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Introduction

Introduction

De tout les temps, les plantes ont occupées une place prépondérante dans la vie de
I'homme. Toutes les civilisations connues ont utilisé les plantes soit sauvages soit
cultivées pour se nourrir, se défendre, se vétir ou se soigner. Ces utilisations se sont diversifiées
au fil des temps pour s'adapter aux besoins. Les plantes médicinales ont connu les mémes
modifications. Elles sont employées parfois de fagon sélective grace a la tradition. Les
connaissances empiriques accumulées ont permis aux différentes civilisations de prendre
les plantes comme source essenticlle de médicaments. Jusqu'au début du 20eme siccle, presque

tous les médicaments ¢taient a base de plantes.

De nos jours, et surtout dans les pays du tiers monde, la phytothérapie occupe
encore une place importante. La flore de ces pays reste assurément riche et prometteuse,
tant dans la perspective de découvrir de nouvelles espeéces botaniques que de trouver des
nouvelles molécules ayant une activité thérapeutique, pour la mise au point de nouveaux

medicaments.

Les plantes aromatiques et médicinales possédent un atout considérable grace a la
découverte progressive des applications des leurs huiles essentielles dans les soins de santé ainsi
que leurs utilisations dans d'autres domaines d'intérét économique. Leurs nombreux usages font
qu'elles connaissent une demande de plus en plus forte sur les marchés mondiaux (Tchamdja,

1995).

La popularité¢ dont jouissent depuis longtemps les HEs et les plantes aromatiques en
général reste liée a leurs propri¢tés médicinales en l'occurrence les propriétés anti-
inflammatoires, antiseptiques, antivirales, antifongiques, bactéricides, antitoxiques, insecticides
et insectifuges, tonifiantes, stimulantes, calmantes, etc (Nicolas, 1991 ; Mishara and Dubey.,

1994).

L'objectif de notre travail vise a isoler 'HE d'une plante de la famille d'Apiaceae et
de déterminer leur composants chimiques et finalement d'étudier leur l'activité antibactérienne.

Ce travail est structuré en deux parties importantes:

La premiére partic est consacrée a une synthése bibliographique mettant I’accent
sur deux chapitres: le premier chapitre présente un bilan bibliographique des connaissances sur
les plantes médicinales, égalment que la plante sélectionnée. Le deuxieme chapitre dresse une

revue de littérature sur les HEs, leur localisation dans la plante, leurs caracterstiques, leur
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composition chimique, les principales méthodes de leur extraction et leur méthodes d'analyses, et

leur activités biologiques.

La deuxi¢me partie illustre le matériel et les méthodes utilisés ainsi que les résultats

obtenus et leur discussion.

En dernier, une conclusion générale résumant les résultats obtenus de cette étude.
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I. Généralités sur les plantes médicinales

1. 1. Les plantes médicinales
1. 1. 1. Définition et importance des plantes médicinales

La définition d'une plante médicinale est tres simple. En fait il s'agit d'une plante
qui est utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les plantes médicinales
sont des drogues végétales dont au moins une partic possede des propriétés

médicamenteuses (Farnsworth et al., 1986).

Environ 35 000 especes de plantes sont employ€es par le monde a des fins médicinales,
ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres humains. Les plantes
médicinales continuent de répondre & un besoin important malgré l'influence croissante du

systéme sanitaire moderne (Elqaj et al., 2007)

Selon les estimations de 'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), plus de 80 % de la
Population mondiale, surtout dans les pays en voie de développement, ont recours aux

traitements traditionnels pour satisfaire leurs besoins en maticre de santé et des soins primaires

(OMS, 2002)
1. 1. 2. Le pouvoir des plantes médicinales

L'action de la phytothérapie sur l'organisme dépend de la composition des plantes.
Depuis XVIIIéme siecle, au cours duquel des chercheurs ont commencé a extraire et a
isoler les substances chimiques qu'elles contiennent, on considére les plantes et leurs effets en
fonction de leurs principes actifs. La recherche des principes actifs extraits des plantes est
d'une importance capitale car elle a permis la mise au point de médicaments essentiels (Iserin et
al., 2001).

Aujourd'hui les plantes sont de plus en plus utilisées par l'industrie pharmaceutique, il est
impossible d'imaginer le monde sans la quinine qui est employce contre la malaria ou sans la
digoxine qui soigne le cceur, ou encore I'éphédrine que l'on retrouve dans de nombreuses

prescriptions contre les rhumes (Iserin et al., 2001).
1. 1. 3. Les principes actifs des plantes
1. 1. 3. 2. Définition des principes actifs

Le principe actif est une molécule présentant un intérét thérapeutique curatif ou préventif
pour 'homme ou l'animal. Le principe actif est contenu dans une drogue végétale ou une

préparation a base de drogue végétale.
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Une drogue végétale en I’état ou sous forme de préparation est considérée comme un
principe actif dans sa totalité, que ses composants ayant des effets thérapeutiques soient connus

ou non. (Pelt, 1980).
1. 1. 3. 1. Différents types des principes actifs

Les principes actifs des plantes peuvent étre regroupés en plusicurs familles parmi
lesquelles:

- Les phénols

Le terme d'acide phénol peut s'appliquer a tous les composés organiques possédant au
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique.

Les phénols sont en principe solubles dans les solvants organiques polaires; ils sont
soluble dans les solutions d'hydroxyde de sodium et de carbonate de sodium (Bruneton, 1999).

Il existe une tres grande variété de phénols, de composé simple comme l'acide salicylique
molécule donnant par synthése de l'aspirine, a des substances plus complexes comme les
composés phénolique auxquels sont rattachés les glucosides. les phénols  sont anti-

inflammatoires et antiseptiques (Herbert, 1989; Iserin et al., 2001).

Ils sont des composés avec la plus grande efficacité antibactérienne et le plus large
spectre comme: thymol, carvacrol et eugénol. Les phénols entrainent notamment des lésions
irréversibles sur les membranes et sont utiles dans les infections bactériennes, virales et
parasitaires, quelle que soit leur localisation. Le thymol et l'eugénol sont responsables des

activités fongicides et bactéricides des huiles essentielles qui en contiennent (Zhiri, 2006).

La molécule de thymol exerce un effet inhibiteur et 1étal sur différentes souches et, parmi
elles, Escherichia coli et Etaphyvlococcus aureus, sur les quelles elle provoque des fuites d'ions
potassium. Par contre, elle n'est pas active sur Pseudomonas aeruginosa (Zhiri, 2006).

Les acide phénoliques, comme l'acide rosmarinique, sont fortement antioxydants et anti-

inflammatoire et peuvent avoir des propriétés antivirales (Iserin et a/., 2001).
a- Les flavonoides

Les flavonoides, présents dans la plupart des plantes, sont des pigments polyphénoliques
qui contribuent, entre autre, a colorer les fleurs et les fruits. Ils ont un important champ d'action
et possedent des nombreuses vertus médicinales antioxydants. Ils sont particulicrement actifs
dans le maintient d'une bonne circulation. Certains flavonoides ont aussi des propriétés anti-
inflammatoires et antivirales, et des effets protecteurs sur le foie (Paris et Hurabielle, 1981;

Iserin et al., 2001).
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b- Les tanins

Le terme « Tannin » décrit en général un groupe de composés phénoliques polymériques
capables de tanner le cuir ou de précipiter les protéines (Bruneton, 1999; Cowan, 1999).

Ce sont des métabolites secondaires des plantes supérieures que l'on trouve pratiquement
dans toutes les parties des végétaux (€corces, racines, feuilles, fruits, etc.). Ils permettent de
stopper les hémorragies et de lutter contre les infections. Les plantes riches en tanins sont
utilisées pour retendre les tissus souples, comme dans le cas de veines variqueuses, pour drainer
les sécrétions excessives, comme dans la diarrhée, et pour réparer les tissus endommagés par un

eczéma ou une briilure (Bruneton, 1999).
¢- Les coumarines

Les coumarines sont des composés phénoliques constitués d'un benzeéne et des noyaux a-
pyrenes (Cowan, 1999).

Les coumarines, de différents types, se trouvent dans de nombreuses especes végétales et
possedent des propriétés tres diverses. La coumarine, connue pour ses proprictés anti-
cedémateuses, a fait l'objet d'étude cliniques chez des patients atteints de cancer avancés: elle est

immunostimulante et développerait une activité cytotoxique (Bruneton, 1999; Cowan, 1999).
d- Les saponines

Principaux constituants de nombreuses plantes médicinales, les saponines doivent leur
nom au fait que, comme le savon, elles produisent de la mousse quand on les plonges dans 1'eau.
Les saponines existent sous deux formes, les stéroides et les triterpenoides. La structure
chimique des stéroides est similaire a celle de nombreuses hormones humaines (cestrogene,
cortisone), et de nombreuses plantes qui en contiennent ont un effet sur l'activité hormonale

(Iserin et al., 2001).
- Les terpénes

Les terpenes (terpénoides) sont des constituants habituels des cellules végétales. Leur
particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette d'une unité

isoprénique a cinq atomes de carbone (CsHg).

Les travaux sur l'essence de térébenthine sont a 1'origine du terme "terpénes" donné aux
hydrocarbures de formule brute CioHjs. On les trouve fréquemment dans les huiles volatiles
des plantes, nommées huiles essentielles car elles renferment la "Quinta essentia", la fragrance

de la plante (Teisseire, 1991; Lamarti et al., 1994).
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- Les alcaloides

Formant un groupe trés large, les alcaloides possédent presque tous une molécule d'azote
(N) qui les rend pharmaceutiquement tres actifs. Certains sont des médicaments connus qui ont
des vertus thérapeutiques avérées. C'est le cas d'un dérivé de la pervenche de Madagascar (Vinca
roseasyn. Catharanthus roseus) employ¢ pour traiter certains types de cancer. D'autres
alcaloides, comme l'atropine, présente dans la belladone (Atropa belladonna), ont une action
directe sur le corps: activité sédative, effet sur les troubles nerveux (maladie de Parkinson) (Paris

et Hurabielle., 1981; Iserin ef al., 2001).
1. 1. 4. Modes de Préparation des Plantes pour la Phytothérapie

En phytothérapie, il y a plusicurs modes de préparation des plantes, selon l'usage que l'on
veut en faire:
- L'infusion

On obtient une infusion, en prolonge une plante pendant une durée de 5 a 15 minutes
(selon la plante) dans de I'eau bouillante dans un récipient couvert. Pour les fleurs, mettez-les

dans le fond d'un pot, et versez I'eau bouillante dessus (Schaueuberg et Paris, 2005).
- La décoction

On obtient une décoction, en faisant bouillir de fagon prolongée, et a feu doux, une
plante. Il faut mettre la plante dans 1'eau encore froide, puis la faire bouillir entre 2 a 15 minutes
(sachant que les écorces et les racines doivent bouillir plus longtemps que les feuilles et les tiges)

(Schaueuberg et Paris, 2005).
- La macération

On obtient une macération, en laissant une plante dans un solvant (eau, vin, alcool ou
huile) a froid pendant un temps assez long (de quelques heurs a plusieurs jours, voire plusieurs
semaines). La macération doit se faire dans un récipient a l'abri de l'air et de la lumicre

(Schaueuberg et Paris, 2005).
- Les extraits

Il existe différents types d'extraits. L'extrait fluide s'obtient en prolongeant une plante
dans une masse d'eau ou d'alcool égale a plusieurs fois la masse de plante, puis en laissant

s'évaporer jusqu'a ce que le poids du liquide soit égal a celui de 1la masse de plante initiale.
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L'extrait mou, est bas¢ sur le méme principe, sauf que l'on pousse l'évaporation jusqu'a
ce que le produit ait la consistance du miel. Les autres intermédiaires entre ces deux niveaux

d'évaporation sont appelés simplement extraits (Schaueuberg et Paris, 2005).
- Le cataplasme

Le cataplasme s'obtient en broyant la plante fraiche, et en 1'appliquant ensuite sur la zone
a traiter. Afin d'éviter que le cataplasme n'adhére (entre autre sur une plaie). Les plantes doivent
étre parfaitement propres avant d'étre broyces, et doivent méme é&tre trempées dans une solution
antiseptique neutre si elles doivent étre appliquées sur une plaie. On peut aussi faire des
cataplasmes chauds, en utilisant des plantes cuites. Dans ce cas faire attention de ne poser le
cataplasme qu'ne fois qu'il a atteint une température acceptable (afin d'éviter de briler la
personne). Une fois posé, le cataplasme doit étre recouvert d'une ligne, ou d'une bande si

nécessaire (Schaueuberg et Paris, 2005).
- Le sirop

On obtient du sirop simple en dissolvant a froid ou a chaud 180 g de sucre dans 100 g
d'eau. On peut ensuite y ajouter des principes actifs selon les besoins (Schaueuberg et Paris,

2005).
- L'huile et I'huile essentielle

On obtient I'huile en laissant a température douce (voire ticde) la moitié d'un bocal rempli
de plantes fraiches ou seéches ou de racines broyées, dans de 'huile remplissant le reste du bocal.
Remuez de temps en temps le mélange, puis décantez le tout, et mettez I'huile dans un flacon.

L'huile rancit vite, il faut donc en faire peu a la fois, et en refaire souvent.

Les huiles essentiels sont obtenues soit par entrainement a la vapeur d'eau (a partir de
drogue végétales séchées ou fraiches), soit par expression du péricarpe frais, sans chauffage,

dans le cas des drogues du genre Citrus (Schaueuberg et Paris, 2005).
1. 2. La phytothérapie
1. 2. 1. Définition de la Phytothérapie

Le mot "phytothérapie" se compose étymologiquement de deux racines grecques: phuton
et therapeia qui signifient respectivement "plante” et "traitement".
La Phytothérapic peut donc se définir comme étant une discipline allopathique

destinée a prévenir et a traiter certains troubles fonctionnels et/ou certains états pathologiques au



Partie théorique Généralités sur les plantes médicinales

moyen de plantes, de parties de plantes ou de préparations a base de plantes, qu’elles

soient consommées ou utilisées en voie externe (Wichtl et Anton, 2003; Catier et Roux, 2007).
1. 2. 2. Différents types de la Phytothérapie

De nos jours et dans les pays occidentaux, il existe plusicurs spécialités, éventuellement

combinées entre elles, qui utilisent les plantes a des fins médicales.

- Aromathérapie: est une thérapeutique qui utilise les essences des plantes, ou huiles
essentielles, substances aromatiques secrétées par de nombreuses familles de plantes. Ces

huiles sont des produits complexes a utiliser souvent a travers la peau.

- Gemmothérapie: se fonde sur l'utilisation d'extrait alcoolique de tissus jeunes de

végétaux tels que les bourgeons et les radicelles.

- Herboristerie: correspond a la méthode de phytothérapic la plus classique et la plus
ancienne. L'herboristerie se sert de la plante fraiche ou séchée, elle utilise soit la plante enticre,
soit une partie de celle-ci (écorce, fruits, fleurs). La préparation repose sur des méthodes
simples, le plus souvent a base d'eau: décoction, infusion, macération. Ces préparations

existent aussi sous forme plus moderne de gélule de poudre de plante seche.

- Homéopathie: Elle a recours aux plantes mais pas uniquement. On peut aussi trouver, en
plus petites quantités, des souches d’origines animale ou minérale. Les plantes fraiches sont

utilisées apres une macération alcoolique.

- Phytothérapie pharmaceutique: utilise des produits d'origines végétales obtenus par
extraction et qui sont dilués dans de l'alcool éthylique ou un autre solvant. Ces extraits sont
dosés en quantités suffisantes pour avoir une action soutenue et rapide. Ils sont présentés

sous forme de sirop, de gouttes, de gélules, de lyophilisats... (Strang, 2006)
1. 2. 3. Les avantages de la phytothérapie

Malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie
offre de multiples avantages. N'oublions pas que de tout temps a l'exception de ces cent
derniéres années, les hommes n'ont pas eu que les plantes pour se soigner, qu'il s'agisse

de maladies bénignes, rhume ou toux ou plus séricuses, telles que la tuberculose ou la malaria.

Aujourd'hui, les traitements a base des plantes reviennent au premier plan, car l'efficacité
des médicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution quasi universelle
aux infections graves) décroit, les bactéries et les virus se sont peu a peu adaptés aux

médicaments et leur résistent de plus en plus.
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La phytothérapie qui repose sur des remeédes naturels est bien acceptée par l'organisme,
est souvent associée aux traitements classiques. Elle connait de nos jours un renouveau
exceptionnel en occident, spécialement dans le traitement des maladies chroniques comme
I'asthme ou l'arthrite (Iserin et al., 2001).

1. 3. La plante a tester

1. 3. 1. Description botanique
1. 3. 1. 1. Taxonomie de l'espéce M. pastinacea (Pignatti, 1982).
Régne : Plante

Sous-regne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae

Ordre : Apiales

Famille : Apiaceae

Genre: Magydaris

Espéce: Magydaris pastinacea
1. 3. 1. 2. Famille d'Apiaceae

La famille constituant les plantes aromatiques médiévales est la famille des
Apiacées (Apiaceae), appelée anciennement Ombellifere (Umbelliferac). Elle comprend pres
de 3000 especes réparties en 420 genres qui sont surtout présentes dans les régions tempérées du
monde. C'est une famille relativement homogene, caractérisée notamment par son
inflorescence typique, l'ombelle. C'est une vaste famille complexe regroupant des plantes

herbacées annuelles, bisannuelles ou vivaces, et parfois des arbustes (Moreau, 1960).

Les feuilles sont alternes, souvent grandes et pennatifides (découpées en lobes

profonds) mais aussi simples. Leur base est souvent engainante et élargie (Moreau, 1960).

La forme des fleurs a valu a cette famille son ancien nom; ce sont des ombelles
composées le plus souvent dune ombelle primaire, avec ou sans bractées, dont chaque
branche ou rayon porte une ombelle secondaire (ombellule) avec ou sans bractées
secondaires (bractéoles). Les fleurs sont souvent petites, a cinq parties; les pétales toutes
de méme taille ou nettement irrégulicres, les fleurs externes d'une ombelle pouvant avoir
des pétales externes nettement plus grands que les autres. Les fruits sont souvent

déterminants pour identifier genres et especes se ressemblants. Du fait de leurs groupes de petites
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fleurs en ombelles qui offrent un abondant nectar et une bonne plate-forme d’atterrissage,

les ombelliferes sont particulierement appréciées par les insectes pollinisateurs (Moreau, 1960).

Cette famille riche en métabolites secondaires présente des intéréts économiques et
médicinaux, comportant des coumarines, flavonoides, composés acétyléniques et des lactones
sesquiterpéniques, ainsi qu'une grande richesse en huile essentielle. Cette famille de
plantes est bien connue pour avoir une quantité importante d’huile essentielle dans la quasi-

totalité de ses organes anatomiques (Bruneton, 1999; Reynaud, 2002).

La famille des Apiaceae occupe une place importante dans la flore algérienne ou elle est
représentée par 56 genres, 130 especes (dont 24 endémiques) et 26 sous especes (Quezel

et Santa,1963).
1. 3. 1. 3. Le genre Magydaris

Grandes plantes vivaces atteignant 2-2,5 m. Feuilles primordiales 3-5 lobées, les
autres a 3 segments ovales allongés, obtusément dentées, les supérieures 3-lobées cordées
a la base. Ombelles trés grandes 20-30 cm. Fleurs blanches. Fruits allongés tomenteux. Ce

genre comprend deux especes différentes (Quezel et Santa, 1963).
- Magydaris pastinacea (Lamk.) Paol.

L'espéce M. pastinacea est caractérisé par des feuilles pubescentes en dessous,
involucre et involucelle a bractées lancéolées aigués, longues de 5-6 et 2-3 cm, des
ombelles a 40-50 rayons figure 01. Elle se développe principalement dans le Tell et les
montagnes. Cette espéce a un deuxieéme nom scientifique qui est M. fomentosa Koch et un nom

vernaculaire qui est «Ouaftel » (Quezel et Santa, 1963).

M. pastinacea (Lamk.) Paol. présent en Sicile, Sardaigne, Corse, Baléares et I'Afrique

du Nord (Tunisie, Algérie et Maroc) (Euro + Med PlantBase).

Des études antéricures sur cette espéce ont permis l'isolement de plusieurs glucosides des
rhizomes frais (Cerri et al., 1995) et des coumarines connues a partir du fruit (Camarda et al.,
1996). Plus récemment, les activités antibactériennes et anti-coagulantes des coumarines isolées

a partir des fleurs ont été étudiées (Rosselli et al., 2006).
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Figure 01: La plante de Magydaris pastinacea
- Magydaris panacifolia (Vahl.) Lange

L'espéce M. panacifolia est une plante a des feuilles seulement hispides sur les
nervures a la face inférieure, involucre et involucelle a bractées lancéolées de 2-3 et 1-2
cm, des ombelles a 10-20 rayons, se développe dans la méme station mentionnée
précédemment. Cette espece porte un autre nom, qui est M. panacina (Vahl.) Lange, et un nom
vernaculaire «Tafifra» (Quezel et Santa, 1963).

Des études phytochimiques sur M. panacifolia (De Pascual Teresa et al, 1978) ont
indiqué la présence de magydardienol, une nouvelle diterpéne monocyclique irrégulicre, dont la
structure a été corrigé par la suite (Nagano et al. 1987) et démontré étre identique a bonandiol,
isol¢é a partir de Bonannia graeca (L.) Halacsy (Apiaceae) (Bruno et al., 1984), et de plusicurs

coumarines (Pinar, 1977).

11
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11. Généralités sur les huiles essentielles
2. 1. Définition

Le terme huile essenticlle (HE) dérive de « quinta essentia », un nom donné par le
médecin suisse Paracelsus aux extraits de plantes obtenues par distillation, il signifie la
fragrance et la quintessence de la plante (Hart et al., 2008).

Contrairement a ce que le terme pourrait laisser penser, les HEs ne contiennent pas de
corps gras (lipides), et ne sont pas « essentiel » dans le sens qu'elles sont nécessaires a la
croissance ou au métabolisme. Ce sont des composés aromatiques volatils, qui ont un
aspect huileux, elles sont obtenues a partir de plantes aromatiques par plusicurs procédés

d'extraction (Burt, 2004).
2. 2. Caractéres physiques

Les HEs sont généralement liquides et volatiles a température ambiante. La volatilité
dépendra de la composition chimique, une HE riche en monoterpenes sera plus volatile qu'une
HE riche en sesquiterpenes. Si 1'on dépose une goutte d'huile végétale (par exemple de tournesol)
sur une feuille de papier, la tache de gras reste indé€lébile; on parle dans ce cas d'huile «fixe».
Dans les mémes conditions, pour une HE riche en monotrpénes, la tache disparaitra plus ou
moins lentement.

Elles sont plus ou moins colorées. Elles peuvent étre incolores lors de leur obtention (ou
Iégérement colorées en jeune) pour la majorité d'entre elles, et foncent au cours de la
conservation a l'air et a la lumiére. Dans les cas extrémes, l'huile essentielle vieillie et oxydée
peut présenter des risques de toxicité. Notons cependant quelques couleurs caractéristiques:
rouge pour 'HE de cannelle, bleue pour le camomille et vert pour I'absinthe.

Elles présentent une densité¢ souvent inférieure a 1. En revanche, celles de cannelle de
Ceylan et des clous de girofle, sont 1égerement supéricures a 1.

Elles ont un indice de réfraction élevé et devient souvent la lumicre polarisée a cause de
présence de molécules énantiomeres. Elles sont en général solubles dans les solvants organiques
courants (alcool ¢thylique, hexane,...) et dans les maticres grasses. Leurs solubilité¢ dans 1'eau est
quasiment nulles (inféricure a 1%); elle dépendra de la présence de terpénes possédant des
fonctions organiques polarisées (par exemple, alcool, aldéhyde) (Paris et Hurabielle, 1981;

Kaloustian et Minaglou, 2012).

12
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2. 3. Compositions chimiques

Les HEs représentent un mélange complexe de molécules chimiques qui peuvent
comporter plus de soixante composants différents, parmi lesquels deux ou trois sont des
composants majeurs constituant de 20 a 70% du mélange comparativement aux autres qui se
trouvent le plus souvent sous forme de traces. Généralement ces composants majeurs
déterminent les propriétés biologiques de I'HE (Bakkali et al., 2008).

La plupart des composants des HEs sont inclus dans deux groupes: les
terpénoides et les phénylpropanoides, les deux sont synthétisés a travers deux voies

métaboliques séparées ( Bruneton, 1999; Calsamiglia et al., 2007).
2. 3. 1. Les terpénoides

Ils représentent le groupe le plus diversifié des mdtabolites secondaires des
végétaux. Ils dérivent d'une structure de base a cinq carbones (CsHg), communément appelée

isoprene (Figure 02) (Paris et Hurabielle, 1981).

HsC CH
3 \ //// 2
c—C
V4 \
HoC H

Figure 02: Structure de la molécule d'isopréne (Belaiche, 1979)

Selon le nombre répétitif de cette unité, les terpénoides sont classés en:
monoterpénoides (Cjp), sesquiterpénoides (Cjs) et diterpénoides (Cy). Dans la composition de
la plupart des huiles essentielles les monoterpénoides et les sesquiterpénoides forment la

majeure partic (Bruneton, 1999; Calsamiglia et al., 2007).

Les monoterpénes: pecuvent ¢&tre des composés acycliques, monocycliques, ou
bicycliques et de formule générale (CioHis) (Belaiche, 1979). Ils portent des fonctions dont le
degré d'oxydation est variable (alcool, aldéhyde, cétone) (Wichtl et Anton, 1999). Parmi les
monoterpeénes retrouvés chez les HEs on peut citer:

- Les monoterpenes acycliques: Ce sont des alcools (linalol, géraniol...) et des aldéhydes
(citronellal, néral...) (Paris et Hurabielle, 1981).

- Les monoterpénes monocycliques: ce sont des alcohols (menthol), des carbures
(limonéne), des cétones (carvone, pulégone), et des phénols (thymol, carvacrol) (Bézanger-
Beauquesnes et al., 1980; Mahmoudi, 1990).

-Les monoterpénes bicycliques: tels que les alcools (bornéol), les cétones (camphre,

tuyone) et les carbures (o~ pinene...) (Wichtl et Anton, 1999).
13
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Les sesquiterpénes: Ce sont des composés acycliques, moncycliques, ou bicycliques

et de formule générale (Cs Ha4) (Belaiche, 1979).

Les figures 3 et 4 représentent les structures de quelques monoterpénoides et de quelques

sesquiterpénoides respectivment.

|
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|
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(-)-cL-pinéne (+)-B-pinéne 3-caréne (+)-camphéne (+)-sabinéne
HO,
. CH,OH /[
CH,0H \”
: OH -
| | i : OH
e P
géraniol citronellol (+)-linalol (=)-menthol o-terpinéol
~_ OH y * 0 o)
G L .
| CHO e ;
s B h s :\~ /:\~
(=)-bornéol citronelial tagetone (+)-3-thuyone {(—)-carvone

[ e
e 1[/ v g

e : e

thymol ascaridol dill-ether (+)-fenchone 1,8-cineole

Figure 03: Structure de quelques monoterpénoides (Bruneton, 2003).
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Figure 04: Structure de quelques sesquiterpénoides (Bruneton, 2003).
2. 3. 2. Les phénylpropanoides

Ils sont moins fréquents par rapport aux terpénoides. Néanmoins, certaines plantes
possédent ces composés avec des proportions significatives. Les phénylpropanoides dérivent
majoritairement de la phénylalanine. Ils sont constitués d'une chaine carbonée li¢e & un noyau
aromatique a six carbones (Figure 05) ( Sangwan et al.,2001).

Ce groupe est constitué par: des aldéhydes (par exemple le cinnalaldéhyde) et des dérivés
méthoxylés, ainsi que des allylphénols (par exemple, 1'eugénol), des prophénylphénols (par
exemples, I'anéthole). 11 existe aussi des lactones et esters cycliques (par exemple, la coumarine
formé a partir de dérivés de l'acide cinnamique). Parfois, la chaine aliphatique est réduite a un

seul atome de carbone (par exemple, la vanilline) (Bruneton, 2003; Kaloustian et Minaglou,

2012).

HaGi

O

o lwi Y

Eugenol trons-Anéthole Maniliine

Figure 05: Structure de quelques composés dérivés du phénylpropane (Bruneton, 1999)
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2. 4. Répartition, localisation

Les HEs n'existent quasiment que chez les végétaux supérieurs: il y aurait, selon
Lawrence (1995), les genres capables d'élaborer les constituants qui composent les HEs sont
répartis dans un nombre limité de familles, par ex: Myrtaceae, Lauraceae, Rutaceae,
Lamiaceae, Asteraceae, Apiaceae, Cupressaceae, Poaceae, Zingiberaceae, Piperaceae...ctc

Les HEs peuvent é&tre stockées dans tous les organes végétaux : fleurs bien sir
(bergamotier, tubéreuse), mais aussi feuilles (eucalyptus, laurier noble, menthe poivrée) et,
bien que cela soit moins habituel, dans des écorces (cannelier), des bois (bois de rose,
santal blanc), des racines (angélique), des rhizomes (curcuma, gingembre), des fruits

(aneth, anis, badiane), des graines (muscade) (Bruneton, 1999).
2. 5. Modes d'extraction

L'obtention des HEs fait appel a plusieurs procédés selon lesquels different la qualité et la

composition de ces dernicres:
2. 5. 1. L'extraction par expression

Les premiers procédés d'extraction consistaient a presser 1'écorce de Citrus pour faire
¢clater les tissus contenant I'HE en les frottant sur des récipients dont les parois dtaient
recouvertes de pics en fer. Puis le procédés dit a "I'éponge” s'est développé, les écorces dtait
pressées plusieurs fois contre un systeéme d'éponges naturelles fixées sur une bassine en terre
cuite. La pression était accompagnée par un mouvement de rotation de la main. Le mélange
exprimé Ctait recueilli par essorage des éponges. Finalement par simple décantation, I'HE est
séparée de la phase aqueuse qui contient aussi des détritus produits par la lacération des tissus de

I'écorce (Bruneton, 1999).

2. 5. 2. La distillation
La distillation constitue le procéd¢ d'extraction ou de separation de certaines substances
organique le plus ancien (Bruneton, 1999). On peut effectuer l'extraction des HEs par

distillation par deux méthodes ; I'hydrodistillation et la distillation par la vapeur.
- I'hydrodistillation

Il s'agit de la méthode la plus simple et de ce fait la plus anciennement utilisée. Le
matériel végétal est immergé directement dans un alambic rempli d'eau placé sur une source de
chaleur. Le tout est ensuite porté a ¢bullition. Les vapeurs hétérogénes sont condensées dans un

réfrigérant et I'HE se sépare de I'hydrolat par simple différence de densité. L'HE étant plus 1égere
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que l'eau (sauf quelques rares exceptions), elle surnage au-dessus de I'hydrolat. (Franchomme et

al., 1990; Bruneton, 1999).

- Support
Sortie d7ea Refrigérant

! Entrée d'eau
=

: T elangs .’E\ = i
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Figure 06: Schéma de principe d'une extraction par hydrodistilation (Bruneton, 1999).

- La distillation par entrainement a la vapeur d'eau

Dans ce type de distillation, le matériel végétal ne macere pas directement dans I'eau. 11
est placé sur une grille perforée au travers de laquelle passe la vapeur d'eau. La vapeur
endommage la structure des cellules végétales et libére ainsi les molécules volatiles qui sont
ensuite entrainées vers le réfrigérant. Cette méthode apporte une amélioration de la qualité de
I'HE en minimisant les altérations hydrolytiques: le matériel végétal ne baignant pas directement

dans I'eau bouillante (Franchomme et al., 1990; Bruneton, 1999).
2. 5. 3. Extractions par les solvants

Certains procéd¢s d'extraction ne permettent pas d'obtenir des HEs a proprement parler
mais des concretes. 11 s'agit d'extraits des plantes obtenus au moyen de solvants non aqueux. Ces
derniers peuvent étre des solvants usuels utilisés en chimie organique (hexane, éther de pétrole).
Ces solvants ont un pouvoir d'extraction plus ¢levé que l'eau si bien que les extraits ne
contiennent pas uniquement des composés volatils mais également bon nombre de composés non
volatils tels que des cires, des pigments, des acides gras et bien d'autres (Richard, 1992; Robert,
2000). L'extraction a l'aide de solvants organiques pose un probleme de toxicité des solvants

résiduels ce qui n'est pas négligeable lorsque l'extrait est destiné aux industries pharmaceutique

et agro-alimentaire (Belaiche, 1979; Bruneton, 1999).

2. 5. 4. Extraction au fluide supercritique

Cette Au dela du point critique, un fluide peut avoir la densité d'un liquide et la viscosité
d'un gaz, d'ou une bonne diffusibilité dans les solides est un bon pouvoir solvant, l'intérét est
porté initialement sur le dioxyde de carbone ce qui s'explique si l'on considére ses atouts:

produits naturels; inerte chimiquement, ininflammable, strictement atoxique , facile a éliminer
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totalement, sélectif , aisément disponible, peu réactif chimiquement et peu couteux (Bruneton,

1999).
2. 5. 5. Extraction par micro-ondes

Depuis quelques années, on assiste des développements de nouvelles technologies. C'est en
particulier le cas de I'hydrodistillation par micro-ondes sous vides. Dans ce procédé, la plante est
chauffée sélectivement par un rayonnement micro-ondes dans une enceinte dans la pression est
réduite de fagcon séquenticlle: I'HE est entrainé dans le mélange azéotropique formé avec la
vapeur d'eau propre a la plante traitée (sans ajout d'eau dans les produit traités en frais). Ce
procédés tres rapide et peu consommateur d'énergie, livre un produit qui, est le plus souvent, de
qualité supérieure a celle du produit dhydrodistillation traditionnelle (Mengal et al., 1993;
Bruneton, 1999).

Refrigerant

Huile essanticklle ——

Hydrofat ——

MMaticre wegatalie —

Four & micro-ondes — .

Figure 07: Systéme d'extraction des huiles essentielles par micro-ondes (Mompon, 1994).
2. 6. Les méthodes d'analyse des huiles essentielles

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

La chromatographie est le procédé¢ fréquemment utilisé pour séparer les constituants des
HEs. Elle se base sur les différences d'affinités des substances a analyser a 1'égard de deux
phases, l'une stationnaire ou fixe, I'autre mobile. Selon la technique chromatographique mise en

jeu, la séparation des composants entrainés par la phase mobile, résulte soit de leurs adsorptions
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et de leurs désorptions successives sur la phase stationnaire, soit de leurs solubilités différentes

dans chaque phase (Schwedt, 1993).
2. 6. 1. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

Elle s'applique a des échantillons gazeux ou susceptibles d'étre vaporisés sans
décomposition dans l'injecteur. C'est de loin la technique la plus utilisée pour les HEs. La phase
mobile est un gaz (hélium, azote, argon ou hydrogene), appelé gaz vecteur. Le principe
de la chromatographic en phase gazeuse basé sur la séparation des différents solutés
gazeux par migration différenticlle le long de la phase stationnaire. Si la phase stationnaire est
un liquide non ou peu volatil, possédant des propriétés de solvant vis-a-vis des composés
a séparer, on parle de chromatographie gaz-liquide ou chromatographie de partage. Si la phase
stationnaire est un solide absorbant (silice, alumine...), on parle de chromatographic gaz-
solide ou chromatographie d'adsorption (Audigie et al., 1995).

La CPG permet une ¢valuation quantitative et qualitative de la composition
chimique des HEs. Elle présente de nombreux avantages: facilité de mise en ceuvre, temps

d'analyse assez court et fiabilité des résultats (Bruneton, 1999).
2. 6. 2. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG/SM)

Si la chromatographie permet a elle seule de séparer correctement les différents
constituants d'un mélange, il est néanmoins délicat de se livrer & une interprétation structurale
permettant une identification certaine, car les paramétres déduits de la rétention sélective des
solutés au travers de la colonne sont souvent lourds a manier et, dans la plupart des cas,
peu reliés aux édifices moléculaires organiques. L'idée de coupler une autre méthode physique
d'investigation apres séparation chromatographique, dans le but d'ajouter a la chromatographie
une deuxieme dimension analytique, s'est concrétisée dés 1960 dans la combinaison entre la
chromatographie en phase gazeuse et la spectrométrie de masse CPG-SM (De Maack et Sablier,
1994).

Le principe de cette mcthode consiste a transférer par le gaz vecteur (phase
mobile) les composés séparés par chromatographie en phase gazeuse dans le spectrométre de
masse au niveau duquel, ils vont &tre fragmentés en ions de masse variables dont la
séparation sera en fonction de leur masse. La comparaison informatique du spectre d'un pic
inconnu avec une ou plusieurs librairies de référence permet son identification a condition que la
similitude des spectres, inconnus et référence, soit suffisant et que les indices de rétention
soient identiques, dans des conditions opératoires comparables (Desjobert et al., 1997;
Bruneton, 1999).
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2. 8. Activités biologiques

Les HEs sont connues pour étre doudes de propriétés antiseptiques et antimicrobiennes.
Beaucoup d'entre elles, ont des propriétés antitoxiques, antivenimeuses, antivirales, anti-
oxydantes, et antiparasitaires. Plus récemment, on leur reconnait également des propriétés
anticancéreuses (Valnet, 2005). L'activité biologique d'une HE est a mettre en relation
avec sa composition chimique et les possibles effets synergiques entre ses composants.

(Lahlou, 2004).
2. 8. 1. L'activité antimicrobienne

Beaucoup d'articles scientifiques sont publiés chaque année par des médecins, des
pharmaciens, des biologistes et des chercheurs qui travaillent sur les multiples propriétés des
HEs et l'intérét s'est porté tout particulicrement sur leur activité antimicrobienne. Parmi ces
travaux citons celui de Deans et Ritchie (1987) qui ont étudié 'activité antibactérienne de 50
HEs sur 25 genres de bactéries en utilisant la technique de contact direct en milieu
solide avec 4 concentrations différentes en huiles. Sous leur forme non diluée, toutes les HEs
inhibent au moins un genre bactérien. Dix HEs ont manifestées des proprieties inhibitrices tres
remarquables. Ces huiles sont celles de 1'angélique, du laurier, de la cannelle, du clou de girofle,
du thym, de I'amande amer, de marjolaine, du piment, liveche et de la noix de muscade.
Elles inhibent au moins 20 genres de bactéries testées.

Janssen et al. (1988) ont testé le pouvoir inhibiteur de 53 HEs vis-a-vis de trois
champignons dermatophytes: Epidermaphyton floccosum, Trichophyton metagrophytus et T.
rubrum. Les résultats montrent que toutes les HEs riches en thymol, carvacrol, eugénol et
cinnamaldehyde sont trés actives sur les 3 microorganismes testés. De nombreux travaux
comme ceux de Baser ef al. (2001) et Vardar-Unlu et al. (2003) confirment I'efficacité des HEs
riches en phénols sur les différentes espéces bactériennes et fongiques. Pattnaik et al. (1997)
ont testé l'activité antimicrobienne de cinq constituants des HEs; le cindole, le citral, le
géraniol, le linalol et le menthol sur 18 bactéries (cocci Gram-positif et Gram-négatif) et
12 champignons (3 levures et 9 mycetes). Le linalol était le plus efficace et a inhibé 17
bactéries, suivi du cinéole et du géraniol (chacun a inhibé 16 bactéries). Le menthol et le
citral ont inhibé 15 et 14 bactéries, respectivement. Contre les champignons, le citral et le
géraniol sont les plus actifs (inhibition des 12 champignons), suivis par le linalol (qui a
inhibé 10 champignons). Le cinéole et le menthol ont inhibé tous les deux 7 champignons.

Hammer et al. (1999) ont conduit une étude qui portait sur l'activité antimicrobienne de 47

HEs contre 10 microorganismes dont une levure (Candida albicans), tous les
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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 'HE de Salvia officinalis a 1a concentration de 2%.
Les HEs peuvent étre agissant de fagon bactériostatique ou bactéricide, alors on peut
distingué:
- La CMI est définie comme étant la plus basse concentration capable d'empécher une
croissance bactérienne visible. La CMI n'est pas totalement bactericide et une partic de

I'inoculum est capable de se developer aprés disparition du compos¢ inhibiteur (Mann et

Markham, 1998).

- La CMB est la plus petite concentration de I'agent inhibiteur ne laissant subsister que 0.01%
ou moins de survivant de l'inoculum initial aprés 18 heures de culture a 37 °C. Cette valeur

caractérise l'effet bactericide de 'HE (Haddouchi et al., 2009).
2. 8. 2. Mécanisme d'action des huiles essentielles sur les microrganismes

Du fait de la variabilit¢ des quantités et des profils des composants des HEs, il
est probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable a un mécanisme
unique, 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 HEs sur les
bactéries comme la perturbation de la membrane cytoplasmique, la perturbation de la
force motrice de proton, fuite d'électrons et la coagulation du contenu protéique des
cellules (Davidson, 1997). Le mode daction des HEs dépend en premier lieu du type et des
caractéristiques des composants 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 (Carson et al., 2002)

Une inhibition de la décarboxylation des acides aminés chez Enterobacter
aerogenes a aussi été rapportée (Wendakoon et Sakaguchi, 1995). Les HEs peuvent aussi
inhiber la synthé¢se de ADN, ARN, des protéines et des polysaccharides (Cox et al., 1991).

Néanmoins, certains composés phénoliques de bas poids moléculaire comme le thymol et
le carvacrol peuvent adhérer a ces bactéries par fixation aux protéines et aux lipopolysaccharides
pariétales grace a leurs groupes fonctionnels et atteindre ainsi la membrane intérieure plus

vulnérable (Dorman et Deans, 2000).
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II1. Matériel et méthodes

3. 1. Matériel
3. 1. 1. Matériel biologique
3. 1. 1. 1. Matériel végétal

La plante est récoltée au niveau de la région de Bougaa, wilya de Sétif, au mois de Mai
2011 et 2014 pendant la période de floraison puis elle est débarrassée des impuretés,

ensuite séchée a 'ombre a une température ambiante.
3. 1. 1. 2. Les souches bactériennes

L'activité¢ antibactérienne de I'HE de la plante a ¢été évaluée sur plusieurs souches

bactériennes qui proviennent de I'American Type Culture Collection ATCC (tableau 01)

Tableau 01: les souches bactériennes utilisées

Souche Forme Gram Code
Escherichia coli Bacille ) ATCC 25922
Bacillus cereus Bacille sporulé (t) ATCC 10876

Proteus mirabilis Bacille ) ATCC 25923
Staphylococcus aureus Coccus (+) ATCC 25923

Les souches bactériennes sont entretenues par repiquage sur gélose nutritive favorable a
leur croissance, et incubées dans 1'étuve pendant 24 heures a 37°C pour obtenir des cultures
jeunes.

3. 1. 1. 3. Les milieux de cultures

La culture des bactéries nécessite l'utilisation des milieux suivants: La gélose Mueller
Hinton (MH), la gélose nutritive (GN), le milieu liquide (BHIB) et le bouillon nutritif liquide. la

composition de chaque milieu est présentée dans I'annexe 1.
3. 1. 2. Matériel chimique
3. 1. 2. 1. Les solvants organiques

Le Diméthylsulfoxyde (DMSO) est utilis¢é pour la dissolution des HEs lors de la

réalisation de l'aromatogramme. C'est un liquide organique hautement polaire et miscible a 1'eau.
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Il est essentiellement inodore et possede un faible degré de toxicité. 11 est utilis€¢ pour sa capacité

a solubiliser de nombreux composés organiques, mais ¢galement des sels du fait de sa forte

polarité.

3. 1. 2. 2. Les antibiotiques

Les antibiotiques utilisés comme témoins dans l'activité antibactérienne sont présentés

dans le tableau suivant;

Tableau02: Les antibiotiques utilisés dans I'antibiogramme.

Les souches Antibiotique 1 Antibiotique 2 Antibiotique 3 Antibiotique 4
Cloramphenicol Nitroxoline Ciprofloxacine Cifotaxine
E. coli
ot (C: 30 pg) (NO: 30 pg) (CIP: 5 pg) (CTX: 30 ug)
Vancomycine Ofloxacine Linocomycine Ciprofloxacine
S. aureus
(VA: 30 pg) (OF: 5 ng) (L: 10 pg) (CIP: 5 ng)
Tricoplanine Nitroxoline Ciprofloxacine Cifotaxine
B. cereus
(TEC: 30 pg) (NO: 30 pg) (CIP: 5 ng) (CTX: 30 pg)
Cloramphenicol Nitroxoline Ciprofloxacine Cifotaxine
P. mirabili
HHTADES (C: 30 pg) (NO: 30 pg) (CIP: 5 ng) (CTX: 30 pg)

3. 2. Méthodes
3. 2. 1. L'extraction des huiles essentielles par hydrodistillation

Le matériel végétal séché (les fleurs) est soumis a une hydrodistillation au moyen d'un
dispositif d'extraction type Clevenger (Figure 08). Cette technique est basée sur la capacité des
vapeurs d'eau d'entrainer les HEs. L'opération consiste a introduire 100 g de masse végétale
séche dans un grand ballon en verre, on y ajoute une quantité suffisante d'eau distillée sans pour
autant remplir le ballon pour éviter les débordements de I'ébullition. Le mélange est porté a
¢bullition a l'aide d'un chauffe ballon. Les vapeurs chargées d'HE passent a travers le tube
vertical puis dans le serpentin de refroidissement ou aura licu la condensation. Les gouttelettes
ainsi produites s'accumulent dans le tube rempli auparavant d'eau distillée. L'HE de faible densité
par rapport a I'eau, surnage a la surface de cette dernicre. L'huile ainsi obtenue est récupérée puis
conservée dans des flacons opaques bien scellés a basse temperature (4-5 C°). L'opération

d'extraction dure trois heures a partir du début d'¢bullition.
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Figure 08: Appareillage utilisé pour I'hydrodistillation.
3. 2. 1. 1. Détermination du rendement d'extraction

Le rendement en huile essentielle (Rpg), est défini comme étant le rapport entre la masse
de Thuile obtenue apres extraction (M') et la masse de la maticre végétale utilisée (M). 11 est
donné par la formule suivante:

Rug=M'/M*100
Rur: Rendement en huile essentielle de M. pastinacae.
M'": Masse de 'HE obtenue en gramme.

M: Masse initiale des fleurs seche.
3.2.1. 1. La mésure de la densité
La densité relative de I'HE est le rapport de la masse d'un certain volume de l'huile a

20 °C et la masse d'un égal volume de I'eau distillée a 20 °C (AFNOR, 1992).
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3. 2. 2. L'analyse chromatographique de I'huile essentielle

Nous rapportons que l'analyse chimique de 'HE de M. pastinaceae a été réalisée dans un
laboratoire fait partic du département de science et de technologie biologique chimique et
pharmaceutique (STEBICEF), Université de Palerme, Viale delle Scienze, Parco d'Orléans II,
Italie.

3. 2. 2. 1. L'analyse par chromatographie gazeuse (CG)

L'HE de M. pastinacea a été analysé par chromatographie gazeuse (CG) en utilisant un
Perkin-Elmer Sigma 115 gaz chromatographe (Naples, Italie) équipé d'une colonne HP-5 MS
capillaire (30 m x 0,25 mm de diametre, 0,25 pm épaisseur du film) (Agilent, Milan, Italie). La
température de la colonne est initialement maintenue a 45 °C pendant § min, puis augmentée
progressivement a 280 °C avec une €lévation de 2,5 °C/min, maintenu pendant 15 min, et enfin
porté a 295 °C avec une élévation de 10 °C/min. Les échantillons dilués (1/100, v/v, dans le n-
pentane) ont été injectés manuellement a 250 °C et en mode partagé. Le volume d'injection est
de 1 pl. La détection a ionisation de flamme (FID) est accomplie a 280 °C. L'hélium est le gaz

porteur (1 ml/min).
3. 2. 2. 2. L'analyse par chromatographie gazeuse/spectrométrie de masse (CG-SM)

L'analyse par CG-SM est réalisée sur un Agilent 6850 Ser. Dispositif 11, équipé d'une
colonne capillaire de silice fondue HP-5 (30 m x 0,25 mm de diametre, épaisseur du film 0,33
pum), couplé a un détecteur sélectif de masse 5973 MSD (Agilent, Milan, Italie). La tension de
I'énergie d'ionisation est de 70 eV et la tension de 1'énergie d'électrons de multiplicateur est de
2000 V. Les spectres de masse ont ¢té numérisés dans la gamme de 35 2 450 amu, avec un temps
de balayage de 5 scans/s. Les conditions de la CG étaient comme indiqué ci-dessus; la

température de la ligne de transfert est 295 °C.
3. 2. 2. 3. L'identification des composants

Les huiles ont été identifiés par comparaison de leurs indices de rétention (Ri) soit avec
ceux de la littérature (Jennings & Shibamoto 1980) ou celles de composés authentiques
disponibles dans le laboratoire ou achetés de la société Sigma-Aldrich Co (Milan, Italie ). Les
indices de rétention ont été déterminés par rapport a une séric homologue de n-alcanes (Cs-Cso)
dans les mémes conditions de fonctionnement. En outre l'identification a été faite par
comparaison des spectres de masse soit avec ceux stockés dans NIST 02 et Wiley 275
bibliothéques ou avec des spectres de masse de la littérature (Jennings et Shibamoto, 1980; Le

Centre de données de spectrométric de masse 1983) et la bibliothéque du laboratoire. La
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composition en pourcentage a ¢té calculée a partir des surfaces des pics de CPG sans l'utilisation
de facteurs de correction. Tridécane et octadécanol ont été utilisés comme étalons internes a une

concentration de 0,03 mg/ml. Les résultats sont rapportés dans le tableau 3.
3. 2. 3. Etude de I'activité antibactérienne des huiles essentielles in vitro

L'étude est réalisée par la méthode de diffusion, qui est initialement congue pour les
antibiotiques (antibiogramme), mais en substituant les disques d'antibiotiques par d'autres
imprégnés par I'HE (aromatogramme). Bien qu'elle soit reconnue comme fiable et
reproductible, elle est surtout utilisée en étape préliminaire a des ¢tudes plus approfondies, car
elle permet d'accéder a des résultats essenticllement qualitatifs. La technique utilisée consiste a
déposer un disque stérile, imbibé d'HE sur un tapis bactérien et de mesurer la zone ou les
bactéries n'ont pas pu se développer. Le diamétre d'inhibition, qui traduit l'activité

antibactérienne de 1'HE, est ainsi déterminé (figure 09) (Belaiche, 1979).

Disque de papier ) o
imbibé d'huile Tapis bactérien
essentielle

\ @ e |

I i Incubation a 37°C

. pendant 24 heures
bacteérien

Diametre
d'inhibition

Figure 09: Principe de la méthode de diffusion par disque.
3. 2. 3. 1. Préparation de pré-culture

Les tests bactériens doivent &tre réalisés sur des cultures jeunes de (18 a 48 heures) en
phase de croissance exponentielle. La réactivation des souches est effectuée par ensemencement
de l'espéce bactérienne dans un milieu liquide (BHIB) ou bouillon nutritif liquide. Apres
lI'incubation pendant 24 heures a 37°C, un deuxi¢me repiquage est réalisé¢ dans des boites de

Pétris contenant de la GN solide, puis incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures.
3. 2. 3. 2. Préparation des suspensions bactériennes

Les bactéries a tester sont ensemencées sur des boites de Pétri contenant la gélose
nutritive (GN) ou autres milieux selon les souches et incubées pendant 24 heures, afin
d'obtenir une culture jeune des bactéries et des colonies isolées. A partir de ces boites, a 1'aide
d'une anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques sont

prélevées et mises dans 10 ml d'eau physiologique stérile a 0.9% de sel (NaCl). La suspension
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bactérienne est bien homogénéisée, et la densité optique lue a 625 nm est justifiée a une densité
optique comprise entre 0.08 et 0.10. On admet que cette densité¢ mesurée a 625 nm est
équivalente a 10 CFU/ml selon le standard de Mac Ferland 0.5. L'inoculum est ajusté soit en
ajoutant de la culture s'il est trop faible ou de 1'eau physiologique stérile, s'il est trop fort.

L'ensemencement doit se faire en moins de 15 minutes apres la préparation de 1'inoculum.
3. 2. 3. 3. Ensemencement

Vingt millilitres (20ml) de l'agar de MH sont coulés dans des boites de Pétri. Apres
solidification du milieu de culture, l'ensemencement est effectué par écouvillonnage, a partir
de l'inoculum fraichement préparé. 1l consiste a tremper un écouvillon de coton stérile dans la
suspension puis le frotter, aprés 1'avoir essoré a l'intérieur du tube, a trois reprises sur la totalité
de la surface gélosée de facon a former des stries serrées, en tournant la boite a environ 60°
apres chaque application pour obtenir une distribution égale de l'inoculum. Pour chaque
souche testée, cinq boites de Pétri (trois pour chaque dilution plus une pour les antibiotiques et
l'autre pour le DMSO) sont ¢couvillonnées par le méme écouvillon a la condition d'étre

recharger pour chacun d'elles.
3. 2. 3. 4. Dépot des disques

Des disques de papiers chromatographiques de 6 mm de diamétre, préalablement
stérilisés sont déposés a la surface de gélose ensemencée apres avoir été chargé de 10 pl
d'HE diluée dans du DMSO a 1/2, 1/5 et 1/10 (v/v). D'autres disques, chargés de 10 ul de DMSO
sont utilisés comme témoins. Des antibiogrammes sont effectués en parallele avec les

aromatogrammes. Les boites de Pétri ont été incubées a 1'étuve a 37 °C pendant 24 heures.
3. 2. 3. 5. Expression des résultats

A la sortie de l'étuve, l'absence de la croissance microbienne se traduit par un
halo translucide autour du disque, identique a la gélose stérile, dont le diametre est
mesuré¢ a l'aide d'une régle (y compris le diamétre de disque de 6mm). Dans la littérature
relative aux HEs, les résultats de I'aromatogramme sont exprimés exclusivement a partir de la
mesure du diameétre des halos d'inhibitions en mm, et peuvent étre symbolisés par des signés
d'apres la sensibilité des souches vis-a-vis des HEs (Ponce et al., 2003)

Non sensible (-) ou résistante pour les diameétres moins de 8mm;
Sensible (+) pour des diamétres de 8 2 14mm;
Trés sensible (++) pour des diamétres de 1523 19mm;

Extrémement sensible (+++) pour les diametres plus de 20mm.
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IV. Résultats et discussion

4. 1. Résultats

4. 1. 1. Rendement en huile essentielle de M. pastinacea

Nous rappelons que I'HE a été extraite a partir des fleurs seches de M. pastinaceae
par un hydrodistillateur de type Clevenger. Nous avons obtenu une huile de couleur jaune pale
avec une odeur aromatique et de densité optique égale a 1.08.

Nous n'avons pas pu récupérer une quantité huileuse importante pour la plante récoltée en
Mai 2011 (rendement= 0.0386+ 0.002%). Par contre la plante récoltée en Mai 2014 a fournit un
rendement important a l'ordre de 0.106+0.046%.

4. 1. 2. L'analyse chimique de I'huile essentielle de M. pastinacea

L'analyse chromatographique de 1'HE des fleurs M. pastinaceae a perrmet l'identification
de 66 composés regroupés en dix classes différentes, ce qui représente 95,2% du total des
composants. Les composants sont répertoric¢s dans le tableau 03 en fonction de leurs indices de
rétention. En fait, la classe principale est celle des sesquiterpenes oxygénés (70.4%) avec (E)-
nérolidol (35,4%), a-costol (13,3%) et B-costol (6,8%) comme les principaux constituants de la
classe et de I'huile. Parmi les hydrocarbures (5,5%), le produit le plus abondant est pentacosane
(2,2%) et parmi les hydrocarbures sesquiterpéniques (5,2%), B-selinene (2.7) est le plus
obondant. Il est & noter que les diterpénoides representent 3.4% des composants totaux de I'HE,

avec cembrene (0,4%), a-springéne (1,8%) et de B-springene (0,9%).
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Tableau 03: Composition en pourcentage des HEs de M. pastinacea d'origine algérienne (MAI).

Ria Rib composant MAIL 1d.
Hydrocarbures 5.5
1 979 1298 1,3,5-Trimethylbenzene t
2 1003 1292 1,2,4-Trimethylbenzene t 1,2
3 1179 1763 Naphthalene 0.3 1,2,3
4 2100 2100 Heneicosane 0.5 1,2,3
5 1900 1900 Nonadecane 0.2 1,2,3
6 2300 2300 Tricosane 13 1,2,3
7 2400 2400 Tetracosane 0.2 1,2,3
8 2500 2500 Pentacosane 22 1,2,3
9 2600 2600 Hexacosane t 1,2,3
10 2700 2700 Heptacosane 0.6 1,2,3
11 2800 2800 Octacosane 1,2,3
12 2900 2900 Nonacosane 0.2 1,2,3
Composés carbonylés 3.1
13 900 1195 Heptanal 1,2
14 963 1543 Benzaldehyde t 1,2,3
15 985 1347 6-Methyl-5-heptene-2-one (prenylacetone) 0.2 1,2
16 1110 1519 ( E)-6-Methyl-3,5-heptadien-2-one 0.3 1,2
17 1358 1787 ( E)-B-Damascenone t 1,2,3
18 1412 1836 Neryl acetone 0.3 1,2
19 1453 1867 Geranyl acetone 0.3 1,2
20 1835 2131 Hexahydrofarnesylacetone 1.1 1,2
21 1918 2389 (E, E )-Fammesyl acetone 0.9 1,2
22 2023 2354 Octadecanal 1,2
Hydrocarbures Monoterpéniques 2.5
23 938 1032 o-Pinene 0.2 1,2,3
24 973 1132 Sabinene t 1,2
25 978 1118 B —Pinene t 1,2,3
26 1012 1157 8 -Carene 0.5 1,2
27 1025 1278 p-Cymene 1.2 1,2,3
28 1029 1218 { —Phellandrene 0.6 1,2,3
Monoterpénes oxygénés 1.5
29 1085 1690 Cryptone 0.6 1,2
30 1233 1662 Pulegone 0.6 1,2
31 1252 1732 Piperitone t 1,2
32 1275 1744 Phellandral 0.3 1,2
Hydrocarbures sesquiterpéniques 5.2
33 1377 1497 o-Copaene t 1,2
34 1387 1600 B-Elemene 13 1,2
35 1418 1612 (E)-Caryophyllene 0.4 1,2
36 1475 1715 B-Selinene 2.7 1,2
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37 1498 1744 o-Selinene 0.8 1,2
sesquiterpénes oxygénés 70.4
38 1531 1999 (Z)-Nerolidol 4.4 1,2
39 1564 2050 (E )-Nerolidol 354 1,2
40 1640 2316 Caryophylla-4(12), 8(13)-dien-5b-ol 0.7 1,2
(caryophylladienol I)
41 1644 2401 Aromadendrene epoxide 0.4 1,2
42 1645 2209 Torreyol 0.3 1,2
43 1665 2376 14-Hydroxy-b-caryophyllene 0.6 1,2
44 1686 2229 a-Bisabolol 1.7 1,2
45 1692 2342 (Z,E)-Farnesol 4.4 1,2
46 1720 2358 (E,E)-Farnesol 1.1 1,2
47 1743 2313 (E,Z)-Farnesol 1,2
48 1744 2293 a-Cyperone 0.3 1,2
49 1780 2607 B-Costol 6.8 1,2
50 1784 2604 a-Costol 133 1,2
51 1843 2275 (E,E)-Farnesyl acetate 1.0 1,2
Acides et leurs dérivés 24
52 1691 2235 Heptyl benzoate 0.3 1,2
53 1762 2655 Benzyl benzoate 0.3 1,2,3
54 1928 2208 Hexadecanoic acid methyl ester 0.6 1,2,3
55 1932 2404 16-Hexadecanolactone; juniper lactone 1,2
56 2085 2507 (Z2,Z)-9,12-Octadecadienoic acid methyl ester 0.2 1,2,3
57 2122 3157 (Z2,2)-9,12-Octadecadienoic acid 1.0 1,2,3
Diterpénoides 34
58 1838 1992 Neophytadiene 0.3 1,2
59 1943 2184 Cembrene 0.4 1,2
60 2018 2190 a-Springene; (E,E,E)-3,7,11,15-tetramethyl- 1.8 1,2
hexadeca-1,3,6,10,14-pentaene); phytopen- taene
61 2025 2553 (E,E)-Geranyl linalool 1,2
B-Springene; (6E,10E£)-7,11,15-trimethyl-3-
62 2025 methylene-hexadeca-1,6,10,14-tetraene 0.9 1,2
Coumarines 0.4
63 2318 2945 Osthole 0.4 1,2
Autres composés 0.8
64 1002 1243 2-Pentylfuran 0.4 1,2
65 1047 1602 2-Methyl-5-acetylfuran 0.4 1,2
66 1396 2296 I[soeugenol 1,2
Total 95.2

* Ri: indice de rétention sur une colonne HP-5

® Ri: indice de rétention sur une colonne HP-Wax
©1d: identification; 1= identification basée sur la comparaison des Ri avec ceux de la littérature; 2=identification
basée sur la comparaison des spectres de masse; 3= indice de rétention identique au composé authentique; t= trace,

moins de 0,05%.
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4. 1. 3. L'activité antibactérienne de 'huile essentielle de M. pastinacea

La méthode de diffusion des disques nous a permis de mettre en évidence le

pouvoir antibactérien de 1'HE de M. pastinacea vis-a-vis de quatre bactéries.
La grande surface d'inhibition enregistrée de lI'huile de M. pastinaceae est pour B. cerus (trés
sensible) avec un diametre d'inhibition 16.886+0.443 mm pour la dilution 1/2 (tableau 04, figure
12a) qui est plus grand que celui des ATB testés: TEC et CTX (tableau 05) qui ont donné les
diameétres suivants: 16 et 6 mm respectivement (figure 12b). Cette souche est trés sensible aussi
avec la dilution 1/5 mais moins sensible avec la dilution 1/10.

La bactérie E. coli, qui apparait résistante a I'ATB CTX (tableau 05, figure 10b), a
présenté une sensibilité vis-a-vis 'HE avec un diamétre d'inhibition 12.443+0.802 mm pour la
dilution 1/2 (Tableau 04, figure 10a).

S. aureus a présenté une moindre sensibilité vis-a-vis I'HE avec un diamétre d'inhibition
11.996+0.383mm pour la dilution 1/2 (Tableau 04, figure 11a). Cette bactéric a exposé une
sensibilité comparable 4 'ATB VA avec un diamctre d'inhibition 14 mm, mais une grande
sensibilité aux ATBs OF, L, CIP (tableau 05, figure 11b)

Par contre la derni¢re bactérie P. mirabilis est une souche résistante qui na pas présenté
aucune sensibilité vis-a-vis toutes les dilutions de T'huile (tableau 04, figure 13a) malgré qu'elle
est extrémement sensible vis-a-vis les ATBs testés (tableau 05, figure 13b).

Le DMSO, le solvant dans laquelle on a solubilisé notre huile, a été testé vis-a-vis toutes

les souches et n'a pas présenté aucun effet sur la croissance de ces bactéries (figure 14).

Tableau 04: Diamétres (mm) des zones d'inhibition de I'HE de M. pastinaceae

(moyenne+SEM).
Dilution
souches 1/2 1/5 1/10
12.443+0.802 11.776+0.223 9.773+0.443
Escerichia coli S(+) S(+) S(+)
11.996+0.383 10.22+0.220 9.11£0.890
Staphylococcus aureus S(+) S(+) S(+)
16.886+0.443 15.16+0.223 12.553+0.619
Bacillus cerus S(++) S(++) S(+)
6+0.0 6+0.0 6+0.0
Proteus mirabilis R R R

R: Résistance; S (+): Sensible; S (++): Trés sensible; S (+++): Extrémement sensible.
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Tableau05: Diametres (mm) des zones d'inhibition de 1'antibiogramme.

E. coli 24 20 6 30
S (+++) S (+++) R S (+++)

S. aureus 20 34 14 20
S (+++) S (+++) S (+) S (+++)

B. cereus 16 20 6 30
S (++) S (+++) R S (+++)

P. mirabilis 20 30 32 36
S (+++) S (+++) S (+++) S (+++)

R: Résistance; S (+): Sensible; S (++): Trés sensible; S (+++): Extrémement sensible.

Figurell: L'effet de 'HE de M. pastinaceae (a) et de l'antibiogramme (b) sur S. aureus.
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Figurel4: Effet de DMSO sur la croissance d'E. coli (a), de S. aureus (b), de B. cereus (c) et P.
mirabilis (d).
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4. 2. Discussion

Selon la bibliographie disponible, il n'existe pas de travaux déja réalisés sur 'HE de genre
Magydaris sauf le travail de Guesmia et al. (2014). Pour cela, les résultats de notre étude ont été
comparg¢s a ceux obtenus dans cette référence.

4. 2. 1. Rendement en huile essentielle

Nous rappelons que le rendement de Mai 2011 est voisin de 0.0386+0.002%. Celui-ci est
tres faible par rapport au rendement de la plante récoltée en Mai 2014 (0.106+0.046%). Cette
différence peut due a l'intervention de plusieurs facteurs, y compris les conditions de culture et
de récolte et en particulier les conditions et la durée de stockage de la plante. A titre d'exemple,
les plantes peuvent perdre leurs composés volatiles si elles sont stockées longtemps (Olle et
Bender, 2010)

Par contre le rendement de Mai 2011 est prochain de celui de la plante recueillie en
Sicile (Italie) en 2013 (0.036%) et plus ¢levé que celui de la plante recueillic en Algérie
(0.019%) (Guesmia et al., 2014)

Cette différence du rendement de 'HE est toute a fait normale, puisqu'il dépend de
plusicurs facteurs: l'origine géographique, les facteurs écologiques notamment climatiques (la
température et 'humidité), I'espece végétale elle-méme, 1'organe végétal, la période de cueillette,

la conservation du matériel végétal et la méthode d'extraction (Rosua et Granados, 1987)
4. 2. 2. L'analyse chimique de I'huile essentielle

Les résultats de l'analyse chimique montrent que 'HE de M. pastinacea récoltée en
Algérie présente des différances importantes dans leur composition chimique par rapport a celle
récoltée en Sicile, bien que certains caractéres particuliers communs sont présents.

Dans I'HE de M. pastinaceae récoltée en Algérie 66 composés ont été identifie, ce qui
représente 95,2% du total des composants. La classe principale est représentée par les
sesquiterpenes oxygénés (70,4%) suivie par les hydrocarbures (5,5%), et puis les hydrocarbures
sesquiterpéniques (5,2%).

Par contre dans I'HE de M. pastinaceae récoltée en Sicile 23 composés ont été identifiés,
ce qui représente 90,8% du total des composants. Les diterpénoides forment la classe principale,
ce qui représente 61,9% de l'huile avec cembrene en tant que composant le plus abondant
(28,2%). Dans la méme catégorie, a-springene (17,5%) et B-springéne (14,8%) étaient également
présents en quantités considérables. Les hydrocarbures ont été la deuxieme classe la plus

abondante (17,6%), avec pentacosane (6,8%) et heptacosane (4,6%) comme principaux
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composants. A l'exception de coumarines, représentées seulement par osthole (6,9%), toutes les
autres classes ¢taient pratiquement absentes (Guesmia ef al., 2014).

A la différence de 'HE de Sicile, les diterpénoides, ne représentent que 3,4% dans 'HE
de T'Algérie, mais les mémes composés caractéristiques se produisent: cembrene (0,4%),
a-springene (1,8%) et B-springéne (0,9%). Ils pourraient étre considérés comme des marqueurs
chimiques de cette espece (Guesmia et al., 2014).

En fait, a- et B-springenes sont des composés inhabituels, rarement identifiés dans les
plantes. Au meilleur de notre connaissance, a-springene n'a été identifi¢ que dans I'HE de fleurs
de Murraya exotica (Rutacées), recueillies en Inde ou il est le constituant majeur (23,8%) (Raina
et al. 2006) et dans I'HE de Teucrium Marum (Lamiaceae) de la Corse ou il a été détecté comme
un des principaux composés (de 1,1 a 17,8 %) (Djabou et al., 2013).

B-springene n'est présent que dans les feuilles de Heracleum persicum (Apiaceae),
recueillies de la zone Kandavan dans le nord de Téhéran (37,7%) (Mojab et al., 2002), dans
Lagochilus cabulicus (Lamiaceae) (19,4%), une plante aromatique utilisée en Afghanistan
(Jeppesen et al., 2012), et en tres petites quantités dans Salvia sclarea (Lamiaceae) (1,1%) de la
France (Laville et al., 2012) et Salvia reuterana (Lamiaceae) (0,3%) de 1'lran (Karamian et al.,
2013).

En outre, ces diterpenes hydrocarburés ont été largement rapportés chez les mammiferes
comme pécari (Waterhouse et al., 1996), l'antilope springbok (Burger et al., 1981), Alligatoridae
(Schulz et al., 2003.) et Hyménopteres (Howard et al., 2003; Bertsch et al., 2008) et ils sont

considérés comme des phéromones.
4, 2, 2. L'activité antibactérienne:

La méthode de l'aromatogramme est généralement employée comme une analyse
préliminaire pour dtudier l'activité antibactérienne ensuite viennent des méthodes plus
performantes. Dans cette méthode, certains parametres tels que le volume de 'HE placé sur les
disques de papier, 1'épaisseur de la couche d'agar et si un dissolvant est employé varient
considérablement entre les études (Burt, 2004).

D'aprés notre résultat de l'activité antibactérienne, on constate que I'HE de M.
pastinaceae possede une activité notable contre les bactéries. Ce qui est en concordance avec les
travaux de Guesmia et al. (2014) qui ont montré que I'HE de M. pastinaceae Algérien est plus
active que celle de Sicile aprés la détermination des valeurs de CMI et CMB de I'HE sur dix
especes bactériennes de référence parmi lesquelles trois espéces qui sont utilisées dans notre

étude: E.coli, S. aureus, B, cereus.
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Cet effet est attribué au contenu de l'huile et qui peut étre reli€¢ aux composés
majoritaires: sesquiterpenes oxygénés (70.4%), les hydrocarbures (5,5%) et les hydrocarbures
sesquiterpéniques (5,2%) (Simeon de Buochberg et al., 1976).

En effet, il est admis que l'activité antibactérienne des HEs se classe dans l'ordre
décroisant suivant la nature de leurs composés majoritaires:

Phénols >Alcools > Aldéhydes > Cétones > Oxydes > Hydrocarbures > Esters. L'effet des
composés quantitativement minoritaires n'est parfois pas négligeable (Lee et al., 1971;
Franchomme, 1981).

L'efficacité la plus ¢levée de 1'échantillon d'Algérie pourrait étre associé a la présence
d'alcools terpéniques tels que le (Z)-nérolidol et le (E)-nérolidol.

Le mécanisme d'action de terpénes n'est pas entierement compris, mais il peut impliquer
la rupture de la membrane bactérienne par les composés lipophiles (Vardar-Unlu et al., 2003).
Cependant, il doit étre considéré que les composants mineurs, ainsi que les interactions possibles
entre les substances, peuvent aussi influer sur les propriétés microbiologiques des deux

¢chantillons (Guesmia et al., 2014).
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Conclusion

Un grand nombre de plantes aromatiques contiennent des composés chimiques
ayant des propriétés différentes. Plusieurs travaux de recherche ont été focalisés sur les huiles
essentielles extraites de ces plantes aromatiques. Les différents résultats publiés indiquent
qu'elles sont peut doudes de plusieurs propriétés biologiques parmis lesquelles l'activité
antibactérienne. En effet, 1'évaluation de telles propriétés demeure une tiche intéressante et
utile, en particulier pour trouver des nouvelles sources d'agents antimicrobiens naturels.

Dans ce contexte, nous avons essay¢é d'évaluer l'activité antibactérienne de I'HE
extraite des fleurs de Magydaris pastinaceae in vitro. L'extraction de I'HE des fleurs de M.
pastinaceae a été réalisée par hydrodistillation. Le rendement est voisin de 0.0386+ 0.002%
pour un échantillon récolté en 2011 et de 0.106+0.046% pour un autre récolté en 2014.

L'analyse chimique de l'huile a été effectuée par CG et CG/SM et permis d'identifier
66 composés représentant 95.2% de I'HE avec les sesquiterpénes oxygénés (70.4%) comme
constituants majoritaires dont (£)-nérolidol (35,4%), a-costol (13,3%) et B-costol (6,8%) sont les
principaux constituants de l'huile.

L'étude de l'activité antibactérienne de I'HE a été réalisée par la méthode de
I'aromatogramme et nous a permis de mettre en évidence le pouvoir antibactérien de I'HE
testé vis-a-vis de quatre espéces bactériennes de référence. Ce pouvoir est intéressant sur
trois bactéries. Il a été constaté que ce pouvoir vari en fonction de la souche microbienne
testée et de la dilution de I'huile appliquée.

Parmi les perspectives immédiates de cette étude est de déterminer les
concentrations minimales inhibitrices et bactéricides de cette huile et d'évaluer leur pouvoir
sur des modeles animaux (in vivo) ainsi que 1'é¢tude du pouvoir antimicrobien de cette huile
sur plusieurs souches bactériennes et fongiques en vue d'une éventuelle désinfection de l'air
contaminée des hopitaux ou des canaux d'aération des batiments. En plus de I'étude d'autres
propriétés biologiques de cette plante, a savoir les propriétés: antioxydante, anti-inflammatoire,

antivirale, anticancéreuse et autres.
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Annexe

Annexe 1. Milieux de culture

1. 1. Les milieux liquides
1. 1. 1. L'eau physiologique stérile
Chlorure de sodium
Eau distillée
pH =7
Stérilisation a 121 °C/15 min
1. 1. 2. Bouillon BRAIN HEART INFUSION (BHIB)
Protéose-peptone
Infusion de cervelle de veau
Infusion de cceur de beeuf
Phosphate disodique
Eau distillée qsp
pH=7.4
Stérilisation a 121 °C/15min
1. 1. 3. Bouillon Nutritive
Peptone
Extrait de viande
Chlorure de sodium
Eau distillée
pH=7.2
1. 2. Les milieux solides
1. 2. 1. Gélose de Mueller Hinton (MH)
Extrait de viande
Hydrolysat acide de caséine
Agar
pH=7.4
Stérilisation a 121 °C/15min
1. 2. 2. Gélose nutritive (GN)
Peptone
Extrait de viande
Extrait de leveurs
Chlorure de sodium

Agar

9¢
1000 ml

10g
125¢g
5¢g
25¢g
1000 ml

10g

5¢g
1000 ml

3g
175¢
18 ¢g

10g
3g
3g
S5¢g
I5¢g



Annexe

Annexe II. Apercu sur les souches bactériennes
Bacillus subtilus

Le genre Bacillus comprend des bactéries en forme de batonnets, généralement mobiles,
sporogenes. Ces bacilles sont a Gram positif, aérobies stricts ou anaérobies facultatifs. Cette
espece de Bacillus peuvent parfois jouer le réle de germes opportunistes et en sait que durant ces

dernicres années, une augmentation significative des infections nosocomiales a été constatce.
Escherichia coli

E. coli est une entérobactéric mobile capable de fermenter le lactose et de produire de
lI'indole. C'est un agent trés courant anaobie facultatifs. Son habitat est le colon humain ou il est
le plus abondant, alors que sa survie est extrémement difficile dans 1'environnement. Commensal
du tube digestif, est la bactérie la plus fréquemment impliquée dans les infections urinaires. Elle
peut aussi provoquer des diarrhées par des mécanismes trés divers, ainsi que diverses infections

communautaires ou nosocomiales.
Proteus mirabilis

Est un, anaérobie facultatif, en forme de tige de bactérie Gram-négative. Il montre
I'essaimage motilité et l'activité de l'uréase. P. mirabilis est responsable de 90% de toutes les

infections Proteus chez I'homme.
Staphylococcus aureus

Sont connues pour provoquer des infections cutanées furoncles, panaris, abces

mammaires chez les femmes qui allaitent.



