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Résumé

Les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux et un véritable trésor
pour ’humanité, elles sont utilisées pour prévenir, soigner ou soulager divers maux
dont au moins une partie posséde des propriétés médicamenteuses, et sont également
utilisées pour leur propriété antimicrobienne qui est I’un des activités biologiques

connue chez les plantes médicinales et aromatiques.

Ce travail s’inscrit dans le cadre de rechercher de nouveaux produits bioactifs
d’origine naturels jouissantes d’activités biologiques notamment les activités
antimicrobiennes et d’évaluer 1’effet antibactérien des huiles essentielles (HE) des
deux plantes aromatiques et médicinales de la flore algérienne provenant de la région
de Djelfa.

L’une est Rosmarinus officinalis de la famille des Lamiacées et ’autre, ¢’est
Juniperus communis de la famille des Cupressacées, leurs huiles essentielles sont

extraites par hydrodistillation en utilisant un appareil de type Clevenger.

L’activité antibactérienne était réalisée par la méthode de diffusion sur gélose
basée sur la détermination des diameétres d’inhibitions autour des disques. L’étude a
été effectuée sur 06 souches bactériennes a Gram (+) et a Gram (-) : Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Yersinia enterocolitica, Klebsiella pneumoniae et
Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus et deux levure Candida albicans (C10 et
C26).

Les résultats obtenus montrent que nos extraits ayant une activité antibactérienne
forte sur les deux souches bactérienne Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus et
les deux levures de Candida avec des zones d’inhibition égale a 50 mm Les autres
souches présentes des diamétres de zones d’inhibitions allant de 5 a 45 mm. Les
valeurs de la concentration minimale inhibitrice (CMI) des deux extraits ont montré

un large éventail de valeurs entre 0,027 et 0,144 mg/ml.

Mots clé : plantes aromatique et médicinales, huiles essentielles, Rosmarinus

officinalis, Juniperus communis, activité antibactérienne.



Abstract

Medicinal plants constitute a precious heritage and a real treasure for humanity,
they are used to prevent, cure or relieve various ailments, at least some of which have
medicinal properties, and are also used for their antimicrobial property which is one

biological activities known in medicinal and aromatic plants.

This work is part of the search for new bioactive products of natural origin
enjoying biological activities including antimicrobial activities and to evaluate the
antibacterial effect of essential oils (EO) of the two aromatic and medicinal plants of

the Algerian flora from the Djelfa region.

One is Rosmarinus officinalis from the Lamiaceae family and the other is
Juniperus communis from the Cupressaceae family, the essential oils of the two
plants are extracted by hydrodistillation using a Clevenger type apparatus, the
antibacterial activity is carried out by the agar diffusion method based on the
determination of the diameters of inhibitions zone around the discs. The study was
carried out on 06 Gram (+) and Gram (-) bacterial strains: Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Yersinia enterocolitica, Klebsiella pneumoniae and
Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus and two Candida albicans yeast (C10 and
C26).

The results obtained show that our extracts having a strong antibacterial activity
on the two bacterial strains Micrococcus luteus and Staphylococcus aureus and the
two Candida yeasts with an inhibition zone of 50 mm. For the other strains present
diameters of inhibition zones ranging from 5 to 45 mm. The values of the minimum

inhibitory concentration (MIC) of the two extracts between 0,027 and 0,144 mg/ml.

Key words: aromatic and medicinal plants, essential oils, Rosmarinus officinalis,

Juniperus communis, Antibacterial activity.
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Introduction générale

L’utilisation massive d'agents antimicrobiens en médecine humaine a conduit a
I'émergence de souches microbiennes résistantes, il est donc important d'orienter la
recherche vers de nouvelles molécules, sur lesquelles la plupart des recherches
scientifiques se sont concentrées. (BENDIFALLAH, 2023)

Les plantes ont toujours fait partie de I'numanité puisqu'elles sont utilisées comme
nourriture, médicament et parfois dans les rites religieux. (BENDIFALLAH, 2023). Dans
toutes les régions du monde, I'histoire des peuples montre que ces plantes ont toujours eu
une grande importance en medecine. (CHABRIER, 2010)

Ces plantes médicinales trouvent des applications dans divers domaines, dont la
médecine, la pharmacie, la cosmétologie et I'agriculture. Cela est di a la présence de
plusieurs substances actives. (BENDIFALLAH, 2023)

En Afrique, plus de 80% de la population utilise les plantes médicinales pour assurer
leurs soins de santé. (JDAIDI et al., 2023)

En Algérie, les ressources naturelles, les plantes médicinales et aromatiques jouent un
role important dans la médecine traditionnelle. Ainsi, l'utilisation de substances d'origine
végétale telles que les huiles essentielles offrent de nouvelles perspectives thérapeutiques.

Les huiles essentielles sont connues pour leurs propriétés antiseptiques, notamment
bactéricides, virucides et fongicides, elles sont utilisées depuis I'Antiquité pour la
préservation des aliments et comme agents antibactériens, antalgiques, sédatifs, anti-
inflammatoires. - Anesthésiques inflammatoires. Ainsi, les puissantes propriétés
biologiques et thérapeutiques des huiles essentielles sont directement liées aux plantes
sélectionnées, qui doivent étre qualifiées de puissantes plantes médicinales aromatiques.
(HAICHOUR, 2023)



Introduction générale

Les infections microbiennes sont des maladies causées par le développement de
bactéries ou de levures chez I'homme ou I'animal, dont certaines espéces sont pathogenes.
La derniere décennie a vu un énorme intérét pour I'étude des microbes, que ce soit d'un

point de vue biologique, taxonomique ou thérapeutique. (KOUDOU, 2009).

Les travaux de recherche actuels s’intéressent aux mécanismes d’inhibition des
germes pathogénes in vitro avec des produits d’origine naturelle « extraits des plantes

médicinales »

Le présent travail s’inscrit dans le cadre de la recherche des molécules d’origine
végétale avec des propriétés antibactériennes et antifongiques. Dans le but de poursuivre
ces activites, une étude phytochimique est faite sur deux plantes médicinales a savoir :

Romarins officinalis et Juniperus communis. Notre travail est réparti en 4 parties :

v’ La premiére partie a été consacrée aux données bibliographiques récentes, sur les
PAM, les HE, les activités biologiques et la description botanique des deux plantes
aromatiques étudiées.

v La deuxieme partie détaille le matériel utilisé et les méthodes d'étude des différents
paramétres abordés : extraction par hydrodistillation simple, étude des activités
antibactérienne et antifongique des deux extraits par deux méthodes : la méthode de
diffusion sur gélose / la méthode de microdilution en milieu liquide afin de calculer
les CIM et CMB. L’ensemble des manipulations in vitro ont été réalisé au sein des
deux laboratoires : « laboratoire de recherche des Sciences Fondamentales » et «
laboratoire pédagogiques de département de Biologie » a I’université Amar Telidji
de Laghouat.

v' La troisiéme partie concerne I’interprétation des résultats obtenus sur les activités

antibactériennes, antifongiques.

v' Dans la quatrieme partie nous présenterons la conclusion générale et les

perspectives.
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Données bibliographiques

2.1 Généralités sur les plantes aromatiques et médicinales.

2.1.1 Définition des plantes aromatiques et medicinales.

On appelle plante meédicinale toute plante renfermant un ou plusieurs principes actifs
capables de prévenir, soulager ou guérir des maladies. D’apres la définition donnée par I’OMS,
une plante médicinale est une plante ou un de ses organes contenant des substances qui peuvent
étre employées pour des buts thérapeutiques, ou des précurseurs pour la synthése d’autres
drogues avec des propriétés thérapeutiques prouveées scientifiquement, ou bien aussi de maniere

empirique par leurs emplois en médecine traditionnelle. (CHAACHOQUAY et al., 2020).

Les plantes aromatiques sont un groupe de plantes utilisées en médecine culinaire et en
Phytothérapie en raison de I'ardme qu'elles dégagent et des huiles essentielles dont elles peuvent
étre extraites. (HAMZAOUI et al., 2021)

Selon la définition de la Pharmacopée Francaise (11éme édition en vigueur) : « Les plantes
médicinales sont des drogues végétales au sens de la Pharmacopée Européenne dont au moins
une partie posséde des propriétés medicamenteuses. Ces plantes médicinales peuvent aussi

avoir des usages alimentaires, condimentaires ou hygiéniques ». (CASANOVA et al, 1993)

2.1.2 La phytothérapie.

Le mot « phytothérapie » est étymologiquement composé de deux racines grecques : «

phuton » et « therapeia » signifient respectivement "plante" et "traitement".

La phytothérapie peut donc étre définie comme un traitement allopathique visant la
Prévention et le traitement de certains dysfonctionnements et/ou de certaines pathologies par
Plantes, parties de plantes ou préparations a base de plantes. (CHABRIER, 2010)

On distingue la phytothérapie traditionnelle (figure 1) (parfois trés ancienne, utilisant les
PAM sous forme fraiche ou séchée) et la phytothérapie moderne (phytomédicaments élaborés a
partir de principes actifs extraits de ces plantes). (CHAACHOUAY et al. ,2020)



Données bibliographiques

phytothérapie

moderne traditionnelle

Aromathérapis Homéopathie Gemmaothérapis Allopathie Herboristerie

Figure 1 : Différents types de phytothérapie (CHAACHOUAY et al. ,2020)

2.1.3 Intéréts et applications des plantes aromatiques et médicinales.

En plus de I'utilisation des substances de base qui entrent dans leur structure, comme le
bois ou les fibres, ou de réserve comme les polysaccharides ou les lipides, les plantes sécrétent
(sous stress) des substances bioactives appelés métabolites secondaires.

Outre leur role dans l'adaptation des plantes aux conditions environnementales difficiles,

ces métabolites ont les principales fonctions suivantes (NEFFATI et al., 2014) :

= pigmentation ;

= action anti-herbivore (insectes/mammiferes) ;
= composes antifongiques & antibactériens ;

= signalisation chimique (symbioses) ;

= substances de croissance.

Un grand nombre de plantes ont des propriétés biologiques trés intéressantes et peuvent
étre appliquées dans divers domaines, a savoir la médecine, la pharmacie et la cosmétologie.
Cependant, I'évaluation des propriétés médicinales des plantes ; antioxydants, antimicrobiennes
et antidiabétique reste une tache tres intéressante et utile et ces plantes représentent une
nouvelle source de composés actifs. (BOUNEGTA, 2021)
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Tableau 1: les principaux domaines d’application des PAM (NEFFATI et al., 2014)

En médecine traditionnelle : les PAM sont connus par leurs propriétés
thérapeutiques grace a leurs substances bio-actives qui jouent un rble pour
traiter, diagnostiquer ou prévenir la maladie.

En cosmétologie et parfumerie : des produits synthétiques, l'industrie des
parfums et des cosmétiques utilise également des extraits de plantes (romarin,
armoise, menthe, myrte, etc.) pour produire les formulations souhaitées. C'est

Domal.ne ) une industrie qui consomme beaucoup d'huiles essentielles.
d’application
des PAM En alimentation : herbe aromatique, les épices, condiments, compléments

alimentaires sont issues a partir des PAM sont utilisés pour leurs qualités
aromatiques (aromatisation alimentaire).

En pharmacie : les PAM sont utilisés pour la fabrication des médicaments a
usage pharmaceutiques et comme modeles pour les composées
pharmacologiquement actifs.

2.2 Les Huiles Essentielles

2.2.1 Définition des Huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges de composes organiques volatils provenant d'une
seule source végétale qui contribuent a la saveur et a I'aréme d'une plante. (BOUDERBALA et
al, 2020)

Le terme “huile” vient de leur caractére hydrophobe et de leur propriété de se solubiliser
dans les graisses, alors que le terme “essentielle” fait référence a 1’odeur dégagée par la plante
productrice. Les huiles essentielles sont bio synthétisées comme métabolites secondaires par des
plantes odorantes, dites aromatiques. Ces plantes se caractérisent par la présence des structures
sécrétrices des huiles essentielles dans presque tous les organes du végétal (fleurs, graines,
racines, feuilles, fruits...). Il s’agit de structures histologiques sécrétrices spécialisées qui
différent selon I’organe végétal considéré et qui sont souvent localisées sur ou a proximité de la

surface de la plante. (KHEDIDJA et al., 2019)

2.2.2 Les principes actifs des huiles essentielles :

L'HE est un mélange complexe de nombreuses molécules différentes, dont la plupart sont
poly-moléculaires et composées d'un grand nombre de composants. (LAKHDARI et al., 2019)
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= Il a été démontré que les huiles essentielles sont constituées principalement par :

A. Les composés terpéniques :

Les terpenes sont des hydrocarbures formés par I'agrégation de plusieurs isoprénes. Dans
les plantes aromatiques médicinales, on trouve souvent une grande classe d'arémes constitués
de ces terpenes. Ces terpénes ont souvent des propriétés biologiques importantes, telles que des
propriétés fongicides ou insecticides. (LAKHDARI et al., 2019).

Les terpénes peuvent étre classes en fonction du nombre d'unités d'isopréne (Figure 2) et Leur

disposition :

F

Figure 2 : Structure d’unité isopréne (CsHg)n

* Monoterpenes :

Le composant le plus simple de la famille des terpénes, avec deux sous unités Isopréne
(CsHs), qui est principalement present dans HE (90%). ils peuvent Bi cyclique, monocyclique
ou acyclique (figure 3). (LAKHDARI et al., 2019)

* Sesquiterpenes :

C'est un dérivé d'hydrocarbure contenant trois unités isopréne en (CisHa2). lls existent sous
deux formes, les hydrocarbures et les composés oxygénés tels que les aldéhydes et les acides
dans la nature (figure 4). (LAKHDARI et al., 2019)

* Di terpenes :

Gréace a la formation du squelette carboné et a la modification chimique, les diterpénes sont

dérivés du précurseur commun de l'isopréne (figure 5), le di phosphate de géranylgéranyle.
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Diversite structurelle et fonctionnelle grace a des fonctions distinctes des diterpenes cyclases et
des enzymes de modification chimique. (TOMONOBU et al., 2010)

B. Les composes aromatiques :

Les dérivés du phénylpropane (Ce-Cs) sont beaucoup plus rares que les dérivés précédents.
Ce sont le plus souvent des allylphénols et des propénylphénols, parfois des aldéhydes
caractéristiques de certaines huiles essentielles de la famille des Ombelliféres (anis, fenouil,
persil), et des aldéhydes de girofle, muscade, estragon, eugénol (figure06). (LAGSIER et al.,
2020)

C. Composés d’origines diverses :

Les huiles essentielles peuvent contenir d'autres produits de décomposition. Les acides
gras tels que le (3Z)-hexéne-1-ol et d'autres composés résultant de la dégradation des terpénes
tels que les ionones. Des composés azotés et soufrés peuvent également étre présents, mais ils
sont rares dans les huiles essentielles. (LAGSIER et al., 2020)

RUlcdiss;

myrcene ocimenc ‘ ‘
sabinene camphene beta pinene

Monoterpenes acyclique Monoterpénes cyclique

Figure 3: Quelques exemples de structure de monoterpenes acyclique et cyclique rencontrés dans
les huiles essentielles.
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Figure 4 : Quelques exemples de sesquiterpénes caractéristiques des huiles essentielles.

Acide abietique

Figure 5 : Exemple d’une diterpéne caractéristique des huiles essentielles.

0
A HO o
o
/
o NN P
0 NH,
E-anéthol Eugénol Vaniline Anthranilate de méthyle

Figure 6: Quelques exemples des composés aromatiques caractéristiques des huiles essentielles.

H

N
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/ ‘ NN P e NGl
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Indole Pyrazine Sulfure d'allyle (3Z)-Héxén-1-ol

Figure 7 : Quelques exemples des compose diverses caractéristiques des huiles essentielles.

2.2.3 Domaine d’utilisation des Huiles essentielles.

Les huiles essentielles sont étroitement liées a I'histoire humaine. En effet, depuis
Civilisations anciennes, les étres humains utilisent des substances aromatiques a chaque instant

de la vie Au quotidien, les principaux domaines d’Utilisation (KOUDOU et al ,2009) sont
résumés dans le tableau 2 suivant :
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Tableau 2 : Les principaux domaines d’Utilisation des Huiles essentielles.

Les L’utilisation
Domaines
Parfumerie = L’industrie des savons et des parfums est le consommateur le plus important

et d'huiles essentielles. Selon la National Research and Development corporation, elle

cosmétologie représente 60 % de la demande totale de substances naturelles. Les huiles essentielles
sont utilisées comme ingrédients de base dans la fabrication de parfums et autres
cosmeétiques. (BESSAH, et al., 2015)

Pharmacie Les propriétés pharmacologiques de certaines huiles essentielles utilisées en

thérapeutique sont principalement des propriétés antiseptiques et antifongiques
reconnues par les autorités sanitaires.
Il existe différentes spécialités pharmaceutiques sur le marché. La tendance actuelle est
de valoriser cette activité bactéricide, notamment dans I'assainissement des centres de
santé (hopitaux, cliniques), et I’ajout d’HE lors de la formulation d'un médicament de
spécialité pour masquer le godt désagréable du médicament et le rendre plus agréable a
consommer. (DJARALLAH et al., 2020)

Industrie lIs sont utilisées dans I'industrie alimentaire comme aromatiques dans les préparations

agro- culinaires.

alimentaire  Plusieurs industries agroalimentaires sont consommatrices : de nombreux ardmes de
fruits sont utilisés dans les produits laitiers, les agrumes et les huiles essentielles de
menthe poivrée sont utilisés dans les boissons non alcoolisées.
les plantes aromatiques sont utilisées sous diverses formes en charcuterie : oléorésines et

huiles essentielles, mais aussi fraiches, séchées ou Formes surgelées. (DJARALLAH et

al., 2020)
Industrie Les huiles essentielles sont un mélange trés complexe. Il est possible d'isoler des
chimique molécules d'intérét, soit pour une utilisation ultérieure comme produits naturels sous

forme d'énantioméres simples, soit pour permettre une
semi-synthése et obtenir in fine de nouvelles molécules, plus rentables économiquement
que la synthese chimique conventionnelle. (DJARALLAH et al., 2020)

2.3 Les Activités biologiques.

Les PAM possédent une variété d'activites biologiques, parmi lesquelles on peut citer les

fongicides, les insecticides, les herbicides, les bactéricides, les antioxydants, etc.

10
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Les HE sont connus pour leurs propriétés antiseptiques et antibactériennes. Beaucoup d'entre
eux ont des propriétés antivenimeuses, antivenimeuses, antivirales, antioxydants et
antiparasitaires. Plus récemment, ils ont également été connus pour avoir des propriétés
anticancéreuses. (GOUDJIL, 2016)

Dans notre étude, nous sommes intéressées par deux activités biologiques : les activités

Antibactériennes et Antifongiques.

Activités antimicrobiennes : De nombreuses PAM et leurs HE présentent une activité
antimicrobienne, qui peut inhiber la détérioration et la croissance de microorganismes
pathogénes, améliorant ainsi la sécurité alimentaire. Elle est généralement liée a leur composition

chimique, en particulier de leurs composés volatils majeurs. (GOUDJIL, 2016)

Agent antimicrobienne : est une substance d'origine synthétique ou naturelle utilisée pour
détruire ou inhiber la croissance des micro-organismes, comme les bactéries, les champignons,
les virus, les parasites. (GOUDJIL, 2016)

11
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23.1

-Les bactéries sont le plus souvent
associees aux intoxications alimentaires et
l'utilisation généralisée antimicrobienne
chimiques en médecine a conduit a la
sélection de souches résistantes. Les
huiles essentielles de plantes médicinales
et aromatiques sont utilisees comme
substituts pour traiter les maladies
infectieuses et protéger les aliments de

toute altération. (LALAMI et al, 2013)

-D’une maniere générale, 1’action des
huiles essentielles se déroule en trois
phases :

-Agression de la paroi bactérienne par
I’huile

augmentation de la perméabilité puis la

essentielle, provoquant une
perte des constituants cellulaires ;

-Acidification de ’intérieur de la cellule,
bloquant

la production de [’énergie

cellulaire

-Et

structure ;

la synthése des composants de
Destruction du matériel
génétique, conduisant a la mort de la

bactérie. (GOUDJIL, 2016)

2.3.2

-Les HE et leurs Les composes bioactives
sont largement utilisées comme des agents
d’inhibition et de protection contre les
les

champignons  phytopathogénes et

microorganismes surtout dans les deux
domaines phytosanitaire et agro-alimentaire.
-Les HE agissent sur un large spectre de
moisissure et de levure en inhibant la
croissance des levures et la germination des
spores, I|’¢longation du mycélium, la
sporulation et la production de toxines chez
les moisissures.

-Les HE agissent sur un large spectre de
moisissures et de levures en inhibant la
croissance des levures et la germination des
du

sporulation et la production de toxines dans

spores, I'élongation mycélium, la
les moisissures.

-Les effets antifongiques de ces composés
sont dus a une perméabilité accrue de la
membrane plasmique suivie d'une rupture de
la membrane plasmique entrainant une fuite
du contenu cytoplasmique, entrainant la

mort de la levure. (GOUDIJIL, 2016)

12
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2.4 Description botanique des plantes aromatiques

2.4.1 Lamiaceées (labiees) : Rosmarinus officinalis

La famille des Lamiacées (Labiacées) est I'une des familles les plus grandes et les plus
distinctes de plantes a fleurs, avec environ 220 genres et prés de 4000 espéces dans le monde.
(NAGHIBI et al., 2022)

Le romarin est une culture industrielle importante appartenant aux plantes médicinales et
aromatiques. Il est connu botaniquement sous le nom de Rosmarinus officinalis. (GONZALEZ
etal., 2023).

Rosmarinus officinalis est I'herbe médicinale la plus couramment utilisée parmi les épices

dans les aliments, les produits pharmaceutiques et les cosmétiques. (GONZALEZ et al., 2023)

2.4.1.1 Répartition géographique de Rosmarinus officinalis :

Le romarin médicinal est présent dans toute la région méditerranéenne (Maroc, Algérie,
Tunisie, Libye, France, Espagne, Portugal, Gréce, Turquie et Italie). Cependant, comme il est
cultivé depuis I'Antiquité, il est cultivé dans de nombreux pays d'Europe et d'Asie, dont I'Inde,
les Philippines, les Antilles, I'Australie, les Etats-Unis et le Mexique (figure 8). (OUTALEB,
2016)

P 3 !:
1. ~ & ~ WEr :
“-\\L r .'v
= N" L -~

Figure 8 : Répartition géographique de Rosmarinus officinalis selon la biodiversité mondiale.
(GONZALEZ et al, 2020)

13
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2.4.1.2 Description botanique de Rosmarinus officinalis :

Le romarin (figure 9) est un arbuste a feuilles persistantes atteignant 1,8 m de haut, dressé
ou couché. Les feuilles (1041 ; 1-3 mm) sont non pétiolées, de taille variable dans la méme
branche. La face supérieure est verte et la face inférieure est blanchétre en raison de la présence
de nombreux poils : glandulaires (capités et peltés) et non glandulaires trichomes. Ses fleurs
sont petites, disposees en grappes courtes, et elles ont une corolle bilabiée violette ou blanche
(8,5 -13,5 mm). (GONZALEZ et al., 2020)

Figure 9 : Rosmarinus Officinalis L (Photo personnel, 2023).

Les feuilles (Figurel0) de romarin sont
persistantes, linéaires, coriaces, pointues,
vert fonce, enroulées, blanches en dessous,
opposées, entieres, sessiles, avec des bords
réfléchis et des poils blancs sur le dos.
(LAGSIER et NAHLA ,2020)

La racine : Il a un systéeme racinaire dense
et profond (FigurelO) qui absorbe I'eau
profondément pendant les périodes de

sécheresse. (HAMMAD et HIMED, 2020)

Figure 10 : feuilles et racine de Rosmarinus officinalis L (Photo personnel, 2023).

14
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2.4.1.3 Classification systématique de : Rosmarinus officinalis

Classification botanique de : Rosmarinus officinalis (HAMMAD et HIMED, 2020)

Régne
Embranchement
Classe

Ordre

Famille

Genre

Espece

2.4.1.4 Usage de Rosmarinus officinalis :

Rosmarinus officinalis L. est une plante médicinale largement utilisée dans divers

domaines, ainsi que dans les industries pharmaceutiques, cosmétique et alimentaire. (RAFYA et

al, 2023)

Usages agroalimentaires : Les feuilles et les extraits de romarin sont utilisés dans ; industrie
alimentaire avec ; acide rosmarinique, acide carnosol, le rosmanol et le carnosol. Ils sont en fait

utilisés comme antioxydants et conservateurs dans la charcuterie, les viandes et les aliments

gras. (HAMMAD et HIMED, 2020)

Usages cosmétiques :

essentielles de romarin comme bactéricide et antifongiques dans les préparations cosmétiques.

(GONZALEZ et al., 2020)

15

Plantes
Spermaphytes
Dicotylédones
Lamiales (Labiales)
Lamiaceae
Rosmarinus

Rosmarinus officinalis

des essais ont été menés en utilisant des extraits et des huiles
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2.4.1.5 Composition chimique d’huile essentielle de Rosmarinus officinalis :

Les huiles essentielles (HE) de romarin ont été documentées pour leurs activités
biologiques, notamment leurs propriétés antibactériennes, antifongiques et anti-inflammatoires.
(RAFYA et al., 2023)

Des études antérieures ont montré que R. officinalis a montré des effets thérapeutiques tres
élevés en raison de la présence de composés bioactifs (figure 11) tels que le 1,8-cinéol (15—
55%), la verbénone (2,2-11,1%), le bornéol (1,5-5,0%) , camphre (5-31 %), limonéne (1,5-
5,0 %), pinene (2,0-9,0 %), pinéne (9-26 %), caryophyllene (1,8-5,1 %), camphéne (2,5-12,0
%) et myrcéne (0,9-4,5 %).( MOGHADAM et al,2023)

_ . myrcéne
camphéng
e

carvophylléne

pinéne

limonéne

1.8-cinéol B verbénone bornéol camphre B limonéne
B pinéne carvophyvlléne :

Figure 11: Composition chimique d’huile essentielle de Rosmarinus officinalis.

R. officinalis contient différentes vitamines (acide ascorbique total, thiamine,
riboflavine, niacine, vitamine B6, vitamine E, folate, vitamine B12, vitamine A et
vitamine D), acides gras (saturés, monoinsaturés et polyinsaturés) et minéraux ( Ag, Al,
As, B, Ba, Bi, Ca, Cd, Co, Cu, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni, P, Pb, Se, Sr, Ti, V, et
Zn). Leur contenu dépend des parties de la plante. (GONZALEZ et a.l, 2020)
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2.4.2 Cupressaceae : Juniperus Communis

Cupressaceae est une famille de gymnospermes, qui contient environ 135 especes d'arbres et
d'arbustes et 19 genres comprenant jusqu'a 25 espéces. Les Cupressaceae se classent au
troisiéme rang parmi les coniferes, mais sont les plus largement distribués. (RAHMANI, 2020)

Juniperus Communis est un conifere dioique que I'on trouve couramment dans les régions
montagneuses avec des feuilles persistantes en forme d'aiguilles et des graines comestibles

ressemblant a des fruits. 1ls sont entourés d'une couche protectrice sombre et juteuse.

Chez J. communis, la formation et la maturation des baies se produisent sur une période de
trois ans. La premiere année du cycle de reproduction, les cones sont petits et verts. La
deuxiéme année, la masse double et vire au bleu foncé et au noir. La troisieme année, elle marit
en septembre-octobre. (POPESCU et al., 2023)

2.4.2.1 Répartition géographique de Juniperus Communis

J. communis est distribué en Europe, en Asie occidentale jusqu'a I'Himalaya et Amérique

du Nord. Quant & la sous-espéce hémisphérique, on la trouve dans Italie et Grece (figure 12).

En Algérie, il est cultivé dans des endroits comme le sommet de la montagne du Djurdjura
Rarement présent sur les Aures et les Babors, il se situe au-dessus d'une forét de cédres. Au
Maroc, toujours rare, il est Trouvé dans les calcaires du Haut Rif, Moyen Atlas oriental, tres

clairsemé méme sur les hautes montagnes Atlas oriental. (TABET et al., 2022).

Figure 12 : Répartition du genre Juniperus dans le monde (BERKAT et KADDOUR, 2019)
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2.4.2.2 Description botanique de Juniperus Communis :

En botanique, le genre des genévriers (figure 13), également appelé poivre du pauvre, nom

scientifique Juniperus, famille des Cupressaceae.

Il existe de nombreux types, dont des variétés "rigides™" avec des aiguilles et des piquants et
des variétés "souples" avec des écailles sur les feuilles. Généralement une hauteur de 4 8 15 m
dans la nature. Il supporte des sols pauvres, qui peuvent étre tres calcaires, sableux et secs,
jusgu'a 4 500 metres d'altitude. (DOUFFI et AMROUNE ,2021)

Figure 13 : Juniperus communis (Photo personnel, 2023).

18
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Les feuilles :

Les feuilles de J. communis sont

entiecrement en forme  daiguilles
(figurel4), en trois verticilles autour des
branches 5 & 15 mm de long et 1,5 & 2
mm de large. lls sont tres larges en bas,
puis se rétrécit vers la pointe et devient
pointu, rigide, tres piquante. (TABET et

al., 2022).

Figure 14 : Feuilles Juniperus communis
(photo personnel, 2023)

Cest une fausse baie ou galbule aux
écailles charnues, sphériques ou ovoides
(figurel5), de forme 5 a 6 mm de diametre,
vert la premiére année, noir violet foncé a
maturité la deuxiéme année. (KADDOUR
et al., 2018).

Figure 15 : Fruit Juniperus communis
(photo personnel, 2023)
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2.4.2.3 Classification systématiques de : Juniperus communis

Classification botanique de : Juniperus communis. (TABET et al., 2022).

Régne Plantes
Embranchement Spermaphytes

Classe Coniféropsides
Ordre Pinales

Famille Cupressaceae

Genre Juniperus

Espéce Juniperus communis

2.4.2.4 Usage de Juniperus communis :

Utilisation
industrielle :

Utilisation
Utilisation medicinale : i .
alimentaire :
* Le bois de cette
espece est utilisé dans
la fabrication de petits
objets, dans la

» Utilise comme
condiment (pour
rehausser le gott dun
aliment ou dune

+ Les usages medicinaux
de cette espéce sont
nombreux, notamment
dans le traitement de la

diarrhée, des douleurs préparation, sculpture. (TABET et
abdominales, des notamment Les al 2022.

tum eurs, des bronchites sauces. ( [oumi et « Il est compact et

et des indigestions. al 2015). durable est utilisé

(TABET eral ,2022).
* Il possede des
propriétés
antrhumatismales,
carminatives,
antiseptiques,
antifongiques et
antioxvdants
(DOUFFI et al 2021).

20

pour fabriquer des
poteaux (colonnes),
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Egalement utilise
pour le chauffage.
(Toumi et al ,2015).
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2.4.2.5 Composition chimique d’huile essentielle de Juniperus communis :

Le genévrier commun est une source importante de metabolites, avec des études
photochimiques montrant la présence de plus de 60 constituants, et le rendement en huile
essentielle apporté par les branches de genévrier est d'environ 0,02 a 0,23 %. Cette huile
essentielle est riche en monoterpénes (81,68%0), dont principalement le sabinéne (27,51%), le
limonéne (16,19%), l'alpha-pinéne (8,82%0) et le terpinene-4ol (6,52%). (AIDLI et aL., 2013).

Les feuilles de genévrier commun d'origine géographique spécifiqgue ont montré une
accumulation importante de polyphénols pouvant atteindre jusqu'a 3,43 + 0,17% d’équivalents
pyrogallols, et les composés volatils prédominants sont le 3-3-caréne, I'a-pinene, le sabinene, le

B-pinéne, le myrcéne, limoneéne, B-phellandréne et D-germacrene. (POPESCU et al., 2023)

2.5 Différentes méthodes d’extraction des huiles essentielles

L'extraction des huiles essentielles (HE) est nécessairement une opération complexe et
délicate. En effet, sa vocation est de capter et de collecter les produits les plus instables, délicats

et fragiles issus des végétaux sans en altérer la qualité. (BOUKHATEM et al.,2019)

Basees sur différents phénomenes physiques : distillation, extraction ou séparation, ces
techniques d'extraction seront présentées selon le principe sur lequel elles reposent et réparties
en deux catégories différentes selon le produit final obtenu : huiles essentielles ou extraits
aromatiques. (LUCCHESI, 2005)

On distingue :

2.5.1 Expression a froid :

La technique est réservée a I’extraction des essences volatiles contenues dans les péricarpes
d'agrumes en déchirant ces derniéres par un traitement mécanique. Elle consiste a rompre ou
dilacérer les parois des sacs oléiferes contenus dans le mésocarpe situé juste sous 1’écorce du
fruit, I’épicarpe, pour en recueillir le contenu qui n’a subi aucune modification (BOUKHATEM

et al.,2019)
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2.5.2 Entrainement a la vapeur d’eau :

C'est l'une des méthodes officielles d'obtention de I’HE. Dans ce systéme d'extraction, la
matiere végétale est soumise a un flux de vapeur sans macération préalable (figure 16). Les
vapeurs saturées en composeés volatils sont condensées puis décantées en parfum, puis séparées
en une phase aqueuse (HA) et une phase organique (HE). Il n'y a pas de contact direct entre
I'eau et la matiére végétale, et entre I'eau et les molécules d'ardbme, évitant certains phénomenes
d'hydrolyse ou de dégradation qui pourraient altérer la qualité de I'huile. (BOUKHATEM et al
,2019)

Condenseur

Réacteur

-
- o T
atieére —_—n e
végétale *f: ***
*r «—— Huile essentielle
* &
Hydrolat
l Cohobe

Vase florentm

Chaudiére

Figure 16 : Principe schématiser d’entrainement a la vapeur d’eau (BOUKHATEM et al.,2019)

2.5.3 Hydrodistillation

Il s'agit de plonger les matiéres premiéres dans un bain-marie, puis de porter le tout a
ébullition. Elle est habituellement Conduite a la pression atmosphérique (figurel?7). La
distillation peut étre réalisée avec ou sans précipitation de I'eau aromatique obtenue lors de la
décantation. L'inconvénient de cette méthode est principalement di a I'action de la vapeur ou de
l'eau bouillante ; certains organes végétaux, notamment les fleurs, sont trop fragiles pour
supporter la distillation a la vapeur et le traitement d’Hydrodistillation (BOUKHATEM et al ,
2019)

Condenseur

Colonne de
distillation

=1
Cohebage [*— Huile essentielle

l I Pha  Hydrolat

Réacteur , 9 # : * Vase Florentin
o Foa, K K
Matiére végétale —» : *x X
Eau = zad

Figure 17 : Principe schématiser hydrodistillation (BOUKHATEM et al.,2019)
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Matériels et méthodes

Les huiles essentielles extraites de plantes aromatiques et médicinales sont connues depuis

I'antiquité pour leurs propriétés biologiques.

Le but de notre travail est de tester l'activité antibactérienne et antifongique des deux
extraits aromatiques « huiles essentielles » de Rosmarinus Officinalis et Juniperus

communis.

L’ensemble des manipulations ont été réalisées au sein des deux laboratoires : « Laboratoire
de Recherche des Sciences Fondamentales » et « Laboratoire pédagogiques de Département de
Biologie » de I’université Amar Telidji de Laghouat.

Le travail pratique est subdivisé en deux parties :

» Extraction et récupération des « huiles essentielles » de Rosmarinus Officinalis et

Juniperus communis par Hydrodistillation de type Clevenger.

> Etude de l'activité antibactérienne et antifongique des deux extraits aromatiques en
déterminant les (CMI), (CMB), (CMF).

3.1 Matériels

3.1.1 Materiels biologiques
La matiére végétale utilisée dans cette étude est le romarin connu sous le nom
scientifique Rosmarinus Officinalis et le genévrier connu sous le nom scientifique Juniperus

communis.

3.1.2 Les souches microbiennes utilisées :

Les souches bactériennes choisies pour cette étude sont des bactéries pathogénes, souvent
responsable de maladies et infections nosocomiales dont plusieurs sont résistantes aux
antibiotiques, voir méme multi-résistantes. lls sont de références obtenues auprés de
I’ American Type Culture Collection (ATCC).

Le support microbien est composé de six souches bactériennes (Gram -/+) et deux souches
fongiques (levures) : qui ont été isolées des produits pathologiques provenant de laboratoires

de recherches « Tlemcen », « Djelfa », « laboratoire vétérinaire de Laghouat »
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Tableau 3 : Caractérisation de souches microbiennes utilisées.

Référence

Caractérisation

Souche
bactérienne

Escherichia coli

ATCC 25922

La plupart des E. coli sont non pathogenes
et essentiels au fonctionnement normal
d'un intestin sain. (LENSKI, 2023)

Pseudomonas
aeruginosa

ATCC 27853

C’est un agent pathogenes les plus
courants associés aux infections
nosocomiales et est souvent résistant aux
antibiotiques, entrainant une morbidité et
une mortalité importantes dans les cas de
bactériémie a P. aeruginosa. (NG et
al.,2023)

Klebsiella
pneumoniae

ATCC 70603

C’est une Bacille, considérée comme un
probleme de santé mondial en raison des
niveaux élevés de mortalité associés a la
résistance a plusieurs antibiotiques. (DE
SOUZA et al., 2022).

Yersinia
enterocolitica

ATCC 9610

C’est la quatriéme bactérie la plus
courante causant une gastro-entérite
infectieuse aigué En tant qu'agent
pathogéne largement répandu dans la
nature, il est souvent transmis a I'hnomme
par la consommation d'aliments ou d'eau
contaminés. (FANG et al., 2023)

Micrococcus
luteus

ATCC 4698

Elle peut provoquer une rechute et une
infection de dialyse péritonéale réfractaire
car il conduit a une forte formation de bio
film. (SAIKI et al., 2023)

Staphylococcus

aureus

ATCC 25923

C’est I'un des principaux agents
pathogénes reconnus comme étant
responsables d'infections nosocomiales et
communautaires chez I'homme (BOWBE
et al., 2023).

Levures

candida albicans

ATCC 10231

candida albicans

ATCC 26790

Cette levure peut pénétrer dans la
circulation sanguine, entrainant, chez les
hotes sensibles, une infection systémique
grave pouvant toucher plusieurs organes
dont le cceur, I’ceil, ou le cerveau, et étre a
I’origine du déces. (WEINER, 2023).
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3.2 Meéthode expérimentale

L’organigramme ci-dessous (figure 18) résume 1’ensemble de notre travail pratique.

matériels E> extraction par teste d activités
végétales hydrodistillation antimicrobinnes

Figure 18: Organigramme de notre travail

Cette étude est basée sur deux plantes récoltées a partir d’une seule région, Tableau 4 ci-

dessous indique les informations sur la région :

Tableau 4 : Des informations sur la région de recolte des deux plantes.

Plante Région et date de récolte  Partie récolté  Altitude Coordonnée géographique
Rosmarinus El Idrissia/Djelfa-2021 Partie aérienne 895m 34°47'4A7"N, 02°52'35"E
officinalis Feuille

(REBBAS (REBBAS et al., 2021)

Juniperus  El Idrissia/Djelfa-2021 etal., 2021)

communis

3.2.1 L’Extraction par hydrodistillation :

L'hydrodistillation est une méthode traditionnelle d'extraction de composés bioactifs,
principalement des huiles essentielles. L'hydrodistillation implique trois processus physico-
chimiques principaux ; hydrodiffusion, hydrolyse et décomposition par la chaleur.
(OREOPOULOU et al., 2019)

Dans notre étude on utilise la méthode L'Hydrodistillation de type Clevenger car c’est une
technique simple, disponible, non colteuse dont leur principe est décrit ci-dessous (Figure 19)
L’extraction des deux huiles essentielles (HE) du Romarin (Rosmarinus Officinalis) et du
genévrier (Juniperus communis) a été effectuée au niveau du Laboratoire de Recherche des

Sciences Fondamentales de I’université Amar Telidji de Laghouat.

25



Matériels et méthodes

= Principe:

Dans un appareil de type Clevenger (figure19), 100 g de I'échantillon (feuilles : partie
aérienne) a été mélangé avec 1’eau dans un ballon, le tout est porté a ébullition, ensuite 1’eau
bouillante entraine avec elle les composants volatils, cette vapeur hétérogéne passe a travers
un réfrigérant pour se condenser. Deux phases (aqueuse et huileuse) sont obtenues et I'huile

peut étre encore séparée par un solvant selon la différence de densité (figure 20).

Entrée de 1’ecau

Réfrigéra

Sortie de I'eau

’ Ampoule a décanter

’ Ballon a fond rondl

Chautfe ballon

Huile essentielle

1."eau aromatique

Figure 19 : Appareils d’hydrodistillation de type Clevenger (KASRI ,2022).
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Hydro distillation — Refroidissement et
Chauffage condensation

Mateériel
véegetal sec + Vapeur+ HE
Eau

EautTraces
dHE

Décantation

hydrolat HE pur

Séparation
Figure 20 : Les étapes d’extraction d’huile essentielle par hydrodistillation de type Clevenger.

= Calcul du rendement :

Le rendement de ’extraction est calculé en pourcentage est le rapport entre le poids de

I'huile extraite sur la masse totale de la plante utilisée dans 1’extraction.

M=
R =
TM

X 100

rendement de 1’huile en %
M* : poids de I’huile extraite en g

M : poids totale de la plante utilisée dans 1’extraction En g

= | a conservation des huiles essentielles

La conservation des huiles essentielles obtenues nécessite certaines précautions
nécessaires. Elle doit étre recueillie dans des flacons en verre ambré hermétiques et sécher
avec le sulfate de sodium pour éliminer toute trace d’eau puis stoker a I'abri de l'air et de la

lumieére et conservée a environ 4°C.
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3.3 Test des activités biologiques

3.3.1 Activités antimicrobiennes

L’étude d’activité antimicrobienne in vitro des deux extraits aromatiques a été réalisée par

deux méthodes :

1. la méthode de diffusion sur gélose.

2. La méthode de microdilution en milieu liquide pour déterminer la CMI et CMB.

m Préparation du milieu de culture

Pour tester I’activité antimicrobienne des deux extraits organiques nous avons utilisé deux

milieux de culture, le tableau 5 suivant résume cette étape :

Tableau 5 : Les milieux des cultures utilisés.

Milieu de culture

Milieu Mueller —Hinton (MH)

Saboraud (SB)

Liquide (bouillon)

Solide (gélose)

Liquide (bouillon)

Solide (gélose)

21 g de poudre de

milieu. est bien
homogénéisée avec
1 L P’eau distillée,
puis chauffee
jusqu’a ébullition a

250 °C en agitant. .

La

ensuite stérilisée a

gélose  est

l'autoclave  durant

20 min 2120 °C

38g de

milieu

poudre
est bien
mélangée avec 1 L
d'eau distillée. puis
chauffé en agitant.
Il faut porter a
ébullition a 250
ce.
La

ensuite stérilisée a

gélose  est

l'autoclave durant
20 min a 120 °C

Dissoudre 30 g de
poudre de milieu
dans un 1L d'eau
distillée, Mélanger,
puis chauffer en
agitant. Il faut
porter a ébullition

250 C°.

Répartir et
stériliser 20
minutes & 120°C a

l'autoclave.

Dissoudre  38g  de
poudre de milieu dans
un 1L d'eau distillée.
Mélanger. puis chauffer
en agitant. Il faut porter

a ébullition 250 C°.

Répartir et stériliser 20
minutes a 120°C a

l'autoclave.
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m Ré-isolement des souches bactériennes :

Des échantillons de souches bactériennes testés sont préleveés, réactivés et ensemencés
selon la méthode de stries sur une boite de Pétri coulée par la gélose MH préalablement puis

incubés de 18 a 24 heures a 37 °C, pour I’obtention des souches pures et jeunes.

= // \ - Z // \\, 7 -/

Figure 21 : trois types de stries sources https://theory.labster.com/streaking-fr/

m Préparation de I'inoculum

La préparation de I’inoculum s’effectue selon le protocole suivant : A partir d’une culture
jeune, de 18 a 24h contenant les germes pathogenes, 3 colonies ont été raclé a l'aide d'une
pipette Pasteur de chaque souche et posées dans 1’eau physiologique stérile. L’ensemble est
mélangé avec un vortex pendant 10 min. Pour atteindre une densité optique entre 0,08-0,1 a
580-600 nm ce qui correspond & une concentration de 108 cellules/ml.

m Préparation des disques

Le papier de wattman N°3 est coupé en disques de 5 mm a 1’aide d’un emporte-piece, ces
disques doivent posseder un contour regulier et référer aux diametres des disques
d’antibiotique commerciales, pour donner une zone d'inhibition que nous pouvons mesurer

facilement. Ces disques sont stérilisés dans un autoclave pendant 20 minutes a 120°C.
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m Préparation des dilutions
Extrait 1: Rosmarinus Officinalis, Extrait 2 : Juniperus communis

Trois tubes en verre stériles ont été préparés 1’un pour I’HE pure et les deux

autres pour les dilutions (1/2 ; 1/5) :

—Le premier tube contient 120 ul d’extrait pure.
—Le deuxiéme tube contient 60ul de DMSO et 60 ul de I’HE. Dilution 1/2.
—Le troisieme tube contient 96 pl de DMSO et 24 nl de I’HE Dilution 1/5.

Une bonne agitation au vortex a éte faite.

Vortex

tube01:huile essentielle pure tube02: DMSO 60ul+HE 60pl tube03:DMSO 961+ HE 24l

Figure 22 : Préparation des dilutions

m Disques antibiotiques et antifongiques

Le choix des disques a été fait en fonction des souches sélectionnées et la disponibilité, La
sensibilité aux antibiotiques des souches est déterminée par le test d’antibiogramme, le tableau

6 indique les différents disques ATB et ATF utilisés dans notre teste.

Tableau 6 : Disques antibiotiques et antifongiques utilisés dans le teste.

Antibiotique Code La dose
Céfoxitine FOX30 30 mg/mi
Gentamicine CN10 10 mg/ml
Ofloxacine OF5 5 mg/ml

Antifongique

Amphotéricine b Fungizone 40ml 10%
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3.3.2 Méthodes d’évaluation de ’activité antibactérienne de ’HE
Pour mettre en évidence ’activité antibactérienne des deux extraits nous avons utilisé la
méthode de diffusion sur gélose.

C’est une méthode basée sur la diffusion de I’extrait testé dans la gélose (figure 23).

Ce travail a pour but de tester I’effet des deux huiles contre Six souches bactériennes
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Yersinia enterocolitica, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus) et une seule souche fongique (la

levure Candida albicans).

zone de croissance microbiénne

boite de petri

disque de papier: R R
inhibé d'huile
essentielle

gélose avee culture bactérienne

mesure de diamétre de la zone d'inhbition

Figure 23 : principe de la méthode de diffusion sur gélose.

m Principe:

Apreés réactivation des souches, une suspension microbienne ajustée a une concentration

de 108 cellules/ml a été préparée comme il a été décrit précédemment.

Les milieux de culture utilisés ont été coulés préalablement : Mueller — Hinton (MH) et
le milieu Saboraud (SB). MH est le milieu le plus employé pour les tests de sensibilité aux

agents antibactériens et SB pour agents fongiques.

la totalité de la surface gélosé a été ensemencée de haut en bas en stries serrées, a I’aide
d’un écouvillon stérile imbibé de suspension microbienne. L’opération a été répéter en

tournant la bofte de Pétri de 60° a chaque fois.

Des disques stériles de papier Wattman de 5mm étaient placer aseptiquement (avec une

pince stérilisée) sur les boites de Pétrie a la surface du milieu, préalablement ensemencé avec
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de suspension microbienne. Puis, nous avons imbibé les disques déposés par 10 pl de chaque

dilution d’HE a I’aide de micropipette.

Ensuite les boites de pétri fermées et laissées diffuser a température ambiante, puis
incubées a I’étuve a une température de 37°C pendant 24h. Dans les boites de contrdle on a
des disques trempés de DMSO pour témoin négatif et les autres disques standards

d’antibiotiques utilisés comme témoin positif (Figure 24).

Aprés I’incubation de 24 heures a 37 C° des boites, nous avons mesuré les diameétres
des zones d’inhibition microbienne par les huiles a I’aide d’un pied a coulisse pour toutes les

boites avec les différentes concentrations pour les deux extraits.

Coulage des boites de Petric

gélification des milieux s ‘|
ensuite ensemencement de la gélose y \

Dépot des disques imprégnes !
des extraits vegétaux de
différentes concentration

|

Dépot des disques
imprégnés de DMSO

Dépdt des disques
d’ATR ou d’ATF

Controéle (-) Controle(+)

Figure 24 : Schéma de la méthode de diffusion sur gélose en utilisant les disques.
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3.3.3 La méthode de microdilution en milieu liquide pour déterminer la CMI, la
CMB et la CMF

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI), bactéricides (CMB) et fongicides
(CMF) des deux huiles essentielles actives ont été déterminées par la méthode de
microdilution sur milieu liquide sur des microplaques en plastique, stérile a 96 puis a fond
rond permettant d'étudier simultanément de nombreuses souches microbiennes, Les puits sont
en 8 lignes (A- H) et 12 colonnes (1-12)

100 pl de milieu de culture liquide a été disposé dans les puits ensuite 100 ul d’extrait
(dilution %2) est ajouté a colonne 1, puis dilué en série de la colonne 1 a la colonne 6 (dilution
en cascade pour que tous Les puits contiennent 100 ul d'extrait dilué avec du milieu de
culture). Ensuite, 100 pl d’inoculum de la suspension microbienne (2 108 cellules/ml) était

déposé par ligne. (Chaque ligne pour une souche)

Les puits A7 a F8 ont été conservés comme témoins positifs pour les souches bactériennes
(100 pl milieu MH + 100 pl céphalosporine ATB), et les puits G7 et H7 comme témoins
positifs pour les souches fongiques (100 pl milieu Sabouraud + 100 pl ATF Amphotéricine
B). Sauf le contrdle négatif (DMSOQO) : dans une autre plague qui continent (100 pl milieu de
culture +100 pl de DMSO+ 100 pl de suspension microbienne).

Les microplaques sont incubées dans une étuve a 37°C pendant 24 heures. Apres cette
incubation 40 pl d'indicateur de croissance microbienne (INT) (0,2 mg/ml) était ajouté dans

chaque puits.

Aprés 15 minutes, un changement de couleur a été observé dans les puits. L'apparition de
indique une croissance microbienne. Typiquement, la CMI est la concentration de puits

incolores (clairs) présents avant le premier puits coloré.

Apres avoir révélé la CMI, nous avons entrepris de déterminer la CMB. Les puits ne
présentant aucune croissance visible a I’ceil nu aprés incubation ont été repiqués sur boites de
gélose vierge sans croissance macroscopique a I’aide de micropipette. Apres 24 h d'incubation
a 37 °C, les boites de Pétri sans croissance microbienne correspondaient a la concentration de

I'extrait représentant le CMB.
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[ coulé dans les boites de pétrie :>
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: Prseudomonas aeruginosa
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: Yersinia enterocolitica
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: Micrococcus luteus

: Candida albicans ATCC 10231
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Figure 25 : Principe de la méthode de microdilution en microdilution.
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Résultats et discussion

4.1 Paramétres organoleptique et rendement des HEs des deux plantes

aromatiques :

Les parameétres organoleptiques de nos HEs obtenues par 1’hydrodistillation de deux

plantes aromatiques sont résumés dans le tableau (7) suivant :

Tableau 7 : Caractéristiques organoleptiques des HEs testées.

Plante a huile Couleur Odeur Aspect Rendement
Rosmarinus Officinalis Jaune péle Aromatique forte  Liquide limpide Faible
Juniperus communis Jaunatre Aromatique forte  Liquide limpide Eleve

Les parameétres organoleptiques de nos huiles essentielles sont en accord avec ceux
répertoriés dans les normes AFNOR (AFNOR, 2001). Ce qui signifie que I’huile extraite de
Rosmarinus officinalis et de Juniperus communis de la région d’El Idrissia/Djelfa a une bonne
qualité organoleptique.

® Calcule de rendement

Les huiles essentielles des deux plantes ont été extraites des matériaux végétaux secs, et ceci
par hydrodistillation dans un appareil de type Clevenger, le rendement en huile essentielle est
variable en fonction de la plante utilisée, le matériel employé pour 1’extraction et la technique

d’extraction, aussi bien ’origine de récolte de la plante.

Nous avons obtenu une huile de couleur jaunatre pour Rosmarinus Officinalis, alors que
Juniperus communis a donné une huile de couleur jaune pale plus claire, les deux huiles

possedent une forte odeur.

Le rendement en huile essentielle apres hydrodistillation des deux plantes était largement
variable, I'ensemble des valeurs de rendement sont regroupées dans la (figure 26), le rendement
le plus important a été enregistré pour I'huile de Juniperus communis, avec une teneur de
1,14% (m/m), alors que Rosmarinus Officinalis représente un rendement en huile essentielle de
0,82 % (m/m).
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0.6 Jurmperus Conmmans

0.4 O Rosmanmes offcinaks

Jurmperus Conmmans Rosmarimus offcinalis

Figure 26 : Rendement en huile essentielle obtenu.

Le rendement en huile essentielle du Rosmarinus officinalis (0,82 %) était meilleur a
(0,5 %) celui obtenu par EI-AZRAK (2017), en utilisant le procédé hydrodistillation. Alors
que, ce méme rendement de 0,82 % en huile essentielle pour la méme espéce reste proche de
0,98% celui obtenu par DJOUSSE et al., (2022), sachant que la région de récolte de la plante

était ’Ouest-Cameroun.

La teneur en HE de Juniperus communis (1,14%0) était supérieur a (0,23 %) celle
obtenue par MANSOURI et al., (2011).

Le rendement des HE est trés variable dépendent de plusieurs facteurs a savoir I’espéce, la
région de récolte, la période de récolte, partie de plante utilisée pour I’extraction et la technique

d’extraction.

Dans notre étude in vitro nous avons fait d’autres extractions en collaboration avec nos
collegues pour des plantes différents mais de la méme région (EI Idrissia Djelfa) et en utilisant

la méme technique d’extraction. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 27 :

P

Artenmaia campestns Bl Arterrisia berba alba [0 Menths aquatica 1[0 Menths aquatica 2
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Figure 27: Rendement en huile essentielle obtenue par nos collegues, 2023.
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Les résultats montrent que le genre Menthe présente le rendement le plus élevé 2,21% et

2,034% par rapport aux Rosmarinus Officinalis et Juniperus communis.

En revanche, Artemisia herba alba et Artemisia campestris ont présenté respectivement un

rendement de 0,28%o et de 0,64% inférieur a ceux obtenu lors de notre étude.

Donc la différence de rendement peut étre due aux plusieurs facteurs : la différence des plantes
(genre / espece), Influence des facteurs extrinseques, Influence de stade végétatif.. .etc.

4.2 Résultats des Tests des activités biologique

4.2.1 Test du pouvoir antimicrobienne
Au cours de nos investigations, ’activité antimicrobienne a été évaluée contre 8 souches
microbiennes, ce test préliminaire nous a permet de mettre en évidence le pouvoir antibactérien

des deux huiles essentielles.

En utilisant la méthode de diffusion sur gélose solides, Mueller-Hinton pour les bactéries
et Sabouraud pour les champignons ensuite nous avons étudié in vitro le pouvoir antimicrobien
des extraits par la méthode de micro dilution en milieu liquide pour estimer et déterminer la
CMI, la CMB et la CMF.

® Contro6le négatif :

Si des essais biologiques doivent étre effectués sur des extraits, la toxicité des solvants
peut également étre critique, car méme des traces de solvants ne doivent pas inhiber les
processus biologiques. 1l convient également de préter attention aux interactions possibles entre
les solvants et des solutés, tandis que les solvants peuvent réagir avec certains composés pour
former des complexes ou provoquer la décomposition, la déshydratation ou l'isomérisation de

ces composes (Yrjoen, 2004).

Pour cette raison, le DMSO a été testé comme solvant et les résultats ont montré que le
solvant était approprié et n'avait aucun effet (figure 28) sur la croissance normale des souches

microbiennes.
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Escherichia coli candida albicans

Figure 28: Effet de DMSO sur quelques souches.

® Controle positif (antibiogramme) :
L’antibiogramme consiste a déterminer la sensibilité et la résistance des souches

microbiennes qui sont a l'origine du processus infectieux aux antibiotiques ou aux

antifongiques.

Dans le cadre de cette recherche, nous avons utilisé comme antibiotiques : Céfoxitine-
gentamicine et Ofloxacine et un seul antifongique : Amphotéricine b. La mesure du diamétre
des zones d’inhibition de chaque souche pour chacun des antibiotiques testés nous a permet de

caractériser les souches comme étant sensibles ou résistantes.

Les résultats des zones d’inhibitions sont exprimés en mm comme indiqué dans le

tableau (8) et les figures (29) ci-dessous :
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Tableau 8 : Diameétre de la zone d’inhibition en (mm) en présence de 3 antibiotiques et un
antifongique

Diamétre de la zone d’inhibition en (mm)
Souches bactériennes testés Antibiotique Antiangiate
FOX CN of Amphotéricine b
Escherichia coli 25,540,5 23+00 35+2
Pseudomonas aeruginosa 28+1 3643 36,5+1.5
Klebsiella pneumoniae 23 6+1,5 36+2.5 38+15
Yersinia enterocolitica 16,5+0,5 2042 18,5405
Micrococcus luteus 24+4 39+1 34,6+0,5
Staphylococcus aureus 39+1 26,5+0,5 3341
Candida albicans 10 14+1
Candida albicans 26 18,3+0,70

Selon (CLSI, 2018) les diamétres critiques pour les diverses classes d’antibiotiques testés :

Tableau 9 : les diamétres critiques pour les diverses classes d’antibiotiques testés.

Antibiotique Charge du disque Diamétre critique en mm
S R
Gentamicine 10 mg/ml >17 <14
Ofloxacine 5 mg/mi >24 <22
Céfoxitine 30 mg/ml >19 <15
v’ S:sensible

v R :résistance
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Pseudomonas aeruginosa Escherichia coli

Figure 29 : Effet des antibiotiques et I’antifongique sur quelques souches testées.
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Nous observons que les souches bactériennes réagissent différemment a I’antibiotique
testé, on constate que les souches testées présentent une zone supérieure entre 22 et 38 mm cela

explique leur sensibilité a la Gentamicine Selon (BONNET et al., 2013).

Les six souches se sont révélées sensible a la Céfoxitine avec des diameétres variés entre
17et 38 mm, Staphylococcus aureus était la plus sensibles avec une zone d’inhibition de 38

mm et le plus petit diametre était de 17 mm enregistré pour Yersinia enterocolitica.

Ofloxacine a exercé un effet inhibiteur contre Escherichia coli, était la plus sensible avec
un diamétre d’inhibition autour de 37 mm, seule Yersinia enterocolitica résiste avec une zone

d’inhibition de 17 mm.

4.3 Résultats de ’activité antimicrobienne par la méthode diffusion sur gélose :

Les tests in vitro de I’activité antimicrobienne d’HEs vis-a-vis des différentes bactéries et
levure pathogénes ont été évalués qualitativement et quantitativement par la présence ou

I’absence de zones d’inhibition.

La méthode de diffusion sur gélose nous a permis de mettre en évidence le pouvoir
antibactérienne et antifongique des huiles essentielles de Rosmarinus Officinalis et de

Juniperus communis

Les Tableaux 10 et 11 ainsi que les Figures 30-31 et représentent les diametres des zones

d’inhibition propre a chaque extrait utilisé Apres 24h d’incubation des souches.
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Tableau 10 : Diamétre de la zone d’inhibition en (mm) de I’huile essentielle de Rosmarinus
Officinalis vis-a-vis de souches testées.

Huile essentielle

Diamétre de la zone d’inhibition en (mm)

Souches Pure 1/2 1/5
Escherichia coli 34,33+0,57 13,67+1,52 | 10,33+0,57
Bactéries a Gram (-) Yersinia enterocolitica 33,67+2,51 12,33+0,57 | 10,67+1,52
Pseudomonas aeruginosa 12+1 9,67+0,57 50
Klebsiella pneumoniae 31,33+1,52 13,67+2,08 50
Staphylococcus aureus 50+0 25,67+2,08 | 20,67+2,51
Bactéries a Gram (+)
Micrococcus luteus 50+0 50+0 50+0
Candida albicans 10 50+0 45+0 18+2,64
Levures
Candida albicans 26 50+0 4540 3242

Les valeurs indiquées sont les moyennes de trois mesures + I’écart type.
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Tableau 11 : Diamétre de la zone d’inhibition en (mm) de I’huile essentielle de Juniperus
communis Vis-a-vis les souches testées.

Huile essentielle

Diamétre de la zone d’inhibition en (mm)

Souches Pure 1/2 1/5
Escherichia coli 11,6715 71 510
Bactéries a Gram (-) Yersinia enterocolitica 38,67+5,68 21+6,24 9+1
Pseudomonas aeruginosa 15,59+2,9 9,15+1,2 50
Klebsiella pneumoniae 20,33+4,04 11,33+£3,21 9,33+0,5
Staphylococcus aureus 50+0 43+1 22,67+2,08
Bactéries a Gram (+)
Micrococcus luteus 50+0 34,3315 19,3315,1
Candida albicans 10 32+1,7 29,67+0,57 19,33+1,52
Levures
Candida albicans 26 50+0 45+0 20+1

Les valeurs indiquées sont les moyennes de trois mesures =+ 1’écart type.
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D’apreés les résultats que nous avons obtenus du pouvoir antimicrobien de nos extraits
organiques, par La méthode de diffusion sur gélose, les diamétres des zones d’inhibitions
varient de 5 a 50 mm pour les souches bactériennes et fongiques, en fonctions des
concentrations (pures, Ciz et Cus).

L activité de I’huile essentielle de I’espece Rosmarinus Officinalis était forte vis a vis des

souches microbiennes testées des grandes zones d’inhibition ont été enregistrés jusqu’a 50 mm.

Les micro-organismes les plus sensibles a cette huile essentielle lorsqu’elle est pure
étaient : Micrococcus luteus, Candida albicans 26, Candida albicans 10, Staphylococcus

aureus avec diamétre d’inhibition de 50 mm.

D’autres sont sensibles a cette huile essentielle tel que : Escherichia coli, Yersinia
enterocolitica, Klebsiella pneumoniae avec des diametres d’inhibition de (34,33 mm, 33,67

mm et 31,33 mm) respectivement.

Suite a ces résultats, 1’huile essentielle de ’espéce Rosmarinus Officinalis est jugée
moyennement active contre les souches de Pseudomonas aeruginosa, avec un diameétre
d’inhibition de (12) mm.

Les micro-organismes sont aussi trés sensibles lorsque 1’huile est diluée a 50% avec des

zones d’inhibition allant de (45 a 9,67) mm.

Lorsque I’HE de Rosmarinus officinalis est dilué 25%. Elle a exercé une activité
antimicrobienne contre : Micrococcus luteus Candida albicans 26, Staphylococcus aureus,
Candida albicans 10, Yersinia enterocolitica, Escherichia coli avec des diamétres d’inhibition

de (50 mm, 32 mm, 20,67 mm 18 mm, 10,67 et 10,33 mm) respectivement.

Seules les souches de Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae se révéelent les
plus résistantes a I’huile, cela peut étre justifié par la composition de notre huile essentielle qui

ne contamine pas de molécule bioactives contre ce type des souches microbiennes.

Nos résultats sont comparés a ceux trouvés par (MOUAS, 2017) et (SALAMON, 2021).
La souche les plus sensible a I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis des deux écotypes
Blida et Djelfa est le Staphylococcus aureus avec un diameétre de 23,75 mm pour Blida et 16,75
mm pour Djelfa. Egalement, ils ont indiqué que cette huile avait une bonne activité contre les

différentes bactéries testées, sauf Pseudomonas aeruginosa qui se révele la plus résistance.
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Selon SALAMON, (2021), Thymus vulgaris qui fait partie de la famille des Lamiacées,
avait un fort effet antimicrobien sur Staphylococcus aureus et Candida albicans avec des zones

d'inhibition de 50 mm et 38 mm respectivement.

En effet, I’huile essentielle pure de Juniperus communis a montré un important effet
Inhibiteur contre les microorganismes étudiés. Les trés sensibles a cette huile essentielle
lorsqu’elle est pure étaient : Micrococcus luteus-Staphylococcus aureus, Candida albicans 26
avec un diamétre d’inhibition égale a 50 mm, Yersinia enterocolitica, Candida albicans 10,

avec diameétre d’inhibition de (38,67 mm et 32 mm) respectivement.

L’huile essentielle est jugée modérément active contre les souches: Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli avec les diamétres d’inhibition

respectives, de (20,33 mm, 15,59 mm et 11,67mm).

Les souches Candida albicans 26, Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus apparient
trés sensible vis-a-vis de I’extrait de 1’huile essentielle de Juniperus communis lorsqu’elle est

diluée a 50% dont les diamétres des zones d’inhibition varient entre 45 et 7mm.

Lorsque L’HE de Juniperus communis est diluée 25%. Il a exercé une activité
antimicrobienne contre : Staphylococcus aureus, Candida albicans 26 avec des diameétres
d’inhibition de (22,67 mm et 20 mm) respectivement. Les souches Micrococcus luteus,
Candida albicans 10 s’avérent moyennement sensible a cette HE dont le diamétre d’inhibition
était de 19,33 mm.

Concernant les deux souches : Klebsiella pneumoniae et Yersinia enterocolitica L huile

essentielle a montré un effet faible avec des diameétres d’inhibition de 9,33 mm et 9 mm.

L’huile essentielle Juniperus communis n’a aucune activité antibactérienne contre les
souches d’Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa donc sont les deux souches les plus

résistantes, avec un diamétre d’inhibition de 5 mm.

En comparant, nos résultats avec ceux trouvés par (SALAMON, 2021) et (POPESCU,

2023) pour I’extrait Juniperus communis. Nous constatons qu’ils concordent.
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SALAMON, (2021), a enregistré des zones d’inhibition de 21 mm et 7 mm vis-a-vis de
Candida albicans et Staphylococcus aureus et POPESCU, (2023) a enregistré une zone de 21,3

mm.

D’aprés les résultats de LAFRAXO, (2022) a enregistre une zone d’inhibition de 20,33
mm vis-a-vis de Staphylococcus aureus pour I’espéce Juniperus thurifera qui est du méme

genre que I’espéce Juniperus communis.

Ces résultats nous ameénent a conclure gu'une augmentation du volume d'HE entraine une
augmentation de sa capacité inhibitrice. Nous avons également constaté que l'activité était
directement proportionnelle au volume d'HE, plus le volume de l'extrait est important,
meilleure est son activité antibactérienne ou antifongique. Pareillement, ce pouvoir
antimicrobien peut étre di a la nature des constituants chimiques composant nos huiles

essentielles.

Cela peut s'expliquer par le pourcentage accru de molécules bioactives responsables de
son effet antibactérien. (KHEYAR et al., 2013).

Les résultats de notre présente étude dévoilent une forte activité antimicrobienne des

huiles essentielles testées vis-a-vis des souches testées.

Les deux huiles essentielles ont présenté un large spectre d’action sur les bactéries et les
levures testées, Notons que le pouvoir antimicrobien de I’'HE de Rosmarinus officinalis s’est

montré plus important que celui de L’HE de Juniperus communis.

Plusieurs études testant I'activité inhibitrice des huiles essentielles ont confirmé que les
bactéries a Gram (+) sont plus sensibles aux huiles essentielles que les bactéries a Gram (-).
Cette résistance est liée a la complexité de leur enveloppe cellulaire des bactéries a Gram (-),
qui contient une double membrane (BUSATTA et al., 2008), qui est sélective et d'autre part
(MOREIRA et al., 2005), suggere que les bactéries a Gram (-) peuvent étre sensibles aux
effets des huiles essentielles a cause des lipopolysaccharides qui sont trouvé dans la membrane

externe de ce type des bactéries.

L'activité biologique des huiles essentielles est en relation avec sa composition chimique,

la variation de cette derniére influence sur I’action antimicrobienne.
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Pseudomonas aeruginosa

47



Résultats et discussion

candida albicans 10

candida albicans 26
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Klebsiella pneumoniae

Figure 30: Effet de I’extrait de Juniperus communis sur la croissance des souches
microbiennes.
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Pseudomonas aeruginosa
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candida albicans 26
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Micrococcus luteus

Klebsiella pneumoniae

Figure 31 : Effet de I’extrait de Rosmarinus Officinalis sur la croissance des souches
microbiennes.
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4.4 Les résultats de la détermination de la CMI :

Apres la réalisation de 1’activité antimicrobienne de nos extraits par La méthode de
diffusion sur disque. Nous avons essaye de déterminer les concentrations minimales inhibitrices
(CMI) par la méthode de micro dilution en milieu liquide. Aprés, nous avons procédé a la
détermination de la CMB (Concentration Minimale Bactéricide) et CMF (Concentration

Minimale Fongicide).

Les résultats des deux huiles extraites de plantes étudiées sur les souches ont été alors
déterminés et regroupées dans les deux tableaux 18 et 19 ci-dessous, nous remarquons que la
CMI est différent d’une souche a une autre et d’un extrait a un autre.

Les CMI sont compris entre 0,028 et 0,144 mg/ml pour R. officinalis et entre 0,027 et
0,108 mg/ml pour J. communis.

Des fortes Inhibitions minimales inhibitrices ont été enregistrés pour nos extraits, une
CMI de 0,054 mg/ml contre les deux souches bactériens Micrococcus luteus et Escherichia coli
pour ’HE de J. communis, et une CMI égale a 0,057 mg/ml contre la souche microbienne

Klebsiella pneumoniae pour I’HE de R. officinalis.

Egalement, de trés fortes concentrations minimales fongicides de nos huiles essentielles

ont été noté contre les souches fongiques testées, comprises entre 0,027 et 0,028 mg/ml.

Si nous comparons nos résultats de CMI pour les deux espéces étudiées avec d’autres

espéces de la méme famille nous trouvons que nos résultats pour :
+ L’espéce R. officinalis concordent a ceux trouvés par :

ADDA et al., (2022), ont trouvé que Mentha spicata s’est montrée tres efficace contre les
bactéries a gram positif comme Staphylococcus aureus. Les diameétres des zones d'inhibition

varient entre 22 et 40 mm et les valeurs de CMI sont rangées entre 2,5 et 31,6 pg/mi

MEHALAINE, (2017), a monté que 1’huile de Thymus algeriensis et Salvia officinalis

ont exercé un effet trés fort envers la souche Staphylococcus aureus a une CMI de (0,2 mg/ml).

BADI et al.,, (2019), ont révélé que La concentration minimale inhibitrice de I’HE

d’Origanum vulgare sur la souche Staphylococcus aureus était de 0,625mg/ml.

RAHMA et al., (2022), ont dévoilé une CMI égale a 0.04 mg/ml pour Thymus vulgaris.
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ALLOUN, (2019), a noté que I'HE de mélisse présente une assez bonne activité
antimicrobienne sur la souche Staphylococcus aureus avec une valeur de CMI égale a 0,25

mg/ml.
<+ Nos résultats pour I’espéce J. communis concordent aussi a ceux trouveés par :

BOUKHALOQUA et al., (2022), ont montré que les espéces J. phoenicea et J. oxycedrus
ont une activité antibactérienne puissante contre les souches bactériennes Staphylococcus
aureus et Candida albicans avec une CMI de 0,125 mg/m.

LAFRAXO et al., (2022), révélent que J. thurifera avait une activité antibactérienne
significative contre toutes les souches bactériennes. une CMI de 0,095 mg/ml a été enregistrée

pour J. thurifera contre la souche Staphylococcus aureus.

AKHTAR et al., (2019), ont révélé que J. communis avait une activité antibactérienne
contre les souches a gram positive Staphylococcus aureus et a gram a négative (Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa. La CMI de cette plante contre S.

aureus était de 0,05 mg/ml.

D’aprés BENAISSA et al., (2020), I°huile essentielle de Tetraclinis articulata collectée de
plusieurs régions (Hammam Melouane et Tipaza) avait une trés forte activité contre deux types
de bactéries (Gram + et Gram -). Tel que E. coli et S. aureus sensible a I’huile des régions de
Hammam Melouane avec des CMI égales a 1 et 0,2 (ng/ml) et pour la région de Tipaza huile
avait une activité antibactérienne contre Pseudomonas aeruginosa de 1’ordre de 0,4 (ng/ml).

Figure 32 : Détermination de la CMI de I’HE J. communis de J. communis vis-a-vis des
souches pathogénes par la méthode micro dilution

54



Résultats et discussion

Figure 33 : Détermination de la CMI de I’HE de R. officinalis vis-a-vis des souches

pathogenes par la méthode de micro dilution.
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Figure 34 : Détermination de la CMI de I’HE de J. communis vis-a-vis des souches
pathogénes par la méthode micro dilution

Figure 35 : Détermination de la CMI de I’HE de R. officinalis vis-a-vis des souches
pathogénes par la méthode micro dilution

55



Résultats et discussion

L’effet antibactérien peut étre bactéricide ou bactériostatique en fonction du rapport : un

extrait est considéré comme substance bactéricide si le rapport CMB/CMI est inférieur a 4

sinon, il est bactériostatique (CMB/CMI > 4) (MAIDI et al., 2022).

Les deux extraits ont un rapport de CMB/CMI = 2, D’ou leurs effet Bactéricide

Nos résultats sont dans (Tableau 12) et ils sont comparés a d’autres résultats similaires pour

d’autres espéces (Tableau 13)

Concentration minimale inhibitrice (mg/ml) et concentration minimale

bactéricide (mg / ml) des extraits de R. officinalis et J. communis.

Tableau 12
Les
souches

CMI | CMB
EC 0,144 | 0,229
PA 0,144 | 0,229
KP 0,057 | 0,114
YE 0,114 | 0,229
ML 0,144 | 0,229
SA 0,144 @ 0,229
C10 0,028 | 0,057
C26 0,028 ' 0,057

R. officinalis

CMB/CMI

Les extraits des plantes a huiles

Effet bactérien

Bactéricide

Bactéricide

Bactéricide

Bactéricide

Bactéricide

Bactéricide

Fongicide

Fongicide

CMI

0,054

0,108

0,108

0,108

0,054

0,108

0,027

0,027

CMB

0,108

0,217

0,217

0,217

0,108

0,217

0,054

0,054

J. communis

CMB/ CMI

2

Effet bactérien

Bactéricide

Bactéricide

Bactéricide

Bactéricide

Bactéricide

Bactéricide

Fongicide

Fongicide

EC : Escherichia coli, SA : Staphylococcus aureus, PA : Pseudomonas aeruginosa, YE : Yersinia

enterocolitica, KP : Klebsiella pneumoniae, ML : Micrococcus luteus, C10: Candida albicans 10,
C26 : Candida albicans26.
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Tableau 13: Concentration minimale inhibitrice (mg/ml) et concentration minimale bactéricide

(mg/ml) des extraits de helianthus annuus (Fatima et al., 2022) et Ageratum
conyzoides (CHABI, 2023).

Les extraits des plantes a huiles

les souches Ageratum conyzoides Helianthus annuus

CMI | CMB | CMB/ CMI | Effet bactérien | CMI | CMB | CMB/CMI | Effet bactérien
S. aureus . - .

5 10 2 Bactéricide 0.072 | 1.17 | 16 Bactériostatique
P. aeruginosa . .

/ / / / 0.072 | 058 |8 Bactériostatique
E. coli o o

5 10 2 Fongicide 0.072 | 0.29 | 4 Fongicide
C. albicans -

3.75 | 10 2.66 Fongicide / / / /

Selon les résultats présentés dans les tableaux 12 /13 nous remarquons que la plupart des

extraits ont un effet bactéricide.

Selon les résultats de nos HE nous observons que R. officinalis et Ageratum conyzoides

ont une activité antibactérienne trés fort contre les deux souches bactériennes Staphylococcus

aureus et Escherichia coli avec un CMB/CMI= 2 (effet Bactéricide), et aussi contre la levure
Candida albicans avec un CMB/CMI=2 (effet Fongicide).

Nos résultats de J. communis sont comparables avec 1’extrait de helianthus annuus, les

deux extraits ont une activité contre les souches a gram positive et négatives, un effet

Bactéricide contre Staphylococcus aureus pour J. communis et un effet Bactériostatique pour

helianthus annuus, et vis a vis Escherichia coli les deux extraits ont un effet bactéricide.
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Conclusion et Perspectives

Conclusion

De nos jours, I’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie présente un
grand intérét dans la recherche biomédicale. A la lumiére de cette étude, nous avons réalisé
une étude sur les propriétés antimicrobiennes de deux plantes Rosmarinus officinalis et

Juniperus communis.

Les produits naturels tel que les huiles essentielles sont une source intéressante de
nouvelles thérapeutiques, compte tenu de la propagation des maladies infectieuses et de
I’émergence des bactéries résistantes aux antibiotiques, dont 1’effet est devenu faible, en plus
de provoquer des effets secondaires indésirables chez I’homme pendant la période de

traitement.

Les techniques d’extraction des dérivés de ces plantes sont les mémes pratiquées
pour toute Type de plantes aromatiques et médicinales. L’hydrodistillation est la méthode

classique la plus Courante, due a la simplicité de son protocole et ses rendements adéquats.

A travers cette étude L’extraction des huiles essentielles est réalisé par
hydrodistillation en utilisant un dispositif d’extraction type Clevenger. Le rendement en huile
essentielle de la partie aérienne de la plante de Juniperus communis, avec une teneur de
1,14% (m/m), alors que Rosmarinus Officinalis représente un rendement en huile essentielle
de 0,82 % (m/m).

Les extraits de Rosmarinus officinalis et Juniperus communis ont été testés in
vitro par la méthode de diffusion, pour leur pouvoir inhibiteur, contre un ensemble de six
bactéries pathogenes : (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Yersinia enterocolitica, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus) et deux levure
(Candida albicans 10, Candida albicans26) Les micro-organismes les plus sensibles a les
deux huiles essentielles lorsqu’elles sont pure étaient : Micrococcus luteus, Candida albicans

26, , Staphylococcus aureus avec diamétre d’inhibition de 50 mm.

Les résultats de 1’activité antimicrobienne par les tests de micro dilution sur milieu
liguide ont montré une activité antibactérienne importante et prometteuse pour I’huile de
Rosmarinus officinalis et une bonne activité antibactérienne pour Juniperus communis, Les
deux échantillons présentaient une action inhibitrice vis-a-vis des souches étudiés a des

concentrations enregistrées entre 0,027 a 0.144 mg/ml.
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Perspectives

v" Evaluation d’autres activités biologiques in vitro et in vivo des extraits bruts et des huiles
essentielles en utilisant différentes techniques. De telles études seront utiles pour créer
plus d'intéréts et d'avantages pour la recherche de formulation, le développement des
médicaments ainsi que des essais cliniques du genre de Rosmarinus et Juniperus a

I'avenir.

v Les huiles essentielles sont un mélange trés complexe. Il est possible d'isoler des
molécules d'intérét, pour une utilisation dans des différents domaines comme

cosmétologie, I'industrie alimentaire etc.

v" Evaluer la cytotoxicité des huiles et de faire des tests complémentaires sur d’autres

souches bactériennes, des champignons microscopiques.

v" Discuter la composition chimique des huiles essentielles par CPG/MS pour identifier les

composants responsables des activités biologiques des extraits étudiés.

v Etudier Iactivité antioxydant et d’autres activités biologiques en tenant compte d’une

éventuelle synergie pour les deux extraits.
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Annex |

Tableau : taxonomie des souches microbienne.

Gram

Bactérie

Systématique

Gram (-)

Escherichia coli

Régne : Bacteria

Embranchement : Pseudomonadota
Classe : Gamma Proteobacteria
Famille : Enterobacteriaceae

Genre : Escherichia

Espéce : Escherichia coli (NCBI ,2022)

Pseudomonas aeruginosa

Régne : Bacteria

Embranchement : Prokaryota

Classe : Gammaproteobacteria

Famille : Pseudomonadaceae

Genre : Pseudomonas

Espéce : Pseudomonas aeruginosa (SAYAH ,2022)

Yersinia enterocolitica

Regne : Bacteria

Embranchement : Proteobacteria.

Classe : Gammaproteobacteria.

Famille : Enterobacteriaceae.

Genre : Yersinia

Espeéce : Yersinia enterocolitica (BOUMESSRANE ,2018)

Klebsiella pneumoniae

Regne : Bacteria

Embranchement : Pseudomonadota

Classe : Gammaproteobacteria

Famille : Enterobacteriaceae

Genre : Klebsiella

Espece : Klebsiella pneumoniae (ALLOUCHE, 2022)

Gram (+)

Staphylococcus aureus

Régne : Eubacteria

Embranchement : Firmicutes

Classe : Bacilli

Famille : Staphylococcaceae

Genre : Staphylococcus

Espece : Staphylococcus aureus (ARAB ,2022)

Micrococcus luteus

Régne : Bacteria

Embranchement : Actinobacteria

Classe : Actinobacteria

Famille : Micrococcaceae

Genre : Micrococcus

Espece : Micrococcus luteus (ALLOUCHE, 2022)

Levure

Candida albicans

Régne : Fungi

Embranchement : Ascomycota

Classe : Saccharomycétes

Famille : Saccharomycetaceae

Genre : Candida

Espéce : Candida albicans (HADJOUCIF ,2022)
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Annexe |1
DMSO :

Le DMSO est largement utilise comme solvant pour les molécules insolubles dans I'eau,
la cryoconservation et thérapies cellulaires. 1l a été utilisé comme cellule inducteur de
différenciation, piégeur de radicaux libres et radio protecteur De plus, divers produits
pharmaceutiques et propriétés thérapeutiques du DMSO, comme anti-inflammatoire,
analgeésie antivirale, antifongique, antibactérienne, locale et systémique, et I'amélioration de
la pénétration de la membrane, ont été appliquées dans applications précliniques. Il est utilisé
comme médicament véhicule de livraison pour diverses conditions humaines et animales, y
compris les maladies gastro-intestinales, I'amylose, les maladies dermatologiques troubles
musculo-squelettiques traumatiques, cedéme cérébral, maladies rhumatologiques, 1ésions des

tissus mous de la chimiothérapie médicaments et radiothérapie. (HOANG, 2023)
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