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RESUME

Dans ce travail nous nous sommes intéressés a I'évaluation des rendements
en huiles essentielles des parties aériennes d’Artemisia arborescens L., et a 'étude

de leur effet antibactérien.

L’extraction des huiles essentielles des parties aériennes d’Artemisia
arborescens donne un rendement de 1% pour les échantillons provenant de la région
de Cherchell et de 0.72% pour les échantillons provenant de la région de Cap

Djenet.

L’étude de [lactivité antibactérienne par la détermination des zones
d’inhibitions révéle que I'huile essentielle des échantillons des plantes provenant de
Cap Djenet, présente une meilleure activité sur les souches étudiées par rapport a
celle des échantillons de Cherchell, sauf pour la souche P.aeruginosa. Cependant
toutes les souches testées par l'huile essentielle des espéces provenant de
Cherchell sont résistantes sauf la souche S.aureus MRSA- qui est faiblement

sensible.

Mots clés : Artemisia arborescens L., hydrodistillation, huile essentielle, activité

antibactérienne.



ABSTRACT

In this work we are interested in evaluating the performance in essential oils of

aerial parts of Artemisia arborescens L., and study of their antibacterial effect.

The extraction of essential oils from aerial parts of Artemisia arborescens
gives a yield of 1 % for samples from the region Cherchell and 0.72% for samples
from the Cap Djenet.

The study of antibacterial activity by determining the inhibition zones revealed
that the essential oil of plant from Cap Djenet plant , has better activity against
strains studied compared to plant from Cherchell , except for P. aeruginosa.
However, all the strains tested by the essential oil of plant from Cherchell are

resistant except for S. aureus MRSA- which is weakly sensitive .

Keywords : Artemisia arborescens L., steam distillation , essential oil , antibacterial

activity.
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LISTE D’ABREVIATION

A. arborescens : Artemisia arborescens.

A. campstris : Artemisia campstris.

AFNOR : Association francaise de normalisation.
A. herba alba : Artemisia herba alba.

°C : degré Celsius.

E. coli : Escherichia coli.

K. pneumoniae : Klebsiella pneumoniae.

Ms : Matiere seche.

OMS : Organisation mondiale de la santé.

P. aeruginosa : Pseudomonas aeruginosa.

S. aureus MRSA : Staphylococcus aureus résistante a la méthiciline.
S. pneumoniae : Streptococcus pneumoniae.

ZI| : Zone d’inhibition.



LISTE DES FIGURES

Figure 01 : Alternance des feuilles sur le pétiole de I'A.arborescens.................. 18
Figure 02 : L'inflorescence d’A. arbOreSCeNS.....uvieiiiiiriaririrrarrriraerasssnnsnns. 18
Figure 03 : La station de Cap DjeNet....ccceiririiiiiirirerassrnereesassnsansaesnnaasanns 22
Figure 04 : Le site d’échantillonnage (Cap Djenet).......ccveviiiiiiiiiiiiiiiiiinneene, 22
Figure 05 : La station de Cherchell......ccoeveiiioiiiiiicr s e 23
Figure 06 : Dispositif d’extraction par hydrodistillation...........ccccvevieviiiiiininnnnn. 25
Figure 07 : lllustration de la méthode des aromatogrammes sur boite de Pétri......27
Figure 08 : La teneur en eau des parties aériennes d’A. arborescens.................. 30
Figure 09 : Rendement en huile essentielle obtenu par hydrodistillation............... 30
Figure 10 : Huile essentielle d’A.arboreSCeNS ....vuvieiiiiiiiiii i ee e 32
Figure 11 : Représentation du diametre des ZI des huiles essentille d’A.arboresens
provenant de deuX région EtUAIEES. .. ..uurririiririririrrri e s s rasaeass 33
Figure 12 : Action des huiles essentielles de la région de Cap Djenet sur les souches
DACTEIIENNES. e Annexe IV
Figure 13 : Action des huiles essentielles de la région de Cherchell sur les souches

[0 T2 Y01 (=] =] 1 8 1 Annexe IV



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 01: Exemple des propriétés pharmacologiques de différentes espéces
(o N (= 1 0] 1 PN 16
Tableau 02 : Souches bacteriennes UtiliSEES....vuvvriiverieireriei e ererreeeeeeenn 24

Tableau 03: Diamétres des zones d’inhibitions des huiles essentielles
d’A.arborescens appartenant a la région de Cap Djenet et de Cherchell............... 32

Tableau 4 : La valeur de la matiere seche et de la teneur en eau au cour de stade de
(ST =310 = 1< o o N Annexe |

Tableau 5: Rendement en huile essentielle de deux régions Cherchell et Cap
9 T=T = U USPRRUPPPRPRPPR Annexe |



GLOSSAIRE

Allopathie : phénoméne par la quel les plantes d’'une espéce donnée peuvent

empécher le développement d’autres plantes.

Altitude : est une grandeur qui exprime un écart entre un point donné et un niveau
de référence : par convention, sur terre ce niveau est le plus souvent, le niveau de la

mer.
Anthelminthique : est une substance antiparasitaire.

Anti-inflammatoires : qui combat des processus inflammatoires (liée a une

infection, a des rhumatismes).
Antiseptique : détruit les microbes et empécher leur développement.

Antispasmodique : est un produit permettent de lutter contre les spasmes

musculaires.

Diurétique : est une substance qui entraine une augmentation de la sécrétion

urinaire.

Emménagogue : stimule le flux sanguin dans la région pelvienne et l'utérus.
Eupeptique : qui améliore ou facilite la digestion.

Fébrifuge : qui a la propriété de combattre la fievre.

L’arthrite : est une inflammation aigue ou chronique des articulations dont I'origine
est rhumatismale ou infectieuse. Il ne se désigne pas la pathologie répertoriée sous
le nom d’arthrose mais un signe clinique d’une des nombreuses maladies

articulaires.

Latitude : est une valeur angulaire, expression du positionnement nord sud d’un

point sur terre.
Longitude : est une valeur angulaire, expression est ouest d’un point sur terre.

Neuromusculaire : qui conserve a la fois la fibre nerveuse et le muscle.



GLOSSAIRE

Sédative : une substance qui agit contre la douleur, I'anxiété, I'insomnie ou qui
modere l'activité d’'un organe.

Stomachique : substance salutaire a I'estomac et qui favorise la digestion.

Vermifuge : il permet d’éradier les vers intestinaux.
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INTRODUCTION

Les plantes médicinales sont utilisées depuis l'antiquité, pour soulager et
guérir les maladies humaines. En fait, leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la
présence de centaines, voire des milliers de composés naturels bioactifs appelés: les
métabolites secondaires. Ces derniers sont par la suite accumulés dans différents
organes et parfois dans des cellules spécialisées de la plante. De nombreuses
études ont mis en évidence la présence de métabolites secondaires doués d'activités
biologiques telles que les polyphénols, alcaloides, terpénes ...etc. (BOUDJOUREF,
2011)

L'Algérie est considérée parmi les pays connus par leur diversité taxonomique
VU sa position biogéographique privilégiée et son étendu entre la Méditerranée et
I'Afriqgue sub-saharienne. La flore algérienne est potentiellement riche, beaucoup

d'espéces endémiques peuvent y étre. (MESSAI, 2011)

La famille des Astéracées ou Composées est la famille la plus large des
plantes a fleurs qui comprend prés de 13 000 especes réparties en 1500 genres
formant approximativement 10% de la flore du monde. (MESSAI, 2011 in POTTIER,
1981). Le genre Artemisia est un des plus importants de cette famille, utilisé en
grande partie pour les propriétés médicinales de ses huiles essentielles. (TAN et al,
1998)

L’armoise arborescente ou Artemisia arborescens est une espece abondante
dans le nord d’Algérie, elle est utilisée depuis des décennies pour I'ornementation,
ses feuilles sont connues pour leurs effets calmant des douleurs abdominales.
(AFKIR, 2011 in HOUMANI et al, 2007).

Traditionnellement, cette espece présente des effets antispasmodiques (TAN
et al, 1998), antidiabétiques, antipyrétiques et anti-inflammatoires mais ces huiles
essentielles possédent une faible activité antibactérienne. (EL BEYROUTHY et al,
2011).

La résistance aux antibiotiques est un probléme de plus en plus préoccupant a
I'échelle mondiale, les différentes classes des bactéries ont réussi a développer des

mécanismes de résistance pour assurer la survie. (DELORME et al, 2011)



INTRODUCTION

Les travaux réalisés sur A.arborescens en Algérie ont porté surtout sur

I'évaluation du rendement en huile essentielle selon le stade phénologique (AFKIR,
2011 ; ZEDDAM, 2012).

Nous nous sommes intéressées a étudier I'effet antibactérien de ['huile

essentielle d’A. arborescens provenant de deux régions Cap Djenet et Cherchell.
Nos objectifs sont :

> Extraction des huiles essentielles.

» Comparaison de rendement.

> Etude de l'effet antibactérien de I'huile essentielle extraite.
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I- Les huiles essentielles
[-1-Définition :

Pour la 8¢édition de la pharmacopée francaise (1965), les huiles essentielles
(=essences=huiles volatiles) sont: «des produits de composition généralement
assez complexe renferment les principes volatiles contenus dans les végétaux et

plus au moins modifiés au cour de la préparation.

Selon la norme AFNOR (Février 1998) I'huile essentielle est un produit obtenu a
partir d'une matiére premiére d’origine végétale, soit par entrainement a la vapeur,
soit par des procédés mécaniques a partir de I'épicarpe des Citrus, soit par
distillation seche. (BRUNETON, 1999)

I-2-Répartition et localisation

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs
. il 'y aurait, selon Lawrence, 17 500 especes aromatiques. Les genres capables
d’élaborer les constituants qui composent les huiles essentielles sont répartis dans
un nombre limité de familles, par ex. : Myrtaceae, Lauraceae, Rutaceae, Lamiaceae,

Asteraceae, Apiaceae,Cupressaceae, Poaceae, Zingiberaceae, Piperaceae, etc....

Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes
végétaux : les fleures (bergamontier, tubéreuse), mais aussi feuilles (citronnelle,
eucalyptus, laurier noble) et bien que cela soit moins habituel, dans des écorces
(cannelier), des bois (bois de rose, santal), des racines (vétiver), des rhizomes
(curcuma, gingembre), des fruits (toute-épice, anis, badiane) des graines (muscade).
Si tous les organes d’'une méme espece peuvent renfermer une huile essentielle, la

composition de cette derniere peut varie selon la localisation. (BURNETON, 1999)

La synthése et I'accumulation des huiles essentielles sont généralement
associées a la présence de structures histologiques spécialisées, souvent localisées
sur ou a proximité de la surface de la plante : cellules a huiles essentielles des
Lauraceae ou des Zingiberaceae, poils sécréteurs des Lamiaceae (origan vulgaire),
poches sécrétrices des Myrtaceae ou des Rutaceae, canaux sécréteurs des
Apiaceae ou des Asteraceae. (BURNETON, 1999)
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I-3- Roles

Les huiles essentielles émises par les plantes sous forme de vapeur ont des
fonctions multiples dans la nature.

Actuellement, il est souvent difficile de les préciser dans tout les cas.
Néanmoins, il semble probable qu’elles aient un role écologique.

En effet, expérimentalement il a été établi qu'elles interviennent dans les
interactions « végétaux- animaux ». Ainsi elles constituent un moyen de
communication (langage chimique). (BRUNETON, 1987)

Certaine essences attirent les insectes et favorisent la pollinisation. D’autres
servent a la défense des plantes contre les prédateurs (herbivore, insectes, micro-
organisme...)

Elles peuvent paralyser les muscles masticateurs des agresseurs par les
propriétés toxiques et inappétantes des substances qu’elles contiennent. (EL ABED
et al, 2003)

Elles protegent les cultures en inhibant la multiplication des bactéries et des
champignons, de méme qu’elles inhibent la germination et la croissance.

(RICHTER, 1993)

En outre, elles exhalent une variété de golt et d’'odeur dans I'atmosphére.
C’est pourquoi, beaucoup d’entre elles sont employées comme saveurs et
condiments en cuisine.

Il convient enfin de signaler que pour les plantes des régions désertiques, les
vapeurs de I'huile saturent l'air autour de la plante et permettent de maintenir une
certaine humidité qui empéche la température d’augmenter d’'une maniere excessive

pendant le jour et de baisser au cours de la nuit. (EL ABED et al, 2003)

I-4-Propriétés physico-chimiques

Les huiles essentielles different les huiles grasses, par leur propriétés
physique et leurs composition, du fait qu’elles se volatilisent a la chaleur et que leurs
taches sur le papier sont passageres. (SALLE, 1991). Autrefois, les essences étaient
appréciées pour leur propriétés organoleptiques (odeurs, godt, couleur et aspect), vu

'usage qui en était fait comme matiéres aromatisantes et parfumantes.
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Aujourd’hui, les propriétés physico-chimiques (densité, indice de réfraction,
pouvoir rotatoire, solubilité dans l'alcool, indice d’acide, d’ester...) sont exigées pour
leurs évaluations commerciales. (EL ABED et al, 2003)

Les huiles essentielles sont des substances caractérisées par une forte odeur
aromatique liée a leur volatilité et sont généralement incolore ou faiblement colorées
(jaune pale).

Cependant, on rencontre quelques-unes d’entre elles qui sont colorées
comme l'essence de cannelle, d’absinthe et de camomille qui sont respectivement
colorées en rouge, vert et bleu.

La plupart d’entre elles sont plus légéres que l'eau. Il existe toutefois des
huiles les plus lourdes comme par exemple les essences de cannelle, girofle et de
sassafras.

Leur densité varie de 0.8 a 1.08, leur température d’ébullition de 160°C a
240°C. (EL ABED et al, 2003)

Elles ont des indices de réfraction élevés et elles sont le plus souvent
optiqguement actives car elles contiennent des molécules asymétriques.

Ces substances sont solubles dans les solvants organiques usuels et les
huiles grasses. Elles sont liposolubles et trés peu soluble dans I'eau a laquelle
toutefois elles communiquent leur odeur. On parle alors deau aromatique.
(BRUNETON, 1987)

I-5-La composition chimique

La composition chimique des huiles essentielles est trés complexe ; il existe
deux types chimiques : les composés terpéniques et les composés aromatiques
dérives du phényl-propane. (CHARPENTIER et al, 1998)

I-5-1-Les terpénoides : dans le cas des huiles essentielles seuls seront rencontrés
les terpenes les plus volatils c'est-a-dire ceux dont la masse moléculaire n’est pas

trop élevé mono et sesquiterpenes.

» Monoterpénes : les cars purs sont presque toujours présents. lls peuvent étre
acycliques, monocycliques et bicycliques. lls constituent parfois plus de 90%

de I'huile essentielle.
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» Sesquiterpénes : les variations structurales dans cette série sont de méme
nature que dans le cas précédant carbures, alcools et cétones étant les plus
fréquents.

On trouvera ci contre quelques exemples des sesquiterpenes caractéristiques
des huiles essentielles, carbures (mono-polycyclique) alcools, aldéhyde,
esters. (BRUNETON, 1999)

I-5-2-Les composés aromatiques : sont des dérives du phénylpropane en C6-C3,
'un des constituants des huiles essentielles, il est beaucoup moins fréquent que les
terpenes. (LUTTG et al, 2002).Ce sont tres souvent des allyl et prophényl phénol,
parfois des aldéhydes, caractéristique du girofle, de la muscade, de l'estragon, de
cannelles et d’autres. On peut également rencontrer dans les huiles des composés
en (C6-C1) comme la vanille. (BRUNETON ,1993)

I-6-Variabilité des huiles essentielles

La teneur et la composition d’'une huile essentielle varient en fonction d’'un
grand nombre de paramétres d'origine extrinséque et intrinséque et d’ordre
technologique. On se contentera d’un bref apergu sur les facteurs susceptibles
influencer sur la quantité et la qualité d’une essence. (EL ABED et al, 2003)
I-6-1- Facteurs extrinseques

Ce sont des parametres qui touchent particulierement les conditions
écologiques (climatiques, pédologiques,...). (EL ABED et al, 2003)
I-6-1-1-Origine géographiques

Les rendements des huiles essentielles ainsi que leur composition différent
suivant l'origine géographique de la plante. Ainsi, les feuilles d'un méme type de
Romarin poussant dans divers pays fournissent une essence dont le rendement
d’extraction est de 0.43 a 0.73% pour I'Espagne, 0.38 a 0.80% pour la France, 1.00 a
5.00% pour la Turquie, 1.5 a 2.10% pour Yougoslavie, etc...(EL ABED et al, 2003)
[-6-1-2-Facteurs écologiques

Les caractéristiques écologiques exercent une influence directe sur la
production et la quantité de I'essence. (EL ABED et al, 2003)
[-6-1-2-a-Facteurs climatiques

La durée d’exposition au soleil, les températures nocturne et diurne,

'humidité, le régime des vents, la pluviométrie, etc... sont des paramétres
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responsables des modifications de la proportion de I'essence et de sa composition
chimique. (EL ABED et al, 2003)

On observe chez les espéces a structures histologiques superficielle comme
les poiles sécréteurs des Lamiaceae un effet accentué de ces divers facteurs.

Un exemple qui illustre bien le phénomeéne de température est celui de la
menthe poivrée ou la formation du menthol est favorisée par les nuits froides. Les
jours longs et les nuits tempérées au contraire conduisent a une quantité plus grande
d’'une huile essentielle et a une augmentation de la tenure en menthofuranne.
(BRUNETON, 1999)

I-6-1-2-b-Facteurs pédologiques

La nature de sol (calcaire, siliceux,...), les aspects culturaux comme la densité
de la culture, 'apport d’engrais, le nombre de récolte par an et I'alimentation en eau
affectent d’'une maniere déterminante la qualité des huiles essentielles et leur
rendement. (EL ABED et al, 2003)

I-6-2- Facteurs intrinseques

Ce sont des variables qui dépendent de la plante elle-méme (génétique,
localisation, maturité,...).
I-6-2-1-Origine botanique

Le rendement et la composition d'une huile essentielle sont fonction
respectivement de la famille et de I'espéce productrice.
[-6-2-2- Les chimiotypes

Les chimiotypes ou les races chimiques existent chez de nhombreuses plantes
aromatiques et fournissent des essences différentes par leur composition.
[-6-2-3-Sites producteurs

Le rendement des huiles essentielles, ainsi que leurs contenus dépondent du
nombre de glandes sécrétrices existant et de leur localisation au niveau des
différents organes de la plante. La teneur en huile essentielle est plus importante
dans les fleurs que dans les feuilles. (EL ABED et al, 2003)
[-6-2-4- Cycle biologique

La composition en huile essentielle d’'une plante donnée varie avec son age et
les différents stades de son développement au fil des saisons.

Par exemple, au début de la période de floraison, la menthe poivrée (Mentha

piperita) comporte une forte proportion de menthone et de néomenthol qui diminue
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par la suite du fait de leurs conservations en menthol et en un composé non volatil le
glucoside de néomenthyle. (BRUNETON, 1987)

I-7-Procédes d’extraction
I-7-1- Hydrodistillation :

C’est le procédes le plus ancien. La plante aromatique (entiére ou broyé)
placée dans un alambic immergée dans l'eau : il est préférable d’utiliser une eau
sans chlore contenant un peu ou pas de calcium (eau de source, eau distillé). Porté
a I'ébullition, I'eau a I'état vapeur en passant a travers le matériel végétal entraine
I'huile essentielle : elle est refroidie et condensé dans un serpentin.

L’huile essentielle est séparée de I'eau par différence de densité dans une
vase florentin. L’eau obtenue est une eau florale ou hydrolate aromatique, elle

renferme des molécules aromatiques (moins de 5%). (RAYNAUD, 2006)

I-7-2- Entrainement a la vapeur d’eau :

Les plantes entiéres ou broyée, lorsqu’il s’agit d’organes durs (racine, écorce),
sont déposées dans un alambic traversé par un courant de vapeur d’eau. Sous I'effet
de la chaleur, I'eau se transforme en vapeur qui sous base pression, traverse alors la
cuve remplie de plantes aromatiques. La vapeur d’eau qui a volatilisé et entrainé
I'huile essentielle se condense ensuite dans la serpentin du réfrigérant. A la sortie de
'alambic, un essencier autrefois nommé « vase florentin » permet de séparer 'eau

d’huile essentielle grace a la différence de densité des deux liquides. (ROUX, 2008)

[-7-3-L’expression :

Elle est réservée aux fruits de la famille des Rutaceae (Hespéridées : citron,
orange, bergamote ... ); cette technique fait généralement appel a un procede
mécanique sans chauffage ( pressage, abrasion...) qui provoque I'éclatement des
poches a essences et implique I'expression de I'huile essentielle du péricarpe (ou
zeste), suive d’'une séparation par procede physique .(AIACH et al ,2011)

I-7-4-L’enfleurage :
Procéde nettement moins utilisé de nos jours mais pratiqué depuis I'Antiquité
sur difféerentes plantes particulierement fragiles et basé sur la capacité des corps

gras a capter les odeurs. On peut agir a partir de solvant, procede industriel moins
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couteux mais laissant dans les huiles essentielles des résidus comme le propane, le
benzéne, 'acétone, le méthanal, etc ....qui sont des produits toxiques excluant tout
usage thérapeutique ou alimentaire et cantonnant les essences ainsi obtenus

principalement dans le domaine parfumerie. (GARRETA, 2007)

I-7-5-Extraction par solvant :

Certaines huiles essentielles ont une densité voisine de I'eau et le procéde par
distillation a la vapeur d’eau ne peut étre utilisé. C’est pourquoi on utilise les solvants.
C’est une méthode trés peu employée, elle représente 3 % des cas.

On met a macérer les fleurs ou les sommités fleuries dans un solvant. Le plus
souvent on utilise le benzéne. Puis, on centrifuge pour récolter I'huile essentielle.
(SALLE, 1991)

I-8- Les méthodes d’analyses des huiles essentielles
[-8-1-Chromatographie en phases gazeuses (CPG)

C’est une méthode d’analyse chimique utilisé pour séparer les constituants
d’'un mélange de gaz ou de composés vaporisables a haute température, elle permet
d’identifier des constituants méme a I'état de traces dou ces dernier sont
caractérisés par leur temps de rétention. La chromatographie en phase gazeuse est
constituée de trois modules : un injecteur, une colonne capillaire dans un four et un
détecteur. Il existe différents types de détecteur mais le spectrometre de masse tend
aujourd’hui a supplanter tous les autres car il est le seul a fournir des informations

structurales sur les composés séparés par chromatographie. (SKOOG et al, 2003)

I-8-2-La spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse permet lidentification et la quantification des
analytes. Il existe de nombreux types de spectrométrie de masse ; tous ont commun
trois éléments : une source, un analyseur et un détecteur, la source est la partie du
spectrometrie de masse ou sont produits des ions gazeux a partir des molécules
introduites, et I'analyseur sépare les ions produits par la source en fonction de leur
rapport masse sur charge, alors quel réle du détecteur est double : détecter les ions
proportionnellement a leur nombre et amplifier le courant correspondant (de 'ordre
de 10 "12 amperes) pour le rendre détectable par électronique de systeme. (SKOOG
et al, 2003)(BOUCHONNET et al, 2000).
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[-8-3-Le couplage CPG/SM

Le couplage CPG-SM consiste a réunir la colonne de chromatographe et le
spectre de masse, soit en introduisant directement I'extrémité de la colonne dans la
chambre d’ionisation, soit par le relais d’'un capillaire de transfert chauffé placé entre
le chromatographe et le spectre de masse. (ROUESSAC F et ROUESSAC A, 1992).

[-9-Emploi des huiles essentielles
Par leurs nombreuses et divers propriétés, les plantes aromatiques et leur
essences trouvent leur emploi dans de multiple domaine telles que : la parfumerie, la

pharmacie, I'agroalimentaire. (EL ABED et al, 2003)

[-9-1-En parfumerie :

C’est le débouché principal des huiles essentielles. L’industrie cosmétique et
le secteur des produits hygiénes sont également des consommateurs, mémes si le
cout souvent élevé des produits naturels conduit parfois a privilégier, pour les
formulations de grande diffusion, les produits synthétiqgues. (BRUNETON, 1999)

I- 9-2-En pharmacie :

Les huiles essentielles présentent des propriétés antiseptiques, digestives ou
antispasmodiques et méme sédatives. (GAZENGEL et ORECCHIONI, 1999). Il y en
a aussi qui agissent sur le systéme nerveux central comme l'essence d’anis
(calmante) et beaucoup d’entre elles favorisent la sécrétion du suc digestif (salive,
liquide stomacal et intestinale et bile) et stimulent par conséquent I'appétit (HANS,
1977)

[-9-3-En industrie agro-alimentaire

Si certaines drogues sont utilisées en nature (épice et aromates) d’autre le
sont sous le forme d’huile essentielle ou de rétinoides, complexes encapsulés.
L’aromatisation naturelle des produits alimentaires ne cesse de croitre aux dépens

de composition aromatique de synthese. (BRUNETON, 1999)
[-10-Précaution d’emploi

Les huiles essentielles doivent étre pures et naturelle et conservé

correctement leur indice aromatique. (SALLE, 1991).
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Par précaution, il est recommandé de ne pas administrer d’huiles essentielles
ou d’essence pendant les trois premiers mois de la grossesse et pendant la période
de l'allaitement.

Avant tout utilisation chez un sujet allergique (allergie cutanée ou respiratoire),
appliquer 1a 2 goutte d’huile essentielle pure au niveau de pli du coud, aucun
irritation ne doit apparaitre dans les quatre heures qui suivent. Ne jamais appliquer

d’huile essentielle pure au niveau des yeux, de la muqueuse nasale. (ROUX, 2008)

I-11-La toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles peuvent occasionner de graves troubles comme [I'huile
essentielles d’anis (action convulsivante de [I'anithole), huile essentielle de carvi
(allergie due au carvone). (CHARPENTIER et al, 1998)

Certaines huiles essentielles présentent par voie locale un pouvoir irritant surtout
sur la peau lésée (thym a thujanol, etc), phytotoxique (angélique,bergamote,etc.) ou
allergisante ( cannelle, ylang-ylang, géranium de chine, divers citrus, etc.).Certain de
ces manifestations toxiques sont liée a la présence de composant fortement
allergisants comme les terpénes, et les terpénoides qui sont des terpenes oxygenes,
Parmi ceux —ci, on trouve par exemple : les alcools, des aldéhydes et des cétones.
(ROUX, 2008)

[-12-La conservation des huiles essentielles

L’huile essentielle se conserve parfaitement bien durant quelques années, a
'abri de la chaleur et la lumiére. On a d’ailleurs retrouvé des essences dans les
doubles jarres en terre cuite dans les pyramides d’Egypte. Des flacons en verre
teinté sont nécessaires a la bonne conservation des huiles essentielles. Aprés un an
ou deux, on n’utilise plus des huiles essentielles en traitement interne. Elles peuvent
toute fois servir dans les diffuseurs d’aromes sans inconvénient.
L’eau florale est trés fragile et ne se conserve pas longtemps, elle doit étre déposée
dans des flacons de verre teinté a I'abri de la chaleur, et ce pour une période
d’environs trois mois. (HAURD, 1999)

D’aprés SALLE (1991), elles se conservent a une chaleur ambiante, sauf les
huiles essentielles d’orange, de mandarine, de pamplemousse, de citron, de limette
(toutes les huiles essentielles qui sont obtenus par expression froid).Ces dernieres

se conservent a 3 a 4°C. Les huiles essentielles se conservent entre 12 et 18 mois
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d’apreés leur fabrication. Avec ce temps leur propriétés diminuent et deviennent alors

inactive.

I-13-Propriétés pharmacologique des huiles essentielles

Il convient de souligner que I'éventail des propriétés attribuées (et parfois
expérimentalement démontré) aux drogues a huiles essentielles et aux huiles
essentielles elles méme est trop large pour permettre des généralisations
simplificatrices (BRUNETON, 1999)

[-13-1-Activité antimicrobienne:

En phytothérapie, les huiles essentielles sont utilisées pour leurs propriétés
antiseptiques contre les maladies infectieuses d’origine bactérienne, comme les
bactéries endocanalaires ou la microflore vaginale, et d’origine fongiques, comme les
dermatophytes, les moisissures allergisantes ou les champignons opportunistes.

(BILLERBECK V-G ,2007).

[-13-1-1-Activité antibactérienne

Du fait de la variabilité des quantités et des profils des composants des huiles
essentielles, il est probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable a
un meécanisme unique, mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire (LAIB,
2011 in Carson et al, 2002). De facon générale, il a été observé une diversité
d’actions toxiques des huiles essentielles sur les bactéries comme la perturbation de
la membrane cytoplasmique, la perturbation de la force motrice de proton, fuite
d'électron et la coagulation du contenu protéique des cellules (LAIB, 2011 in
Davidson, 1997).Le mode d’action des huile essentielles dépend en premier lieu du
type et des caractéristigues 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 (LAIB, 2011) in (Cox et al, 2000) (Carson et al,
2002)

[-13-1-2-Activité antifongique
Dans le domaine phytosanitaire et agro alimentaire, les huiles essentielles ou
leurs composeés actifs pourraient également étre employés comme agents de

protection contre les champignons phytopathogenes et les microorganismes
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envahissant la denrée alimentaire. (LAIB, 2011 in LIS-BALCHIN, 2002). Les huiles
essentielles les plus étudiées dans la littérature pour leurs propriétés antifongiques
appartiennent a la famille des Labiatae : (thym, origan, lavande, menthe, romarin,
etc...). Etant donnée la grande complexité de la composition chémotypique des
huiles essentielles, malgré de possible synergies certains auteurs préférent étudier
I'effet d’'un composé isolé pour pouvoir ensuite le comparer a l'activité globale de
huile essentielle. Ainsi I'activité fongistatique de composés aromatiques semble étre

liée a la présence de certaines fonctions chimiques. (VOKOU et al., 1988)

[-13-1-3-Pouvoir antiseptique

Ce pouvoir antiseptique s’exerce a I'encontre de bactéries pathogénes variées, y
compris des souches habituellement antibiorésistantes. Certaines huiles essentielles
sont également actives sur les champignons responsables de mycoses et sur les
levures (Candida). (BRUNETON, 1999)

Les huiles essentielles sont bactéricides, a savoir plusieurs essences ont un
pouvoir anti-infectieux. Depuis la découverte de leurs constituants (phénol, terpenes,
alcools, etc), les huiles essentielles ont toujours été considérées comme ayant des
pouvoirs antiseptiques. Le pouvoir antiseptique des essences ne s’estompe pas, ne
s’amoindrit pas avec le temps. Les essences empéchent la reproduction
microbienne, c’est la leur pouvoir antiseptique.

Pour une action antiseptique topique s’exerce au niveau de la peau ou des

phanéres, luttant ainsi contre les petites infections. (ROUX, 2008)

[-13-2-Activité anti inflammatoire

Les huiles essentielles a activité anti inflammatoire ont pour principe actifs des
esters terpéniques (salicylate de méthyle, acétate de néryle) ou des aldéhydes
terpéniques (citronnellal, géranial). (OLLIER ,2011).

Les huiles essentielles sont également utilisées pour soigner les maladies
inflammatoires telles que les rhumatismes, les allergies ou l'arthrite (MEBARKI,
2010 in INOUYE et al, 2007). Le potentiel thérapeutique tres varié des huiles
essentielles a attiré, ces derniéres années, I'attention de chercheurs quant a leur
possible activité contre le cancer. De fait que les huiles essentielles et leurs
constituants volatils font dorénavant 'objet d’études dans la recherche de nouveaux
produits naturels anticancéreux. (MEBARKI, 2010 in ENDRIS, 2007)
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[-13-3-Activité antioxydante

Les propriétés antioxydantes des huiles essentielles sont depuis peu
massivement étudiées. Les huiles essentielles de cannelle, muscade, clou de girofle,
basilic, persil, origan et thym possedent de puissants composés antioxydants
(MEBARKI, 2010 in ENDRIS, 2007). Le thymol et le carvacrol sont les composés les
plus actifs. (DJABOU, 2006)

L’activité antioxydante des huiles essentielles est également attribuée a certains
alcools, éther, cétones et aldéhydes monoterpéniques. (MEBARKI, 2010 in ENDRIS,
2007)

I-13-4-Propriétés spasmolytiques et sédatives

De tres nombreuses drogues a huiles essentielles (menthe, verveine...) sont
réputées efficaces pour diminuer ou supprimer les spasmes gastro-intestinaux. Il est
fréquent qu’elles stimulent la sécrétion gastrique dou les qualifications de
« digestives» et de «stomachiques» qui leur sont décernés. Avec touts les
conséquences qui peuvent découler de cette « eupepsie » amélioration de certaines
insomnie et de troubles psychosomatiques divers diminution de la « nervosité », etc.
Ces effets bénéfiques divers expliquent sans tout que les médecines populaires et
les thérapeutiques « douces » et de « terrain » fassent un trés large usage de ces
drogues. (BRUNETON ,1999)

[-13-5-Propriétés irritantes

Utilisés par voie externe, les produits comme I'essence de térébenthine provoque
une augmentation de la microcirculation, une rubéfaction importante, une sensation
de la chaleur et dans certains cas, une Iégere action anesthésie locale. Les huiles
essentielles déclencheraient des phénomeénes d'irritation a différents niveaux.
(BRUNETON, 1999)

[-13-6- Action synergique

Contrairement a 'homéopathie que I'on ne peut pas associer a l'allopathie, les
huiles essentielles peuvent exercer une action synergiqgue avec les autres
traitements. Dans le cas d'une infection, l'antibiotique suspend la vie Bacille

« endormi » tandis que I'huile essentielle 'achéve. (SALLE, 1991)
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[-13-7- Action hormonale

Certains veégeétaux possedent des hormones sexuelles. Il est bon de les
connaitre, afin de ne pas donner d’hormones qui seraient préjudiciables a la santé
du patient. Ex : la sauge a la propriété de régulariser le cycle féminin, elle possede
une substance comparable a la folliculine (Valnet) ; le cerfeuil et le persil possedent
aussi des hormones qui régularisent le cycle féminin. Les huiles essentielles sont aux

plantes ce que sont des hormones pour les glandes endocrines. (SALLE, 1991)

lI- Les antibiotiques et les huile essentielles :

Les antibiotiques sont utilisés depuis les années 50. Leur efficacité est a
l'origine de leur utilisation systématiqgue .Cependant, plusieurs problemes sont
apparu suite a leur emploi massif (MATHLOUTHI, 2009).Selon 'OMS (2011) le
développement de la résistance aux antibiotiques complique également le traitement
d’'une large gamme d’infections courantes en soins ambulatoires, telles que les
infections des voies respiratoires et urinaires, les infections sexuellement
transmissibles ou les infections d’origine alimentaire et hydrique. (BAKOU, 2011)

Un antibiotique peut exercer des effets néfastes sur les cellules eucaryotes. Cette
toxicité se manifeste la plupart du temps quand la dose administrée est trop élevée
ou lorsque le traitement est de longue durée. Par ailleurs, certains antibiotiques
peuvent augmenter les effets toxiques d'autres médicaments en inhibant leur fixation,
ou leur inactivation dans l'organisme.

Plusieurs organes du corps humain peuvent étre affectés tels que : le foie, les
reins, systéme nerveux central, la moelle osseuse, la peau, le tube digestive, les os.

Quelques allergies peuvent aussi se développer (BENZEGGOUTA, 2005).

Selon EL ARCH et al (2013), les huiles essentielles de Mentha rotundifolia
possedent des propriétés antibactériennes et antifongiques.

Les huiles essentielles de Thymus capitatus L. présentent des activités
antivirales, antiradicalaires et antioxydantes. (BEL HADJ SALAH-FATNASSI, 2010).
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- ARTEMISIA

[1I-1- Généralités

Les astéraceaes constituent 'un des plus vastes familles du regne végétales.
Ce sont surtout des plantes herbacées assez souvent vivaces, caractérisées par leur
inflorescence en capitule, une structure qui mime une fleur (BRUNETON ,2005) , I'un
des genres de ca famille est : I’Atremisia qui appartient & un groupe utile des plantes
médicinales et aromatiques comprenant un nombre variable d’espéce (de 200 a
400), le genre est largement répondus dans I'hémisphére nord (YOUNES et
al ,2012).

Il recouvre les nombreuses armoises et absinthes au sens large. On constate
donc qu’au sein d’'un méme genre ou les espéces sont nombreuses, la diversité

chimique, l'activité pharmacologique, la toxicité, varient tres largement (Tableau 1)

Tableau 1 : Exemple des propriétés pharmacologiques de différentes espéeces

d’Artemisia
Espéce Composé chimique | Propriétés
majoritaire pharmacologique
Artemisia absinthum L Thujone Anthelminthique
Eupeptique
Emmeénagogue
Convulsivant
Artemisia afrajacq Cétones terpénique Anticatarrhate
a et B thujones Anthelminthique
Artemisia annua L Esters et cétones Mycolique

Terpéniques

Artemisia arborescens L Limonéne, sabinéne, | Anti-inflammatoire
chamazuléne Antiallergique
Artemisia dracunuculus L | Chavicol, anéthol Antispasmodique

Neuromusculaire

Antiviral, anti-infectieux

ROUX (2008)
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[1lI-2-Artemisia arborescens L.
llI-2-1-Répartition géographique

Selon RAMEAU et al. (2008) l'aire de répartition est les rochers littoraux et
sable et ouest et centre méditerranéenne. Cependant c’est au Maroc I'Artemisia
Arborescens .L qui est nettement plus commune. Originaire d’Europe Méridionale,
d’Asie Mineure et d’Afrique de Nord, elle est cultivée un peu partout dans les jardins
Marocains (BOULLARD, 2001). En Algérie, ou elle est souvent appelée Chiba, elle
est tres commun sur les coteaux et les rivages maritimes, dans les rocailles et les
broussailles du littoral (AIT YOUCEF, 2006).

[1I-2-2-Description botanique

Cette espece a tige ligneuse (OZENDA, 1983), présente des feuilles d’aspect
soyeux et blanches sur les deux faces, les intérieurs trois fois divisé en lobes étroits
et allongés, les supérieurs un ou deux fois (RAMEAU et al, 2008), elles sont
persistantes petite a pétiole articulé (figure 01 ), trés aromatiques ; elles sont portées
par des rameaux dressés et rapprochés ; les fleurs a corolle glabre sont de couleurs
gris jaunatre en été ; les capitules sont disposés en grappes (figure 02) . Les fruits
sont des akenes glanduleux : la plante forme une remarquable boule vigoureuse et
réguliere de 40 a plus de 100 cm (OZENDA, 1983), I'odeur de tout la plante est
particuliere, trés accusée et trés aromatique et sa saveur est fortement amere et
aromatique (AIT YOUCEF, 2006), la fleur est hermaphrodite et la floraison est au
juin & juillet, elle pollinose par le vent (RAMEAU et al, 2008).
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Figure 01 : Alternance des feuilles sur le pétiole de I'A.arborescens (AFKIR, 2011)

Figure 02 : L’inflorescence d’A. arborescens ( FRANCK LE DIRANT, 2011)
[1I-2-3-Composition chimique
L’huile essentielle de I'’Artemisia arboresens contient les composes suivant : 3-

thuyone (de 39 a 74%) :c’est le composant majoritaire, du camphre (de 2 a 21%),
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différents carbure terpénique : dont de l'a-pinéne, B-cubébéne, du myrcéne du
terpinéne-4-ol, du cinéole-1,8 ; de chamazulene 0,6 a 6%. (AIT YOUCEF, 2006)

L’analyse de BENMOKADEM (2002) montre que la teneur des composés
volatiles contenus dans les huiles essentielles des parties sommitales de I'’Artemisia
arborescens L. récolté de la wilaya de Blida est : sabinene (1.02%), myrcene (1.48),
linalol (1.42%), PB-thuyone (47.52%), camphre (10.93%), borneol (2.66%),
spathulenol (4.10%), B- eudesmol (4.15%), chamazulene (3.97%).

Les travaux sur les huiles essentielles de I'Artemisia arborescens ont été déja

réalisés par plusieurs auteurs

Au Liban (ELBEYROUTHY et al, 2011), l'analyse chromatographie par
GC/MS des huiles essentielles obtenu par hydrodistillation représente quarante trois
composeés (95.33%) de I'échantillon ont été identifié : le composant principale est [3-
thuyone (68,5% ) suivi chamazuléne (12,3%), et de quantité moindre de terpinéne-4-
ol (1,8%), de myrcene (1,3%), de a- thuyone (1,2%), de linalol (1%), de cis- thuyanol-
4-ol (1%), de carvacrol (0,9%), de 3 cubébéne (0,8) et de camphre (0,8%).

Cependant les huiles essentielles des parties aériennes [I'Artemisia
arborescens récolté en Cing localités différents de Sicile et analysée par GC-MS
représentent les composants suivants : 8 thuyone (20,5-55,9%), chamazuléné (15,2-
49,4%), camphre (1,3-10,7%). 'ensemble de ces composés chimiques influence les
étapes phénologiques (MILITELLO et al, 2012).

llI-2-4-Usage thérapeutique

La plante était employée en Afrigue du Nord en usage interne, sous forme de
décocté ou infusé, comme reméde cholagogue et comme diurétique et en Egypte en

usage interne comme vermifuge. (AIT YOUCEF, 2006)

Au Maroc, la plante était employée en usage interne, comme vermifuge et le
rameau y est encore employé sous forme d’'infusé (un petit rameau dans un théiere),
comme remede antispasmodique et tonique et réchauffant (AIT YOUCEF,
2006).Ainsi en infusion, elle jouit d’une réputation de « panacée » : apéritive,
cholagogue, digestive, diurétigue, emménagogue, fébrifuge (BOULLARD, 2001). La

plante et / ou son rameau est reconnue et employée au Maroc pour ses propriétés
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abortive a dose élevée, la plante était employée en usage externe sous forme de
cataplasme, comme remede contre les morsures de serpente et les piqueur de
scorpion. (AIT YOUCEF, 2006)

En Algérie la plante était employée, en usage interne comme remede
antihelminthique. (AIT YOUCEF, 2006)

Les feuilles ont un intérét thérapeutique, on les utilise plutdét en décoction dés
le début d’'une crise d’asthme (AIT YOUCEF, 2006). Artemisia arborescens a des
propriétés anti-inflammatoires, antiallergiques, antihistaminiques, mucolytique. Il a
indiqué pour cattarh bronchique et 'asthme, le probléme de la peau. (YOUNES et al,
2012)

L’huile essentielle contenue dans les feuilles d’Artemisia arborescens est
connue pour les propriétés antibactériennes grace a la présence de chamazulene
(SACCO, 1983), d'aprés les travaux de YOUNES et al, 2012, [activité
antibactérienne des huiles essentielles d'Artemisia arborescens serait liée a leurs
composants oxygénés de monoterpénes dont la teneur dépasse 50.9%. Elles ont
une capacité d'empécher la croissance bactérienne gramme positives et gramme
négatives. YOUNES et al, 2012 ont montre in vitro que ces huiles essentielles ont
une forte activité antibactérienne contre les souches : Enterocoque faecalis et le
Salmonella typhimurium. Ces huiles essentielles ne sont pas efficaces sur la souche
E. coli.
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Notre travail consiste a I'étude de I'effet antibactérien des huiles essentielles
de la partie aérienne des échantillons d’Artemisia arborescens provenant de deux

localités différentes : Cherchell et Cap Djenet.

L’extraction des huiles essentielles a été réalisée au niveau du laboratoire de
recherche sur les plantes médicinales et aromatiques du département de sciences

agronomiques de l'université de Saad Dahleb de Blida.

L’étude de l'effet antibactérien de ces huiles essentielles a été réalisée au
niveau du laboratoire de microbiologie de I'’hépital FRANTZ - FANON (Blida).

IV-1-Matériel
IV-1-1-Matériel Végétal

Le matériel végétal est constitué de la partie aérienne de I'espéce

d’A.arborescens L. récolté au niveau de deux stations différentes.
IV-1-1-1-Présentation des stations de récolte

Les échantillons des plantes ont été récoltées au niveau de deux localités

« Cap Djenet » et « Cherchell ».

*Cap Djenet : Cette localité se situe a 80Km a l'est d’Alger (Boumerdes). Elle est
caractérisée par un terrain accidenté, dont le sol est lourd et recouvert d’une
végétation assez dense. La station de récolte des échantillons se située a 8 mm
d’altitude et d’'une latitude 36° 55 N et longitude 3° 57 E. Le climat est froid et
humide en hivers, chaud et sec en été avec une pluviométrie qui varie entre 800 et
1000mm par an. (Figure 03 et 04)
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Figure 03 : La station de Cap Djenet

Figure 04 : Le site d’échantillonnage (Cap Djenet)

*Cherchell : le territoire de la commune de Cherchell est situé a 20 Km a l'ouest de
la wilaya de Tipaza. Cherchell est une ville située a environ 90 Km de I'ouest d’Alger.
La station de récolte des échantillons se située a 40m d’altitude et d’'une latitude
30°36' et longitude 2°11' E. On considére qu’elle appartient a I'étage bioclimatique :
sub humide. (Figure 05)
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Figure 05 : La station de Cherchell
IV-1-1-2-Récolte des échantillons
Les échantillons des plantes ont été récoltés au stade préfloraison.

by

La premiére récolte a été réalisée le 2 mai 2012 a Cherchell. (Stade

préfloraison)

La deuxiéme récolte a été réalisée le 10 mai 2012 a Cap Djenet. (Stade

préfloraison)
IV-1-2-Les souches bactériennes

Ce sont des souches référenciées qui ont été fournies par le laboratoire de
FRANTZ FANON, Blida (Tableau 2).
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Tableau 2 : Souches bactériennes utilisées.

Souches Références Gram
Escherichia coli ATCC25922 _
Klebssiella pneumonaea Isolée d’'un pus abdominal _
Streptococcus pneumoniae ATCC44619 +
Staphylococcus aureus ATCC25923 +
MRSA+

Staphylococcus aureus ATCC43300 +
MRSA-

Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 _

IV-1-3-Matériel non biologique (voir Annexe II)
IV-2-Méthodes d’étude
IV-2-1-Détermination de la matiére séche et la teneur en eau

On prend un échantillon frais de la partie aérienne d’A. arborescens juste
apres la récolte, on le pesé. Aprés séchage a I'étuve a 70°C pendant 24 heures. Le

taux de la matiere séche est calculé selon la formule suivante :

Ms%: (Ps /PF) 100

Ms%= Pourcentage de la matiere seche.
Ps%= Poids sec de I'’échantillon.
Pr= Poids frais de I'’échantillon.

La teneur en eau est exprimeée par la formule suivante :

100 - Ms = la teneur en eau
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IV-2-2-Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles est faite par hydrodistillation. Les
échantillons récoltés sont séchés a 'ombre dans une chambre aérée pendant 1
mois. Les parties aériennes séchées sont découpées en petits morceaux et pesés a

I'aide d’une balance.
Principe

L’hydrodistillation consiste a immerger directement le matériel végétal a traiter
dans un alambic rempli d’eau qui est ensuite porté a I'ébullition. Les vapeurs
hétérogénes sont condensées sur une surface froide et I'huile essentielle se sépare
par différence de densité. (BRUNETON, 1999)

Mode opératoire

On introduit 30g des échantillons de la partie aérienne d’A.arborescens
coupés en petits morceaux dans un ballon de 500 ml, imprégné de 200ml d’eau
distillé, 'ensemble est porté a I'ébullition pendant deux heures et demi a trois
heures. Les vapeurs chargées d’huile essentielle se condensent et refroidis dans un

serpentin.

Figure 06 : Dispositif d’extraction par hydrodistillation

25



MATERIEL ET METHODES

IV-2-3-Rendement des huiles essentielles

Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la
masse d’huile essentielle obtenu et la masse de la matiére végétale utilisé. Le

calcule se fait selon la formule suivant :

R(HE): (M e/ M MV)lOO

R(HE) : Le rendement en huile essentielle (%).
M ke : la masse d’huile essentielle en gramme.
M wv : la masse de la matiére végétale en gramme.
IV-2-4-Activité antibactérien de I’huile essentielle
Pour le test antibactérien, nous avons utilisé la méthode d’aromatogramme.
La méthode d’aromatogramme

L’aromatogramme est une méthode de mesure in vitro le pouvoir antibactérien
des huiles essentielles. Cet examen est donc I'équivalent d’'un antibiogramme ou les

antibiotiques sont remplacés par des huiles essentielles.
Principe

Un milieu gélosé est ensemencé avec une suspension bactérienne provenant
d’'un prélevement biologique réalisé sur le patient (on peut également le faire sur une

bactérie connue).

Des disques calibrés imprégnés d’'une huile essentielle connue sont disposés
sur le milieu ensemenceé ; aprés 24 heurs d’incubation a I'étuve 37°C, la lecture sera
effectuée. En cas d’activité de huile essentielle, une zone circulaire d’inhibition (halo
d’inhibition) apparaitre. (RAYNAUD, 2006)
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Boite de Pétri
Souches test
Milieu de culture gélosé

(Agar)

Dis que imbibé
d’huile
essentielle

Zone d’hinibition

Croissance
microbie nne

Figure 07 : lllustration de la méthode des aromatogrammes sur boite de Pétri
(Pibiri, 2006)

Mode opératoire
a) Préparation de I'inoculum

*Réaliser une suspension bactérienne a partir de culture jeune de bactéries (18-24h),

prélever quelques colonies isolées et incorporer dans 5 ml d’eau physiologique.
*Agiter et homogénéiser la suspension manuellement.
*6 tubes correspondant aux 6 souches utilisées ont été préparés

*Mesurer la densité des suspensions bactériennes a I'aide de Densitométre (0.5 Mac

Farland pour chaque suspension).
*Incubé les suspensions bactériennes dans 'étuve a 37°C pendant 20 a 25 mn.
b) Préparation des milieux de culture

*Liguéfier les milieux de culture gélosés dans un bain marie a 95°C et garder la

surfusion dans une étuve a 45°C.

*Sous hotte a flux laminaire, verser aseptiguement les milieux de culture gélosés sur

les boites de Pétrie en raison d’épaisseur 4mm de boite Pétrie.

~

*Laisser refroidir et solidifier a température ambiante et conserver dans des

conditions évitant toute modification de leur composition.
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c) Ensemencement
*Imbiber aseptiguement un écouvillon avec la suspension bactérienne.

*Essorer I'’écouvillon en pressant fermement et entourant sur la paroi interne du tube,

afin de décharger du surplus de suspension.

*Ensemencer aseptiquement une boite de Pétrie en forttant délicatement I'écouvillon
sur la surface de la gélose en stries serées, répéter I'opération trois fois, en entourant
la boite a 60°C de fagon a croisé les stries, finir 'ensemencement en passant

I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.
d) Dépobt des disques
*Prélever aseptiquement un disque stérile de 6 mm avec une pince stérile.

*Mettre en contacte le bout de disque avec huile essentielle pure, qui va étre

absorbée par le disque par capillarité.

*Déposer le disque ainsi imbibé d’huile essentielle a la surface de la gélose, au

centre de boite de Pétrie.
*Incuber les boites a 37°C durant 24 h.

Nb : le travail s’est effectué prés d’un bec Bunsen (pour stériliser les instruments en

les passants dans la flamme).
e) Lecture
*Observer I'absence ou la présence de la zone claire autour des disques.

*Mesurer avec précision le diamétre de la zone d’inhibition a l'aide d’un pied a

coulisse.

Les résultats sont exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition et peut étre
symbolisé par des signes d’aprés la sensibilité des souches vis-a-vis des huiles

essentielles.

e Non sensible ( - ) ou résistante : diamétre < 8mm.
e Sensible (+) : diamétre compris entre 9 et 14 mm.

e Trés sensible (++) : diamétre compris entrel5 et 19 mm.
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e Extrémement sensible (+++) : diameétre > 20 mm. (Ponce et al, 2003)
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V-1-La teneur en eau

Les résultats de la teneur en eau sont illustrés par la figure suivante :

®Eau ®mMs
Cherchell Cap Djenet

Figure 08: La teneur en eau des parties aériennes d’A. arborescens
Les résultats obtenus montrent que les parties aériennes d’A. arborescens
contiennent 77% (Cherchell) a 77.2% (Cap Djenet).
V-2-Rendement des huiles essentielles

Les résultats du rendement en huile essentielle sont montrés dans la

figure 09:

1,20%

1,00% -

0,80% -

= Rendement

Rendement
(=]
@
o
N

0,40% -

0,20% -

0,00% -
Cherchell Cap djenet

Figure 09 : Rendement en huile essentielle obtenu par hydrodistillation.
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D’apres la figure 02 : nous distinguons nettement que les parties aériennes
d’A. arborescens de la région de Cherchell donnent un rendement plus élevé (1%)
par rapport a celui des parties aériennes des plantes de la région de Cap Djenet
(0.72%).

D’aprés les résultats obtenus par ZEDDAM (2012), le rendement des huiles
essentielles d’A.arborescens récolté au niveau de deux station: (Bouinane et

Bougara) est compris entre (1-2%).

AFKIR (2011), en travaillant sur les huiles essentielles d’A.arborescens des
trois stations : Bouinane, Bougara, Cap Djenet a obtenu un rendement au stade

feuillaison, Cap Djenet (1.4%).

D’autre part, les travaux de HURABIELLE et al., 1982 sur I'espéce d’origine
d’Espagne ont montré que le rendement des huiles essentielles obtenu par la
méthode d’entrainement a la vapeur d’eau est plus faible (0.35%) pour le stade

feuillaison .

Dans notre cas, la variation du rendement peut étre expliqué par l'altitude (8 m
pour Cap Djenet, et 40m Pour Cherchell), et par le climat (humide pour Cap Djenet et
sub-humide pour Cherchell). Selon GILLY(1997) et BRUNETON (1999) le
rendement des huiles essentielles au sein d'une méme espéce peut étre liee a
plusieurs facteurs: I'écologie de la plante, le cycle végétatif, les méthodes

d’extractions.
V-3-Caracteres de couleur, d’odeur et de viscosité

Les huiles essentielles d’A.arborescens récolté dans les deux stations
Cherchell et Cap Djenet sont caractérisées par une couleur bleu foncé (FigurelO),

avec une odeur intense. Ce sont des huiles plus au moins visqueuses et mobiles.

Selon AIT YOUCEF(2006) la couleur bleu est di a la présence de

Chamazulene.
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Figure 10: Huile essentielle d’A.arborescens

V-4-Etude de l’effet antibactérien :

La méthode de diffusion des disques (aromatogramme), nous a permis de

mettre en évidence le pouvoir antibactérien des huiles essentielles des parties

aériennes d’A.arborescens L. vis-a-vis de six bactéries potentiellement pathogéenes

sur ’'homme. Cette étude est basée sur la mesure du diameétre des halos d’inhibition

des disques imprégnés des huiles essentielles. Les résultats du pouvoir antibactérien

des huiles essentielles des deux régions Cap Djenet et Cherchell sont montrés dans

le Tableau 3 et les figures 11 et 12 (annexe V).

Tableau 3 : Diameétres des zones d’inhibitions des huiles essentielles

Huile essentielle

d’A.arborescens de Cap Djenet

Huile essentielle

d’A.arborescens de Cherchell

Souches Diametres ZI Interprétation | Diametres ZI Interprétation
(mm) (mm)

E.coli 10 (+) Inferieur & 8 (-)
K.pneumoniae 9 (+) Inferieur a 8 (-)
S.pneumoniae 13 (+) Inferieur & 8 (-)
P.aeruginosa Inferieur a 8 (-) Inferieur & 8 (-)
S.aureus 14 (+) Inferieur a 8 (-)
MRSA+

S.aureus 16 (++) 9 (+)
MRSA-

(- ) résistante
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Figure 11 : Représentation du diamétre des ZI des huiles essentille d’A.arboresens
provenant de deux région étudiées.

D’aprés le Tableau 3 et la figure 11 , nous pouvons dire que les huiles
essentielles d’A.arborescens provenant des régions étudies présentent en général
une faible activité antibactérienne (ne dépassant pas un diamétre de 16 mm de la
zone d’inhibition) vis-a-vis des souches testés, cependant nous distinguons
nettement une supériorité pour l'huile essentielle des espece de Cap Djenet (zone
humide) (zone d’inhibition moyen :9 a 14mm) par rapport a celle des plantes de
Cherchell (zone sub-humide) ou la plupart des souches bactériennes montre une
résistance totale exception faite pour la souche bactérienne S.aureus MRSA- qui

présente une faible sensibilité (diamétre d’inhibition : 9mm).

Nous distinguons également que I'huile essentielle des plantes provenant de
Cap Dijenet (zone humide) montre une activité antibactérienne plus ou moins
importante sur I'ensemble des souches testées, exception faite pour la souche

P.aeruginosa qui est revenue résistante (diameétre d’inhibition est inferieur 2 8 mm).
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by

La souche K.pneuminae est faiblement sensible a notre huile essentielle,
d’aprés les donnés de laboratoire du microbiologie de l'unité centrale de I'hopital
FRANTZ FANON cette souche est résistante a plusieurs antibiotiques : Ampicilline,
Céfazoline, Amox+ Ac ciavulanique, Céfotaxime, Ciprofloxacine. De méme la souche
S.pneumoniae qui est résistante a I'antibiotique Oxacilline montre une sensibilité a
notre huile essentielle (diamétre d’inhibition : 13mm). Nous notons également que
I'huile essentielle d’A.arborescens provenant de Cap Djenet présente une activité vis-
a-vis la souche S.aureus MRSA+ qui est multirésistante et responsable d’un grand
nombre d’infections nosocomiales, mais également d’'une infection communautaire et

pouvant confronter le clinicien a une importante thérapeutique.

D’aprés ces derniers résultats, nous pouvons dire que notre huile essentielle

pourrait représenter une alternative a I'antibiothérapie.

Les huiles essentielles des échantillons provenant de Cherchell (zone sub-
humide) est caractérisée par une absence d’activité antibactérienne pour la plupart
des souches étudiées sauf S.aureus MRSA- qui montre une faible sensibilité a cette

huile essentielle (diamétre d’inhibition : 9 mm).

D’aprés ELBEYROUTHY et al (2011) les huiles essentielles d’A.arborescens

de Liban possedent une faible activité antibactérienne.

D’aprés YOUNES et al, 2012 l'activité antibactérienne des huiles essentielles
d'Artemisia arborescens serait liée a leurs composants oxygénés de monoterpénes
dont la teneur dépasse 50.9%. Elles ont une capacité d'empécher la croissance

bactérienne gramme positives et gramme négatives.

P.areuginosa a déja montré une résistance aux huiles essentielles
d’A.campstris et A.herba alba récolté a Tunisie. E.coli est sensible a rI'huile
essentielle d’A.campstris et modérément sensible a I'huile essentielle d’A.herba alba.
K.pneumoniae est légerement sensible a I'huile essentielle d’A.campstris et
résistante a huile essentielle d’A.herba alba. S.aureus est légérement sensible a
'huile essentielle d’A.campstris et tres sensible a I'A.herba alba. L’huile essentielle
d’A.herba alba est plus efficace que I'antibiotique gentamicine contre S.aureus.
AKROUT et al (2010)
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CONCLUSION

Au cours de ce travail. Nous nous sommes intéressées a I'évaluation du
rendement des huiles essentielles d’Artemisia arborescens obtenu par la méthode
d’hydrodistillation, a partir des plantes provenant de deux régions d’Algérie. L’effet
antibactérien des huiles essentielles obtenues a été étudiée également sur six

souches bactériennes.

Le rendement obtenu donne une valeur de 1% pour les plantes provenant de
la région de Cherchell, et de 0.72% pour les plantes provenant de la région de Cap

Djenet.

L’étude de I'activité antibactérienne par la méthode d’aromatogramme, nous a
permis de conclure que I'huile essentielle des especes provenant de Cap Djenet est

plus efficace que celle des espéces apparentant a Cherchell.

Les souches bactériennes testées: E.coli, K.pneumoniae, S.pneumoniae,
S.aureus MRSA+, S.aureus MRSA- sont plus au moins sensibles aux huiles
essentielles des plantes provenant de Cap Djenet exception faite pour la souche P.

aeruginosa qui est résistante a ces huiles essentielles.

Les souches bactériennes: E.coli, K.pneumoniae, S.pneumoniae, P.
aeruginosa, S.aureus MRSA+ sont résistantes aux huiles essentielles des espéces
provenant de Cherchell exception faite pour la souche S.aureus MRSA- qui est

[égérement sensible a ces huiles essentielles.

Nos résultats ont montré que lhuile essentielle d’Artemisia arborescens
présente un effet antibactérien plus au moins faible sur les souches bactériennes

(K.pneuminae, S.pneumoniae) qui sont résistantes a certains antibiotiques.
Notre étude doit étre complétée par :

» Une étude qualitative des huiles essentielles afin d’identifier les
composants et les principes actifs responsables de [l'activité
antibactérienne.

» Une étude pédologique et climatique des sites d’échantillonnages, en

vue d’expliquer la différence de rendement.
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ANNEXE

Annexe |

Tableau 4 : La valeur de la matiére seche et de la teneur en eau au cour de
stade de préfloraison

On a pesé 20g de la matiere fraiche

localités
Stade
Cherchell Cap Djenet
Préfloraison Eau=77% Eau =77,2%
Ms =23% Ms =22,8%

Tableau 5 : Rendement en huile essentielle de deux régions Cherchell et Cap

Djenet
Régions Cherchell Cap Djenet
E1=0.3 E1=0.25
E»=0.3 E»=0.20
Volume des huiles essentielles Es=0.3 E3=0.20
> =0.9 Y =0.65
Rendement 1% 0.72%
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Annexe Il

Matériel non biologiques

Appareillage

Verreries et autres

Réactif et solution

-Balance analytique
-Réfrigérant

-Bain marie

-Bec Bunsen
-Etuve d’incubation

-Densitometre

-Ballon de 500 ml
-Pipette Pasteur
-Tubes & essai stériles
-Boites de Pétrie

-Disque en papier buvard
(6mm)

-Seringue
-Ecouvillons
-Pince de laboratoire

-Pied a coulisse

-Eau distillée

-Eau physiologique
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Milieux de cultures utilisées
» Mueller Hinton

La composition en grammes par litre d'eau distillée.

¢ Infusion de viande de boeuf : 300 ml.
e Hydrolysat de caséine : 17,5 g.

e Amidon:15g.

e Agar:17g.

e Eau distillée (gsp) 1L.

e pH:74

Ce milieu est utilisé pour 'aromatogramme.

» Geélose au sang frais
La composition en grammes par litre d’eau distillée.
e Infusion de coeur et de muscle : 375g.
e Bothoicone : 10g.
e Chlorure de Sodium : 5g.
e Gélose : 15¢.
e pH:83

Ce milieu est utilisé pour l'isolement de S.pneumonia.

» Milieu Chapman

La composition pour 1 litre :
e Peptone 10,0 g.
e Extrait de viande de boeuf 1,0 g.
e Mannitol 10,0 g.
e Chlorure de sodium 75,0 g.
¢ Rouge de phénol 0,025 g.
e Agar 15,04g.
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Ce milieu est utilisé pour I'isolement de S.aureus.

> Milieu hektoen

La composition pour 1 litre :

Ce milieu est utilisé pour 'isolement de P.aeruginosa.

Peptone de viande : 12 g
Extrait de levure : 3 g

Sels biliaires : 9 g

Chlorure de sodium : 5 g
Thiosulfate de sodium : 5 g
Citrate de fer ammoniacal : 1.5 g
Lactose : 12 g

Saccharose : 12 g

Salicine: 2 g

Bleu de bromothymol : 64 mg
Fuchsine acide : 0.40 mg
Agar bactériologique : 13.5 g
pH=75

4-Gélose nutritive

La composition en g.L-1 d'eau distillée :

Peptone pancréatique d’organe 10.
Extrait de viande 10.

Chlorure de sodium 5.

Agar 20.

pH = 7.5.

Ce milieu est utilisé pour I'isolement de E.coli, K.pneumoniae, S.aureus,

P.aeruginosa.
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Annexe IV

Figure 11 : Action des huiles essentielles de la région de Cap Djenet sur les souches
bactériennes

—_— —4 — —4
Figure 12 : Action des huiles essentielles de la région de Cherchell sur les souches
bactériennes
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Annexe V

Figurel4 : Densitometre.

Figurel5 : Etuve réglé au 37°C.
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Figure 16: Bain marie



Annexe VI

ANNEXE

Profile de résistante des bactéries vis-a-vis des antibiotiques

Souches Antibiotiques Diametre de ZI Interprétation
Ampicilline <06 mm Résistante
Céfazoline <06 mm Résistante
Amoxicilline + <06 mm Résistante
acide ciavulanique
Klebsiella sp Cefotaxime <06 mm Résistante
Céfoxitine = (S) 24 mm Sensible
Ciprofloxacine <06 mm Résistante
Colistine (S) 15 mm Sensible
Gentamicine 17mm Sensible
Amikacine 15mm Résistante
Rifamycine 30mm Sensible
Erythromycine 30mm Sensible
Oxacilline 11 mm Résistante
S.pneumoniae Vancomycine 20mm Sensible
Cotrimoxazole 26 mm Sensible
Clindamycine 25 mm Sensible
Pénicilline 30mm Sensible
Oxacilline 21mm Sensible
Céfoxitine 24mm Sensible
S.aureus Gentamicine 24mm Sensible
MRSA- Amikacine 21mm Sensible
Erythromycine 24mm Sensible
Clindamycine 25mm Sensible
Rifamycine 32mm Sensible
Cotrimoxazole 27mm Sensible
Ticarcilline 22mm Sensible
P.aeruginosa Pipéracilline 25mm Sensible
Ceftazimide 25mm Sensible
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Aztréonam 26mm Sensible
Amikacine 18mm Sensible
Tobramycine 22mm Sensible
Ciprofloxacine 30mm Sensible
Ampicilline 21mm Sensible
Céfazoline 24mm Sensible
Céfotaxime 31mm Sensible
Céfoxitine 24mm Sensible
E.coli Amikacine 19mm Sensible
Colistine 14mm Sensible
Ciprofloxacine 30mm Sensible
Acide nalidixique 26mm Sensible
Cotrimoxazole 24mm Sensible
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