Annexe D

Tableau 1V : Longueurs d’ ondes maximales et nombre d’ UFC/ml de chague suspension

bactérienneinitiale

Absorbancedela Nombre
L ongueursd'ondes _ N
Souches suspension bactérienne d'UFC/ml dela
maximales (A max) o
initiale SM
E.coli 448 nm 0,5 31.10°
K. pneumoniae 448 nm 0,5 63.10
P. aeruginosa 448 nm 0,5 30.10’
S. aureus 555 nm 0,6 11. 10°

Tableau V : Gamme de dilution des huiles essentielles utilisées pour |'aromatogramme en

milieu liquide
Dilution
Dilutions 1 V15 v2 125 13 v4 | 15 @ 16 | 18 116
HE
_ - - 20ul | 16l | 13ul | 10pl | 8ul Tul 5ul 2,5ul
d’origan
HE

d’ armoise 40 pl 27 ul 20pl | 16pl | 23pl | 10pl | 8ul 7ul 5ul 2,5ul
blanche

DM SO Ol 13 pl 20l | 24pl | 27pl | 30pl | 32ul | 33ul | 35ul | 37,5l



Annexe C

Coefficients de corréation

1) Huile essentielle d’ origan
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2) Huile essentielle d’ar moise blanche
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Glossaire

Glossaire

La plupart de définitions des termes on été prise a partir du dictionnaire " Le petit
Larousse" et " Larousse : encyclopédie des plantes médicinales "

Glossaire botanique

A

Absolue : Produit ayant une odeur caractéristique, obtenu a partir d'une concréte, d'une
pommade florale ou d'un résinoide par extraction a I'é&hanol a température ambiante. La
solution éthanolique obtenue est généralement refroidie et filtrée dans le but de supprimer les
cires; I'éthanol est ensuite éiminé par distillation.

Acore : Plante des marais originaire dAsie de Sud-Est et de I'Inde, aussi appelée roseau
aromatique. (Famille des Aracées).

Aromatique: Sedit d'une plante odorante, a huile essentielle le plus souvent.

Azulene : Hydrocarbure aromatique a la belle fluorescence bleue, utilisé dans les lessives
comme azurant (blanchissant).

B

Badiane : Arbuste originaire du Viét Nam, dont le fruit est appelé anis étoilé, contient une
essence odorante utilisée pour lafabrication de boissons anisées (Famille des magnoliacées).
Bractée : (latin : bractea, feuille de métal) : feuille plus au moins modifiée associée alafleur
ou al’inflorescence, mais n’ appartenant pas alafleur elle-méme.

Broussailles : Végétation formée d’ arbustes et de plantes épineuses, caractéristique des sous-
bois et des terres incultes.

C

Calice: (latin: calyx) : enveloppe florale la plus externe constituée par les sépales, ayant un
réle de protection.

Capitule: Inflorescence afleurs sessiles ou subsessiles et serrées en téte sur un réceptacle,
Composée : Sedit d'une feuille dont le limbe est devisé en folioles.

Corolle : (latin: corolla, petite couronne) : enveloppe florale composés de pétales, placée
entre le calice et les piéces fertiles, ayant généralement un réle d'affichage, ¢ est-a-dire
d’ attraction des pollinisateurs.

Concrétes : extrait a odeur caractéristique, obtenu a partir d'une matiére premiere fraiche
d'origine végétale, par extraction au moyen d'un solvant non agqueux, suivie de |I'élimination
de ce solvant par un procédé physique.

D

Dayas : sont des cuvettes d’ extension limitée, au fond en général argileux dans les quelles
I’ eau de ruissellement peut s accumuler.
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E

Epis : sorte de grappe dont les fleurs sont sessiles ou subsessiles sur un axe simple.
Exocytose : Mécanisme permettant d'expulser hors d'une cellule le contenu des granules qui
sont entourés d'une membrane.

Etamine : Organes méles de lafleur, situés entre la corolle et e pestil et composés du filet et
de |’ anthere.

F

Fragrance : Odeur suave, parfum agréable.

G

Garrigues: Formation végétale secondaire (chénes verts mélangés des buissons et des
plantes herbacées) qui apparait sur les sols calcaires aprés destruction de la forét, dans les
pays meéditerranées).

H

Halieutique : Qui concerne la péche.

Hermaphrodites: (grec: Hermaphrodite, nom mythique) : se dit d'une fleur portant
androcée et gynécée fonctionnels, ¢ est-a-dire bisexuée.

Huiles fixes : Huile non volatile contenue dans les plantes. Huile obtenue par pression a
chaud ou afroid

I

Iris: Plante de I'némisphéere Nord tempéré, souvent cultivée pour ces fleurs ornementale et
odorante, et dont le rhizome est parfois employé en parfumerie. (Familles des iridacées).

L

Lactifere: Sedit d’un cana qui conduit le lait.

)

Ombelliferes : Ombelle: (latin: umbella, parasol) : inflorescence dont les pédoncules
floraux, égaux entre eux, naissent tous du méme point et portent des fleurs, ou des
ombellules, sur un méme plan.

P

Pétale : Piece colorée constituant la corolle, appareil d affichage de lafleur.

Pauciflores : Qui porte peu de fleurs.

Phytoalexines : Composés toxique produits par les plantes superieurs, en réponse a |'attague
par des micro-organismes pathogénes et a d'autres stress. Parfois désigné sous le nom des
antibiotiques de plante, mais plutoét non spécifique, ayant une action fongicide et bactericide
générale.

Phytol : Alcool hydrophile, CxoH400,
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Pinnatipartites : Se dit d'une feuille penninerve dont chague moitié latérale est découpée en
lobes nombreux, dont les sinus atteignent presgue la nervure moyenne.

Plastoquinones : Ubiquinone (transporteur d’ électrons) des chloroplastes.

Pommade florale : Corps gras parfumé obtenu a partir de fleurs soit par "enfleurage a froid"
(c'est la diffusion des constituants odorants des fleurs dans le corps gras), soit par "enfleurage
achaud" (c'est ladigestion ou immersion des fleurs dans le corps gras fondu).

Pubescentes : Garni de poilsfins, mous, courts et peu serrés.

R

Résine : Substance solide ou visqueuse, transucide et insoluble dans I'eau, que sécrétent
certaines especes vegetales, notamment les coniféres.

Résinoides : Extrait a odeur caractéristique, obtenu a partir d'une matiére seche d'origine
végétale, par extraction a l'aide d'un solvant non aqueux, suivi de I'élimination de ce solvant
par procédé physique.

Rhizome : Tige souterraine ou aras de terre, ressemblant & une racine.

S

Sassafras : Arbre de I'Amérique du Nord, dont le bois est utiliseé en ébénisterie et en
construction légere, et dont les feuilles sont employées comme condiment. (Genre Sassafras ;
Famille des lauracées.).

Sessiles ou subsessiles: Se dit d'une feuille ou d’ une fleur ayant une implantation fixe
dépourvue de pétiole ou de pédoncule.

Steppique : Formé de steppes.

Steppe : Formation discontinue de végétaux de petites tailles, adaptés aux milieux Secs,
souvent herbacés, des régions méditerranéennes subarides, des régions tropicales ou de celles
de climat continental a hiverstres froids et & étés trés secs.

Suffrutescentes : Frutescentes : adjectif correspondant a arbrisseau.

T

Tubercule : Renflement des axes végétaux, surtout souterrains (racine, rhizome), riches en
substances de reserves.

Tubéreuse : Plante originaire du Meéxique cultivée pour ses belles grappes fleurs blanche a
odeur suave et pénétrante. (Genre Polianthes ; famille des Agavacées).

rV

Vivace: Sedit d'une plante qui vit plusieurs années et fructifie plusieursfois.

L exique thérapeutique
A

Aérophagie : Déglutition d air entrainant une aérogastrie lorsqu’ elle est excessive.
Allélopathiques : Ensemble des interactions biochimiques directes ou indirectes, positives ou
négatives, d’'une plante sur une autre au moyen de métabolites secondaires tels les acides
phénoliques, les flavonoides, les terpénoides et |es alcal oides.
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Antalgique : Qui soulage les douleurs.

Antheminthique : Qui combat les vers intestinaux.

Antiactinique : Matiére protectrice contre les rayons solaires.

Anti-inflammatoire: Qui fait dégonfler, et diminuer I'irritation. La plupart des anti-
inflammatoire sont aussi des antidouleurs.

Antibiotique : (grec: anti, contre; bioticos, qui concerne lavie) : inhibe le devel oppement
de diverses micro-organismes.

Antiseptique : (grec: anti, contre ; sepein, pourir) : prévient les infections en détruisant les
microbes.

Antispasmodique ou Spasmolytique : (grec: anti, contre ; spasmos, tirer) : empéche les
contractions musculaires involontaires (fibres musculaires de I'intestin et des voies urinaires).
Apéritif : (latin : aperire, ouvrir) : stimule I’ appétit.

Aphtes : Ulcération superficielle mais douloureuse de la muqueuse buccale (joues, gencives,
langue, lévres) ou génitale.

Arthrite: Inflammation aigué ou chronique des articulations.

Asthme : Maladie de cause souvent allergique, caractérisée par des acces de géne expiratoire,
due a un spasme bronchique.

Antioxydant : Prévient I'oxydation et |'altération des tissus

B

Bronchite : Inflammation des bronches. Bronchite chronique : maladie respiratoire, souvent
due au tabagisme, et évoluant vers |'insuffisance respiratoire.

C

Carminatif : Qui fait expulser les gaz d’ estomac.
Cdllulite : Inflammation du tissu sous-cutané, qui se voit dans un certain nombre de
maladies : lymphangite, infections locales bactériennes | e plus souvent, etc.

D

Dyspepsies : Sensations inconfortabl es ressenties au niveau de la partie haute de tube digestif
(estomac, oesophage).

E
Emménagogue : Qui provogue ou régularise les regles.

H

Halieutiques : Ensemble des technique, des disciplines de la péche.
Helminthiases : Maladie parasitaires causée par un helminthe.
Hémostatique: (grec : haima, sang ; stasis, arrét) : favorise la coagulation du sang.

M

Mycoses : Toutesinfection (candidose, par ex.) due a un champignon inférieur parasite.
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)

Oédeme : (grec : oidéma, tumeur), accumulation anormale de liquide provenant du sang dans
les espacesintercellulaires d’ un tissu.

Oxyures: Ver nématode, parasite de I'intestin de I'nomme (genre Enterobiums), du cheval et
des ruminants (genre Oxyuris), responsable de |'oxyurose.

P

Pédiculose : Affection causée par des insectes hématophages de la famille des Pediculidae,
les poux.

S

Sédatif : Qui camel’ organisme.

Spasmes : contarctions soudaines et involontaires d’ un muscle.

Stéroide : Substance chimique d'origine animale ou végétale ayant une puissante action
hormonale

Stomachique : Propre arétablir le fonctionnement de I’ estomac.

T

Tics : Contraction brusque et rapide de certains muscles, surtout de ceux du visage,
involotaire et stéréotypée.
(V)

Ulceéres : Perte de substance d’un revétement épithélial, cutané ou muqueux, s étandant plus
OU MOiNSs aux tissus sous-jacents.

rV

Vermifuge: Sedit d'un remede propre afaire évacuer les vers intestinaux.



RESUME

L'activité antibactérienne des huiles essentielles d'origan (Origanum glandulosum Desf.) et d'armoise
blanche (Artemisia herba alba Asso.) sur quatre souches bactériennes (S.aureus, K.pneumoniae, E. coli, P.
aeruginosa) a été étudiée. L'aromatogramme en milieu solide (méthode des disques) a été utilisé pour évaluer
Iinhibition de la croissance de diverses concentrations des huiles essentielles de ces deux plantes aromatiques.
L'huile essentielle de I'origan Sest avérée efficace sur les quatre souches testées avec une activité plus prononceée
sur Saureus, et une activité tres faible a I'égard de P. aeruginosa. En revanche, I'huile essentielle d'armoise
blanche inhibe uniquement la croissance de S. aureus. La détermination des Quantités Minimales Inhibitrices
(QM1) de la phase volétile par la technique d'aromatogramme en micro-atmosphére a été effectuée. Les résultats
obtenus montrent une activité antibactérienne de la phase volatile d'origan avec des QM| de 20 pl sur Saureus,
K.pneumoniae. et une QM| inferieur ou égale a 10 pul sur E. coli. Par contre, la phase volatile d'armoise blanche
présente uniquement une activité sur Saureus et avec des QM| de 80pl.

Les Concentrations Minimales Bactéricides de | huile essentielle d’origan sur E.coli est 4ul/ml, elle est de
3,2ul/ml pour K.pneumoniae. Cependant, elle est supérieure a 4ul/ml pour Saureus. La Concentration Minimale
Bactéricide de I" huile essentielle d’ armoise blanche est supérieure a 8ul/ml pour Saureus.

L'analyse des huiles essentielles par Chromatographie sur Couche Mince (CCM) a révélé des profils
différents pour I huile essentielle d'origan et d’armoise blanche ; présence d'une tache importante de couleur
rose pour I'huile essentielle d'origan avec un Rf de 0,65 et deux taches de couleur brique et bleue foncée
correspondant a des Rf de 0,73 et 0,79 respectivement pour celles de I’ armoise blanche.

Mots clés: Huiles essentielles; Origanum glandulosum Desf.; Artemisia herba alba Asso.; aromatogramme;
activité antibactérienne.

ABSTRACT

Antibacterial activity of the essential oils extracted from oregano (Origanum glandulosum Desf.) and white
wormwood (Artemisia herba alba Asso.) against four bacteria strains (Saureus, K.pneumoniae, E. coli, P.
aeruginosa) were studied. The disk diffusion method was used to evaluate the antibacteria activity of the
various concentrations of the essentials oils of each aromatics plant. The essential oil from oregano was found
efficiency against the four strains tested with antibacterial activity pronounced against Saureus, and weakest
activity against P. aeruginosa. However, the essential oil from white wormwood inhibits only the growth of S
aureus. The determination of the Inhibiting Minimal Quantities (IQM) of the volatil phase was effectueted. The
volatile phase of oregano shows an antibacterial activity on Saureus, K.pneumoniae (IQM are equal to 20 pl)
and E. coli (IQM inferior or equal to 10 pl). On the other hand, the volatil phase of white wormwood presents
only an activity on Saureus with | QM equal to 80pl.

Bactericidal Minima Concentrations of the essential oil of oregano on E.coli is 4ul/ml, it is 3,2ul/ml for
K.pneumoniae. However, it is higher than 4ul/ml for Saureus. The Bactericidal Minimal Concentration of the
essential oil of white wormwood is higher than 8ul/ml for Saureus. Thin Layer Chromatography (TLC)
essential oils analysis revealed different profils for essential oil from oregano and of white wormwood; presence
of an important spot of pink color for the oil essential of oregano with FR of 0, 65, and two spots of dark brick
color and blue corresponding to FR of 0, 73 and O, 79 respectively for those of the white wormwood.

Key words: Essentia oil; Origanum glandulosum Desf.; Artemisia herba alba Asso., disc diffusion method;
antibacterial activity.
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