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Résumé

Plusieurs travaux de recherche ont été concentrés sur les huiles essentielles des plantes aromatiques. Les
différents résultats publiés indiquent que ces composés volatiles sont doués de plusieurs propriétés biologiques.
Dans notre étude, les propriétés antibactériennes et antioxydantes des huiles essentielles extraites a partir de
quatre plantes aromatiques (Mentha piperita, Thymus vulgaris, Elettaria cardamomum et Origanum majorana)
provenant de la région de Laghouat ont été investiguées. Les huiles essentielles ont été extraites par le procédé
d’hydrodistillation,

Le rendement en huile essentielles le plus élevé est obtenu pour Elettaria cardamomum (3,4%) tandis que
I’Origanum majorana (1.5%), Thymus vulgaris (1,15%), et Mentha piperita (0.7 %) ont montré les rendements
les plus faibles.

La capacité des huiles essentielles a inhiber les micro-organismes a été testée sur cing souches bactériennes
pathogénes pour I’homme. L’activité antibactérienne s’est révélée variable selon la nature de la souche et de
I’huile essentielle testée avec une prédominance du Thymus vulgarisetd’Origanum majorana qui ont montré les
activité antibactériennes les plus élevées.

L’activité antioxydante des huiles essentielles a été évaluéein vitro par le test du piégeage du radical libre DPPH.
L’huile essentielle de Thymus vulgaris a I’activité antioxydante la plus élevée par rapport aux autres huiles
essentielles.

Les propriétés biologiques observées seraient liées a la complexité de la composition chimique des huiles
essentielles de ces quatre plantes médicinales.

Mots clés : Huiles essentielles, Mentha piperita, Thymus vulgaris, Elettaria cardamomum, Origanum majorana,
Activité antimicrobienne, Activité antioxydante, test DPPH.

Abstract
Several research studies have been carried on essential oils extracted from aromatic plants. The different results
published indicate that these volatile compound several biological properties.In our study, antibacterial and
antioxidant properties of essential oils of four herbs (Mentha piperita, Thymus vulgaris, Origanummajoranaand
Cardamomum Elettaria) recollected from the Laghouat region were investigated. The essential oils were
extracted by steam distillation process. A higher yield of essential oil was obtained for Elettaria cardamomum
(3.4%) when compared to the Origanum majorana (1.5%), Thymus vulgaris (1.15%) and Mentha piperita
(0.7%) yields.
The ability of essential oils to inhibit microorganisms was tested on five pathogenic bacterial strains. The
antibacterial activity was found to vary according to the nature of the strain and the source of the essential oil
tested with a predominance of Thymus vulgaris andOriganum majorana that showed the best antibacterial
activity. The antioxidant activity of all essential oils was determined in vitro by the free radical DPPH
method.From all essential oil tested, only Thymus vulgarishave a strong ability to scavenging the radical DPPH,
whlileMentha piperita, Elettaria cardamomum and Origanum majoranashowed a weakest antiradical activity.
These observed biological properties are related to the complexity of the chemical composition of essential oils
from these four medicinal plants.

Keywords: Essential oils, Mentha piperita, Thymus vulgaris, Origanummajorana, CardamomumElettaria,
antimicrobial activity, antioxidant activity, DPPH test.



Sommaire

Page
RESUME ... e e v
Liste des tablauX.........oeie VI
] T (T 4D (T VI

Liste des abrévIiations. ... ...uuiiet ittt et IX
TRIPOAUCTION . «c.cennineinniiniiiiieiiniiieiiaiiieietiatessesstsstosssssssnsossssnssnsossssnsons 1
Synthése bibliographiques.......cocvevveiieiiiiiiiniieiiiiiiiiieiiernireiseceecssnsessssnss 3
I- Généralités sur les huiles essentielles............ooiiiiiiiiiiiii s 3
I-1Historique des huiles essentielles............oooviiiiiiiiiiiiiiiii e 3
- 2D INItION. ... e 3
I-3Localisation et lieu de Synthe€se.............oooviiiiiiiiiiiiiiieee 4
[-4 Propriétés PhySIQUE. ......o.uieiii e 4
[-5 ROIE PhySIOlOZIQUE. .. vttt ettt ettt et e ae e eenaas )
I-6 Les compositions chimiques des huiles essentielles....................coooeinian 5
R R B I oy o153 s L RPN )
[-6-2 Les composés d’origine diVerSes. ... ..o.vvuiueiniiuinniiiiiiiiieeeeanenen. 8
I-7 Les méthodes d’extractiondes HE ..., 9
[-7-1 Distillation. ... ...ooueiit e e e 9
[-7-1-1- P’hydrodistillation. ............coeiiiiiiiii e, 9

1-7-1-2 L’hydrodiffusion...........cooeiiii i, 10

I-7-1-3L’entrainement a la vapeur d’eau.............cooviiiiiiiiiiiiii s 10

[-8 Les facteurs influencgant la composition chimique des HE......................... 11

[-9 Toxiciteé des HE.... ..o e 11

[-10 Conservation deS H.ES.........ooiiiii 11

[-11-Domaines d utiliSation. ... ......oueiuiiiiiti it 12

[-11.1- phytotherapie. ... ..o.oviniii e 12

Il — Les Propriétés biologiques des huiles essentielles................................. 12

[1-1 L’ Activité antimicrobienne.............coviiiii e 13

H-1-11 Activité antifongique. .......oouriiritiet et eae e 13

[1-1-2 L’ Activité antibacterienne. ..........ouvvuiiiiiii i eieaeans 13

I1-1-2-1Le mécanisme d’action antibactérienne.............................. 13

I1-1-2-2 Les méthode de détermination de 1’activité antibactérienne............ 14

[1-1-2-2-11’aromatogramime. . .......ouveeneeeeeeteeaeeeeeieeaeeeaneennans 14

[1-1-2-2-La méthode de la dilution .....................cooiinl. 15

[1-1-2-3La détermination CMI..... ... 15

[1-2- L’activité antioXydante. ..........coooiiiii e 15

[1-2-1- La définition. .......ovinieii e 15

[1-2-2 Le mécanisme d’action des antioxydants...............ccoovviviiiiiiiiinnnnn.. 15

I1-2-3 Les différentes types d’antioxydant.................cooiiiiiiiiiiiiinen.. 16

11-2-3.1 Les antioXydants primaires.............oeeuereeneeeineeneenenneneennenenne. 16

11-2-3.2 Les antioxydants secoOndaires.............ooevevriiiienineeineenneanns.. 16

I1-2-4 La méthode de détermination de 1’activité antioxydante : Réduction du 16
radical libre DPPH....... ..o i

I11- Les g généralités sur les souches bactériennes étudiées.........................eeei. 16
-1 Escherichia Coli.........o.oiii i 16
[11 -2 StaphylOCOCCUS AUIBUS. ... ..ttt e, 17
[11-3 PSeudomonas @erugiNOSa. ... ....ooverirint ettt et et 17

[11-4 Listeria MONOCYIOGENES. ... ..ut ettt e 18
[11-5 Klebsiella pneumonia..... ... 18
Mateériels et MEtROAES.........cceuveiuiiieeiieiiineiieeiiiaseiestssasesnscssssosasosssssnnsones 20



I- Les Matériels.....

I-1- Les Matériels végétales..

[-1-10riganum MajOrana. .......o.ouieeneieetiiee e e
[-1-2 ThymUS VUIQAKIS. ...t e,
[-1-3 Elettaria cardamomum..........oooieininiiiii e

I-1-4 Mentha piperita..

[-2-Les Souches bactériennes teStEeS. .. .. ..v i
H-LeS METhOOES. ...
I1-1Le Procédé d’extraction des huiles essentielles................coooiiiiiiiin...
11-2 Le test de ’activité antibactérienne. .........oovvviiiiiiiiii e,

11-2-1 Les milieux de cultu

P

I1-2-2 La Préparation de I’inoculum.................cooiiiiiiiiiiiii e
[1-2-2-1 La Préparation des pré-Cultures..............cooevviririniiininininn..

I1-2-2-2 La Préparation de la suspension bactérienne...........................

I1-3 La mesure de 1’activité antibactérienne par la méthode des disques...............
11-3-1 Le Protocole expérimental..................oiiiiiiii e
[1-3-1-1Le dépOt de diSQUES. ........cuinieie i

11-3-1-2 La Lecture.

I1-3-2 Le test de sensibilité aux antibiotiques : antibiogramme......................
I1-3-3 La détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI par la

méthode de microdilution....

Il -4-L’¢étude de I’activité antioxydante : Test anti-radicalaire contre le DPPH.....
11.4.1 Le Principe de laméthode............cooviiiiiiii e
11.4.2Le Protocole experimentale............cooovieiiiiiiiiiieieeeieene

Résultats et diSCUSSION . .....cevveeiiiiineiiiianiisisasiesessstsssssscsssssssssssscssssssssnasas

I- Le rendement en huiles essentielles. ..........c.oovvriiiiiiiiiiii e,

II- L’évaluation de 1’activité

antibactérienne des huiles essentielles..............o.......

[1-1-Reésultats des tests antimicrobiens ..............coovviiiiiiiiiie e
I1-1-1-L’Huile essentielle de Thymus vulgaris................ccoooiiiiiiiiiiiiinn,
I1-1-2-L’Huile essentielles d’Elettaria cardamomum....................cooeeeneeenn.
I1-1-3-L’Huile essentielle d’Origanum majorana...............c.eevevierenianinnnn.n.
I1-1-4-L’Huile essentielle de Mentha piperita...............coooiiiiiiiiiiinin.

I1-2-L’évaluation des résultats des tests antimicrobiens des huiles essentielles par la

Meéthode de dilution...........
I11-L > Activité antioxydante :
Conclusion.....................
Références bibliographiques

test Duradical DPPH. ...,

VI

20
20
20
21
21
22
23
23
24
24
24
24
24
24
24
24
25
25

25
25
25
26
27
27
27
27
28
30
31
32

34
37
38
39



Page
Tableau 1:Origines des souches utilisées dans les différents tests d’activité
ANtIMICIODIENNE ... e e 22
Tableau 2:1e rendement des huiles essentielles............cooviiiiiiiiiiii i, 27
Tableau 3:résultat du test antibactérien des huiles essentielles des quatre plantes
AFOMALIGUES ...ttt e e e e e 27
Tableau4:diamétre des zones d’inhibition d’antibiotique (AMP) sur les souches
BTU I . e 33
Tableau b5:interprétation des concentrations minimales inhibitrices de [I’huile
essentielle de thymus vulgaris et Origanum Majorana pour les souches testées............ 35

VII



Liste des figures

Figurel:biosyntheses des terpenes...

Figurel:biosyntheses des terpéenes... ..
Figure3:photo représente 1’appareil d hydrodlstlllatlon ...................................................
Figure4:représente une photo de ’appareil d’extraction par L’entrainement a la vapeur d’eau....
Figure5:Méthode de détermination de I’activité antibactérienne par I’aromatogramme.............
Figure6:forme microscopique ; (A) la bactérie E. coli sous microscope électronique, (B) la
bactérie E. coli sous microscope optique avec la coloration de Gram..................cooooeiviinn.
Figure7: forme microscopique ; (A) la bactérie Staphylococcus aureus sous microscope
électronique, (B) la bactérie Staphylococcus aureussous microscope optique avec la coloration
8 G M e
Figure8:forme microscopique ; (A) la bactérie Pseudomonas aeruginosasous microscope
électronique, (B) la bactérie Pseudomonas aeruginosa sous microscope optique avec la

(ol0] (o] ¢ Vi [0]0 o [T €] - 11 o R
Figure9: forme microscopique ; (A) la bactérie Listeria Monocytogenes sous microscope
électronique, (B) la bactérie Listeria Monocytogenessous microscope optique avec la coloration

Figurel0:forme microscopique ; (A) la bactérie Klebsiella pneumoniae sous microscope
électronique, (B) la bactérieKlebsiella sous microscope optique avec la coloration de

Gram.. .
Flgurell phOtO represente Ia plante d 0r1ganum TNAJOTANGA <.t
Figure 12 : photo représente la plante de Thymus vulgaris ..............coooiiiiiiiiiiiiiii i,
Figure 13 : photo représente la plante d ’Elettaria Cardamomum......................c.ccooeveiiue e eun.
Figure 14: photo représente la plante de Mentha piperita...

Figure 15 : Photo représente le dispositif d’ hydrodlstlllatlon

Figure 16 : Exemple des résultats des tests antimicrobiens de 1’ hu11e essent1elle d Orlganum
majoranaobtenus par la méthode de disques de diffusion sur les cing souches bactériennes .......

Figure 17 :les diametres de zones d’inhibition de Thymus vulgaris de 2,5ul vis-a-vis les cing
0T T3 (= PPN
Figure 18 : les diamétres de zones d’inhibition de Thymusvulgarisa un volume de10ul

ViS-2-VISIES CINQ DACIEIIES. ...\ et e e

Figurel9 : les diamétres de zones d’inhibition d’Elettariacardamomum a un volume 2,5ul vis-
A-VIS 185 CINODACTEIIES. ... .t e
Figure (20):les diamétres de zones d’inhibition d’Elettariacardamomum a un volume delOpl

ViS-a-VIS 185 CINQ DACIEIIES. . ... et e

Figure2l : les diametres de zones d’inhibition d’Origanummajoranaa un volume de 2 ,5ul vis-
a-Vis les cing SOUCheS DaCtErENNES ........o.ieiii e
Figure22 : les diametres de zones d’inhibition d’Origanummajorana a un volume del10ul vis-a-
vis les cing souChes DaCterieNNeS. ... ..o.uuiit ittt

Figure 23: les diamétres de zones d’inhibition de Mentha piperita a un volume de2 ,5ul e vis-
a-visles souches bactériennes teStE. .. ... .uiuiu ittt

Figure24: les diamétres de zones d’inhibition de Mentha piperita a un volume delOul vis-a-visle
SOUChES DACLETIENNES tESE. . ... ettt et et et e e e eeenns

Figure25: La CMI d’Origanum Majorana sur staphylococcus aureus ...............cccoevvevinnennn.

Page

10
14

17

17

18

18

19
20
21
21
22
23

28

29

29
30

30

31

31



Liste des figures

Figure26: La CMI d’Origanum Majorana sur Listeria monocytogenes. ............ovvevvenveninnnnn. 35
Figure27 : La CMIde Thymus vulgaris sur Staphylococcusaureus... PP URUPRC |
Figure 28 : la CMI de Thymus vulgaris sur Listeria monocytogenes . cevereeveeee. 36
Figure 29 : Les résultats de 1’activité antioxydante des quatre huiles essentlelles etudlees

mesurée par laméthode de DPPH. ... ..o 37



AFNOR: Association Francaise de Normalisation.

AMP :Ampicilline.

ATCC:American Type Culture Collection.
BHIB: Brain Heart ofinfusion Broth

BN: Bouillon Nutritive,

CMB: Concentration Minimale Bactéricide.
CMI:Concentration Minimale Inhibitrice.
DMSO:Diméthylsulfoxyde.

DO: Densité Optique.

DPPH: 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl.

E.c: Escherichia coli.

GN: Gélose Nutritive.

H.E:Huile Essentielle.

K.I:Klebsiella pneumoniae.

LAPRONA : Laboratoire des Produits Naturels.
L.m:Listeria monocytogenes.

M.H: Mueller Hinton.

MNHN : Muséum National d’Histoire Naturelle.
OMS:OrganisationMondiale de la Santé.
P.a:Pseudomonas aeruginosa.
S.a:Staphylococcus aureus.

UFC: Unité Formant colonie.

Liste des abréviations



Introduction



Introduction

Depuis l'antiquité, et certainement bien avant, les plantes ont servi de pharmacotheque
naturelle et pragmatique pour I'nomme. Personne ne cherchait a savoir pourquoi ou comment
elles agissent, mais c'était un fait incontesté et qui paraissait magique. En effet il est étonnant
qu'une feuille, une fleur ou une racine puisse guérir ou tout au moins soulager un état
pathologique ou des troubles organiques. (Schauenberget Paris., 2010)

Apres quelques siecles de domination de la synthése chimique, la pharmacologie, mais
aussi la nutrition et I'agroalimentaire redécouvrent les vertus des plantes dites médicinales, ce
qui est le cas de toutes les plantes. Elles sont de plus en plus considéerées comme source de
matieres premieres essentielles pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires a la
mise au point de futurs médicaments (Maurice., 1997).Mais leurs usages traditionnels n'ont
jamais disparus, bien au contraire. Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), en
2008, 80 % de la population mondiale repose sur la médecine traditionnelle pour leurs soins
primaires. (Pierangeli et al.,2009).

Dans le bagage chimique des plantes, les huiles essentielles, les alcaloides et autres
composes phénoliques, représentent des molécules de fortes valeurs, utilisées dans les
industries pharmaceutiques, cosmétiques et agroalimentaires. Les activités antibactériennes de
ces produits ont été rapportées dans de trés nombreux travaux (Bouzouitaetal, 2008).

Les vegétaux riches en essences se trouvent surtout chez les Coniferes, Myrtacées,
Labiacées, Ombelliferes et Rutacées au niveau de différents organes de la plante.
(MautraitetRaoult., 2009).La plupart de leurs propriétés sont dues aux huiles essentielles
produites par leur métabolisme secondaire (Rashid et al., 2010). Les huiles essentielles ont
des activités biologiques variées, par exemple de 1’activité antivirale, anti-inflammatoire,
antioxydant et anticancéreuse (Svoboda etHampson.,1999). L’activité des huiles volatiles
réside dans les centaines de molécules chimiques qui la constituent comme les terpénoides
(Cowan., 1999).

La découverte des antibiotiques en 1929 par Alexander Fleming, qui a mis en évidence
pour la premicre fois 1’action de la pénicilline, a donné 1’espoir que les antibiotiques puissent
éradiquer les pathogénes causées par les infections, mais 1’apparition de la résistance des
micro-organismes a fait douter de cette opinion et posé le probléme de 1’échec de
I’antibiothérapie. Les échecs thérapeutiques causés par la résistance aux antibiotiques ont
obligé la communauté scientifique a chercher d’autres substances douées d’activité

antimicrobienne pour remédier a ce probléme de santé publique.



Introduction

Les produits naturels parmi lesquels les huiles essentielles issues de plantes médicinales
sont une source prometteuse et un moyen efficace pour I’éradication des germes résistants aux
antibiotiques puisqu’elles possédent un réservoir des molécules anti-infectieuse importantes
ayant des propriété contre des bactérie a Gram négatif (Khadiretal., 2013).

Une des préoccupations majeures des industriels des domaines agro-alimentaire et
pharmaceutique concerne la substitution des antioxydants synthétiques par les antioxydants
naturels vue que ces composés ce sont avérés toxiques provoquant des dommages hépatique,
du cancer, des altérations des activités enzymatiques, et des réactions allergiques. Dans le
corps humain, les produits chimiques exogenes et les processus métaboliques pourraient
produire fortement des radicaux libres, particulie¢rement 1’espéce réactive d’oxygene (ERO),
capable d’oxyder les biomolécules, ayant pour résultat la mort des cellules et la destruction
des tissus (Halliwell et Gutteridge, 2003). D’ailleurs, ces radicaux libres sont potentiellement
impliqué dans le début de beaucoup de maladies telles que le cancer, arthrite rhumatoide et
athérosclérose aussi bien que dans les processus dégénératives liés au vieillissement
(Halliwell et Gutteridge, 1984). Pour cela, les antioxydants naturels représentent des outils
prometteur pour se protéger contre les dommages cellulaires causés par les radicaux libres
(Roy et al., 2011).

Les huiles essenticlles sont une source d’antioxydants comme les phénols. Pour cela, nous
nous sommes intéressés a 1’étude du pouvoirantibactérien des huiles essentielles de quelques
plantes aromatiques dela région de Laghouat (Mentha piperita, Thymus vulgaris,Elettaria
cardamomum et Origanum majorana) en utilisant la technique de diffusion du milieu gélose
Muller-Hinton. Nous avons également tenté de déterminer le pouvoir antiradicalaire et
antioxydant de ces huiles essentielles a 1’aide du test du radical DPPH.

Ce mémoire a été organisé en différents parties décrivant les étapes successives de cette
étude.

La premiére partie concerne un rappel bibliographique succinct sur les huiles essentielles et
leurs propriétés biologiques, ainsi que sur les plantes aromatiques étudiées.

Dans la deuxieme partie, nous décrirons les procédures expérimentes mises en jeu dans
cette étude. La troisieme partie est consacrée a une discussion des résultats expérimentaux
obtenus. Une récapitulation succincte des résultats ainsi que les perspectives, ouvrant la voie a
des études ultérieures sur les huiles essentielles des plantes ayant de bonnes activités

biologiques sont regroupées dans la derniére partie.
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Synthese bibliographique

I- Les généralités sur les huiles essentielles
I-1L’historique des huiles essentielles

Empiriqguement reconnues depuis des sieécles, la confirmation scientifique de ’activité
antimicrobienne des huiles essentielles est récente. Elle ne date que du début du siécle dernier
avec les travaux du Dr.Gattefossé, le pére de I’aromathérapie en France. Depuis ce temps,
I’utilisation des huiles essentielles s’est développée jusqu’a devenir depuis plus d’une
vingtaine d’années, une sérieuse alternative a la médecine des antibiotiques dans les
pathologies infectieuses.

De nombreuses études traitent de ’activité antimicrobienne des huiles essentielles, qu’elles
soient citées dans des ouvrages, dans des journaux spécialisés de microbiologie ou présentées
lors de congres d’aromathérapie scientifique.

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles se trouve a la base des médecines dites
alternatives, de nombreux procedes utilisés dans la conservation des produits alimentaires
crus ou cuits, de substances actives exploitées dans les produits pharmaceutiques. Cette
activité a eté utilisée derniérement pour la conservation du patrimoine bibliographique des
musés (de Billerbeck, 2000), et elle est naissante pour traiter la qualité de I’air dans les
batiments (Pibiri, Seigniez et al., 2001).

I-2Définition

I s’agit d’un mélange de composés lipophiles, volatils et souvent liquides, synthétisés et
stockés dans certains tissus végétaux spécialisés. Extraites de la plante grace a des procédés
physiques tels 1’hydro distillation, 1’entrainement a la vapeur ou par expression a froid. Les
huiles essentielles sont responsables de 1’odeur caractéristique de la plante (Bruneton., 1993)

Les produits obtenus par extraction avec d’autres procédés ne sont pas repris dans la
définition d’huile essentielle donnée par la norme AFNOR (Association Francgaise de
Normalisation) (AFNOR., 2000)

Contrairement a ce que le terme pourrait laisser penser, les huiles essentielles ne
contiennent pas de corps gras comme les huiles végétales obtenues avec des pressoirs (huile
de tournesol, de mais, d'amande douce, etc.). Il s'agit de la sécrétion naturelle élaborée par le
végétal et contenue dans les cellules de la plante, soit dans les fleurs (ylang-ylang,
bergamotier, rosier), soit dans les sommités fleuries (tagéte, lavande), soit dans les
feuilles(citronnelle, eucalyptus), ou dans 1’écorce (cannelier), ou dans les racines (vétiver), ou
dans les fruits (vanillier), ou dans les graines (muscade) ou encore autre part dans la plante
(AntonetLobstein., 2005).
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Le terme « huile » s’explique par la propriété que présentent ces composés de se solubiliser
dans les graisses et par leur caractere hydrophobe. Le terme « essentielle » fait référence au
parfum, a 1I’odeur plus ou moins forte dégagée par la plante (Bruneton.,1993).

I-3Localisation et lieu de synthése

Les H.Es n’ont pas une présence générale chez les végétaux. Environ 1% des espéces
¢laborent des essences. Certaines familles se caractérisent par un grand nombre d’espéces
qu’elles regroupent en particulier dans les familles : Myrtaceae, Lauraceae, Lamiaceae,
Asteraseae, Apaceae, Cupressaceae, Poaceae, Zingiberaceae, Piperaceae. (Mohammedi.,
2006).

La synthése et ’accumulation de H.Es sont généralement associées a la présence de
structures histologiques spécialisées, souvent localisées sur ou a proximité de la surface de la
plante. Les poils glandulaires épidermiques rencontrés souvent chez les Labiaceae,
Geraniaceae, et Rutaceae, ils produisent les essences dites superficielles. Les oranges
sécréteurs sous-cutanés comprenant les cellules et les poches sécrétrices qui sont
généralement disséminées au sein des tissus végétaux chez les Myrtaceae, Auranthiaceae,
ainsi que les canaux sécréteurs chez les Ombelliferaceae, Apaceae ou Asteraseae.

Les essences dans les plantes peuvent étrestockees dans divers organes : fleurs (origan),
feuilles (citronnelle, eucalyptus), écorces cannelier), bois (bois de rose, santal), racines
(vétiver), rhizomes (acore, gingembre), séve (encens, myrte), bourgeons (pin), fruit (badiane)
ou graines (carvi). Plusieurs catégories de tissus sécréteurspeuventcoexistersimultanément
chez une espece, voire dans un mémeorgane (Bruneton., 1999).

I-4Les propriétés physique

Les huiles essentielles possedent en commun un certain nombre de propriétésphysiques,
elles sont généralement des lipides a la température ordinaire, elles sont solublesdans les
alcools, et dans la plus part des solvants organiques (Paris et Hurabielle., 1981)

D’apres Padrini et Lucheroni(1997), les huiles essentielles sont divisées en quatreclasses,
suivant leurs couleurs:

- Les H.E. incolores.

- Les H.E. jaunes.

- Les H.E. bleues.

- Les H.E. vertes brunes ou jaunes verts.

- Leur point d’ébullition varie de 160°C a 240°C.

- Leur densité est inférieure a celle de 1’eau, varie de 0,75 a 0,99.
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- Elles ont un indice de réfraction élevé.

- Elles sont trés altérables, sensibles a 1’oxydation, elles sont donc de
conservationlimitée.

- Dissolves les graisses, 1’iode, le soufre, le phosphore et réduisent certains
sels(Legrand., 1978)

I-5Le réle physiologique

Beaucoup de plantes produisent les H.Es en tant que métabolites secondaires. Leur rble
exact dans le processus de la vie dans la plante reste encore mal connu. Selon Bakkali (2008),
les H.Es peuvent avoir plusieurs effets «utiles » pour la plante : repousser ou au contraire
attirer les insectes pour favoriser la pollinisation, comme source énergétique, facilitant
certaines réactions chimiques, permettant de conserver I’humidité des plantes désertiques,
réduction de la compétition des autres espéces de plante par inhibition chimique de la
germination des graines, par protection contre la flore microbienne infectieuse, action
répulsive sur les prédateurs par gout et effets défavorables.

I-6Les compositions chimiques des huiles essentielles

Tout comme les plantes sont classées en familles, les produits naturels sont aussi classés en
familles. Les principales familles des produits naturels qui se retrouvent comme constituant
chimique des huiles essentielles sont les terpénes et les phénylpropanes (composés
aromatiques). Les composés de la dégradation d’acides gras et les composés de la dégradation
des terpénes sont aussi frequemment retrouvés dans les huiles essentielles.

I-6-1Les terpenes

Les terpénes étant des constituants caractéristiques et importants de la plupart des plantes a
I’huile essentielle, nous avons indiqué la biosynthése de cette famille de produits naturels a la
figure 2 (F.-X. Garneau., 2001). L’acide mévalonique, métabolite important dans la
biosynthése des terpenes se transforme en deux unités de pyrophosphate d’isopentényle, IPP,
et de pyrophosphate de B,B-diméthylallyle. La combinaison de ces deux pyrophosphates
produit le pyrophosphate de géranyle (GPP) qui de transforme en géraniol et autres
monoterpénes. La synthese des autres terpénes s’effectue a la suite de condensations d’autres

unités d’IPP.
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Acide mevalonique— IPP + pyrophosphate de [,p—diméthylallyle

|

Autres monoterpenes (Co)<— Géranyl pyrophosphate (GPP)
(2x Cs)

GPP + [PP ———= tout-trans-farnésyle pyrophosphate (3 x Cs)
(FPP)

l

Autres sesquiterpenes (Cys)

(4xCs)

FPP + IPP — Géranylgéranyle pyrophosphate —  Autres diterpénes (C,g)

Figure (1) : biosynthése des terpénes (Bakkali et al., 2008)

Des exemples de constituants chimiques ainsi que leur structure moléculaire sont illustrés

aux figures (2).

Monoterpéenes
Hydrocarbures :
Limonene a-Pinéne Santéne Tricyclene
odeur fraiche odeur de pin, de odeur douce, camphrée.  présent dans beaucoup
rappelant I’orange térébentine balsamique d’huiles essentielles
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Alcools:
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oH
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Nérol Pmof:ar\ egl '
. - endo-Fenchol odeur fraiche, épicée.
odeur agréable de rose .
= balsamique

Aldéhydes et cétones :

o
CHO
O

Citronellal ST cis-Thujone
odeur fraiche. de Piperitone L huile du feuillage de Thuja
. odeur de menthe poivrée . .
citronnelle occidentalis
Esters, éthers et phénols :
~/
OH
2[)
OAC Jé
Acetate de bornyle 1.8-Cincole Carvacrol
huile essentielle de odeur typique de odeur de thymol
divers Picea I’Eucalyptus globulus  présent dans certains origans
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Sesquiterpenes
Hydrocarbures :

~L~ i R

. . a-Humuléne

Germacrene B ‘ o _
. largement distribué dans

largement distribué dans

les huiles essentielles

les huiles essentielles :
houblon.
Alcools :

", &
gy : ‘j}
11544
cis-cis-Farnésol a-Eudesmol Ledol
fréquent dans les présent dans diverses ~ Huiles ess. de la
huiles essentielles huile d’Eucalyprus

5-néo-Cédranol
racine de valérianne

Figure(2) : exemples de structures de terpénes (Bakkali et al., 2008)

I-6-2Les composés aromatiques

Les dérivés du phénylpropane sont moins abondants que les terpénoides. Cette classe

comprend des composés odorants comme la vanilline, I’engénol, 1’anéthole, 1’estragole et

bien d’autres. Ils sont plus fréquents dans les H.Esd’ Apiaceae(anis, fenouil, cannelle, basilic).
I-6-3Les composés d’origine diverses

Il existe un nombre non négligeable de produits résultant de la transformation de molécules

non volatiles issues soit de la dégradation des terpénes non volatils qui proviennent de 1’auto-

oxydation par exemple des caroténes ou des acides gras comme les acides linoléique et o-
linolénique en (3-cis hexanol, decanal, B-ionone) (Piochon., 2008).
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I-7 Les méthodes d’extraction des H.Es

Un potentiel chimique des agro ressources passe une premicre étape d’extraction des
composés spécifique d’une espéce botanique sélectionnée, ceux-ci est en général
correspondent aux huiles essentielles, mais présent en faible quantité. De nouveaux procédés
d’extraction dépendra de la nature du matériels végétal a traiter (graines, feuilles, ramilles) et
de la nature des composés ( par exemple, les flavonoides, les HEs, les tanins) (Legrand.,
1993), qui doivent donc utilises de fagon a obtenir ces huiles dans une fraction de
concentration maximale, et dans un état chimique le plus proche possible de leur structure
native.

I-7-1 La distillation

Selon PIOCHON (2008), il existe trois différents procédés utilisant le principe de la

distillation : I’hydrodistillation, I’hydrodiffusion et I’entrainement a la vapeur d’eau.
I-7-1-1- Phydrodistillation

L’hydrodistillation est sans doute le procédé chimique le plus ancien, le principe était déja
connue et utilisé par les Egyptiens dés I’'TVéme siécle apres J.C.

11 s’agit de la méthode la plus simple et, de ce fait la plus anciennement utilisée. La maticre
végétale est immergée directement dans un alambic d’eau, placé sur une source de chaleur, le
tout est ensuite porté a I’ébullition. Les vapeurs sont condensées dans un réfrigérant et I’'H.E
se sépare de I’hydrodystilat par simple différence de densité. L’H.E étant plus 1égere que
I’eau, elle surnage au-dessus de 1’hydrolysat (figure 3). Cependant, I’hydrodistillation possede
des limites. En effet, un chauffage prolongé et trop puissant engendre la dégradation de

certaines molécules aromatiques (Bruneton., 1993).

Figure (3) : photo représente 1’appareild’hydrodistillation (Bouakkaz et Dahou., 2015)
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I-7-1-2Lhydrodiffusion
Cette technique est relativement récente. Elle consiste a faire passer du haut vers le bas, et
a pression réduite la vapeur d’eau au travers la matieére végétale. L’avantage de cette méthode
est d’étre plus rapide donc, moins de dommageable pour les composées volatils.
I-7-1-3L’entrainement a la vapeur d’eau
Dans ce type de distillation, le matériel végétal ne macére pas directement dans 1’eau.
Il est lacé sur une grille perforée au travers de laquelle passe la vapeur d’eau (fig :4).
La vapeur endommage la structure des cellules vegétales et libére ainsi les molécules
volatile qui sont ensuite entrainées vers le réfrigérant. Cette méthode apport une amélioration

de la qualité de ’H.E en minimisant les altérations hydrolytique.

Vapeur d'eau chargée Eau chaude
d’huile essentielle

Huile essentielle
Plantes aromatiques

Vapeur d'eau

Eau froide

Eau
Eau florale

Eau florale +

Chaleur_.(.' / / (1 ) huile essentielle

AVAVAVAVAVAN

Essencier

Figure(4) : représente une photo de I’appareil d’extraction par L’entrainement a la vapeur

d’eau (Lucchesi., 2005)
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I-8 Les facteurs influencant la composition chimique des H.Es

Il existe beaucoup de facteurs externes pouvant influencer la composition chimique de
I’H.E : la température, le taux d’humidité, la durée d’ensoleillement, la composition du sol, la
partie de la plante utilisée, le cycle végétatif de la plante, la méthode utilisée pour
I’extraction ; sont d’autant de facteurs susceptibles d’exercer les modifications chimiques.
Outre la composition, ces facteurs peuvent également avoir in impact sur la teneur en H.E, par
exemple : les citrus ont une teneur importante en H.E lorsque la température est élevée. Les
fleurs sont riches en H.E sous I’effet de fertilisants (Bruneton, 1999).

I-9La toxicité des H.Es

Les H.Es ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisées sans risque. Certaines H.Es
sont dangereuses lorsqu’elles sont appliquées sur la peau, en raison de leur pouvoir irritant
(les huiles riches en thymol, ou en carvacrol), allergéne (huiles riches en cinnamaldéhyde) ou
photo-toxique (huiles de citrus contenant des furacoumarines), d’autres H.Es ont un effet
neurotoxique (les cétones comme I’a-thujone sont toxiques pour les tissus nerveux). La
toxicité des H.Es est assez mal connue. Il manque de données sur leurs éventuelles propriétés
mutagenes et cancérigénes. La plupart du temps, sous le terme de toxicité sont décrites des
données expérimentales accumulées en vue d’évaluer le risque que représente leur emploi. Il
existe quelques H.Es dont certains composés sont capables d’induire la formation de cancer,
c’est le cas par exemple de dérivés d’allybenzéne ou de propenylbenzéne comme le safrole,

I’estragole, la B-arasone, et le methy-eugénol (Guba, 2001).

I-10 La conservation des H.Es

Les huiles essentielles de bonne qualité peuvent se conserver plusieurs années sous
certaines conditions, jusque cing ans pour les H.E.C.T par exemple.

Les huiles essentielles sont volatiles, il ne faut donc pas oublier de bien fermer les flacons.
Il est préférable de les conserver dans un flacon en aluminium ou en verre teinté (brun, vert,
ou bleu) et de les garder a 1’abri de la lumiére a une température ambiante jusque vingt degrés
(Afnor, 2010).

Il existe des normes spécifiques sur I’emballage, le conditionnement et le stockage des

huiles essentielles (Afnor, 2010) ainsi que sur le marquage des récipients contenant des H.E.

11
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I-11- Les domaines d’utilisation
I-11.1- La phytothérapie

L’aromathérapie est une branche de la phytothérapie qui utilise les H.Es pour traiter un
certain nombre de maladies. Cette spécialité préoccupe de plus en plus des médecins et des
pharmaciens qui ont publié un nombre important d’ouvrages d’aromathérapie (Roulier.,
1992).

Les H.Es sont largement utilisés pour traiter certaines maladies internes et externes
(infections d’origine bactérienne ou virale, troubles humoraux ou nerveux). En médecine
dentaire, plusieurs HE ont donné des résultats cliniques tres satisfaisants dans la désinfection
de la pulpe dentaire, ainsi que dans le traitement et la prévention des caries. La listerine qui
est une solution constituée d’HE de thymol et d’eucalyptol posséde une grande activité
bactéricide sur les microorganismes de la salive et de la plaque dentaire (Kato et al., 1990).

Les huiles essentielles de thym et de romarin ont été utilisées pour soulager la fatigue, les
maux de téte, les douleurs musculaires et quelques problémes respiratoires. Des études trés
récentes ont montré que le géraniol a une action sur les cellules cancéreuses du colon, en plus
de I’activité anti inflammatoire, récemment mise en ¢vidence (Siani et al., 1999).

I-11.2- L’utilisation en aéro-ionisation

Dans les locaux, on peut aseptiser I’atmosphére avec un ionisateur d’huiles essentielles. 11
se forme ainsi des aérosols vrais aromatiques, ionisées, créant de I’oxygeéne naissant ionique,

fortement bactéricide, tout en contribuant a dépolluer I’atmosphere (Taldykin., 1979).

I n

Elles servent dans la fabrication du " paragerm ", solution volatile a base d’essences
naturelles (citron, lilas) a activité bactéricide, acaricide et fongistatique qui s’est révélée sans
aucune toxicité pour I’homme aux doses utilisées (Mallea et al., 1979).
I1-Les Propriétés biologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont connues pour étre douées de propriétés
antiseptiquesetantimicrobiennes. Beaucoup d'entre elles, ont des propriétés antitoxiques,
antivenimeuses, antivirales, antioxydantes, et antiparasitaires.

L'activité biologique d'une huile essentielle est a mettre en relation avec
sacompositionchimique et les possibles effets synergiques entre ses composants. Sa valeur
tienta son«totum»; c'est-a-dire, l'intégralité de ses constituants et non seulement a ses

composés majoritaires (Lahlou, 2004).

12
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I1-1L>Activité antimicrobienne
11-1-1 L’ Activité antifongique

Selon Vokouet al. (1988), les huiles essentielles les plus étudiées dans la littérature pour
leurs propriétés antifongiques appartiennent a la famille des Labiaceae : thym, origan,
lavande, menthe, romarin, sauge,...etc. Etant donnée la grande complexité de la composition
chémotypique des huiles essentielles, malgré de possibles synergies certains auteurs préferent
¢tudier I’effet d’un composé isolé pour pouvoir ensuite le comparer a 1’activité globale de
I’huile.

Ainsi Pactivité fongistatique des composés aromatiques semble étre liée a la présence de
certaines fonctions chimiques. Ils ne concluent que les phénols (eugénol, chavicol 4-allyl-2-6-
diméthoxyphénol) sont plus antifongiques et que les aldéhydes testés (cinnamique et hydro
cinnamique). lls présentent également des propriétés fongistatiques trés marquées. Les
groupements méthoxy, a ’inverse, ne semblent pas apporter a ce type de molécules une
fongitoxicitésignificative.

11-1-2 L’Activité antibactérienne

Du fait de la variabilité des quantités et des profils des composants des H.Es, ilest,
probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable a un mécanismeunique,mais
a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire.(Carson et al., 2002)

De fagon générale, il a été observé une diversité d’actions toxiques des H.Es sur les
bactéries comme la perturbation de la membrane cytoplasmique, la perturbation de la force
motrice de proton, fuite d'électron et la coagulation du contenu protéique des cellules.
(Davidson, 1997)

Le mode d’action des H.Es dépend en premier lieu du type et des
caractéristiquesdescomposants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur permet
de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne.
Cela peut induire un changement de conformation de la membrane (Cox et al., 2000; Carson
et al.,2002).

11-1-2-1 Le mécanisme d’action antimicrobienne

Les huiles essentielles ont un spectre d’action trés large, Leur activité antibactérienne est
principalement fonction de leur composition chimique, et de la nature de leurs composés
volatils majeurs (Caillet et al., 2007).

D’une maniere générale leur action se déroule en trois phases :
e Attaque de la paroi bactérienne par 1’huile essentielle, provoquant une augmentation de la

perméabilité puis la perte des constituants cellulaires.
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e Acidification de I’intérieure de la cellule, bloquant la production de 1’énergie cellulaire et
la synthese des composants de structure.
e Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie.

11-1-2-2 La méthode de détermination de I’activité antibactérienne
L’examen des données bibliographiques fait apparaitre la diversité des méthodologies
utilisées pour mettre en évidence 1’activité antibactérienne des H.Es. Le choix de la méthode
est conditionné par 1’insolubilit¢ des H.Es dans les milieux aqueux, leur volatilité, et la
necessité de les tester a de faibles concentrations.
11-1-2-2-1 L>aromatogramme

L’aromatogramme est basé sur une technique utilisée en bactériologie médicale appelée
antibiogramme ou méthode de disques ou méthode par diffusion en milieu gélosé. La
technique consiste a utiliser des disques de papier imprégnes des différentes substances a
tester, puis déposés a la surface d’une gélose uniformément ensemencée avec une
suspension de la bactérie a étudier.

Apres incubation, les colonies se développent a la surface de la gélose laissant des zones
vierges autour des disques appelée zone d’inhibition est proportionnel a I’activité
bactériostatique de H.E sur le germe testé.

On peut exprimer cette activité soit en indiquant directement le diamétre de la zone
d’inhibition en millimétre, soit en traduisant en croix le degré d’activité (Guerin et Carret,

1999).

Doite de pén

Ensemencement de la gctose

en nappe par Tl de Finocuhim he Gelose Mudler Hinton

Depol nseplique d'un disque
mibibe de Mwile essenticlle

Z: zone d'inhibition

——Croissamce mcrobierme

Figure (5) : Méthode de détermination de ’activité antibactérienne par I’aromatogramme (Guerin et Carret,
1999)
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11-1-2-2-3 La méthode de dilution

Les huiles essentielles a tester peuvent également étre directement mélangées en
concentration connue au milieu de culture, qu’il soit solide ou liquide (exige la dispersion
homogéne par un émulsifiant). Le milieu est ensuite inoculé & un taux déterminé de
microorganismes, aprés incubation, on note la présence ou I’absence de culture. La lecture
peut-étre visuelle ou a 1’aide d’un spectrophotomeétre, le degré d’inhibition est en rapport avec
la turbidité du milieu (Robert-Demuet, 1995).

11-1-2-3 La détermination de CMI

Cette technique de détermination des CMI par contact direct en milieu gélosé ou liquide,
consiste a disperser 1’agent antimicrobien en concentration variable de fagon homogene et
stable dans le milieu de culture du germe étudié. Cette technique, tres fiable et reproductible
pour les agents antimicrobiens hydrosolubles, pose un probleme de diffusion et
d’homogénéité de dispersion avec les HE qui ont une tres faible solubilité dans les milieux de
culture aqueux. Ce probléme a été résolu en partie par 1’utilisation d’émulsions des HE dans
des solutions de différents détergents comme le Tween 20 et le Tween 80 ou le DMSO.
(CLSI., 2007).

I1-2- L’activité antioxydante

11-2-1- La définition

Le pouvoir antioxydant de ces huiles est développé comme substitut dans la conservation
alimentaire. Ce sont surtout les phénols et les poly-phénols qui sont responsables de ce
pouvoir (Richard, 1992).

Lorsque I’on parle d’activité antioxydante, on distingue deux sortes selon le niveau de Leur
action : une activité primaire et une activité préventive (indirecte). Les composés qui ont une
activité primaire sont interrompus dans la chaine auto-catalytique de 1’oxydation. En
revanche, les composés qui ont une activité préventive sont capables de retarder 1’oxydation
par des mécanismes indirects tels que le complexe formé par des ions métalliques ou la
réduction d’oxygene (Madhavi et al. 1996)

11-2-2 Lemécanisme d’action des antioxydants

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de 1’oxygene

singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de

radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition. (Favier, 2006).
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11-2-3 Les différentes types d’antioxydant
11-2-3.1Les antioxydants primaires
La cellule est pourvue d’enzymes antioxydantes qui sont des systemes de défense
tresefficaces puisque les enzymes ont la propriéte de pouvoir réaliser un travail de
faconpermanente Cette ligne de défense est constituée de superoxydedismutase (SOD),
decatalase et de peroxydase (glutathion et ascorbate). (Lehucher-Michel., 2001).
11-2-3.2Les antioxydants secondaires
Ce sont des molécules exogenes. Contrairement aux enzymes antioxydantes, une
moléculed’antioxydant piege un seul radical libre. Pour pouvoir fonctionner a nouveau, cette
moléculed’antioxydant doit donc étre régénérée par d’autres systémes (Dacosta., 2003).
11-2-4 La méthode de détermination de I’activité antioxydante : Réduction du
radical libre DPPH
Le DPPH est un radical stable et il présente en solution une absorption caractéristique a
517 nm qui lui confere une coloration violette. Cette couleur disparait rapidement lorsque le
DPPH est réduit par un capteur de radicaux libres. On peut résumer cette réaction par

I’équation suivante :
DPPH + (AH), — DPPH-H+ (A)

Ou (AH)n représente un compose capable de céder un hydrogene au radical DPPH. (violet)
pourle transformer en molécule DPPH-H (Brand-Williams et al., 1995).
I11- Lesgénéralités sur les souches bactériennes étudiées

I11-1 Escherichia coli

Les bactéries de ce genre sont les coques a gram négatif les cellules isolées ou paires,
habituellement mobiles (Figure 13) et pourvus de fimbriae, métabolise respiratoire lorsque les
conditions sont aérobie ; pratiguement la fermentation ou la respiration nitrique en
anaérobiose (Singleton,1984).

Ils constituent 1’espéce dominante de la flore aérobie ; les E .coli n’existent pas dans ’eau
et le sol, leur présence est un indicateur de contamination fécale.

Les E. coli sont les bactéries le plus souvent en cause de les infections urinaire,les

bactéries qui dans la vaste population des E .coli commensaux du tube digestif.

16



Synthese bibliographique

Ny

Figure (6) : forme microscopique ; (A) la bactérie E. coli sous microscope électronique,
(B) la bactérie E. coli sous microscope optique avec la coloration de Gram(Singleton.1999).
111 -2 Staphylococcus aureus

Les bactéries de ce genre sont les coques a gram positif de 0.5a1.5 um de diametre, qui
sont associées par paire, en chainettes de 3 a 5 coques, ou en amas irréguliers en grappe de
raisins (Figure 7). elles sont immobiles et non sporulées .chez I’homme elles sont responsable

aux infections de la peau et des muqueuse (sutra et al,1998).

87

Figure (7): forme microscopique; (A) la bactérie Staphylococcus aureus sous
microscope électronique, (B) la bactérie E. coli sous microscope optique avec la coloration de
Gram(sutra et al, 1998).

111-3 Pseudomonas aeruginosa

C’est une bactérie gram négative, batonnets (Figure 15). La plus part des espéces ont un ou
plusieurs flagelles par cellules, habituellement polaires et non grainés, aérobies ou
anaérobies facultatifs. C’est une bactérie qui vit a 1’état saprophytique dans I’eau et le sol
humide ou sur les végétaux, elle peut aussi vivre en commensale dans le tube digestif de
I’homme et de divers animaux et exercer chez certains de ces hotes un pouvoir pathogene
indiscutable.cette bactérie est habituellement incluse dans la liste des bactéries

pathogenes(Singleton,1984).
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Figure (8): forme microscopique ; (A) la bactérie Pseudomonas aeruginosa sous
microscope électronique, (B) la bactérie E. coli sous microscope optique avec la coloration de
Gram(Singleton,1984).

I11-4Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenesest une bactérie & Gram-positif, du genre Liste ria,
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Figure (9): forme microscopique; (A) la bactérie Listeria monocytogenes sous
microscope électronique, (B) la bactérie E. coli sous microscope optique avec la coloration de
Gram(Singleton,1984).

C’est la seule espece du genre Liste ria pathogéne pour ’homme ; il s’agit d’un bacille
depetite taille, non sporulé, aéro-anaérobie facultatif, ubiquitaire (sol, végétaux, eau),
possedantune catalase et mobile a 20 °C. Selon certaines études, 1 a 10 % des humains
seraient porteurssains de L.monocytogenesdans leur intestin.

111-5 Klebsiella pneumoniae
Le genre Klebsiella (klebsielles)est les coques a gram négatif, de la famille des
entérobactéries, comporte cing espéces(dont I'espece-type est Klebsiella pneumoniae qui est

la plus fréequente (Figure 10).
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Figure (10) : forme microscopique ; (A) la bactérie Klebsiellapneumoniae sous microscope
électronique, (B) la bactérie E. coli sous microscope optique avec la coloration de
Gram(Singleton.1999).

La Klebsiella est une espéce de bactérie dont la plus connue est la Klebsiella pneumoniae.
La Klebsiella est naturellement présente au niveau de certains organes comme le tube digestif
ou les poumons, mais son action est bien contrdlée par l'organisme, d'ou lI'absence d'infection.
A la faveur d'un organisme immunodéprimé c'est-a-dire dont les défenses immunitaires sont
diminuées ou d'un autre événement intercurrent, cette bactérie peut devenir « agressive » et
étre responsable dangines, d'infections pulmonaires, parfois d'infections urinaires ou

d'infections plus généralisées.
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I- Les Matériels

I-1- Les Matériels végétales

Notre étude portera sur quatre plantes aromatiques ; Mentha piperita, Thymus vulgaris,
Elettaria cardamomum et Origanum majorana riches en huile essentielle. Ces plantes ont été
achetées du marché local de la région de Laghouat. Le choix de ces derniéres est basé sur
I’utilisation en médecine traditionnelle pour le traitement de plusieurs maladies humaines
ainsi que sur leur disponibilité locale. Les plantes ont ét¢ 1égérement broyées a 1’aide d’un
mixeur.

I-1-1L°Origanum Majorana

La Marjolaine ou Origan des jardins (Origanum majorana) est une espécevivace de la

famille des Lamiacées, cultivée comme plante condimentaire pour ses feuilles aromatiques.

C'est une espéce trés proche de I'Origan commun (Origanum vulgare). Elle est parfois

appelée Marjolaine des jardins.
Autres noms communs : marjolaine officinale, marjolaine a coquilles.

Classification :

Regne Plantae
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Sous-Famille Nepetoideae
Tribu Mentheae
Genre Origanum

Figure (11) : photo représente la plante d’Origanummajorana
(Bertrand., 2008)

I-1-2 Le Thymus vulgaris

Thymus est un genre de plantes (couramment appelées thym ou serpolet) de la famille des

Lamiacées. Ce genre comporte plus de 300 espéces. Ce sont des plantes rampantes ou en
coussinet portant de petites fleurs rose pale ou blanches. Ces plantes sont riches en huiles

essentielles et & ce titre font partie des plantes aromatiques. La principale huile essentielle de

Thymus vulgaris est un terpénoide qui lui doit son nom, le thymol, une substance bactéricide.

Dans le sud de la France, le thym est aussi fréquemment appelé farigoule (de son nom

occitan : farigola).
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Classification :

Regne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae

Figure (12) : photo représente la plante de Thymus vulgaris (Bertrand., 2008)

I-1-3L’Elettaria cardamomum
La cardamome : (Elettaria cardamomum) est une plante herbacée a rhizome appartenant

au genre Elettaria de la famille des zingibéracées originaire de la cote de Malabar, région

d'Inde dont provient également le poivre. Elle est parfois appelée cardamume verte ou
cardamume aromatique pour bien la différencier d'autres plantes apparentées.

Classification :

Regne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Liliopsida
Ordre Zingiberales
Famille Zingiberaceae
Genre Elettaria

Figure (13): photo représente la plante

d’Elettariacardamomum(Bertrand., 2008)
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I-1-4LaMentha piperita

Les menthes forment un genre (Mentha) de plantes herbacées vivaces de la famille des

Lamiacées (Labiées), sous-famille des Nepetoideae, tribu des Menthae, comprenant de
nombreuses espéces, dont beaucoup sont cultivées comme plantes aromatiques et
condimentaires, ornementales ou médicinales.

Classification :

Regne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Mentha

Figure (14) : photo représente la plante Mentha piperita(Bertrand., 2008)

.1-2- Les Souches bactériennes testées

Les souches bactériennes choisies pour cette étude sont des bactéries pathogenes
impliquées fréquemment dans la contamination et ’altération des denrées alimentaires.Ces
souches nous ont été¢ fournies par le laboratoire de recherche de biologie de 1’Université de
Laghouat. Elles sont entretenues par repiquage sur gélose nutritive favorable a leur croissance
’obscurité pendant 24h a 37°C.

Tableau(1):Origines des souches utilisées dans les différents tests d’activité antimicrobienne (original. 2015)

Bactérie Gram Code Origine
Staphylococcus aureus ATCC 6538 MNHN
Listeria monocytogenes E ATCC 19111 LAPRONA
S
Escherichia coli = ATCC 27853 MNHN
Pseudomonas aeruginosa ATCC 25921 LAPRONA
Klebsiella pneumoniae . ATCC 8739 MNHN
% IBMC Strasbourg MNHN

MNHN : Muséum National d’Histoire Naturelle (Paris) ; LAPRONA : Laboratoire des Produits Naturels (Université de Tlemcen).
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I1-LesMéthodes
I11-1 Le Procédé d’extraction des huiles essentielles
L’extraction de I’huile essentielle(H.E) a été effectuée par hydrodistillation dans un

appareil de type Clevenger. 200g de poudre de chaque plante est introduite dans un
balloncontenant 1000ml d’eau a été distillé pendant 3 heures.

Les huiles essentielles moins denses que 1’eau surnagent a la surface ont été récupéré

soigneusement et conservées au réfrigérateur a 4 °C dans des tubes en verre vissés afin de les
préserver de la lumiere et de la chaleur.

Sortie d'eau tiéde

Réfrigirant a eau
Entrée d'eau froide

tube de mesure

Ballon matériel végétal

Chauffe ballon

Figure(15) : Photo représente le dispositif d’hydrodistillation (Bouakkaz et Dahou., 2015)

Le rendement en H.E est le rapport entre de poids de H.E extraite et le poids de la

biomasse veégétale a traiter. Le rendement est exprimé en pourcentage (%) et calcule par la
formule suivante :

R= (p,/p,) X 100

Avec :
R = rendement en H.E en %
.pr, =poids de H.E en gramme

.p, =poids de biomasse végétale en gramme.
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I1-2Letest de ’activité antibactérienne
11-2-1Les milieux de culture
Suivant les méthodes employées, et selon les souches, nous avons utilisé les milieux de
cultures suivants : gélosenutritive, gélose de Mueller Hinton (M.H) et gélose de conservation,
le bouillon nutritif, le milieu liquide BHIB et I’eau physiologique.
11-2-2 LaPréparation de I’inoculum
11-2-2-1 LaPréparation des pré-cultures
Les tests antibactériens doivent étre réalisés a partir des cultures jeunes de (18 a 24 heures)
en phase de croissance exponentielle.La réactivation des souches est effectuée par
ensemencement de I’espeéce bactérienne dans un milieu liquide bouillon nutritif(BN).Aprés
incubation pendant 24 heures a 37°C, un deuxiéme repiquage est réalisé dans des boites de
pétri contenant de la gélose nutritive (GN)puis incubées a37°C pendant 18 heures.
11-2-2-2LaPréparation de la suspension bactérienne
A partir des cultures jeunes sur (GN) on préléve 3 a 5 colonies bien isolées et identiques
dans 5ml d’eau physiologique stérile, on agite au vortex pendant quelques secondes. La
standardisation de la suspension 106UFC/ml qui correspond a une densité optique comprise
entre 0.08 et 0.1 mesurée a I’aide d’un spectrophotométre réglé a 623 nm.Ensuite on a agité
fortement, une culture bactérienne fraiche est préparée et incubé pendant 18H-24H a 37°c.
I1-3Lamesure de ’acticité antibactérienne par la méthode des disques
11-3-1 Le Protocole expérimental
Couler aseptiquement le milieu de culture gélosé Mueller Hinton dans les boites de pétri a
raison de 15 ml par boite .on laisse solidifier sur la paillasse. 1 ml de chaque suspension de
culture bactérienne de concentrationd’environ(10°UFC/ml) et préparé a partir d’une culture
de 18 heures, et étalé a la surface du milieu MH par écouvillonnage.
11-3-1-1Le dépobt des disques
A Tl’aide d’une pince stérile, nous avons préleve un disque de cellulose stérile de
(diamétre : 6mm) et I’imbiber avec deux volume2,5ul et 10ul de I’'H.E a tester, en mettant
seulement en contact le bout du disque, puis déposer sur la gélose. Nous avons fermé les
boites de pétri et laisse diffuser a température ambiante pendant 30mn, et mises a 1’étuve a la

température de 37°C pendant 24h.

11-3-1-2Lal ecture
Selon ponce etal. (2003) La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone

d’inhibition autour de chaque disque a I’aide d’un pied a coulisse.
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Les résultats sont exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition comme sulit :
Non sensible (-) pour les diamétres moins de 8mm ;
Sensible (+) pour des diametres de 8 a 14mm ;
Tres sensible (++) pour des diamétres de 15 a 19mm ;
Extrémement sensible (+++) pour les diametres plus de 20mm.
11-3-2Letest de sensibilité aux antibiotiques : antibiogramme
Ce test a été réalisé pour étudier 1’antibiogramme standard des germes utilisés et le
comparer avec 1’effet de nos extraits des huiles essentielles. Les disques d’antibiotiques sont
déposés a la surface d'un milieu gélosé, préalablement ensemencé avec une culture pure de la
souche a étudier. La sensibilité des bactéries aux antibiotiques est appréciée selon le méme
protocole qu’avec les disques de papiers imprégnés d’extrait.On a utilisé un antibiotique
[ampicilline (AMP)], Le choix a été faiten fonction de la disponibilité (Essawiet Srour, 2000).
I1-3-3Ladétermination de la concentration minimale inhibitrice CMlpar la
méthode de microdilution
La valeur de la CMI est déterminée pour les H.Es des quatre plantes qui ont montrées une
activité antibactérienne significative. Pour cela une serie des dilutions comprise entre : 1/100
et 1/6.66 estétablie dans destubes a essais contenant 9 ml de bouillon B.H.I.B a partir d’une
solution mere d’HE a 15% préparée préalablement dans du DMSO.Les tubes a essais sont
ensuite inoculéspar les cultures bactériennes préparées dans 1’eau physiologique a une densité
optique de 0,08 a 0,1déterminée a 623 nm.
Il -4-L’etude de ’activité antioxydante :Test anti-radicalaire contre le DPPH
11.4.1 Le Principe de la méthode
Afin d’étudier les activités antiradicalaire des huiles essentielles des quatre plantes etudiées
nous avons utilisé la méthode basée sur le DPPH (1,1-diphenyl-2 picrylhydrazyl) comme un
radical relativement stable. Ce test consiste a mettre le radical DPPH de couleur violette
intense, en présence des molécules dites antioxydantes afin de mesurer leur capacité a le
réduire.
La forme reduite diphényl picryl-hydrazine de couleur jaune n’absorbe plus a 517 nm, ce

qui se traduit par une diminution de I’absorbance (Sanchez-Moreno, 2002).
11.4.2Le Protocole expérimentale

L’activité des antioxydants des chaque huiles essentielles diluée dix fois préalablement

dans de 1’éthanol pur est déterminée par la méthode de Blois modifiée.
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Elle consiste a mélanger dans un tube en verre 100 ul de chaque huile essentielle a
différentes concentrations avec 2.9 ml de DPPH(ADbSs;7 nm 0.9-1.0).Aprés 30 minutes
d’incubation a 1’obscurité et a température ambiante, 1’absorbance des échantillons est
effectuée contre un contrle a 517 nm.L’acide ascorbique a été¢ utilisé comme antioxydant
standard.

Le pouvoir antioxydant est évalué par le pourcentage d’inhibition ou effet piégeurdu
radical DPHH par les antioxydants d’extrait d’algue par la formule suivante : le pourcentage
d'inhibition = (Absorbance du contréle — Absorbance d'essai/ Absorbance du controle) x100.

Leparamétre ICso (concentration équivalente a 50% de DPPH perdu) est défini comme
étant laconcentration du substrat qui cause la perte de 50% de l'activité de DPPH (couleur).
Ces ICso sont déterminés graphiquement des quatre tests separés, dont 1’abscisse représente la
concentration de 1’extrait brut et ’ordonné 1’activité antioxydante en pourcentage. La valeur
de chaque ICso exprime la concentration de 1’extrait exigée pour réduire 50% de DPPH en

solution. (Fuhrman et al, 1995 ;Rice-Evans et al.,1996 ; Jovanovic et al.,1998).
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Résultats et discussion

I- Le Rendement en huiles essentielles

Le rendement des huiles essentielles des quatre plantes médicinales extraites par le procéde
d’hydrodistillation a donner les résultats représentés dans le tableau ci-dessous.Le rendement
de Cardamum est le plus élevé (3,4%) par rapport a 1’Origanum majorana, Thymus vulgaris
et Mentha piperita avec les rendements respectifs 1.5%, 1,15% et 0.7 %.
Tableau(2) : Le rendement d’extraction des huiles essentielles des plantes aromatiques

étudiées (Original., 2015).

Volume de Rendement

Plantes Densité
’HE (mL) (%)
Mentha piperita 1.4 0.7 0,68
Thymus vulgaris 2.3 1.15 0,52
Elettaria cardamomum 3.4 3.4 0,84
Origanum majorana 3 1.5 0,63

I1-L’évaluation del’activité antibactérienne des huiles essentielles

I1-1-Les résultats des tests antimicrobiens
L’effet des huiles essentielles de Mentha piperita,d’Elettaria cardamomum, de Thymus
vulgaris et d’Origanum majorana sur la croissance de quelques bactéries a Gram négatif et a
Gram positif a été determiné a I’aide de la méthode de diffusion sur disque. Le Tableau (3)
regroupe I’ensemble des résultats ainsi obtenus.
Tableau (3) : résultatdu test antibactérien des huiles essentielles des quatre plantes

aromatiques(Original., 2015)

o Elettaria Thymus Origanum

Souches Mentha piperita cardamomum vulgaris majorana
2,5ul* 10ul 2,5ul  10pl 2,5ul  10pl 2,5ul  10pl

P.a 6 7 6 6 7 8 6 9
Sa 10 12 9 13 40 55 8 14
L.m 8 9 11 30 34 75 10 45
K.l 8 10 6 6 13 21 9 12
E.c 9 8 6 7 21 23 9 19

" : volume de I’huile essentielle (ul) ;" : diamétre de la zone d’inhibition.
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D’aprés la Figure (16), on constate que ’huile essentielle provoque 1’apparition d’un halo
d’inhibition ceci s’explique par son effet bactériostatique sur les bactéries testées. L’effet
antibactérien dépend d’une part du type d’huile essentielle et d’autre part de la souche testé.

D’apres le Tableau (3), on remarque que I’huile essentielle de la menthe n’a pas montré
une bonne activité antibactérienne par rapport aux autres huiles essentielles. La plus part des
souches bactériennes sont sensibles vis-a-vis de 1’huile essenticlle du thym. Les huiles
essentielles Elettaria cardamomum et Origanum majorana ont une activité antibactérienne

modérée

Listeria
Monocytogenes

Staphylococcus Pseudomonas
Aureus Aeruginosa

Figure (16) :Exemple des résultats des tests antimicrobiens de 1’huile essentielle d’Origanum
majoranaobtenus par la méthode de disques de diffusion sur les vis-a-visles souches

bactériennes(Bouakkaz et Dahou., 2015)

11-1-1-L°Huile essentielle de Thymus vulgaris
Nous remarquons une corrélation entre la zone d’inhibition et le volume de 1’huile
essentielle testée.La zone d’inhibition augmente avec la quantité d’huile vis-a-vis descing
souches testées.L’espéce la plus résistante est Pseudomonas aeruginosa ou nous avons
remarqués que le volume de 10 pl donne une faible zone d’inhibition (8mm) par contre les
bactéries Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, E. colietKlebsiella sont

extrémement sensible ou les diameétres des zones d’inhibitions varies entre 21 et 75mm
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Figure(17) : les diamétres de zones d’inhibition de Thymus vulgarisa2,5ul vis-a-vis les cing

bactéries(Original. 2015)
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Figure (18): les diamétres de zones d’inhibition de Thymusvulgarisa un volume del0ul vis-

a-vis les cing bactéries(Original., 2015).
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11-1-2-L’Huile essentielles d’Elettaria cardamomum :

D’aprés I’histogramme indiqué dans la Figure (21) et (22) on remarque quelisteria
monocytogenesest la plus sensible vis-a-vis de I’huile essentielle d’Elettaria cardamomumbDes
volumes de 2.5 et 10 pl provoquent 1’apparition d’une zone d’inhibition de 11 et 30 mm
respectivement. Dans ces mémes conditions, les autres bactéries sont faiblement sensibles.

Pseudomonas aeruginosa et klebsiella sont lesbactéries les plus résistantes vis-a-vis de

cette huile.
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Figure(19) : les diamétres de zones d’inhibition d’Elettariacardamomuma 2,5ulvis-a-vis les

cingbactéries(Original., 2015).
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Figure(20) : les diamétres de zones d’inhibition d’Elettariacardamomuma un volume de

Diamétre de zone d'inhibition en
mm

10plvis-a-vis les cingbactéries(Original., 2015)
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I1-1-3-L’Huile essentielle d’Origanum majorana
Les tests antibactériens de I’huile dela marjolaine, montrent que Pseudomonas
aeruginosarésiste fortement. De faible zone d’inhibition ont été observée pour les
bactériesEscherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiellapar contre Listeria
monocytogenes est 1’espéce le plus sensible avec une zone d’inhibition de 45mmpour le
volume de 10pl.
L huile essentielle d’Origanum Majoranaprésente une activité trés faible pour le volume

de 2,5ul sur les souches d’Escherichia Coli, staphylococcus aureus, Pseudomonas

aeruginosa.
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Figure (21): les diamétres de zones d’inhibition d’Origanummajoranaa un volume 2,5ul vis-

a-vis les cingsouches bactériennes(Original., 2015)
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Figure(22) : les diamétres de zones d’inhibition d’Origanummajoranaa un

delOplvis-a-vis les cing souches bactériennes(Original., 2015).

11-1-4-L’Huile essentielle de Mentha piperita

volume

D’aprés les histogrammes indiqués ci-dessous, nous avons constaté que presque toutes les

bactéries sont résistantesvis-a-vis de I’huile essentielle de la menthe a I’exception de

Staphylococcusaureus qui est relativement inhibée par cette huile ot une zone d’inhibition de

12 mm est notée pour un volume de 10pl.
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Figure(23) : les diamétres de zones d’inhibition de Mentha piperitaa un volume de2,5ul vis-

a-vis les souches bactériennes testées.(Original., 2015)
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Figure(24) : les diametres de zones d’inhibition de Mentha piperita & un volume delOplvis-a-

vis les souches bactériennes testées(Original., 2015).
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Les résultats du test de 1’antibiogramme réalisé avec 1’ampicilline sont indiqués dans le
Tableau (4). Ce test nous a permisd’évaluer 1’efficacité antimicrobienne des huiles
essentielles des quatre plantes.On observe que les différentes souches de bactéries étudiées
réagissent différemment aux antibiotiques testés. Parmi les souches étudiées les Pseudomonas

se révelent multirésistantes.

Tableau (4): Lesdiamétresdes zones d’inhibition d’ampicillinevis-a-vis les souches
bactérienne étudiées(Original., 2015).

Souche bactérienne Diameétre d’inhibition (mm)

(Disque d’ampicilline a 10 pg)

Staphylococcus aureus 13.33

Listeria monocytogenes 16.33
Pseudomonas aeruginosa 16

Escherichia coli 15.75
Klebsiella pneumoniae 10.00

Nous avons remarqué que les diameétres des zones d’inhibition de I’antibiotique
d’ampicilline sur Staphylococcus aureus est de 13,33mm a presque les mémes diamétres de
zone d’inhibition des huiles essentielles de Mentha piperita, Elettaria Cardamomum etd
’Origanum Majorana, quand on registre les diametres suivants 12mm, 13 mm et 14mm
respectivement.

Par contre huile essentielle de Thymus vulgaris a une zone d’inhibition plus €levé que
I’ampicilline a un diamétre de (55mm).

Listeria monocytogenesest la plus résistantevis-a-vis del’huile essentielle de Mentha
piperita,par contre cette bactérie est tres sensible aux autres huiles essentielles d’Elettaria
Cardamomum, Origanum majorana, Thymus vulgaris qui donnent les diametres suivants :
30mm, 45mm et 75mm respectivement.

Pour la bactérie de Pseudomonas aeruginosa est sensible a I’antibiotique de 1’ampicilline
avec un diametre de 16mm mais elle est tres résistante aux huiles essentielles étudies de

Mentha piperita, d’Elettaria Cardamomum et d 'Origanum majorana, et Thymus vulgaris.
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Escherichia coliestrésistante contre les huiles essentielles de Mentha piperitaet d’Elettaria
Cardamomum par contre elle sensible vis-a-vis des huiles essentielle d’Origanum majorana
et de Thymus vulgaris. L’effet de I’huile essentielle de Thymus sur E. coli est presque
similaire par rapport & celle mesurée avec I’ampicilline.

Pour Klebsiella pneumoniae,nous avonsnoté que 1’action de 1’ampicilline sur cette derniére
est similaire par rapport aux huiles essentielles dOriganum majorana et Mentha piperita.

Par contre 1’huile essentielle de Thymus vulgaris a un effet plus élevé par rapport a
I’antibiotique d’ampicilline.

Nous avons remarqué aussi que la plante Thymus vulgaris est douée de propriétés
antimicrobiennes trésappréciés et cela justifie son utilisation dans le traitement traditionnelle
comme un remédeantibactérien.L'importante actionantimicrobienne démontrée par Thymus
vulgaris est en relation avec sa composition chimique qui contient un composé phénolique
majoritaire thymol etun autre minoritaire carvacrol. Ces deux derniers sont réputés avoir une
trés grandeaction antimicrobienne (Ettayebi et al., 2000 ; Ultee et al., 2000 ; Friedman et al.,
2002 ; Chun et al., 2005).

Nous avons peut conclure des résultats obtenu de 1’activité antibactérienne que les huiles
essentielles de Elettaria cardamomum, Thymus vulgaris et Origanum majoranasont plus
actives sur les bactériesa Gram positif que sur les bactéries a Gram négatif.

Les bactéries gram négatif, ayant une membrane externe composée de phospholipides, de
protéines et riche en molécules de lipopolysaccharides. Cette membrane forme donc une
barriére imperméable (Bouterfas et al., 2014 ; Abirami et al., 2012) et empéche l'entrée de
substance environnementale comme les antibiotiques et les huiles essentielles(Mendes et al.,
2013).La membrane contient aussi des enzymes capables de décomposer la molécule
introduite de l'extérieur.En revanche, les bactéries a gram-positives sont plus sensibles ayant
seulement une couche de peptidoglycane externe qui n'est pas une barriere de perméabilité
effective (Abirami et al., 2012).

11-2-L’évaluation des tests antimicrobiens des huiles essentielles par la Méthode de
dilution

D’apres les tests antibactériennes des huiles essentielles par méthode de disque, seulement
I’Origanum majoranaet Thymus vulgaris ont les meilleurs pouvoirs d’inhibition Vvis-a-VvisS.
aureus et L. monocytogenes. Par conséquent, la concentration minimale inhibitrice(CMI) de la
croissance bactérienne par la méthode de contact direct est mesurée que pour ces deux

bacteries. Les resultats ainsi obtenu sont indiqué dans le Tableau (5).
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Tableau(5) : Les valeurs des concentrations minimales inhibitrices des huiles essentielles de

Thymus vulgaris et Origanum majoranavis-a-visles souches testées (Original., 2015)

Huile essentielle Souche bactérienne CMI (ug/mL)
Origanum majorana  Staphylococcus aureus 141.76
Listeria monocytogenes 113.41
Thymus vulgaris Staphylococcus aureus 70.2
Listeria monocytogenes 46.8

D’apres les valeurs de CMI, les bactéries Staphylococcusaureus et Listeriamonocytogenes
sont sensibles a I’huile essentielle de Thymusvulgaris. Ces résultats sont en accord avec ceux

trouvé par Aligiannis et al. (2001).

Figure(25) : la CMI d’Origanum Majorana vis-a-visstaphylococcus aureus (Bouakkaz et
Dahou., 2015).

|

—_— | —
:

CMI : 113.41pg/mi

Figure (26) :1a CMI d’Origanum Majorana vis-a-vis Listeria monocytogenes (Bouakkaz et
Dahou., 2015).
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CMI : 70.2 pg/mi

Figure (27) : la CMIde Thymus vulgarisvis-a-visStaphylococcusaureus (Bouakkaz et
Dahou., 2015).
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Figure (28) :la CMI de Thymus vulgaris vis-a-vis Listeria monocytogenes (Bouakkaz et
Dahou., 2015).
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I11-L *Activité antioxydante : test du radical DPPH
L'activité antioxydante in vitro des huiles essentielles des plantes étudiees a été évaluée par
la méthode de test de DPPH.Le profil d’activité anti-radicalaire de chaque huile testé vis-a-vis

du radical DPPH est présenté dans la figure ci-dessous (Figure 31).
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Figure (29) : Les résultats de 1’activité antioxydante des quatre huiles essentielles étudiées

mesurée par la méthode de DPPH(Original., 2015).

Le pourcentage de réduction du radical DPPH par les différentes concentrations d’huile
essentielle, montre que le Thymusvulgarisa une activité antioxydante puissante par rapport
aux autres plantes puisqu’une faible activité en termes de piégeage du radical DPPH est
observee.

Le traitement thermique lors de 1’extraction des huiles essentielles par hydrodistillation
peut étre a I’origine d’une perte considérable de la capacité des constituants d’une huile
essentielle a neutraliser le radical DPPH (Catherine et al, 2009).

Nos résultats sont en accord avec ceux trouvé par Bouhdid et al. (2006). Ces auteurs
suggérent que le thymol et le carvacrol sont a I’origine des activités anti-radicalaires et
antioxydantes d’huile essentielle de Thymus vulgaris. Ces deux composés inhibent aussi la
peroxydation lipidique (Brunton, 1999). La valeur d’ECsode Thymus vulgarisainsi déterminée
est égale a 0.6817 mg/ml. Cette valeur est presque similaire par rapport a celle (ECso = 0.480

mg/ml) reporté par Stanisavljevic et al.(2011).
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Conclusion

De nos jours, I’utilisation des plantes médicinales aromatiques a regu un grand intérétdans la
recherche biomédicale et devient aussi importante que la chimiothérapie. Ce regaind’intérét
vient d’une part du fait que les plantes aromatiques représentent une source abondante de
substances et de composés naturels bioactifs en particulier les huiles essentielles et d’autre
part du besoin de la recherche d’unemeilleure médication par une thérapie plus douce sans
effets secondaires.

Durant ce travail, nous avons pu étudier les propriétés antibactérienne et antioxydantes des
huiles essentielles de quelques plantes aromatiques locales (Menthapiperita, Thymus vulgaris,
Elettaria cardamomum et Origanum majorana) de la région de Laghouat.

L’extraction des huiles essentielles de ces quatre plantes ont été extraite a 1’aide du procédé
d’hydrodistillation par 1’appareil de Clevenger. Un rendement d’extraction plus élevé est
obtenu pour 1’Elettaria cardamomum(3,4%) tandis que Mentha piperita a le rendement le
plus faible (0.7 %).

L’¢évaluation 1’activité antibactérienne, par la méthode des disques nous a permis demettre
enévidence le pouvoir antibactérien des huiles essentielles vis-a-vis de cing bactéries.Les
résultats microbiologiques ont montré que les huiles essentielles ont une action élevée sur les
especes bactériennes testées, mais le Thymusvulgaris est le plus efficace sur toutes les
bactéries avec des zones d’inhibition considérables.

Pseudomonas aeruginosa est plus résistante vis-a-vis des huiles essentielles testées.

La méthode de contact direct a montrer du bon résultat pour I’effet de Thymusvulgaris et
1I’Origanum majorana sur les souches bactériennes testées.

Les huiles essentielles d’Elettaria cardamomum, Thymus vulgaris et Origanum majorana
sont plus actives sur les bactéries a Gram positif que sur les bactéries a Gram négatif.

L’huile essentielle de Thymus vulgaris a une pouvoir antioxydant et antiradicalaire plus
puissant par rapport aux autres huiles essentielles étudiées. Par conséquent, cette plante peut
étre valorisée en vue d’extraire des antioxydants qui peuvent étre employées pour des
applications thérapeutiques et agroalimentaires.

Comme perspectives, il est envisageable d’analyser les huiles essentielles qui ont donnée
de bonne propriétés biologiques comme le Thymus vulgaris et Origanum majorana a I’aide
d’une chromatographie en phase gazeuse afin d’identifier leur composées et d’étudier d’autres

activités biologiques.
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