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Résumé :

Les huiles essentielles possedent d’importantes activités antimicrobiennes et peuvent se
substituer avec succés aux antibiotiques qui montrent leurs inefficacités a I’encontre des
microorganismes résistants, ce qui nous a conduits a effectuer ’analyse chimique et 1’activité
antimicrobienne des huiles essentielles de Tinguarra sicula et de Filipendula hexapetala.
L’extraction est effectuée par hydrodistillation. L’analyse des huiles essentielles est réalisée par
CPG/SM. L’activité antimicrobienne est mise en évidence par la méthode de diffusion sur milieu
gélosé. L’analyse chimique de T .sicula a révélée la présence de 25 constituants dominés par
I’apiole (56.8%). L’huile essentielle de F. hexapetala est constituée principalement de 33
constituants dont les constituants majoritaires : le thymol (17.5%) et 1’aldéhyde salicylique (10.3%).
L’huile de T. sicula est inactive vis a vis des bactéries testées mais active a 1’égard des
champignons. L’huile de F. hexapetala présente une activité antimicrobienne sur S. aureus, A. niger
et C. albicans alors que P. aeruginosa est résistant.

Mots clefs : Tinguarra sicula, Filipandula hexapetala, huiles essentielles, activité antimicrobienne.
Abstract:

Essential oils have important antimicrobial activities and can replace with success antibiotics
which show their inefficiency against resistant microorganisms. In this study we have tested the
antimicrobial activities of the essential oils of Tinguarra. sicula, and Filipendula. hexapetala. The
extraction is done by hydrodistillation method. The analyses were obtained by CPG/MS.
Antimicrobial activity was tested by using the agar diffusion test. The chemical analysis of T .sicula
has revealed the existence of 25 constituents dominated by the apiol (56.8%). The essential oil of F.
hexapetala consists mainly of 33 constituents of which the majority compounds: the thymol
(17.5%) and the salicylaldehyde (10.3%). Essential oil of T .sicula was inactive against the bacteria
tested but active against fungi. Essential oil of F. hexapetala exhibited an antimicrobial effect on S.
aureus, A. niger and C. albicans but P. aeruginosa was resistant.

Key words: Tinguarra sicula, Filipendula hexapetala, essential oils, antimicrobial activity.
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Introduction

Actuellement, plusieurs questions se sont soulevées concernant 1’efficacité et la sécurité des
produits chimiques utilisés en médecine ou dans I’industrie alimentaire. En effet, le développement
de la résistance des micro-organismes aux divers antibiotiques préoccupent les spécialistes en
médecine. D’un autre coté, 1’utilisation des additifs tels que les antioxydants est suspectée d’avoir

des effets négatifs sur la santé du consommateur.

Le développement de nouveaux agents thérapeutiques s’avere indispensable pour lutter contre
les phénomenes de la résistance bactérienne et de I’oxydation des aliments. Dans ce but,
I’investigation des plantes représente un potentiel inestimable pour la découverte de nouvelles
substances a pouvoir antimicrobien et antioxydant. Ainsi les huiles essentielles commencent a avoir
beaucoup d’intérét comme source potentielle de molécules naturelles bioactives (Bruneton, 1999;
Teuscher et al., 2005). Elles font 1’objet d’étude pour leur éventuelle utilisation comme alternative
pour le traitement des maladies infectieuses (Chalchat et al., 1997; Baser et al., 2001) et pour la

protection des aliments contre I’oxydation (Deans et al., 1994 ; Miguel et al., 2003).

Les plantes aromatiques sources de ces substances sont largement répandues dans la nature.
L’ Algérie abrite un ensemble d’espéces importantes et variées et témoigne de ce fait d’une richesse
floristique incontestable. C’est pourquoi, NOUS nNous somme intéressé a étudier certaines plantes,
poussant a 1’état spontané dans les monts de la région de Sétif et de Bejaia. Ce travail a pour objet
I’extraction et I’analyse chimique puis l'activité biologique des huiles essentielles de deux especes
appartenant a deux familles botaniques différentes; la famille des Apiacées représentée par 1’espéce
Tinguarra sicula et la famille des Rosacées représentée par 1’espéce Filipendula hexapetala.

Dans le cadre de cette étude, ce mémoire est composé de deux parties. La premiere partie
propose une mise au point bibliographique. Elle est divisée en deux chapitres. Le premier chapitre
est consacré a I’étude des plantes médicinales. Le second chapitre traite la valorisation des
ressources végetales par une meilleure connaissance de la composition chimique et de 1’activité
biologique des huiles essentielles. Dans la seconde partie (pratique), nous avons décrit en détail le
matériel végétal, puis I’extraction des huiles essentielles et enfin, I’étude de son activité biologique.
Les résultats obtenus sont ensuite amplement discutés. Le manuscrit est achevé par une conclusion

génerale, les annexes et la liste des références bibliographiques.



PARTIIE BIBLIOGRAPHIQUE
CHAPITRE I

ETUDE DES PLANTES MEDICINALES



I-1- Phytothérapie

Le recours a la phytothérapie s’est répandu partout dans le monde et a gagné en popularité,
non seulement les populations des pays en développement y ont accés mais aussi ceux des pays ou
la biomédecine occupe une grande place dans le systéeme de santé. L’organisation mondiale de la
santé¢ (OMS) estime qu’environ 80% de la population mondiale compte toujours sur 1’utilisation des
plantes médicinales comme un premier traitement (Khalil et al., 2007).

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a profit dans
I’industrie: en alimentation, en cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces composés on retrouve dans
une grande mesure les métabolites secondaires qui se sont surtout illustrés en thérapeutique. C’est
pour cela que I’industrie pharmaceutique se tourne vers la nature et a entrepris une vaste étude sur
le terrain pour répertorier les plantes les plus prometteuses parce qu’il est nécessaire aujourd’hui, de
valider l'usage traditionnel de ces plantes et d’évaluer scientifiguement leurs activités

pharmacologiques retenues (Bahorun, 1997).

I-2- Botanique et propriétés des Apiacées (ex-Ombelliferes)

La famille des Apiacées est caractérisée par les rayons de I’inflorescence disposés comme
ceux d’une ombrelle. Cette famille comprend environ 300 — 455 genres et 3000 — 3750 espéces
(Tabanca et al., 2006). En Algérie, selon Quezel et Santa (1962), elle est représentée par 55 genres,
130 espéces et 27 sous — especes. Les espéces présentent une distribution bipolaire (dans toutes les
régions tempérées), mais la majorité habitant ’hémisphere Nord tempéré, d’autres comme la carotte

sont cosmopolites.

Les ombelliferes ont une homogénéité morphologique si remarquable grace a ses
inflorescences en ombelles. Elles sont généralement des herbes, parfois arbustes annuelles,
bisannuelles ou vivaces a tiges souvent cannelées et creuses par résorption de la moelle, certaines
ont une racine tuberculeuse (carottes) ou méme un véritable tubercule, certaines possédent un
rhizome (angéliques), les feuilles, alternes, différemment composées ou découpées, rarement
entieres engainants au niveau des nceuds, les inflorescences ombelliferes simples ou le plus souvent
composées d’ombelles, les fleurs sont blanches ou, plus rarement, jaunatres, verdatres ou rosee,
toujours de dimensions réduites. En général actinomorphes et épigynes, les fleurs sont
hermaphrodites. Le fruit est un schizocarpe a deux méricarpes cylindriques ou aplaties avec une
graine a tégument trés mince, un albumen charnu, huileux et un trés petit embryon droit a

cotylédons inégaux. Les Apiacées posseédent un systeme de canaux sécréteurs schizogenes dans tous



les organes libérant des monoterpénes, caractérisant 1’odeur de la famille. Elle contient également

des oléorésines et des alcaloides (Caratini, 1971 ; Laouer, 2004; Spichiger, 2004).

La famille des Apiacées renferme de nombreuses espéces économiquement importantes,
certaines sont des plantes alimentaires (carotte, fenouil, céleri...), d’autres sont des condiments
utilises depuis longtemps en cuisine a cause des huiles essentielles produites par leurs canaux
sécréteurs (persil, coriandre, carvi...). En phytothérapie, on leur attribue principalement des

propriétés digestives (Bruneton, 1999; Reynaud, 2002).

I-3- Botanique du genre Tinguarra (synonyme: Athamanta)

Le genre Athamanta (du nom Athamas, montagne de Créte ou se trouve la plante) est
composé d’environ 9 especes, qui sont distribuées principalement dans le Sud-Est de 1I’Europe. Ce
sont des plantes vivaces appartenant a la famille des Apiacées, dont les fleurs sont principalement
blanches a cing pétales, velus en dehors, a peine echancres, avec une pointe recourbée en dedans.
Les ombelles et les ombellules sont munies d'une collerette a plusieurs folioles simples, étroites et
membraneuses. Le fruit est velu, plus de deux fois plus long que large, chaque moitié du fruit porte
5 cotes égales arrondies, peu saillantes (Bonnier, 1990; Camarda et al., 2008). Selon Quezel et
Santa(1962), le genre Athamanta est constitué de plantes grisatres tomenteuses des rochers

verticaux, surtout calcaires. Les feuilles sont molles et pennatiséquees.
I-4- Les principaux constituants chimiques

Les plantes nous offrent plus de composés nouveaux que tous les chimistes du monde ne
pourraient jamais synthétiser pendant mille ans d’efforts. Les études phytochimiques entreprises
jusqu’a maintenant sur le genre Athamanta rapportent la présence de coumarines, de flavonoides et
d’acides gras (Camarda et al., 2008). Cependant les fruits d’Athamanta cretensis renferment une
essence et de I’athamantine, une poudre blanche, cristalline, insoluble dans I’eau, trés soluble dans

I’alcool et les huiles (Fournier, 1947).
I-5- Usages traditionnels

Camarda et al. (2008) disaient que quelques espéces du genre Athamanta sont utilisées dans
la médecine traditionnelle comme antiseptiques, diurétiques et dans la thérapie des scléroses. Les
fruits d’Athamanta cretensis ont été tres réputés autrefois comme diurétiques, stomachiques,
nervins, emménagogues, on les utilisait également contre la flatulence, la gravelle, ’atonie vésicale,
les coliques spasmodiques, la toux chronique, la plante entiére est aussi aromatique, apéritive et

digestive (Fournier, 1947).



I-6- Athamanta sicula (synonyme: Tinguarra sicula) (Fig.1)
I-6-1- Description botanique

C’est une plante annuelle vivace, sa taille varie entre 30 et 100 cm, entierement grisatre
tomenteuse, tiges de 20-60 cm, ses feuilles sont luisantes en dessus tripennatiséquées, molles, a
divisions tres nombreuses ovales oblongues, fortement crénelées. Involucre et involucelle a 2-5
bractées. Ombelles a 10-20 rayons, les fleurs sont blanches, les semences oblongues, le fruit tres
hispide, 4-6 fois plus long que large. Elle croit dans les falaises calcaires et verticales dans une
fourchette d’altitude variant de 100 métres jusqu’a 1500 métres en Afrique et dans le sud de I’Italie
particulierement en Sicile sur les rochers et dans tout le Tell algérien (Quezel et Santa, 1962;
Camarda et al, 2008).

Fig. 1 : Athamanta sicula

I-6-2- Systématique et nomenclature
Athamanta sicula appartient au:

- Regne: Végétal

- Embranchement: Spermaphytes

- Sous embranchement: Angiospermes
- Classe: Dicotylédones

- Ordre: Apiales

- Famille: Apiacees

- Genre: Athamanta

- Espéce: Athamanta sicula



I-6-3- Usages traditionnels

Dans la médecine populaire, Athamanta sicula est connue en lItalie sous le nom de
“spaccapietre” (fendeur des roches), I’infusion de ses racines fraiches est indiquée dans le
traitement des maladies de D’appareil urinaire. Elle est conseillée spécifiquement pour faire

dissoudre les calculs rénaux (Camarda et al., 2008).

I-7- Botanique et propriétés des Rosacees

La famille des Rosacées réunit selon Cartini (1971), 3000 — 3500 especes réparties en 100 —
115 genres. Cette famille cosmopolite, habite spécialement dans les régions tempérées de
I’hémisphére Nord. Elle comprend des plantes herbacées (aussi bien des annuelles que des vivaces,
fréguemment rampantes) des arbustes souvent épineux ou encore des arbres. Les feuilles
généralement alternes, simples ou composées, stipulées. Les fleurs régulieres a symétrie rayonnée et
parfois réunis en inflorescences: épis, grappes, corymbes, etc. les fruits trés divers : une drupe, un
akeéne, une baie, plus rarement une capsule, un follicule et les graines sont petites pratiquement sans
albumen. Certaines Rosacées sont des plantes alimentaires (pomme, nefle, abricot, cerise, péche,
poire...). D’autres sont des plantes médicinales (alchémille, aubépine, reine des pres, amande...)

(Spichiger, 2004).

I-8- Botanique du genre Filipendula

Le genre Filipendula (mot du latin, signifie «suspendu a un fil ») comprend environ 52
especes habitant les contrées tempérées de 1I’Europe, de I’Asie, du Nord de I’Afrique et de
I’ Amérique. Ce sont des plantes herbacées, des arbrisseaux ou des arbustes de 30-60 cm d’hauteur,
a racines portantes au sommet des renflements ovoides. Les feuilles sont composées de nombreuses
folioles dentées, opposées, le long du rachis, par paires alternativement grandes et petites.
L’inflorescence est en cyme ou en anthéles paniculées, plus ou moins corymbiforme, trés ramifiée,
tres florifére. Les fleurs sont petites avec 5-6 sépales ; 5-6 pétales, blancs, roses ou purpurins et de
nombreuses étamines. L’ovaire est constitué de 5-12 carpelles, libres et dressés (Fournier, 1947 ;
Maire, 1980 ; Bonnier, 1990). La filipendule est assez rare ¢a et la dans le Tell et représentée par
une seule espéce en Algérie (Filipendula hexapetala Gibb.) Synonyme : Spireae filipendula L
(Quezel et santa, 1962).



1-9- Les principaux constituants chimiques :

Des études phytochimiques du genre Filipendula hexapetala ont prouvé la présence de 1’acide
salicylique et de ses dérivés, des flavonoides, de 1’acide ascorbique, des acides
phénolcarboxyliques, des tannins hydrolysables et des procyanidines. (Pavlovic et al., 2007).

La reine des prés (F. ulmaria) renferme des hétérosides de flavonols, des tannins et des
hétérosides d’acides-phénols, xyloglucosides du salicylate de méthyle et de I’aldéhyde salicylique,
son huile essentielle obtenue par hydrodistillation contient, entre autre, du salicylate de méthyle et
de I’aldéhyde salicylique, ce dernier étant largement majoritaire dans 1’huile essentielle des fleurs

(Bruneton, 1999).

I-10- Usages traditionnels

Les extraits de la filipendule ont été utilisés comme : anti-inflammatoire, analgésique,
antirhumatismales, diurétique, astringent et agents diaphorétiques dans la médecine traditionnelle en
Europe et d’autres pays. La reine des prés (F. ulmaria) est réputée pour ses propriétés
antirhumatismales, antispasmodiques, diurétiques, analgésiques, anti-inflammatoires et febrifuges
(Donadieu, 2006).

I-11- Filipendula hexapetala (synonyme: Filipendula vulgaris, Spiraea filipendula) (Fig.2)

I-11-1- Description botanique

Cette plante vivace verte, presque glabre, aux racines portant des rhizomes a leurs extrémites,
tiges raides, dressés, mesure entre 30- 80 cm d’hauteur, les feuilles pennées d’un vert plus foncé, a
nombreuses folioles petites, serrées, incisees-dentées et un peu frisées, la plupart des feuilles en
rosette basilaires. Les fleurs blanches ou d’un blanc mélé de rougeatre, odorantes en rosette, la
corolle a normalement 5 pétales, mais assez souvent 6 ou 7 pétales d’ou 1’adjectif hexapetala, le
fruit un akene brun velue. Cette espéce originaire d’Europe et d’Asie est treés répandue en Serbie,
tolere des conditions relativement séches et pousse souvent dans les prairies maigres et les pentes
seches sur calcaires (Fournier, 1947 ; Maire, 1980 ; McClintock et al., 1997; Burnie et al., 2006;
Pavlovic et al., 2007).



Fig. 2 : Filipendula hexapetala

I-11-2- Systématique et nomenclature
Filipendula hexapetala appartient au

- Regne: Végétal

- Embranchement: Spermaphytes

- Sous embranchement: Angiospermes

- Classe: Dicotylédones

- Ordre: Rosales

- Famille: Rosaceae

- Sous-famille : Rosidées

- Genre: Filipendula

- Espeéce: Filipendula hexapetala

I-11-3- Les principaux constituants chimiques de Filipendula hexapetala

Des études antérieures des fleurs de F. hexapetala ont montré 1’existence de flavonoides,
d’acides phénoliques, de salicylate, d’acide ascorbique, de tannins, d’acides gras et des
polysaccharides, des traces de coumarines un glucoside : la gaulthérine et une diastase : la

gaulthérase (Bonnier, 1990 ; Pavlovic et al., 2007).

I-11-4- Usages traditionnels de Filipendula hexapetala
Filipendula vulgaris a une longue histoire d’usage dans la médecine traditionnelle et la

phytothérapie dans plusieurs pays comme: la Serbie, la Pologne, I’Ukraine et la Bulgarie, c’est



I’'une des plus fréquente plante médicinale utilisée dans les régions montagneuses de la partie
centrale du Nord Balkan (Radulovi¢ et al., 2007).

Maksimovic et al. (2007) indiquent que les fleurs du F. hexapetala sont diaphorétiques,
diurétiques, astringent, antirhumatismales et anti inflammatoire au méme titre que les fleurs de F.
ulmaria. Cette plante a les mémes usages ethnopharmacologique que Filipendula ulmaria, ses
racines tubéreuses contiennent de 1’amidon, elles sont comestibles mais amers. La décoction de ces
racines saupoudrées est utilisée pour traiter les problémes de reins, 1’essoufflement, le cornage, les
angines et la congestion.

A cause de la présence d’une grande quantité des tannins dans ses racines par rapport a
F.ulmaria, F.vulgaris est fréquemment utilisée pour le traitement des maux d’estomac et de la
diarrhée, d’autres propriétés ont été exploité pour soigner la grippe et la goutte. Le thé préparé des
feuilles de F.vulgaris est efficace pour le nettoyage des blessures et des plaies des yeux, des
propriétés anti- inflammatoire, antipyrétique, analgésique et antirhumatismales ont aussi été

constatées (Radulovic et al., 2007).



CHAPIIRE 11

VALORISATION DES RESSOURCES VEGETALES
PAR,
L' UTILISATION DES HUILES ESSENTIELLES



11-1- Définition des huiles essentielles

Ce sont des substances huileuses, volatiles, d’odeur et de saveur généralement fortes, extraites
a partir des différentes parties de certaines plantes aromatiques, par les méthodes de distillation, par
enfleurage, par expression, par solvant ou par d’autres méthodes (Belaiche, 1979 ; Valnet, 1984 ;
Wichtel et Anthon, 1999). Pour Bruneton (1999), les huiles essentielles (= essences = huiles
volatiles) sont «des produits de compositions généralement assez complexes renfermant des
principes volatils contenus dans les végétaux et plus ou moins modifiés au cours de la préparation.
La norme francaise AFNOR NF T75-006 définit I’huile essentielle comme: «un produit obtenu a
partir d’'une matiére premiére végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit par des procédés
mécaniques a partir de 1’épicarpe des Citrus, et qui sont séparés de la phase aqueuse par procédés

physiques » (Garnero, 1996).

11-2- Répartition, localisation et fonction:

Selon Bruneton (1999), les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux
supérieurs, les plantes capables d’¢laborer les constituants qui composent ces huiles essentielles
sont connues sous le nom de plantes aromatiques, réparties dans un nombre limité de familles, ex :
Myrtacées, Lauracées, Rutacées, Lamiacées, Astéracées, Apiacées, Cupressacées, Poacées,
Zingibéracées, Pipéracees, etc.

Tous les organes végetaux peuvent renfermer des huiles essentielles en particulier les
sommités fleuries (Lavande, Menthe). On les trouve aussi dans les écorces (Cannelier), les racines
(\Vétiver), les rhizomes (Gingembre), les fruits (Anis, Fenouil, Badiane), le bois (Camphrier), les
feuilles (Citronnelle, Eucalyptus), les graines (Muscade) et les boutons floraux (clou de Girofle)
(Belaiche, 1979 ; Paris et Hurabielle, 1981 ; Bruneton, 1999 ; Ghuestem et al., 2001).

Pour Guignard et al. (1985), il n’existe pas de régle générale concernant les licux
d’accumulation des métabolites secondaires telles que les huiles essentielles dans 1’organisme
végétal. Par contre pour Garneau (2004), la plupart des huiles essentielles se retrouvent dans des
glandes (Fig.3). Les structures glandulaires et les cellules sécrétrices isolées peuvent se rencontrer
dans tous les organes vegetaux, vegeétatifs et reproducteurs. Plusieurs catégories de tissus sécréteurs
peuvent coexister simultanément chez une méme espece, voire dans un méme organe.

Les structures anatomiques spécifiques spécialisées dans la sécrétion des huiles essentielles
sont tres diverses: poches sécrétrices schizogéenes (Myrtacées) ou poches sécrétrices schizolyzigénes
(Aurantiacées), des canaux sécréteurs (Coniferes et Apiacees), poils sécréteurs (Lamiacées et
Astéracées) (Fig.4), et cellules sécrétrices isolées (Lauracées, Magnoliacées et Pipéracées)
(Belaiche, 1979 ; Paris et Hurabielle, 1981 ; Bruneton, 1999 ; Ghuestem et al., 2001).



Binet et Brunel (1968) signalent que ces canaux et ces poches sont dit schizogenes s’ils se
forment par écartement des cellules sécrétrices et lysigénes s’ils se forment grace a leur lyse, mais il
est fréquent que les deux modes de formation coexistent (canaux et poches schizolyzigénes).
Ghestem et al. (2001) indiquent, que la teneur des plantes en huiles essentielles est faible, souvent
inferieure a 1%. Il existe, cependant, des exceptions telles que le clou de girofle qui renferme plus
de 15%.

Fig.3: Glande sécrétrice avec cuticule dans la face inferieure de la feuille d’Origanum vulgare

(Svoboda et al., 2000)

Fig. 4: Les poils épidermiques sur le calice d'une fleur d’un origan (Porter, 2001).

Beaucoup de plantes produisent les huiles essentielles en tant que métabolites secondaires,
mais leur rble exact dans les processus de la vie de la plante est inconnu (Rai et al., 2003). Elles
sont en genéral considérées comme des déchets du métabolisme (Amiot, 2005) ou des sous produits
de D’activité métabolique d’une plante (Banthrope et al., 1992 in Amiot, 2005). Cependant,
plusieurs effets apparent utiles ont été decrits telles que la réduction de la compétition des autres
especes de plantes (allélopathie) par inhibition chimique de la germination des graines par exemple
le cinéole et le camphre, libérés dans 1I’atmosphére par Salvia leucophylla sont absorbés par le sol

sec, inhibant la germination des especes prairiales ainsi que la protection contre la flore



microbienne infectieuse par les propriétés fongicides et bactéricides et contre les herbivores par
gout et effets défavorables sur le systeme nerveux (Porter, 2001; Guignard et al., 2004).

Certains auteurs pensent que les huiles essentielles pourraient avoir un réle attractif vis-a-vis
des insectes pollinisateurs et favoriseraient ainsi la pollinisation (Bruneton, 1999 ; Abou Zeid,
2000 ; Guignard, 2000). D’autres auteurs affirment que les huiles essentielles jouent un role
hormonal, régulateur et catalyseur dans le métabolisme végétal et semblent aider la plante a
s’adapter a son environnement. Belaiche (1979) signale que I'utilité¢ des huiles essentielles pour les
plantes désertiques est liée a la conservation d’une humidité indispensable a la vie des plantes. Les
vapeurs aromatiques permettent de saturer I’air autour de la plante empéchant, le jour, la
température de 1’air de monter jusqu’a un degré insupportable pour la vie végétale et la nuit de
baisser de fagon excessive.

Les essences pourraient constituer des supports @ une communication et ce d’autant mieux
que leur variété structurale autorise le transfert de messages biologiques sélectifs (Bruneton, 1999),
tandis que Guignard et al. (1985) considerent I’huile comme une source énergétique : «mis en

réserve pendant le jour, ils seraient dégradés durant la nuit en acétyl CoA ».

11-3- Propriétés physiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des liquides a température ordinaire, d’odeur aromatique tres
prononcée, généralement incolores ou jaune pale a I’exception de quelques huiles essentielles telles
que I’huile de 1’Achillée et I’huile de la Matricaire. Ces dernicres se caractérisent par une coloration
bleu a bleu verdatre, due a la présence de 1’azuléne et du chamazuléne (Abou Zeid, 2000).

La plupart des huiles essentielles ont une densité inferieure a celle de I’eau et sont entrainable
a la vapeur d’eau ; il existe, cependant, des exceptions telles que les huiles essentielles de Sassafras,
de Girofle et de Cannelle dont la densité est supérieure a celle de I’eau. Elles possédent un indice de
réfraction souvent élevé et sont douées de pouvoir rotatoire (Paris et Hurabeille, 1981 ; Duraffourd
et al., 1990 ; Salle et Pelletier, 1991). La densité nous renseigne selon Garnero (1996) sur la
composition chimique : ainsi une densité inferieure a 0.9 indique la présence, dans cette huile, de
composés terpéniques et aliphatiques a des taux élevés, alors qu'une densité supérieure a 1 indique
une composition tres variée en composeés terpéniques polycycliques.

Les huiles essentielles s’évaporent et se volatilisent a température ambiante. Trés peu solubles
dans I’eau a laquelle elles communiquent leurs odeurs, cette eau est dite «eau distillée florale». Les
huiles essentielles sont solubles dans les alcools, dans les huiles fixes et dans la plupart des solvants
organiques (Paris et Hurabielle, 1981 ; Bruneton, 1999 ; Abou Zeid, 2000 ; Ghuestem et al., 2001).
Leur point d’ébullition est toujours supérieur & 100°C et dépend de leurs poids moléculaires par

exemple les points d’ébullition du caryophylléne, du géraniol, du citral et du a-pinéne sont 260°,



230°, 228° et 156°C respectivement (Abou Zeid, 2000), mais d’apres Valnet (1984), ce point varie
de 160°C a 240°C.

Les huiles essentielles s’oxydent facilement a la lumicre et se résinifient en absorbant de
I’oxygéne, en méme temps, leurs odeurs se modifient, leurs points d’ébullition augmentent et leurs

solubilités diminuent. Elles absorbent le chlore, le brome et 1’iode en dégageant de la chaleur

(Duraffourd et al., 1990).

11-4- Composition chimique

Comme toute substance, les huiles essentielles se caractérisent par une composition chimique
analysable et treés variable. Le nombre de composants isolés est d’environ des milliers et il en reste
beaucoup a découvrir (BACIS, 1999). Ces constituants appartiennent, de fagcon quasi exclusive, a
deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : le groupe des terpénoides (les
composés terpéniques) (Fig.5) et le groupe des composés aromatiques dérivés du phenylpropane
(Fig.5), beaucoup moins fréquents. Elles peuvent également renfermer divers produits issus du

processus de dégradation mettant en jeu des constituants non volatils (Bruneton, 1999).

11-4-1- Les composés terpéniques

Les terpenes constituent une famille de composés largement répandus dans le régne végétal.
Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette d’une unité
isoprénique a 5 atomes de carbone (CsHg) reconnue par Wallach dés 1887 in Lamarti et al. (1994).
Cet isopréne est a la base du concept de la «régle isoprénique» énoncée en 1953 par Ruzicka in
Lamarti et al. (1994). Cette régle considére le diphosphate d’isopentényle (IPP), désigné sous le
nom d’isoprene actif comme le véritable précurseur de la molécule terpénique. Les systemes
enzymatiques responsables de cette conversion (IPP en composés terpéniques dans les trois
compartiments: cytoplasmes, mitochondries et plastes) sont hydrosolubles ou membranaires. Ces
derniers permettent 1’¢longation de la chaine isoprénique conduisant a tout 1’éventail des composés
terpéniques a 10, 15, 20 et 30 atomes de carbones (Lamarti et al., 1994). Seuls les terpénes dont la
masse moléculaire est relativement faible (mono — et sesquiterpenes) sont rencontres dans les huiles
essentielles (Bruneton, 1999) et leur confere un caractere volatil et est a la base de leurs propriétés
olfactives (Pibiri, 2006).

Il convient de souligner que la synthése des terpenes n’est pas propre aux végétaux. Le
squaléne, ainsi que son nom I’indique est un terpéne abondant chez les requins. Des sesquiterpenes
et des diterpenes se rencontrent €également chez les spongiaires et les ceelenthérés (Guignard, 2000)

Les terpénes sont constitués d’un mélange d’hydrocarbures et de composés oxygénés dérivés

de ces hydrocarbures. Dans certaines huiles essentielles, les hydrocarbures prédominent (ex.



I’essence de Térébenthine) dans d’autres, la majeure partie de I’essence est constituée de composés
oxygénés. Il est a noter que 1’odeur et le gout des huiles essentielles sont donnés par ces composés
0xygénés. Parmi ces composés oxygenés, on note d’alcools (géraniol, linalol), d’esters (acétate de
linalyle), d’aldéhydes (menthone, camphre, thuyone), les cétones, les éthers, les phénols et les

peroxydes (Paris et Hurabielle, 1981; Svoboda et Hampson, 1999).

11-4-1-1- Les monoterpenes
Les composés monoterpéniques sont constitués de deux unités d’isoprene, leur formule
chimique brute est CyoHis (Rahal, 2004). Ces composés peuvent étre: monoterpenes acycliques
(myrcéne, ociménes), monoterpénes monocycliques (a- et vy-terpinene, p-cymene) et aux
monoterpénes bicycliques (pinénes, A®-caréne, camphéne, sabinéne). Selon Bruneton (1999), la
réactivité des cations intermédiaires justifie 1’existence de nombreuses molécules caractérisées par

différentes fonctions: alcools, cétones, esters, aldéhydes, éthers, peroxydes, phénols.

11-4-1-2- Les sesquiterpenes

Ils comportent trois unités d’isopréne, leur formule est C15H,4 S0it une fois et demie (sesqui)
la molécule des terpénes (Belaiche, 1979). lls présentent une grande variété dans les structures
conduisant & un nombre ¢levé de possibilités, ce qui a retardé I’¢lucidation de leurs structures
(Rahal, 2004). Les sesquiterpénes peuvent étre également, comme les monoterpénes, acycliques
(farnésol), monocycliques (humuléne, a-zingiberéne) ou polycycliques (matricine, artéannuine,
B,artémisinine). Ils renferment aussi des fonctions comme alcools (farnésol, carotol, B-santalol,
patchoulol), cétones (nootkatone, cis-longipinane-2.7-dione, B-vétivone), aldéhydes (sinensals),

esters (acétate de cédryle) (Bruneton, 1999 ; Laouer, 2004).

11-4-2- Les composés aromatiques dérivés du phenylpropane

Les huiles essentielles renferment aussi des composés aromatiques dérivés du phénylpropane
(Cs-C3), mais qui sont beaucoup moins fréquents que les terpénes et dont la biogenése est
totalement différente (Paris et Hurabielle, 1981). Bruneton (1999) considére que ces composés sont
tres souvent des allyl- et propenyl phénols, parfois des aldéhydes, caractéristiques de certaines
huiles essentielles d’Apiacées (Anis, Fenouil: anéthole, anisaldehyde, méthyl-chavicol=estragole.
Persil : apiole) mais aussi de celles du Girofle (eugénol), de la Muscade (safrol, eugénol), de
1I’Estragon (eugénol), du Basilic (eugénol), de I’ Acore (asarones) ou des Cannelles (cinnamaldéhyde
eugénol safrol). On peut également selon le méme auteur, rencontrer dans les huiles essentielles des
composés en Cs-C; comme la vanilline (assez fréquente) ou comme I’anthranilate de méthyle. Les

lactones dérivées des cinnamiques (par exemple les coumarines) étant, au moins pour les plus



simples d’entre elles, entrainables par la vapeur d’eau, elles seront également présentes dans

certaines huiles essentielles.

11-4-3- Les composés d’origines diverses

Ce sont des produits résultant de la transformation de molécules non volatiles entrainables par
la vapeur d’eau. Il s’agit de composés issus de la dégradation d’acides gras, de terpénes. D’autres
composés azotés ou soufrés peuvent subsister mais sont rares. Enfin, il n’est pas rare de trouver
dans les concrétes des produits de masses moléculaires plus importantes non entrainables a la
vapeur d’eau, mais extractibles par les solvants : homologues des phénylpropanes, diterpénes, etc...
(Bruneton, 1999). Abou Zeid (1988) signale que le composé soufré le plus rencontré est 1’allyl-
isothiocyanate issu de la dégradation d’un glucoside sinigroside qui se trouve dans les graines de
moutarde noire. Ce composé est incolore, fluide et de saveur piquante. Certaines plantes
aromatiques produisent des huiles essentielles dont les composés terpéniques renfermant I’élément
nitrogene. Parmi ces composés on cite I’indole, qui se trouve dans 1’huile essentielle de citron et des

fleurs de jasmin.
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Fig. 5: Structure chimique de quelques composés des huiles essentielles (Bakkali et al., 2008)

I11-5- Facteurs de variabilité des huiles essentielles

Selon Senator (1996) in Djibo et al. (2004) la présence ou I’absence de certains constituants

dans la plante dépend de 1’un ou de la combinaison de trois facteurs (le patrimoine génétique, 1’age




et environnement de la plante). En effet, ’influence des facteurs environnementaux, comme la
température, 1’humidité (Boira et Blanquer, 1998 ; Pala-paul et al., 2001), I’altitude et latitude
(Azevedo et al., 2001 ; Oliveira et al., 2005 ) la nature du sol (Oliveira et al., 2005 ; Peng et Yang,
2005 ; Zheljazkov et al., 2005) sur la composition chimique et le rendement des huiles essentielles a
été décrite. Certaines auteurs se sont préoccupés d’autres facteurs tels que le cycle végétatif (Juteau
et al., 2002 ; Schwab et al., 2004 ; Yayi et al., 2004 ; Jordan et al., 2006 ; Sefidkon et al.,2007),
I’age et I’organe végétal (Skoula et al., 1996 ; Silvestre et al., 1997 ; Mockute et Judzentiene, 2003 ;
Laouer, 2004), la période de récolte (Angelopoulou et al., 2002 ; Cavaleiro et al., 2003 ; Maderia et
al., 2005 ; Randrianalijaona et al. , 2005) les parasites, les virus et les mauvaises herbes (Svoboda et
Hampson, 1999 ; Smallfield, 2001) qui influent sur le rendement et la composition chimique des
huiles essentielles.

C’est ainsi que I’action des huiles essentielles est le résultat de I’effet combiné de leurs
composés actifs et inactifs, ces composés inactifs pourraient influencer la disponibilité biologique
des composés actifs et plusieurs composants actifs pourraient avoir un effet synergique (Svoboda et
Hampson, 1999).

Le rendement et la composition chimique des huiles essentielles varient également en
fonction de la méthode d’extraction (khajeh et al., 2004 et 2005 ; Viljoen et al., 2006 ; Sefidkon et
al., 2007). La durée de séchage affecte aussi bien le rendement que la composition (Yayi et al.,
2004).

Les conditions principales requises pour une production rentable en huile essentielle sont : un
bon matériel végétal, la variété de la plante, le sol, I’équipement de distillation, le climat

(Smallfield, 2001).

e Chémotype

La composition chimique de I’huile essentielle de certaines plantes peut varier a 1’intérieur
d’une méme espece. En effet une méme plante aromatique, botaniquement définie, synthétise une
essence qui sera biochimiquement différente en fonction du biotope dans lequel elle se
développera ; ces variétés chimiques sont communément appelées chémotypes, types biogénétiques,
races chimiques ou races biologiques.

Biochimiquement différent, deux chémotypes présenteront non seulement des activités
thérapeutiques différentes (Lydie, 2002) mais aussi des toxicités tres variables (Baudoux, 1997). La
non-connaissance de cette notion capitale et le manque de précision laissent la porte ouverte aux

¢checs thérapeutiques et a la toxicité de certaines d’entre elles (Laouer, 2004).



On voit selon Bruneton (1999) I’importance qu’il y a, pour assurer la qualité du produit et sa
constance, a ¢tudier, définir, et contrdler I’ensemble des parametres, de la culture a 1’¢laboration du

produit final. Toute généralisation s’avere hasardeuse.

11-6- Toxicité des huiles essentielles

Les HE sont des molécules actives. Elles peuvent avoir de graves effets secondaires. Il est
important de respecter la posologie et la durée de la prise. Parmi ces effets, citons : des allergisants
ou hypersensibilisants, photosensibilisants dus aux furocoumarines, neurotoxiques dus aux cétones,
néphrotoxiques dus aux terpénes majoritaires dans 1’huile essentielle de Térébenthine et des
rameaux de Genévrier, hépatotoxiques dus aux phénols pris pendant des laps de temps trop
importants ou a doses massives L’eugénol, qui est I'un des constituants du Thym, est
hépatotoxique. Chez ’enfant, 10 ml eugénol peut conduire a une insuffisance renale. Il a été
démontré que le linalol, I’'un des constituants d’une autre espéce de thym, est cytotoxique pour les

cellules de la peau humaine (Eisenhut, 2007 in Elkolli, 2008).

En regle générale, les huiles essentielles ont une toxicité aigue par voie orale faible ou trés
faible : la majorité des huiles qui sont couramment utilisées ont une dose létale (DLsy) comprise
entre 2 et 5 g/kg (Anis, Eucalyptus, Girofle...etc.) ou, ce qui est le plus fréquent, supérieure a 5
g/kg (Camomille, Lavande...etc.). D’autres, une quinzaine, ont une DLsy comprise entre 1 et 2
g /kg : Basilic, Estragon, Hysope (1,5ml/kg). Les plus toxiques sont les huiles essentielles de Boldo
(0,13 g/kg ; convulsions apparaissant dés 0,07 g/kg), de Chénopode (0,25 g/kg), de Thuya (0,83
g/kg), ainsi que I’essence de moutarde (0,34 g/kg) (Bruneton, 1999).

I1-7- La filiere des huiles essentielles

Les plantes aromatiques donnent les huiles essentielles (HE), essences destinées a I’utilisation
industrielle. Ces HE ne sont pas forcément des produits finaux dans la mesure ou, une fois
produites, elles peuvent servir d’intrants a la fabrication de plusieurs produits : elles sont destinées

en effet a quatre grands secteurs industriels (Grysole, 2004).
e Secteur parfumerie/ cosmétique

L’utilisation des huiles essentielles comme base dans la fabrication de parfums constitue une
pratique courante depuis des si¢cles dans la plupart des civilisations. L’Europe et les Etats-Unis ont
développé des industries importantes qui démarquent par leur haut niveau d’exportation dans ce
domaine. La consommation d’huiles dans ce secteur se caractérise par le besoin d’une trés grande

variété de produits, de quantités relativement faibles et de prix souvent élevés.



e Secteur parfumerie technique

La parfumerie technique (qui comprend les produits d’entretien ménager domestiques ou
industriels) a également recours aux huiles essentielles pour I’image de propreté a laquelle elles sont
associées, mais aussi parfois pour leurs propriétés antiseptiques. Par exemple, la citronnelle dégage
un parfum qui indique au visiteur que 1’endroit a été fraichement lavé. Dans ce secteur, 1’industrie
consomme de grandes quantités d’huiles, au meilleur prix possible, car I’industrie désire garder le

prix de revient de son produit au minimum.
e Secteur alimentation

L’industrie alimentaire utilise les huiles essentielles pour rehausser le gout des aliments, pour
parfumer et colorer. Le secteur des boissons gazeuses s’avere un gros consommateur d’huiles.
Aussi, les fabricants d’aliments préparés les utilisent de plus en plus parce que le nombre de
produits augmente et le consommateur recherche d’avantage les produits avec des ingrédients
naturels. Dans ce secteur, les volumes d’huiles essenticlles peuvent étre trés importants. L’huile la

plus utilisée dans le monde est I’huile essentielle d’orange.
e Secteur médecine

Dans le domaine de la santé, il faut distinguer le secteur pharmaceutique de celui des
médecines douces. Dans ce deuxiéme secteur, les vertus thérapeutiques des huiles sont reconnues et
utilisées depuis des siecles dans beaucoup de pays. En effet, ce marché a donné naissance a une
industrie des produits naturels comme les produits homéopathiques. Cette industrie, trés développée
en Europe, bénéficie d’un attrait croissant de la part des consommateurs non seulement en Europe
mais aussi en Amérique du Nord. De plus, les produits naturels avec effets thérapeutiques ont attiré

I’attention des divers groupes pharmaceutiques.

Les huiles a utilisation médicinale peuvent étre vendues pures en petits flacons ou sous
forme de vaporisateurs, de pastilles, de bonbons... ces huiles peuvent également étre utilisées
comme inhalant pour soulager les difficultés respiratoires, comme dentifrice (dans I’eau), ainsi que
pour rafraichir ou soulager la gorge (Grysole, 2004). Par conséquent, les huiles essentielles ont une
variété d’applications et, dans bien des cas, la méme huile peut étre recherchée pour des propriétés
différentes selon les secteurs industriels. Les propriétés médicinales des HE sont nombreuses, mais
chacune possede ses vertus particulieres (Nicole, 1996).



11-8- La conservation des huiles essentielles

A cause de leur évaporation rapide, leur sensibilit¢ a I’air et a la lumiére, les huiles
essentielles doivent étre conservées dans des flacons opaques et fermés hermétiquement (Valnet,
1984 ; Salle et Pelletier, 1991).

11-9- Procédés d’extraction des huiles essentielles

De tous temps, on connait les vertus des «essences de plante» et on s’effor¢a de les extraire
depuis la plus haute antiquité. C’est vers le 13°™ siécle, en Europe, plus précisément dans le Sud de
la France, au royaume des parfums, que I’on a commencé a explorer diverses méthodes d’extraction
de ces huiles volatiles (France-lIda, 1996). Connaissant mieux les constituants des huiles, des
techniques se sont développées visant a optimiser la qualité de I’huile tout en maintenant un
rendement intéressant. La distillation est de loin, le procédé le plus utilisé pour 1’extraction des

huiles essentielles.
e Ladistillation

Selon Benjilali (2004) la distillation peut étre définie comme étant la séparation des
constituants d’un mélange de deux ou plusieurs composants en fonction de leur température de
passage a I’état gazeux (¢€bullition ou sublimation). La distillation peut s’effectuer avec recyclage de
I’eau de distillation (cohobation), ou sans recyclage. La production des huiles essentielles se ferait
donc en deux étapes : la diffusion de I’huile essentielle de 1’intérieur des tissus vers la surface du

matériel végétal, et I’évaporation et entrainement a la vapeur d’eau.

Bruneton (1999) signale que le principe de la distillation repose sur la propriété qu’ont les
huiles essentielles d’étre volatiles sous I’effet de la chaleur, ’huile est alors entrainée par la vapeur

d’eau. Apres condensation, 1’huile essentielle se sépare du distillat par décantation.

Il existe deux méthodes de base de distillation pour I’obtention des huiles essentielles qui
reposent sur le méme principe : entrainement des constituants volatils du matériel végétal par la
vapeur d’eau. La différence entre eux réside dans le degré de contact entre 1’eau liquide et le

matériel végétal (Anes et al., 1968 in Benjilali, 2004) :
* L’hydrodistillation

*Distillation a 1’eau ou «hydrodistillation» (Fig.6): le matériel végétal est en contact direct
avec I’eau. Lorsque le végétal est broyé on parle de turbo distillation. Selon Bruneton (1999),
I’hydrodistillation consiste a immerger directement le matériel végétal a traiter (intact ou

éventuellement broyé) dans un alambic rempli d’eau qui est ensuite porté a €bullition. Les vapeurs



hétérogenes sont condensées sur une surface froide et I’huile essentielle se sépare par différence de
densité. Les inconveénients de cette méthode sont : la calcination du matériel végétal, ce qui entraine
une modification de la composition et des caractéristiques chimiques de 1’huile essentielle (Abou
Zeid, 2000), La non maitrise de la température du récipient contenant le mélange (eau + organes
végétaux) et la modification de ’odeur, de la couleur et de la composition de 1’huile essentielle au

cours de la distillation (Chalchat et al., 1997).

Cette méthode est généralement utilisée en cas des huiles essentielles dont les constituants
chimiques sont thermorésistants. Elle est aussi utilisée dans 1’extraction des huiles a partir des
feuilles et des fleurs fraiches ou séchées. Parmi les huiles extraites par cette méthode, on cite I’huile

de menthe, de myrte et de I’herbe a citron (Haekel et Omar, 1993).
* La distillation a la vapeur

Distillation a la vapeur saturée : «vapo-hydrodistillation» : c’est le procédé le micux adapté a
I’extraction des essences, surtout si elles sont destinées a des fins thérapeutiques (Bego, 2001). Le
matériel végétal, dans ce cas, n’est en contact avec 1’eau, se trouve supporté par une grille ou une
plaque perforée placée a une distance adéquate du fond de I’alambic, rempli d’eau. Sous ’action de
la chaleur, I’eau se transforme en vapeur et passe a travers les plantes en entrainant les molécules
aromatiques vers un systéme de refroidissement. La vapeur d’eau chargée ainsi d’essence retourne a
I’¢état liquide par condensation. Le produit de la distillation se sépare donc en deux phases
distinctes : I’huile et I’cau condensée que 1’on appelle eau florale ou hydrolat (Anes et al., 1968 in
Benjilali, 2004; Belaiche, 1979).

Cette méthode est utilisée dans la distillation a partir de plantes fraiches telles que la menthe
et le myrte et les plantes qui portent leurs huiles essentielles dans les feuilles qui sont cueillies puis
partiellement coupées ensuite portées au dispositif de distillation. Puisque la plante fraiche est riche

en eau, donc il n’est pas nécessaire de I’immerger (Haeckel et Omar, 1993).

Distillation a la vapeur directe : c’est une variante de I’entrainement a la vapeur qui consiste a
pulser de la vapeur d’eau a trés faible pression (0.02-0.15 bar) a travers la masse végétale du haut
vers le bas, en utilisant la pesanteur comme force de déplacement de la vapeur, 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 ; ce procédé est appelé distillation par
hydrodiffusion (Anes et al., 1968 in Benjilali, 2004; Bruneton, 1999). Il découle des recherches de
Fathy et al. (1965), Rudolf (1968), de Vernon et Richard (1976) que I’entrainement a la vapeur
d’eau est préférable a 1’hydrodistillation du fait qu’elle permet une extraction totale des huiles

essentielles en améliorant le rendement de 33% par rapport a I’hydrodistillation.
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Fig. 6 : Appareillage utilisé pour I'hydrodistillation de I’huile (Hernandez Ochoa, 2005)

e L’extraction par enfleurage

Ce procédé met a profit la liposolubilité des composants odorants des végétaux dans les corps
gras. Il consiste a déposer des pétales de fleurs fraiches sur des plaques de verre recouvertes de
minces couches de graisse (graisse animale type saindoux). Selon les especes, 1’absorption des
huiles essentielles des pétales par le gras peut prendre de 24 heures (Jasmin) a 72 heures
(Tubéreuse). Les pétales sont éliminées et remplacées par des pétales fraiches jusqu’a saturation du
corps gras. On épuise ce corps gras par un solvant que 1’on évapore ensuite sous vide (Belaiche,
1979 ; France Ida, 1996). Pour certaines plantes, on procéde a une immersion des fleurs dans de la
graisse chauffée, c’est ce que 1’on appelle enfleurage a chaud ou «digestion» (Bruneton, 1999).
Cette méthode appelée également macération a chaud par d’autres auteurs est surtout utilisée pour
les fleurs délicates qui perdent leurs aromes trés rapidement apres la cueillette, comme les violettes
et certains lys (France-lda, 1996). Cette technique laborieuse, qui demande une grande labilité, est
de moins en moins employée au profit de 1’extraction par les solvants, en raison de son faible

rendement et de I’importante main d’ceuvre qu’elle nécessite (Abou Zeid, 1988).

o L’extraction par les solvants volatils

Cette méthode est utilisée pour les organes végétaux présentant une concentration en essence
relativement faible ou pour les essences que 1’on ne peut extraire par distillation. Elle est basée sur
le pouvoir qu’ont certains solvants organiques a dissoudre les composants des huiles essentielles.
Dans ce procédé, un épuisement des plantes est effectué¢ a 1’aide d’un solvant volatil dont
1I’évaporation laisse un résidu cireux, treés coloré et trés aromatique appelé «concréte». Le traitement
de cette concréte par 1’alcool absolu conduit a «I’absolue» (Belaiche, 1979 ; Duraffourd et al.,
1990). Le choix du solvant est influencé par des parameétres techniques et économiques : sélectivité

(pouvoir solvant a 1’égard des constituants odorants), stabilité, inertie chimique, température



d’¢ébullition pas trop élevée pour permettre son élimination totale, pas trop faible pour éviter les
pertes et donc une é€lévation des coits, sécurité de manipulation c’est a dire non toxique ou
inflammable. Les solvants les plus utilisés sont les hydrocarbures aliphatiques : 1’éther de pétrole et
I’hexane, mais aussi le propane ou le butane liquide (sous pression). Si le benzéne est un bon
solvant, sa toxicité limite de plus en plus son utilisation. On a également recours aux solvants
halogénés (dérivés chlorés et fluorés du méthane et de 1’éthane) ainsi qu’a 1’éthanol. Apres
I’extraction, le solvant est distillé et en fin de I’opération, le solvant qui imbibe la masse végétale

est récupéré par injection de vapeur d’eau dans celle-ci (Bruneton, 1999).

L’extraction par les solvants présente toutefois des contraintes diverses liées en premier lieu
au manque de sélectivité de ces produits : de nombreuses substances peuvent de ce fait se retrouver
dans les concrétes (huiles fixes, phospholipides, caroténoides, cires, certaines coumarines) et
imposer une purification ultérieure, et en second lieu, a la toxicité des solvants et leur présence sous
forme de traces résiduelles dans I’extrait final (Bruneton, 1999). En effet, Viaud (1993) affirme que
des analyses sérieuses, par les méthodes les plus modernes, montrent que les proportions de
solvants résiduaires dans les concretes se situent entre 2 et 4% atteignant souvent 6% et méme
parfois 25%. Les absolues obtenues par lavage a 1’alcool des concretes contiennent encore des ppm
importantes de ces solvants. De telles huiles ne sont donc pas admissibles a 1’usage médical par

contre, elles sont admissibles en parfumerie.

e L’extraction par expression

L’essence, altérable par entrainement a la vapeur d’eau, est ici extraite du péricarpe frais
d’agrumes par différents modes d’extractions : dans 1’industrie, les zestes sont dilacérés et le
contenu des poches sécrétrices est récupéré par expression manuelle ou a 1’aide de machines qui
rompent les poches par expression et recueillent directement 1’huile essentielle (Bruneton, 1999) ;
ou encore apres scarifications mécaniques, un entrailnement de 1’huile essentielle par un courant
d’eau. L’essence est séparée par décantation comme précédemment (Paris et Hurabielle, 1981).
Cette méthode artisanale est totalement abandonnée au bénéfice des machines utilisées pour

permettre 1’extraction des jus des fruits d’une part, et d’essence d’autre part (Belaiche, 1979).
e L’extraction par micro-ondes

C’est un procédé utilisant les micro-ondes et les solvants transparents aux micro-ondes pour
extraire de facon rapide et sélective des produits chimiques de diverses substances (Paré, 1997). Le
matériel végétal est immergé dans un solvant transparent aux micro-ondes de maniére a ce que seul

le végétal soit chauffé. Les micro-ondes vont chauffer I’eau présente dans le systéme glandulaire et



vasculaire de la plante, libérant ainsi les produits volatils qui passent dans le solvant (non chauffé).
On filtre et on récupére ensuite 1’extrait. L’extraction par micro-ondes a le grand avantage de
réduire le temps d’extraction a quelques secondes (France Ida, 1996). Ce procédé (Fig. 7), tres
rapide et peu consommateur d’énergie, livre un produit qui, est le plus souvent, de qualité
supérieure a celle du produit d’hydrodistillation traditionnelle (Bruneton, 1999). Par ailleurs,
I’analyse des huiles essentielles obtenues par cette méthode a montré selon Scheffer (1996) que la
composition qualitative des huiles essentielles était la méme que celle des huiles obtenues par

distillation mais le pourcentage des constituants variait de maniere significative.
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Fig. 7: Principe schématisé de I’appareillage d’hydrodistillation sous micro-ondes (Lagunez-Rivera, 2006)

e Extraction par ultrasons

Les micro-cavitations, générées par ultrasons, désorganisent la structure des parois végétales,
notamment les zones cristallines cellulosiques. Les ultrasons favorisent la diffusion et peuvent
modifier 'ordre de distillation, des constituants des huiles essentielles. L’extraction par les
ultrasons est une technique de choix, pour les solvants de faible point d’ébullition, a des
températures d’extraction inférieures au point d’ébullition. L’avantage essentiel de ce procédé est
de réduire considérablement la durée d’extraction, d’augmenter le rendement en extrait et de

faciliter I’extraction de molécules thermosensibles (Lagunez-Rivera, 2006).
e Extraction au fluide supercritique

Procédé relativement nouveau semblait a priori intéressant pour augmenter le rendement dans
le cas de plantes peu riches en huiles essentielles. Il utilise les fluides a 1’état supercritique pour
extraire les composants contenus dans les végétaux. En effet, dans des conditions particuliéres de
température et de pression situées au-dela du point critique, les fluides a 1’état supercritique

acquiérent des propriétés importantes qui se caractérisent par une bonne diffusibilité dans les



maticres solides et un bon pouvoir solvant. C’est ainsi que plusieurs gaz sont actuellement utilisés
industriellement, mais 1’intérét s’est porté tout particulieérement sur le dioxyde de carbone CO, car,
celui-ci présente d’incontestables atouts : produit naturel, inerte chimiquement, ininflammable, non
toxique, facile a éliminer totalement, sélectif, aisément disponible et peu couteux (Bruneton, 1999 ;
Wichtl et Anton, 1999).

L’extraction au fluide supercritique consiste a comprimer le dioxyde de carbone a des
pressions et a des températures au dela de son point critique (P=72.8 bars et T= 31.1°C). Le fluide
ainsi obtenu traverse le produit a traiter et le charge en composé a extraire ensuite, il est détendu et
passe en phase gazeuse et finalement se sépare du composé extrait. L’extraction des huiles
essentielles par le CO, supercritique fournit selon Scheffer (1996) des huiles de tres bonne qualité et
en temps d’extraction relativement court par rapport aux méthodes classiques. Bruneton (1999)
précise aussi que cette méthode est utilisée maintenant pour préparer des extraits d’épices
(gingembre, paprika, céleri), des aromes (thé noir, bois de chéne fume) et des essences végétales
pures (débarrassées des terpenes, dépourvues d’intéréts olfactifs et oxydables, ou privées de certains
constituants) et que les produits obtenus par cette technique ont une composition proche de celle des
produits naturels et ne comportent aucune trace résidentielle de solvant, contrairement a ce que 1’on

peut obtenir avec des solvants ordinaires.

En conclusion, et selon Collin (2000), il n’existe pas de procédé¢ meilleur que d’autres.
Chaque végétal, chaque partie du végétal, et 1’utilisation du produit obtenu commandent la
technologie a employer. Bien entendu, les aspects de rentabilité économique sont tout aussi

importants.
11-10- Les méthodes d’analyse des huiles essentielles

L’instrumentation moderne est progressivement confrontée a des analyses de plus en plus
complexes, liées au nombre important de constituant présents et aux quantités extrémement faibles
a détecter. En effet I’analyse d’une huile est complexe, de par son trés grand nombre de constituants
chimiques volatils mais aussi, souvent, de par I’importance des composés a 1’état de traces qui font

le caractere spécifique de I’huile (France-1da, 1998).

La chromatographie est le procédé fréquemment utilisé pour séparer les constituants des
huiles essentielles. Elle se base sur les différences d'affinités des substances a analyser a I'égard de
deux phases, l'une stationnaire ou fixe, I'autre mobile. Selon la technique chromatographique mise
en jeu, la séparation des composants entrainés par la phase mobile, résulte soit de leurs adsorptions
et de leurs désorptions successives sur la phase stationnaire, soit de leurs solubilités différentes dans

chaque phase (Schwedt, 1993). Plusieurs méthodes existent :



e Chromatographie sur couche mince

La CCM (Fig. 8) est utilisee comme technique de routine, pour ’analyse rapide de fractions
obtenues a la suite d’une séparation initiale. L’efficacité¢ de la CCM comme technique de séparation
est souvent mise a profit dans la phase ultime de purification, au moins sur de faibles quantités,
lorsque les autres techniques ont montré leurs limites (Pradeau et Dauphin, 2007). La
chromatographie sur couche mince (CCM) repose principalement sur des phénomeénes d‘adsorption:
la phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui progresse le long d'une phase
stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille semi-rigide de matiére plastique ou
d'aluminium. Apres que I'échantillon ait été déposé sur la phase stationnaire, les substances migrent
a une vitesse qui dépend de leur nature et de celle du solvant (Caude et Jardy, 1996). Apres la
migration, le repérage des molécules s’effectue soit par ultra-violet (UV), soit par un colorant
spécifique ou encore par exposition aux vapeurs d’iode. La distance de migration des composés est
ensuite mesurée et comparée a celle du front de la phase mobile, ceci permet de définir la référence
frontale Rf caractéristique de chaque compose. Bruneton (1999) précise que la technique du CCM,
bien que beaucoup moins performante que la chromatographie en phase gazeuse, peut étre utilisée
en routine pour le contréle de qualité des huiles essentielles.
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Fig. 8 : Chambre de développement a cuve verticale et plague de CCM (Rouessac, 2004)

e Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

Elle s’applique a des échantillons gazeux ou susceptibles d’étre vaporisés sans décomposition
dans I’injecteur. C’est de loin la technique la plus utilisée pour les huiles essentielles. La phase
mobile est un gaz (hélium, azote, argon ou hydrogene), appelé gaz vecteur. Le principe de la
chromatographie en phase gazeuse basé sur la separation des différents solutés gazeux par
migration différentielle le long de la phase stationnaire. Si la phase stationnaire est un liquide non
ou peu volatil, possédant des propriétés de solvant vis-a-vis des composés a séparer, on parle de

chromatographie gaz-liquide ou chromatographie de partage. Si la phase stationnaire est un solide



absorbant (silice, alumine...), on parle de chromatographie gaz-solide ou chromatographie
d’adsorption (Audigie et al, 1995).

La CPG permet une évaluation quantitative et qualitative de la composition chimique des
huiles essentielles. Elle présente de nombreux avantages : facilit¢é de mise en ceuvre, temps

d’analyse assez court et fiabilité des résultats (Bruneton, 1999).

e Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GPC/SM)

Si la chromatographie permet a elle seule de séparer correctement les différents constituants
d’un mélange, il est néanmoins délicat de se livrer a une interprétation structurale permettant une
identification certaine, car les paramétres déduits de la rétention sélective des solutés au travers de
la colonne sont souvent lourds a manier et, dans la plupart des cas, peu reliés aux édifices
moléculaires organiques. L’idée de coupler une autre méthode physique d’investigation apres
séparation chromatographique, dans le but d’ajouter a la chromatographie une deuxiéme dimension
analytique, s’est concrétisée deés 1960 dans la combinaison entre la chromatographie en phase

gazeuse et la spectrométrie de masse CPG-SM (De Maack et Sablier, 1994).

Le principe de cette méthode consiste a transférer par le gaz vecteur (phase mobile) les
composés separés par chromatographie en phase gazeuse dans le spectrométre de masse au niveau
duquel, ils vont étre fragmentés en ions de masse variables dont la séparation sera en fonction de
leur masse. La comparaison informatique du spectre d’un pic inconnu avec une ou plusieurs
librairies de référence permet son identification a condition que la similitude des spectres, inconnus
et référence, soit suffisant et que les indices de rétention soient identiques, dans des conditions

opératoires comparables (Desjobert et al., 1997; Bruneton, 1999).
e Lachromatographie liquide a haute performance

La chromatographie liquide a haute performance utilise une phase stationnaire tres fine. Les
particules solides ont un diamétre pouvant atteindre jusqu’a 5 pm. Le garnissage est tassé dans une
colonne fermée. La phase mobile liquide circule sous 1’effet d’une haute pression. L’injection de
I’échantillon a analyser est pratiquée en introduisant un faible volume de produit (quelques
microlitres) dans 1’¢luant sous pression. Apres leur séparation, les différents constituants de
I’échantillon sont détectés en sortie de colonne. Un calculateur assure 1’acquisition et le traitement
des données (Audigie et al., 1995 in Bencheikh, 2005). Cette technique est peu intéressante pour les
fractions volatiles, toutefois elle est efficace pour étudier les constituants non volatils des concrétes
et des absolues ou pour opeérer des prefractionnements, on peut la coupler egalement a un analyseur

de masse (Bruneton, 1999).



e La Résonance Magnétique Nucléaire RMN

La résonance magnetique nucléaire a haute résolution est un outil exceptionnel pour
déterminer la structure d’une molécule naturelle ou synthétique. Gréce a la diversité des parametres
mesurables, elle permet d’aborder I’ensemble des problémes posés par I’examen d’une molécule en
solution. L’originalité de la RMN par rapport aux autres techniques spectroscopiques réside dans le
fait d’apporter une information précise et individuelle sur la trés grande majorité des atomes
constitutifs de la molécule, de fournir la possibilité d’identifier les connexions entre atomes des
diverses entités, squelette, groupes fonctionnels et finalement de permettre de les situer dans
I’espace les uns par rapport aux autres. La stratégie présentée pour la détermination de structure par
RMN est tres efficace pour les molécules de dimension moyenne. Les méthodes de base de la RMN
monodimensionnelle et bidimensionnelle sont le plus souvent suffisantes pour atteindre 1’objectif
fixé (Platzer, 2002).

11-11- Activité antimicrobienne de quelques huiles essentielles

De nombreuses études ont été réalisées en vue de I’estimation du pouvoir antiseptique des
huiles essentielles depuis tres longtemps, par exemple en 1881 Koch testa ’action bactéricide de
I’essence de térébenthine sur les spores du charbon. Ensuite, Chamberland (1887) étudia 1’activité
des essences d’origan, de cannelle et de girofle sur Bacillus anthracis. En 1919, Bonnaure étudia le
pouvoir antiseptique des lavandes et en 1935, Bose mit en évidence les relations entre la formule

chimique et le pouvoir antiseptique (Belaiche, 1979).

Beaucoup d’articles scientifiques sont publiés chaque année par des médecins, des
pharmaciens, des biologistes et des chercheurs qui travaillent sur les multiples propriétés des huiles
essentielles et ’intérét s’est porté tout particulierement sur leur activité antimicrobienne. Parmi ces
travaux citons ce de Deans et Ritchie (1987) qui ont étudié ’activité antibactérienne de 50 huiles
essentielles sur 25 genres de bactéries en utilisant la technique de contact direct en milieu solide
avec 4 concentrations différentes en huiles. Sous leur forme non diluée, toutes les huiles essentielles
inhibent au moins un genre bactérien. Dix huiles essentielles ont manifestées des propriétés
inhibitrices trés remarquables. Ces huiles sont celles de ’angélique, du laurier, de la cannelle, du
clou de girofle, du thym, de I’amande amer, de marjolaine, du piment, liveche et de la noix de
muscade. Elles inhibent au moins 20 genres de bactéries testées. Janssen et al. (1988) ont testé le
pouvoir inhibiteur de 53 huiles essentielles vis-a-vis de trois champignons dermatophytes :
Epidermaphyton floccosum, Trichophyton metagrophytus et T. rubrum. Les résultats montrent que
toutes les huiles essentielles riches en thymol, carvacrol, eugénol et cinnamaldehyde sont tres

actives sur les 3 microorganismes testés. De nombreux travaux comme ceux de Baser et al. (2001)



et Unlu et al. (2003) confirment I’efficacité des huiles essentielles riches en phénols sur les
difféerentes especes bactériennes et fongiques. Pattnaik et al. (1997) ont testé [D’activité
antimicrobienne de cing constituants des huiles essentielles; le cinéole, le citral, le géraniol, le
linalol et le menthol sur 18 bactéries (cocci Gram-positif et Gram-négatif) et 12 champignons (3
levures et 9 mycetes). Le linalol était le plus efficace et a inhibé 17 bactéries, suivi du cinéole et du
géraniol (chacun a inhibé 16 bactéries). Le menthol et le citral ont inhibé 15 et 14 bactéries,
respectivement. Contre les champignons, le citral et le géraniol sont les plus actifs (inhibition des 12
champignons), suivis par le linalol (qui a inhibé 10 champignons). Le cinéole et le menthol ont

inhibé tous les deux 7 champignons.

Hammer et al. (1999) ont conduit une ¢tude qui portait sur I’activité antimicrobienne de 47
huiles essentielles contre 10 microorganismes dont une levure (Candida albicans), tous les
microorganismes sont inhibés par les huiles essentielles de Cymbopogon citratus, Origanum
vulgare et de Pimenta racemosa a des concentrations inferieurs ou égales a 2% par contre ces
microorganismes ne sont pas inhibés par 1’huile essentielle de Salvia officinalis a la concentration
de 2%.

En 2000, Dorman et Deans ont étudi¢ I’activité de I’HE du poivre (Piper nigrum), du
géranium (Pelargonium graveolens), d’origan (Origanum vulgare) et du thym (Thymus vulgaris)
sur 25 genres différents de bactéries. Les huiles volatiles ont montré des effets inhibiteurs
considérables contre tous les micro-organismes testés, alors que leurs constituants majeurs ont
montré des degrés différents au niveau de la culture bactérienne. L’activité antimicrobienne des
huiles volatiles est comparée a celle des antibiotiques sur des bactéries en culture. Les constituants a
structure phénolique tels que le carvacrol, 1’eugénol et le thymol, sont hautement actifs contre les
microorganismes. Les phénols sont connus pour étre des agents bactéricides ou bactériostatiques

selon la concentration utilisée.

En utilisant la technique des disques, Miladinovic et al.(2001) ont mis en évidence le pouvoir
antimicrobien des huiles essentielles de Salvia officinalis. Les résultats ont montré que les dilutions
d’huile essentielle aux 1/50 et 1/100 sont tres actives sur Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Salmonella enteridis et Aspergillus niger. Cette activité a été attribuée a 1’a-

thujone et au camphre.

Daferea et al. (2002) ont évalué ’activité antimicrobienne de 8 essences aromatiques sur des
souches phytopathogénes. Le développement de Botrytis cinerea, de Fusarium solani et
Clavibacter michiganensis a été complétement inhibé par des concentrations d’huiles essentielles

d’Origanum vulgare, de Thymus capitatus, d’Origanum dictamnus et d’Origanum majorana



comprises entre 85-300 pg/ml. Les huiles essentielles de Lavandula augustifolia, de Rosmarinus
officinalis, de Salvia fructicosa et de Mentha pulegium présentent une faible activité. Il est a
signaler que le pathogéne bactérien de la tomate Clavibacter michiganensis est le plus sensible a

I’action biologique des huiles essentielles par rapport aux autres microorganismes testés.

Ohno et al. (2003), ont trouve que les huiles essentielles de la citronnelle et du citronnier,
empéchent la croissance de Helicobacter pylori (méme les souches résistantes) et réagissent méme
dans des conditions d’acidité. In vivo, les souris ont montré que les colonies sont réduites par

I’administration orale de I’HE de la citronnelle.

L’huile essentielle de Ferula gummosa était active contre S. aureus, B. subtilis, E. coli et E.
faecalis et moins active contre P. aeruginosa (Eftekhar et al., 2004). A des quantités de 5 g/disque,
Hanbali et al. (2004), ont constaté que I’huile essentielle de Pulicaria odora a montré une zone
d’inhibition chez toutes les bactéries, une forte activité est observée sur Streptococcus sp, Bacillus
cereus, Enterococcus faecalis et Pseudomonas vulgaris. Chaque fois, I’activité de I’huile essentielle

de Pulicaria odora était plus grande que celle des antibiotiques standards.

Laouer (2004) a montré que I’huile essentielle d’Ammoides pusilla présente a I’inverse de
I’huile de Magydaris pastinacea une activité antimicrobienne élevée autant par contact direct que
par micro-atmosphere et elle est plus efficace sur les champignons que sur les bactéries, Parmi les

bactéries testées, les bactéries a Gram + apparaissent plus sensibles que les bactéries a Gram -.

88.80% des bacteries a Gram positif et 93.30 % des levures testées par De Carvalho et Da
Fonseca (2005), se sont montrées sensibles a I’huile essentielle de Cordia verbenacea mais 80% des
bactéries a Gram négatif ont résisté, seulement trois souches de Proteus mirabilis et une souche de

Proteus vulgaris ont été inhibées.

Bencheikh (2005) a montré que 1’huile essentielle de Foeniculum vulgare est completement
inactive sur Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et
Staphylococcus aureus ATCC 25923 et sur douze souches de prélevements divers. Tandis que celle
de Thymus fontanesii posséde un large spectre d’action sur les bactéries a Gram + et a Gram — ainsi

que sur les champignons. En revanche, I’huile est inefficace sur Pseudomonas aeruginosa.

D’aprés Mohammedi (2006) 1’essence des feuilles de Lavandula. stoechas est un agent
antibactérien efficace contre Klebsiella pneumoneae, Proteus mirabilis et E. coli ATCC25922.

Tandis que, I’huile de Cistus ladaniferus s’est avérée efficace contre Listeria monocytogenes.

Il a été montré eégalement que certaines huiles essentielles ne manifestent aucun pouvoir

antimicrobien, citons celle de Cupressus dupreziana, testée par Ramdani et al. (2007) qui s’est



montrée complétement inactive contre trois souches bactériennes de référence; E. coli ATCC
25922, S. aureus ATCC 25923 et P. aeruginosa ATCC 27853. De méme I’huile de Marrubium
deserti étudiée par Benalia (2008) a été inactive vis-a-vis plusieurs bactéries et deux champignons.

El Kolli (2008) a testé ’activité antimicrobienne des huiles essentielles de deux Anthemis
(Anthemis punctata et Anthemis pedunculata) par la méthode des disques sur trois souches
bactériennes de références (ATCC). Ces huiles sont montrées actives sur E. coli ATCC 25922 et sur
S. aureus ATCC 25923 avec une dilution de 1/2 (v/v). Cette activité est due selon le méme auteur a
la forte teneur de ces huiles en terpénes : les pinénes, le myrceéne, le tricycléne, le farneséne, le

cadinéne, le limoneéne .. .etc.

11-12-Techniques d’étude antimicrobienne des huiles essentielles

Le pouvoir antimicrobien des huiles essentielles peut étre estimé par deux méthodes
principales: technique de contact direct (en milieu solide ou en milieu liquide) et technique de

micro-atmosphere.
11-12-1-Technique par contact direct

Les techniques par contact direct consistent a mettre en contact 1’huile essentielle et les micro-
organismes, puis a observer la croissance de ces derniers. Le contact peut avoir lieu en milieu

gélosé (milieu solide) ou dans un bouillon (milieu liquide).
a- Meéthode de diffusion sur gélose

C’est une méthode ancienne mais toujours d’actualité. Elle permet 1’estimation qualitative de
I’effet de I’huile. Ce test est réalisé par dépot de 1’huile essentielle, a 1’aide de disques de cellulose
imprégnés d’une quantité connue de 1’huile essentielle (aromatogramme) ou de puits creusés dans la
gélose et remplis par I’huile essentielle. Apres incubation, la lecture des résultats se fait par mesure
des diamétres des zones d’inhibition obtenues sur gélose ensemencée. Cette méthode sert en général

a la présélection de I’activité antimicrobienne des HE car:

* Le diametre d’inhibition n’est pas une mesure directe de 1’activité antimicrobienne des HE,

les différents constituants ne diffusent pas tous de la méme maniére dans le milieu gélosé.

* Le diametre d’inhibition varie en fonction de la densité¢ de I’inoculum et de 1’épaisseur du
milieu de culture. Il est donc nécessaire de standardiser ces conditions pour pouvoir comparer les
résultats (Belaiche, 1979 ; Hulin et al, 1998).



b- Méthode de dilution

Cette technique permet de donner au clinicien un chiffre correspondant a la dose minimale
bactéricide de I’HE. Son principe consiste a faire agir en phase liquide des dilutions croissantes de
I’huile, aprés adjonction d’un tensioactif sélectionné (Audhoui in Belaiche, 1979). A cause de la
faible hydrosolubilité des huiles essentielles, les émulsifiants tels que, le Tween 80 (polysorbate
80), le Tween 20 (polyoxyethylene 2-sorbitan monolaurate) et 1’éthanol sont souvent utilisés pour
augmenter la solubilité des composés hydrophobes dans les milieux solides ou liquides (Suppakul et
al., 2003). Le diméthylsulfoxide (DMSO) est utilisé pour préparer des dilutions d’huiles essentielles
(Sacchetti et al., 2005). 11 a été démontré qu’il ne posséde pas d’activité antibactérienne, puis
sélectionné comme un bon agent pour la dilution des huiles essentielles (Gachkar et al., 2007). La
bactéricidie est déterminée par 1’absence de survivant par ensemencement calibré d’un milieu neuf
apres des temps de contact qui s’étalent de 10 minutes a 24 heures (Audhoui in Belaiche, 1979). La
concentration minimale bactéricide correspond a la concentration en inhibiteur nécessaire pour que

I’activité bactéricide soit totale sur un inoculum donné aprés un temps donné (Hulin et al., 1998).
11-12-2-Technique des micro-atmosphéres

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

bas a I’étuve a 37°C (Bactéries).

Il se produit une évaporation des substances volatiles dans I’enceinte de la boite et les cellules
sensibles de I’inoculum sont inhibées, donc 1’essence n’agit qu’a I’état des vapeurs qu’elle

développe a 37°C. La lecture du test porte donc sur la croissance ou non de I’inoculum (Benjilali et
al, 1986).

Chaque essai est répété en double. Apres I’incubation, la croissance est comparée a celle du
témoin. La quantité minimale inhibitrice est définie comme la plus petite quantité pour laquelle

aucune croissance n’est visible comparativement au témoin sans produit (De Billerbeck et al.,
2002).

Cette méthode ne quantifie pas 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles, elle montre
seulement ’activité des constituants volatils a température d’incubation (Bouchikhi, 1994 in Hulin

etal., 1998).



11-13-Mode d’action antibactérien des huiles essentielles

Les huiles essentielles ont un spectre d’action tres large due principalement a leur grande
affinité aux lipides membranaires grace a leur nature hydrophobe (Dormans et Deans, 2000). Tres
peu d’études portant sur le mode d’action des huiles essentielles vis-a-vis des microorganismes ont
éte réalisées. En général les huiles essentielles empéchent la multiplication, la sporulation et la
synthése des toxines des bactéries. Sur les levures, elles agissent sur la biomasse et la production du
pseudomycélium. Sur les moisissures, elles inhibent la germination des spores, 1’¢longation du

mycélium et la toxicogenése (Hulin et al., 1998).

Kim et al. (1995) in Hulin et al. (1998) rapportent que les huiles essentielles semblent

posséder plusieurs modes d’action sur les différents microorganismes. Ces modes d’action sont
(Fig.9):

*interférence avec la bicouche lipidique de la membrane cellulaire, provoquant une augmentation

de la perméabilité et la perte des constituants cellulaires.

*altération des différents systemes enzymatiques dont ceux impliqués dans la production de

I’énergie cellulaire et la synthése des composants de structure.
*destruction ou inactivation du matériel génétique.

Inouye et al. (1998) attribuent 1’action des huiles essenticlles a I’insertion sélective des
constituants de ces derniers sur les lipides de la membrane cytoplasmique pour perturber sa
fonction. Cette insertion conduit a la perte des électrolytes et la réduction du niveau des sucres et

des acides aminée.

Rasooli et al. (2005) ont étudié¢ I’effet de I’huile essentielle de Thymus eriocalyx sur
Aspergillus niger. Les observations sous microscope électronique ont montré que le mycélium était
détruit, la membrane plasmique était altérée, les mitochondries étaient détruites avec un manque de
cytoplasme dans les cellules et un repliement de la membrane nucléaire, ces faits ont été expliqués,
selon les auteurs, par l’interférence des composants de I’huile essentielle avec les enzymes

responsables des réactions de synthése de la membrane plasmique.

Chalchat et al. (1997) constatent que 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles est
hautement dépendante de leur composition chimique notamment de leurs constituants majeurs par
I’é¢tude du pouvoir antimicrobien de 13 huiles essentielles d’origine africaine. Les résultats de cette
¢tude montrent qu’il y a une corrélation tres étroite entre la composition chimique de ces huiles et

leur activité vis-a-vis de 6 microorganismes testés (Staphylococcus aureus, Escherichia coli,



Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa et Candida albicans). Les
huiles essentielles caractérisées par une faible activité contiennent une grande quantité de composés
hydrocarbonés alors que les 3 huiles essentielles qui sont montrées actives sont riches en composés

OXYQEnés.

L’effet des terpénes sur la membrane bactérienne est attribué a leurs propriétés lipophiles, a la
force de leurs groupes fonctionnelles. Leur site d’action parait sur la bicouche lipidique de la
membrane cytoplasmique cellulaire. Cette altération de la membrane perturbe la régulation
osmotique. L’a-pinéne, le B-pinéne et le limonéne inhibent 1’activité respiratoire chez le

mitochondrie de la levure (Tepe et al., 2005).

Sous I’action des monoterpénes testés par Pina-Vaz et al. (2004), les cellules ont montré une
perte rapide de potassium, une lyse des sphéroblastes des levures avec une altération sévere de la
membrane cellulaire et une solubilisation de la membrane observée par le microscope électronique.
Un tel effet est en accord avec la nature biochimique des terpénes testés qui, probablement, agissent

comme des solvants de la membrane cellulaire.

Les alcools sont réputés de posséder une activité bactéricide plus prononcée que celle
bactériostatique sur les cellules végétatives. Les terpenes-alcools peuvent agir sur la dénaturation
des protéines, comme un agent solvant ou comme des agents déshydratants. Lambert et al. (2001) in
Burt et Reinders (2003), confirment que le carvacrol et le thymol, qui sont les constituants majeurs

de I’huile essentielle d’origan, rendent la membrane cellulaire bactérienne perméable.

Les aldéhydes, notamment le formaldéhyde et le glutaraldéhyde, ont une activité forte sur les
bactéries. Les aldéhydes conjugués a une double liaison carbonique forment un arrangement
électronégatif trés fort, ce qui peut expliquer leur activité. De tels composants électronegatifs
interferent dans les processus biologiques impliquant le transfert des électrons et réagissent avec les
composants nitrogénés tels que les protéines et les acides nucléiques donc I’inhibition de la

croissance bactérienne (Dorman et Deans, 2000; Holley et Patel, 2005).

Hulin et al. (1998) ont établie une échelle pour I’efficacité des constituants des huiles

essentielles: phénolsyalcoolsyaldéhydesy>cétonesyéthers>hydrocarbonesyesters.
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Fig. 9 : Sites d'action antibactérienne des huiles essentielles (Burt, 2004)

11-14-Activité antioxydante des huiles essentielles
11-14-1- Les radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique, atome ou molécule, contenant un électron non
apparié. Extrémement instable, donc trés réactifs et, par conséquent, leur durée de vie est
généralement trés courte, de 1’ordre de 10™ secondes, ce composé peut réagir avec les molécules les

plus stables pour apparier son électron (André, 1998, Beckman ; Ames, 1998).).

L’oxygéne (O,) est une molécule biradicalaire formée de deux atomes présentant sur leurs
orbitaux externes deux electrons non appariés. Il est donc susceptible de capter facilement 1 puis 2
électrons pour étre partiellement réduit en anion superoxyde (O ), puis en peroxyde d’hydrogéne
(H2 Oy). 11 est ainsi a I’origine de la formation d’espéces réactives oxygénées (ROS) (Sies, 1993 ;

De Leiris, 2003).

Cette appellation « dérivés réactifs de I’oxygeéne » n’est pas restrictive, elle inclut les espéces
réactives de I’oxygeéne (ERO), proprement dit, mais aussi certains dérivés non radicalaires dont la
toxicité est importante tel que le (H, O,), et les espéces réactives de 1’azote (ERN) a savoir le
peroxynitrite (ONOO") (Pasquier, 1995 ; Fontaine et al., 2002).

e Source des radicaux libres

La chaine respiratoire est une source permanente de production des ROS. Selon certains
auteurs, environ 1 a 3% de I’oxygéne utilisé par la mitochondrie sont incomplétement réduit et
produisent des anions superoxyde, de 1’eau oxygénée et éventuellement des radicaux hydroxyles
(Pincemail et al., 2002 ; Favier, 2003 ; De Moffarts et al.,2005).



L’inflammation est par ailleurs une source importante de radicaux oxygénés produits
directement via les cellules phagocytaires. L’activation de ces cellules immunitaires par des stimuli
exogene ou endogeéne s’accompagne d’une accélération de leur consommation d’oxygeéne avec
activation d’une enzyme membranaire, la NADPH oxydase qui catalyse la réduction de cet oxygene
en anion superoxyde (O, ). Ce dernier donne le (H, O,) par dismutation. Le O, et H, O, participent
a la libération d’hypochlorite sous I’influence d’une enzyme leucocytaire, la myéloperoxydase

(Bonnefont-Rousselot et al., 2002 ; De Moffarts et al., 2005).

A coté de ces sources majeurs des ROS, il existe des sources cytosoliques, essentiellement le
peroxysome qui constitue une source importante de la production cellulaire de H, O, (Sevanian et
al., 1990; Valko et al., 2007), la xanthine oxydase qui produit de 1’0, ~et H, O, (Groussard, 2006),
les enzymes de réticulum endoplasmique lisse (cytochrome P450 qui oxyde les acides gras insaturés

et les xénobiotiques) (Massion et al., 2002).

A cela, s’ajoute d’autres facteurs qui peuvent contribuer dans la formation des radicaux libres
dont les rayonnements UV capables de générer des anions superoxyde ou de I’oxygene singulet, les
rayons X ou y sont aussi capables de couper la molécule d’eau en deux radicaux par I’intermédiaire
d’agents photo sensibilisants (Tamer, 2003) les poussi¢res d’amiante et de silice sont des sources
des ROS (Favier, 2003 ; Wang et al., 2008). Les fumées de combustion (de cigarettes, de bois, etc.),
la consommation de I’alcool et I’effort physique intense sont aussi des paramétres a ne pas écarter
(Pincemail et al.,, 2001; Lee et al.,, 2006 ; Pincemail et Defraigne, 2004). Des infections
bactériennes ou virales provoquent, elles aussi selon Aurousseau (2002), des phénomeénes
radicalaires a caractére exponentiel aprés augmentation de la population des macrophages impliqués

dans leur élimination.

11-14-2- Stress oxydant et atteintes pathologiques

Les radicaux libres ne sont pas toujours néfastes, ils permettent au corps de contréler la
tonicité des muscles lisses, de combattre les inflammations et de lutter contre les bactéries
(Pincemail et Defraigne, 2004). Cependant la notion de « radicaux libres » et de « stress oxydant »
est de plus en plus utilisée pour expliquer les différentes atteintes pathologiques, soit comme un
facteur déclenchant, soit comme des causes de complication dans leur évolution (Halliwell et
Whiteman, 2004 ; Huang et al, 2004).

Le stress oxydatif, principale cause initiale de plusieurs maladies: cataracte, sclérose latérale

amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme pulmonaire, vieillissement accéléré,



le diabéte, et les rhumatismes (Favier, 2003), maladie de Parkinson, les inflammations gastro-

intestinales et 1’ulceére les cedémes et vieillissement prématuré de la peau (Georgetti et al., 2003 ;

Atawodi, 2005).

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiées de
Iattaque par le radical OH  (Fig.10), réaction appelée la peroxydation lipidique (Lee et al., 2006 ;
Ré et al., 2005). Les conséquences seront différentes : 1’attaque des lipides circulants aboutit a la
formation de LDL oxydées qui, captés par des macrophages, forment le dépot lipidique de la plaque
d’athérome des maladies cardiovasculaires ; I’attaque des phospholipides membranaires modifient
la fluidité la perméabilité de la membrane, aboutissant a la désorganisation compléte de la
membrane, et altérant de ce fait le disfonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et la

transduction des signaux (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Les ROS peuvent provoquer des lésions des acides nucléiques susceptibles d’entrainer des
mutations ou d’altérer I’expression des génes (Fig.10). Certains affectent les bases, d’autres
induisant des cassures dans les brins (Ré et al., 2005). Ils conduisent a la dénaturation oxydante des
acides aminés et par consequent modifient les structures primaires, secondaires et tertiaires des

protéines (Pincemail et al., 1999).

Par ailleurs, le glucose peut s’oxyder dans des conditions physiologiques, en présence de
traces métalliques (Fig.10), en libérant des cétoaldehydes, H,O, et OH’, qui entrainent la coupure de
protéines et leur glycation par attachement du cétoaldéhyde. Ce phénomene de glycosoxydation est
tres important chez les diabétiques et contribue a la fragilité de leurs parois vasculaires et de leur
rétine (Favier, 2003).

Le stress oxydant serait également impliqué dans les maladies neurodégéneératives,
notamment la maladie d’Alzheimer ou la mort neuronale pourrait étre liée a un phénoméne
d’apoptose impliquant les radicaux libres. Enfin, les radicaux libres semblent également jouer un
réle non négligeable dans la cancérogenese, puisque ces espéces peuvent étre responsables de
mutations dans I’ADN, ce qui constitue un facteur de risque dans I’initiation et le développement du

cancer (Desport et Couratier, 2002 ).
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Fig. 10: Mode d'action des principaux systémes enzymatiques antioxydants et de leurs cofacteurs métalliques
(Favier, 2003).

Pour faire face a ces produits oxydants delétéres, le corps humain posséde tout un arsenal de
défense qualifié d’antioxydants. De plus, de nombreuses molécules d’origine naturelle (composés
phénoliques, alcaloides, huiles essentielles,...) ou issues de syntheses organiques (Trolox, BHA,
BHT,...) sont étudiées pour leur propriétés antioxydantes et leur contribution dans la lutte contre les

especes oxydantes de 1’organisme (Benalia, 2008).
11-14-3- Les moyens de protection (les antioxydants)

Un antioxydant est toute substance capable de retarder ou d’inhiber I’oxydation des substrats
biologiques (Al-Mamary et al., 2002 ; Boyd et al., 2003 ; Karou et al., 2005). Ce sont des composes
qui réagissent avec les radicaux libres et les rendent ainsi inoffensifs (Vansant, 2004). Ces
antioxydants ont deux origines, I’'une apportée par I’alimentation sous forme de fruits et de légumes
riches en vitamines C, E, caroténoides, ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide lipoique, tandis
que ’autre est endogene représentée par des enzymes, tels que les superoxydases dismutases (SOD)
et la catalase (rdle de protection), les glutathion peroxydases (GSH-Py) (rdle de détoxication) ou des
protéines (ferritine, transferrine, albumine) (Curtay et Robin, 2000). Pincemail et Defraigne (2004)
ajoutent aussi quelques oligo-éléments comme le sélénium, le cuivre et le zinc qui sont des

cofacteurs importants pour I’activité de certains enzymes antioxydants.

D’apres Halliwel (1994), les mécanismes de 1’action d’un antioxydant peuvent comprendre :
(i) le piégeage direct des ROS ; (ii) I’inhibition des enzymes et la chélation des traces métalliques
responsables de la production de ROS ; (iii) la protection des systémes de défense antioxydants.



Dans le systeme alimentaire, Marc et al (2004) signale que la maitrise de 1’oxydation est
indispensable pour gérer 1’évolution des systemes biologiques dans leur complexité, en particulier
dans le cas des aliments dont la dégradation peut avoir des conséquences en sécurité alimentaire.
Pour un certain nombre d’aliments, notamment pour les aliments déshydratés et ceux a teneur
moyenne en eau, il est nécessaire de recourir a des substances ou a des méthodes permettant de
retarder 1’oxydation des lipides au dela du délai normal de consommation de vente. D’apres Cheftel
et Cheftel (1984) et Rolland (2004) ces substances et ces méthodes peuvent étre classé en 3

catégories:

e les antioxydants qui agissent en diminuant le nombre de radicaux libres, ils sont capables
d’interrompre la chaine radicalaire en cédant un radical hydrogéne (H) a un radical libre
lipidique. C’est le cas par exemple du BHA (butylhydroxyanisol), BHT
(butylhydroxytoluene), PG (gallate de propyle). Ces antioxydants sont appelés primaires,

radicalaires ou vrais.

e Les antioxydants qui agissent en empéchant ou en diminuant la formation des radicaux
libres. Ce sont des agents complexant les métaux promoteurs d’oxydation comme I’EDTA
(’éthyléne diamine tetraacetate), 1’acide citrique, des substances décomposant les
hydroperoxydes en composés non radicalaires comme les amines tertiaires et les acides
forts ; des protecteurs vis-a-vis des UV comme les caroténes ou enfin des séquestrant

d’oxygene comme ’acide ascorbique. Ces antioxydants sont dits secondaires ou préventifs.

e C(Cette catégorie regroupe tous les procédés et les méthodes de protection contre 1’oxydation

comme : emballage imperméable, conditionnement sous vide, etc.
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111-1-Matériel
111-1-1-Matériel végétal

Athamanta sicula est récoltée au niveau des rochers calcaires de la montagne Gouraya, Béjaia
en mai 2008 a une altitude de 609m (36°46°14.02”°N; 5°04°57.16”’ E) pendant la période de
floraison puis elle est débarrassée des impuretés, ensuite séchée a I’ombre a une température

ambiante. Enfin, elle est coupée en parties tres fines (2-5 mm).

La partie aérienne de Filipendula hexapetala est recueillie dans une prairie a Djebel Megress,
Sétif en mai 2008, a une altitude de 1547 m (36° 20’ 06.95° N ; 5° 20’ 26.04"* E) ; puis elle est

traitée de la méme maniére que la précédente plante.
111-1-2- Matériels du test de I’activité antimicrobienne
111-1-2-1- Souches microbiennes

L’activité antimicrobienne de I’huile essentielle d’Athamanta sicula a été évaluée sur
plusieurs souches bactériennes qui proviennent de 1’American Type Culture Collection ATCC:
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Staphylococcus aureus
ATCC 25923 ainsi que sur d’autres souches microbiennes isolées des prélevements humains et
identifiées au niveau du laboratoire de bactériologie du centre hospitalo-universitaire de Sétif. Ces
souches sont : Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus feacalis, E. coli et
Streptococcus agalactiae. Alors que I’huile de Filipendula hexapetala a été testée sur les trois
souches de références ainsi que sur deux souches isolées de prélevements humains identifiées au
niveau du laboratoire de bactériologie du centre hospitalo-universitaire de Sétif: Klebsiella
pneumoniae et Enterococcus avium. Enfin, deux champignons Aspergillus niger IP (institut

Pasteur) 1431.83 et Candida albicans ont fait également 1’objet de la présente étude.
I11-1-2-2- Les milieux de culture

La culture des bactéries a nécessité 1’utilisation des milieux suivants : la gélose Mueller
Hinton (MH), les bouillons nutritifs et la gélose au sang. Pour la culture d’A. niger, le milieu utilisé
est ’extrait de malt gélosé. Le milieu Sabouraud a été utilisé pour la culture de C. albicans. La

composition chimique de ces différents milieux de culture se trouve en annexe II.
111-1-2-3- Les antibiotiques

Les antibiotiques utilisés dans ce test sont : Ampicilline (AM), Imipeneme (IPM), Cefazoline
(C2), Amikacine (AN), Gentamicine (GM), Chloramphenicol (C), Colistine (Cs), Ciprofloxacine
(CIP), Fosfomycine (Fos), Benzylpenicilline (P), Oxacilline (OX), Cefoxitine FOX, Kanamycine



(K), Tetracycline (TE), Erythromycine (E), Clindamycine (Clin), Rifampicine (RA), Vancomycine
(VA), Ticarcilline (TIC), Ceftazidime (CAZ), Tobramycine (TOB), Amoxilline (AMX), Amoxilline
+ Ac. Clavulanique (AMC), Cefotaxime (CTX), Trimetropime + sulfamides (SXT), Levofloxacine
(Lev), Streptomycine (S), Furanes (FT), Teicoplanine (TEC), Céfalotine CF, Pristinamycine (PT),
Aztréonam ( ATM), Ceftriaxone (CRO), piperacilline (PIP).

Il est a signaler que tous ces antibiotiques proviennent de deux fabricants Bio Rad et Oxoid. La

charge de chaque disque est mentionnée dans I’annexe |1l

Le disque d’antifongique utilisé comme témoin positif est 1’itraconazole (ltra) provenant de Sanofi

Diagnostics Pasteur.
111-2- Méthodes expérimentales
111-2-1- Extraction des huiles essentielles

Le matériel végétal séché est soumis a une hydrodistillation au moyen d’un dispositif
d’extraction type Clevenger (Fig. 11). Cette technique se base sur le pouvoir que possede la vapeur
d’eau a transporter les huiles essentielles. L’opération consiste a introduire 100 g de masse végétale
séchée dans un grand ballon en verre, on y ajoute une quantité suffisante d’eau distillée sans pour
autant remplir le ballon pour éviter les débordements de 1’¢ébullition. Le mélange est porté a
¢bullition a ’aide d’un chauffe ballon. Les vapeurs chargées d’huile essentielle passent a travers le
tube vertical puis dans le serpentin de refroidissement ou aura lieu la condensation. Les gouttelettes
ainsi produites s’accumulent dans le tube rempli auparavant d’eau distillée. L’huile essentielle de
faible densité par rapport a I’eau, surnage a la surface de cette derniére. L’huile ainsi obtenue est
récupérée puis traitée par un déshydratant, le sulfate de sodium, pour éliminer le peu d’eau
susceptible d’avoir été retenue dans I’huile et enfin conservée dans des flacons opaques bien scellés
a température basse (4-5 C°). L’opération d’extraction dure trois heures a partir du début

d’ébullition.
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Fig. 11 : Dispositif d’extraction Clevenger



111-2-2- Analyse des huiles essentielles

La séparation et 1’identification des constituants des huiles essentielles ont été réalisées par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG/MS) a colonne
apolaire. Les analyses ont ét¢ effectuées a I’aide d’un gaz chromatographe Agilent (modéle 6890N)
équipé d’un détecteur a ionisation de flamme (FID) couplé a un détecteur sélectif de masse
quadripolaire Agilent (modele 5973 Network) qui fonctionne en mode impact d’électron (EI) a 70

eVv.

Le gaz chromatographe est équipé de deux colonnes capillaires de silice fondue HP-1(PDMS,
de 50 metres de longueur par 0.2 mm de diamétre et d’une épaisseur de 0.33um). Les paramétres
d’analyse (identiques pour GC et GC/MS) sont les suivants : le gaz vecteur est I’hélium avec un
flux de 1ml/min (la pression pour les deux colonnes est de 25 psi) ; la température du four a été
programmée de 60 a 250C° a 2C°/min et maintenue fixé pendant 40 minutes. La température de
I’injecteur (mode split, ratio 1/100) est de 250C°. La température du détecteur a ionisation de
flamme (FID) a été fixée a 250C° et, dans I’analyseur GC/MS, les températures de la source d’ion

et de ligne de transfert sont de 170C° et 280C° respectivement.

Les constituants de 1’huile essentielle sont identifiés par comparaison de leurs spectres de
masse et leurs indices de rétention (RI) avec ceux de substances pures enregistrées dans la
littérature ou avec ceux de la base de données élaborée a partir de substances authentiques par le

laboratoire de chimie de ’université de Nice ou les analyses ont été réalisées.
111-2-3- Etude de P’activité antimicrobienne in vitro des huiles essentielles

L’activité antibactérienne des huiles essentielles d’A. sicula et F. hexapetala est réalisée par la

technique du contact direct.
111-2-3-1- Technique par contact direct

La méthode de diffusion en milieu gélosé ainsi appelée permet de prévoir avec certitude
I’efficacité in vitro de I’huile essentielle, il s’agit en fait d’une appréciation qualitative de 1’activité.
L’aspect quantitatif sera ensuite estimé par la détermination de la concentration minimale inhibitrice

(CMI). Cette étape n’a pas éte réalisée car les huiles étaient inactives vis- a —vis des souches testées.
111-2-3-1-a- Méthode de diffusion

L’étude est réalisée par la méthode de diffusion, qui est initialement congcue pour les
antibiotiques (antibiogramme), mais en substituant les disques d’antibiotiques par d’autres

imprégnés par de I’huile essentielle (aromatogramme). Inspiré d’une vieille méthode de Shroeder et



Messing datant de 1949, 1’aromatogramme consiste a déposer des disques de papiers filtres
imprégnés d’huiles essentielles sur la surface des geloses ensemencées par le germe a tester et de

mesurer les diametres d’inhibition en millimetre (mm) apres incubation.

La sensibilité d’un germe est nulle pour un diameétre inférieur ou égale a 8 mm. La sensibilité
est limitée pour un diamétre compris entre 8 et 14 mm. Elle est moyenne pour un diametre entre 14
et 20 mm. Pour un diamétre supérieur ou égale a 20 mm le germe est trés sensible (Duraffourd et
al., 1990).

e préparation de I’inoculum

En premier lieu (Fig. 12), une suspension bactérienne d’une opacité de 0.5 Mc Farland est
préparée a partir d’une culture pure et jeune (agée de 18 heures). Cette opacité, équivalente a une
densité optique de 0.08 — 0.1 a 625 nm, peut étre diminuée (ou augmentée) en ajoutant plus de

culture afin d’ajuster la densité optique (DO).

Il est a signaler d’une part que la suspension ajustée devra contenir 108 UFC /ml (units
forming colony /ml) et d’autre part que I’inoculum ainsi préparé ne doit pas étre utilisé au dela de
15 minutes faute de quoi la concentration et donc ’opacité risque d’augmenter a cause de la

croissance bactérienne.

e Cet inoculum sert a ensemencer des géloses de Mueller Hinton coulées dans des boites de
Pétri sur une épaisseur de 4 mm (qui correspond a 20 ml pour les boites de 90 mm de diameétre) puis

séchées a I’étuve a 37°C avant emploi.

L’ensemencement est effectué¢ par écouvillonnage, a partir de I’inoculum fraichement préparé.
Il consiste a tremper un €couvillon de coton stérile dans la suspension puis le frotter, aprés 1’avoir
essoré a I’intérieur du tube, a trois reprises sur la totalité de la surface gélosée de facon a former des
stries serrées, en tournant la boite a environ 60° aprés chaque application pour obtenir une
distribution égale de I’inoculum. Pour chaque souche testée, 8 boites de Pétri, (2 boites pour chaque
dilution plus 2 boites pour les témoins positif et négatif), sont écouvillonnées par le méme

¢couvillon a la condition d’étre recharger pour chacun d’elles.

Des disques de papiers chromatographiques de 6 mm de diamétre , préalablement stérilisés
sont déposes a la surface de gélose ensemencée aprés avoir été chargé de 5 ul d’huile essentielle
diluée dans du DMSO (dimethylsulfoxide) a 1/2, 1/5 et 1/10 (v/v). D’autres disques, chargés de 5 pl
de DMSO sont utilisés comme témoins. Des antibiogrammes sont effectués en paralléle avec les
aromatogrammes. Le choix des antibiotiques pour chaque souche microbienne est basé sur les

directives du National Commitee for Clinical Laboratory Standars (NCCLS). Afin de garantir des



conditions expérimentales comparables, chaque trois dépdt d’huile essentielle de concentration
similaire ont été placés dans la méme boite, le test est répété deux fois pour avoir des résultats

fiables. Apres 24 heures d’incubation a 37°C, le diamétre d’inhibition est mesuré (Fig. 12).

Pour savoir si I’effet des huiles est bactéricide ou bactériostatique, un prélévement a partir de
la zone d’inhibition est transféré dans un tube contenant du bouillon nutritif. Ce dernier est incubé
dans une étuve a 37°C pendant 24 h puis examiné a 1’ceil nu. Un milieu trouble indique un effet

bactériostatique, tandis qu’un milieu clair indique un effet bactéricide de 1’huile testée (Fig. 12).

En ce qui concerne les champignons, des suspensions de cellules fongiques (C. albicans) et de
spores (A. niger) sont préparées a partir de cultures pures et jeunes, dans de 1’eau physiologique
stérile. Ces suspensions servent a ensemencer la gélose Sabouraud (levure) et I’extrait de malt
agarisé (moisissure). Des disques de papiers chromatographiques de 6 mm de diamétre,
préalablement stérilises sont déposeés a la surface de gélose ensemencee apres avoir été chargé de 5
ul d’huile essentielle diluée dans du DMSO (dimethylsulfoxide) a 1/2, 1/5 et 1/10 (v/v). D’autres
disques, chargés de 5 pl de DMSO sont utilisés comme témoins. Des disques d’antifongiques ont
été également utilises dans ce test comme témoins positifs. L’incubation des champignons se fait a
une température de 30°C pendant 72 heures alors que celle des levures se fait a 37°C pendant 48

heures.
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I11-3- Test de ’activité antioxydante

Plusieurs méthodes sont utilisées pour mesurer les activités antioxydantes des extraits volatils
des plantes aromatique. L’activité antiradicalaire de 1’huile essentielle d’Athamanta sicula a été
évaluée par la capacité de balayage du radical libre DPPH.

Cette méthode décrite pour la premiere fois par Blois (1958) et modifiée par la suite par
Brand Williams et al. (1995), Masuda et al. (1999) et Molyneux (2004) consiste a suivre la
réduction du radical libre DPPH (2,2- diphenyl -1- picrylhydrazyl) par un antioxydant a 1’aide de
spectrophotométrie UV-visible, en mesurant la diminution de I’absorbance a 517 nm provoquée par
la présence de I’huile essentielle.

Le DPPH est initialement violet, se décolore lorsque 1’électron célibataire s’apparie (Fig.13)
Cette décoloration est représentative de la capacité des composés de I’huile essentielle a piéger ces
radicaux libres indépendamment de toute activité enzymatique. Ce test nous permet donc d’obtenir

des informations sur le pouvoir antiradicalaire direct de notre HE.

0 )
s Y

Diphenylpicryvlhyvdrazyl (radical libre) Diphenylpicrylhydrazyl (non radical)

Fig. 13 : Forme libre et réduite du DPPH (Molyneux, 2004).

La méthode utilisée pour 1’évaluation de 1’effet scavenger de 1’huile essentielle d’Athamanta
sicula contre le radical DPPH est celle de Masuda et al. (1999). 2.45ml de I’huile essentielle
(différentes dilutions) est additionné a 50ul d’une solution de DPPH (5mM) préparé dans le
méthanol. Le mélange réactionnel a été secoué¢ immédiatement, puis maintenu a 1’obscurité pendant
30min a une température de 37°C pour que la réaction s’accomplisse. L’absorbance du milieu
réactionnel a ét¢ mesuré a 517 nm contre un blanc. Le contrdle est constitu¢ d’un mélange

réactionnel contenant 50pl de DPPH et 2.45ml de méthanol.

Egalement, le méme test a été réalisé mais cette fois ci avec un antioxydant de référence le

thymol. Tous les tests sont realises en triplet.

Les mesures de I’absorbance du DPPH des différentes substances antioxydantes (HE et

thymol) permettent de déterminer le pourcentage d’inhibition PI en appliquant la formule suivante :



Pl (%) = [Ao— (Ai—Ap)/A¢] x100

Ou : Ap: absorbance du radical seul (contréle).

A, : absorbance du radical apres 30 minutes de contact a 1’obscurité avec 1’antioxydant.
Ay : absorbance de I’huile essentielle seul (blanc).

Les pourcentages d’inhibition ainsi déterminés, nous permettent de calculer la valeur du
parametre 1Csy (concentration d’inhibiteur) qui représente la concentration de la substance

nécessaire pour diminuer 50% des radicaux libres dans le milieu réactionnel.



CHAPITRE IV

RESULTATS
ET DISCUSSION



1V-1- Extraction des huiles essentielles

La premiere quantification & faire est celle du rendement en huile essentielle obtenue par la
technique d’hydrodistillation. Ce rendement est calculé a partir du poids de I’huile essentielle par

rapport au poids sec de la masse végétale utilisée dans 1’hydrodistillation, soit :

Rdt = Mhe/Mvg x 100

Ou : Rdt : rendement en HE (en%)
Mhe : masse de I’huile essentielle
Mvg : masse végeétale sec

Le rendement en huile essentielle de la partie aérienne d’Athamanta sicula est de I’ordre de
1.1% (w/w) (Fig. 14), de couleur jaune clair et d’une odeur aromatique. Ce rendement peut étre
considéré comme le plus faible comparativement a ceux obtenu par hydrodistillation a partir des
fruits d’A. turbith ssp. Hungarica et d’A. turbith ssp. Haynaldii qui est de 7.1% et 7.7% (v/w)
respectivement (Tomic et al, 2008). Il est cependant supérieur au rendement des fruits et des
feuilles d’A. sicula obtenu par Camarda et al (2003) qui est de 0.37% (w/w) et 0.28% (w/w)
respectivement. De méme Petrovic et al. (2009) ont évalué les valeurs du rendement des rhizomes

d’A. turbith ssp. Hungarica et d’A. turbith ssp. Haynaldii a 0.59% et 0.28% respectivement.

Par rapport aux autres especes de la méme famille étudiées dans notre laboratoire, notre
rendement est considéré comme faible comparé a celui obtenu par Bencheikh (2004) qui est de
I’ordre de 2.28% pour Foeniculum vulgare, mais trés proche de celui obtenu par Dahia (2009) qui a
été estimé a 1.21%, 1.1% et 1.08% pour Pituranthos scoparius, P. chloranthus et P. reboudii
respectivement. 1l est par contre supérieur au rendement de Daucus crinitus qui est selon Elkolli
(2008) de 0.3%. II est a signaler que 1’ensemble de ces huiles essentielles ont été obtenues par

hydrodistillation dans un Clevenger pendant 3 heures.

La partie aérienne de Filipendula hexapetala a donné un rendement en huile essentielle de
0.01% (w/w) (Fig.14), cette valeur est infericure comparée a celle obtenue par Radulovi¢ et al.
(2007) a partir des feuilles de Filipendula vulgaris qui a éte évaluée a 0.05%. Elle est aussi
inférieure au rendement obtenu par Pavlovic et al. (2007) a partir de la partie aérienne de la méme
espece originaire de la Serbie qui est de 0.1%. De méme Papp et al. (2008) ont évalué les valeurs du
rendement des racines, des feuilles et des fleurs de F. ulmaria a 1.33%, 0.92% et 1.2% (w/w)
respectivement. Tandis que I’huile de F. herba a donné un rendement de 1.13%. Mais selon les

mémes auteurs, la plus grande valeur est celle obtenue a partir des fleurs de F. flos qui est de 2.51%.



En ce qui concerne la couleur, I’huile de F. hexapetala est d’une couleur jaune et d’une odeur
caractéristique piquante, des caractéres similaires ont été rapportés pour 1’huile de la méme espéce

par Pavlovic et al. (2007) et Radulovi¢ et al. (2007).
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Fig.14 : Rendement en huile essentielle obtenu par hydrodistillation

Ces différences sont dues & plusieurs facteurs: 1’origine géographique, les facteurs
¢cologiques notamment climatiques (la température et 1’humidité), 1’espéce végétal elle-méme,
I’organe végétal, le stade de la croissance, la période de cueillette, la conservation du matériel
végetal et la méthode d’extraction. (Granger et al, 1973 ; Rosua et Granados, 1987 ; Fournier et al.,
1989 ; Haeckel et Omar, 1993 ; khajeh et al., 2004 et 2005 ; Viljoen et al.,2006 ; Sefidkon et
al.,2007)

La lumiére stimule aussi la production des huiles essentielles. Des études sur Mentha piperita
L. ont montré que 1’obscurité a diminuer le rendement en huiles volatiles de 1.43 % a 1.09 %. De
méme, le pourcentage du menthol dans I’huile essentielle est diminu¢ de 61.8 % a 57.5 %.
L’irrigation a un effet positif sur la croissance végétative. Il est démontré que 1’insuffisance ou
I’exceés d’eau a un effet négatif sur le rendement en huiles essentielles. Le pourcentage de 1’huile
volatile est passé de 1.4 % (pendant la période des jours longs) a 0.7 % (pendant la période des
jours courts) (EI-Zakhem, 2003).

La teneur en huiles essentielles dépend aussi du moment de la récolte. Les sommités fleuries
et les feuilles doivent étre récoltées avant la floraison, car selon Salle et Pelletier (1991), apres la
floraison, 70% des huiles essentielles s’évaporent dans I’air. Par contre, la plante enti¢re est

généralement récoltée pendant la floraison (Fliick, 1942).



IVV-2- Analyse chimique des huiles essentielles

L’huile d’Athamanta sicula analysée par chromatographie en phase gazeuse couplée a un
spectrometre de masse (GC-MS) (Fig. 15) nous a permis d’isoler et d’identifier 25 composés
(Tableau 1) représentant 95.8% de I’huile essentielle (Fig. 16) avec comme constituant majoritaire
un dérivé du phenylpropane, 1’apiole (56.8%). L’huile essentielle est caractérisée par une
importante fraction des dérivés du phenylpropane (61.4%) représentée par I’apiole (56.8%), le
myristicine (3.8%) et I’élémicine (0.8%). La fraction hydrocarbonée constitue (30.5%) dont 10.7%
sont des hydrocarbures monoterpéniques (11 monoterpenes) et 19.8% sont des hydrocarbures
sesquiterpeniques (8 sesquiterpenes). Il est a signaler également 1’absence totale de fraction

oxygénée (pour les mono et les sesquiterpenes).
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Fig. 15 : Profil chromatographique de I’huile essentielle d’Athamanta sicula




Tableau 1. Composition chimique de I’huile essentielle d’A. sicula

Pic Composés RT %
1 a-thujene 11.11 0,1
2 a-pinene 11.37 3,2
3 Camphene 11.80 0,8
4 sabinene 12.42 1,9
5 a-terpinene 13.73 0,6
6 meta cymene 13.80 2,0
7 Limonene 14.11 0,5
8 cis B-ocimene 14.16 0,7
9 isovalerate de butyle 14.25 0,1
10 trans -ocimene 14.52 0,3
11 o- terpinene 14.95 0,2
12 Terpinolene 15.88 0,4
13 n-amyl isovalerate 16.19 0,8
14 Copaene 24.40 0,1
15 cis caryophyllene 25.64 0,2
16 a-bergamotene 25.89 1,3
17 a-humulene 26.48 3,1
18 a-curcumene 26.80 13,6
19 NI 27.10 0,8
20 Myristicine 27.25 3,8
21 NI 27.47 0,6
22 a-bisabolene 27.58 1,0
23 Elemicine 27.84 0,8
24 B-sesquiphellandrene 27.93 0,2
25 trans 6-bisabolene 28.13 0,3
26 Apiole 31.04 56,8
27 NI 36.98 0,8
28 1 phenyl 3 (2 cyclohexan-1-one) 37.34 1,8
29 NI 39.41 1,0

NI: constituant non identifiés
RT : temps de rétention
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Fig. 16: Pourcentage de différents composants de I’huile essentielle d’A. sicula.

Les résultats de 1’analyse chimique montrent que 1’huile essentielle d’A. sicula contient de
I’apiole (56.8%) comme constituant majoritaire, ce résultat est en accord avec celui trouvé par
Camarda et al (2008) pour les fleurs, les racines et les feuilles de la méme espéce originaire de
Palerme qui contiennent de 1’apiole a 87.8, 85.2 et 80.41% respectivement, par contre, en 2003 ces
mémes auteurs ont constaté que le composant majoritaire de I’huile essentielle des feuilles et des
fruits d’A. sicula originaire du centre de la Sicile est le myristicine a 97.6 et 41.3 % respectivement.
Tomic et al. (2008) ont prouvé la présence du myristicine comme composant principal a des
pourcentages de 58.6 et 75.9% dans I’huile essentielle des fruits d’A. turbith ssp. hungarica et d’A.
turbith ssp. Haynaldii. De méme, 1’analyse de 1’huile des rhizomes d’A. turbith ssp. hungarica et
d’A. turbith ssp. Haynaldii a révélée la présence du myristicine a 54.2% et 22.3% respectivement
(Petrovic et al., 2009) alors que ce constituant se trouve en faible quantité (3.8%) dans I’huile de
Tinguarra sicula étudiée. Zivanovic et al. (1994) ont montré que I’huile des fruits et des fleurs d’A.
haynaldii contiennent une quantité appréciable de myristicine (39%) mais ses fruits mdrs
contiennent du B-pinéne comme constituant majeur, le B-pinéne est complétement absent dans
I’huile de Tinguarra sicula. Cependant I’étude de Verykokidou et al. (1995) de la composition
chimique de I’huile d’A. macedonica ssp. macedonica a prouvé la présence du constituant
majoritaire : le sabinéne a 50.47%, ce composant se trouve dans 1’huile de T. sicula & un
pourcentage de 1.9%. Mais selon Baser et al. (1997) les constituants les plus abondants obtenus a
partir de 1’huile essentielle de la partie aérienne d’A. macrophylla sont : le p-cymene, le thymol, et
le carvacrol, I’huile de T. sicula est dépourvue de ces derniers constituants a I’exception du p-

cymene qui se trouve en faible quantité 2%.



Outre les espéces du genre Athamanta, 1’apiole est signalé comme étant le constituant
majoritaire dans d’autres genres de la méme famille. Ainsi ce constituant est présent dans I’HE des
fruits de Petroselinum crispum avec un taux de 60-80% (Bruneton, 1999) et a un degrés moindre
dans I’huile essentielle des feuilles de Carum roxburghianum avec un pourcentage de 1’ordre de
20.8% (Chowadhury et al., 2009). De méme Javidnia et al. (2005) ont indiqué la présence de 57.3%

de dill apiole dans I’huile essentielle de Ferula persica.

Un total de 33 constituants (Tableau 2) représentant 87.7% (Fig. 18) ont éte identifiés dans
I’huile essentielle de Filipendula hexapetala par GC/SM (Fig. 17). Les constituants majoritaires
sont: thymol (17.5%), benzyle salicylate (13.9%), aldéhyde salicylique (10.3%), &- terpinéne
(10.0%) et méthyle salicylate (8.9%).
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Fig. 17 : Profil chromatographique de I’huile essentielle de Filipendula hexapetala




Tableau 2 : Composition chimique de I’huile essentielle de F. hexapetala

pic Composés RT %
1 Benzene 3.70 0.3
2 Cyclohexane 3.81 0.1
3 Toluene 5.31 0.4
4 2-hexenal 7.12 0.5
5 cis-3-hexenol 7.49 0.1
6 Heptanal 8.98 0.2
7 a-thujene 10.96 0.1
8 Benzaldehyde 11.19 0.5
9 a-pinene 11.31 0.2
10 aldehyde C8 13.79 0.2
11 Myrcene 13.92 0.7
12 benzyl chloride 14.10 0.3
13 aldéhyde salicylique 15.49 10.3
14 p-cymeéne 15.56 7.4
15 Limonene 16.09 0.3
16 6 — terpinéne 17.77 10.0
17 Nonanal 19.81 3.7
18 Linalol 19.93 3.2
19 Terpinene-4-ol 24.79 0.2
20 méthyle salicylate 25.28 8.9
21 a-terpineol 25.49 1.1
22 Aldehyde C10 26.41 0.3
23 Pulegone 28.19 0.7
24 Thymol 31.98 17.5
25 Carvacrol 32.48 0.6
26 aldehyde C11 33.11 0.3
27 NI 36.08 0.4
28 [3- caryophyllene 41.13 0.5
29 NI 45.03 0.5
30 a-farnesene 46.23 0.2
31 a- bisabolene 46.41 0.3




32 octadecane 57.89 0.6
33 NI 58.59 0.3
34 benzyle salicylate 64.25 13.9
35 NI 64.56 0.3
36 NI 67.24 1.6
37 eicosane (C20) 68.17 0.3
38 NI 72.10 5.0
39 Phytol 77.54 3.8
40 NI 86.16 4.2

NI: constituant non identifié
RT : temps de rétention
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Fig. 18: Pourcentage de differents composants de I’huile essentielle de Filipendula hexapetala.

L’analyse chimique de I’huile essenticlle de Filipendula hexapetala a révélé la présence de
thymol (17.5%), de benzyle salicylate (13.9%), d’aldéhyde salicylique (10.3%), de - terpinene
(10.0%) et de méthyle salicylate (8.9%). L huile de F. hexapetala se distingue des huiles des autres
especes du méme genre par son richesse en thymol (17.5%) et en &- terpinene (10.0%). Pavlovic et
al. (2007) ont signalé que I’huile essentielle de F. hexapetala originaire de la Serbie est riche en n-
tricosane (17.9%), aldéhyde salicylique (13.7%), benzyle salicylate (6.8%), et méthyle salicylate
(6.7%), I’huile de F. hexapetala étudiée est complétement dépourvue du n-tricosane. Toutefois,
I’huile de la partie aérienne du F. ulmaria contient 36% d’aldéhyde salicylique et 19% de méthyle
salicylate (Grazia Valle et al., 1988). De méme, Lindeman et al. (1982) ont signalé que I’huile
essentielle obtenue par hydrodistillation a partir des fleurs de F. ulmaria est essentiellement riche en
aldéhyde salicylique (74.8%). Cependant Papp et al. (2008) ont montré que 1’huile essentielle des



racines, des feuilles et des fleurs de F. ulmaria contiennent 16.9%, 6.3%, 7.3% d’aldéhyde
salicylique, respectivement et 81.9%, 39.1%, 23.9% de méthyle salicylate respectivement par contre
I’huile de F. herba contient 67.5% d’aldéhyde salicylique et 4.6% de méthyle salicylate selon les
mémes auteurs Enfin, Yin et al. (2005) indiquent que les huiles des boutons floraux, des feuilles et
des tiges de F. palmata sont riches en méthyle salicylate. Ce dernier dépasse 70.1% dans 1’huile des
boutons floraux. Dans une autre étude sur 1’huile de F. palmata, Yunxiu et al. (1992) évoquent la
présence de phenylmethanol, 2,6-dimethylphenol, n-nonaldehyde, hexaldehyde-2-ene et trans-3-
hexene-1-ol comme majors constituants, ces derniers constituants sont complétement absents dans

I’huile de F. hexapetala étudiée.

La composition des huiles essentielles sont sujettes a plusieurs facteurs de variabilité, facteurs
externes et internes a la plante. Pour une espece donnée la proportion des différents constituants
d’une HE peut varier suivant les conditions de stockage, La température, I’humidité relative, la
durée totale de I’insolation et le régime des vents exercent aussi une influence directe, surtout chez
les espéces qui possédent des structures histologique de stockage superficielle (ex. : poils sécreteurs
des Lamiaceae). Lorsque la localisation est plus profonde la qualité est beaucoup plus constante
(Bruneton, 1999; Gyorgyi et al., 2006). Danute et al, (2004) ont constaté que la composition
chimique de I’HE de D. carota récoltée dans des régions propres est différente de celle obtenue

dans des régions polluées.

La qualité des huiles essentielles est également influencée par la météorologie au moment de
la récolte et I’heure de la récolte. Par exemple, une huile essentielle de Mentha ne présente pas la
méme composition selon quelle soit extraite a partir des plantes récoltées le matin, au milieu ou
enfin de journée. Ainsi le taux de thuyone de Salvia officinalis variété dalmate est de 26% pour une
récolte de printemps et de 51% pour une récolte d’automne. (Laouer, 2004). De Vasconcelos Silva
M. G. et al. (2001) qui étudiaient la variation diurne de la composition de I’huile essentielle
d’Origanum gratissimum ont montré que cette composition variait selon le temps et
I’ensoleillement. En effet, le taux d’eustragol augmentait progressivement au début de la journée
pour atteindre son maximum a 12 heures (98%), et décroissait jusqu’a 11,4% a 17 heures au couché
du soleil. Celui du 1,8-cinéol trés élevé le matin a 7 heures (52,1%) diminuait avec 1’ensoleillement
pour atteindre son minimum a 12 heures (moins de 0,5%) puis augmentait au fur et a mesure que le
soleil disparaissait pour atteindre son maximum a 17 heures (75%). De plus, le procedé et la durée
de distillation, les procédés physiques ou chimiques utilisés lors de I’extraction et de 1’analyse
peuvent donner lieu a des transformations des constituants (Belaiche, 1979; Bruneton, 1999;
Kofidis et al., 2004).


http://findarticles.com/p/search?tb=art&qt=%22Horv%C3%A1th%2C+Gy%C3%B6rgyi%22
http://findarticles.com/p/search?tb=art&qt=%22Kofidis%2C+George%22

La proportion des différents constituants d’une HE peut varier tout au long de la croissance
d’une espece donnée. La formation des principes actifs se fait spécialement pendant la période de
pleine croissance et durant les temps des métabolismes intensifs comme les périodes de floraison et
de fructification, Ceci, en particulier pour quelques Apiacées (le fenouil, la carotte et la coriandre).
La teneur en linalol est 50 % plus élevé chez le fruit mar que chez le fruit vert (Bruneton, 1999 ;
Gonny et al., 2004; EI-Zakhem, 2003). La composition chimique des huiles essentielles de certaines
plantes aromatiques varie qualitativement et quantitativement selon les chimiotypes, par exemple
chez Thymus vulgaris de la Méditerranée occidentale on trouve sept chimiotypes différents (a
thymol, a carvacrol, a géraniol, a linalol, a terpinéol, a trans-4-thuyanol, a cis-8-myrcénol et a
cinéol) (Bruneton, 1999).



1V-3- Activité antimicrobienne

L’examen des différentes boites de Pétri n’a révélé la présence d’aucun halo d’inhibition
autour des disques imbibés par les différentes dilutions de 1’huile essentielle d’A. sicula pour les
diverses souches testées tandis que les antibiotiques se sont révélés tres actifs vis-a-vis des souches
bactériennes de référence avec des diamétres d’inhibition variant de 18 a 44mm, cependant, les
autres souches bactériennes étudiées ont développées une résistance a l’encontre de divers
antibiotiques : I’ampicilline, la gentamicine, 1’amikacine et 1’amoxicilline pour Klebsiella
pneumoniae, la tetracycline, I’erytromycine et la levofloxacine pour Enterococcus feacalis (tableau
3). Contrairement a Aspergillus niger et Candida albicans qui se sont révélés plus sensibles a cette
huile avec des zones d’inhibitions de 20 mm et de 17 mm respectivement a la concentration de 1/2

(v/v). Ces diameétres sont quand méme inferieurs a ceux obtenus par I’antifongique (itraconazole)

qui sont de 25 mm et 26 mm.



Tableau 3: Activité antibactérienne des antibiotiques standards exprimée par le diamétre d’inhibition en millimétre.

tibiotiques

bactéries

AMP

IPM

CZ

GM

Cip

Fos

0X

FOX

TE

VA

TIC

CAZ

TOB

SXT

Tec

CF

ATM

Escherichia
coli ATCC

A

26

26

18

26

Staphylococcus
aureys ATCC

2%

7

40

20

Pseudomonas
aeruginosa
ATCC

3

32

2

Klebsiella
pneumoniae

29

26

16

3

16

20

12

Streptococcus
pneumoniae

40

2

2

Enterococcus
faecalis

23

14

22

Escherichia
coli

32

22

26

19

27

20

26

16

Streptococcus
agalactiae

26

10

12

20

28

14

Ky)

3

23

22

Enterococcus
avium

18

20

15

13

2

Kiebsiella
pneumoniae
(F.hexapetala)

14

16

20

18

2

18




La sensibilité ainsi que la résistance des bactéries testées aux différents antibiotiques sont

représentées dans la figure 19

a) E. coli ATCC 25922 b) S. aureus ATCC 25923

E) Enterococcus avium

Fig.19 : Sensibilité des bactéries aux différents antibiotiques testés



La résistance des bactéries testées a I’encontre d’A. sicula est représentée dans la figure 20

a) P. aeruginosa ATCC 27853

b) S. aureus ATCC 25923

c) E. coli ATCC 25922

Fig.20: Expression de I’activité de ’HE d’A. sicula sur quelques souches bactériennes testées

(absence de I’halo d’inhibition)



Selon la bibliographie disponible, il n’existe pas de travaux déja réalisés sur 1’activité
antimicrobienne de I’huile essentielle d’A. sicula, pour cela, les résultats de cette étude ont été

comparés a ceux obtenus pour les autres espéces d’Athamanta.

L’huile essentielle d’Athamanta sicula étudiée ne posséde pas d’activité antibactérienne du
moins pour les germes testés et aux dilutions employées. Cependant les huiles d’A. turbith ssp.
haynaldii et A. turbith ssp. hungarica ont montré une activité modérée vis-a-vis les bactéries a
Gram- (E. coli et K. pneumoniae), a Gram+ (S. aureus et E. faecalis). Par contre P. aeruginosa a
développée une résistance (Tomic et al., 2008). De méme Petrovic et al. (2009) ont étudié I’effet
des huiles des rhizomes des mémes plantes sur quelques bactéries, ces huiles ont révélées une
activité significative contre Micrococcus luteus et K. pneumoniae contrairement aux souches E. coli

et P. aeruginosa qui se sont montrées résistantes.

En effet, les différences des résultats pourraient étre attribuees a la nature méme de la
composition chimique de I’huile. Selon Oussalah et al. (2006), I’activité biologique d’une huile
essentielle est a mettre en relation avec sa composition chimique, les groupes fonctionnels des
composés majoritaires (alcools, phénols, aldéhydes) et les effets synergiques entre les composants.
Ainsi les composés chimiques les plus efficaces et qui possedent un large spectre d’action
antimicrobienne sont les phénols (thymol, carvacrol et eugénol), les alcools (a-terpinéol, terpinen-4-
ol, menthol, géraniol, linalol), les aldéhydes (géraniol, citral et néral), les cétones (carvone,
pulégone et camphre) (Moleyar et narassimham, 1992 ; Dorman et Deans, 2000; Oussalah et al.,
2006).

Or I’huile essentielle d’A. sicula ne posséde pas de tels constituants dans sa composition
chimique, d’autant plus que son constituant majeur, I’apiole ne figure pas sur la liste des principaux
constituants a activité antibactérienne établi par Duke (2009) ce qui nous laisse penser que ce

constituant n’est pas antibactérien.

Autre fait, 1’absence d’activité antimicrobienne pourrait s’expliquer par la résistance
développée par un nombre important de souches et qui réagissent difféeremment aux divers types
d’huiles essentielles. Parmi les souches étudiées, P. aeruginosa qui s’est montrée résistante. En
faite, cette bactérie possede une résistance intrinséque aux agents biocides, en relation avec la
nature de sa membrane externe. Cette derniére est composée de lipopolysaccharides qui forment
une barriére imperméable aux composés hydrophobes. En présence d’agents perméabilisant de la
membrane externe, des substances inactives contre P. aeruginosa deviennent actives (Mann et al.,
2000). 1l semble que cette souche se révéle résistante a un trés grand nombre d’huiles essentielles
(Hammer et al., 1999 ; Deans et Ritchie, 1987).



E. coli ATCC 25922 (bactérie Gram -) développe aussi une résistance vis-a-vis d’un certain
nombre d’huiles essentielles (Sartoratto et al., 2004; Delamare et al., 2007; Wannissorn et al.,
2005). D’autre part, cette bactérie est trés sensible vis-a-vis d’autres huiles essentielles (Burt et

Reiders, 2003 ; Bouhdid, 2005).

Par contre, S. aureus ATCC 25923 résistante a 1’action de I’huile essentielle d’A. sicula,
semble étre la plus sensible (Duarte et al., 2005; Kabouche et al., 2005) et n’a développé de

résistance qu’envers quelques huiles essentielles (Hammer et al., 1999).

L’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de F. hexapetala, évaluée par la méthode de
diffusion, a permis de révéler une activité moyenne sur la croissance de S. aureus ATCC 25923
(diamétre d’inhibition 13 mm, dilution 1/2), alors que son activité vis-a-vis des souches de: E. coli
ATCC 25922, K. pneumoniae et Enterococcus. avium a été limitée a des diamétres d’inhibition de
10 mm pour E. coli et 9 mm pour les deux autres a la dilution 1/2. Toutes les bactéries ont été
seulement inhibées a ’exception de S. aureus qui a été détruite. Toutefois P. aeruginosa ATCC
27853 s’est montré résistante a I’encontre de toutes les dilutions testées. Cette huile a présenté une
forte activité sur C. albicans avec un diameétre d’inhibition de 30 mm qui est supérieur a celui
obtenu par I’antifongique : itraconazol 26 mm. Les diamétres des halos d’inhibition montrent que le
pouvoir antimicrobien est inversement proportionnel a la dilution, c’est-a-dire I’effet diminue avec
I’augmentation de la dilution de I’huile essentielle. La différence dans la sensibilité des especes
microbiennes enregistrée suggere la susceptibilité des différents microorganismes aux divers

composants de 1’huile essentielle.



La sensibilité des micro-organismes testés a I’encontre de F. hexapetala est représentée dans le

tableau 4 et la figure 21

Tableau 4 : Activité antimicrobienne de I’huile essentielle de Filipendula hexapetala

Zone d’inhibition (mm)
Microorganismes testés 1/2 1/5 1/10
Témoin négatif DMSO 6 6 6
Escherichia coli ATCC 25922 10 8 7
Staphylococcus aureus ATCC 25923 13 8 7
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 6 6 6
Enterococcus avium 9 8 7
Klebsiella pneumoniae 9 8 7
Aspergillus niger 12 10 6
Candida albicans 30 22 20




b) E. coli ATCC 25922

c) S. aureus ATCC 25923

Fig.21: Expression de I’activité de ’HE de F. hexapetala sur quelques souches bactériennes testées



S. aureus ATCC 25923 semble étre la plus sensible a ’activité de I’huile de F. hexapetala
avec un diamétre de 13mm. En effet, ce diamétre est inférieur & celui obtenu par Radulovi¢ et al.
(2007) en utilisant I’huile de F. hexapetala (37mm) mais a une concentration 1.7ug/disque. De
méme, des diameétres de zones d’inhibition de 23 a 30mm ont été enregistrés avec 1’huile de Prunus
africanus utilisée vis-a-vis de trois souches de staphylocoques (Gangoue-Pieboji et al., 2009).
Xianfei et al. (2007) ont rapporté la sensibilité de S. aureus a 1’encontre de 1’essence de
Chaenomeles speciosa (Rosacées). Dans une étude, Jantova” et al. (2000), ont montré que le
développement de S. aureus a été complétement inhibé par les extraits d’Amelanchier ovalis,
d’Exochorda racemosa et de Kerria japonica (appartenant a la famille des Rosacées) a une

concentration de 250ug/ml.

La sensibilit¢ d’E. coli ATCC 25922 a I’huile de F. hexapetala a été aussi constatée par
Radulovi¢ et al. (2007) vis-a-vis de ’huile de la méme plante qui s’est montrée tres active. De
méme Gangoue-Pieboji et al. (2009) ont signalé 1’efficacité de 1’essence de Prunus africanus contre
E. coli. Ainsi, un diamétre d’une zone d’inhibition de 21mm a été enregistré avec 1’huile de
Chaenomeles speciosa (Xianfei et al., 2007). Cependant, les extraits d’Amelanchier ovalis,
d’Exochorda racemosa et de Kerria japonica appartenant a la famille des Rosacées se sont revélés
inactifs a ’encontre d’E. coli (Jantova” et al., 2000). Alors que son inhibition a été signalée par
Rasooli et Mirmostafa (2002) vis-a-vis de I’huile de Thymus pubescens et de Thymus serpyllum.
Koba et al. (2004) ont également montré 1’efficacité des huiles essenticlles de la famille des
Labiées. Schelz et al. (2006), ont rapporté son inhibition par sept huiles essentielles de plantes

médicinales dont celles appartenant a la famille des Astéracées et des lamiacées.

L’effet antibactérien de I’huile essentielle de F. hexapetala vis-a-vis de K. pneumoniae est
limité et le diameétre formé a la dilution 1/2 (v/v) est de 9 mm. Cependant plusieurs études ont
montré la grande sensibilité de cette bactérie. En étudiant 1’activité de F. hexapetala, Radulovi¢ et
al. (2007), ont obtenu un diamétre d’inhibition de 37 mm. Le diameétre observé par Xianfei et al.
(2007) en utilisant I’huile de Chaenomeles speciosa a été beaucoup plus petit (16 mm). En effet,
I’essence de Prunus africanus a été aussi active vis-a-vis de K. pneumoniae (Gangoue-Pieboji et al.,
2009). Unlu et al. (2003) ont obtenu un diamétre de 22 mm a la concentration de 15ul/disque avec
I’huile de Thymus pectinatus. De méme sa sensibilit¢ a 1’égard des huiles essentielles de
Rosmarinus officinalis et Eucalyptus globulus a été mise en évidence par Mounchid et al. (2005).
Son inhibition par les huiles essentielles de clou de girofle et de la sauge a été observée par
Nascimento et al. (2000). Aussi, Pereira et al. (2004) ont rapporté I’effet inhibiteur de 1’huile

essentielle de Salvia officinalis sur K. pneumoniae.



L’activité biologique des huiles essentielles a une relation avec les groupes fonctionnels des
composants, leurs proportions et I’interaction entre eux (Dorman et Deans, 2000; Marino et al.,
2001; Delaquis et al., 2002). En effet, 1’activité de I’huile essentielle de F. hexapetala pourrait étre
attribuée a la présence du thymol a (17.5%) appartenant au groupe des phénols connu par son
activité antimicrobienne trés significative (Moleyar et Narassimham, 1992; Dorman et Deans, 2000,
Oussalah et al., 2006). Selon Radulovi¢ et al. (2007), I’activité antibactérienne de 1’huile de F.
hexapetala est attribuée a sa teneur en composants dérivés du phénylpropanes tels que le benzyle
salicylate, 1’aldéhyde salicylique et le méthyle salicylate. Ces derniers sont parmi les constituants
majors de I’huile de la présente étude a des pourcentages de 13.9%, 10.3% et 8.9% respectivement.
Ces mémes auteurs ont signalé que I’activité de 1’huile de F. hexapetala n’est pas due seulement a
I’activité d’un seul composant mais a la synergie entre les autres constituants. Il a été prouvé qu’il y
a un effet synergique entre 1’aldéhyde salicylique et le linalool a une proportion de 80:20 qui s’est
traduit par une inhibition totale des germes. Cependant, le mélange du méthyle salicylate et de
I’aldéhyde salicylique a 40 :60 a montré une action antagoniste et par conséquent une perte de
I’activité antimicrobienne. Nakatsu et al. (2000) ont également démontré dans I’é¢tude de 1’activité
antimicrobienne de I’huile essentielle de Thymus zygis qu’un mélange constitué de 6 principaux
composants en proportions égales possédait une activité plus faible que celle de I’huile enticre

indiquant ainsi, le rdle significatif joué par les composants minoritaires (Cosentino et al., 1999).

Pseudomonas aeruginosa a montré une grande résistance a 1’encontre de I’huile essentielle de
F. hexapetala méme aux plus faibles dilutions. Cependant, I’huile de F. hexapetala étudiée par
Radulovi¢ et al. (2007) a montré une forte activité vis-a-vis de P. aeruginosa avec un diameétre
d’inhibition de 33 mm. L’huile de Prunus africanus a été également active a ’encontre de P.
aeruginosa mais le diameétre de la zone d’inhibition a été plus petit (19 mm) (Gangoue-Pieboji et
al., 2009). De méme, les extraits d’Amelanchier ovalis et d’Exochorda racemosa se sont révélés
actifs vis-a-vis cette souche contrairement a I’extrait de Kerria japonica qui a été inactif (Jantova”
et al., 2000). Aussi, Dahia et al. (2007) ont signalé la sensibilité de P. aeruginosa a 1’égard de
I’huile de Pituranthos chloranthus.

D’autre part la résistance de P. aeruginosa est en accord avec la littérature qui montre que
cette espece est genéralement peu sensible aux huiles essentielles (Carson et Riley, 1995 ; Arora et
al., 1999, Hammer et al., 1999). Cette résistance a été rapportée par Chalchat et al. (1997) ou
I’espéce s’est montrée insensible aux 13 huiles essentielles testées. Cette bactérie est également
résistante aux huiles essentielles d’Ocimum gratissimum (Nakamura et al., 1999), de Salvia
tomantosa (Haznedaroglu et al., 2001), d’Achillea Millefolium (Candan et al., 2003), d’Ammoides

pusilla (Laouer, 2004) et a bien d’autres huiles essentielles.



Belaiche (1979) rapporte qu’un germe dont le pouvoir pathogéne est élevé, offre des
résistances quasi constantes. Plus le germe est virulent, plus ses chances de résistances aux essences

sont grandes.

En comparant la susceptibilité des différentes souches vis-a-vis de I’huile testée, nous
constatons que 1’efficacité de cette huile différe d’une bactérie a une autre. P. aeruginosa est la plus
résistante, cependant, S. aureus est la plus sensible a I’huile testée. Ces résultats sont en accord avec
la littérature selon lesquelles les bactéries a Gram+ montrent la plus grande sensibilité par rapport
aux bactéries a Gram — (Russel, 1999 ; Burt, 2004 ; Holley et Patel, 2005, De Souza et al., 2005 ;
Bakkali et al., 2008). Comme il a été rapporté auparavant, le mode d’action principal des huiles
essentielles consiste en la lyse de la paroi bactérienne du fait de leurs propriétés lipophiles (Fig. 22).
Chez les bactéries a Gram -, la membrane externe constitue une barriere de perméabilité efficace ;
le lipopolysaccharide, grace a ses charges négatives de surface empéche la diffusion des molécules
hydrophobes (Nikaido, 2003) alors que les bactéries a Gram+ sont moins protégées parce que la
paroi est formée d’une couche de peptidoglycane seulement qui n’entrave que la diffusion des poids
moléculaires a 50 KD. Les antibiotiques sont, également, plus actifs sur les bactéries a Gram+ que

sur les bactéries a Gram — (Hogan et Kolter, 2003 ; Perry et al., 2004).

L’activité antifongique de 1’huile essentielle d’A. sicula évaluée par la méthode de diffusion
montre clairement la sensibilité de A. niger qui s’est traduit par un diamétre de 20 mm a la
concentration 1/2 (v/v) par rapport a C. albicans dont le diamétre a été de 17mm. Ce diamétre est
proche de celui obtenu par 1’huile d’A. turbith ssp. haynaldii a I’encontre de C. albicans tandis que
I’huile d’A. turbith ssp. hungarica s’est révélée inactive (Tomic et al., 2008). D’autre part, C.
albicans a montré une forte sensibilit¢ a I’huile du rhizome d’A. turbith ssp. hungarica et
d’A.turbith ssp. haynaldii & la concentration de 100 mg/ml avec des diametres de 30mm et 25mm
respectivement (Petrovic et al., 2009).

Le pouvoir antifongique de I’huile d’A. sicula pourrait étre attribué a la présence de
composants antifongique classé dans la liste des constituants a activité antifongique de Duke (2009)
tels que: le myristicine, le curcumeéne, le caryophyllene, 1’élemicine, le pinéne, le terpinéne et le
terpinoléne a différentes proportions. De méme Chu et kemper (2001) signalent que le pouvoir
antifongique de I’huile essentielle de Lavandula stoechas est lié aux : B-pinéne, p-ciméne, 1,8
cinéole et a-pinéne. Ce dernier composant se trouve dans 1’huile de la présente étude a une
proportion de 3.2%. D’aprés Deba et al. (2008), les composés majoritaires ou mineurs peuvent
augmenter 1’activité antifongique. L’effet synergique ou antagoniste de ces composants joue un role

important dans 1’inhibition des champignons.



L’activité de F. hexapetala a été également testée sur A. niger et C. albicans. Cette huile a
présente une forte activité sur C. albicans avec un diamétre d’inhibition de 30 mm contrairement a
A. niger qui s’est montré moins sensible avec un diamétre de 12mm a la concentration de 1/2 (v/v).
De méme, I’activité de I’huile essentielle de F. hexapetala étudiée par Radulovi¢ et al. (2007) a
montré une forte activité a I’encontre de C. albicans et A. niger avec des diamétres de 40 et 39 mm

respectivement a la concentration de 1.7ug/disque.

L’activité antifongique des HE, peut étre expliquée par I’effet synergique entre les différents
composés de I’HE. En effet, les composés majoritaires sont souvent responsables de 1’activité

antimicrobienne de cette huile essentielle (Giordani et al., 2008 ; Regnier et al., 2008).

En tant que constituant majoritaire, le thymol pourrait étre considéré comme le responsable du
fort pouvoir antifongique de 1’huile de F. hexapetala. Ce pouvoir a été confirmé par 1’étude de
Couladis et al. (2004), ce compose a inhibe le développement des champignons pathogenes et
phytopathogénes a des CMI tres faibles (0.125 — 0.5ul/ml). Parmi les sept constituants testés par
Cosentino et al. (1999) sur des espéces bactériennes et fongiques, le thymol et le carvacrol se sont

révélés les plus efficaces suivis par I’a-terpineol.

Le thymol, le carvacrol, le p-cyméne et le 1.8 cinéole ont été testés par Pina-vaz et al. (2004)
sur 10 especes de Candida. Les espéces ont manifesté une grande sensibilité a tous les composés a

I’exception du 1.8 cinéole.

Selon Radulovi¢ et al. (2007), le pouvoir antifongique de 1’essence de F. hexapetala est d0 a
la présence des composants dérivés du phenylpropane tels que: le benzyle salicylate, 1’aldéhyde

salicylique et le méthyle salicylate qui représentent 33.1% de la composition de notre huile.

Suppakul et al. (2003) ont suggéré que I’activité antifongique des HE, peut se faire selon deux
mécanismes différents : certaines constituants provoquent la fuite des électrolytes et 1’épuisement
des acides aminés et des sucres, d’autres peuvent étre insérés dans les lipides membranaires, par

conséquent il y a perte des fonctions membranaires.

L’action antifongique des huiles essentielles vis-a-vis C. albicans est due a une augmentation
de la perméabilité de la membrane plasmique suivie d’une rupture de celle-Ci entrainant une fuite du

contenu cytoplasmique et donc la mort de la levure (Cox et al., 2000).



VI-4- Activité antioxydante

Les mesures de I’inhibition d’absorbance du DPPH provoquée par la présence de 1’huile
essentielle d’Athamanta sicula aprés 30 minutes ont permis de déterminer le pourcentage
d’inhibition (PI) de chaque dilution de I’huile. Il est calculé en appliquant la formule citée

auparavant (mateériels et méthodes).

Apres avoir calculé le PI des différentes dilutions de ’huile d’A. sicula, nous avons constaté
qu’a la plus grande concentration utilisée qui est de 10 mg/ml nous avons obtenu un Pl= 32.9%.
Suite a la faible quantit¢ de cette huile, nous n’avons pas pu aller au dela de la concentration 10

mg/ml et par conséquent, il était impossible d’obtenir son IC50.



Conclusion

Cette étude se voulait une contribution a la connaissance phytochimique et a évaluer les
potentialités bioactives des huiles essentielles de deux plantes 1’une appartenant a la famille des
Apiacées (Tinguarra sicula) et l’autre appartenant a la famille des Rosacées (Filipendula

hexapetala).

L’extraction des huiles essentielles par hydrodistillation en utilisant un dispositif d’extraction
type Clevenger est réalisée. La composition chimique de ces huiles par analyse CPG/SM est realisé
au laboratoire des substances naturelles et des ardmes a 1’université de Nice. Nous avons ensuite

testé I’activité antimicrobienne des huiles a 1’aide de la technique de diffusion par disques.

La valeur du rendement en huile essentielle de la partie aérienne de Tinguarra sicula était de
1.1% (w/w). Le rendement en huile de la partie aérienne de Filipendula hexapetala était de 0.01 %

(w/w). Cette valeur est inferieure aux rendements obtenus chez d’autres especes du méme genre.

L’analyse de I’huile de Tinguarra sicula a permis d’isoler et d’identifier 25 composés
représentant 95.8% de 1’huile essentielle avec comme constituant majoritaire un dérivé du
phenylpropane (I’apiole, 56.8%). L’huile essentielle est caractérisée par une importante fraction des
dérivés du phenylpropane (61.4%) représentée par 1’apiole (56.8%), le myristicine (3.8%) et
I’¢élémicine (0.8%). La fraction hydrocarbonée constitue 30.5% dont 10.7% sont des hydrocarbures
monoterpeniques (11 monoterpenes) et 19.8% sont des hydrocarbures sesquiterpéniques (8
sesquiterpeénes). Il est a signaler également 1’absence totale de fraction oxygénée (pour les mono et
les sesquiterpenes). L’analyse chimique de I’huile essentielle de Filipendula hexapetala a permis
d’identifier 33 constituants représentant 87.7% de I’huile essentielle dont les constituants
majoritaires sont le thymol (17.5%), le benzyle salicylate (13.9%) I’aldéhyde salicylique (10.3%), le
d- terpinéne (10.0%) et le méthyle salicylate (8.9%).

En comparant les résultats de 1’analyse chimique des deux huiles essentielles avec les résultats
obtenus de plusieurs especes appartenant aux genres etudiés, on a constaté beaucoup de
ressemblances et quelques différences qui peuvent étre attribuées aussi bien aux facteurs

extrinseques qu’aux facteurs intrinséques

En matiére d’activité antimicrobienne, 1’huile essentielle de T. sicula s’est montrée inactive
vis-a-vis des souches bactériennes testées ceci est di a la nature de la composition chimique de
I’huile. Cependant, la méme huile a manifesté une activité antifongique sur Aspergillus niger et

Candida albicans.



L’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle de F. hexapetala, évaluée par la méthode de
diffusion, a permis de révéler une activité moyenne sur la croissance de S. aureus ATCC 25923
avec un diamétre d’inhibition de 13 mm, alors que son activité vis-a-vis des souches de: E. coli
ATCC 25922, K. pneumoniae et Enterococcus avium a été limitée. Toutefois P. aeruginosa ATCC
27853 s’est montré résistante a 1’encontre de toutes les dilutions testées. Cette huile a présenté une
forte activité sur C. albicans avec un diamétre d’inhibition de 30mm qui est supérieur a celui obtenu

par 1’antifongique (I’itraconazol) 26 mm.

L’activité antimicrobienne de I’huile essenticlle de F. hexapetala pourrait étre attribuée a la
présence du thymol et a sa teneur en composants derives du phénylpropanes tels que le benzyle

salicylate, ’aldéhyde salicylique et le méthyle salicylate.

L’activité antioxydante de I’huile de T. sicula a été également étudiée par le test du radical
libre DPPH ou le thymol a été pris comme référence. D’aprés les résultats du test effectué, nous
avons constaté qu’a la plus grande concentration utilisée qui est de 10 mg/ml nous avons obtenu un
pourcentage d’inhibition de 32.9% et suite a la faible quantité de cette huile, nous n’avons pas pu
aller au dela de la concentration 10 mg/ml, par conséquent, il était impossible de déterminer la

concentration correspondante a 50% d’inhibition de 1’huile essentielle.

En conclusion, I’huile essentielle de F. hexapetala & des activités assez intéressantes sur les
bactéries pathogénes ainsi que sur les champignons testés. Tandis que 1’huile de T. sicula est
pourvue uniquement d’un pouvoir antifongique assez remarquable. 1l a été constaté que ces activites
varient en fonction de la souche microbienne testée et de la dilution de I’huile appliquée. Ces

caractéristiques importantes font de ces deux plantes un patrimoine a préserver et a valoriser.

Parmi les perspectives immediates de cette étude est de déterminer les concentrations
minimales inhibitrices de ces huiles et d’évaluer leur cytotoxicité sur des modeles animaux ainsi
que I’étude du pouvoir antibactérien et antifongique des vapeurs de ces huiles sur plusieurs souches
microbiennes en vue d’une éventuelle désinfection de 1’air contaminée des hopitaux ou des canaux
d’aération des batiments. L’exploitation de ces huiles dans 1’industrie agro-alimentaire en
substituant les additifs chimiques de conservation par ces additifs naturels En plus de 1’étude
d’autres propriétés biologiques de ces plantes, a savoir les propriétés: anti-inflammatoire,

antivirale, anti-lithiasique et autres.
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Annexe | :

Préparation de I’ inoculum

L’étalon 0.5Mc Farland se prépare en versant 0.5ml d’une solution de BaCl, dihydraté a 1%
(10g/l) dans une éprouvette de 100ml. Compléter a 100ml avec du H, SO4 a 1% (10ml/l). ainsi
préparé, I’étalon doit présenter une densité optique de 0.08 a 0.1 lue a 625nm (~10% UFC /ml).

Annexe Il :

Les milieux de culture

Muller Hinton agar :

-Infusion de viande de baeuf déshydraté........... ..o 300 g
-Hydrolysat de Cas@ine.........c.ovviiriitiiiit i e 175¢g
SAMIAON A MIATS. ...ttt e ettt e e e e e e 5¢
2N . . | 13¢g
SEAU dISHIIER ... 1000 ml
MH agar additionné de sang (gélose au sang)

-Infusion de viande de beeuf déshydraté...............oooiiiiiiiiii i 300 g
-Hydrolysat de Cas@ine...........oouiiriiriiiit i e e e 175 ¢
N 108 (6 (011184 (T8 /0T £ 15¢g
-Sang de cheval TyS€. ... 2a5%
FA AT AT e e e e 13¢g
SEau distillée . ... 1000 ml

Bouillon nutritif



SExtrait de VIAnde. ..o lg
SEXIPAIT 0B JBVUIE. ..o e e e e et 2g
-Chlorure de SOIUML. ... ... e ettt see e ) @

CE AU ISTILIEE. .ot 1000 ml

Sabouraud simple

701 10 T 10g
157 10T 20g
6 21 To70 ] 20 g
SEAU diStlIER. . ..o 1000 ml

Extrait de malt agar

SeXErAIt A MAlt. ..o e 30g



Annexe Il :

Les antibiotiques

Antibiotique Sigle Charge du disque ()
Ampicilline AM 10
Cefazoline Ccz 30
Benzylpenicilline P 6
Gentamicine GM 10
Amikacine AN 30
Fosfomycine FOS 50
Ciprofloxacine CIP 5
Chloramphénicol C 30
Colistine CS 50
Pristinamycine PT 15
Pipéracilline PIP 75
Imipénéme IPM 10

T

Amoxilline AMX 25
Oxacilline OX 5
Cefoxitine FOX 30
Kanamycine K 30
Tetracycline TE 30
Erythromycine E 15
Clindamycine CLI 15
Rifampicine RA 30
Vancomycine VA 30

Ticarcilline TIC 75




Ceftazidime CAZ 30
Tobramycine TOB 10
Céfotaxime CTX 30
Triméthoprime
SXT 1.25 +23.75
+ Sulfamides
Levofloxacine Lev 5
Streptomycine S 10
Furanes FT 300
Teicoplanine TEC 30
Cefalotine CF 30
Aztréonam ATM 30
Ceftriaxone CRO 30
Itraconazole Itra 25




Résumé :

Les huiles essentielles possedent d’importantes activités antimicrobiennes et peuvent se
substituer avec succés aux antibiotiques qui montrent leurs inefficacités a I’encontre des
microorganismes résistants, ce qui nous a conduits a effectuer ’analyse chimique et 1’activité
antimicrobienne des huiles essentielles de Tinguarra sicula et de Filipendula hexapetala.
L’extraction est effectuée par hydrodistillation. L’analyse des huiles essentielles est réalisée par
CPG/SM. L’activité antimicrobienne est mise en évidence par la méthode de diffusion sur milieu
gélosé. L’analyse chimique de T .sicula a révélée la présence de 25 constituants dominés par
I’apiole (56.8%). L’huile essentielle de F. hexapetala est constituée principalement de 33
constituants dont les constituants majoritaires : le thymol (17.5%) et 1’aldéhyde salicylique (10.3%).
L’huile de T. sicula est inactive vis a vis des bactéries testées mais active a 1’égard des
champignons. L’huile de F. hexapetala présente une activité antimicrobienne sur S. aureus, A. niger
et C. albicans alors que P. aeruginosa est résistant.

Mots clefs : Tinguarra sicula, Filipandula hexapetala, huiles essentielles, activité antimicrobienne.
Abstract:

Essential oils have important antimicrobial activities and can replace with success antibiotics
which show their inefficiency against resistant microorganisms. In this study we have tested the
antimicrobial activities of the essential oils of Tinguarra. sicula, and Filipendula. hexapetala. The
extraction is done by hydrodistillation method. The analyses were obtained by CPG/MS.
Antimicrobial activity was tested by using the agar diffusion test. The chemical analysis of T .sicula
has revealed the existence of 25 constituents dominated by the apiol (56.8%). The essential oil of F.
hexapetala consists mainly of 33 constituents of which the majority compounds: the thymol
(17.5%) and the salicylaldehyde (10.3%). Essential oil of T .sicula was inactive against the bacteria
tested but active against fungi. Essential oil of F. hexapetala exhibited an antimicrobial effect on S.
aureus, A. niger and C. albicans but P. aeruginosa was resistant.

Key words: Tinguarra sicula, Filipendula hexapetala, essential oils, antimicrobial activity.
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