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Introduction

Introduction

Un grand nombre de plantes, aromatiques, médicinales et autres possédent des
propriétés biologiques trés intéressantes qui trouvent des applications dans divers domaines

a savoir la médecine, la pharmacie, la cosmétologie et I’agriculture.

La valorisation de ces ressources naturelles végétales passe essentiellement par
I’extraction de leurs métabolites secondaires qui restent 1’objet de nombreuses recherches
notamment la recherche de nouveaux constituants naturels tels les huiles essentielles (HE) :

des produits volatiles pouvant étre trouvés dans les différentes parties de la plante.

Parmi les plantes médicinales de 1’Algérie, riches en huiles essentielles, on trouve
celles appartenant a la famille des Rutaceae : Citrus aurantium L., Mytraceae : Eucalyptus
globulus L., Apiaceae : Anethum graveoleus L. et Lamiaceae : Mentha pulegium L. Elles

sont utilisées traditionnellement dans le traitement symptomatique des maladies.

Actuellement, de nombreuses plantes productrices d’huile essentielle et n’ayant pas
une application connue sont le sujet de plusieurs recherches, c¢’est pourquoi nous nous
sommes intéressés a étudier et a évaluer 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles
de : Saccocalyx satureioides Coss. et Durieu. ; arbuste appartenant a la famille des

Lamiacées, poussant spontanément dans les régions présahariennes de la Wilaya de M’sila.

Notre travail est organisé en deux parties; une recherche bibliographique qui
contribue a avoir des informations relatives a la plante et un rappel théorique sur les huiles
essentielles ; puis une partie pratique présentant un protocole expérimental de

I’hydrodistillation et de I’aromatogramme suivie d’une discussion des résultats obtenus.
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CHAPITRE 1 Présentation de la plante.

1. Présentation de la plante
1.1. Définition et description botanique

Saccocalyx satureioides Coss. et Durieu (figure 01), plante a odeur de Thym, est un
arbuste appartenant a la famille des Lamiacées (Ozenda, 1977) qui ont toutes un appareil
sécréteur d’huile essentielle (Gilly, 1997). Localement, son nom populaire est « Zaater »,

une appellation commune pour Oregano et Thym dans toutes les régions du Nord Africain.

(Daniela et al., 2006).

Les Lamiacées sont exceptionnellement homogeénes : une lamiacée est tres facile a
reconnaitre par les botanistes (Guignard, 1999) grace aux particularités de ses caractéres.
(Boulmlik, 1995). En effet, Saccocalyx satureioides (figure 02) est un arbuste a tiges
robustes, rameuses de 2 a 12 dm ; feuilles petites, oblongues ou étroites, en petits fascicules
et ciliées a la base ; fleurs par quatre a six a I’aisselle des feuilles, a calice régulier et velu se
renflant en une outre ; corolle blanche, rosée ou pourpre, a quatre lobes, le supérieur bifide.
Cette plante possede un appareil sécréteur d’huile essentielle dont la localisation est tres
externe (Gilly, 1997). A cause du climat sec des régions présahariennes qu’elle colonise,
elle présente des formes d’adaptation lui permettant de réduire sa transpiration (feuilles

velues a limbe enroulé par-dessous, stomates enfouées) (Ozenda, 1977; Guignard, 1999).

Figure 01 : Saccocalyx satureioides de la région de Figure 02 : Saccocalyx satureioides (Ozenda, 1977)

récolte (Boussaada) fl: fleur ; fr : calice fructifére
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1.2. Position systématique et biotope

De point de vue systématique Saccocalyx satureioides peut étre définit selon les
divisions suivantes : (Boulmlik, 1995)
Reégne : Plantae.
Embranchement : Spermaphytes.
Sous-embranchement : Angiospermes.
Classe : Dicotylédones.
Sous-classe : Gamopétales.
Ordre : Lamiales (Labiales).
Famille : Lamiacées (Labiées).
Genre : Saccocalyx

Espece : Saccocalyx satureioides.

Saccocalyx satureioides, appartenant a la famille des Labiées, est une espéce
endémique des régions présahariennes : Dunes a Boussdada Wilaya de M’sila (Ozenda,

1977) (Figure 03).

Figure 03 : Position géographique de la wilaya de M’sila en Algérie
(http://www.algeria.strabon.org/portal/article.php3?i...)
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Utilisation

Saccocalyx satureioides ne posséde pas un usage traditionnel particulier connu,
mais il est supposé qu’elle posséde les méme effets thérapeutiques que 1’Oregano (Daniela
et al., 2006) puisque ces deux especes appartiennent a la méme famille « Lamiaceae » qui
possede en général des vertus stomachique, tonique, calmante, diurétique, sudorifique et

expectorante (Beloued, 2005).

Comme chez la plupart des labiées, la partie aérienne de Saccocalyx satureioides
(tiges feuillées et fleurs) est utilisée comme organes pour ’extraction de leurs huiles

essentielles (Daniela et al., 2006).
1.3. Composants essentiels

Les composants volatils des parties aériennes de Saccocalyx satureioides Coss et
Durieu, obtenus par hydrodistillation, ont été analysés par chromatographie a phase gazeuse
(CPG) et par chromatographie en phase gaz couplée avec sperctrometrie de masse (CPG-
SM). Quarante et un composants ont ét¢ complétement identifiés et groupés en trois
classes : (voir annexe 01)

e Les Monoterpénes hydrocarbonés représentés par :

- P-Cymene (5.0%).

- Camphene (2.9%).

- y-Terpinene (2.8%).

- o-Pinéne (1.8%)

- etle Limonene (1.5%).

e Les Monoteérpenes oxygénés représentés par :

- a-Terpineol (32.7%).

Thymol (22.8%).
Bonneol (11.6%).
Et Carvacrol (6.9%).

Ce sont les composants les plus importants.

e Les Sesquiterpenes avec une teneur inférieure a 3% (Daniela et al., 2006).
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2. Identification des huiles essentielles et procédés d’extraction
2.1. Définition

Une huile essentielle est un mélange de composés odorants et volatils contenus dans
certaines plantes. Le terme " essentielle " a été adapté de la théorie de " quinta essentia "
propos¢é par Paracelsus qui a cru que cette quintessence était 1'élément efficace dans une
préparation médicale. Le terme " huile essentielle " était un concept mal défini dans le
moyen age de la pharmacie ; par conséquent, le terme " huile volatile " a été proposé (Lee

et al., 2004).
2.2. Végétaux sources de drogues a huiles essentielles

Des huiles essentielles en quantité appréciable chez environ 2000 espéces de plantes
réparties en 60 familles ont été trouvées. Les Rutacées, les Pinacées, les Lauracées
(cannelle, laurier ...), les Myrtacées (eucalyptus, melaleuca, myrte, girofle ....), les
Apiacées (ombelliferes) et les Lamiacées (famille du thym, de la lavande, de la menthe ...)

sont particuliérement riches en huiles essentielles (Marouf, 2000).

Dans le cas le plus simple, les huiles essentielles se forment dans le cytosol. Elles se
rassemblent en gouttelettes comme dans la plupart des substances lipophiles ou bien elles
s’accumulent dans les vacuoles des cellules épidermiques ou des cellules du mésophylle de
nombreux pétales, de méme que dans les cellules oléiferes. Ces huiles traversent la paroi
cellulaire et la cuticule sous forme de vapeur. Mais, souvent des cellules glandulaires
excretent activement les huiles essentielles vers des compartiments de stockage
intracellulaires ou les rejettent directement a 1’extérieur, a la surface du végétal (Marouf,

2000).
2.3. Role des huiles essentielles dans la plante

Beaucoup de plantes produisent les huiles essentielles en tant que métabolites
secondaires, mais leur réle exact dans les processus de la vie de la plante est inconnu (Rai

et al.,2003).

'

Il y a beaucoup de spéculation au sujet du " réle " des huiles essentielles chez la
plante. Plusieurs effets apparents utiles ont été décrits : réduction de la compétition des
autres especes de la plante (allélopathie) par inhibition chimique de la germination des
graines ; protection contre la flore microbienne infectieuse par les propriétés fongicides et
bactéricides ; et contre les herbivores par goit et effet défavorable sur le systéme nerveux

(Porter, 2001).
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Certains auteurs pensent que la plante utilise I’huile pour repousser ou attirer les

insectes, pour favoriser la polinisation par exemple (Bruneton, 1999 ; William, 2006).
2.4. Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges trés complexes constitués majoritairement
de terpénes (principalement des monoterpénes et des sesquitérpénes -voir annexe 02-), de
formule générale (CsHg), (Svoboda et Hampson, 1999), qui sont responsables de
I’utilisation culinaire et médicale des plantes aromatiques et médicinales (Maria, 2002). Les
composés oxygénés dérivés de ces hydrocarbures incluent des alcools (géraniol,
citronellol), des aldéhydes (géranial, néral), des esters (acétate de citronellyle), des éthers
(eucalyptol, anéthol), des cétones (menthone, carvone), des phénols (thymol, carvacrol) et

des oxydes (ascaridole) (Bruneton, 1999).

Les huiles essentielles peuvent également renfermer d’autres composés incluant des

phénylpropanes et divers composés azotés ou soufrés (Svoboda et Hampson, 1999).
2.5. Propriétés physiques des HE

La propriété la plus intéressante des HE est sans doute liée a la diversité des
senteurs qu’elles offrent. Elles sont liquides a température ambiante et ne sont que trés
rarement colorées. Leur densité et en général inférieure a celle de I’eau (les HE de
sassafras, de gérofle ou de canelle constituent des exceptions). Elles ont un indice de

réfraction ¢levé et la plupart dévient la lumiere polarisée (Bruneton, 1999).

Les HE sont a peine solubles dans 1’eau, mais elles lui transmettent leur odeur. Leurs
principaux dissolvants sont les essences elles-mémes, 1’alcool, 1’éther, les huiles fixes ou

leurs drivés (graisse) (Marie, 2002).
2.6. Extraction des HE

Plusieurs procédés sont utilisés pour 1’extraction des substances aromatiques, selon
la texture et la fragilité de la matiére premicre a traiter. On peut citer la distillation ou trois
variantes sont possibles : I’hydrodistillation, la distillation & la vapeur saturée et
I’hydrodiffusion (Bruneton, 1999), I’extraction aux solvants volatils (Mario et al., 1996),
I’extraction par expression (Adio, 2005) et I’extraction au CO, supercritique (Sousa et al.,

2002 ; Yamini et al., 2002 ; Khajeh et al., 2004).

La méthode adoptée dans notre travail pour extraire 1’huile essentielle de
Saccocalyx satureioides est 1’hydrodistillation qui consiste a immerger directement le

matériel végétal a traiter (intact ou éventuellement broyé) dans un alambic rempli d’eau

-6-
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distillée puis I’ensemble est porté a ébullition. L’huile essentielle s’évapore alors avec les
vapeurs dégagées, puis est condensée (sous 1’effet de refroidissement) et séparée de 1’eau

par simple différence de densité.

Bien que trés avantageuse, I’hydrodistillation présente des inconvénients parmi
lesquels la détérioration de certains composés comme les esters et les aldéhydes.

(Ravindran et Nirmal, 2004).
2.7. Méthodes de séparation des HE

Les pharmacopées exigent le recourt a divers techniques chromatographiques
(chromatographie sur couche mince (CCM), chromatographie en phase gazeuse (CPG) et
chromatographie liquide a haute performance (CLHP)) afin de garantir 1’identité¢ et la
qualité d’une drogue végétale. Ces méthodes sont toutes fondées sur le méme principe :
séparation de substances présentes en mélange a I’aide d’un support solide (plaque,
colonne) et d’un ¢éluant (solvants organiques, gaz). La nature du support, de 1’éluant et des
conditions opératoires (température, débit, gradient...) est choisie pour permettre une

séparation optimale de différents constituants (Anton et Wichtl, 2003).
2.8. Méthodes d’identification des HE

Les chimistes ont mis au point divers procédés qui permettent d’identifier des
composées organiques ou inorganiques. Les techniques les plus utilisées sont: la
spectrométrie de résonance magnétique (RMN), la spectrométrie infrarouge (IR), la
spectrométrie ultraviolet-visible (UV-Vis) et la spectrométrie de masse (SM) (Carole ef al.,
1992). Cette dernieére est souvent couplée avec la chromatographie a phase gazeuse
(CPG/SM). Cette association d’'une méthode séparative et d’'une méthode d’identification,
permet d’étudier des mélanges complexes a I’état de traces comme les HE (Mastelic ef al.,

2000; Lahlou, 2004).
2.9. Mode d’action des HE

Le mécanisme antimicrobien des HE est mal connu. Cependant, il a été suggéré que
leur propriété lipophilique et leur structure chimique peuvent jouer un rdle dans cette

action.

Helander et al. (1998) a étudié ’action antibacterienne de plusieurs composés : le
carvacrol, le thymol et le cinnamaldéhyde sur E. coli 0157 et Salmonella typhimurium. Le

carvacrol et le thymol ont, de la méme maniére, une action détériorante de la membrane
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bactérienne. D'autre part, le cinnamaldéhyde a échoué d’affecter la membrane, mais a

présenté une activité antibactérienne et antifongique (Lee et al., 2004).

I1 a été ainsi suggéré que les terpenoides et les phénylpropanoides, a cause de leur
lipophilie, peuvent pénétrer la membrane des bactéries et atteindre la partie intérieure de la
cellule. Certaines propriétés structurales, telle que la présence de groupes fonctionnels et

I’aromaticité sont aussi responsables de 1’activité antibactérienne (Lee et al., 2004).
2.10. Relation entre ’activité et la composition chimique de ’HE

L’activit¢ d’une huile essentielle est en relation directe avec sa composition
chimique (Lahlou, 2004). Cependant, la composition chimique et le rendement en huile
essentielle varient selon la plante, ses conditions environnementales et son mode de
préparation (méthode et température de séchage...) ainsi que la méthode utilisée pour
I’extraction de I’huile essentielle et la durée de conservation de celle-ci (Svoboda et

Hampson, 1999 ; Axel et al., 2001).

L’action des huiles essentielles est le résultat de D’effet synergique entre ses
composés majoritaires et ceux minoritaires. La valeur d’une huile essentielle réside dans

I’intégralité de ses composants et non seulement a ses composés majoritaires (Marie, 2005).

Les composés chimiques de plus grande efficacité et a plus large spectre d’activité
sont les phénols (thymol, carvacrol et eugénol), les alcools (a-terpineol, terpinen-4-ol,

linalol), les aldéhydes et les terpénes (Cosentino ef al., 1999; Dorman et Deans, 2000).
2.11. Utilisation

Les huiles essentielles possédent de nombreuses activités biologiques.
Actuellement, elles trouvent des emplois dans trois secteurs principaux : en pharmacie, soit
pour leurs activités thérapeutiques (tableau 01) ou en tant qu’excepients (Axel et al,
2001) ; en parfumerie, elles sont utilisées pour leurs saveur et leur odeur (Smallfield,
2001) ; et en industrie agro-alimentaire elles sont utilisées comme aromatisants naturels

dans le but d’assurer une bonne qualité gustative (Bruneton, 1999).

Tableau 01 : principales plantes a huiles essentielles d’intérét pharmaceutique.

Activité Plantes Référence
Antiseptique Thym Billerbeck, 2002
Eupeptique Menthe Axel et al. 2001
Antispasmodiale Camomille Axel et al. 2001
Analgesique Origan, Thym Schwammle et al., 2001
Depurative et cicatrisante Lavende Caillard, 2003
Antioxydante Origanum glandulosum Bendahou et al., 2008

-8-



CHAPITRE 2 Identification des huiles essentielles et procédés d’extraction.

2.12. Conservation

La conservation des huiles essentielles médicinales est assez délicate. Le mode de
préparation peut faciliter I’apparition de monoxyde et par 1a induire un rancirssement
acceléré (Christian et Claude, 2002). Elles sont stockées dans des flacons propres et secs en
aluminium, en acier inoxydable ou en verre teinté antiactinique, presque entiérement
remplis et fermés de fagon étanche (I’espace libre étant rempli d’Azote ou d’un autre gaz
inerte). Le stockage se fait a 1’abri de la chaleur et de la lumiére (Bruneton, 1999). La
conservation au froid permet le blocage des réactions chimiques; réactions de dégradation

dues aux enzymes et aux ferments contenus dans la plante (Alain, 2004).
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3. Matériels et méthodesMatériels
3.1.1. Matériel végétal

La biomasse utilisée pour I’extraction des huiles essentielles est composée de parties
aériennes de Saccocalyx satureioides, qui ont été récoltées en mois de Mai 2004 dans la
région de Bousaada de la Wilaya de M’sila, et conservées dans un sachet de papier

hermétiquement fermé.
3.1.2. Microorganismes

Les bactéries testées sont: Escherichia coli, Klebsiella, Staphylococcus aureus,
Proteus.sp; et Proteus.sp, Elles ont été fournies par le laboratoire de la santé publique de la

Wilaya de M’sila.

Les moisissures testées appartiennent aux genres: Alternaria, Aspergillus,
Penicillium. Se sont des champignons phytopathogénes isolés de plantes au laboratoire de

microbiologie de I’université de M’sila.

Une levure, Candida albicans, fournie par le laboratoire de microbiologie de 1’hopital

de la Wilaya de M’sila.
3.1.3. Milieux de culture

Les milieux de culture (voir annexe 03) utilisés pour la croissance des

microorganismes testés sont :

— Potato Dextrose Agar (PDA) préparé au laboratoire, il constitue un milieu classique
pour les champignons.

— Sabouraud Dextrose Agar supplémenté de chloramphénicol (SDA + chloramphénicol)
commercialisé par I’institut Pasteur d’Algérie. 11 est utilisé pour la culture, I’isolement
et I’identification des levures et des moisissures saprophytes ou pathogénes.

— Bouillon nutritif (BN) et gélose nutritive (GN) commercialisés par 1’institut Pasteur

d’Algérie. Ces milieux permettent la culture des bactéries peu exigeantes.
3.1.4. Hydrodistillateur
L’ hydrodistillateur utilisé est composé de :

—  Un chauffe-ballon (Heraeus, type U2/11) qui propage la chaleur d’une fagon uniforme
tout autour du ballon.

— Un ballon (capacité 2L, WITEG, Preciso, NS 29/32).
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— Un serpentin condenseur de vapeurs (WITEG, Preciso, NS 29/32).
— Une ampoule a décantation recevant le distillat (WITEG, Preciso, NS 29/32).
—  Un refrigérant cryothermostat (Haier, capacité 6.7 litres, flux 4L/min, Température : -

20 — 100°C, préssision : £ 0.2 °C).
3.2. Méthodes
3.2.1. Extraction des HE

L’extraction est réalisée par hydrodistillation (figure 04). 100 g des parties aériennes
séches de la plante ont été placées dans le ballon auquel est ajouté un volume de1000 ml
d’eau distillée. L’ensemble est placé dans le chauffe-ballon puis porté a ébullition pendant

trois heures.

Les huiles essentielles sont soigneusement récoltées a partir de ’ampoule a décanter

et stockées a -5 °C jusqu’au moment de leur utilisation.

T

Figure 04 : Hydrodistillateur

3.2.2. Calcul du rendement

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de 1’huile extraite et
celui de la plante a traiter (Carré, 1953). I est calculé selon la formule suivante :
R=P,/P,x 100
R : rendement de I’huile en pourcentage (%).

Py, : poids de I’huile en gramme (g).

P, : poids de la plante en gramme (g).
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3.2.3. Tests biologiques

La technique utilisée pour 1I’évaluation de 1’activité antimicrobienne des HE est celle
de I’aromatogramme basé sur une technique utilisée en bactériologie médicale, appelée
antibiogramme ou méthode par diffusion en milieu gélosé ou encore méthode des disques.
Cette technique repose sur le pouvoir migratoire des HE a I’intérieur d’une boite de Petri
dans un milieu nutritif solide. Le contact de I’HE avec le germe se fait par 1I’intermédiaire
d’un disque de papier imbibé d’une quantit¢ donnée d’HE. L’évaluation du pouvoir
antimicrobien des HE se fait par la mesure du diametre d’inhibition autour des disques
(Figure 05). (Deans et Ritchie, 1987; Zaika, 1988; Carson et Riley, 1995; Pattnaik et al.,
1996; Sivropoulou et al., 1996; Smith-Palmer et al., 1998; Lis-Balchin et al., 2000; Burt et
Reinders, 2003; Faleiro et al., 2003; Kunle et al., 2003 ; Kelen et Bektas, 2008).

Boite de Pétri

Souches test

Milieu de culture gélosé
(Agar)

Dis que imbibé
d'huile
essentielle

Croissance
microbienne

Figure 05 : illustration de la méthode des aromatogrammes sur boite de Pétri (Zaika, 1988)

3.2.3.1. Tests antibactériens

Les souches bactériennes conservées ont €té activées par culture en bouillon nutritif
pendant 24 h. a 37°C puis soumises a I’action des HE en boites (¥d90mm) de gélose

nutritive selon la méthode utilisée par Proksa et al. (1992) et Iégérement modifiée.

Aprés homogénéisation de la suspension bactérienne, 0,1ml est étalé aseptiquement

sur le milieu solide puis laiss¢ a température ambiante pendant 15min. A trois points
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équidistants du centre de la boite, sont déposés des disques (@5Smm) de papier absorbant
WATMAN. Un volume de 5ul de I’'HE, ou de ses dilutions 50% et 33,33% (V/V) dans le

chloroforme, est ajouté au disque a I’aide d’une micropipette.

Les boites témoins ne sont suppléméntées que du solvant (chloroforme). Chaque test

est réalisé en duplicata.

Les milieux inoculés sont incubés a 37°C pendant 48h et les diametres d’inhibition

sont mesurés.

3.2.3.2. Tests antifongiques :

L’étude de ’activité antifongique des HE est basée sur la mesure du diamétre de la
colonie fongique exposée a I’action de I’huile durant une période d’incubation donnée en

comparaison avec un test témoin (Proksa et al., 1992).

Les boites de Pétri contenant 15 ml du milieu PDA sont aseptiquement ensemencées
au centre ; par la prise d’un ensemble de spores fongiques a partir de la culture en
croissance a l’aide d’une anse de platine (aiguille) imprégnée dans une solution d’agar
0.2% (ensemencement par piqiire). A trois points équidistants du centre de la boite, sont
déposés des disques (@5mm) de papier absorbant WATMAN. Un volume de 5ul de I’'HE, ou
de ses dilutions 50% et 33,33% (V/V) dans le chloroforme, est ajouté au disque a I’aide

d’une micropipette.

Les boites témoins ne sont suppléméntées que du solvant (chloroforme). Chaque test
est réalisé en duplicata. Les milieux inoculés sont incubés a 25°C pendant 7 jours. Le taux

d’inhibition est mesuré par la comparaison des diameétres du temoin et du test.

Pour la levure Candida albicans le protocole suivi est celui réalisé pour les bactéries

mais sur le milieu SDA supplémenté de chloramphénicol.
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4. Résultats et discussion

4.1. Calcul du rendement en HE de Saccocalyx satureioides

Selon la méthode de Carrée (1953), le rendement en huile essentielle, ayant une couleur

jaune et une odeur piquante, extraite par hydrodistillation, se calcule comme suit :

R=P,/P,x 100
Py=18230¢g
P, =100g
Application numérique :

R=1.8230/100 x 100

R=1.8230%

Malgré la durée de la conservation plus ou moins longue (quatre ans) de I’échantillon, la

plante a donné un rendement modéré en huile essentielle.
4.2. Test de sensibilité des bactéries vis-a-vis de ’HE :

Les résultats de 1’aromatogramme réalisé pour les isolats cliniques (par la méthode

classique de diffusion en milieu gélos¢) sont représentés par la figure 06.

L’action bactériostatique ou bactéricide de I’huile essentielle se traduit par I’apparition de
zones d’inhibition autours des disques. La lecture des diameétres d’inhibition" D " se fait apres

48 h d’incubation a 37°C. Les résultats sont exprimés dans le tableau 02 :

Tableau 02: Diamétres des zones d’inhibition (mm) de différentes concentrations de 1’huile essentielle de Saccocalyx
satureioides sur la croissance des isolats cliniques (bactéries et levure).

Bactéries/ levures Témoin brute 50% 33,33%
Eschericia coli 0 cn 27.92 23.25
Staphylococcus aureus 0 35.00 17.75 17.25
Klebriella sp 0 40.34 23.00 22.50
Proteus sp, 0 29.66 21.66 18.83
Proteus sp, 0 39.67 25.25 18.67
Candida albicans 0 cn 31 18.67

cn : croissance nulle (inhibition totale de la croissance)

Les résultats sont exprimés selon trois niveaux d’activité: résistant (D < 6mm),

intermédiaire (13 > D > 6mm) et sensible (D > 13mm). (Billerbeck, 2003).
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S. aureus

Proteus sp, C. albicans

1- Temoin. 2- HE brute (100%). 3- HE diluée (50%). 4~ HE diluée (33,33%).

Figure 06 : I’effet inhibiteur del’HE de Saccocalyx satureioides sur la croissance des isolats cliniques (batéries et levure).
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L’huile essentielle présente une activité antibactérienne, elle se traduit par I’apparition de
zones d’inhibition dont le diamétre augmente a chaque fois que la concentration de I’huile
augmente voir une croissance nulle — représentée dans I’histogramme par un diametre de 90mm

qui est le diamétre de la boite de Petri utilisée — lorsque I’huile brute est utilisée (figure 07).

O HE 00,00%
(temoins)

B HE 100%

OHE 50%

OHE 33,33%

diametre d'inhibition(mm)

E.coli S. aureus Klebsiella sp Proteus sp1 Proteus sp2 C. albicans

Figure 07 : I’effet inhibiteur des différentes concentrations de ’'HE de S. satureioides

sur la croissance des isolats cliniques.

Selon trois niveaux d’activité cités dessus, on constate que toutes les souches
bactériennes testées sont sensibles méme si I’huile est diluée au 1/3 (diametres d’inhibition allant

de 17.25 mm jusqu'a 40.34 mm).

L’huile essentielle de Saccocalyx satureioides présente une activité antimicrobienne tres
valable pratiquement similaire a celle de I’Origanum glandulosum obtenue par Bendahou et al

(2008) sur Staphyloccocus aureus.

L’huile essentielle de Saccocalyx satureioides présente une activité bactéricide vis-a-vis
Escherichia coli qui demeure moins sensible pour I’HE de 1’Origanum glandulosum. 11 est a

noter que le volume de I’huile essentielle de I’ Origanum ajoutée aux disques est de 3ul.
4.3. Test de sensibilité des champignons vis-a-vis de I’HE :

Les résultats de I’activité inhibitrice de I’huile essentielle sur la germination, la croissance

mycélienne et la sporulation sont représentés dans les figures suivantes :

La lecture du diamétre de la colonie se fait apres 7 jours d’incubation a 1’étuve a 25°C.
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Les résultats sont exprimés en mm et indiqués dans le tableau 03 :

Tableau 03: Diamétres des colonies fongiques (mm) exposées a différentes concentrations de 1’huile essentielle de Saccocalyx
satureioides.

Moisissures Témoin brute 50% 33,33%
Aspergillus sp 31.00 0 10 14.5
Alternaria sp 63.00 0 07 11
Penicillium sp, 33.50 0 4.5 18.5
Penicillium sp, 25.00 0 05 5.5

cn : croissance nulle (inhibition totale de la croissance)

L’huile essentielle brute présente une activité inhibitrice de 100% sur la germination des

spores de tous les champignons (figure 08).

O HE 00,00%
—g (temoins)
T B HE 100%
Z
&
L O HE 50%
k4
c
o
] O HE 33,33%
4
©
<
@
£
8
©

Aspergillus sp Alternaria sp Penicillium sp1 Penicillium sp2

Figure 08: I’cffet inhibiteur des différentes concentrations de I’HE de S. satureioides

sur la croissance des isolats fongiques.

Le degré d’inhibition causé par I’huile essentielle testée est variable selon sa
concentration. En effet, ’huile essentielle brute a exercé une action inhibitrice sur la germination
des spores. Néanmoins ses dilutions 50% et 33,33% inhibent le développement mycélien et
provoquent le changement de la couleur de la colonie (changement du taux de sporulation selon

la concentration de ’HE) (figure 09).

Quant a la levure Candida albicans, les diamétres des zones d’inhibition sont calculés

apres incubation a 25°C pendant 48 heurs (tableau 02).

L’huile essentielle présente une activité inhibitrice sur la biomasse et sur la production

des pseudomycelium de Candida albicans, cela se traduit par I’apparition des zones d’inhibition
-17 -
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dont le diametre augmente a chaque fois que la concentration en huile augmente jusqu’a

I’inhibition totale par I’huile brute.

Penicillium sp, Penicillium sp,

1- Temoin. 2- HE brute (100%). 3- HEdiluée (50%). 4- HE diluée (33,33%).

Figure 09 : I’effet inhibiteur del’HE de Saccocalyx satureioides sur la croissance des isolats fongiques.
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Coclusion.

Conclusion :

L’huile essentielle de Saccocalyx satureioides a un spectre d’activité treés large

puisqu’elle inhibe aussi bien la croissance des bactéries que celle des moisissures et des levures.

Son activité antimicrobienne est principalement fonction de sa composition chimique.
Elle agit en empéchant la multiplication des bactéries et des levures, alors qu’elle inhibe la
germination des spores, I’élongation du mycélium, la sporulation et la production des exudats
chez les moisissures. Cette évaluation a été faite en utilisant I’huile essentielle telle quelle par la
méthode de diffusion en milieu gélosé mais la question qui se pose : est-ce que la fraction
volatile de I’huile peut €tre responsable de cette activité antimicrobienne ?. Cela se résolue par
I’application de la méthode des microatmospheres. Celle-ci reste rarement citée car les auteurs
qui se sont penchés spécifiquement sur I’activité de la phase gazeuse des huiles essentielles sont

encore peu nombreux (Marie, 2005).
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Annexe 01: Composition chimique des huiles essentielles de Saccocalyx satureioides.

(Daniella et al., 2006)

Ne“ Ki® Composés % ¢
Monoterpene hydrocarbons 16.8
01 924 Monoterpéne hydrocarbones. 0.1
02 929 Tricycléne 0.6
03 936 o — Thujene 1.8
04 950 o — Pinéne 2.9
05 975 Campnene t
06 977 Sabinene 0.3
07 992 B - Pinéne 0.8
08 1003 Myrcene t
09 1017 o — Terpinene 0.6
10 1025 a— Cymene 5.0
11 1030 Limonene 1.5
12 1060 y-Terpinéne 2.8
14 1087 Terpinolene 0.4
Oxygénaed monoterpenes 76.9
13 1070 Cis-Sabinene hydrate t
15 1097 Trans-Sabinene hydrate t
16 1099 Linalool 0.4
17 1121 Sabinaketonede hydro t
18 1125 o — Campnolenal t
19 1139 Trans-pinocarveol t
20 1143 Camphor 0.1
21 1165 Borneol 11.6
22 1191 Terpinen-4-ol 1.2
23 1193 a — Terpinéol 32.7
24 1193 Cis-Dihydrocarvone 0.2
25 1222 Isobornyl formate 0.2
26 1289 Bornyl acetate t
27 1291 Thymol 22.8
28 1297 Carvacrol 6.9
29 1352 Thymol acetate 0.7
30 1364 Carvacrol acetate 0.1
Sesquiterpénes 2.7
31 1394 o — Gurjumene t
32 1402 B-Caryophyllene 0.8
33 1437 o — Humulene 0.3
34 1444 Alloaromadendrene 0.2
35 1778 B-Acoradiene 0.2
36 1494 y-Cadinene 0.1
37 1503 d-Cadinene 0.3
38 1556 Spathulenol 0.3
39 1562 Caryophyllene oxide 0.3
40 1596 Viridiflorol 0.1
41 1663 Epi- a - Murolol 0.1

“: numérotation de I’ordre d’élution sur la colonne capillaire ZB-5 .

?: I’indice de rétention par rapport a la mixture standard de n-alcanes sur la colonne capillaire ZB-5

“: valeurs représentant des moyennes de trois déterminations (t = trace < 0.05%)
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Annexe 02 : Quelques structures des monoterpénes constituants les HE.

-

Carvacrol Thymol Limonéne

(Schwammle et al., 2001)

(+)-Sabinéne a-terpinéne y-terpinéne
(-)-a-pinéne (+)-p-pinéne

3-caréne

(Lamarti et al., 1994)
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AR
(+)-camphéne

(-)-carvone Terpinoléne
é HO HO
OH d
a p y 4-
Therpineol

(Bruneton, 1999)
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Annexe 03 : Milieux de culture

Préparation pour 1Litre

Bouillon nutritif (BN)

Extrait de viande S5¢g

Peptone pancréatique 10g

Chlorure de sodium 5¢
pH="7.4

Gélose nutritive (GN)

Extrait de viande de beeuf lg

Extrait de levure 2g

Peptone Sg

Chlorure de sodium S5¢g

Agar 15g
pH=72a74

Potatoes Dextrose Agar (PDA)

Filtrat de pomme de terre 200g
Glucose 20g
Agar 15¢

Acidifié a pH= 4.5

Sabouraud Dextrose Agar (SDA) avec chloramphénicol

Peptone pepsique de viande 10g

Glucose 20g
Chloramphénicol 0.5g
Agar 15¢g

pH=5.7 +/-0.2



seils

e Jpanll JaV ellyy Sl bl 43 sl dalass sy Aihaiey dika sie 45 & 5 «Saccocalyx satureioides 4is dalae Cu
%18 a‘)ﬁﬁjd‘)‘nu’_‘; d};d;“ﬁﬁ}‘i:}uhnﬁy\ L@:\ﬁ‘)

Aide 38 Sy del aasd bl LA e sed bl A ol (e lgle deasill Gip3ll Al < paal
Y% 50 e ST ) Dray oS an ) g Seall 038 e aie A 25 €9%33.335%50,)
Aoalide cilals

o sl aca Ll « S i (Saccocalyx satureioides dassy) & s )

Résumé
Saccocalyx satureioides, plante endémique de la région de Boussdada, a été traitée par hydrodistillation afin d’obtenir

ses huiles essentielles. La méthode a donné un rendement de 1.8%.

Le test du pouvoir inhibiteur de ces HE, diluées a 50% et a 33.33%, sur la croissance de quelques bactéries et

moisissures a présenté une forte activité antimicrobienne atteignant plus de 50%.

Mots clés

Huiles essentielles, Saccocalyx satureioides, hydrodistillation, activité antimicrobienne.

Abstract
Saccocalyx satureioides, plant endemic of the area of Boussaada, was treated by hydrodistillation in order to obtain its

essential oils. The method gave an output of 1.8%.

The test of the inhibiting capacity of these EO, diluted to 50% and 33.33%, on the growth of some bacteria and moulds

presented a strong antimicrobial activity reaching more than 50%.

Key words

Essential oils, Saccocalyx satureioides, hydrodistillation, antimicrobial activity.



