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Résumé

Dans le cadre de ce travail, on s’est intéressé a 1’étude de I’activité
antimicrobienne de I’huile essentielleextraites par hydrodistillation de type
Clevenger de trois plantes médicinales (Rosmarinusofficinalis ,Zingiber
officinale et Alpinia officinarum ) dont le rendement obtenu est de 1’ordre de
1,41%, 0,69 % et 1,30% respectivement. Cette activité a été mise en évidence
par la méthode de I’aromatogramme vis-a-vis de quatre souches bactériennes
(Staphylococcus  aureus 43300, Staphylococcus  aureus 25523,
Klebseillapneumoniae et Enterococcussp)et d’une souche fongiques
(candida albicans).Les huiles essentielles pures et leurs dilutions (100%,
50%, 25% et 166,6 %) ont été testées sur les souches étudiées. Les résultats
des activités antimicrobiennes ont montré que la plus forte activité a été
obtenue avec le romarin avec un diametre de zone d’inhibition de croissance
du 4,3 au 49 mm et aussi avec un large spectre d’activité antibactérienne et
antifongique.

Les valeurs de CMI ont ¢€té aussi estimées. Un intervalle entre 0.03 et

0.10mg/ml été obtenu pour les cinq microorganismes testés.

Mots clés : Huile essentielle, plantes médicinales, activité

antibactérienne, activité antifongique
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Introduction

L’Algérie, capitale du la méditerranée est réputée par ses potentialités et biodiversité
écologique et naturelle. Elle renferme entre autres un trésor naturel connu sous le vocable de
plantes médicinales et aromatiques (Abdallah et al., 2004).Les modes d’utilisation de ces
plantes soit sous forme d’infusion, tisane ou autre vis-a-vis de plusieurs maladies ont été
transmis d’une génération a une autre et constituent un vrai patrimoine méritant sa mise en
valeur et révélation de ses mysteres (Goeb.,1999). Cependant, 1’utilisation Traditionnelle et
précise nécessite toujours un support académique avec des recherches pointues et des résultats
concrets (Adsersen et al .,2006).

Ce dernier temps, le domaine de la phytothérapie et/ou I’aromathérapie suscite de plus en
plus Dattention des chercheurs notamment ceux travaillant dans le domaine de la
microbiologie médicale ou clinique (Abdallah et al.,2004). Ces derniers continuent a
rechercher des nouvelles alternatives et/ou solution en relation par exemple avec la résistance
des microorganismes pathogénes aux antibiotiques (Small et Catling ., 2000) et de méme a
exploiter le cadeau céleste pour en tirer profit de ses avantages en mettant en valeur des
molécules bioactives d’intérét pouvant faire 1’objet de plusieurs applications d’excellence
dans le domaine d’industrie pharmaceutique. Les composés extraits a partir de ces plantes
sont généralement des métabolites secondaires, le plus souvent des huiles essentielles.

Ainsi, ce travail a pour objectif I’évaluation de I’activité¢ antibactérienne et antifongique
de ces huiles de trois plantes médicinales : le romarin ( Rosmarinus officinalis ),le gingembre
(Zingiber officinale) et le petit galanga( Alpinia officinale) vis-a-vis d eplusieurs souches
bactérienne de type Gram positif « Staphylococcus aureus 43300 , Staphylococcus aureus
25523 », « Enterococcus faecalis » et a Gram négatif « Klebsiella pneumoniae » ainsi qu’
une espece fongique « Candida albicans IP 444 ».

Cette étude comporte trois parties :

La premicre partie est consacrée a une synthése bibliographique décrivant des
généralités sur les plante étudiées, et les huiles essentielles. La seconde décrit la partie
expérimentale, avec une présentation de matériel et méthodes utilisés. La troisieme est
consacrée aux résultats et a la discussion. De méme, notre travail s’achéve par une conclusion

et des perspectives.
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Chapitre 1 :Généralités sur les plantes médicinales et leur atcivités

I-Généralités sur les plantes médicinales et la phytothérapie

I.1. 1a phytothérapie

La phytothérapie ; du grec, phytos, plante, et therapia, soins, ¢’est-a-dire le traitement des
maladies par les plantes ou par leurs extrait (Houdret, 2004).
La phytothérapie, étymologiquement le traitement par les plantes, est une méthode

thérapeutique qui utilise I’action des plantes médicinales (Pribitkin et Boger, 2001).

I.1.1. Différents types de la phytothérapie
I.1.1. 1. Aromathérapie
C’est une thérapeutique qui utilise les essences des plantes ou huiles essentielles,
substances aromatiques secrétées par de nombreuses familles de plantes (Strang, 2006). Elle
est devenue une médecine paralléle a part enticre. Les huiles essentielles se retrouvent aussi
dans des topiques médicamenteux comme principes actifs ou comme excipients (Malek et al,
2015).
I.1.1. 2. Gemmothérapie
Se fonde sur I’utilisation d’extraits alcoolique de tissus jeunes de végétaux tels que les
bourgeons et les radicelles (Strang, 2006).
I.1.1. 3. Herboristerie
Correspond a la méthode de phytothérapie la plus classique et la plus ancienne.
L’herboristerie se sert de la plante fraiche ou séché ; elle utilise soit la plante enticre, soit une
partie de celle si (€corce, fruits, fleurs). La préparation repose sur des méthodes simples, le
plus souvent a base d’eau : décoction, infusion ou macération. Ces préparations existent aussi
sous forme plus moderne de gélule de poudre de plante seche que le sujet avale (Strang,
20006).
I.1.1. 4. Phytothérapie pharmaceutique
Utilise des produits d’origines végétales obtenus par extraction et qui sont dilués dans de
I’alcool éthylique ou un autre solvant. Ces extraits sont dosés en quantités suffisantes pour
avoir une action soutenue et rapide. Ils sont présentés sous forme de sirop, de gouttes, de

gélules, de lyophilisats (Strang, 2006).

I.1.2. Les avenages de la phytothérapie
Malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie offre de

multiples avantages.
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N’oublions pas que de tous temps a 1’exception de ces cent derniéres années, les hommes
n’ont pas eu que les plantes pour se soigner, qu’il s’agisse de maladies bénignes ; rhume ou
tous ou plus sérieuses, telles que la tuberculose ou la malaria (Iserin et al., 2001) et avec la
mode du « naturel » ou du « bio », la phytothérapie est de plus en plus utilisée(Avenel, 2015).

Aujourd’hui, la phytothérapie occupe une place importante dans le patrimoine culturel de
la société par leurs vertus curatives de plusieurs types de maladies, considérée comme moins
cher, sans effets indésirables. Par ailleurs, le danger réel de cette thérapie réside dans le
traitement des maladies chroniques telles que les infections urinaires (Ghourriet al, 2014),

I’asthme ou I’arthrite (Iserinet al., 2001).

I.2. Les plantes médicinales

La définition d’une plante médicinale est trés simple. En fait il s’agit d’une plante qui est
utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les planes médicinales sont des
drogues végétales dont au moins une partie possede des propriétés médicamenteuses
(Farnsworthe et al., 1986). De tout temps les plantes ont été¢ utilisées pour soigner et
introduites comme principe actif ou agent parfumant de topiques médicamenteux (Avenel,
2015).

Les plantes ont fourni a I'homme les drogues utiles pendant des siécles. Malgré la
disponibilité¢ de différentes approches pour la découverte thérapeutique, les produits naturels
restent I'un des meilleurs réservoirs de la médecine traditionnelle (Malek et al, 2015).

Environ 3500 espéces de plantes sont employées par le monde a des fins médicinales, ce
qui consiste le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres humains. Les plantes
médicinales continuent de répondre a un besoin important malgré 1’influence croissante du

systeme sanitaire moderne (Elqaj et al., 2007).

I.2.1. parties utiles des plantes médicinales dans le domaine de la phytothérapie

Les principes actifs qui sont derriere I’effet thérapeutique des plantes se trouvent réparties
d’une maniere non €quitable entre les différentes parties de ces dernieres, dont quelles que
unes en contiennent dans les feuilles par exemple et d’autres dans les racines. C’est pour cela
dans certaines recommandations de leur usage, il y’ lieu a préciser la partie de la plante a
appliquer. Dans le recours a leur utilisation, les feuille sont répandues (26.3%), suivis par les
fruits (11.32%), la plante entiere (9.74%), des racines (8.68%), les graines (6.58%), la
floraison des sommités (4.74%), parties aériennes (4.21%), et fleurs (4%) (Elbeyrouthy et al,
2008).
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1.2.2. Formes d’application modes et d’emploi des plantes médicinales

Les principales formes d’application des plantes médicinales se présentent par : décoction
(40.23%), infusion (15.1%), macération (11.9%), poudre (8.50%), et jus (5.41%).

Les plants médicinales sont principalement utilisées pour des applications externes sur la
région affectée, mais plusieurs sont également utilisées par vois orale (Elbeyrouthy et al,
2008).

Aujourd’hui, il existe la poudre de plante totale cryobroyée, plus pratique et plus concentrée,
proposée sous forme de gélules. La technique du cryobroyage permet de sauvegarder
I’intégralité¢ des constituants de la plante, alors que dans un broyage classique, les vitamines,
les enzymes, les substances volatiles et de nombreux autres constituants sont détériorés en

partie (Schauenberg, 2000).

1.2.3. Intéréts d’utilisation des plantes médicinales

Les plantes médicinales sont généralement admises par beaucoup de personnes dans le
monde entier que leurs effets bénéfiques peuvent étre obtenus par 1’ingestion de produits
végétaux. Ils se comportent comme des médicaments authentiques, car les substances
chimiques dont ils sont constitués, peuvent avoir une activité biologique chez 1’homme
(Fragoso et al, 2008).

Beaucoup de végétaux et de certains compléments alimentaires sont une bonne source
d’antioxydants et d’anti-inflammatoires. Ces derniers, peuvent étre utilisés dans la prévention
de complication de colon et de cancer du sein (Wargovich et al, 2001). Les composes
chimiques dans les fruits, les 1égumes, d’épices et des herbes médicinales jouent un role de
protection contre des nombreuses maladies chronique chez I’homme, telles que les maladies
cardiovasculaires (Tsao et al, 2004).

L’importance économique des plantes médicinales occupe une place importante dans les
marchés nationaux des pays en développement. Ainsi, I’Allemagne importe chaque année
plus de 75 millions d’euros de plantes médicinales, provenant majoritairement de payes en
développement et en transition. La vente durable de matériel végétal peut donc
considérablement améliorer la balance commerciale des pays exportateurs et représente un

facteur important de développement (Kasparek et al-Janabi, 2008).
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1.2.4. Risques d’utilisation des plantes médicinales
La prise des plantes s’effectue soit sous leurs formes brutes soit sous forme de recettes
(décoction, poudre ou infusion) qui peut provoquer des intoxications voire méme des effets
secondaires pour d’autres organes (coeur, poumons, foie, vésicule biliaire...) sachant que
certaines especes employées sont toxiques et d’autres deviendront toxiques a forte doses ou a

utilisation répétée (Mohammadi., 2006).

1.3. Plante utilisées dans notre étude

I.3.1. La plante Rosmarinus officinalis
1.3.1.1. Description botanique

Le romarin, est un arbrisseau de la famille des Lamiacées originaire des pourtours de la
Méditerranée. Il posséde de nombreuses vertus phytothérapeutiques, mais c'est aussi une
herbe condimentaire et une plante mellifére, ainsi qu'un produit fréquemment utilisé en

parfumerie. Le romarin peut atteindre jusqu'a 1,50 m de hauteur.
11 posséde des feuilles persistantes sans pétiole, coriaces, 1égérement enroulés aux bords,
vert sombre luisant sur le dessus, blanchatres en dessous, avec une odeur trés camphrée. Les

fleurs varient du bleu pale au violet(Williams, 1996).

Figure 01 : Plante de Rosmarinusofficinalis(Beloued ,2005)

I.3.1.2.Classification et synonymie du Rosmarinusofficinalis
Le romarin possede plusieurs synonymies selon les différentes régions d’Algérie :
Région de I'Est : Eklil
Région de I'Ouest : Helhal
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Région du Centre : Yazi (Med-Chclist, 1986)

La classification botanique du romarin est comme suit: (Quézel, 1963)
Reégne : Plantes

Embranchement : Spermaphytes Classe : Dicotyledones

Ordre : Lamiales (Labiales) Famille : Lamiaceae

Genre : Rosmarinus

Espéce : Rosmarinus officinalis

I .3.1.3. Composition chimique du Rosmarinusofficinalis
Les principaux constituants du romarin responsables des différentes propriétés sont : Les
acides phénoliques : acide vanillique, acide caf€ique, acide p-coumarique.
Les flavonoides : genkwanine, cirsimaritine (Ibafiez et al., 2003) ériocitrine,hesperédine,

diosmine, lutéoline (Okamura et al., 1994) apigénine (Yang et al., 2008).

1.3.1.4.Vertus du Rosmarinusofficinalis
En termes d’agent antimcirobien les effets des extraits aqueux et méthanoliques du
romarin,sur la croissance du Streptococcus sobrinus et sur 1’activité extracellulaire de
I’enzyme glucosyltransferase ont été étudiés (Tsai et al., 2007).

La biosynthese de I’aflatoxine secreté par 1’ Aspergillus parasiticusa été inhibée totalement
par I’huile essentielle du romarin a une concentration de 450 ppm (Rasooli et al.,
2008).L’évaluation de I’activité antivirale de I’extrait commercial du Romarin a indiqué qu’il
ya une inhibition de I’infection par le virus de ’'immunodéficience humaine (HIV) a des
concentration trés basses (Aruoma et al., 1996).

D’autre part ,en raison de ses propriétés anti-oxydantes, le romarin est largement accepté
en tant qu’épices ayant une activité antioxydante tres ¢levée(Wang et al., 2008).

Des études ont montré une corrélation inverse significative entre les valeurs de 1’activité
anti-radicalaire et les taux de cortisol pour chaque concentration de stimulation du romarin
(Atsumi et al., 2007).

Dans une autre étude les propriétés anti-oxydantes et anti-radicalaires de 11 huiles
essentielles, ont été¢ examinées au moyen du test de blanchissement du f—caroteéne, le test au
DPPH et I’analyse photochimioluminescence (PCL). Les résultats ont montré que I’huile
essentielle du romarin était parmi les huiles qui ont une activité importante (Sacchetti et
al.,2005). Grace a certains composants (Carnosol, Rosmaridiphénol, Rosmanol et I’acide

rosmarinique), le romarin est considéré comme une thérapie contre le cancer (Quezel, 1963).

6
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L’extrait méthanolique du romarin a montré une inhibition modérée (17%) de
d’acétylcholinestérase a une concentration de 0.1% (Albert et al., 1996)

Les études ont indiquéaussi que I’ extrait de romarin empéche la peroxydation lipidique,
(I’information, la nécrose, il a normalisé les taux de la bilirubine, la glycogéne et 1’activité du
I’alanine aminotransférase). Enfin il a augmenté I’activité du glutathion-S- transférase (GST)

( Marie et al., 2004).

I.3.1.5.Utilisation et Activités biologiques
Le romarin est composé de puissantes huiles essentielles qui lui conférent des propriétés:
digestive, stimulante, détoxiquante, diurétique, expectorante, anti-inflammatoire,
antispasmodique, antinévralgique, tonique. Le romarin est recommandé aux convalescents,
aux surmenés, aux dépressifs, de méme qu'aux personnes sujettes aux palpitations, aux
migraines, aux angoisses et aux insomnies (Zhiriet al, 2005).

I1 est également bienfaisant dans les cas de digestion difficile due a 1’atonie des organes
digestifs, qu’il tonifie tout en augmentant la sécrétion de la bile et en favoridant son
évacuation.

On I’Utilise également en fumigation dans les cas d’asthme.En usage externe on utilisera
une préparation de romarin cuite dans du vin et appliquée en cataplasme sur les gonflements
douleureux des entorses, sur les constusions ou les rhumatismes articulaires.

On soignera les aphtes et I’amygdalite avec des baines de bouche d’une décoction de
feuilles.

Pour soulager les thumatismes, on prendra un bain auquel on ajoutera une décoction de

feuilles de romarin(Blanc M .,2010).

1.3.2. La plante du Zingiber officinalis
I .3.2.1. Description Botanique
Zingiberofficinalis est une plante tropicale herbacée vivace atteignant jusqu'a 90 Cm
de hauteur en culture, poussant dans les régions ensoleillées et humides (Halvorsen et al.,
2006).Son ¢épais rhizome, partie utilisée en thérapeutique, est horizontal, mesure en
moyennel0 cm de longueur, mesure jusque 2 cm de largeur et 1,5 cm d'épaisseur, il est
constitué¢ detubercules globuleux ramifiés, qui ressemblent aux doigts de la main, a la chair
jaune palejuteuse, d’odeur aromatique avec une saveur chaude et piquante (Halvorsen et al.,

2006).
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Figure 02 : Plante et tubercules de Zingiber officinale.(Braga et al., 2006)

1.3.2.2.classification et synonymiedu Zingiberofficinalis

Régne : plantae

Sous-régne : trachéobionta

Division : Angiospermes ou Magnoliophyta
Classe : Liliopsida (ou Monocotylédones)
Sous-classe : Zingibéridées

Ordre : Zingibérales (ou Scitaminales)
Famille : Zingibéracées

Sous famille : Zingibéroidées

Genre : Zingiber

Espéce : Zingiber officinale Roscoe

Autre noms utilises : Epice blanche, ginger, jenjanb(Gigon, 2012)

1.3.2.3. La composition chimique du Zingiber officinalis
L’analyse chimique du gingembre indique qu’il contient plus de 400 différents
composés (Grzanna.,2005), qui sont les carbohydrates (50-70%), les terpeénes, lescomposés

phénoliques, les lipides (3-8%) (Prasad and Tyagi, 2015) ,deux type acides gras :
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oleique et linolique (10%) ,les amidons (60%),les proteines , les vitamines et les minéraux
(Banerjee S, Mullick H I, Banerjee et al., 2011),un complexe oléorésineux et une enzyme,
la zingibain.L’oléorésine contient des composés responsables de la saveur trées marquée du

gingembre (Gigon, 2012).

1.3.2.4.Utilisation et Activités biologiques

La racine de gingembre est utilisée pour atténuer et traiter plusieurs maladies courantes,
telles que les maux de téte, les rhumes, les nausées et les vomissements.

De nombreux composés bioactifs du gingembre ont été identifiés, tels que les composés
phénoliques et terpéniques. Les composés phénoliques sont principalement les gingérols, les
shogaols et les paradols, qui expliquent les diverses bioactivités du gingembre.

Ces dernicres années, le gingembre s'est avéré posséder des activités biologiques, telles
que des activités antioxydantes,anti-inflammatoires,antimicrobienne et anticancéreuses . De
plus, de nombreuses ¢tudes ont démontré que le gingembre possede le potentiel de prévenir et
de gérer plusieurs maladies, telles que les maladies neurodégénératives ,es maladies
cardiovasculaires , 1'obésité , le diabéte sucré , les nausées et vomissements induits par la

chimiothérapie et troubles respiratoires(Mao et al.,2019).

1.3.3. La plante duAlpinia officinarum
1.3.3.1. Description botanique

Il est appelé en francais petit galanga et en anglais 'fesser galanga' Le rhizome
d'Alpinia officinarum, cultivé en Asie du Sud-Est a une utilisation trés proche de celui
d'A. galangaen tant qu'épice et dans la médecine populaire. A4. officinarumest une
plante herbacée petite s'élevant a 1.5 métres au maximum, possédant des feuilles sessiles et
ligulées plus étroites (20-30 cm de long et 1.2-2.5 cm de large) (Boullard .,2001).

Les fleurs constituent des grappes de 6-10 cm. Les bractéoles sont trés petites, les bractées
absentes ou minuscules. Le fruit, rouge, est une capsule globuleuse, de 1 cm de diamétre

(Zhengi, 1995).
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Figure 3 : Plante de Alpiniaofficinale.(Anderewch ;2001)

1.3.3.2.Etymologie du Alpinia officinarum
Le nom vernaculaire galanga et ses dérivés proviennent probablement de la traduction
arabe 'khanlanjan' du nom chinois 'liang-jiang', signifiant en anglais 'mildginger' que 1'on peut
traduire en frangais par gingembre doux. Dans le langage indien, le nom sanskrit 'kulanja' a la
méme origine, tout comme ses dérivés : 'kulinjan, kulanja'. Le nom de genre Alpinia rappelle

le nom du botaniste italien ProsperoAlpina (1533-1617) (Spice.,2005).

1.3.3.3.Classification botanique du Alpinia officinarum

La famille des Zingibéracées est constituée de plantes herbacées, vivaces,
terrestres, rhizomateuses, souvent a racines tubéreuses. Ce sont des plantes épicées
aromatiques, a cellules sécrétrices dispersées contenant des huiles essentielles, divers

terpenes et composés phénylpropanoides (Judd et al .,2002).

Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Monocotylédones
Ordre Zingibérales
Famille Zingibéracées
Genre Alpinia

Espece Officinarum

10
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1.3.3.4.Utilisation et Activités biologiques

C'est une plante herbacée vivace avec des rhizomes brun rougeatre €épais et rampants, des
feuilles ornementales acuminées linéolées et des fleurs blanches voyantes en grappes.

Elle a été utilisée de manicre conventionnelle en médecine ayurvédique et chinoise depuis
les temps des sciecleset en Europe depuis le Moyen Age.

Le rhizome a été utilisé en Chine pour soulager les maux d'estomac, traiter les rhumes,
revigorer le systéme circulatoire, et réduire 1'enflure.

La racine séche et le rhizome ont été utilisés pour leurs effets antioxydants,
antidiabétiques,antimicrobiens,antiulcéreux, antidiarrhéiques, antiémétiques, analgésiques,

anti-inflammatoires et anticoagulants (Basri et al.,2017).

I1- Les huiles essentielles

I1.1.Huiles essentielles et activités biologiques

Les huiles essentielles sont des essences extraites de plantes, avec un arOme propre a
chacune de ces derniéres. Ce sont des mélanges de substances aromatiques volatiles et
odoriférantes présentes en faibles quantités dans le végétal. Elles sont obtenues
principalement des fleurs (rose, jasmin), des bourgeons (clous de girofle), des feuilles
(lavande, menthe), des racines (iris, souchet), des fruits (orange) et des graines (fenouil, anis).
Leur composition varie souvent selon les conditions climatiques et environnementales.
(Wylock., 1972). Elles sont trés volatiles et passent instantanément de 1’état liquide a 1’état

gazeux (Aboughe Agone.,2014).

I1.2.0rigine et localisation des huiles essentielles

Les huiles volatiles peuvent étre considérées comme des résidus du métabolisme végétal.
Suite a la photosynthése au niveau des chloroplastes, 1’énergie produite (sous forme de
glucides, NADPH et d’ATP) contribue au développement de la plante et indirectement a la
biosynthése de multiples composés secondaires parmi elles les huiles essentielles (Narishetty
et al., 2004).

En principe, les huiles essentielles se localisent dans toutes les parties vivantes de la plante,
mais elles sont souvent présentes majoritairement dans : les brindilles, les fleurs, les feuilles,
les racines et les graines. Les cellules sécrétrices peuvent étre localisées a la surface des

différents organes de la plante, ce qu’on appelle localisation exogéne, ou a I’intérieur de

11
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I’organe, localisation endogéne. Dans certaines espéces végétales les deux types de structure

sécrétrice ont été observés (Werker et al., 1994 ; Charchari et al., 2007).

I1.3.Role des huiles essentielles chez les plantes

Le role des huiles essentielles dans la physiologie de la plante reste encore mal connu.
Toutefois, elles sont en général considérées comme des déchets du métabolisme ou des sous-
produits de 1’activité métabolique d’une plante (Amiot, 2005).

Cependant, plusieurs effets apparents utiles ont été décrits telles que la réduction de la
compétition des autres espeéces de plantes (allélopathie) par inhibition chimique de la
germination des graines. Certains auteurs pensent que les huiles essentielles pourraient avoir
un role attractif vis-a-vis des insectes pollinisateurs et les microorganismes, favorisaient ainsi
la pollinisation (Bruneton., 1999;Guignard et Potier., 2000).

D’autres auteurs affirment que les huiles essentielles jouent un réle hormonal, régulateur et
catalyseur dans le métabolisme végétal, assurer leur ultime défense et semblent aider la plante

a s’adapter a son environnement (Fouché et al., 2000).

I1.4.Techniques d’extraction
Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour I’extraction des essences végétales, cette
diversité est due a la variété des matieres et a la sensibilité considérable de leurs certains
constituants. Le choix de méthode la mieux adaptée se fait en fonction de la nature de la
matiere végétale a traiter, des caractéristiques physico-chimiques de I'essence a extraire et de
I'usage de I'extrait.
Les principales méthodes d’extraction sont :
» Hydrodistillation.
L’Entrainement a la vapeur d'eau.
L'hydrodiffusion.
L'expression a froid.
Extraction par solvants.

Extraction par les fluides supercritiques.

YV V V VYV V V

Extraction par micro-ondes.

12
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Quel que soit le type d’extraction utilisé, Les étapes de I’extraction des huiles
essentielles d’origine végétale restent identiques. Il est nécessaire dans un premier temps
d’extraire de la matiére végétale les molécules aromatiques constituant I’huile essentielle, puis

dans un second temps de séparer ces molécules du milieu par distillation (Lucchesi.,2005).
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III.1.plan expérimental :

Ce présent travail a pour but d’étudier I’effet de 1’huiles essentielles de trois plantes
(Romarin , Gingembre, etAlpinia galanga) sur la croissance des microorganismes.La

partie expérimentale abordée peut étreprésentée en deux axes comme suit :

» Dextraction d’huile essentielle de ces trois plantes.
» D’étude du pouvoir antibactérienne et antifongique de I’huile essentielle vis-a-

vis des souches bactériennes et fongiques avec la détermination de la

concentration minimale d’inhibition (CMI).

Un diagramme récapitulatif de la procédure suivie est donnée ci-dessous:

Achat des plantes

l

Extraction de I’huile essentielle

l

Activité biologique

Activité antibactérienne/antifongique

N
4 N

Méthode de contact directe Détermination de CMI

Figure 04: Diagramme général de la procédure expérimentale.
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I11.2. Matériel

I11.2.1 Matériel biologique
I11.2.1.1.Matériel végétal
Le matériel végétal est constitué des feuilles de Romarin, et des racines de Gingembre
et de Alpinia galangaachetés d’un herboriste (Laghouat) durant le moins janvier 2020.
Apres I’achat, I’identification des plantes a été faite au laboratoire académique de
département de biologie de I'universit¢ de Laghouat a I’aide d’un spécialiste dans le

domaine. Une photo des plantes ainsi achetées sont présentée dans la figure ci-dessous.

Rosmarinusofficinalis Zingiber officinale Alpinia officinarum

Figure 05 : Photo des plantes utilisées
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I11.2.1.2. Microorganismes testés

1. Souches bactériennes
1.1. Staphylococcus aureus

Les staphylocoques sont des cocci a Gram positif qui tendent a grouper en amas
irréguliers a la facon d’une grappe de raisin (Dworkinetal.,2006).

Staphylococcus aureus est un germe aérobie - anaérobie facultatif .1l tient une place tres
importante dans les infections communautaires et nosocomiales. Ainsi, il posséde une
coagulasse, ce qui le distingue de la plupart des autres espéces de staphylocoques
(Hennekineetal.,2003).

Cette bactérie est tres répandue chez ’Homme et dans de nombreuses espéces animales.
Chez ’Homme, environ un tiers des sujets sont des porteurs sains ayant la bactérie au
niveau des muqueuses et des zones cutanées humides. Il développe rapidement des
résistances aux antibiotiques et les souches hospitaliéres ne sont souvent sensibles qu’aux
glyco-peptides (Dworkin et al., 2006).

1.2. Klebsiella pneumoniae

Klebsiellapneumoniaeest un germe de la famille des Entérobactériaceae . C’est un
bacille Gram négatif, aéro-anaérobie, immobile et capsulé. Les colonies bactériennes sont
volumineuses, bombées, brillantes et visqueuses (Kouch, 2015).

1.3. Enteroccocus sp

Enteroccocus appartient a la famille des Enterococcaceae. Ce sont des coques a Gram
positive sphériques ou ovoides(Nanninet al., 2006),anaérobies strict ou facultatif . Ces
bactéries sont catalase négatives Ils sont immobiles et sans capsule (CalfeeDpetal., 2003).

Ils font partie de la flore commensale et se retrouvent notamment dans le tractus digestif
et génito-urinaire dont uretre(Leclercq Ret al.,2009)Chez I’homme et la plupart des
animaux autant que pathogenes opportunistes (Lansing M.et al .,2010 ) ,Enterococcus
faecalis et Enterococcus faecium font partie de la cavité orale avec une faible proportion
(Sweet, R.et al .,2009).

Les Entérocoques demeurent responsables d'infections urinaires et d'endocardites. Les

plus fréquemment isolés sont E.faecalis et a un moindre degré E.faecium(Bulletin,1997)
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2.Souche fongique
2.1. Candida albicans

Candida albicans est une levure non capsulée, non pigmentée, et aérobie. Cette levure
diploide, dont le matériel génétique se répartit en huit chromosomes (Ezekowit et al.,
1991).

Ainsi, elle se reproduit de facon asexuée par bourgeonnements multilatéraux d’une
cellule meére, tout en formant des colonies blanches crémeuses.(Kabha et al.,1995).

Candida albicans appartient a la flore commensale des individus sains. Chez I’Homme,
cette levure constitue un sérieux probléme de santé, notamment chez des patients
immunodéprimés et ceux sous thérapies immunosuppressives (Stahl et Ezekowitz ,1998).
Les souche microbiennes utilisées dans cette étude proviennent de I’ATCC (Tableau 01 ).

Leur croissance est réalisée a 37°C sur gélose Mueller-Hinton Agar (MHA bio

Meérieux)

Tableau 01 : Origine des souches utilisées dans test d’activité antibactérienne.

Souche Gram Code Origine
Staphylococcus
ATCC 43300 LabVét-Lagh
aureusrésistant a la
=
méthicilline (MRSA) %’
(=
Klebsiellapneumoniae °
= ATCC LabVét-Lagh
o
=
Enteroccocussp
.g ATCC LabVét-Lagh
®
g
[=
Staphylococcus aureus v
=2 ATCC 25523 LabVét-Lagh
8
o
Candida albicans
1P 444 LabVét-Lagh

~

MRSA : Staphylococcus aureusrésistant a la méthicilline ; ATCC : American Type

Culture Collection ;LabVét-Lagh : Laboratoire Vétérinaire du la wilaya de Laghouat.
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I11.2.2.Matériel expérimental
Pour effectuer cette étude, on a utilisé les verreries, et les appareillages, et aussi un
ensemble des réactifs,des milieux de culture et des produits chimiques dont une description

détaillée est présentée dans 1’annexe 1.

I11.3.Méthodes

I11.3.1.Extraction de I’huile essentielle

La mise en ceuvre de I’extraction des produits naturels en général, et des huiles
essentielles en particulier, est confrontée a un certain nombre de problémes, qui sont le
plus souvent :

» La faible teneur de I’huile essentielle dans la matiére végétale.
» Les contraintes de récoltes saisonnieres du matériel végétal qui posent le souci
de son stockage.

Afin d’étudier D’activité biologique de notre huile essentielle, nous avons choisi
I’hydrodistillation comme méthode d’extraction d’huile essentielle. C’est le procédé le plus
simple et souvent utilisé.

Cette technique est basée sur I’immersion d’un échantillon solide (végétal) dans I’eau
portée a ébullition, la vapeur saturée d’huiles essentielles traverse un serpentin ou elle se
condense pour donner le distillat qui est composé de ’eau florale et de 1’huile essentielle

(Figure 06).

Figure 06: Dispositif de I’hydrodistillation a 1’échelle du laboratoire — Appareil
Clevenger(Original.,2020)
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I11.3.1.1.Mode opératoire

Dans un ballon d’une capacité de 3 litres, on introduit 300 g de mati¢re végétale
découpée. Puis, on ajoute un volume d’eau qui correspond a 1/2 de la capacité du ballon.
Ensuite, on adapte le ballon a I’appareil de condensation et on alimente le réfrigérant en
eau. Ainsi, le ballon et son contenu sont mis sur un chauffe-ballon.

Les huiles essentielles entrainées par les vapeurs d’eau générées dans le ballon sont
dirigées vers le col de cygne (le coude) qui relie le ballon au réfrigérant. Enfin le distillat
est récupéré dans un erlenmeyer recouvert d’un papier aluminium pour le protéger de la
lumiére. On le conserve au réfrigérateur. L’extraction des huiles essentielles dure plus de 2

heures.

I11.3.1.2. Caractéristiques de I’Huile essentielle
La caractérisation d’une huile essentielle consiste a :
e Vérifier ses caractéristiques organoleptiques (Aspect, couleur, odeur, saveur).
e Déterminer ses indices physiques (Rendement et densité).
A-Analyse physique
Les méthodes utilisées pour déterminer les indices physiques sont celles indiquées par
le recueil de normes de 1’ Association Francaise de Normalisation (AFNOR).
B-Détermination des rendements en huiles essentielles
L’extraction par hydrodistillation d’huile essentielle de la plante étudiée a été menée
chaque jour, pour définir la valeur maximale du rendement en fonction du temps de
séchage et dans les mémes conditions de travail. Le rendement est défini comme étant le
rapport entre la masse de 1’huile essentielle obtenue et la masse du matériel végétal utilisé
pour cent (AFNOR, 2000). Apres récupération des huiles essentielles, le rendement est
calculé par la formule suivante :
Rit=m/mo x100
R" : rendement en huiles essentielles (en %) pour 100 g de la matiere seche.
m : masse d’huiles essentielles récupérées (g)

my : prise d’essai du matériel végétal (g).
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111.3.2.Evaluation de I’activité antimicrobienne

Afin d’évaluer ’activité antimicrobienne des huiles essentielles des trois plantes, la
méthode de diffusion sur milieu gélosé Muller Hinton a été adoptée.

Selon Fauchére et Avril.(2002), ’aromatogramme est une méthode qui se réalise in
vitro. Elle est basée sur une technique utilisée en bactériologie médicale appelée
antibiogramme ou méthode de disque ou méthode par diffusion en milieu gélosé.

Elle permet de déterminer 1’activité inhibitrice de croissance des huiles essentielles par
la mesure du diametre d’inhibition autour d’un disque imprégné d’huile essentielle

(Kheyar et al., 2014).

A-Préparation des précultures

Les souches bactérienne a tester ont été cultivées dans des boites de pétri contenant du
milieu Miieller-Hinton Agar et la souche fongique a été cultivée dans des boites de pétri
contenant du milieu Sabouraud. Apres 24 heures d’incubation a 37°C, un inoculum pour
chaque suspensionbactérienne et fongique d’une densité optique entre 0.08 a 0.1 mesurée a
620 nm a été préparé dans I’eau physiologique stérile.

B-Méthode de diffusion sur gélose (méthode de Vincent)

L’évaluation de D’effet antibactérien d’huiles essentielle de Romarin, Gingembre et
Alpinia)est testée par la méthode de la diffusion sur gélose selon les recommandations
(NCCLS., 2000).

La méthode des disques est une méthode de diffusion des produits a tester a partir d’un
disque de papier (Whatman N°1) qui permet de mesurer qualitativement la sensibilité des
souches aux effets antimicrobiens (Aouni et al., 2013).

La méthode des disques est choisie dans cette ¢tude pour sa fiabilité et sa simplicité.
Cette méthode nous fournit des résultats préliminaires sur la sensibilité de la souche et
I’activité antibactérienne du notre HE, grace aux diametres des zones d’inhibition
apparaissant autourdes disques mesurés en millimétres (mm).

La souche bactérienne est préparée dans du milieu de culture approprié et adaptée aux

normes. Les disques imprégnés dans 1’huile essentielle sont déposés a la surface de ces
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milieux et incubés a 37 ‘C pendant 24 heures. Tous les essais sont effectués a deux
reprises.
La mesure du diamétre des zones d’inhibitions est transcrite dans différent symboles a

I’activité (Tableau 02) (Moreira et al., 2005 ).

Diameétres de la zone
o Transcription Sensibilité du germe
d’inhibition (mm)
<8 - Résistant
9-14 + Sensible
15-19 ++ Tres sensible
>20 +++ Extrémement sensible

Tableau 02: Transcription des diameétres d’inhibition des disques imprégnés. (Moreira et

al., 2005)

Pour chaque boite la mesure de la zone d’inhibition indique la sensibilité de ce
germe, nous avons deux actions proposées a se produire :

¢ Soit une action bactéricide ou nous ne remarquons aucune croissance microbienne
autour des disques.

e Soit une action bactériostatique, dont il y’a des zones d’inhibition autour des
disques disposés sur la surface de milieu de culture.ddgD-.Détermination de la
concentration minimale inhibitrice (CMI)

e La CMI (concentration minimale inhibitrice) est la plus faible concentration
d’antibiotique ou de substance antimicrobienne inhibant toute croissance visible
apres un temps d’incubation de dix-huit a vingt-quatre heures. La CMI permet de
définir la sensibilité ou la résistance des souches bactériennes aux substances
antimicrobiennes (Kablan et al., 2008).

e Les huiles essentiellesont été diluée dans le DMSO (Dimethylsulfoxide) afin
d’obtenir une gamme de concentration de 0.3 - 3 mg/ml, Le méme volume de
DMSO est utilis€ comme témoin négatif. La suspension microbienne est préparée
selon les normes 0,1 McFarland (Cavallo et al., 2005), 0,1 ml d’inoculum est
immédiatement ensemencé dans la gélose a I’aide d’un écouvillon.
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C-Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
La CMI (concentration minimale inhibitrice) est la plus faible concentration
d’antibiotique ou de substance antimicrobienne inhibant toute croissance visible aprés un
temps d’incubation de dix-huit a vingt-quatre heures. La CMI permet de définir la

sensibilité ou la résistance des souches bactériennes aux substances antimicrobiennes

(Kablan et al., 2008).

L’huile essentielle des trois plantesont été diluées dans le DMSO (Dimethylsulfoxide)
afin d’obtenir une gamme de concentration de 0.3 - 3 mg/ml, Le méme volume de DMSO
est utilis¢ comme témoin négatif. La suspension microbienne est préparée selon les normes
0,1 McFarland(Cavallo et al., 2005), 0,1 ml d’inoculum est immédiatement ensemencé
dans la gélose a 1’aide d’un écouvillon.

La concentration minimale inhibitrice est la concentration qui correspond ale tube ou il
y a absence de croissance bactérienne.

Aligianis et al.(2001) ont proposé une classification des extraits du matériel végétal sur
la base des résultats des CMI, comme suit :

» Forte inhibition : CMI inférieure a 0.5 mg/ml.
» Inhibition modérée : CMI varie de 0. 6 mg/ml a 1.5 mg/ml.
» Faible inhibition : CMI supérieure a 1.6 mg/ml.
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IV.1.Rendement des huiles essentielles

L’aspect des huiles essentielles des trois plantes obtenues par hydrodistillation est un
liquide visqueux, limpide, d’une coloration transparent et jaune tres claire avec une odeur

forte. Les extraits des trois plantes (Rosmarinus officinalis ,zingiber officinale et Alpinia

officinarum ) ont été récuperes dans des petits flacons hermétiques (figure 07).

e

Figure 07 :Extraits des huiles essentielles obtenues

pour les trois plantes

Les valeurs de rendement ainsi calculé et exprimé en pourcentage sont récapitulées dans
suivant ;

Les plantes Rendement Couleur '
%
Rosmarinusofficinalis 1.,41 Transparent
Zingiber officinale 0,69 Jaune trés claire

Alpinia officinarum 1,30 Transparente

Tableau 03: Rendements en % des huiles essentielles Rosmarinus officinalis Zingiber

officinale et Alpinia officinarum
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Le pourcentage de rendement d’extraction était différent entre les trois plantes, ceci peut
étre attribué a plusieurs facteurs dont la nature du sol, a savoir I’espéce, le milieu de
récolte, la période de récolte (Goudjil., 2016). la durée de séchage, les pratiques culturales

et la technique d’extraction (zabeirou et Hachimou., 2005).

IV.2.Activité antimicrobienne

IV.2.1.Evaluation de ’activité antimicrobienne par la méthode de

diffusion sur disques

On a ¢tudié in vitro le pouvoir antibactérien des huiles essentielles du
Rosmarinusofficinalis, Zingiber officinale et Alpinia officinarum.par la méthode de
diffusion des disques sur un milieu gélos¢ solide.

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles est estimée en terme de diamétre de
la zone d'inhibition autour des disques contenant les produits a tester vis-a-vis de cinq
germes pathogeénes a savoir Staphylocaccus aureus(ATCC 25523), Staphylocaccus aureus
(ATCC43300) ,Klebsiellapneumoniae, Enteroccocussp,Candidaalbicans(1P444), apres 24
heures d'incubation a une température adéquate de 37°C. (Annexe 02)

La méthode de diffusion des disques (10,0 pl HE/disque) nous a permis de mettre en
évidence le pouvoir antibactérien et antifongique des huiles essentielles de trois plantes
aromatiques de la région de Laghouat. Les résultats du test de sensibilité microbienne aux
différentes huiles essentielles sont regroupés dans le Tableau 04 .Les valeurs indiquées

sont les moyennes de trois mesures.
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Microorg
anismes

Enteroco
ccussp

Staphylo
coccus
aureus
(25523)
Staphylo
coccus
aureus
(43300)
Klebseill
apneum
oniae

Candida
albicans
(IP444)

Tableau 04: Résultatsde 1’aromatogramme des huiles essentielles
duRosmarinusofficinalis, Zingiber officinale et Alpinia officinarum sur les

microorganismes testés.

(Diametres des zones d’inhibition en mm de chaque dilution, DMSO, HE pur)

Notes :(-): pas d’inhibition, DMSO : témoin, HE : huile essentielle

Nombre émoi
d’essai z;ﬁ:g; R.O 2.0 A.O
HE HE HE HE HE HE HE HE HE HE
(pur) (172) (1/4) (1/6) (pur) (172) (1/4) (1/6) (pur) (1/2)
2 - 4,3 7,6 9,6 11,5 7,3 33 10 7,6 9,3 7
2 - - 13,1 16,8 11,1 9,6 9 8 7,5 7,6 9,6
2 - 16,5 12,8 11,1 10,5 5,6 8,6 8 5,3 6,3 6
2 - 9,5 10,8 11 14,3 6 8,6 9,3 7,3 9 9,6
2 - 49 18 29 19 19 28 18 19 24 20,5
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HE
(1/4)

7,3

6,3

5,6

9,3

19

HE
(1/6)

7,5

9,1
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Selon I’échelle d’estimation de I’activité antibactérienne donnée par(Mutai et al .,
2009),les diametres des zones d’inhibition(D) de la croissance microbienne sont classés en

5 classes ;
» Tres fortement inhibitrice : D > 30mm.
* Fortement inhibitrice : 21mm < D< 29mm.
*  Modérément inhibitrice : 16mm < D<20mm
» [ égerement inhibitrice : 1 Imm < D< 16mm.

=  Nom inhibitrice : D < 10mm

En outre, I’effet de concentration de 1’huile était en corrélation avec 1’efficacité de
I’huile utilisée vis-a-vis de différents souches utilisées. Un apercu sur I’influence de
facteur de dilution sur la moyenne des zones d’inhibition est donné dans les figures (8,9et

10)pour I’huile de Rosmarinus officinales,Zingiber officinale et Alpinia officinarum

,Jrespectivement.
60

[%2]

c

2

2 50

2

<

£ a0

T

o m %100
c 30

Q %50
b o
3 20 i %25
g m 16,66%
g 10

>

(]

=

Enteroccocus S. aureus S.aureus  K.pneumoniae C.albicans
25523 43300

Figure 08:Histogramme représente 1’activité de plusieurs concentrations d’huile essentielle
de Rosmarinus officinali ssur les microorganismes testés
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Moyenne des zones d'inhibitions

30
25
20
m %1
15 %100
m %50
10 = %25
B 16,66
> ] %
0 .
Enteroccocus S. aureus 25523 S. aureus 43300 K.pneumoniae C.albicans

Figure 09:Histogramme représente ’activité de plusieurs concentrations d’huile

essentielle de Zingiber officinale sur les microorganismes testés.

Moyenne des zones d'inhibitions

30

m %100
m %50
m %25

B 16,66

Enteroccocus S. aureus 25523 S. aureus 43300 K.pneumoniae C.albicans

Figure 10 : Histogramme représente ’activité de plusieurs concentrations d’huile

essentielle d’Alpinia officinarum sur les microorganismes testés.
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Au regard de ces résultats, on a observé que les extraits zingiber, et I’alpinia ont
Inhibé la croissance des deux souches bactérienne étudiée S. aureus 25523 et
Enterococcus sp (bactérie a Gram positif) et une espece fongique Candida albicans avec
une activité antibactérienne dose dépendante.

La plus forte activité a été obtenue avec le romarin avec un diamétre de zone
d’inhibition de croissance du 4,3 au 49 mm et aussi avec un large spectre d’activité
antibactérienne et antifongique

Aussi, on remarque que le choix de concentration d’huile essentielle influence
I’activité inhibitrice, et est en fonction de solubilité et le facteur de dilution utilisée dans
le cas générale,nous remarquons une corrélation positive dépendante  entre la
concentration de I’huile et le diamétre d’inhibition (Karagoz et al.,2010).

D’autres part, nous avons remarqué une différence de sensibilité vis-a-vis de type de
’huile testé et le type de Gram .

L’huile essentielle de Romarin a un effet plus important sur les bactéries a Gram
positif, E. spet S. aureus que sur les bactéries a Gram négatif comme K. pneumoniae.

(Deansetal., 1995), rapportent que la susceptibilit¢ des bactéries a Gram + et a
Gram - vis-a-vis des huiles essentielles a une légere influence sur 1’accroissement du degré
d’inhibition. Cependant, il apparait que beaucoup d’huiles volatiles exercent une activité
importante contre les bactéries Gram positive,contrairement aux bactéries a Gram
négatives qui semblent et reb plus résistantes (Reynolds.,1996).

Cette résistance est attribuée a la présence du lipopolysaccharides dans la paroi
cellulaire qui constitue une barriere pour 1’huile essentielle (Bezic et al. , 2013).

De méme, la variabilité des résultats est probablement due a I’influence de plusieurs
facteurs tels que la méthodologie, les microorganismes testés et les huiles essentielles

Utilisées (Pattnaik et al., 1996).

Cela a été¢ confirmé par (Suhr et Nielsen.,2003), qui ont mentionné que 1’effet

antifongique des huiles dépend de la méthode d’application.
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Tableau 05 : Les concentrations correspondantes pour chaque dilution.

Concentration des extraits des huiles essentielles (mg/ml)
Facteur de zingiber Alpinia
Dilution Rosmarinusofficinalis | officinale officinarum
1 1,024 0,502 0,932
172 0,256 0,128 0,466
1/4 0,128 0,064 0,233
1/6 0,085 0,042 0,155

IV.3 Evaluation de la concentration minimale inhibitrice(CMI) :

La CMI est définie comme étant la plus basse concentration capable d’empécher une
croissance bactérienne visible. La CMI n’est pas totalement bactéricide et une partie de
I’inoculum est capable de se développer apres disparition du composé inhibiteur (Mann et
Markham., 1998).

Nous rapportons dans le tableau 06, les CMI de notre extrait le plus actif (Romarin)
de I’étude en milieu liquide. Dans le la figure 11 et 12les CMI sont inversement

proportionnelles aux changements de couleurs.

Espéces CMI (mg/ml)
S. aureus(25523) 0.08
S.aureus (43300) 0.10
K. pneumoniae 0.06
Enterococcus 0.04
C.albicans (IP 444) 0.03

Tableau 06 : Les valeurs deCMI (exprimée en mg/ml) relatives aux souches testées

avec le DMSO comme solvant.

(Yakhlefez al.,2011) ont proposé une classification des extraits du matériel végétal sur la
base des résultats des CMI, comme suit :

- forte inhibition : CMI inférieure a 0.5 mg/ml.
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- inhibition modérée : CMI varie de 0.6 a 1.5 mg/ml.
- faible inhibition : CMI supérieure a 1.6 mg/ml.

Ainsi selon cette classification, on constate une forte inhibition de I’extrait de d’huil
essentielle de rosmarinusofficinallis sur les souches testés a eu lieu impliquant que
DPextrait de Romarin pourra faire I’objet d’un bactéricide et/ou fongicide d’excellence.

Les différences observées pour les valeurs de CMI peuvent s’expliquer par la
présence de composés antibactériens dans notre extrait de plante a différentes

concentrations, mais aussi par rapport au choix des techniques utilisées.(Yakhlefer al

,2011).

Figure 11 : L’effet de ’extrait de Rosmarinusofficinalis sur les quatre souches
bactériennes testées
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Figure 12 : L’effet de I’extrait de Rosmarinusofficinalis sur la souche fongique
testée

Figure 13 : L’effet de ’extrait de Zingiberofficinalis sur les quatre souches
bactériennes testées
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Figure 14 : L’effet de ’extrait d’Alpinia officinalis sur les quatre souches
bactériennes testées

( Boutabiaet a/.,2016) ont rapporté une étude détaillée sur I’activité anti-bactérienne
de I’huile du Romarin de la région de (Hammamet Tebessa-Algérie).Les résultats
obtenus a partir de 1'aromatogramme ont montrés que les souches de Staphylococcus
aureus (25523) et Staphylococcus aureus(43300) (MRSA), ont été les bactéries les
plus sensibles aux extraits du Rosmarinusofficinalis .

(Jordan et ses collaborateurs.,2013) ont mentionné qu'une forte proportion d'o-
pinene augmente l'efficacit¢ des huiles essentielles du romarin contre
Staphylococcus aureus, tandis que la présence de 1,8 cinéole, comme le composé le
plus abondant, diminue considérablement 1'efficacité de ces huiles.

(Makhloufi .,2012) a rapporté a son tour dans sa thése de doctorat une étude bien
précise sur 1’activité antibactérienne de Romarin du Bechar et de valeur de CMI
¢quivalente a 0,5 a été estimé pour I’extrait méthaolique de Romarin vis aa vis de

S.aureus et E.coli.
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En outre, (Giordani et al.,2008) ont rapporté une valeur de CMI équivalente a
0,2208 mg/ml,pour le romarin d’Annaba vis-a-vis des Souches de C.albicans mais
dans [’étude de (Ksouri et al., 2017) portée sur I’HE de cette méme plante, collecté
da la méme région et testé sur des isolats ont enregistrés des valeurs de CMI plus
¢levée (2,399 a 3,108 mg/ml).

Etant donné que I’huile essentielle d’une plante aromatique est un mélange
complexe de plusieurs composés, I’attribution d’une propriété biologique a I’un de
ses composants reste difficile (Makhloufi., 2012).

Les composés majeurs sont généralement les garants des effets biologiques.En
effet, les analyses chromatographiques ont montrés que le romarin a un profil
chimique dominé surtout par 1,8-cinéole et bornéo (Lima et al, 2005).

En général, dans des études réalisés a travers le monde, ou ils ont démontrés que
ces terpénes agissent sur 1'intégrité cellulaire, I'inhibition des processus de respiration
et de transport d'ions et augmentent la perméabilité des membranes cellules
fongiques (Tangarife-Castafio et al.,2011).

Parall¢lement, dans cette espece de romarin, le groupe de terpénes isolé par
plusieurs auteurs comme le bornéol, le camphre, la camphéne et le bornyle
acétate,ont été signalés a étre responsable de ’activité antimicrobienne par( Rasooli
et al,2008).

Comme constat,la sensibilité des micro-organismes peut varier selon le germe
testé, la composition de 1’huile essentielle, la région et la saison de récolte car une
méme huile essentielle peut étre bactéricide vis-a-vis de certaines souches,

bactériostatique vis-a-vis d’autres ou sans effet (Hermal., 1993).

32



Conclusion générale.



Conclusion générale

Les plantes médicinales constituent entre autres une source riche en principes actifs
connus par leurs propriétés thérapeutiques .Dans notre étude, nous sommes intéressés a
I’évaluation de Il'activité antimicrobienne de trois plantes médicinales (Rosmarinus
officinalis, Zingiber officinale et Alpinia officinale) vis-a-vis de souches bactériennes a
Gram positive et a Gram négative (E.sp, S.aureus et K. pneumoniae) et une souche
fongique (Candida albicans )

L’extraction de L’huile essenticlle a été réalisée par hydroditillation Le Romarin

présente le meilleure rendement du 1,41%, suivi de celle d’Alpinia (1,30%) et le zingiber

(0.69%)

L’étude de I’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion des disques a montré

des résultats intéressants vis-a-vis a des microorganismes testés.
Les extraits ont un bon effet bactériostatique sur les bactéries Gram positif par rapport
aux bactéries Gram négatif ainsi que sur la souche fongique utilisée. Parmi les souches

microbiennes étudiées, Candida albicans semble étre la souches les plus sensible vis-a-vis

des extraits, tandis que Klebseilla pneumoniae est 1a souche la moins sensible.
Les CMI enregistrées pour 1’huile de romarin Klebsiella pneumonia : 0.06mg/ml,
Enterococcus sp : 0.04 mg/ml , S. aureus 25523: 0.08 mg/ml, S. aureus 43300 : 0.10g/ml

Candida albicans : 0.03mg/ml justifient, d’une part, I’importance d’activité antimicrobien

de extrait de R.officinalis, d’autre part, son efficacité thérapeutique.

Il ressort de la présente ¢tude que les huiles essentielles étudiées peuvent étre utilisée
comme une bonne source naturelle d’agents antimicrobiens. Dans cette étude nous avons
Utilisées des extraits bruts ce qui ne nous renseigne nullement sur la nature des composés
responsables des activités antimicrobiennes observées. Par conséquent
Comme perspectives, Cette étude mérite d'étre compléter par réalisation des travaux
suivants :

- Isoler et d’identifier la ou les substances responsables des activités antimicrobienne et

de déterminer leur mécanismes d’action

- Evaluer d’autres activités biologiques de cette plante médicinale et aromatique par
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exemples : activité antiparasitaire, anti-inflamatoire et antivirale
- Tester I’efficacité de ces huiles essentielles sur d’autre souches bactériennes et
Fongiques.

- Etude I’effet synergique entre les huiles essentielles
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Annexe 1

I .Les produites chimiques et composition des milieux de
culture

Les produites chimiques:
L’eau distillée

Alcool 70

DMSO

Agar

G¢élose nutritive

Gélose Muller Hinton

G¢élose Saboreaud

NaCl

Tween 80

Les milieux de cultures utilisés :
Boillon nutritif

Bouillon Mueller-Hinton

G¢élose nutritive.

G¢élose Mueller-HintonGélose Saboreaud

Bouillon nutritif :

Sa formule est la suivante :
Eaudistillée.......coovviiiiiiiiii 1000 ml
Gelose NULTTEIVE. ...t 28 ¢
PH final 6,2 — 6,7

Stériliser a 115 °C pendant 20 min.

Gélose nutritive :
(bouillon nutritif solidifiépar addition d’agar- agar).

Eaudistillée............coooiviiiiiii 1000 ml
Gélose NULTItIVe. ..o, 28g
N 15a20g

PH final6,4- 6,7
Stériliser a 115 °C pendant 20 min.

Milieu de Mueller- Hinton:
Sa formule (g/1) est la suivante :

Gélose Muller Hinton..................... 21g
AGar oo 20,0g
Eaudistillée............oooooviiiin. 1000 ml
PH final 7,4

Stériliser a 121 °C pendant 15 min.



Bouillon de Mueller- Hinton:

Sa formule (g/1) est la suivante :

Gélose Muller Hinton...................
Eaudistillée ...

pH final 7,4
Stériliser a 121 °C pendant 15 min

Milieu de Sabordeau :
Sa formule (g/1) est la suivante :

Gélose Sabordeau............o.oooeiii...
Eaudistillée ...

Stériliser a 121 °C pendant 15 min.

Eau physiologique :
Sa formule (g/1) est la suivante :
NaCl oo

Eaudistillée......cvueeeneinnnn.

PH final 7,4

1000 ml

1000 ml



Annexe 2

I1. Résultats de I’aromatogramme

| CH: C.albicans .'
H.E: R.O

Figure(1) :Résultats d’aromatogramme de huile essentielle du Romarin officinalise
Sur les germes testées(1, 1/2, 1/4,1/6)



CH: C.albicans |
H.E: Z.0O

Figure(2): Résultats d’aromatogramme de huile essentielle du ZingiberofficinalisSur
les germes testées(1, 1/2, 1/4, 1/6)



' CH: C.albicans
H.E :A.O

Figure(03): Résultats d’aromatogramme de huile essentielle d’Alpinia officinalis

Sur les germes testées(1, 1/2, 1/4,1/6)



Abstract:

As part of this work, we were interested in the study of the antimicrobial activity of the
essential oil extracted by hydrodistillation of the Clevenger type of three medicinal plants
(Rosmarinus officinalis, zingiber officinale and Alpinia officinarum) whose yield obtained
is of the order of 1.41%, 0.69% and 1.30% respectively. This activity was demonstrated by
the aromatogram method vis-a-vis four bacterial strains (Staphylococcus aureus 43300,
Staphylococcus aureus 25523, Klebseilla pneumoniae and Enterococcus sp) and a fungal
strain (candida albicans) . Pure essential oils and their dilutions (100%, 50%, 25% and
166.6%) were tested on the strains studied. The results of the antimicrobial activities showed
that the highest activity was obtained with rosemary with a diameter of growth inhibition zone
of 4.3 to 49 mm and also with a broad spectrum of antibacterial and antifungal activity.MIC
values were also estimated. An interval between 0.03 and 0.10 mg / ml was obtained for the

five microorganisms tested.

Keywords: Essential oil, medicinal plants, antibacterial activity, antifungal activity

Résumé :

Dans le cadre de ce travail, on s’est intéressé a 1’étude de 1’activité antimicrobienne de 1’huile
essentielle extraites par hydrodistillation de type Clevenger de trois plantes médicinales
(Rosmarinus officinalis , Zingiber officinale et Alpinia officinarum ) dont le rendement obtenu
est de 'ordre de 1,41%, 0,69 % et 1,30% respectivement. Cette activité a été mise en évidence
par la méthode de I’aromatogramme vis-a-vis de quatre souches bactériennes (Staphylococcus
aureus 43300, Staphylococcus aureus 25523, Klebseilla pneumoniae et Enterococcus sp) et
d’une souche fongiques (candida albicans).Les huiles essentielles pures et leurs dilutions (100%,
50%, 25% et 166,6 %) ont été testées sur les souches étudi¢es. Les résultats des activités
antimicrobiennes ont montré que la plus forte activité a été obtenue avec le romarin avec un
diamétre de zone d’inhibition de croissance du 4,3 au 49 mm et aussi avec un large spectre
d’activité antibactérienne et antifongique.

Les valeurs de CMI ont été aussi estimées. Un intervalle entre 0.03 et 0.10mg/ml été obtenu

pour les cinq microorganismes testés.

Mots clés : Huile essentielle, plantes médicinales, activité antibactérienne, activité

antifongique
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