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Introduction

Introduction

Depuis des milliers d'années, I'nomme a utilisé diverses plantes trouvees dans son
environnement, afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies. Ces plantes représentent un
réservoir immense de composes potentiels attribués aux métabolites secondaires qui ont I'avantage
d'étre d'une grande diversité de structure chimique et ils possedent un tres large éventail d'activités
biologiques. Cependant I'évaluation de ces activités demeure une tache trés intéressante qui peut
faire I'intérét de nombreuses études. (Alessaldra,2008).

De nos jours entre 20000 et 25000 plantes sont utilisées dans la pharmacopée internationale,
I'avantage d'étre d'une grande diversité de structure chimique et ils possedent un tres large réservoir
immense de composés potentiels attribués aux métabolites secondaires qui ont plantes dont 15%
sont endémiques et appartiennent a plusieurs familles botaniques (Lekehal et al.,2016), a poussé
les chercheurs algériens a les étudier et les analyser sur le plan phytochimique ainsi que sur le plan
pharmacologique, pour explorer la grande Flore algérienne.

La famille des lamiacées ou labiées aussi nommée labiacée, est considérée comme 1’une des
principales familles méditerranéennes a essences (Guignard, 1996). Les espéces évoluant dans ce
milieu tels que Micromeria. Ces espéces contiennent un large éventail de phyto-constituants tels
que les terpénoides, les phénols et les flavonoides comme I'acide rosmarinique, l'acide
chlorogénique, I'apigénine et la thymonine (Samec et al., 2015 ; Azab, 2016 ; Kordkolaei et al.,
2019).

Ce mémoire est consacré a évaluer I’activité antimicrobienne de l'extrait d’une plante
médicinale Micromeria inodora (Desf) Benth. Sur les bactéries pathogenes .

La stratégie expérimentale de notre travail sera présentée comme suit :

v Une partie théorique citant des généralités sur la plante étudiée, les huiles essentielles et

les bactéries pathogénes.

v’ Partie pratique comportant le matériel, les méthodes et les techniques utilisées pour la

réalisation de ce travail avec les résultats obtenus et leur discussion.

v Une conclusion générale et perspectives.
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I.1. Description et composition de Micromeria inodora

| .1.1 Généralité sur la famille des Lamiacées

La famille des Lamiacées, qui porte differents noms avec la famille des Labiées et Labiacées,
et dont les noms scientifiques latins de Labiateae ou Lamiaceae qui est une famille assez
nombreuse (Touhami, 2017), ont une distribution a travers le monde, y compris plus de 7 200
especes dans environ 240 genressont organisees en sept sous-familles : Ajugoideae Kostel,
Lamioideae Harley, Nepetoideae (Dumort.) Luerss, Prostantheroideae Luerss, Scutellarioideae
(Dumort.) Caruel (Brauchler et al., 2010). Elle est connue sous le nom de la famille de la Menthe
se caractérise par des especes de plantes aromatiques d’importance économique (Abo el-kasem
bosly, 2022), telles que herbes médicinales et culinaires par exemple Lavandula (lavande) et
Mentha (menthe), plantes ornementales cultivées par exemple Salvia (sauge) (Miller et al., 2006).
Une famille importante appartenant a des angiospermes dicotylédones. Les plantes de cette famille
sont des arbustes, des sous-arbrisseaux ou des plantes herbacées (Bendif, 2017). C’est une
importante unité taxonomique de plantes, cette famille est unique formellement divisée en deux
groupes selon la composition phytochimique spécifique : le premier groupe produit les huiles
essentielles, tandis que le deuxieme groupe produit essentiellement les composants de la partie
polaire (di et triterpénoide, iridoide et polyphénols) (Shanaida et al., 2021). Les Lamiacées sont
connues pour leur abondance d’especes aux vertus médicinales dont I’utilisation remonte a des
temps trés anciens. Ils sont également connus pour sa teneur en HES et sa richesse en composeés
polyphénoliques et terpénoides. Toutes ces classes de composés ont suscité un grand intérét en
raison de leurs activités biologiques (Abeer Abdelhalim et Hanrahan, 2021), comme exemple
L'HE de lavande de la partie fleurie de Lavandula angustifolia L, cette espece présente des
propriétés anti-inflammatoires, antibactériennes, antivirales et antifongiques ainsi qu’une activité
anticancéreuse (Abo el-kasem bosly, 2022).

| .1.2. Genéralité sur Micromeria inodora

Micromeria Benth. Tel gu'il est actuellement compris, appartient a la famille des Lamiacées et
comprend environ 70 espéces. Ces especes ont une répartition géographique étendue, allant de la
région himalayenne a I'archipel Macaronésien, qui inclut Madére, le Cap-Vert et les iles Canaries,
et s'étend également de la région méditerranéenne jusqu'a I'Afrique du Sud et Madagascar.
(Meimberg et al.,2006).

Micromeria est détecté pour la premiére fois par Bentham en 1829 ; le nom est tiré du grec
mikros (petit) et meris (parte), allusion a la taille des feuilles. (Ferrari, 1984). Parmi leur

Synonymes : M. inodora (Desf.) Benth. (= Satureja fontanesii Brig. = Micromeria barceloi Willk.




Chapitre | Syntheése bibliographique

= Satureja barceloi (Willk. Pau) = Thymus inodorus (Desf.) ». D’autre part, une étude récente
fondé par Jean-Paul Peltier (Savikin K. P. et al.,2010).

En Algérie, 8 taxons du genre Micromeria sont retenus, dont 1 taxon endémique ainsi qu’un
hybride (Dobignard et Chatelain, 2010). 1l s’agit de : M.X bourlieri, M. debilis, M. fontanessi,
M. gracea subsp. Gracea, M. hochreutineri, M. inodora, M. juliana et M. nervosa.Micromeria
inodora (Deaf.) Benth., est une plante inodore qui s'étend sur les rochers calcinés, elle est connue
par la population ancienne sous le nom de « Tazir ahmeur » en berbére ou « Zaeter el Hamir » en
arabe. (Medbouhi, 2014).

| .1.3. Description botanique

Description morphologique du genre Micromeria selon Brauchler et al., 2006

Plantes pérennes, arbrisseaux ou sous arbrisseaux rarement herbacées plus ou moins
aromatiques. Feuilles opposées, a pétiole distinct mais court, limbe plus ou moins coriace, de plus
de 2-30x1-11 mm souvent révolutées, marge eépaissies, entiere ou légérement dentées.
Inflorescence thyrsoide ou parfois a raceme lache ou dense et sous forme d'épis ;bractées similaires
aux feuilles (parfois moins large) se rétrécissant de la base au sommet dans l'inflorescence ; Cymes
de 1 a plusieurs fleurs, souvent 2 ou rarement 3 dans le méme nceud pédoncule de minuscule a 12
mm long, parfois plat, bractéoles présents (dans les cymes uniflore), petits, méme étroit. Calice a
5 lobes, a peine accrescent, presque actinomorphe a bilabié, 2-11 mm de long ; tube (12) 13-15
stries marquées, avec ou sans carpostége a l'ouverture de la gorge ; la lévre supérieure a 3 dents,
la lévre inférieure a deux dents séparées a la base plus longues et plus étroites que les supérieures.
La corolle fortement bilabiée est pourpre, rose violet, ou blanche, 3-20 mm de long. parfois plus
courte cleistogame, rarement femelle. Les lévres postérieures émarginées, les antérieurs presque
plates, trilobées avec le lobe médian plus large. Les étamines, ascendantes sous la lévre postérieure
de la corolle, theque divariquée, séparés par un court connectif. Style a lobes égales, subégales ou
parfois avec la branche inférieure plus longue. Disque petit a peine lobé. Nucules bruns et glabre
de 0.6-1.5% 0.3-0.8 mm. 1.15-4 fois plus long que large, apex acuminé, aigu, subaigu ou rond a

obtus, avec une aréole plus ou moins produisant du mucilage au contact de I'eau.

|
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Figure 1: Les parties végétatives et florales de Micromeria inodora (Desf) Benth.(lIvorra et
al.,2017 ; Bouriah et al., 2021) .

| .1.4. Taxonomie et systématique
Selon (Quezel et Santa, 1962), Le classement de Micromeria inodora (Desf.) Benth. Dans le
régne des plantes est comme suit :

Tableau 1: Classification systématique de Micromeria inodora (Desf.) Benth .

Regne Plantae (végétale)
Embranchement Spermaphytes (phanérogames)
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Métachlamydées (gamopétales)
Ordre Tubiflorales
Sous ordre Verbeninées
Famille Lamiaceae (labiae)
Genre Micromeria
Espece Micromeria inodora

I .1.5. Répartition géographique
Micromeria inodora (Desf.) Benth., est une espéce optimale dans la région méditerranéenne
occidentale, répartie le long de la c6te de I'Afrique du Nord, du Maroc a la Tunisie et aux Tles
Baléares, avec des populations isolées en Espagne et Italie (Morales, 2010).

i
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Figure 2: Aire de distribution des taxons du genre Micromeria Benth. (Brauchler et al.,2006)

1.1.6.Usage de Micromeria inodora
De nombreuses populations mondiales utilisent contre les rhumes et fiévre . Les espéces de
cette famille, possédent des propriétés anti-cicatrisantes, antibactériennes, antifongiques, anti-
inflammatoires, anti-tumorale et antivirale (Abdelwahab et al.,2015 ; Brahmi et al.,2017.,
Azab, 2016).
1.1.6.1.Utilisation traditionnelle
Utilisé en médecine populaire contre les troubles cardiaques, les maux de téte, la peau des
plaies, les infections, et comme antispasmodique, stimulant, expectorant, et pour traiter les rhumes.
(Abdelwahab et al.,2015). Le genre Micromeria pousse naturellement en Algérie, ou sa décoction
de feuilles a été généralement utilisée en médecine populaire comme substitut de la menthe,
notamment dans le traitement des plaies, des maux d’estomac, des rhumes et des fievres et comme
condiment. (Benomari et al.,2016). M.biflora Benth. Est fortement recommandée pour les
dysfonctionnements et douleurs gastriques, ainsi que pour les troubles digestifs. Les autres
membres du genre Micromeria, a savoir M. herpyllomorpha Webb et Berth et M. varia Bentham,
sont également utilisés comme toniques capillaires aux fles Canaries, en Espagne (Rivera et
Obdn, 1992).
1.1.6.2.Utilisation contre les bactéries
A la suite d'études récentes, il a été démontré que I'huile essentielle des espéces de Micromeria
présente une activité biologique telle qu'antimicrobienne, (Duru et al.,2007 ; Formisano et

al.,2007 ; Stojanovic et al.,2006) antibactérienne, et antioxydante. (Marinkovic et al.,2002 ;

o



Chapitre | Syntheése bibliographique

Mastelic et al.,2005).
1.1.7.Composition phytochimique et application pharmacologique de
Micromeria inodora
Elles contiennent une large gamme de phyto-composes tels que : les terpénoides, les iridoides,
les phénoles et les flavonoides tels que I'acide rosmarinique, I'acide chlorogénique, I'apigénine, la
thymonine et le glycoside de flavone acétylé (Azab,2016 ; Kalaki kordkolaei et al.,2019) Les
principaux composés déterminés dans les HEs sont (tableau 02) trans- sesquisabinene hydraté (1
; 20,9 %), a-acétate terpinyle (2 ; 19,8 %), le globulol (3 ; 4,9 %), ’oxyde de caryophylléne (4 ;
4,3 %), le B-bisabolol (5 ; 2,9 %) et trans-7-épi-sesquisabinéne hydraté (6 ; 2,6 %) (Benomari et
al., 2016) .

Tableau 2:Structure chimigue de certains composés identifiés dans les huiles essentielles de la
partie aérienne de M. inodora (Benomari et al., 2016).

b .': .“.' \/ \ Hjﬂ\{:ﬂ:ﬁﬁ /

i 2 8

g | Dtrans- 2)a-acétate | 3)Le 4)L’oxyde 5)Le B- | 6) trans-7-épi-

E sesquisabinene | terpinyle globulol caryophyllene | bisabolol | sesquisabinéne
— . .
hydraté hydraté

Dans les extraits de la partie aérienne de M. inodora récoltée dans la région montagneuse a
Oran, I’analyse chimique réalisée par Bouriah et al., (2021) a déterminé la présence de

flavonoides aglycones et glycosyleés, des derives de phénylpropanoides et des acides triterpéniques,
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Figure 3: Structure chimique de certains composés identifiés dans les extraits de la partie
aerienne de M. inodora (Bouriah et al., 2021).

1.2.Les substances actives : Huiles essentielles

1.2.1.Historique

Les premieres preuves de fabrication et d’utilisation des HEs datent de 1’an 3000 avant J.C.
(Baser et Buchbauer, 2010). Les HEs semblent donc avoir accompagné la civilisation humaine
depuis ses premieres geneses. Les égyptiens puis les grecs et les romains ont employé diverses
matiéres premieres végetales ainsi que les produits qui en découlent, notamment les HEs. L’étape
byzantine de la civilisation a permis I’instauration des bases de la distillation et, avec 1’¢re arabe
de la civilisation, I’HE devient un des principaux produits de commercialisation internationale.
Ainsi, vers I’an mille, Avicenne, médecin et scientifique persan, a défini précisément le procédé
d’entrainement a la vapeur. L’Iran et la Syrie deviennent les principaux centres de production de
divers types d’extraits aromatiques. Par la suite, les HES ont bénéficié des avancées scientifiques,
au niveau des techniques d’obtention et de I’analyse de leur composition chimique .

Parallelement, leur utilisation a aussi tiré profit de 1’avénement de 1’aromathérapie. René-

e
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Maurice GATTEFOSSE a créé, en 1928, le terme de 1’aromathérapie et il a mené de nombreux
travaux concernant les HEs, notamment leurs propriétés ; ces résultats seront a 1’origine de
nombreuses autres recherches (Besombes, 2008).
1.2.2.Définition

Les HEs sont des produits de composition généralement complexe (Goetz et Ghedira, 2012).
Les huiles essentielles encore appelées essences ou huiles volatils, sont des substances huileuses.

Les HEs encore appelées essences ou huiles volatils, sont des substances huileuses, volatiles,
d’odeur et de saveur généralement fortes, extraites a partir des différentes parties de certaines
plantes aromatiques, par des méthodes de distillation, d’enfleurage, d’expression par solvant ou
par d’autres méthodes (Belaiche, 1979 ; Valnet, 1984 ; Wichtel et al., 1999). D’aprés Bruneton
a (1999), les essences sont « des produits de compositions généralement assez complexes
renfermant des principes volatils contenus dans les végétaux et plus ou moins modifiés au cours
de la préparation ». La norme francaise AFNOR NF T75-006 définit I’HE comme : « un produit
obtenu a partir d’une matiére premicre végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit par des
procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des Citrus, et qui sont séparés de la phase aqueuse par
procédés physiques » (Garnero, 1996).

1.2.3.Répartition et localisation

On rencontre les HEs dans diverses familles botaniques elles se localisent dans toutes les
parties vivantes de la plante et se forment dans le cytoplasme des cellules spécialisées (Degryse et
al., 2008).

1.2.3.1.Répartition

Les HEs n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs ; il y aurait, 17500 especes
aromatiques. Les genres capables d’élaborer les constituants qui composent les HES sont répartis
dans un nombre limité de familles. Ex : Myrtacées, Lauracées, Rutacées, Lamiacées, Astéracees,
Apiacées, Cupressacées, Poacées, Zingibéracées, Pipéracées, les HES peuvent avoir une origine
animale annonce Frant et Damelio et donnent I’exemple de celle rencontrée dans le foie de poisson
(Franchomme, et Pénoél,1990)Les HEs peuvent étre stockées dans tous les organes de la plante,
tels que : dans les sommités fleuries (la carotte sauvage, menthe, lavande),les feuilles (eucalyptus,
laurier),les rhizomes (gingembre), les fruits (agrumes, badiane, anis), les racines (Vétiver), les
graines (muscades), bien que cela soit moins habituel dans des écorces (Cannelier) (Bellakhdar,
1997;Gonzalez et al., 2007).

1.2.3.2.Localisation

Les HEs sont produites par des glandes sécrétrices présentes sur les cellules ou elles s'agencent
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en petites gouttelettes, semblable a la majorité des structures histologiques spécialisées,
fréguemment localisées a la surface ou aux abords de presque toutes les parties de la plante.
L'accumulation et la production d'HEs sont généralement liées a la présence de la plante. Ces
structures peuvent inclure des cellules productrices d'HEs (Lauraceae), des poils sécréteurs
(Lamiaceae), des capsules sécrétant (Myrtaceae, Rutaceae, Lamiaceae) et des canaux sécréteurs
présents dans plusieurs familles. 1l convient de noter que les parties d'une méme espece peuvent
contenir des HEs ayant des compositions variées selon leur emplacement dans la plante.
(Degryseet al., 2008). (Gonzalez-Trujanoet al., 2007).
1.2.4.Composition chimique

La composition chimique d’une HE est trés complexe. Elle est soumise & de trés nombreuses
variables. Connaitre avec exactitude les constituants d’une HE est fondamental, a la fois pour
veérifier sa qualité, expliquer ses propriétés et prévoir sa toxicité potentielle (Couic-Marinier et
Lobstein., 2013). Une HE renferme majoritairement des terpenes volatils, issus de la condensation
des unités isopréniques, et des dérivés aromatiques dérivés du phénylpropane (Couic-Marinier et
Lobstein., 2013).

1.2.4.1.Les composeés terpéniques

Les terpénes constituent une famille de composés largement répandus dans le regne végétal.
Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette d’une unité
isoprénique a cing atomes de carbone (CsHs) reconnue par Wallach dés 1887 (Lamarti et al.,
1994). Cet isoprene est a la base du concept de la « regle isoprénique » énoncée en 1953 par
Ruzicka (Lamarti et al., 1994). Cette régle considére le diphosphate d’isopentényle (IPP), désigné
sous le nom d’isopréne actif comme le véritable précurseur de la molécule terpenique. Les
systéemes enzymatiques responsables de cette conversion (IPP en composés terpéniques dans les
trois compartiments : cytoplasmes, mitochondries et plastes) sont hydrosolubles ou membranaires.
Ces derniers permettent 1’¢longation de la chaine isoprénique conduisant a tout 1’éventail des
composés terpeniques a 10, 15, 20 et 30 atomes de carbones (Lamarti et al., 1994).

Seuls les terpenes dont la masse moléculaire est relativement faible (mono — et sesquiterpénes)
sont rencontrés dans les HEs (Bruneton b, 1999) représentant la base de leurs propriéetés
olfactives, en leur conférant un caractere volatil (Pibiri, 2006). Il convient de souligner que la
synthése des terpenes n’est pas propre aux végétaux. Le squaléne, est un terpeéne abondant chez
les requins.

Des sesquiterpénes et des diterpenes se rencontrent également chez les spongiaires et les
ceelentérés (Guignard, 2000).Les terpénes sont constitués d’un mélange d’hydrocarbures et de

composés oxygénés dérivés de ces hydrocarbures. Dans certaines HEs, les hydrocarbures

10
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Prédominent (comme I’essence de Térébenthine), dans d’autres, la majeure partie de I’essence est
constituée de composés oxygénés. Il est a noter que 1’odeur et le gott des HES sont donnés par ces
composés oxygénés. Parmi ces composés, on note les alcools (géraniol, linalol), les esters (acétate
de linalyle), les aldéhydes (menthone, camphre, thuyone), les cétones, les éthers, les phénols et
les peroxydes (Paris et al., 1981 ; Svoboda et al., 1999).
1.2.4.1.1. Les monoterpénes

Les composés mono-terpéniques sont constitués de deux unités d’isopréne, leur formule
chimique brute est CioHis (Rahal, 2004). Ces composés peuvent étre : des monoterpénes
acycliques (myrcéne, ociménes), monoterpénes monocycliques (a- et y-terpinéne, p-cymene) et
des monoterpénes bicycliques (pinénes, A3-caréne, camphéne, sabinene). Selon Bruneton b,
(1999), la réactivité des cations intermédiaires justifie I’existence de nombreuses molécules
caractérisées par différentes fonctions : alcools, cétones, esters, aldéhydes, éthers, peroxydes et
phénols.

1.2.4.1.2. Les sesquiterpenes

IIs comportent trois unités d’isopréne, leur formule est C15H4 soit une fois et demie (sesqui)
la molécule des terpénes (Belaiche, 1979). lls présentent une grande variété dans les structures
conduisant a un nombre élevé de possibilités, ce qui a retardé 1’élucidation de leurs structures
(Rahal, 2004). Les sesquiterpénes peuvent étre également, comme les monoterpenes, acycliques
(farnésol), monocycliques (humuléne, a-zingibéréne) ou polycycliques (matricine, artéannuine, 3,
artémisinine). Ils renferment aussi des fonctions comme les alcools (farnésyl, carotol, B-santalol,
patchoulol), les cétones (nootkatone, cis- longipinane-2.7-dione, B-vétivone), les aldéhydes
(sinensals), et les esters (acétate de cédryle) (Bruneton b, 1999 ; Laouer, 2004).

1.2.4.2. Les composés aromatiques derivés du phényl-propane

Les composés aromatiques des HESs sont principalement des dérivés du Phényl-propane (C6-
C3), parmi lesquels se trouvent des aldéhydes (cinnamaldéhyde), des alcools (alcool cinnamique),
des phénols (chavicol, eugénol), des derives méthoxy (anéthol, estragol) ou méthyléne dioxy
(myristicine, safrol) (Abdelli, 2017).Ces composés aromatiques constituent un ensemble
important car ils sont généralement responsables des caracteres organoleptiques des HEs (Kunle
et al.,2003).

9
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1.2.4.3. Les composés d’origines diverses

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

fleurs de jasmin.
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Figure 4: Structures chimiques des quelques composes terpenes (Bakkali et al., 2008).
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2. Aromatic compounds
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Figure 5: Structures chimiques de quelques composes phénolique (Bakkali et al., 2008).

1.2.5. Propriétes et caractéristique des huiles essentielles

1.2.5.1. Propriétés physicochimiques

Les principales caractéristiques physicochimiques communes des HEs sont
(Bruneton a, 1999).

o Liquides a température ambiante.

o Elles n'ont pas le toucher gras et onctueux des huiles fixes.

o Elles sont volatiles et trés rarement coloreées.

o Les HEs a forte teneur en monoterpenes ont une densité faible.

o Leur indice de réfraction vari essentiellement en fonction de la teneur en monoterpénes et
en dérivés oxygénes. Une forte teneur en monoterpenes donnera un indice élevé,
cependant une teneur élevée en dérivés oxygénés produira l'effet inverse.

o Elles sont solubles dans les alcools a titre alcoométrique éleve et dans la plupart des
solvants organiques mais peu solubles dans I'eau.

o Elles sont dotées d'un pouvoir rotatoire puisqu'elles sont formees principalement de
composés asymétriques.

o Elles sont trés altérables, sensibles a I'oxydation et ont tendance a se polymériser donnant

lieu a la formation de produits résineux, il convient alors de les conserver a I'abri de la
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Lumiére et de I'numidité (Zabeirou et al., 2005).
1.2.5.2. Propriétés pharmacologiques et activités biologiques
1.2.5.2.1. Pouvoir Antibactérien
De nombreuses études ont été réalisées en vue de 1’estimation du pouvoir antiseptique des HES
depuis trés longtemps, par exemple en 2000, Dorman et Deans ont étudié 1’activité de ’'HE du
poivre (Piper nigrum), du géranium (Pelargonium graveolens), d’origan (Origanum vulgare) et du
thym (Thymus vulgaris) sur 25 genres différents de bactéries. Les huiles volatiles ont montré des
effets inhibiteurs considérables contre tous les micro- organismes testés, alors que leurs
constituants majeurs ont montré des degrés différents au niveau de la culture bactérienne.
Hammer et al. (1999) ont conduit une étude qui portait sur 1’activité antimicrobienne de 47 HES
contre 10 microorganismes dont une levure (Candida albicans), tous les microorganismes sont
inhibés par les HEs de Cymbopogon citratus, Origanum vulgare et de Pimenta racemosa a des
concentrations inferieurs ou égales a 2% par contre ces microorganismes ne sont pas inhibés par
I’HE de Salvia officinalis a la concentration de 2%. Ohno et al. (2003), ont trouvé que les huiles
essentielles de la citronnelle et du citronnier, empéchent la croissance de Helicobacter pylori
(méme les souches résistantes) et réagissent méme dans des conditions d’acidité. D’apres
Mohammedi (2006), I’essence des feuilles de Lavandula. stoechas est un agent antibactérien
efficace contre Klebsiella pneumoneae, Proteus mirabilis et E. coli. Tandis que, I’huile de Cistus
ladaniferus s’est avérée efficace contre Listeria monocytogenes. Il a ét¢ montré également que
certaines HEs ne manifestent aucun pouvoir antimicrobien, citons celle de Cupressus dupreziana,
testée par Ramdani et al. (2007) qui s’est montrée complétement inactive contre trois souches
bactériennes : E. coli, S. aureus et P. aeruginosa. De méme I’huile de Marrubium deserti étudiée
par Benalia (2008) a été inactive vis-a-vis plusieurs bactéries et deux champignons. L’activité
antibactérienne d’un HE est attribuée a la nature chimique des molécules la structure bactérienne
(Bouhdid et al.,2012). Aromatiques, leur proportion ainsi que la combinaison entre eux envers
plusieurs niveaux de On distingue deux sortes d’effets des HEs sur ces microorganismes :
Effet bactéricide : exercant une activité létale.
Effet bactériostatique : entrainant une inhibition de la croissance (Lakhdar,2015).
1.2.5.2.2. Pouvoir antivirale
Les HEs détruisent les agents pathogénes responsables de I'infection (microbes, champignons,
virus, toxines infectieuses). Elles sont donc utilisées dans le traitement des affections virales, telles
que la grippe, I'herpes, le zona, le sida et la poliomyélite. Elles parviennent a chasser les déchets

accumulés dans le corps et qui n'ont pu étre evacués par les voies naturelles d'élimination, tout en
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respectant la flore. Elles renforcent également les défenses immunitaires du corps. Les molécules
aromatiques qui agissent dans ce sens sont, les monoterpenes (sans effet secondaire) (Sylvie,
2001). Plusieurs HEs possédent des propriétés antivirales. Nous pouvons citer I’HE de Ravintsara,
I’HE de Bois de Ho, et I’HE de Cannelle de Ceylan (Purchon, 2001 ; Willem, 2002).
1.2.5.2.3. Pouvoir antifongique
En général, les HEs agissent sur la biomasse et la production du pseudo mycélium chez les
levures et inhibent la germination des spores, 1’¢longation du mycélium et la toxicogenes chez les
moisissures. L’activité antifongique des HEs peut se faire selon deux mécanismes différents ;
certains constituants peuvent provoquer une augmentation de la perméabilité de la membrane
plasmique suivie de sa rupture entrainante ainsi, une fuite des électrolytes et 1’épuisement des
acides aminés et des sucres, d’autres peuvent s’insérer dans les lipides membranaires et par
conséquent, induire la perte des fonctions membranaires (Abdelli, 2017). Les HEs les plus étudiées
dans la littérature pour leurs propriétés antifongiques appartiennent a la famille des Lamiaceae
comme I’HE de Thymus vulgaris testée contre Candida albicans (Giordani et al., 2008),
Lavandula stoechas contre Rhizopus stolonifer et Mucor spp (Mohammedi et Atik, 2012), et
Thymus schimperi contre Rhizopus officinalis (Mekonnen et al., 2016).
1.2.5.2.4. Pouvoir antiparasitaires
Les HEs du thym a linalol, et de la sarriette des montagnes sont d'excellentes antiparasitaires
(Purchon, 2001 ; Willem, 2002).
1.2.5.2.5. Pouvoir antiseptiques
Le pouvoir antiseptic Les concentrations élévées d’aldéhydes et des terpénoides conférent des
propriétés antiseptiques aux HEs, (Filomena Nazzaro et al, 2013).
1.2.5.2.6. Pouvoir insecticides
Certaines HEs sont insectifuges ou insecticides telles que celles possédant des fonctions
aldéhydes comme le citronnellal contenu dans 1’Eucalyptus citronné ou la citronnelle (Purchon,
2001 ; Willem, 2002).
1.2.5.2.7. Pouvoir anti-inflammatoire
Les HEs possédant des aldéhydes ont des propriétés actives contre 1’inflammation par voie
interne comme 1’HE du Gingembre (Purchon, 2001 ; Willem, 2002).
1.2.5.2.8. Pouvoir antispasmodique
Les HEs possédant des esters ou des éthers possedent une action sur les spasmes des muscles
lisses ou striés comme I’HE de I’Hélichryse (Purchon, 2001 ; Willem, 2002).

1.2.5.2.9. Pouvoir calmant, anxiolytique
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Les aldéhydes de type citrals contenu par exemple dans I’HE de Mélisse ou celle de la Verveine
citronnée favorisent la détente et le sommeil (Purchon, 2001 ; Willem, 2002).

1.2.5.2.10. Pouvoir cicatrisant

Les HEs cicatrisantes sont les HEs de Ciste (Cistus ladaniferus), de Lavande vraie (Lavandula
vera), d’Immortelle (Helichrysum italicum), et de Myrrhe (Commiphora myrrha). On utilise
souvent un mélange de plusieurs HEs cicatrisantes avec une huile végétale comme 1’huile
d’amande douce (Purchon, 2001 ; Willem, 2002).

1.2.6. Caractérisation phytochimiques des huiles essentielles

L’instrumentation moderne est progressivement confrontée a des analyses de plus en plus
complexes, liees au nombre important de constituant présents et aux quantités extrémement faibles
a détecter. En effet I’analyse d’une huile est complexe, de par son trés grand nombre de
constituants chimiques volatils mais aussi, souvent, de par I’importance des composés a 1’état de
traces qui font le caractére spécifique de I’HE (France-lda, 1998).

La technique incontournable pour individualiser les constituants d’un mélange reste la
chromatographie en phase gazeuse (CPG). Son couplage a un détecteur a ionisation de flamme
(DIF) permet la quantification des constituants et le calcul de leur indice de rétention. La CPG est
souvent combinée avec une technique d’identification spectrale. Généralement la spectrométrie de
masse (SM) ou la spectrométrie infrarouge par transformée de Fourier (IRTF). Une nouvelle voie
d’analyse est le recours a la RMN du carbone-13 décrite par Formacek et Kubeczka et développée
par Casanova et coll (Julien, 2005). Elle permet d’identifier les constituants d’un mélange
complexe sans individualisation et sans separation préalable.

1.2.6.1. Procédés d’extraction des huiles essentielles

Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour l'extraction des essences végétales. En général
le choix de la méthode d'extraction dépendra de la nature du materiel végétal a traiter (graines,
feuilles, ...), de la nature des composeés (par exemple, les I'HEs, huiles lourdes...), du rendement
en huile et de la fragilité de certains constituants des huiles aux températures élevées (Marie
Elisabeth et al., 2005).

Les étapes de I'extraction des HEs d'origine végétale restent identiques quel que soit le type
d'extraction utilisé. 1l est nécessaire dans un premier temps d'extraire de la matiere végétale les
molécules aromatiques constituant I'HE, puis dans un second temps de séparer ces molécules du
milieu par distillation (Marie, 2005).

Parmi les méthodes d’extraction, nous citons :
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1.2.6.2. Montage L’hydrodistillation

L’hydrodistillation est la méthode la plus couramment employée pour I’extraction d’une HE.
Le principe consiste a immerger directement la matiere végétale a traiter dans un ballon rempli
d’eau qui est ensuite porté a ¢bullition, les vapeurs hétérogenes vont se condenser sur une surface
froide et I’HE sera alors séparée par différence de densité. A la fin, on aura une phase aqueuse
(hydrolat) et une phase organique surnageante (HEs)(Figure 06). La durée d’hydrodistillation est
de trois a six heures en fonction de la matiere végétale a traiter. Elle peut avoir une influence sur
le rendement en HE et sur sa composition chimique (Meyer,1984 ; Brunetonet al .,1993 ;
Unido,2008).

Figure 6:Montage d'hydrodistillation.

1.2.6.3. L’entrainement a la vapeur d'eau

Distillation a vapeur saturée (entrainement a la vapeur d’eau) Le principe de la distillation a
vapeur saturée est analogue a I’hydrodistillation. Toutefois, le matériel végétal n’est pas en contact
direct avec I’eau ; il est placé sur une grille perforée au-dessus de la base de I'alambic. La vapeur
va détruire les cellules végétales et libérer les molécules aromatiques. Ces composés volatils sont
entrainés par la vapeur d'eau qui traverse le végétal ; ils sont ensuite entrainés dans un serpentin
de refroidissement. La, les vapeurs refroidies retournent a I'état liquide formant un mélange « eau+
huile essentielle» appelé distillat. Recueillies dans un essencier, I'HE et I'eau florale se séparent
par simple différence de densité (Figure 07). L'absence de contact direct entre I'eau et la matiére
végétale, puis entre I'eau et les molécules aromatiques évite certains phénomenes d'hydrolyse ou
de dégradation pouvant nuire a la qualité de I'huile (Unido, 2008 ; Neffati, 2010).

E



Chapitre |

Synthése bibliographique

()

J— N

e dhs

Source de chaleur

Vapeur d'eau chargée
en moléculos aromatiques

TR e e
M T "\’P‘;; A
0 plantes
& A g5 iy 9 &
¥ ‘.“F"‘-"l’"w pod

)

Vapeur d'eau

Eau frolde

Eau et hulle
essentielle

Hydrolat
aromatique

-7

1) foyer

(2) Chaudidre

(3) Vase flarantin

(3) Col de cygne

(8) Réfrigération avec serpentin
(&) sortie d'sau chaude

@' Essencier

Huile
essontielle

Figure 7:Distillation par entrainement a la vapeur d’eau (Couic-Marinier, 2017).

1.2.6.4. L’hydro diffusion

Consiste a pulser de la vapeur d'eau a travers la masse végétale, du haut vers le bas. Ainsi le

flux de vapeur traversant la biomasse végétale est descendant contrairement aux techniques

classiques de distillation dont le flux de vapeur est ascendant. L'avantage de cette technique est

traduit par l'amélioration quantitative de I'huile récoltée, I'économie du temps, de vapeur et
d'énergie (Roux, 2008).
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]
|

~
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Figure 8:Schéma du procédé d’hydro diffusion (Bousbia, 2011).
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1.2.6.5. L'expression a froid
Elle constitue le plus simple des procédés, mais ne s'applique qu'aux agrumes dont l'encore
des fruits comporte des poches sécrétrices d'essences. Ce procédé consiste a broyer, a l'aide de
presses, les zestes frais pour detruire les poches afin de libérer I'essence. Le produit ainsi obtenu
porte le nom d'essence, car il n'a subi aucune modification chimique (Roux, 2008).
1.2.6.6. L’extraction par solvants
Cette technique aussi utilisée avec des fleurs ne supportant pas la chaleur, la distillation ne
convient qu’aux végétaux dont le rendement en huile essentielle est suffisamment important, les
solvants tres volatils par exemple I'éther, et L'hexane qui s'évaporent rapidement sont employées.
Le solvant lave la matiére premiere qui subira apres décantation et concentration.

Une distillation partielle. Ce solvant volatil est alors séparé de la "concrete” par filtrage, puis
glacage de —12°C 4 -15°C. La précieuse substance ainsi obtenue est a nouveau filtrée et concentrée
a faible pression. (Mohammedi ,2006).

1.2.6.7. L’extraction par micro-ondes

Les micro-ondes constituent, par ailleurs, une méthode d’extraction en plein développement
(Figure 09). Cette méthode permet de réaliser des extractions du matériel végétal frais a pression
atmosphérique, sans ajout d’eau ou de solvant. Elle consiste a placer le matériel végétal dans un
réacteur au sein d’un four micro-ondes. Le chauffage interne de 1’eau intrinséque de la plante
permet de dilater ses cellules et provoquer la distillation azéotropique d’un mélange d’eau/huile
essentielle. Un systéme réfrigérant situé a I’extérieur du four a micro-ondes permet la condensation
du distillat en continu, puis le mélange est dirigé dans 1’appareil de clevenger ou les composés
aromatiques sont obtenus par simple séparation de phase. L’exces d’eau est réintroduit dans le
réacteur de maniere a restaurer la quantité d’eau initialement présente dans la plante (Mnayer,
2014).
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1.2.7. Toxicité des huiles essentielles

Les HEs ne sont pas des produits inoffensifs. Comme tous les produits naturels : "ce n'est pas
parce que c'est naturel que ce soit sans danger pour I'organisme”. Cet aspect des HEs est d'autant
plus important car leur utilisation, est de plus en plus populaire. Certaines HEs sont dangereuses
lorsqu'elles sont appliquées sur la peau en raison de leur pouvoir irritant (huiles riches en thymol
ou en carvacrol), allergene (huiles riches en cinnamaldéhyde, ou phototoxique (huiles de citrus
contenant des fur coumarines) et d'autres HEs ont un effet neurotoxique (les cétones comme I'a-
thujone). Il existe aussi quelques HEs dont certains composés sont capables d'induire la formation
de cancers (Piochon, 2008).
1.3. Activité antibactérienne

1.3.1. Généralités sur les bactéries

Les bactéries sont des procaryotes unicellulaires présentes dans tous les environnements. La
plupart d'entre eux ont des parois cellulaires glucidiques. Leur taille moyenne est de 0,5 a2 um de
large et 2 a 6 um de long, parfois méme plus grande. Elles présentent sous plusieurs formes :
coquilles (diplocoques, amas, streptocoques) bacilles (droits, incurveés spiralés). Ces formes sont
dues a la structure de la paroi du peptidoglycane et au mode de division propre a chaque espece
bactérienne (Hahn et al., 2003).

Les bactéries sont classées comme Gram-positives ou Gram-négatives sur la base des
caractéristiques de leur paroi cellulaire, telle qu'elle est observée au microscope apres
administration de colorants, une procédure appelée coloration de Gram, mise au point en 1882 par
Hans Christian Gram (figure 10). La plupart des bactéries, mais pas toutes, appartiennent a lI'une
de ces deux catégories. Sur le plan clinique, I'une des principales différences entre les organismes
a Gram positif et a Gram négatif est que les bactéries a Gram négatif ont tendance a produire une
endotoxine qui peut entrainer la destruction des tissus, un choc et la mort. Les deux classes de
bactéries difféerent également par leur sensibilité aux antibiotiques (Doron et Gorbach, 2008).

s . ” 3 ; v

N

Figure 10:Coloration de Gram de bactéries a Gram). négatif (A) et a Gram
positif (B) (Doron et Gorbach. 2008) .
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1.3.2. Caractéristiques des souches bactériennes testees

Les souches bactériennes qui feront I’objet de cette partie sont : Escherichia coli,

Staphylococcus aureus, Pseudomanas aeruginosa , Bacillus cereus et salmonella enterica .
1.3.2.1.Escherichia coli

+ Caractére bactériologique

Escherichia coli est un bacille a gram négatif, radio résistant de la famille des
Enterobacteriaceae, asporulé. Sataille varie en fonction des conditions de croissance (entre 0,5 a 3
pum), pesant de 0,5 a 5 picogrammes. 1l peut se déplacer au moyen de flagelles péritriches comme
il peut étreimmobile (Figure 11). Les bactéries se développent sur gélose Mac Conkey (les colonies,
rouges ou incolores, atteignent un diametre de 2 a 3 mm). Elles peuvent croitre dans des conditions

aérobies ou anaérobies (Allocati et al.,2013).

Figure 11: Escherichia Coli Macroscopique(A) ; microscopique(B)

(Farmer et al., 2007)
+ Habitat

Les E. coli ou colibacilles sont des hotes normaux de I’intestin : ils représentent prés de 80%
de la flore intestinale aérobie de 1’adulte (flore sous dominante, car la flore dominante est a 99%
anaérobie). On peut les retrouver également au niveau de diverses muqueuses chez I’Homme et
chez les animaux (Basavaraju et Gunaxhree, 2022).
4+ Classification

Selon (Basavaraju, et Gunashree, 2022), E. coli est classé comme suit :

4+ Pouvoir pathogéne

E. coli peut provoquer plusieurs types d’infections, il se manifeste par une gastroentérite, mais
peut également provoquer des infections de plaies péritonites et des voies urinaires, des méningites

et I'insuffisance rénale. E. coli est aussi la cause fréquente de diarrhée du voyageur, qui peut se

E
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produire apres avoir ingéré ou bu des aliments et de I’eau contaminés (Flandrois, 1997).

+ Diagnostic

C'est un diagnostic bactériologique direct avec recherche du germe dans le sang, les urines et le
liquide céphalo-rachidien. Aprés l'isolement initial du germe, une identification précise est
effectuée, suivie d'une étude de sa sensibilité aux antibiotiques.

Dans le cas des selles, ou la flore aérobie est principalement composée de colibacilles, la
recherche de souches pathogenes spécifiques repose sur la détection d'antigenes particuliers chez
les colibacilles entéro-pathogénes ou la recherche des colibacilles entéro-toxinogénes. Ces
recherches sont basées sur des méthodes phénotypiques (caractérisation des adhésines et les
toxines), ou sur des méthodes génotypiques, telles que la détection des génes d'intérét par hy-
bridation avec des sondes spécifiques ou par PCR.

Dans le contexte des infections urinaires, il a été proposé de mettre en évidence des anti- corps
sériques et de rechercher des anticorps fixés sur les bactéries urinaires afin de distinguer les
infections localisées dans les voies urinaires supérieures ou inférieures. Cependant, ces tech- niques
nécessitent une interprétation délicate (Donnenberg et Kaper, 1992 ; Nauciel et Vildé, 2005).

+ Traitement

Les maladies causées par les E. coli sont souvent liées a une hygiene insuffisante, mais des
mesures préventives efficaces peuvent aider a les éviter. Le diagnostic bactériologique est ra-
rement nécessaire car le typage des E. coli prend trop de temps par rapport a la durée courte des
diarrhées aigués. Pour les infections en dehors de I'intestin, les cultures peuvent étre utiles. Le
traitement antibiotique n'est recommandé que dans les cas graves, en particulier pour les infec- tions
extra-intestinale (FERRON, 1984).

1.3.2.2. Staphylococcus aureus
+ Caractére bactériologique

Staphylococcus aureus est une cocci bactérie Gram positif, aéro-anaérobies facultatifs
appartenant a la famille des Staphylococcaceae (Kayser et al., 2005 ; Becker 2005). Elle a un
diamétre d’environ 0,5 a 1,5 um, immobile, asporulé ; et habituellement disposeé en grappes
(Figure 12).
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?igure 12: Staphylococcus aureﬁsfmacroscop.ique(A) ; microscopique(B)(Murray
et al., 2003)
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+ Habitat

Chez I’humain, on peut retrouver S. aureus au niveau du nez, des aisselles ou en encore dans
le systéme gastro-intestinal. Le nez est la principale région anatomique colonisée chez I’humain
(Rit, 2014).
+ Classification

La position systématique de S. aureus est comme suivant (Wertheim, 2005).
Tableau 3: Classification de Staphylococcus aureus.

Régne Bacteria ou Eubacteria.
Embranchement Firmicutes.

Classe Bacilli.

Ordre Bacillales.

Famille Staphylococcaceae

Genre Staphylococcus.

Espéce Staphylococcus aureus

+ Pouvoir pathogene

S. aureus est un pathogene opportuniste qui peut causer diverses maladies chez les humains,
allant des affections qui évoluent spontanément vers la guérison & des pathologies mortelles
(Wertheim,2005). Cette bactérie est une des principales causes de toxi-infections alimentaires,
résultant de la consommation d’aliments contaminés par des entérotoxines (Prescott et al., 2010).
L’intoxication alimentaire par les staphylocoques se caractérise par une apparition brutale de
nausées, vomissements, douleurs abdominales, crampes et de diarrhée (Becker et al., 2004 ;
Prescott et al., 2010). Les symptdmes disparaissent habituellement aprés 24 heures.
<+ Diagnostic

Pour ce faire, il est nécessaire d'identifier les pathogenes au microscope et par culture. La
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détection de la coagulase plasmatique et/ou du facteur d'agglutination permet de différencier S.
aureus des especes a coagulase négative. Les entérotoxines et le TSST-1(toxic shock syndrome
toxin-1) peuvent étre détectés au moyen de méthodes immunologiques et de biologie moléculaire
(laboratoires spécialisés) (Reynolds et Kollef, 2021).
+ Traitement

S. aureus est une bactérie qui peut causer des infections graves chez I'nomme. Le traitement de
ces infections dépend de plusieurs facteurs, notamment la localisation de I'infection, la gravité de
la maladie, et la sensibilité de la bactérie aux antibiotiques. Pour les infections cutanées mineures
telles que les boutons, les furoncles et des abcés peuvent souvent étre traitées avec des antibiotiques
topiques. Des antibiotiques oraux ou intraveineux peuvent étre nécessaires pour les infections plus
graves telles que la pneumonie ou les septicémies. D0 a la résistance de la majorité des souches de
S. aureus a la pénicilline, sa recommandation est devenue restreint. Suivant sont présentés quelque
antibiotique a usage efficace : la clindamycine et la doxycycline pour des Infections de la peau et
des tissus mous et la vancomycine et la daptomycine en cas d’infections profondes (Bactériémie,
pneumonie) (Prescott et al., 2010).

1.3.2.3. Pseudomonas aeruginosa

+ Caractére bactériologique

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie Gram-négative du genre Pseudomonas. Les souches
de cette espece sont constituées de bacilles de 0,5 a 0,8 um de diameétre sur 1,5 a 3,0 um de
longueur, se présentant de maniere isolée ou groupée par deux ou en courtes chaines, tres mobiles
grace a une flagelle polaire : ciliature monotriche, dépourvue de spores et de cap- sules (Figure
13). Elles apparaissent la plupart du temps isolées ou en diplobacilles (Carip, 2008).
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Figure 13: Pseudomanas aeruginosa macroscopique(A) (Schachter et al., 1999)

microscopique(B) (Jyoti et al., 2011)
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+ Habitat

P.aeruginosa est un germe ubiquitaire trés répandu dans 1I’environnement. C’est un saprophyte
du sol et des milieux humides ; elle peut survivre dans 1’eau distillée ou salée. Elle peut vivre sur
les végétaux qui sont la source de contamination humaine et animale. En milieu hospitalier P.
aeruginosa peut étre rencontré dans I’environnement proche du malade. Cette bactérie peut faire
partie de la flore transitoire de ’homme : flore digestive, cutanée, pharyngée ; il est montré que le
portage augmente avec la durée d’hospitalisation (Ali et al., 2021).
+ Classification

La classification du P. aeruginosa est comme suivant (Patrick et al., 1989) :

Tableau 4:Classification de Pseudomonas aeruginosa.

Régne Bacteri
Embranchement Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Pseudomonadaceae
Genre Pseudomonas
Espéce Pseudomonas aeruginosa

+ Pouvoir pathogeéne

Les formes de pathologie qu'elle engendre sont diverses : infection de 1'ceil, des plaies telles
que les brllures et les plaies opératoires, des infections urinaires gastro-intestinales et des poumons
(Delzrras, 2007).
+ Diagnostic

Le diagnostic des infections a Pseudomonas repose sur l'isolement du microorganisme a partir
du siége de I’infection : du sang, des lésions cutanées, des liquides de drainage, de I'urine, du liquide
céphalorachidien ou de I'eeil. Des antibiogrammes sont également pratiqués (Tortora et al.,2012).
+ Traitement

Les antibiotiques qui peuvent étre utilisés pour traiter les infections a P. aeruginosa sont les
suivants les aminosides, les acyluréidopeénicillines, les carboxylpénicillines, les céphalospo- rines
du groupe 3b et les carbapenémes. L'association d'un aminoglycoside et d'une bétalacta mine est
indiquée dans les infections graves. Des tests de sensibilité sont nécessaires en raison de la

résistance fréquente (Reynolds et Kollef, 2021).
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1.3.2.4. Bacillus cereus

# Caractére bactériologique

Bacillus cereus est une bactérie Gram positive, aérobie, anaérobie facultative, sporulée et
présente dans les aliments d'origine végétale et animale, notamment les produits laitiers

La capacité de cette espéce a se développer grace a la nourriture peut poser de sérieux
problemes bactérie peut provoquer des modifications de la texture des aliments ou le
développement de vomissements et (ou) de la diarrhée. Ces symptdmes peuvent apparaitre
quelques heures aprés mauvais goQts en raison de la multiplication de cellules végétatives ou de
la production de a l'industrie alimentaire, en particulier dans le secteur des produits laitiers. La
présence de cette 28 et 35 °C. C'est une espece omniprésente, vivant comme saprophyte du sol
mais également croissance de cellules dans I'aliment) ou diarrhéique (produit lors de la croissance
végétative de I'ingestion d'aliments contaminés, selon que le type de toxine est émétique (produit
par la toxine. Le résultat final de ce processus est une intoxication alimentaire, pouvant provoquer
des mésophile, avec des températures de croissance de 10 a 48 °C avec une croissance optimale

entre B. cereus dans l'intestin gréle) (Granum et Baird-Parker 2000).

4

Figure 14: Bacillus cereus macroscopique(Granum et Baird-Parker 2000).
+ Habitat
Les B. cereus sont des germes ubiquitaires de I’environnement car leurs spores leur conférent
une grande résistance. On en trouve dans le sol qui constituent le principal réservoir, dans 1’eau de
mer et sur les plantes, insectes, animaux, et de 1’air (Rang et al.,2023).
#+ Classification
La position systématique B. cereus est comme suivant (Yilmaz et al., 2006) :
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Tableau 5: Classification de Bacillus cereus.

Régne Bacteria
Phylum Firmicutes
Classe Bacilli
Ordre Bacillales
Famille Bacillaceae
Genre Bacillus
Espéce Bacillus cereus

+ Pouvoir pathogeéne

Le genre Bacillus regroupe des bactéries responsables de pathologies variées chez les
animaux et les humains. B. anthracis est I'espece la plus pathogene, responsable du
"charbon™ qui atteint les animaux, mammiféres (ovins, caprins), certains oiseaux
(autruches, canards), des insectes et leurs larves et occasionnellement I'homme. Bacillus
cereus occasionne des intoxications alimentaires chez I’homme, mais aussi chez I'animal,
ce sont les avortements et les mammites qui dominent. B.cereus, licheniformis, sphaericus
sont également impliqués au cours d'intoxications alimentaires (Delarras,2007) .

+ Diagnostic

Le diagnostic de Bacillus peut étre réalisé a l'aide de diverses méthodes
microbiologiques et moléculaires, telles que l'observation microscopique, les tests
biochimiques, la PCR (réaction de polymérisation en chaine), et le séquencage de I'ADN
(Bousena,2021).

+ Traitement

Le traitement d'une infection a B.cereus dépend de la gravité de l'infection et du site
infecté. Les infections bénignes peuvent ne nécessiter aucun traitement et guérir d'elles-
mémes. Les infections plus graves, en revanche, peuvent nécessiter un traitement
antibiotique comme pénicilline, ampicilline, céphalosporines, vancomycine et
tétracyclines. Le choix de I'antibiotique et la durée du traitement seront détermines par le
médecin en fonction de la gravité de I'infection et de I'état de santé du patient (Turnbull
et al., 1996).

1.3.2.5.Salmonella entrica

+ Caractére bactériologique:
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Salmonelles sont des bacilles a Gram-négatif(-), hotes facultatifs du tractus digestif,
généralement mobiles grace a des flagelles péritriche. Ils ont un diamétre de 3 a 4 um et mesurent
en moyenne 0,8 um de large sur 3,5 um de long. La membrane cytoplasmique de la bactérie
entoure le cytoplasme et possede la structure classique avec deux feuillets phospholipidiques
contenant des protéines. A I'extérieur de la membrane cytoplasmique on trouve trés généralement
la paroi qui forme une enveloppe rigide constituée de polymeres de surface, des structures
protéiques externes tels que le glycocalyx, des appendices comme les flagelles et les pili. Ces
structures ont des réles importants pour la survie de la bactérie, et interviennent souvent comme

facteurs de virulence (Tabo, 2013).

Figure 15: Salmonella entrica macroscopique(Tabo, 2013).

<+ Habitat

Le réservoir des salmonelles est tres vaste. Elles sont présentes aussi bien chez les animaux a
sang chaud, malades ou porteurs sains (oiseaux, mammiféres dont I'hnomme et les rongeurs), que
chez les animaux a sang froid (reptiles, poissons et insectes) (Humbert, 1992). Les salmonelles
possedent deux caractéristiques majeures, qui sont :

» La diversité des animaux susceptibles de les héberger.

» La capacité de survie des salmonelles dans leur environnement (Bouvet, 1995).

Elles peuvent se retrouver dans le milieu extérieur (sols, eaux, aliments pour animaux) ou dans
les aliments destinés a I'nomme. Dans ce cas, elles proviennent en trés grande majorité d'une
contamination d'origine fécale (tabo, 2013).les salmonelles peuvent survivre pendant plusieurs
mois dans I'environnement (korsak, 2004), de quelques jours a 9 mois dans les sols et en surface
des matériaux de construction des batiments agricoles (bois, béton, acier et brique) (haeghebaert
et al., 2003). Ces bactéries peuvent se fixer également sur de nombreux supports, comme les

bottes, les brosses, les pelles les roues et les vétements (letellier et al., 1991).
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+ Classification
La position systématique Salmonella est comme ( perkins, 2009) :

Tableau 6: Classification du Salmonella entrica.

Régne Bacteria
Phylum Pseudomonadota
Classe Gammaproterales
Ordre Enterobacterales
Famille Enterobacteriacecae
Genre Salmonella
Espece Salmonella entrica

+ Pouvoir pathogene
Toutes les salmonelles sont potentiellement pathogenes, mais la gravité de [I'affection
provoquée est fonction de la souche et de la quantité de bactéries ingérées. L'apparition d'une
infection salmonellique dépend donc de la virulence de la souche (Van Asten et VVan Dijk, 2005)
et de la physiologie de I'h6te. Les différences de virulence peuvent étre observées selon le sérotype
et les espéces animales, en particulier avec l'existence d'une spécificité d'hote et de sérotypes
adaptés aux hétes: S. gallinarum-pullorum chez les volailles, S. abortusovis chez les moutons, S.
dublin chez les bovins, etc. (Baumler, 1997).
+ Traitement
Pour contréler I'évolution des salmonelles, I'utilisation des antibiotiques a montré une grande
efficacité mais si cette utilisation est anarchique, elle devient une source de graves probléemes de
résistance bactérienne et d'une plus grande dissemination pendant des temps plus allongés de la

part des volailles (Romane et al., 2012).
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Notre travail consiste en une étude phytochimique, suivi d’une évaluation de D’activité
antibactérienne des substances bioactives d’une plante médicinale de la famille des Lamiacées et
du genre Micromeria sur des bactéries pathogenes.

Ce travail a duré environ quatre mois (04), de février a Mai. Il a été mis en ceuvre au niveau du
laboratoire de biologie de la Faculté de Sciences nature et de la vie, Université Mohamed Boudiaf
de M'sila.

I1.1.Matériel
11.1.1. Matériel biologique

Le matériel biologique utilisé est constitué¢ d’un matériel végétal représenté par la plante du
genre Micromeria et d’un matériel microbiologique constitué d’une quelque de souches
bactériennes.

11.1.1.1. Matériel végétal
Le matériel végeétal est constitué de toutes les parties de la plante Micromeria inodora dont
la récolte a été faite en 2020 dans la région de Mostaganem qui a identifié par Pr. RABBAS
K. de l'université de M'sila-Algérie et déposer dans I'herbier de Pr. RABBAS K.
11.1.1.2. Matériel microbiologique

Le support microbien utilisé est composé de cing (05) souches microbiennes disponibles au

niveau du laboratoire Conservé a 4°C.
11.1.2. Matériel non biologique

Pour mener a bien cette étude, on a utilis¢é un ensemble d’équipements conventionnels
composés d’appareils, de réactifs, de produits chimiques et de verrerie, qui est décrit a I’ Annexe
1.

I11.2.Méthodes d’étude
Notre travail a été réalisé en quatre (04) étapes :
e Un screening phytochimique de la poudre végétale de la plante.
e Une extraction des huiles essentielles.
e Une extraction par maceération.

e Une Evaluation de ’activité antibactérienne des extraits sur les bactéries.
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4 L’ensemble des étapes de ce travail est résumé dans le diagramme ci-dessous

(Figure 16):

[ Choix de la plante : Micromeria inodora ]

[ Récolte + Séchage+ Broyage ]

[ Screening Phytochimique ] [ Extraction ]

N\

@fusé@ Qouer Les hunes> @ac@
o - essentielles

Evaluation de l'activité

antibactérienne

Antibiogramme

Figure 16:Plan général de la partie expérimentale.
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11.2.1. Séchage, Broyage et conservation de la poudre
Cette etape est réalisée dans 1’objectif d’abaisser la teneur en eau des feuilles de la plante et
d’empécher ainsi les réactions d’altération qui peuvent se produire. La plante est séchée a
température ambiante et a I’abri des rayons solaire pendant deux semaines .
Le matériel végétal séché est réduit en poudre fine a I’aide d’un broyeur électrique. La poudre
obtenue est conservée a I’abri de I’air et de I’humidité, dans des bocaux en verre hermétiquement

fermés. Le broyat va constituer la matiére séche qui sera utilisee pour les tests phytochimiques.

Figure 17: Séchage de la plante Micromeria inodora

11.2.2. Tests phytochimiques (Screening phytochimique)

Les tests phytochimiques réalisés sur la plante ont pour objectif de rechercher les substances
bioactives existantes chez cette derniere. Ils sont effectués soit sur la poudre de la plante, soit
sur son infusé a 5 %. Les méthodes de caractérisation utilisées dérivent de celle décrites par
Paris et Nothis (1978) ; Tona et al., (1998) et LONGANGA et al. (2000).

11.2.2.1. Préparation de I’infusé a 5%
L’infusé a 5% de la poudre végétale est préparé par 1’ajout de 5g de cette dernieére a 100 ml
d’eau distillée chaude. Apres 15 a 20 min de contacte, la solution est filtrée a I’aide d’un papier

filtre, puis le filtrat obtenu est ajusté a 100ml d’eau distillée.
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"Og poudre+100ml
d’eaun distillée

Aprés 20 min de contacte

l

Filtration

Ajusté a 100ml d’eaun distillée
Figure 18: Préparation de I’infusé a 5%
11.2.2.2. Identification des anthocyanes
Cette identification est réalisée par 1’addition quelques gouttes d’HCI a 5 ml de ’infusé.
L’apparition d’une coloration rouge est signe de la présence de ces métabolites dans la plante.
11.2.2.3. Identification des leuco-anthocyanes
Pour ce métabolite, 2 g de la poudre végétale sont additionnés a 20 ml d’un mélange de
Propanol /Acide chlorhydrique (v/v). Le mélange est porté a ébullition dans un bain marie
pendant 15 min. Le développement d’une coloration rouge indiquera la présence des leuco-
anthocyanes.
11.2.2.4. Identification des tanins
A 5 ml de I’infusé, on ajoute quelques gouttes d’une solution de FeCls a 5 % (Annexe 03).
La coloration bleuatre ou bleue noire indique la présence des tanins.
11.2.2.5. Identification des flavonoides
5 ml d’HCL, un coupeau de Mg et 1 ml d’alcool iso-amylique sont ajoutés a 5 ml d’infusé.

La présence de flavonoides se manifeste par une coloration rouge.
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11.2.2.6. Identification des tanins galliques
2 g d’acétate de sodium et quelques gouttes de FeClz sont ajoutés a 5 ml de I’infusé.
En présence de tanins gallique la réaction donne une coloration bleu foncé.
11.2.2.7. Identification de I’amidon
A 2 g de poudre végétale, on rajoute quelques gouttes d’iode (I2). Une coloration bleue violette
indique la présence d’amidon.
11.2.2.8. Identification des mucilages
Ajouter 5 ml d’alcool absolu a 1 ml d’infusé. La présence de mucilage se traduit par
I’apparition d’un précipité floconneux.
11.2.2.9. Recherche des Sucres réducteurs
5 ml de réactif de Fehling sont ajoutés a Sml de I’infusé. La formation d’un précipité rouge
brique aprés 3 min de chauffage au bain-marie indique une réaction positive.
11.2.2.10. Identification des coumarines
2 g de poudre sont bouillis dans 20 ml d’alcool éthylique pendant 15 mn puis filtrer. 10
gouttes de la solution alcoolique de KOH a 10% (Annexe 03) plus quelques gouttes d’HCI a
10% (Annexe 03) sont rajoutées a 5 ml du filtrat. La formation d’un trouble indique I’existence
des coumarines.
11.2.2.11. Identification des irridoides
A 2 ml de I’infusé, on rajoute quelques gouttes de I’acide chlorhydrique et on chauffe le
mélange sur une plaque chauffante. L’existence des irridoides se manifeste par I’apparition d’une
coloration bleue.
11.2.2.12. Recherche des Protéines
1g de poudre végétale est dissoute dans 2 ml d'hydroxyde de sodium (NaOH) a 20% (Annexe
03), Rajouter quelques gouttes de CuSOa4 & 2% (Annexe 03). La réaction donne une coloration
violette avec une teinte rougeatre en présence des proteines.
11.2.3.Préparation des extraits
11.2.3.1. Extraction des huiles essentielles
La distillation aqueuse est la méthode la plus couramment utilisée pour extraire les HES. En
principe, il consiste a immerger 100 g de mati¢re végétale dans 1 litre d’eau distillée (bain-marie),
puis a faire bouillir le tout pendant 3 heures. Sous I’influence de la chaleur, des molécules végétales
odorantes sont libérées et emportées par la vapeur d’eau qui se condense ensuite, bien que la

plupart des composants de températures d’ébullition supérieures a 100°C soient propulsés
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mécaniquement par la vapeur d’eau. Le refroidissement par condensation sépare le mélange eau-

huiles essentielles par drainage. Puis les deux phases, la phase aqueuse et la phase organique

flottante (huile essentielle) sont séparées par leur différence de densité. (Figure 19). Enfin, ’'HE

est récuperée dans un flacon en verre stérile enveloppée avec papier aluminium et conservee au

réfrigérateur a une température comprise entre 4 et 6°C pour éviter toute dégradation des HEs.
Figure 19:Extraction des HEs par clevenger

11.2.3.1.1. Détermination du rendement de huiles essentielles

Le rendement en HE est exprimé en pourcentage par rapport au poids sec de la plante et est
calculé par la formule suivante (Bachiri et al., 2016) :
R (%) = MHE / Mmv X 100

R : Rendement de I’HE en %.

MHE : Masse des HES obtenue en g.

Mmv : Masse de la matiére végétale séche en g.

11.2.3.2. Extraction par macération dans I’eau distillée (extraction
solide/liquide)

20 g de poudre ont été trempés dans 200 ml d'eau distillée pré-bouillie pendant 15 minutes.
L'infusion a ensuite été filtrée et le volume de I'extrait obtenu a été ajusté a 100 ml. L'extrait
aqueux brut résultant a été transféré dans une boite de Petri et placé dans un incubateur a 37°C
pour évaporer le solvant et récupérer I'extrait sec.
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Agitation Filtration Ajuste le filtrat
a100ml d'ED

Extrait brut

Figure 20: Extraction aqueux

11.2.3.3. Extraction par macération d'hexane (extraction solide/liquide)
20 g de poudre ont été infusés dans 200 ml d'Hexane bouillé pendant 24 h, filtré puis

I’ajusté a 100 ml. L’extrait aqueux brut obtenu est mis a la boite pétrie, passé a I’étuve a une

E
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température de 40°C, afin d’évaporer et récupérer I’extrait infusé.

Figure 21: Extraction hexanique

11.2.3.4. Détermination du rendement de ’extraction

On définit le rendement des extraits comme le rapport entre la quantité d'essence extraite et la

masse de la matiére végétale utilisée. Les données obtenues permettent de déterminer les
rendements a chaque période en utilisant la formule suivante. (Abada et Meslou, 2019).

Rendement [R (%) = (Mext/ Mmv) x 100]

R% : rendement d’extraction (%).
Mext : masse de I’extrait en g.
Mmv : masse de la matiére végétale séche en g.
11.2.4. Evaluation de I’activité antibactérienne

Le but de cette manipulation est la détermination I'effet antibactérienne de 1’échantillon (extrait
aqueux et extrait hexanique) par la méthode de diffusion en milieu solide a partir d'un disque de
papier Wattman Cette méthode permet de déterminer ’activité inhibitrice de I’agent antibactérien,
par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour du disque imprégné de 1’extrait a tester.

11.2.4.1. Les souches bactériennes testées
Nous avons sélectionné deux groups de bactéries : les bactéries Gram positif et les bactéries

Gram négatif.
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Tableau 7: Les souches bactériennes testées .

NOM DE BACTERIES GRAM CODE
Escherichia coli Gram - ATCC 25922
Staphylococcus aureus Gram + ATCC 25923
Bacillus cereus Gram + ATCC 14579
Salmonella entrica Gram - ATCC 13311
Pseudomonas aeruginosa Gram - ATCC 27823

11.2.4.2. Méthodes
Les principales étapes sont :

11.2.4.2.1. Stérilisation du matériel

Dans la partie microbiologique, nous avons besoin non-seulement de la propreté, mais aussi
de respecter les conditions d’asepsie et de stérilisation. C’est pour cette raison nous avons enrobé
le matériel utilisé suivant, dans un papier aluminium, et le stérilisé dans un autoclave a 121 °C.
11.2.4.2.2. Préparation des disques

Le papier filtre approprié a cette étude est papier Wattman. 1l est découpé en disques circulaires
mesurant environ 6 mm de diamétre, ce qui permet d'obtenir une zone d'inhibition facilement
mesurable. Aprés avoir préparé les disques, ils sont placés dans un tube a essai et stérilisés dans
un autoclave. (Stérilisation a 120°C pendant 15 min).
11.2.4.2.3. Préparation des milieux de culture

Le contexte culturel adapté a cette étude est celui de Muller-Hinton. Dans un bain Marie, la
gélose doit étre bouillie jusqu'a ce qu'elle soit completement dissoute. Il est essentiel de procéder
a une stérilisation a I'autoclave avant d'étre utilisé. Finalement, verser I'intérieur des boites de pétri
et laisser refroidir et se solidifier a température ambiante pendant 10 a 15 minutes.
11.2.4.3. Revivification et repiquage des especes bactériennes

Avant leur utilisation, il est indispensable de revitaliser les souches bactériennes, étant donné
que leur activité est inexistante dans leur état preserve. Elle vise a acquérir une culture jeune et
pure ainsi que des colonies soigneusement isolées qui seront utilisées pour la préparation de
I'inoculum. Pour ce faire, on ensemence les souches avec des stries dans des boites de pétri et on
les incube a une température de 37°C pendant une durée de 24 heures.

Les souches bactériennes récupérées sont transférées dans des boites de pétri contenant le
milieu Muller-Hinton par la technique des stries, puis placées dans l'incubateur a 37°C pendant

une journée.
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11.2.4.4. Préparation de I'inoculum
Les souches bactériennes sont repiquées par la méthode des stries sur gélose MH, puis
incubées a I’étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures. A partir de ces cultures jeunes, des colonies
pures sont isolées pour préparer I’inoculum bactérien. Chaque colonie est mise en suspension
dans 2.5 ml d’eau physiologies (Adida, 2014).
11 faut noter que pour I’obtention de la suspension 102 germes par ml, I’absorbance a 620nm
doit étre comprise entre 0,2 et 0,3.
4+ Préparation des solutions d’extrait de plante de Micromeria inodora
L'extrait aqueux et hexanique diluée dans diméthyl sulfoxyde (DMSO). un solvant organique
puissant utilisé notamment dans les tests d'activité biologique comme contrdle négatif lors du test

d'activité antibactérienne, pour garantir que I'effet est da a I'extrait et non au solvant.

A B

Figure 22: Des extraits A : hexaniques B : d'extrait aqueux

11.2.4.5. Ensemencement

v" La culture se fait dans un milieu stérile en présence de bec Benzéne.

v Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne (il évite la contamination du
manipulateur et de la paillasse).

v' L'essorer en le pressant fermement, en tournant sur la paroi interne du tube, afin de le
décharger au maximum.

v Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seche, de haut en bas.

v' Répéter I'opération deux fois, en tournant la boite de Pétrie de 60° a chaque fois, sans

oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finir l'ensemencement en passant
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I'écouvillon sur la périphérie de la gélose (Figure 23) .

v Les disques stériles imprégnés dans concentrations élevées d’extrait de la plante de 10 pl
par disque, ont été déposés a ’aide d’une pince stérile sur la surface de gélose au bec
Benzeéne (2 disques de I’extrait et 1 disque témoin) (Figure 23).

v Finalement, les boites de Pétri ont été incubées 24h a 37°C (Athamna.,2009).

4 Le plan d’ensemencement des boites

~N

Remplir la boite a la gélose et laisser le solidifier

4

Etaler avec un coton-tige stérile la suspension
bactérienne

4

Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface
gélosée

I

En tournant la boite de Pétri de 60° et répéter
I'opération pour une deuxieme fois

Figure 23: La méthode d’ensemencement des boites.

11.2.4.6. Lecture des résultats

A la sortie de Il'incubateur lI'absence de la croissance bactérienne se traduit par un halo
translucide autours du disque Les diamétres des zones d’inhibition sont mesure a l'aide d'une régle
et appréciés comme suit :
Non sensible (-) de diamétre inférieur ou égal a 6 mm .
Sensible (+) pour un diametre compris entre 6 et 14 mm .
Tres sensible (++) pour un diamétre compris entre 14 et 20 mm .
Et extrémement sensible (+++) pour un diamétre égal ou supérieur a 20 mm (Pibirl ;2005).
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Dans ce chapitre, nous avons expose les résultats obtenus. Ces derniers sont subdivisés
en quatre parties. La premiére traite les résultats des tests phytochimiques, la deuxiéme
comprend ceux concernant ’extraction des HES, la troisieme traite les résultats des
Rendement des extraits. Enfin, les résultats de 1’évaluation de ’activité antibactérienne des
extraits sont mentionnés dans la quatrieme partie.

I11.1. Screening phytochimique

Les résultats des tests phytochimiques réalisés sur la poudre végetale de la plante

Micromeria inodora sont mentionnés dans le tableau suivant (Tableau 8).

Tableau 8:Les résultats des tests phytochimiques.

Composés chimiques Résultats positifs Résultats obtenus

Anthocyanes Coloration rouge

+++

Leuco-anthocyanes Coloration rouge

?IZ&
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Tannins totaux

Flavonoides

Tannins galliques

Coloration bleue noire

Coloration rouge

Coloration bleu foncé
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L’amidon

Mucilages

Sucres réducteurs

Coloration bleue violette

Précipité floconneux

Précipité rouge brique

Résultats et Discussion
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Coumarines

Irridoides

Protéines

La formation d’un trouble

Coloration bleue

Coloration violette avec
une teinte rougeatre

Résultats et Discussion

++

e (-) : Absence de substance active

e (+): présence de substance active

Un examen photochimique de la poudre végétale de toutes les parties de la plante

Micromeria inodora a été effectué, révélant la présence et I'absence de diverses substances.
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Dans les résultats des tests présentés dans le tableau, la présence d'anthocyanes, des
mucilages et des flavonoides a été observée en grande quantité, ainsi que la présence des
coumarines, des leuco-anthocyanes, des tanins totaux et de tanins galliques en quantités
variables, tandis que I'absence totale de sucres réducteurs, de protéines et d'amidon a été
observée.

Etude phytochimique des plantes Micromeria couramment consommeées sous forme de
thé et a des fins médicinales possédent des composes chimiques de mucilage qui ont des
propriétés apaisantes sur les muqueuses et sont utilisés en phytothérapie pour traiter les maux
de gorge et la toux (Ali Shteyeh et al., 1998). On utilise également des flavonoides, des
tanins totaux, des tanins galliques et des anthocyanes avec ses propriétés antivirales
(Bessong et al., 2006 ; Liu et al.,1999) polyphénols aux propriétés antitumorales (Yu et al.,
2005) et antioxydantes (Yang et al., 1999), antimutagéniques (Rossi et al., 2003) et
antifongiques (Hwang et al., 2001), et antibactérienne et antioxydantes (Benomari et al.
2016) et enfin les coumarines (Aynehchi et al., 1978).

111.2. Rendement en huiles essentielles
L’extraction de la partie aérienne de Micromeria inodora par hydro distillation nous a

donné une HE transparente, avec un rendement de 0.1 %.

Figure 24: Extraction d’HE

111.3. Rendement des extraits :
Les extraits de plantes Micromeria inodora sont obtenus a partir d'une fine poudre de
toutes les parties de cette plante, suivant une méthode spécifique.
Les résultats de cette étude indiquent qu'en trempant la poudre en utilisant 20 grammes
de poudre dans 200 ml d'eau distillée pour obtenir un extrait aqueux brut brun, et nous avons
obtenu le deuxiéme extrait en utilisant 20 grammes de poudre de plante et 200 ml d'hexane

de la plante pendant 24 heures, suivi d'une évaporation, un extrait d'hexane brut vert est
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obtenu. Les rendements sont calculés en fonction du poids total de poudre de cette plante, et
les extraits montrent les rendements suivants dans le tableau (9) et la figure (25) :

Tableau 9:Valeur rendement des extraits Rendement des extraits.

Poids de I'extrait ~ Pourcentage de

Extrait Couleur Aspect
) I’extrait (%)
Extrait de
Marron Aqueuse 20 3.7
aqueux
Extrait
_ Vert Gel 20 0.31
Hexanique
Rendement%
4
3.5
3
2.5
5 3.7%
1.5
1
0.5 0.31% ’
0
Ex Hexanique Ex Aqueux

Figure 25: Rendement des extraits.

Les résultats du tableau (9) et de la figure (25) obtenus a partir de nos travaux ont
indiqué que les extraits aqueux et hexaniques, exprimés en pourcentage de la masse d'extrait
par rapport a la masse de la plante, avaient le rendement le plus élevé a été observé avec
I'extrait aqueux a 3,7 %, qui cellui de celle avec I'extrait hexanique 0,31%

Le tableau n°10 résume les resultats des travaux antérieurs déja faite sur Micromeria
inodora, et montre les différentes valeurs de rendement en HE et des extraits de Micromeria

inodora dans trois régions (Mostaganem, Tlemcen, Oran).
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Tableau 10: Résume les résultats des travaux antérieurs déja faite sur Micromeria inodora

_ i Rendement
Plante Extrait Station Reférences
(%)
Micromeria inodora Huiles )
. ] Mostaganem 0.1 Notre travail
(seche) essentielle
Micromeria inodora Huiles Benoumari et
] _ Tlemcen [0.15-0.8]
(fraiche) essentielle al., 2016
Micromeria inodora Extrait Benlecheheb,
. ] ] Oran 8.90
(seche) méthanolique 2017
Micromeria inodora Extrait )
. Mostaganem 3.7 Notre travail
(seche) aquseux
Micromeria inodora Extrait _
. ) Mostaganem 0.31 Notre travail
(seche) hexanique

+ Nous avant remarquée que les rendements de 1’extraction varient considérablement entre des
extraits méthanolique, hexanique et aquseux de HE de Micromeria inodora.

Les résultats trouvés par Benomari et al., 2016 montres que I’extraction de la partie aérienne
de Micromeria inodora (DESF.) Benth.fraiche par hydrodistillation a donné des HES jaunes
avec un rendement de 0.15 — 0.80%.

D’aprés Benomari et al., 2016, Micromeria inodora a présenté deux profils chimiques qui
se différencient quantitativement dans les pourcentages de leurs composés majoritaires qui
sont I’hydrate de trans sesquisabinéne et 1’acétate d’a-terpenyle. La composition chimique
de cette huile essentielle est caractérisée par la domination des sesquiterpenes oxygénés, avec
la présence de 1’hydrate de trans sesquisabinene a un pourcentage élevé. 1l est a noter que la
présence d’un hydrate a un pourcentage ¢levé procure de I’originalité a cette HE, car la
présence de ce genre de molécules est généralement minoritaire dans les volatils des plantes.
Nous notons que le pourcentage d’extraction d’huile essentielle de la plante de Micromeria
inodora dans la région de Tlemcen est plus important que dans la région de Mostaganem.
Cette différence est due aux facteurs climatiques (chaleur, froid), géographiques (altitude,
nature du sol taux d’exposition au soleil), période de récolte et la nature des plantes
aromatiques (séche ou fraiche).

Cette variation peut s'expliquer en partie par les différences dans les conditions

environnementales telles que le climat, I'emplacement et les facteurs saisonniers. Il peut
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également y avoir un effet d0 a la partie de la plante étudiée qui modifie la composition
d'huile.
I111.4. Evaluation de I’activité antibactérienne des extraits de Micromeriai
inodora

Nous avons étude le pouvoir antibactérienne des extraits bruts de Micromeria inodora
Par la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé (Muller Hinton). L’activité
antibactérienne de nos produits est estimée en termes de diamétre de la zone d’inhibition
autour des disques contenant les produits extrait brut a tester via -a-vis de cinqg (05) germes
pathogénes d’origine Escherichia coli ATCC 25922 et Salmonella entrica ATCC 13311 et
Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Bacillus cereus ATCC 14579 Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27823. Apres 24 heures d’incubation a une température adéquate de 37
°C. Ces résultats nous ont permis de déterminer I’efficacité des extraits de cette plante contre
les bactéries testées. Les résultats ont montré que l'extrait aqueux possédait une activité
sensible sur les bactéries a Gram positif comparativement aux bactéries a Gram négatif qui
présentaient une activité tres faible, tandis que I'extrait hexanique n'a eu aucun effet
inhibiteur sur les souches bactériennes résultats de 1’activité antibactérienne des extraits.

Tableau 11:Diamétre de zone d'inhibition des extraits .

Dimensions des zones d'inhibition en mm

Les souches bactériennes Ex.aq Ex. Hex DMSO

Escherichia coli - - -
Staphylococcus aureus + - -
Salmonella entrica - - -
Bacillus cereus + - -
Pseudomonas aeruginosa - - -

L'extrait aqueux de Micromeria inodora a montré une activité antibactérienne
significative contre cereus, avec une zone d'inhibition de 9 mm. Il a également montré une
activité antibactérienne contre S. aureus avec une zone d'inhibition de 8 mm. En revanche,
une faible activité a été observée contre les souches Gram-négatives, indiquant une efficacite
limitée contre ce type de bactéries. Quant a 1’extrait d’hexane, il a montré une absence totale

d’effet antibactérien dans toutes les souches testées.
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B. cereus

Figure 26:Photos montrant des zones d’inhibition de la croissance bactérienne

L'activité antibactérienne démontrée par I'extrait aqueux de Micromeria inodora est

attribuée a la présence de composés phénoliques actifs, tels que les flavonoides et les
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coumarines, connus pour leurs propriétés antimicrobiennes. Des études indiquent que ces
composés présentent une plus grande efficacité contre les bactéries Gram-positives
(Benomari et al.,2016), telles que Bacillus cereus et Staphylococcus aureus, par rapport aux
bactéries Gram-négatives. La différence d’efficacité est attribuée a la composition de la
paroi cellulaire des bactéries ; Les bactéries Gram-négatives, possedent une membrane
externe contenant des lipopolysaccharides, qui forment une barriere a I'entrée des composés
actifs et réduisent leur effet antibactérien (Zhang et al., 2013). L'extrait d’hexane n'a montre
aucune activité antibactérienne, ce qui est attribué au fait que les solvants non polaires, tels
que I'nexane, extraient des composés non polaires qui peuvent manquer d'activité biologique
contre les bactéries. Par conséquent, I’extrait aqueux est plus efficace pour extraire les
composés bioactifs de la plante Micromeria inodora.

Ces résultats soutiennent 1’utilisation potentielle d’extraits aqueux de Micromeria inodora
comme source naturelle de composés antibactériens, notamment contre les souches Gram-
positives. Cependant, des études recommandent des recherches supplémentaires pour
identifier précisément les composés actifs, comprendre leurs mécanismes d’action et évaluer

leur efficacité dans les applications clinique .
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Conclusion et perspectives

Cette étude a donné des résultats préliminaires importants sur la composition chimique et
I'activité antibactérienne de la plante Micromeria inodora.

L'analyse phytochimique a révélé la présence de composés biologiquement actifs tels que les
flavonoides, les anthocyanes, les coumarines et les leuco anthocyanes, en I'absence d'amidon, de
protéines et de sucres réducteurs.

En termes de rendement d'extraction, I'extrait aqueux a enregistré le pourcentage le plus élevé
(3,7 %), tandis que le rendement de I'extrait d'hexane était le plus faible (0,31 %). Quant aux huiles
essentielles extraites par distillation a la vapeur d'eau, leur rendement était tres faible (environ
0,1%). Ces différences sont attribuées a des facteurs climatiques et géographiques, en plus de la
nature de la plante et du type de solvant utilisé.

Concernant l'activité antibactérienne, I'extrait aqueux a montré une efficacité remarquable
contre les souches Gram-positives, avec une zone d'inhibition de 9 mm contre Bacillus cereus et
de 8 mm contre Staphylococcus aureus. En revanche, I’activité était faible contre les bactéries
Gram-négatives. L'extrait d'hexane n'a cependant montré aucune activité inhibitrice sur les souches
bactériennes testées. Ces résultats indiquent que Micromeria inodora est une source prometteuse
de composes ayant une activité antibactérienne, en particulier contre les bactéries Gram-positives.
Toutefois, ces résultats sont preliminaires et nécessitent des études plus completes, incluant
I’identification précise des composés actifs, I’évaluation de leurs mécanismes d’action et 1’étude
de leurs effets dans des mod¢les vivants, dans le but d’améliorer leur potentiel d’utilisation dans

de futures applications médicales et pharmaceutiques.
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Annexe 01 : appareillage et matériel utilisé au laboratoire

Equipements et appareils
Agitateur magnétique
Autoclave
Balance de précision

Bain marie
Bec benzéne

Broyeur Etuve
Plaque chauffante

Réfrigérateur

Spectrophotomeétre

Verreries et petits matériels
Béchers
Boite de Pétri Ciseau
Eprouvettes graduées
Erlenmeyer
Flacon en verre
Micropipettes
Pipettes Pasteur
Pince
Papier filtre
Portoir Tubes a essai
Tubes secs

Spatule
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Annexe 02 : Ecouvillon+ Eau Physiologique

Annexe 03: Fiches techniques des réactifs et solutions utilisés.

Fiche technique 01 : chlorure de fer anhydre a 5%

Fiche technique 02 : Sulfate de cuivre a 2%

CuSOy.......... 0.2g

L’eau distillée........ 10ml.

Fiche technique 03 : Hydroxyde de potassium a 10%

Fiche technique 04 : Acide chlorhydrique a 10%
HCl............. 3.7%

L’eau distillée......... 10ml

Fiche technique 05 : Hydroxyde de sodium 20%

NaOH ... 0.49

L’eau distillée............... 2ml



Résumé

Cette étude vise a évaluer les propriétés chimiques et biologiques de la plante Micromeria inodora,
connue pour ses utilisations traditionnelles dans les domaines pharmaceutique et aromatique. Les
composants chimiques de la plante ont été analysés et un examen qualitatif a révélé la présence de
composés actifs tels que des flavonoides, des coumarines, du mucilage et des anthocyanes. Concernant
le rendement, I'extrait aqueux a enregistré le pourcentage le plus élevé, tandis que I'extrait hexanique
a eu le rendement le plus faible. En termes d'activité antibactérienne, I'extrait aqueux a montré une
efficacité remarquable contre les souches Gram-positives telles que Bacillus cereus (zone d'inhibition
de 9 mm) et Staphylococcus aureus (8 mm), tandis que l'efficacité était faible contre les bactéries
Gram-négatives. En revanche, 1’extrait d’hexane n’a montré aucune activité contre les souches testées.
Les résultats indiquent que Micromeria inodora représente une source prometteuse de composes a
activité antibactérienne, notamment contre les bactéries Gram-positives, ouvrant des voies de
recherche pour leur utilisation dans des applications médicinales naturelles.

Mots clés : Micromeria inodora, extrait, huiles essentielles, activité antibactérienne.
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Abstract

This study aimed to evaluate the chemical and biological properties of the plant Micromeria
inodora, known for its traditional uses in the pharmaceutical and aromatic fields. The chemical
components of the plant were analyzed and a qualitative examination revealed the presence of active
compounds such as flavonoids, coumarins, mucilage and anthocyanins. Regarding the yield, the
aqueous extract recorded the highest percentage, while the hexane extract had the lowest yield. In
terms of antibacterial activity, the aqueous extract showed remarkable efficacy against Gram-
positive strains such as Bacillus cereus (inhibition zone of 9 mm) and Staphylococcus aureus (8
mm), while the efficacy was low against Gram-negative bacteria. On the other hand, the hexane
extract showed no activity against the tested strains. The results indicate that Micromeria inodora
represents a promising source of compounds with antibacterial activity, particularly against Gram-
positive bacteria, opening avenues of research for their use in natural medicinal applications.

Keywords: Micromeria inodora, extract ,essential oils, antibacterial activity.



