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Résumé

Les plantes ont depuis longtemps presenté un rdle trés important pour I'humanité, car elles peuvent
synthétiser un grand nombre de molécules organiques complexes dotées souvent d'activités
biologiques potentielles. Dans ce contexte, nous avons conduit cette étude qui avait pour objectif
d’investiguer les effets antioxydant, antibactérien et antifongique des huiles essentielles de Thymus

vulgaris, Ruta graveolens, Peganum harmala et I’ Artemisia.

L’extraction de I’HE a été réalisée par I’hydrodistillateur de type Clevenger, P’activité
antibactérienne a été réalisé par la méthode de diffusion en milieu gélosé MH sur cing souches
bactériennes : Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa et I’activité antifongique a été réalisé aussi par la méthode de diffusion mais
en milieu gélosé Sabouraud sur : cing levures (LCP, LCK, LRM, L23, L43) et trois champignons
filamenteux (F. PALIL, F. FSO, FRH Ory), I’activité antioxydante de 1’Artemisia a été reéalisé par le
test de DPPH.

Les rendements des huiles essentielles de Thymus vulgaris, Ruta graveolens, Peganum harmala, et
Artemisia sont 2.95 %, 1.63%, 1.45%, 2.54% respectivement, les résultats obtenus montrent que toutes
les HEs testées ont une activité antibactérienne et antifongique sur la plupart des souches avec des
diametres qui varient entre 20 mm a une inhibition totale, dont la meilleure activité a été marquée par
I’HE de Thymus vulgaris. En addition, I’'HE de I’Artemisia possede une capacité antioxydante,

mesurée par la méthode au DPPH, tres importante IC 50 = 31.94.

Au bout de cette étude, nous retiendrons que les huiles essentielles de nos plantes exercent un fort
effet antibactérien et antifongique sur les souches étudiées et pourrait par conséquent étre utilisé dans
le traitement des maladies infectieuse et I’activité antioxydante testée par le DPPH sur des antioxydants

uniques dans des solutions aqueuses, des aliments, des boissons, des extraits de plantes.

Mots clés : Thymus vulgaris, Ruta graveolens, Peganum harmala, Artemisia, huile essentielle, activité

antimicrobienne, activité antioxydante.



Abstract

Plants have long presented a very important role for humanity, as they can synthesize a large number
of complex organic molecules often endowed with potential biological activities. In this context, we
conducted this study which aimed to investigate the antioxidant, antibacterial and antifungal effects of

essential oils of Thymus vulgaris, Ruta graveolens, Peganum harmala and Artemisia.

The extraction of HE was carried out by the Clevenger type hydrodistiller, the antibacterial activity
was carried out by the method of diffusion in MH agar medium on five bacterial strains: Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Escherichia coli , Pseudomonas aeruginosa and
the antifungal activity was also achieved by the diffusion method but in Sabouraud agar medium on:
five yeasts (LCP, LCK, LRM, L23, L43) and three filamentous fungi (F. PALIL, F. FSO, FRH Ory),
the antioxidant activity was performed by the DPPH test.

The vyields of the essential oils of Thymus vulgaris, Ruta graveolens, Peganum harmala, and
Artemisia are 2.95%, 1.63%, 1.45%, 2.54% respectively, the results obtained show that all the essential
oils tested have antibacterial and antifungal activity on most of the strains with diameters that vary
between 20 mm to total inhibition, the best activity of which was marked by HE from Thymus vulgaris.
In addition, the EO of Artemisia has a very high antioxidant capacity, measured by the DPPH method,
IC 50 = 31.94.

At the end of this study, we will retain that the essential oils of our plants exert a strong antibacterial
and antifungal effect on the strains studied and could therefore be used in the treatment of infectious
diseases and the antioxidant activity tested by the DPPH on antioxidants unique in aqueous solutions,
foods, beverages, plant extracts.

Keywords : Thymus vulgaris, Ruta graveolens, Peganum harmala, Artemisia, essential oil,

antimicrobial activity, antioxidant activity.
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Introduction



Introduction

Depuis des milliers d’années, I’homme utilisé les plantes trouvées dans la nature pour traiter et
soigner des maladies (Sanago, 2006), L’utilisation des plantes en phytothérapie est trés ancienne et
connait actuellement une région d’intérét auprés du public, selon I’organisation mondiale de la santé
(O.M.S., 2003) environ 65- 80% de la population mondiale a recours au médicine traditionnelle pour
satisfaire ses besoins en soins de santé primaire, en raison de la pauvreté et du manque d’ acces a la

médicine moderne (Ma et al., 1997).

La phytothérapie est la science des plantes médicinales ou la médication par les plantes, c’est I’une
des sources de traitement des maladies qui demeurent basé sur 1’observation ou 1’analyse vient

confirmer ce qu’on observe depuis déja des millénaires (Provost, 1991, Beloud, 2001).

Les plantes médicinales sont utilisées depuis des siécles comme reméde a diverses maladies
humaines. Ces plantes doivent leur pouvoir thérapeutique a des substances, dites alors actives, qu'elles
renferment. Pour I'évaluation de I'activité biologique de ces plantes, il est impératif de recourir a des

tests biologiques appropriés et a des méthodes de screening chimique (Tyihak et al., 2007).

Le climat méditerranéen en Algérie favorise la croissance des plantes sauvages, mais
malheureusement, parmi les différentes especes de la flore algérienne, jusqu’a présent, peu d’entre
elles sont étudiées. La valorisation de ces ressources naturelles végétales passe essentiellement par
I’extraction de leurs huiles essentielles (Haoui et al., 2015).

Les huiles essentielles et les ardbmes constituent dans ce contexte la majeure partie des composés
aromatiques naturels qui sont aujourd’hui de plus en plus utilisés dans différents domaines. Ces extraits

sont obtenus par hydrodistillation et possédent un large éventail d’activités biologiques.

Actuellement, le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques et la toxicité des
antioxydants synthétiques ont conduit les chercheurs a puiser dans le monde végétal et
particulierement les plantes médicinales et culinaires en quéte de molécules naturelles efficaces et
dénuées de tout effet adverse (Boudjouref, 2011). De plus, au cours de ces derniéres années, les
médicaments a base de plantes sont devenus de plus en plus populaire dans certaines régions du monde,
alors que dans d'autres parties, il a toujours été un élément essentiel dans le systeme de santé (Djeddi
etal., 2015).

Bien qu’on dispose aujourd’hui de médicaments antifongiques, le traitement des mycoses reste
difficile d’une part du fait du nombre limité de principes réellement efficaces et de leur colt trés élevé,

et d’autre part lié & I’émergence de souches résistantes a certains antimycosiques usuels.
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Ces différentes difficultés ont suscité notre intérét pour la recherche d’autres substances

fongitoxiques pouvant étre 1’ébauche d’enrichir 1’arsenal thérapeutique actuel (Rex et al., 1995,

Dzoyem, 2010).

L’objectif général de ce travail est d’étudier D’activité antibactérienne et antifongique et
antioxydante des huiles essentielles de Thymus vulgaris, Ruta graveolens, Peganum harmala et

Artemisia sur les bactéries et les champignons. Notre manuscrit est basé sur deux parties :

Une premiere partie consacrée a la revue bibliographique qui englobe et rassemble des données

théoriques constitue de trois chapitres :

e Le premier chapitre sur les plantes médicinales et aromatiques.
e Le deuxieme portera sur les huiles essentielles.

e Le troisieme sur les activités biologiques.

Une deuxiéme partie qui va concerner le matériel et les méthodes utilisés, résultats et leurs

discussions, enfin on termine par une conclusion.



Chapitre I  Les plantes médicinales et aromatiques
1. Geénéralité sur les plantes médicinales et aromatiques
1.1.  Définition
1.1.1. Les plantes médicinales

Depuis longtemps, les plantes ont été utilisées comme remédes pour traiter les maladies humaines
car elles contiennent des composants a valeur thérapeutique (Figure 01). La capacité de guérison des
plantes est due aux effets de leurs métabolites secondaires, qui interviennent dans la défense contre les

bactéries pathogenes (Touré, 2015).

Les plantes médicinales sont toutes les plantes qui contiennent une ou des substances pouvant étre
utilisées a des fins thérapeutiques ou qui sont des précurseurs dans la synthése de drogues utiles
(Sofowora, 2010).

1.1.2. L'aromathérapie

L'aromathérapie est une branche de la phytothérapie qui utilise des extraits de plantes aromatiques.
Elle se differe de la phytothérapie qui utilise tous les éléments contenus dans les plantes (Lakhdar,
2015). L'aromathérapie attire de plus en plus de patients et les publications scientifiques sur les
propriétés thérapeutiques des huiles essentielles ne cessent de fleurir. Malgré ses origines naturelles,
I'aromathérapie a des effets puissants, il est donc essentiel de comprendre la notion de la dualité «
efficacitétoxicité » et de maitriser les nombreuses précautions d'emploi (Da silva, 2010).

1.1.3. Intérét thérapeutique et pharmacologique

La phytothérapie est l'utilisation de tous les éléments des plantes & des fins thérapeutiques.
Actuellement de nos jours, elle connait un renouveau remarquable et exceptionnel en occident,
notamment dans le traitement des maladies chroniques telles que I'asthme ou l'arthrite. Les traitements
a base de plantes regoivent une attention renouvelée alors que I'efficacité de médicaments tels que les
antibiotiques, considerés comme une solution quasi universelle aux infections graves, a diminué. De
plus, les effets secondaires induits par les médicaments inquietent les utilisateurs qui se tournent vers

des traitements moins agressifs pour leur organisme.

Une citation de Galien déclare : « La meilleure médecine, c’est la nature car elle guérit les trois

quarts de toutes les maladies » (Kahlouche-riachi, 2014).



Figure 01 : Quelque plantes médicinales et aromatiques.

2.  Les parties utilisées et mode de récolte

Des études scientifiques permettent de déterminer le meilleur moment de la récolte.

Ainsi, sont récoltées de préférence : (Anton ,1999)

Les racines lorsque la plante est au repos (automne, hiver).

La partie aérienne, le plus souvent a la floraison.

Les feuilles, juste avant la floraison.

Les fleurs épanouies, voir bourgeons (aubépine).

Les graines lorsqu'elles perdent la majeure partie de leur humidité naturelle.

3. L’utilisation des plantes médicinales

Les plantes utilisées en médecine traditionnelle sont une source importante de nouveaux principes
actifs, et bon nombre des remédes prescrits par des milliers de personnes dans le monde sont d'origine
naturelle, découverte grace a la recherche sur I'utilisation des plantes en médecine traditionnelle.
(Cheriti et al., 1995). En plus d'étre nos principales sources alimentaires (comme le mais, le riz et le
blé), les plantes sont également utilisées pour produire de nombreuses boissons (Heller et al., 2010).

Les produits naturels présentent un grand intérét en tant que matiéres premiéres pour différents
secteurs d'activité tels que : cosmétique, pharmaceutique, agro-alimentaire, phytosanitaire et I'industrie
(Selles, 2012).



Avant l'utilisation des plantes medicinales, il est nécessaire de savoir les cing points principaux

suivants :

v" L'identification de la plante (qui est basée sur I'observation des fleurs, des feuilles, des fruits,

mais aussi sur I'odeur et le godt...)
v Le mode de préparation (type et dosage de la préparation et la partie de la plante a utiliser).
v Laposologie ¢’est-a-dire la quantité de préparation a absorber par jour.
v" Ladurée du traitement.
v’ Les restrictions, contre-indications et précautions a respecter.

4.  Les modes d’utilisation des plantes médicinales

Selon (Hosttman ,1997), les plantes médicinales peuvent étre utilisées sous plusieurs formes :

4.1. L’infusion
L’infusion c’est la méthode la plus simple ; elle consiste a verser de 1’eau bouillante sur la plante,

couvrez et laissez a infuser pendant 5 a10 minutes, puis le filtre (Kothe et al., 2007).

4.2.  Les décoctions
La décoction permet d'extraire les principes actifs de I'écorce ou de la racine ; faire bouillir une
partie de la plante dans de I'eau chaude pendant quelques minutes (10 a 30 minutes) trempé a basse

température puis filtré (Kothe et al., 2007).

4.3.  Les macérations

Elle consiste a mettre la plante ou partie de plante dans de I'eau froide (macération aqueuse) ou
d'huile végétale (macération huileuse) pendant des heures ou des jours, permettant aux principes actifs
de bien diffuser (Kraft et Hobbs, 2004).

Cette méthode est utilisée pour conserver le plus possible les principes actifs pour certaines plantes

qui ne supportent pas les températures élevées (Kothe et al., 2007).

4.4. Cataplasme
Ce sont des plantes medicinales préparées et appliquees sur la peau, les cataplasmes sont utilisés
pour apaiser les douleurs musculaires et les névralgies, soulager les entorses et les fractures et

permettre la plupart extraits de paires infectées, d'ulceres et de furoncles (Iserin et al., 2001).



5. Les plantes médicinales en Algérie

En Algérie, les plantes médicinales ont encore des indications thérapeutiques dans le traitement de
nombreuses maladies, grace au climat diversifié du pays, qui permet a ces plantes de prospérer dans
les régions cotieres, montagneuses et sahariennes. Ces plantes constituent des remédes naturels
potentiels qui peuvent étre utilisés a la fois pour des traitements curatifs et préventifs (Beloued A.,
2005).

Selon (Baba Aissa, 1991). La richesse et I’originalité des études floristiques algériennes présentent
un intérét scientifigue fondamental dans le domaine des connaissances de la pharmacopée
traditionnelle et de la valorisation des substances naturelles. La diversité et la fertilité des sols des
différentes régions d'Algérie influencent la qualité et la composition chimique des plantes médicinales,
qui leur conferent des caractéristiques spécifiques.

Dans ce cas, les plantes médicinales peuvent étre classées comme ressource naturelle renouvelable,
c'est-a-dire que leur apparition et leur disparition se produisent périodiquement et de maniere continue
selon les saisons fixées par la nature. Ces ressources subissent une dégradation irréversible, comme on

peut le voir en Algérie aujourd’hui (Mokkadem, 1999).

6.  Monographie des plantes étudiées
6.1. La plante de Thymus vulgaris
6.1.1.  Définition

Le nom "Thymus" provient du mot grec « Thymon » qui signifie "parfum" a cause de 1’odeur
agréable que la plante dégage naturellement ou lorsqu’on la fait briler (Zeghib, 2013). L’espéce la
plus connue parmi les Lamiaceae est sans conteste Thymus vulgaris (Amiot, 2005), nommé ainsi par
Carl Von Linné en 1753 et reste le nom utilisé par toutes les nomenclatures scientifiques. Elle
renferme des qualités aromatiques et de nombreuses propriétés médicinales (Tamert et al., 2017). En
frangais et en anglais par exemple, on emploie fréguemment le nom du genre (“thym" et "thyme"
respectivement) pour désigner 1’espéce Thymus vulgaris. Elle est connue en Algeérie sous le nom de
"zaatar" (Teuscher et al., 2005) (Figure 02).



Figure 02 : La plante de Thymus vulgaris région Cheria Wilaya de Tébessa.

6.1.2. Description morphologique

Thymus vulgaris (Figure 03) est un sous-arbrisseau touffu, vivace et aromatique pouvant atteindre
de 20 a 30 cm de hauteur (Benbouali, 2006). Ses tiges ligneuses a la base, herbacées supérieurement
sont presque cylindriques. Ses feuilles sont tres petites, ovales, a bord roulé en dessous, a nervures
latérales distinctes, aux pétioles extrémement courts et blanchatres a leur face inférieure. Ses fleurs
presque roses ou blanches, font de 4 a 6 mm de longueur, et sont pédicellées et réunies ordinairement

au nombre de trois a 1’aisselle des feuilles supérieures (Cheurfa, 2015).

Flear—1

Fruit

Feullle

Figure 03 : Aspect morphologique de Thymus vulgaris (Iserin, 2001).



6.1.3. Classification taxonomique
La situation botanique de I’espéce Thymus vulgaris est donnée dans le Tableau 01.

Tableau 01 : Classification botanique de Thymus vulgaris (Goetz et Ghédira, 2012).

Régne : Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Embranchement Magnoliophyta
Sous-embranchement Magnoliophytina
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae

Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Thymus

Espeéce Thymus vulgaris

6.1.4. Habitat et culture

Thymus vulgaris est une plante typique des garrigues, qui s’accommode particuliérement dans les
zones calcaires et rocailleuses, ne dépassant pas 2500 m d’altitude (Pitman, 2004 ; Polese, 2006). Elle
préfere les sols Iégers, perméables, secs ou bien drainés, légerement alcalins, constamment ensoleillés
et quelque peu riches en matieres organiques et en éléments minéraux fertilisa (Rey, 1990 ; Small et
Deutsch, 2001 ; Peter, 2004).

Elle ne survit pas longtemps dans un sol lourd et détrempé. Sa croissance tolére un pH allant de 4.5
a 8.0 et pousse dans n’importe quel climat ayant une température moyenne annuelle de 7 a 20°C (Small
et Deutsch, 2001 ; Peter, 2004).



6.1.5. Répartition géographique
6.1.5.1. Dans le monde

Le thym est réparti entre I’Europe, 1’Asie de I’ouest et la méditerranée. Il est tres répandu dans le
nord-ouest africain (Maroc, Tunisie, Algérie et Libye), les montagnes d’Ethiopie et d’Arabie du sud-

ouest en passant par la péninsule du Sinai en Egypte.

Il se trouve également en région Macaronésienne (iles Canaries, Madére et les Agores) et en Himalaya.

Il peut méme atteindre les limites de la région tropicale et du Japon (Abdelli, 2017).

La région de I’ouest méditerranéen est considérée comme étant le centre de ’origine du genre Thymus
; espéce Thymus vulgaris provient particuliérement du sud de 1’Europe, de I’Espagne a I’Italie
(Morales, 1997 ; Peter, 2004). Le thym est maintenant tres cultivé au Portugal, France, Allemagne,
Espagne, Italie, Algérie, Maroc, Tunisie, Egypte, Turquie, Chine, Russie, Angleterre et les Etats-Unis
d’Amérique (Wilson, 2002 ; Raghavan, 2006).

6.1.5.2. En Algérie
Le thym est représenté par plus de 300 especes a travers le monde dont 12 sont localisées en Algérie
et 9 d’entre elles sont endémiques. Ces espéces sont réparties le long du territoire national, du Nord

algérois a I’ Atlas saharien, et du constantinois a I’oranais (Abdelli, 2017).

6.1.6. Propriétés du Thym

Le thym est souvent utilisé dans I’assaisonnement des aliments et des boissons ; et aussi
antiseptique, et comme désinfectant dermique et c’est un spasmolytique bronchique dont il est indiqué
pour traiter les infections des voies respiratoire supérieur. Les principaux constituants du thym
montrent également des propriétés vermifuges et vermicide (Bazylko et Strzelecka, 2007) et des
propriétés antivirales, antifongique, anti-inflammatoires, et antibactériennes dont une étude récente a
montré que les extraits méthanoique et hexaniques des parties aériennes de Thymus vulgaris inhibent
la croissance de mycobacterium tuberculosis ; et aussi Propriétés anthelminthique ; (Al-Bayati, 2008)
et des propriétés anti oxydantes qui lui permette d’étre utilise comme un conservateur afin de prolonger

la durée de conservation des poissons Thymus vulgaris durant leur stockage (Selmi et Sadok, 2008).



6.1.7.

Principale utilisations et mode d’emploi du Thym

L’utilisation traditionnelle de Thymus vulgaris ainsi que leur mode d’emploi et les parties utilisés

sont montrés dans le Tableau 02.

Tableau 02 : Utilisations traditionnelles du Thym.

Parties Indications Mode d’emploi Réferences
utilisés
Plante Fievre De I’ecau avec la plante, mettre une Rasooli et al., 2006.
entiere Rhumes grippes serviette sur la téte, et inhaler les
Maladies broncho- ' vapeurs dégagées.
pulmonaires Ensuite, boire une tasse de -cette
décoction filtrée avant de se coucher.
Racines Diarrhée Décoction Pina-Vaz et al., 2004.
Feuilles Fievre, la toux, les Utilisees comme poudres ou en EI Bouzidi et al,
blessures, infection | infusions. 2013.
Feuilles et Condiment Employée pour donner de saveur a la | Miura et al., 2002.
fleurs culinaire viande.
Conserve plus longtemps les aliments
et empéche la formation des
moisissures.
Plante Antiseptiques Décoction ou infusion Nickavar et al., 2005 ;
entiere Antispasmodiques Pirbalouti, 2013.
Antimicrobiennes
6.2. La plante Ruta graveolens

6.2.1.

Présentation de plante

Ruta graveolens appelée habituellement rue fétide, rue officinale, herbe de gréce, rue des jardins
ou rue commune. C'est un arbrisseau de la famille des Rutaceae et du genre Ruta (Doerper, 2008). Le
Ruta est connu aussi par rue (nom frangais) et par « Pt » (nom grec) (Benkiki, 2006). Le mot
graveolens arrive du latin "gravis" qui signifie fort et de verbe "olere" qui veut dire sentir, ce a dire
odeur forte et désagréable (Boumediene, N. & Agha, O., 2014). Le rue est une plante herbacée vivace,

originaire de la région méditerranéenne. Il est maintenant cultivé dans de nombreuses régions du
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monde (Asgarpanah, 2012). Ruta graveolens est bien connu pour ses utilisations aromatiques et

médicinales (Parray et al., 2012). La rue est toxique a fortes doses (Iserin, 2001).

Appelée vulgairement en Algérie : fidjlet el-djbel ( J:@ 3 ou Fidjel ( Jzgd) et aussi Fidjen )z s(
(ABDULBASSET et ABDE TAWAB, 2008). A une odeur fétide trés intense, se trouve sur les
coteaux arides et dans les endroits secs et pierreux de la région méditerranéenne (Baba Aissa, 1999).
La plante de Ruta graveolens étudiée est de la réegion Boulhaf Dir wilaya de Tébessa. (Figure 04).

Figure 04 : Représentation de la plante Ruta graveolens région Boulhaf Dir Wilaya de Tébessa.

6.2.2. Description botanique

Ruta graveolens est un petit sous-arbuste a feuilles persistantes ou une plante vivace semi-ligneuse
0,6 a2 0,9 m de haut et presque aussi large (Asgarpanah, 2012). C'est une plante tres ramifiée. Ses
feuilles d’un vert terne (Doerper, 2008). Les feuilles de 7,6 a 12,7 cm de long sont disséquées penné
en forme de forme oblongue ou cuillére segments (Asgarpanah, 2012). Ruta graveolens se caractérise
par une odeur forte, acre et pénétrante émise par les huiles contenues dans les poches schizolysogenes
a la surface des feuilles (Doerper, 2008). Les fleurs sont petites et de couleur jaune (Malik et al.,
2017). Ses fleurs ont les mémes nombres sépales et pétales qui vont de 4 a 5 et de 8-10 étamines
(Figure 05). La floraison s'étend de mai a aolt (Doerper, 2008). Les fruits sont secs, durs et arrondis,
4 ou 5 lobés au sommet brun grisatre et rugueux. Les graines sont ovoides, arrondies sur le dos, aplaties

a l'avant (Parray et al., 2012). La plante est hermaphrodite et entomogame (Doerper, 2008).
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Figure 05 : Feuilles et fleurs de Ruta graveolens (Asgarpanah, 2012).

6.2.3.  Position systématique
La position systématique de la plante Ruta graveolensest donnée dans le Tableau 03. (wiart, 2006 ;
Bonnier, 1999 ; Takhtajan, 2009).

Tableau 03 : La position systématique de la plante Ruta graveolens.

Régne : Plantae

Sous-regne Tracheobionta (plantes vasculaires)
Super division Spermatophyta (plantes a graine)
Division Magnoliophyta (plantes a fleurs)
Sous division Angiospermae

Classe Magnoliopsida (dicotylédons)
Sous classe Rosidae

Super ordre Rutanae

Ordre Sapindales

Famille Rutaceae

Genre Ruta

Espece Ruta graveolens
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6.2.4. Répartition géographique

La rue fétide est une espece méditerranéenne, relativement commune dans toute 1’Algérie
septentrionale, au nord-est de 1’ Afrique, au sud de I’Europe et au sud-ouest de 1’Asie (Baba aissa,
1999). Selon Mioulane (2004), cette plante fréquente les lieux stériles des provinces meridionales, les
endroits secs et ensoleillés, les pentes rocheuses, et les prairies seches. Elle est aussi cultivée dans les
jardins.

6.2.5. Utilisations de la plante Ruta graveolens
6.2.5.1. Dans le domaine médical

La rue est prescrite pour régulariser I'apparition des regles, car elle a un effet stimulant sur les
muscles de l'utérus. En Europe, elle sert a soigner des pathologies aussi diverses que I'hystérie,
I'épilepsie, le vertige, la colique, les parasites intestinaux, I'empoisonnement et les affections des yeux.
Dans ce dernier cas, on utilise la rue en infusion, que I'on applique sur les yeux cernés ou fatigués,

mais également pour « ameliorer la vue » (Iserin, 2001).

On prescrit aussi la rue contre la sclérose en plaques et la paralysie de Bell. La rutine a pour

particularité de renforcer les parois des vaisseaux sanguins et d'abaisser la tension (Iserin, 2001).

Il a été démontré que les extraits de rue ont une puissante activité anticancéreuse, manifestée par de

puissants effets antiprolifératifs et anti-survie sur les cellules cancéreuses (Mancuso et al., 2015).
- Utilisations médicinales en médecine traditionnelle

e L 'utilisation locale de ce médicament avec du miel est un bon traitement pour la paralysie, les

tremblements, les articulations douleur et troubles nervins (Parray et al., 2012).

e Ladecoction de Ruta graveolens lorsqu'elle est utilisée comme lavement soulage la colite, les
flatulences et les flatulences colite (Parray et al., 2012).

e L'infusion de feuilles de Ruta graveolens est utilisée sous forme de goutte nasale pour traiter

la paralysie infantile (Parray et al., 2012).

6.2.5.2. Dans le domaine alimentaire

En gastronomie, la rue est utilisée pour son ardme piquant typique et le godt tres amer de ses parties
aériennes, principalement pour aromatiser certaines préparations de viande et d'ceufs et pour préparer
une boisson alcoolisée traditionnelle (grappa alla ruta) populaire dans le nord de I'ltalie et en Croatie
(Mancuso et al., 2015).
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Tableau 04 : Usages médicaux de Ruta graveolens sur cote amalfitaine (Province de Salerne, Italie)
d’aprés de (Feo et Senatore, 1993).

Partie utilisé de la | Formulation | Usagesinterne | Utilisation populaire

plante ou externe

Fruits Jus Externe Hémostatique, anti-infectieux oculaire

Parties aériennes | Infusion Interne Appétant, tonique, laxatif modéré, contre
les rhumatismes et les maux de téte
accompagnés de vertiges

Parties aériennes | Décoction Interne Vermifuge, abortif, vasorégulateur
périphérique, antidote pour poison

Parties aériennes | Décoction Externe « halt subcutaneous bleeding »
décongestionnant de la peau, contre les
rhumatismes

Feuilles séchées Poudre Externe Antiparasitique

6.3. La plante Peganum harmala
6.3.1.  Présentation de la plante Peganum harmala

Peganum harmala est une plante de la famille des Zygophyllaceae, les plantes appartenant a cette
famille, sont trés reconnaissables a I’aspect de ses herbes, arbustes, ou arbres. Dans la classification
de Sheahan et Chase, (1996) constituent une famille avec environ 285 espeéces, qui se subdivisent en
cing sous-familles et 27 genres. Elles sont largement distribuées dans les régions arides, semi-arides,
les terrains salés, et les paturages désertiques (Tahrouch et al., 1998 ; Asgarpanah et Ramezanloo,
2012). Le genre Peganum tient son nom du grec et est attribué aux espéces de la rue, alors que le nom
de I’espéce harmala dérive de celui de la ville Libanaise Hermel (Mars, 2009).

6.3.2. Nomenclature et appellation

Nom latin : Peganum harmala
Nom commun : Rue sauvage ; Rue verte ; Pégane (Lamchouri et al., 2000).
Nom vernaculaire :

e Harmel ; Armel ; L’harmel (L'Afrique du Nord) (Mahmoudian et al., 2002).
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e Pégane et Rue sauvage (en France) (Asgarpanah et Ramezanloo, 2012).

e Harmel Sahari (en Algérie).

e Bender tiffin (en Maroc) (Achour et al., 2012).

e Bizr el harmel (en Egypte) (Arab, 2000).

e Espand, Espand (Iran) (Mina et al., 2015).

e African Rue, Mexican Rue ou Turkish Rue (Etats-Unis) (Mahmoudian et al., 2002).
e yuzerlik or Uzerli (en Turquie) (Frison et al., 2008).

6.3.3.  Caractéristiques botaniques
Plante herbacée vivace, a tiges ordinairement peu rameuses, de 30 a 90 cm de haut, a entre nceuds

assez courts, densément feuillés.

v’ Les tiges dressées, trés rameuses, qui disparaissent a I'hiver, portent des feuilles alternes,
découpées en lanieres étroites. A leur extrémité, s'épanouissent les fleurs solitaires, assez
grandes (25 a 30 mm) (Figure 06).

v Les feuilles : sont allongées et irréguliérement divisées en multiples laniéres tres fines pouvant

atteindre 5x5 cm. Les feuilles supérieures ne dépassent pas 1,5 mm de largeur (Figure 06).

v’ Les fleurs : La plante présente des fleurs assez grandes (25 a 30 mm), d'un blanc-jaunatre
veinées de vert avec cing sépales inégaux persistants qui dépassent la corolle et des pétales
créme lavés de rose-orangé a nervures jaunes, oblongs et subsymeétriques (Figure 06). Elles
sont monoiques dotées de dix a quinze étamines a antheres longues de 8 mm a filets trés élargis
et plat dans leur partie inférieure, et a gynécée de 8-9 mm de longueur ; des ovaires globuleux
de trois a quatre loges et des stigmates a 3 carénes insensiblement atténués en style (Chopra
etal., 1960 ; Maire, 1993 ; Ozenda, 1991).
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Figure 06 : Les fleurs et feuilles de la plante Peganum harmala (Weckesser, 2013).

v' Les fruits sont des petites capsules sphériques avec trois chambres de 6 a 10 millimétres de
diamétre qui se tient droit sur sa tige et déprimées au sommet. (Yousefi et al., 2009). Les
capsules contiennent plus de 50 petites graines triangulaires (Asghari et al., 2004 ;
Moloudizargari et al., 2013), (Figure 07).

v’ Les graines nombreuses, petites, anguleuses, subtriangulaires, de couleur marron foncé, dont

le tégument externe est réticulé, ont une saveur amere (Figure 07), (Chopra et al., 1960).

Figure 07 : Les fruits et les graines de la plante Peganum harmala (Weckesser, 2013).

v’ La racine est oblongue, dure et garnie de fibres. Elle peut atteindre plus de 3m de profondeur
(Quézel et Santa, 1963). De nouvelles pousses peuvent se développer a partir des racines
latérales (Roche, 1991 ; Parsons et Cuthbertson, 1992).
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6.3.4.

Classification botanique

Bien qu'il appartienne a la famille des Zygophyllaceae mais sa position taxonomique est encore

discutable et on a proposé une famille séparée Nitrariaceae pour ce genre (Shehan et chasse, 1996).

6.3.5.

Tableau 05 : La classification de Peganum harmala selon (Ozenda, 1991).

Régne : Plantae
Embranchement Spermatophytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones

Sous classe Rosidae

Ordre Sapindales

Famille Zygophyllaceae
Genre Peganum

Espeéce Peganum harmala L

Répartition géographique

Cette plante est largement distribuée a travers le monde. Elle est particulierement répandue dans les

zones arides et séches méditerranéennes dans les sols sableux et Iégerement nitrés (Iserin, 2001).

v

En Europe, elle est trées commune dans les zones séches, de I'Espagne a la Hongrie jusqu'aux

steppes de la Russie méridionale.
En Asie, elle est repandue dans les steppes de I'lran et du Turkestan jusqu'au Tibet.
Aux Etats-Unis, on la trouve en Arizona et au Texas ou on la nomme « Mexican rue ».

En Afrique, elle est, particulierement, abondante dans les zones arides mediterranéennes du
Moyen-Orient au Nord de I'Afrique (Tunisie, Sahara septentrional et central en altitude, Hauts-

Plateaux algériens et Oranie, Maroc oriental) (Hammiche et al., 2013).

En Algérie, Peganum harmala L est commune aux hauts plateaux, au Sahara septentrional et
méridional, et aux montagnes du Sahara central. Il est réputé pour les terrains sableux, dans les

lits d'oued et a I'intérieur des agglomerations (Ozenda, 1991).
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6.3.6.  Utilisation traditionnelle de la plante
L’Harmel est tres utilisé en médecine traditionnelle algérienne et maghrébine pour traiter différents

troubles :

e Gynécologiques : emménagogue, abortif, stérilité féminine.
e Généraux : hypnotique, antipyrétique, antalgique, antitussif.
e Digestifs : coliques, troubles digestifs (Goel et al., 2009).
e Cutanés : antiseptique et cicatrisant, dermatoses (eczémas) et brllures, conjonctivites
purulentes et blépharites, alopécie (Monsif et al., 2004).
e Infectieux : tétanos néonatal ; anthelminthique ; antipaludique ; oreillons (Idrissi Hassani L.
M. et Hermas J., 2008).
Et aussi utilisé contre autres maladie tel que : diabete, hypertension artérielle, empoisonnement,
venins de serpent, le rhumatisme et les problémes nerveux. L'harmine permet d'atténuer les
tremblements de la maladie de Parkinson (Iserin, 2001). Quelques formes en usage au Maghreb sont

rapportées ci-dessous :

> Usage externe : La plante fraiche soit hachée et employée en cataplasmes, soit aprés extraction du
suc pour la composition d'un liniment a base de graisse de mouton, ou bien utilisé la plante seche
ou les graines sous forme de fumigations. Les huiles des graines obtenues par décoction des graines
dans I'huile d'olive sont trés efficaces. La plante séchée, ou bien les graines, pulvérisée et tamisée
pour donner la poudre de I’Harmel et aussi la décoction de racines (Boufek, 1982).

» Usage interne : Des graines : une cuillére a café, soit environ 2,5 g, avalées telles quelles avec un
verre d'eau ou mélangées au miel ou pilées avec de I'huile d'olive, plante fraiche hachée et bouillie
dans I'huile, ou bien les feuilles séches en décoction (Boufek, 1982).

6.3.7.  Autre utilisations
La plante Peganum harmala est active sous forme de vapeur, ou elle est efficace contre les algues,

dans de concentrations plus elevées pour les animaux d’eau et mortel pour les moisissures, les bactéries

et les parasites intestinaux (Chopra et al., 1986).
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6.4. La plante Artemesia
6.4.1. Généralités
Le genre Artemisia appartient a la famille des Asteraceae : c¢’est I’un des genres le plus répandu et

le plus étudié de cette famille ; il contient un nombre variable d’especes allant jusqu’a 400 especes

(Mucciarelli et Maffei., 2002).

Il a été rapporté que le genre Artemisia est riche en métabolites secondaires tels que les flavonoides,
les acides cafféoylquinic, les coumarines, les huiles essentielles, les stérols et les acétylenes (Kundan
et Anupam., 2010).

Les especes qui appartiennent au genre Artemisia possedent des propriétés thérapeutiques, elles
sont non seulement utilisées dans la médicine traditionnelle, mais aussi dans 1’industrie alimentaire et

pharmaceutique (Mirjalili et al., 2007).

6.4.2.  Présentation de la plante Artemisia

Est une plante caractérisée par son ardbme pénétrant, agréable et fort, tandis que le goGt est
extrémement amer (Fleisher et al., 2002). La période de floraison est généralement entre mai et juin
jusqu'en octobre dans certaines régions (Vernin et al., 1995). Cette espece a une croissance végétative
en automne (grandes feuilles) puis a la fin de I'hiver jusqu'au printemps (petites feuilles) (Mohamed
et al., 2010).

6.4.3. Nomenclature
- Nom scientifique : Artemisia herba-alba synonyme Artemisia herba-alba Asso ou Artemisia
incultadel (Quezel et Santa, 1963).

- Noms vernaculaires : Wormwood (Anglais) (Aouadhi, 2010) ; Armoise blanche (Francais) ; Chih
(Arabe) dans toute I'Afrique du Nord et en Moyen-Orient et dans d'autres régions sous le nom d’Ifsi
et Zezzare (Quezel et Santa, 1963).

6.4.4. Origine
L'Artemisia est le nom de guerre des armoises, il provient de celui de la déesse grec de la chasse
Artémis, la diane des romains, patronne des vierges a cause des bienfaits de cette herbe. Herba alba

signifie herbe blanche.

Plusieurs noms sont attribués a I'armoise blanche tels le thym des steppes,absinthe du désert. En

Afrique du nord et en moyen orient, on I'appelle communément “Shih"ou "Chih".
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6.4.5. Description botanique

Artemisia (Armoise blanche) (Figure 08) est une espece du genre Artemisia qui appartient a la
famille des Asteraceae (Baba Aissa, 2000). C’est une plante herbacée a tiges ligneuses, ramifiées et
tomenteuses de 30 a 50 cm de long ; les feuilles sont courtes, sessiles, pubescentes et argentées ; les
capitules sont groupés en pannicules de petite taille de 1,5 a 3 mm allongés et étroits contenant de 3 a
6 des fleurs jaunatres ; les bractées externes de 1’involucre sont orbiculaires et pubescentes ; les fruits
sont des akénes, la croissance végétative de 1’armoise blanche prend lieu en automne la floraison

commence en juin et se développe essentiellement a la fin de 1’été (Ghrabi et Sand, 2005).

Figure 08 : La plante de Artemesia région Hammamat wilaya de Tébessa.

6.4.6. Classification de I’Artemisia
Le genre Artemisia appartient a la famille des composés, il comprend environ 400 especes

regroupées en quatre sections : Abrotanum, Absinthium, Seriphidium et Dracunculus.

La classification de I'Artemisia la plus utilisée dans la systématique du genre Artemisia est celle

donnée par Quenzel et Santa et que nous pouvons résumer comme suit dans le Tableau 06.
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Tableau 06 : Classification de I’armoise blanche.

Régne : Plantae

Embranchement Phanérogames

Sous embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones gamopetales
Sous classe Gamopétal épiquyne isostermes
Ordre Asterales

Famille Synanthérées ou composees
Sous famille Tubuliflores

Tribu Anthemidées

Genre Artémisia

Espéce Artémisia herba alba

6.4.7. Habitat et distribution

L'Artemisia est un arbuste largement répondu dans les zones semi-arides a arides autour du bassin
méditerranéen (Quezel et Santa, 1962 ; Nabli, 1989), les steppes de la région irano-turanienne, de la
péninsule ibérique, I'Afrique du nord (Algérie, Maroc et Tunisie) et le Moyen-Orient. En Algérie, elle
est abondante dans les larges steppes des hauts plateaux et le désert du Sahara (Quezel et Santa, 1962
; Djebaili, 1984).

6.4.8. Intérét de la plante
6.4.8.1. Industriel

Les extraits de ses huiles essentielles sont utilisés comme aromes, son intérét économique c’est un
paturage permanent de certaines zones désertiques, son odeur caractéristique la rend trés prisée par le
cheptel ovin. (Aidoud, 1984).

6.4.8.2. Meédicinale
Les racines d’Armoise blanche ont été employées avec succés en Allemagne contre 1’épilepsie.
(Hatier, 1989).
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L’armoise blanche est utilisée comme une plante ameére, aromatique, digestive et anticonvulsive,

mais son action est un peu plus faible que celle des autres armoises (Grund, 1983).

La médecine populaire 1’utilise contre les troubles nerveux, les insomnies et dans les soins des

maladies féminines.

Elle est considérée Comme une plante antidiabétique adjuvant dans les soins du diabéte.
(Grund,1983).

6.4.8.3. Culinaire
A la maison I’armoise blanche est utilisée comme un remede pour calmer les douleurs abdominales,

le foie sous forme de tisane.

Elle est vermifuge (élimine le vers : oxyures et ascaris). Elle facilite la digestion, elle est aussi
utilisée comme remede contre les troubles intestinaux, la rougeole et les faiblesses musculaires

(Institut National Agronomique EI Harrach,1988).
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Chapitre Il LES HUILES ESSENTIELLES
1.  Définition des huiles essentielles
Une huile essentielle (HE) selon la pharmacopée est un produit de composition complexe

renfermant des principes volatils contenus dans les végétaux. (AFNOR).

Les huiles essentielles appelées aussi essence vegétale, sont des mélanges de substances aromatiques
produites par de nombreuses plantes et présentes sous forme de minuscules gouttelettes dans les
feuilles, la peau des fruits, la résine, les branches, les bois. Elles sont présentes en petites quantités par
rapport a la masse du végétal : elles sont odorantes et trés volatiles, ¢’est -a-dire qu’elles s’évaporent

rapidement dans 1’air (Pardini et Lucheroni, 1996).

Selon La Norme ISO 9235, elle désigne un produit obtenu a partir d’une matiére premicre d’origine
végétale, apres séparation de la phase aqueuse par des procedés physiques soit par entrainement a la
vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques a partir de I’épicarpe des plantes contenant des citrals,

soit par distillation séche.

2.  Répartition

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les vegétaux supérieurs. Les huiles
essentielles sont réparties dans une cinquantaine de familles dont beaucoup sont des Lamiaceae, des
Myrtaceae, des Rutaceae, des Asteraceae, mais aussi des Apiaceae. Les huiles essentielles peuvent
étre stockées dans tous les organes végétaux : sommités fleuries des Lamiacées (lavande vraie, sauge
officinale), graines (ambrette), racines (vétiver), rhizome (gingembre), fruits (anis, fenouil), bois
(santal), feuille (eucalyptus), oléorésines (myrrhe), encens et du baume de tolu (Franchomme et
Pénoél, 1990).

3. Localisation

Selon (Bakkali et al., 2008), Les HEs peuvent étre synthétisées par tous les organes de la plante,
notamment les bourgeons, les fleurs, les feuilles, les tiges, les rameaux, les graines, les fruits, les
racines, le bois ou I’écorce. Les huiles essentielles localisées dans les cellules sécrétoires, les cavités,

les canaux, les cellules épidermiques ou les trichomes glandulaires.

Les teneurs en HE sont généralement trés faibles, a I’exception de celle du bouton floral de giroflier
ou le rendement en HE atteint largement les 15% (Makhlouf, 2002).
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Figure 09 : Structures histologiques des plantes (Guignard, 1996).

4. Composition chimique

Les huiles essentielles ont une composition assez complexe, contenant de nombreuses especes
chimiques, (Degryse et al., 2008). Et peut varier selon I'organe, les facteurs climatiques, la nature du
sol, les pratiques culturales et le mode d'extraction. Les HE sont un mélange de constituants qui

appartiennent a trois catégories de composés terpéniques, aromatiques et variés. (Guignard J, 1996).

4.1. Les Terpénoides

Les terpenes sont une classe d'hydrocarbures, produits par de nombreuses plantes, en particulier les
coniféres. Ce sont des composants majeurs de la résine et de I'essence de térébenthine produite a partir
de résine. (Padua, 1999). Ce sont les plus volatiles ils ont la masse moléculaire la moins élevée on

distingue les monoterpénes et les sesquiterpénes. (Wichtl et Anton, 1999).

4.1.1. Les Monoterpénes
IIs sont cycliques ou monocycliques ou bicycliques, ils contribuent parfois plus de 90% de I’huile
essentielle, (Bruneton, 1993).

4.1.2. Lessesquiterpenes
L’allongement de la chaine accroit le nombre de cyclisation possibles. Ainsi, plus d’une centaine

de squelettes différents ont étes décrits, (Couderc, 2001).

4.2.  Lescomposés aromatiques
Une autre classe de composés volatils fréquemment rencontrés est celle des composés aromatiques

dérivés du phenylpropane (Kurkin, 2003).
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Cette classe comporte des composés odorants bien connus comme la vanilline, I'eugénol I'anéthole,

I'estragole et bien d'autres (Bruneton, 1999).

I. Terpenes
-Monoterpenes

Carbure monocyclic

Cymene (“y") or p.cymene Sabinene
HoC
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Ascandole Menthol

Figure 10 : Les classes des constituants chimiques des huiles essentielles (Touré, 2015).
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5. Propriétés physico-chimiques
En ce qui concerne les propriétés physico-chimiques, les huiles essentielles forment un groupe trés

homogeéne (Bernard et al., 1988 ; Bruneton, 1993). Les principales caractéristiques sont :
» Liquides a température ambiante.
» N’ont pas le toucher gras et onctueux des huiles fixes.
> Volatiles et trés rarement colorées.
> Une densité faible pour les huiles essentielles a forte teneur en monoterpenes.

» Un indice de réfraction variant essentiellement avec la teneur en monoterpénes et en déerives
oxygénés. Une forte teneur en monoterpénes donnera un indice elevé, cependant une teneur

élevée en dérivés oxygénés produira I’effet inverse.

> Solubles dans les alcools a titre alcoométrique élevé et dans la plupart des solvants

organiques mais peu solubles dans I’eau.

» Douées d’un pouvoir rotatoire puisqu’elles sont formées principalement de composés

asymétriques.

» Tres altérables, sensibles a I’oxydation et ont tendance a se polymériser donnant lieu a la
formation de produits résineux, il convient alors de les conserver a 1’abri de la lumiere et

de Pair.

6.  Méthodes d'extraction des huiles essentielles
Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour l'extraction des essences végétales (Sallé, 2004).
Les HE sont obtenus a partir des plantes naturelles par plusieurs méthodes d'extraction, telles que la

distillation a la vapeur d'eau, I'enfleurage. (Li et Chemat, 2014).

Le choix de la méthode d'extraction dépendra de la nature du materiel végétal a traiter (graines,
feuilles, ramilles), de la nature des composes (les flavonoides ou les tanins), qui détermine la qualité

des huiles essentielles. (Tongnuanchan et Benjaku, 2014).

6.1. Distillation et entrainement a la vapeur
Dans ce type de distillation, le matériel vegétal est placé sur une grille perforée a travers laquelle
passe la vapeur d'eau. La vapeur endommage la structure des cellules végétales et libére les molécules

volatiles qui sont ensuite entrainées vers le réfrigérant. (Bassereau et al., 2007).
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Figure 11 : Schéma de distillation des huiles essentielles a échelle industrielle par entrainement a la

vapeur d’eau. (Bassereau et al., 2007).

6.2.  Hydrodistillation

L'hydrodistillation est la méthode la plus simple et de ce fait, la plus anciennement utilisée Elle
consiste a immerger directement le matériel végétal a traiter dans un alambic rempli d'eau qui est
ensuite porté a ébullition. Les vapeurs hétérogénes sont condensées dans un réfrigérant et I'huile
essentielle se sépare de I'hydrolat par simple différence de densité. Cependant, I'nydrodistillation
possede des limites. En effet, un chauffage prolongé et trop puissant engendre la dégradation de

certaines molécules aromatiques (Li et Chemat, 2014).
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Figure 12 : Schéma du principe de la technique d’hydrodistillation.

6.3.  Extraction par solvants volatils
C'est une méthode qui est utilisée pour les organes végétaux présentant une concentration en
essence relativement faible ou pour les essences que I'on ne peut extraire par distillation. Elle est basée

sur le pouvoir gu'ont certains solvants organiques a dissoudre les composants des huiles essentielles.

Dans ce procédé un épuisement des plantes est effectué a l'aide d'un solvant volatil dont
I'évaporation laisse un résidu cireux, trés coloré et tres aromatique appelé « concréte ». Le traitement

de cette concrete par I'alcool absolu conduit a « I'absolu » (Belaiche, 1979 ; Duraffourd et al., 1990).

Le choix du solvant est influencé par des parameétres techniques et économiques : sélectivité,
stabilité, inertie chimique, température d'ébullition pas trop élevée pour permettre son élimination
totale et pas trop faible pour éviter les pertes, sécurité de manipulation c'est-a- dire non toxique ou

inflammable (Bruneton, 1999).

6.4. Extraction par enfleurage

Cette technique est réservée aux fleurs fragiles (jasmin, rose) ne supportant pas les températures
élevées (cependant la rose de Damas peut étre distillée dans un but thérapeutique). Les fleurs mises
dans un corps gras pendant plusieurs jours, le saturent en essence et produisent des pommades
aromatiques. Les préparations obtenues peuvent étre dissoutes dans de 1’alcool a 35 °C et évaporées

sous vide afin de donner des absolus (Larousse, 2014).
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7. Conservation des huiles essentielles

La conservation des huiles essentielles est difficile, ceci est d0 a I’instabilité de leurs molécules. De
ce fait, les possibilités de dégradation sont nombreuses. 1l est possible de limiter celles-ci en utilisant
des flacons de faible volume en aluminium, en acier inoxydable ou en verre brun, entierement remplis
et fermés de fagon étanche, stockés a basse température, ou conservés sous atmosphere d’azote

(Bruneton, 1993).

Les huiles essentielles de bonne qualité peuvent se conserver plusieurs années sous certaines
conditions, jusque cing ans, sauf les essences de Citrus qui se garde un peu moins longtemps
(Raynaud, 2006).

Selon les (Norme AFNOR NF T 75-001, 1996), Il existe des normes spécifiques sur I’emballage,
le conditionnement et le stockage des huiles essentielles, ainsi que sur le marquage des récipients

contenants des HEs.

8.  Lesétapes de I’obtention d’une huile essentielle

Les étapes de I’extraction des huiles essentielles d’origines végétales restent identiques quel que
soit le « type » d’extraction utilis€. Il est nécessaire dans un premier temps d’extraire de la matiére
végétale, les molécules aromatiques constituant 1’huile essentielle, puis dans un second temps de

séparer ces molécules du milieu par distillation.

1. Chauffage de la 2. Séparation des molécules
mistrice @ destruction des et de la matrice
parois

\ / Libération des

molécules aromatiques
/

Figure 13 : Les étapes de I’obtention d’une huile essentielle (MARIE ELISABETH et
LUCCHESI, 2005).
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9.  Meécanisme d’action antibactérienne des huiles essentielles
Les principaux mécanismes et sites d’action des différents constituants des essentielles sont :

» L’altération de la paroi cellulaire.
» La dégradation de la membrane cytoplasmique et 1’altération des protéines membranaires.
» La fuite du contenu cellulaire et la coagulation du cytoplasme.

» L’épuisement de la force de mouvement des protons (Goetz&Ghedira, 2012).

Coagulation Force de
{ mouvement des PfOtOI‘IS

Ht

Fuite du
contenu
cellulaire :

métabolites Cytoplasme
etions

Membrane
cytoplasmique

Paroi cellulaire

Proteines
membranaires —_ _—

Figure 14 : Les sites d'action des constituants des huiles essentielles sur les bactéries
(Goetz&Ghedira, 2012).
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Chapitre 111 Usages et activités biologiques des huiles essentielles
1.  Domaines d’utilisation des huiles essentielles

En raison de leurs diverses propriétés, les plantes médicinales et leurs essences présente un grand
intérét, en Alimentation (par leur activité anti-oxydante et aromatisant), en pharmacie (par leur pouvoir
antiseptique, analgésique...etc), en parfumerie et en cosmétique (par leur propriété odoriférante), Et en
agriculture. Les HEs sont devenues une matiére d’importance économique considérable avec un

marché en constante croissance.

Figure 15 : L’utilisation des plantes médicinales et de leurs huiles essentielles.

1.1. En pharmacie
Les huiles essentielles sont majoritairement destinées a 1’aromatisation des formes
médicamenteuses administrées par voie orale (Bruneton, 1999). De méme, elles peuvent étre utilisees

pour leur activité antiseptique, en particulier dans le milieu hospitalier (Edris, 2007).

Les proprietés pharmacologiques des HE leurs conférent un pouvoir antiseptique contre les
bactéries, champignons et levures, en plus des propriétés bactériostatiques, bactéricides, vermicide,

fongicides, antiseptique, insecticides.

En pharmacie On distingue nombreux produits tels que les pommades, les crémes et les gels a base
d’huiles essentielles permettraient de faciliter 1’administration des médicaments par voie

transdermique et grace a la propriété de ces huiles a penétrer aisément dans la peau. Généralement ces
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produits sont destinés a soulager les entorses, les courbatures, les allergies articulaires ou musculaires
(Razafindrakoto, 1988 ; Dethier, 1996 ; Edris, 2007).

1.2. Encosmétologie

Dans le domaine cosmétologie, les HEs sont employés en tant qu’agent conservateurs gréace a leurs
propriétés antimicrobiennes qui permettent d’augmenter la durée de conservation du produit. Et grace
a leurs caracteristiques odorantes en raison de leur forte volatilité permet de ne laisse pas de trace
grasse. Ils ont utilisé dans la formulation de parfums de produits d’entretien personnels ou ménagers

domestiques ou industriels (Aburjai et natsheh, 2003).

1.3.  Enindustries agroalimentaires
Selon (Conner, 1993), les HEs possédent des profils de composition chimique différents, elles sont
utilisees comme agents naturels de conservation des aliments. Leur utilisation comme agents de

conservation est due a la présence de composes ayant des propriétés antimicrobiennes et antioxydantes.

Elles sont utilisés comme agents aromatisants naturels, les HEs dans 1’aromatisation ne cesse de

croitre au dépend des composés aromatiques de synthese (Bruneton,1993).

1.4.  Enagriculture

Dans ce contexte environnemental, les pesticides naturels basés notamment sur les huiles
essentielles, représentent une alternative intéressante pour la protection des cultures contre les insectes
mais également contre les adventices et les champignons (Isman, 2000 ; Dayan et al., 2009). D’apreés
(Regnault- Roger et Hamraoui, 1995), Les modes d’application sont trés variés soit par fumigation,

attractif ajouté aux piéges a phéromones, répulsif ou par contact.

Les HESs présentent d’autres caractéristiques qui en font des produits adaptés dans la lutte contre les
nuisibles. Parmi celles-ci (leur prix faible et approvisionnement assurés par une production mondiale
importante pour de nombreuses huiles essentielles, leurs multiples modes et sites d’action sur les
insectes, leur faible toxicité pour les mammiféres, leur faible persistance dans I’environnement due a

leur volatilité (Isman et al., 2010).

2.  Les activités biologiques des huiles essentielles
Le role physiologique des huiles pour le régne vegetal est encore inconnu. Cependant, la diversité
moléculaire des métabolites qu’elles contiennent, leur confere des rdles et propriétés biologiques

(Touré ,2015).
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2.1. L’activité antibactérienne
2.1.1. Les bactéries

2.1.1.1. Introduction

L’organisme humain, est constamment exposé a une multitude de microbes (bactéries, virus,
parasites, champignons). Il posséde un systéme complexe de défense qui lui permet de rencontrer ou
d’héberger ces microbes sans leur permettre d’envahir ses tissus. Cependant, dans certaines conditions,

I’infection peut entrainer une maladie infectieuse grave. (Lu Q et al., 2013).

Les infections bactériennes sont responsables de maladies allant de I’angine bénigne aux épidémies
de choléra et de peste. Les bactéries sont des micro-organismes remarquablement adaptables, a

I’origine de maladies graves ou de simple colonisation de la peau.

2.1.1.2. Structure des bactéries

Les bactéries sont des cellules procaryotes, leur ADN n’étant pas localisé dans un noyau. Beaucoup
contiennent des structures circulaires d’ADN extra-chromosomique appelées plasmides. Il n’y a pas
d’autres organites dans le cytoplasme que les ribosomes, qui sont de plus petite taille que ceux des
cellules eucaryotes. A I’exception des mycoplasmes, les bactéries sont entourées par une paroi
complexe, différente selon que la bactérie est a Gram positif ou négatif. De nombreuses bactéries
possedent des flagelles, des pili, ou une capsule a I’extérieur de la paroi. Dans une cellule bactérienne,
on peut distinguer des éléments constants, trouvés chez toutes les especes bactériennes et des éléments

inconstants présents chez certaines especes seulement. (Perron K et al., 2010).

e Notion Gram+/Gram-

Paroi des bactéries a Gram positif : Elle est homogeéne, épaisse, et comporte le PG (90% de la paroi)
lie aux acides teichoiques qui sont des unites répétées sucre,et aux acides lipoteichoique. Paroi des
bactéries a Gram négatif : Elle a une structure complexe, elle est plus fine que celle des Gram (+), elle
constituée d'une fine couche de PG et une couche externe de la paroi dite membrane Externe est
essentiellement une bicouche lipidique liée a des macromolécules rejetées vers I'extérieur appelées
lipopolysaccharide (LPS) (Davies J et Davies D., 2010). Sur le plan physiopathologique, le LPS,
extrémement toxique, représente 1’endotoxine des bactéries a Gram négatif (Davies et Davies, 2010)

On retrouve ces différences sur la figure ci-dessous. (Figure 16).
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Figure 16 : comparaisons des enveloppes des bactérie gram+ et gram — (Maie et al., 2000).

2.1.2. Les antibiotiques
2.1.2.1. Definition des antibiotiques

Un antibiotique est une substance antibactérienne naturelle ou synthétique d’origine microbienne
ou synthétisée chimiquement, capable d’inhibé spécifiqguement la croissance d’autres micro-organisme
par un mécanisme particulier jouant sur les mécanismes vitaux du germe (Gogny et al., 2001). Pour
qu’il soit actif, un antibiotique doit pénétrer dans la bactérie, sans n’étre détruit ni n’étre modifié, se

fixer sur une cible et perturber la physiologie bactérienne (Ogwara, 1981).

2.1.2.2. Effet des Antibiotique
Les antibiotiques exercent un effet bactéricide, ou bien a un effet bactériostatique. C’est la notion
du bactériostasie. Qui consiste en un ralentissement de la croissance bactérienne pouvant aller jusqu’a

une absence de croissance. Donc ¢’est le pouvoir de destruction d’une partie de la souche bactérienne.

2.1.2.3. Meécanismes biochimiques de la résistance aux antibiotiques
Une souche bactérienne est dite résistante a un antibiotique quand elle est capable de se développer
en présence d’une concentration élevée de cet antibiotique (Lavigne, 2007). Alors ces micro-

organismes ont développé trois types de mécanismes de résistance.

e Le premier est la production d’enzymes inactivatrices des antibiotiques

e Le deuxieme est la modification des cibles des antibiotiques empéchant I’action de ces derniers,
comme par exemple la résistance aux fluoroquinolones par modification des topoisomérases
de classe I1.

e Le troisieme mécanisme est la réduction des concentrations intracellulaires d’antibiotique. Ce

phénomene peut étre d a un transport actif vers 1’extérieur de la cellule via des transporteurs
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membranaires appelés pompes d’efflux et/ou a une imperméabilité (Figure 17) une méme

bactérie peut présenter plusieurs de ces mécanismes de résistance (Bevilacqua, 2011).
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Figure 17 : Différents mécanismes de résistance des bactéries (Bevilacqua, 2011).

2.2.  L'activité antifongique
2.2.1.  Généralité sur les champignons

Les champignons sont des organismes filamenteux (moisissures) ou constitués d'une seule cellule
(levures), capables de se développer sur la plupart des milieux, en particulier sur les aliments. On les
trouve dans le sol, l'air, sur les revétements de I'homme, des animaux, des plantes... etc. Les
champignons ont tendance a apparaitre comme des intrus (contaminants) sur les boites de Pétri dans
les laboratoires de microbiologie, ou ils sont immédiatement reconnaissables par leur aspect

cotonneux. (Jean et al., 2007).

a) Les moisissures

Les moisissures se développent en quelques jours sur de nombreux aliments qui deviennent
impropres a la consommation (exemples le pain et les fruits moisis). Par contre, leur développement
sur ou dans les fromages est nécessaire pour l'affinage de nombre d'entre eux (camembert, roquefort
et autres fromages a pate persillée). Elles se reconnaissent facilement par leur végétation filamenteuse
ou duveteuse appelée mycélium. Le mycélium est constitué par I'assemblage de trés nombreux
filaments : les hyphes. Ces filaments contiennent les éléments de structure déja observés dans une
cellule eucaryote : - des noyaux bien identifiés, entourés d'une membrane, une membrane plasmique,

un cytoplasme avec des mitochondries, des ribosomes et des substances de réserve (en particulier du
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glycogene). lls sont entourés d'une paroi constituée essentiellement de chitine (substance constituant
la carapace de certains insectes). Les filaments sont cloisonnés (les cloisons sont alors percées de

pores) ou non cloisonnés. (Jean et al., 2007).

b) Leslevures

Elles se présentent sous la forme de petites cellules (environ 10 mm dans la plus grande dimension)
de forme variable mais souvent ovoide. L'organisation cellulaire est de type eucaryote avec une paroi
semblable a celle des autres champignons. Elles se multiplient par bourgeonnement. Les levures sont
responsables de la fermentation alcoolique et interviennent donc dans la fabrication du vin, de la biere,
du cidre, mais aussi du pain. Elles jouent un r6le non négligeable dans I'affinage des fromages. Les
levures du genre Candida, en particulier I'espece Candida albicans, sont pathogenes pour I'nomme et
responsables de Iésions de la peau et des muqueuses, mais aussi d'infections profondes. Le muguet est
une mycose a Candida, fréquente chez I'enfant, il se caractérise par le développement de Candida

albicans sur I'ensemble de la muqueuse buccale. (Jean et al., 2007).

2.2.2.  Les antifongiques

2.2.2.1. Mécanismes d'action antifongiques
> Inhibition de la formation de paroi cellulaire
La paroi cellulaire fongique est principalement constituée de B-glucanes. Si la synthese de ces

composés est inhibée, I'intégrité de la paroi cellulaire va se perturber (Kim et al., 2001).

» Rupture de la membrane cellulaire

Les ergostérols sont essentiels pour la membrane cellulaire. Si ces stérols sont liés par des
médicaments antifongiques, ou si leur synthése est inhibée par des inhibiteurs de la biosynthese de
I'ergostérol, I'intégrité de la membrane cellulaire va se rompre. La membrane devient alors étanche
(Kim et al., 2001).

» Dysfonctionnement de la mitochondrie fongique

L'inhibition du transport d'électrons mitochondrial entrainera une réduction du potentiel
membranaire mitochondrial. L'inhibition peut se produire via I'inhibition des pompes a protons dans
la chaine respiratoire, entrainant une réduction de la production d'ATP et la mort cellulaire subséquente
(Kim et al., 2001).
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> Inhibition de la division cellulaire
L'inhibition de la division cellulaire peut se produire par Il'inhibition de la polymérisation des

microtubules, inhibant ainsi la formation du fuseau mitotique (Kang et al., 2010).

> Inhibition de la synthése ARN / ADN ou synthese protéique
Si l'agent antifongique pénétre dans la cellule, par exemple via un transport actif sur des ATPases,
et interfére avec I'ARN, il peut provoquer une synthése d'’ARN défectueuse et une inhibition de la
transcription de I'ADN. L'inhibition de la synthése des protéines est également une cible antifongique

connue (Kang et al., 2010).

> Inhibition des pompes d'efflux

Les pompes a efflux sont présentes dans toutes les cellules vivantes et leur fonction est de
transporter des substances toxiques hors de la cellule (Kang et al., 2010). Ce transport inclut souvent
le transport du médicament accumulé hors de la cellule fongique. La surexpression des pompes d'efflux
peut conduire a une pharmaco-résistance. En inhibant les pompes d'efflux, on pense que la résistance

aux médicaments peut étre réduite (Kang et al., 2010).

2.2.3. ROole des plantes médicinales dans la lutte contre les champignons
L'augmentation de la résistance fongique aux médicaments classiques et le fait que la plupart des
médicaments antifongiques n'ont qu'une activité fongistatique, justifient la recherche de nouvelles

stratégies de lutte contre les infections fongiques.

2.3. L'activité antioxydante

2.3.1.  Stress oxydant

Selon Wiseman et Halliwell (1996) ; Peltier et al., (2004) ; Bloomer et Fisher-Wellman (2008)
; Browne et al., (2008) ; Powers et al., (2010) ; Roede et Jones (2010), le stress oxydant est d’un
déséquilibre entre les systemes pro-oxydants et antioxydants (Figure 18). Il y a des accumulations a
la suite d'une production excessive des radicaux libres qui peuvent étre neutralisées par les systemes
antioxydants. Dans le cas normal avec une faible concentration d’espéces réactives, le déséquilibre est
de courte durée qui sera suivi par un rééquilibrage (Delattre et al. 2007). Des altérations
intracellulaires peuvent-étre générés comme 1’oxydation de I’ADN, des lipides et des protéines
(Davies, 2004).
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Figure 18 : Equilibre entre les oxydants et les antioxydants (état physiologique) (Prior et
Gu, 2005).

2.3.2.  Les radicaux libres

Un radical libre (RL) est une substance chimique qui posseéde un électron non apparié sur son
orbitale externe ce qui leur confére une haute réactivité et une instabilité. Les radicaux libres agissent
comme des accepteurs d'électrons et les arrachent donc a d'autres molécules pour atteindre la stabilité.
Ce phénomene correspond une oxydation des molécules donneuses d’électron (Cossu et al., 1997 ;

Gilgun-Sherki et al., 2001).

Selon Migdal et al., (2011), les RL se divisent en deux familles : les espéces réactives de I’oxygeéne

(ERO) et les espéces réactives de 1’azote (ERN).

2.3.3. Les antioxydants

Compte tenu de la toxicité des ERO, 1’organisme dispose de plusieurs systemes de défense
antioxydants (Figure 19). Un antioxydant correspond a une substance capable, a concentration
relativement faible, de retarder ou empécher I’oxydation des substances c-a-d empécher la formation
de radicaux libres. (Halliwell et al., 1990 ; Zielinski et Portner, 2000 ; Mates et al., 1999 ; Combhair,
2002).
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1. Matériel et méthodes

L’ensemble de ce travail a été effectu¢ au sein du laboratoire de microbiologie du département de
Biologie appliquée de la faculté des sciences exacte et science de la nature et de la vie, de I’Université
Laarbi Thessi de Tébessa pendant une durée de cing (4) mois (Janvier — Avril 2022).

Le but de ce travail consiste a I’étude (in vitro) de :

- L’activité antibactérienne de quatre huiles essentielles (Thymus vulgaris, Ruta graveolens,

Peganum harmala, Artemisia) sur cinq souches bactériennes.

- L’activité antifongique de quatre huiles essentielles (Thymus vulgaris, Ruta graveolens,

Peganum harmala, Artemisia) sur huit souches fongiques.
- L’activité antioxydante de I’huile essentielle d’Artemesia par le test de DPPH.

1. Extraction des huiles essentielles
1.1. Matériel

1.1.1. Matériel végétal
Le Tableau 07 représente le matériel végétal utilisé, la région de récolte, la durée de récolte et la partie

utilisée de la plante.

Tableau 07 : Liste de matériel végétal avec la région de récolte, la durée de récolte et la partie

utilisée.
Le matériel végétal Thymus vulgaris Ruta graveolens | Peganum harmala @ Artemisia
La région de récolte | Cheria Boulhaf Dir Ouenza Hammamet
-Tebessa- -Tébessa- -Tébessa- -Teébessa-
La durée de récolte -Novembre 2021 -Février 2022 - Janvier 2022 -Avril et
-Mars 2022 Mai 2022
La partie utilisee Aérienne Aérienne Aérienne Aérienne

Les sites de récolte des plantes médicinales étudiées sont représentés dans la carte géographique

Figure 20.
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Figure 20 : Les sites de récolte des plantes étudiées (Cheria, Boulhaf Dir, Ouenza, Hammamet).

1.1.2. Matériel d’extraction

Le Tableau 08 représente les différents matériel et les instruments utilisés pour la procédure

d’extraction.

Tableau 08 : Liste d’appareils, verreries et produits utilisés pour 1’extraction.

Appareils

Verreries et autres

Solvants et soluté

- Balance de précision
- Hydro-distillateur de
type Clevenger :
e Chauffe-ballon
e Ballon en verre pyrex
2000 ml
e Une colonne
e Un réfrigérant

e Un collecteur

- Eprouvette de 1000 ml
- Flacon en verre du 5 ml
- Pissette

- Entonnoir

- Bécher de 400 ml

- Papier aluminium

- Eau distillé

- Acétone

1.2. Méthodes

1.2.1. Séchage des plantes

Les feuilles de T. vulgaris, Ruta graveolens, Peganum harmala, et de 1’Artemisia fraichement

récoltées, ont été séchées a I'ombre dans un endroit sec et aéré loin de la lumiére et de I'hnumidité

pendant 21 jours. Une fois séchées (Figures 21, 22), elles ont été récupérées dans des sacs en papier,
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puis transportées au laboratoire de biologie veégétale afin de commencer les procédés d’extraction
(Yakhlef, 2010 ; Medjekane, 2017).

(© (d)
Figure 21 : La plante (a) Thymus vulgaris, (b) Ruta graveolens, (c) Peganum harmala, (d)

Artemisia.

(@) (b)

43



(c) (d)

Figure 22 : Les feuilles seches (a) Thymus vulgaris, (b) Ruta graveolens, (c) Peganum harmala, (d)

Artemisia.

1.2.2. Extraction des huiles essentielles

Le méme protocole d’extraction a été effectué pour les quatre plantes.

1.2.2.1. Principe
L’hydrodistillation (water distillation) est la méthode la plus simple et de ce fait, la plus
anciennement utilisée (Mebarki, 2010 ; Abdelli, 2017).

Le principe consiste a porter a ébullition dans un ballon, un mélange d’eau et de plante dont on
souhaite extraire I’huile essentielle. Les cellules végétales éclatent et liberent les molécules odorantes,
lesquelles sont alors entrainées par la vapeur d’eau créée. Elles passent par un réfrigérant a eau ou elles

sont condensees, puis sont récupérées dans un récipient (Bruneton, 1999).

1.2.2.2. Mode opératoire

L’extraction des huiles essentielles de partie aérienne de Thymus vulgaris, Ruta graveolens,
Peganum harmala, Artemisia a été effectuée a 1’aide d’un dispositif de type Clevenger. Avant
I’emploi, ’appareil a été rincé avec de 1’acétone et I’eau distillée afin d’éliminer les poussicres et les
graisses probablement présentes dans 1’appareil pour éviter toute contamination de 1’huile au cours de

I’extraction.

Cette méthode consiste a introduire 100 g de matériel végétal dans un ballon de 2 L contenant 1 L
d’cau distillée. L’ensemble est porté a ébullition pendant 2 h 30 min a 3 h a I’aide d’un chauffe ballon.
Les vapeurs chargées d’huile essentielle, traversent le réfrigérant et se condensent ainsi avant de chuter
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dans une ampoule de décantation, I’huile se sépare par la suite de I’eau par différence de densité
(Figure 23).

Apres extraction, le volume d’huile essentielle obtenu a ét¢ mesuré puis conservé dans un petit
flacon stérile (Figure 24). Le flacon a été couvert d’un papier aluminium a 1’abri de la lumiére puis

conservé dans un réfrigérateur a 4°C jusqu'a son usage pour les tests biologiques.

Sortie d’eau

Réfrigérant

Entrée d’eau

| Huile essentielle

Plante +
Eau distillée

Chauffe ballon

Figure 24 : La récupération de I’huile essentielle obtenue.
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1.2.3. La conservation des huiles essentielles
Une fois I’HE est obtenue, elle est conservée dans un flacon en verre avec 1’étiquetage qui porte le
nom de la plante et enveloppé de papier d’aluminium fermé hermétiquement, a une température

compris entre 4 et 6°C pour la préserver de I’air et de la lumiere et éviter toute dégradation.

1.2.4. Rendement

Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en huile essentielle (RHE), est défini comme étant
le rapport entre la masse d'huile essentielle obtenue aprés extraction (MHE) et la matiére végétale
utilisée (MS), (Benbouali, 2006). Il est donné par la formule suivante :

| RHE (%) = MHE / MS.100 |

RHE : Rendement de I'huile essentielle de chaque plante (T. vulgaris, R. graveolens, P. harmala,
Artemisia) en %.

MHE : Masse de I'huile essentielle obtenue en gramme.
MS : Masse en gramme de la matiére végétale séche.

2. Etude de ’activité antimicrobienne
2.1. Matériel
2.1.1. Matériel et produits

L’ensemble des matériel et produits utilisés pour réaliser cette étude sont résumé dans le Tableau 09.

Tableau 09 : Liste de mateériel et produit utilisés pour I’activité antimicrobienne et antifongique.

Appareils Verreries et autres Réactifs et autres Solvants et solutés
- balance de précision - Tubes a vis 16 x 160 - Milieu solide Muller- -Eau physiologique
- Micropipette mm et portoir. Hinton stérile
- Plague chauffante / - Erlenmeyer 250 ml - Milieu solide Sabouraud | - Eau distillé
agitateur magnétique - 04 flacons - Spatule - Huilles essentielles de : - Eau de javel
- Etuve a 30 °C - Papier aluminium e Thymusvulgaris | - Ethanol
- Autoclavage - Anse de platine e Rutagraveolens
- Bec benzéne - Pipette pasteur e Peganum harmala
- Ecouvillon stérile e Artemisia

- Boites de pétrie
-Disques stériles/Pince

- Embouts jaunes
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2.1.2. Mode opératoire
Pour I’évaluation de I’activité biologique de nos huiles essentielles de Thymus vulgaris, Ruta

graveolens, Peganum harmala, Artemisia nous avons adopté la méthode de diffusion sur disque.

C’est une méthode de diffusion en milieu gélosé spécifique (MH, Sabouraud). Cette technique va
nous permet de détecter la présence d’une substance inhibitrice, indiqué par une zone translucide au
niveau de la zone de diffusion du composé antimicrobien ou antifongique. Alors que partout ailleurs,

le développement des microorganismes est visible (Figure 25 a, b) (Meddour et al., 2013).

2.1.3. Matériel biologiques

2.1.3.1. Souches testées
Dans notre travail, nous avons utilisé les souches indiquées dans le Tableau 10 octroyées du

laboratoire de Microbiologie Appliquée de I’Université de Tébessa.

Tableau 10 : Souches bactériennes et fongique utilisées.

Souches Classification Réfeérences
Bacillus subtilis Gram + ATCC 6633
Souches bactériennes = Micrococcus luteus Gram + DSM 1790
Staphylococcus aureus Gram + Isolat Clinique
Escherichia coli Gram - Isolat Clinique
Pseudomonas aeruginosa | Gram - Isolat Clinique
LCP candida sp Levure Isolat Clinique
LCK candida sp Levure Isolat Clinique
LRM candida s Levure .
Souches fongiques P Isolat Clinique
L23 candida sp Levure Isolat Clinique
L43 candida sp Levure Isolat Clinique
Paecilomyces sp. Champignon Isolat Clinique
F.PALIL filamenteuse
Fusariau sp. F.FSO Champignon Isolat Clinique

filamenteuse
Rhyzopus sp. FRH Ory  Champignon Isolat Clinique

filamenteuse
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2.2. Méthodes

Nous avons travaillé selon le protocole expérimental représenté par les étapes décrites ci-dessous.

Préparation de milieu de culture

L

Préparation des boites de pétrie

n

Préparation de 'inoculum
m

Ensemencement

mn

Préparation et placement des disques dans les boites pétries
M

Incubation puis lecture des résultats

Figure 25 : méthode de diffusion sur disque (milieu géloseé).

2.2.1. Milieu de culture
Pour I’étude de la sensibilité des souches bactériennes et fongique traitées notre HEs nous avons

utilisé :
» Milieu Muller-Hinton pour 1’étude de 1’activité antibactérienne.
» Milieu Sabouraud pour étude de I’activité antifongique.
Les compositions et les étapes de la préparation de nos milieux de culture sont données en Tableau.

Tableau 11 : Protocole de préparations des Milieux de culture utilisées.

Milieux de culture MH Sabouraud

Ingrédients 15.2gMH en poudre + 400 ml = 30 g sabouraud en
d’eau distillée. poudre+500ml d’eau distillée.

Techniques de préparation v" Le mélange poudre-eau distillée est chauffé sur plaque

chauffante avec agitation & 1’aide d’un barreau magnétique
pendant 20 min (afin d’assurer une bonne dissolution des
cristaux).

v’ Ensuite les milieux réparés sont repartis dans des flacons

stériles, avant d’étre autoclave pendant 20 min a 120°C.
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2.2.2. Préparation des boites de Pétri
Pour préparer les boites de Pétri il faut :

» Ramener la gélose & une température de 42-45°C avant ’utilisée (MH ou Sabouraud).
» La gélose préte est coulée dans des boites de pétri stériles.

» L’épaisseur de la gélose est de 4mm uniformément pour tous les boites ; ces derniéres

doivent étre bien séchées pres du bec benzéne avant leur utilisation.

2.2.3. Préparation des suspensions
A partir d’une culture sur milieu de repiquage, racler a 1’aide d’une anse de platine stérile quelques

colonies (3-5) bien isolées et parfaitement semblables.

On Décharge ces colonies une par une a l'aide d’une anse de platine stérile dans des tubes contenant

5 ml d’eau physiologique stérile.

On homogénéise la suspension de facon a obtenir visiblement une opacité équivalente a 0.5 Mac
Ferland. La suspension doit étre ensemencé dans les 15 min qui suivent sa préparation. En refait cette
étape pour toutes les bactéries et les champignons du test.

2.2.4. Ensemencement

L’ensemencement se fait d’apres la méthode de Kirby-Bauer (2004), par écouvillonnage.

» Aprés I’'immersion d'un écouvillon stérile dans notre suspension (figure 24). On doit essorez

1I’écouvillon doucement sur la paroi du tube.

» Chaque milieu de culture préalablement préparés, doit &tre ensemencés par étalement, a
1’aide d’un écouvillon stérile imbibé de la suspension (bactérie/champignons) déja préparée

une par une.

» L’opération est répétée 3 fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois sans oublier de faire

pivoter I’écouvillon sur lui-méme et de passer 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose

» L’ensemencement s’effectue de t’elle sorte a assurer une distribution homogéne des

bactéries et champignons sur les milieux.
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Figure 26 : (a) suspension bactérienne préparer, (b) ensemencement.

2.2.5. Préparation des disques et I’ajoute d’HEs
» Stérilisation des disques de papier wattman de 6mm de diametre, a 120°C pendant 20 min

par autoclavage.

» Sur chaque boite de pétri ensemencée, on dispose a 1’aide d’un pince un disque dont son

contact avec la surface doit étre étroit.

» Ensuit les boites de pétri doivent rester a c6té du bec benzene pour quelque seconde pour

assurer une bonne diffusion des HEs testés dans les milieux ensemencés.

- ~, .
o 3 = =
S Py W
e 7 - y
-
N : r

Figure 25 : Application de HEs sur les disques.

2.2.6. Incubation
L’incubation se faire pendant 24 a 48 h dans une étuve réglée préalablement a une température
30C.
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2.2.7. Lectures
Les activités biologiques (antimicrobiennes, antifongiques) sont déterminées en mesurant avec
précision les diametres des zones d'inhibition, qui sont apparues autour chaque disque. A l'aide d'une

regle et sur un fond sombre.

Une huile essentielle est considérée actif lorsqu’on mesure une zone d’inhibition autour de chaque
disque dont le diamétre est supérieur a 8 mm, les résultats expérimentaux sont représentés dans le
Tableau 12.

Tableau 12 : Sensibilité et degré d’activité selon le diamétre du halo d’inhibition (Duraffourd et
Lapraz, 2002).

Diametre du halo d’inhibition (X) = Degré de sensibilité des germes | Résultat

X <8 mm Résistante -
8mm< X <14 mm Sensibilite limitée +
14 mm < X <20mm Sensibilité moyenne ++
X>20 mm Tres sensible +++

3. Evaluation de P’activité antioxydante
L’activité anti-radicalaire d’huile essentielle de 1’Artemisia a été évaluée dans ce travail par la

méthode de piégeage du radical (2,2- diphenyl-1- picrylhydrazyle DPPH).

3.1. Test d’activité DPPH
3.1.1. Principe

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (o, a-diphényl-B-picrylhydrazyle) fut 1'un
des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydante des
composés phénoliques (Blois, 1958 ; Brand-Williams et al., 1995). Il possede un électron non apparié
sur un atome du pont d’azote. L’efficacité d’un antioxydant est proportionnelle a la réduction de la
coloration bleue, (Figure 26) due a une recombinaison des radicaux DPPHe, mesurable par
spectrophotometrie a 517 nm.

(DPPH) + H-A—DPPH-H + A
DPPH : 2.2 diphényle- 1- picryl-hydrazyl
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AH : un composé capable de céder un H au radical DPPH A : le composé oxyde apres la réduction de
DPPH

N0y N
Ph Ph
. i/
0N N N=\ + HH —= 0 =N+ R
Ph Ph
N LY,
DPPH Oxydé DPPH Réduit

Figure 26 : Réaction de test DPPH (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazyl) (Amié, 2003).

3.1.2. Matériel et réactifs

Les différents matériel et les réactifs utilisés sont résumés dans le tableau 13.

Tableau 13 : Liste d’appareils et réactifs utilisés pour I’activité anti-DPPH.

Appareils Verreries et autres Réactifs et autres Solvants et solutés
- Spectrophotométrie | - Eprouvette graduée = - Le DPPH (2.2 - Meéthanol

UV- Line - Tubes a hémolyse | diphényle- 1- picryl - Eau distillée

- Balance de précision | avec un portoir hydrazyl)

- Micropipettes : | - Les embouts jaunes | - Huiles essentielles de

100ul-1000ul  10ul- @ et bleus L’Artemisia

100ul - Papier aluminium

3.1.3. Mode opératoire

Le test antioxydant a été réalisé avec la méthode au DPPH. 25ul de chaque solution méthanolique
d’huile a différentes concentrations (200pg/ml, 400pug/ml, 600, pg/ml, 800 pg/ml et 1000pg/ml) sont
ajoutés a 2.5 ml de la solution méthanolique du DPPH (0,004%) qui est préparée par la solubilisation
de 0,004g de DPPH poudre dans 100ml de Méthanol. Parallélement, un contréle négatif est préparé en
mélangeant 25ul de méthanol avec 2.5 ml de la solution méthanolique de DPPH. La lecture de

I’absorbance est faite contre un blanc a 515 nm aprés 30 min d’incubation et & la température ambiante.
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Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; 1’acide ascorbique dont
I’absorbance a ¢été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons. Tous les essais ont été

effectués en triple. Les résultats ont été exprimeés en pourcentage d’inhibition (1%).
1%= [(Abs controle — Abs test) / Abs controle] x 100

Abs controéle : absorbance du blanc (contenant tous les réactifs excepté le composé d’essai) Abs test

: absorbance d’extrait.
Les valeurs de I’IC50 ont été déterminees graphiquement par la régression linéaire.

3.1.4. Détermination de la concentration inhibitrice 1C50%

La valeur IC50 est définie comme étant la concentration du substrat qui cause la perte de 50% de
I'activité du DPPH (couleur), ou encore, c'est la concentration de I'échantillon exigée pour donner une
diminution de 50% de I'absorbance de la solution contréle constituer de méthanol et de DPPH. Les
valeurs IC50 ont été calculées par la régression linéaire ou l'abscisse est représentée par la
concentration des composés testés et I'ordonné par le pourcentage d'inhibition (1%). (Mensor et al.,
2001).
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I1. Résultats et discussions
1. Rendement en huile essentielle

L’huile essentielle des quatre plantes obtenue par hydrodistillation est un liquide visqueux, limpide,
d’une coloration jaunatre et odeur forte. Le rendement des extraits des quatre plantes (Thymus vulgaris,
Ruta graveolens, Peganum harmala, Artemisia) est exprimeé en pourcentage massique (g/100g) par la

matiere seche (Tableau 14).
Tableau 14 : Les quantités et les rendements en huile essentielle des plantes utilisées.

Plantes Quantité de la matiére Rendement

végétale (g)

Thymus vulgaris 439.74 g 12.979/439.749x100 = 2.95%
Ruta graveolens 350¢g 5.729/350g%100 = 1.63%
Peganum harmala 100 g 1.45¢g/100gx100 = 1.45%
Artemisia 395¢ 10.059/3950%100 = 2.54%

Les valeurs indiquant la moyenne des rendements en huiles essentielles des quatre plantes étudiées
sont illustrées par la Figure 27.

Thymus vulgaris
Ruta graveolens

Peganum harmala

S
z
o
-
z
W
=
I
a)
p
Iy
@

Artemisia

Thymus Ruta Peganum  Artemisia
vulgaris  graveolens  harmala

HUILES ESSENTIELS

Figure 27 : Rendement en huile essentielle de Thymus vulgaris, Ruta graveolens, Peganum harmala

et Artemisia.

54



1.1. Rendement d’huile de Thymus vulgaris

Le rendement obtenu en huile essentielle des feuilles seches du T. vulgaris est de 2.95%, comme le

montre les résultats de la Figure 27.

Le genre Thymus est réputé pour son taux élevé et riche en huile essentielle par rapport a beaucoup
d’autres plantes. En effet, une étude réalisée en 2017 par Abdelli, a permis d’obtenir des rendements
moyens en huiles essentielles a partir des feuilles séches de T. vulgaris de Tlemcen et de Mostaganem
allant respectivement de 4.2 a 2.2%. Le rendement de notre huile essentielle de T.vulgaris est pris entre

les deux valeurs (2.95%) c’est supérieure a celle de Mostaganem.

Une autre étude faite par (Bouguerra et al., (2017) sur la plante T. vulgaris de Blida a donné un
taux de 1.58%. Benbouali a trouvé en 2015 la valeur de 1.13% comme rendement en huile essentielle

de T. vulgaris récolté en printemps. Ce résultat est inférieur du notre (2.95%).

En dehors de I’ Algérie, une étude faite par (Jordan et al., 2006) sur T. vulgaris d’Espagne a donné
des résultats proches a nétres (de 2.17 a 4.73%). Un rendement plus éleve en huile essentielle a été
noté par (Badi et al., 2004) pour le thym de Jordanie (5.40%). Tandis que des concentrations plus
faibles ont été rapportées en Iran (1.87%) (Kazemi et al., 2012), au Mexique (1.7%) (Soto-Medivil et
al., 2006), au Maroc (1.0%) (Imelouane et al., 2009 ; El-Akhal et al, 2015) et en Inde (0.3%)
(Syamasundar et al., 2008).

1.2. Rendement d’huile de Ruta graveolens

On a obtenu un rendement en huiles essentielles 1,63% pour Ruta graveolens. Cette valeur est
conforme aux normes AFNOR (0,5-2). Ce résultat est supérieur a ceux rapportés a Annaba situé dans
I'est Algérie (0,01%) par (Haddouchi et al., 2013). Cette différence du rendement pourrait étre dd a
une différence de conditions climatiques entre les deux sites et la période de récolte (Ndomo et al.,
2009). Le méme R. graveolens a été récoltée en Italie a un rendement de 0,74% (De Feo et al., 2002)
et un rendement variant entre 0,30 % et 0,10 % signalé dans la région de Jemmel en Tunisie (Ben
Hadj Fredj et al., 2007).

1.3. Rendement d’huile de Peganum harmala

D’aprés les résultats (Figure 27), le rendement en huile essentielle obtenu est de 1,45%, cette valeur
est supérieure au norme. Géneralement la teneur des plantes en huiles essentielles est faible et parfois
tres faible de 'ordre de 1% a 1%o. A I’exceptions du Badiane de Chine avec une teneur en essence est

supérieure a 5% ; et Clou de girofle qui renferme plus de 15% d'essence (Benouali, 2016). Ce
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rendement le plus important pourrait étre expliquée par le bon choix de la période de récolte (avril
stade végétatif de Peganum harmala), selon (Laétitia, 2015) dans cette période les plantes produites
une teneur maximale en essence donc pour un rendement optimal, la récolte de I’essence doit étre
s’effectuer pendant le stade végétatif propre a chaque plante aromatique. De plus la composition en
HEs, extraite par hydrodistillation, peut étre influencé par la quantité en eau, mise dans le ballon de
distillation, car certains composés tels que : le terpinen-4-ol, I’a- terpinéol et le cinéol sont peu solubles
dans I’eau (Williams et Lusunzi, 1994). Toutefois, il est difficile de comparer les résultats du
rendement avec ceux de la bibliographie, car le rendement n’est que relatif et dépend de la méthode et

les conditions dans lesquelles 1’extraction a été effectuée.
1.4. Rendement d’huile de I’Artemisia

Le rendement en huile essentielle atteint un maximum de 2.54%. Il semble donc que le rendement
obtenu de notre huile essentielle de I’ Artemisia représente une valeur tres élevée et supérieur a ceux
rapportés a des rendements comparables qui sont obtenus chez les échantillons d’armoise blanche de

différentes régions en Algérie (de 0.2% a 0.95%) (Bezza et al., 2010 ; Belhattab et al., 2012).

Les mémes variations du rendement d'huile essentielle d’armoise blanche ont été notées en Espagne
(0,41% a 2,30%) (Salido et al., 2004).

En Tunisie (0.68% a 1.93%) (Mohsen et Ferchichi, 2009) et En Jordanie (1.3%) (Hudaib et
Aburjai, 2006).

Les variations du rendement des huiles essentielles peuvent étre liées au choix de la période de
récolte car elle est primordiale en termes de rendement et de qualité de 1’huile essentielle. D’autres
facteurs peuvent également influencer tels que la zone géographique de collecte, le climat, la génétique
de la plante, I’organe utilisé, le stade de développement, le degré de fraicheur, la période de séchage,

la méthode ainsi que le matériel d’extraction utilisés (Benbouali, 2006 ; Touré, 2015 ; Abdelli, 2017).

2. Activité antimicrobienne
2.1. Thymus vulgaris

Les résultats du test de I’activité antimicrobienne montrée par la détermination du diameétre de la
zone d’inhibition de I’huile essentielle de Thymus vulgaris sur des souches bactériennes sont présentés

dans le Tableau 15.
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Tableau 15 : Détermination du diamétre de la zone d’inhibition (mm) de I’huile essentielle de

Thymus vulgaris contre certaines souches microbiennes.

Bactérie Diameétre des zones Diameétre des zones d’inhibition
d’inhibition (mm) (mm) (Autre essai)

Bacillus subtilis ATCC 6633 Inhibition totale Disque 1 =53.5

Disque 2 = 50.5
Micrococcus luteus DSM 1790 Inhibition totale /
Staphylococcus aureus Isolat Inhibition totale Disque 1 =53
clinique Disque 2 =50
Escherichia coli Isolat clinique Inhibition totale /
Pseudomonas aeruginosa lsolat Inhibition totale /
clinique

Les résultats montrent que le Thymus vulgaris posséde une forte activité antibactérienne
remarquable sur toutes les souches étudiées. D’aprés la Figure 27, on constate que les zones
d’inhibition de Thymus vulgaris sont importantes ce qui montre leur pouvoir antibactérien. Notre huile
essentielle pure du a montré une trés forte activité envers les cing souches (Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa), dont aucune
croissance bactérienne n’a été observée. Ces résultats sont confirmé en présence d’une boite témoin,
alors qu’avec une dose différente de 1’huile sur Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus a marqué
des zones d’inhibition sur deux disques avec des diametres de 53,5 mm, 50,5 et 53 mm, 50 mm

respectivement, qui montrent une trés forte activité antibactérienne de notre HE de Thymus vulgaris.

Nous remarquons que toutes les souches bactériennes ont été inhibées par I’huile essentielle extraite
respectivement des feuilles seches de T. vulgaris. Elles ont toutes montrées une trés forte sensibilité a
I’HE.
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Pseudomonas aeruginosa lIsolat clinique Boite témoin

Figure 28 : Inhibition total de I’huile essentielle de Thymus vulgaris sur des souches bactériennes
testées. (Photo personnelle)
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2.2. Ruta graveolens

Les résultats du test de I’activité antimicrobienne montrée par la détermination du diametre de la
zone d’inhibition de I’huile essentielle de Ruta graveolens sur des souches bactériennes sont présentés
dans le Tableau 16.

Tableau 16 : Détermination du diamétre de la zone d’inhibition (mm) de I’huile essenticlle de Ruta

graveolens contre certaines souches microbiennes.

Bactérie Diametre des zones d’inhibition
(mm)

Bacillus subtilis 50

ATCC 6633

Micrococcus luteus 45

DSM 1790

Staphylococcus aureus -
Isolat clinique
Escherichia coli -
Isolat clinique
Pseudomonas aeruginosa -

Isolat clinique

L'huile essentielle de Ruta graveolens a I'extrait pur montre une activité fortement inhibitrice vis - a -
vis de Bacillus subtilis et Micrococcus luteus dont le diamétre d'inhibition est de 50 mm, 45 mm
respectivement contrairement a Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
qui ne présentent aucune activité inhibitrice dont les zones d’inhibition sont absentes (Figure 29). Un
témoin négatif a été comparé a ces résultats dont un tapis bactérien a été observé. L’absence d’activité

antibactérienne pourrait s’expliquer par la résistance developpée des souches bactériennes.
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Pseudomonas aeruginosa lIsolat clinique Boite témoin

Figure 29 : Zones d’inhibition de I’huile essentielle de Ruta graveolens sur des souches bactériennes
testées. (Photo personnelle)
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2.3. Peganum harmala
Les résultats du test de 1’activité antimicrobienne montrée par la détermination du diametre de la
zone d’inhibition de I’huile essentielle de Peganum harmala sur des souches bactériennes sont

présentés dans le Tableau 17.

Tableau 17 : Détermination du diameétre de la zone d’inhibition (mm) de I’huile essentielle de

peganum harmala contre certaines souches microbiennes.

Bactérie Diamétre des zones d’inhibition

(mm)

Bacillus subtilis -
ATCC 6633

Micrococcus luteus -

DSM 1790

Staphylococcus aureus 18

Isolat clinique

Escherichia coli -

Isolat clinique

Pseudomonas aeruginosa Inhibition totale

Isolat clinique

Les résultats obtenus (Figure 30) montrent une tres forte activité inhibitrice vis-a-vis Pseudomonas
aeruginosa dont aucune croissance bactérienne n’a été observée, ce qui explique que notre huile a
inhibé totalement la souche bactérienne, et une légére activité inhibitrice a été observé sur la souche
Staphylococcus aureus avec un diameétre de 18 mm ce qui explique une sensibilité moyenne de la
souche envers notre huile essentielle. Tandis que les souches bactériennes Bacillus subtilis,
Micrococcus luteus, ne marguent aucune zone inhibitrice ou un tapis bactérien a été observé et
Escherichia coli a marqué une contamination I'absence d’activité pourrait s’expliquer par la résistance

développée des souches.
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Pseudomonas aeruginosa lIsolat clinique Boite témoin

Figure 30 : Zones d’inhibition de I’huile essentielle de Peganum harmala sur des souches
bactériennes testées. (Photo personnelle)
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2.4. Artemisia

Les résultats du test de 1’activité antimicrobienne montrée par la détermination du diametre de la
zone d’inhibition de I’huile essentielle de 1’ Artemisia sur des souches bactériennes sont présentés dans
le Tableau 18.

Tableau 18 : Détermination du diamétre de la zone d’inhibition (mm) de I’huile essentielle de

I’Artemisia contre certaines souches microbiennes.

Bactérie Diametre des zones d’inhibition
(mm)

Bacillus subtilis 7.5

ATCC 6633

Micrococcus luteus 54

DSM 1790

Staphylococcus aureus 24

Isolat clinique

Escherichia coli -

Isolat clinique

Pseudomonas aeruginosa 45

Isolat clinique

L’huile essentielle d’Artemisia a un effet important sur Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus,

Pseudomonas aeruginosa qui sont inhibé avec des diametres allant de 24 mm, 54 mm et 45mm
respectivement, nous remarquons que les souches sont trés sensibles a notre HE alors que Escherichia
coli a marque une contamination. Par contre la bactérie Bacillus subtilis présente une zone d’inhibition

de 7.5 mm, ce qui représente la résistance de la souche a notre huile (Figure 31).

Nos résultats sont supérieurs a 1’étude de Kahlouche (2014) sur la méme plante étudie avec un

diamétre de 13.66 mm pour S. aureus et de 7.33 mm pour E. coli.

Cette activité antibactérienne spécifique des huiles essentielles pourrait é&tre expliquée par les
composants bioactifs des HE (effet synergique entre les composants). lls agissent en particulier au
niveau de la membrane et du cytoplasme, et dans certains cas, modifient complétement la morphologie

des cellules (Bouyahya et al., 2017).
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Staphylococcus aureus Isolat clinique Escherichia coli Isolat clinique

Pseudomonas aeruginosa lIsolat clinique Boite témoin

Figure 31 : Zones d’inhibition de I’huile essentielle de 1’Artemisia sur des souches bactériennes

testées. (Photo personnelle)
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3. Activité antifongique
3.1. Thymus vulgaris

Les résultats du test de I’activité antifongique montrée par la détermination du diametre de la zone
d’inhibition de I’huile essentielle de Thymus vulgaris sur des souches fongiques sont présentés dans le
Tableau 19.

Tableau 19 : Détermination du diameétre de la zone d’inhibition (mm) de I’huile essentielle de
Thymus vulgaris contre (LCP, LCK, LRM, L23, L43).

Levures Diamétre des zones d’inhibition
(mm)

LCP candida sp Inhibition totale

LCK candida sp Inhibition totale

LRM candida sp Inhibition totale

L23 candida sp Inhibition totale

L43 candida sp Inhibition totale

Les résultats obtenus montrent que I’HE de Thymus vulgaris présente une activité antifongique
importante puisqu’elles inhibent la croissance de toutes les levures étudiées (LCP, LCK, LRM, L23,
L43), pour lesquelles aucune zones d’inhibition n'a été observée ce qui explique ce qui explique la

sensibilité intense des souches fongiques testées a notre huile essentielle (Figure 32).

Boite témoin
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LRM candida sp L23 candida sp

L43 candida sp

Figure 32 : Zones d’inhibition de 1’huile essentielle de Thymus vulgaris sur des souches fongiques
testées. (Photo personnelle)
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3.2. Ruta graveolens

Les résultats du test de I’activité antifongique montrée par la détermination du diametre de la zone
d’inhibition de I’huile essentielle de Ruta graveolens sur des souches fongiques sont présentés dans le
Tableau 20.

Tableau 20 : Détermination du diamétre de la zone d’inhibition (mm) de I’huile essenticlle de Ruta

graveolens contre (LCP, LCK, LRM, L23, L43) et autre essai contre LRM et L23.

Levures Diameétre des zones d’inhibition Diameétre (mm) (autre
(mm) essai)

LCP candida sp 73 /

LCK candida sp 62 /

LRM candida sp 715 42.5

L23 candida sp 70 40

L43 candida sp 57.5 /

L’huile essentielle de Ruta graveolens a un effet important sur toutes les levures testées (LCP, LCK,
LRM, L23, L43) qui sont inhibe avec des diametres allant de 73 mm, 62 mm ; 71.5 mm, 70 mm et 57.5
mm respectivement (Figure 33), nous remarquons que les souches fongiques sont extrémement
sensibles et que notre huile essentielle de Ruta graveolens posséde une forte activité antifongique sur
toutes les souches étudiées, nous avons testé notre HE sur les souches (LRM et L23) avec des doses
différentes et il est marqué aussi une activité fortement inhibitrice avec des diamétres de 42.5 mm et
40 mm respectivement ce qui explique la sensibilité intense des souches a notre HE de Ruta

graveolens.

LRM candida sp Dose = 10 L23 candida sp Dose = 5
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LRM candida sp L23 candida sp

L43 candida sp

Figure 33 : Zones d’inhibition de I’huile essentielle de Ruta graveolens sur des souches fongiques

testées. (Photo personnelle)
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3.3. Peganum harmala

Les résultats du test de I’activité antifongique montrée par la détermination du diameétre de la zone
d’inhibition de I’huile essentielle de Peganum harmala sur des souches fongiques sont présentés dans
le Tableau 21.

Tableau 21 : Détermination du diameétre de la zone d’inhibition (mm) de I’huile essentielle de
Peganum harmala contre (LCP, LCK, LRM, L23, L43).

Levures Diamétre des zones d’inhibition
(mm)

LCP candida sp 22.5

LCK candida sp 61

LRM candida sp 19

L23 candida sp 42.5

L43 candida sp 57.5

L’huile essentielle Peganum harmala a un effet important sur LCP, LCK, L23, L43 qui sont inhibé
avec des diamétres allant de 22.5 mm, 61 mm, 42.5 mm et 57.5 mm respectivement, nous remarquons
que les souches fongiques sont tres sensibles a notre huile. Tandis que la levure LRM présente une
zone d’inhibition de 19 mm, ce qui représente une sensibilité moyenne de cette souche a notre huile

de P. harmala (Figure 34).
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L43 candida sp

Figure 34 : Zones d’inhibition de 1’huile essentielle de Peganum harmala sur des souches fongiques
testées. (Photo personnelle)
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3.4. Artemisia

Les résultats du test de I’activité antifongique montrée par la détermination du diameétre de la zone
d’inhibition de I’huile essentielle de 1I’Artemisia sur des souches fongiques sont présentés dans le
Tableau 22.

Tableau 22 : Détermination du diamétre de la zone d’inhibition (mm) de I’huile essenticlle de

1I’Artemisia contre (LCP, LCK, LRM, L23, L43).

Levures Diamétre des zones d’inhibition
(mm)

LCP candida sp 36.5

LCK candida sp 67.5

LRM candida sp 71

L23 candida sp 57

L43 candida sp 68

L’huile essentielle d’Artemisia posséde une activité antifongique trés importante sur toutes les
souches fongiques (LCP, LCK, LRM, L23, L43) qui sont inhibé avec des diamétres allant de 36.5 mm,
67.5 mm; 71 mm et 57 mm et 68 mm respectivement, nous remarquons que les souches sont tres

sensibles a notre huile essentielle (Figure 35).
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LCK candida sp

‘//’—:.‘\

L43 candida sp

Figure 35 : Zones d’inhibition de 1’huile essentielle de 1’ Artemisia sur des souches fongiques testées.

(Photo personnelle)
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4. Champignons filamenteuses
La croissance des champignons (F. PALIL, F. FSO, FRH Ory) a été évaluée en présence de deux

différentes concentrations de I’huile essentielle (Thymus vulgaris, Ruta graveolens, Artemisia).
4.1. Thymus vulgaris

Les résultats du test de I’activité antifongique montrée par la détermination du diametre de la zone
d’inhibition de I’huile essentielle de Thymus vulgaris sur des souches fongiques sont présentés dans le
Tableau 23.

Tableau 23 : Détermination du diamétre de la zone d’inhibition (mm) de I’huile essentielle de
Thymus vulgaris contre (F. PALIL, F. FSO, FRH Ory).

Champignons Diamétre des zones Diamétre des zones
filamenteuses d’inhibition (mm) Dose =5 pl | d’inhibition (mm) Dose = 10

pl
Paecilomyces sp. F.PALIL 30 Inhibition totale
Fusariau sp. F.FSO Inhibition totale Inhibition totale
Rhyzopus sp. FRH Ory 30 49

Nous remarquons que toutes les souches fongiques ont été inhibées par I’huile essentielle des
feuilles seches de T. vulgaris. Les résultats obtenus (Figure 36) montrent une inhibition totale des
deux souches F. PALIL, F. FSO a 10 pl et F. FSO a 5 pl par I’HE de T. vularis dont aucune zone
d’inhibition n’a été observé, alors qu'une zone d’inhibition a été marqué sur la souche FRH Ory a 10
pl avec un diametre de 49 mm et & 5 pl notre huile a un effet important sur F. PALIL, FRH Ory qui
sont inhibé avec des diamétres 30 mm dont on observe une meilleure inhibition & concentration 10 pl

qu’a s pl.

Boite témoin
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Rhyzopus sp. FRH Ory Dose =5 Rhyzopus sp. FRH Ory Dose = 10

Figure 36 : Zones d’inhibition de I’huile essentielle de Thymus vulgaris sur des souches fongiques
testées. (Photo personnelle)
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4.2. Ruta graveolens

Les résultats du test de I’activité antifongique montrée par la détermination du diametre de la zone
d’inhibition de I’huile essentielle de Ruta graveolens sur des souches fongiques sont présentés dans le
Tableau 24.

Tableau 24 : Détermination du diamétre de la zone d’inhibition (mm) de I’huile essenticlle de Ruta

graveolens (F. PALIL, F. FSO, FRH Ory).

Champignons Diameétre des zones Diameétre des zones d’inhibition
filamenteuses d’inhibition (mm) Dose =5 pl (mm) Dose = 10 pl
Paecilomyces sp. F.PALIL 21 67.5

Fusariau sp. F.FSO 31.5 55

Rhyzopus sp. FRH Ory 40.5 48

L’huile essentielle de Ruta graveolens a un effet important sur toutes les souches testées (F. PALIL,
F. FSO, FRH Ory) qui sont inhibé a 5 pl avec des diametres allant de 21 mm, 31.5 mm, 40.5 mm
respectivement, et a 10 ul avec des diametres allant de 67.5 mm, 55 mm, 48 mm (Figure 37) nous
remarquons que les souches fongiques sont extrémement sensibles et que notre huile essentielle de

Ruta graveolens posséde une forte activité antifongique sur toutes les souches étudiées.

Boite témoin
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Rhyzopus sp. FRH Ory Dose =5 Rhyzopus sp. FRH Ory Dose = 10

Figure 37 : Zones d’inhibition de I’huile essentielle de Ruta graveolens sur des souches fongiques
testées. (Photo personnelle)
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4.3. Artemisia

Les résultats du test de I’activité antifongique montrée par la détermination du diametre de la zone
d’inhibition de I’huile essenticlle de I’Artemisa sur des souches fongiques sont présentés dans le
Tableau 25.

Tableau 25 : Détermination du diamétre de la zone d’inhibition (mm) de 1’huile essenticlle de

I’Artemisa contre (F. PALIL, F. FSO, FRH Ory).

Champignons Diameétre des zones Diameétre des zones d’inhibition
filamenteuses d’inhibition (mm) Dose =5 pl (mm) Dose = 10 pl
Paecilomyces sp. F.PALIL 12.5 18.5

Fusariau sp. F.FSO 155 40.5

Rhyzopus sp. FRH Ory 115 41

L’huile essentielle d’Artemisia a une légere inhibition de la croissance des souches (F. PALIL, F.
FSO, FRH Ory) dont on observe une meilleure inhibition a une concentration de 5 pl qu’a 10 pl qui
sont inhibé avec des diametres allant de 12.5 mm, 15.5 mm et 11.5 mm respectivement a 5 pl, alors
qu’a 10 pl F. PALIL est modérément inhibé avec un diametre de 18.5 mm ce qui explique la sensibilité
moyenne de la souche a notre huile, tandis que les souches F. FSO et FRH Ory sont fortement inhibé
avec des diamétres allant de 40.5 mm a 41 mm respectivement ce qui montre une sensibilité intense

de ces souches a notre HE (Figure 38).

Boite témoin
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Rhyzopus sp. FRH Ory Dose =5 Rhyzopus sp. FRH Ory Dose = 10

Figure 38 : Zones d’inhibition de I’huile essentielle de 1’ Artemisia sur des souches fongiques testées.

(Photo personnelle)
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5. Etude comparative des HEs

5.1. L’activité antibactérienne :

D’apres la Figure 39 les résultats montrent que toutes les HEs étudiées ont une activité
antibactérienne contre toutes les souches testées mais il semble que I’huile essenticlle de Thymus
vulgaris a la meilleure activité antibactérienne par rapport aux autres HEs parce qu’il a inhibé

totalement toutes les souches bactériennes.

b

Bacillus Micrococcus  Staphylococcus Escherichia Pseudomonas
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Figure 39 : Les diametres d'inhibition des HEs en fonction des bactéries.

5.2. L’activité antifongique
5.2.1. Sur les levures

Les résultats de la Figure 40 montrent que toutes les HEs ont des diameétres presque trés proches
les uns aux autres ce qui signifie une sensibilité intense des souches fongiques testées (levures) par
nos huiles essentielles, et surtout I’HE de Thymus vulgaris qui a la meilleure activité antifongique par
rapport aux autres HEs.
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Figure 40 : Les diamétres d'inhibition des HEs en fonction des levures.
5.2.2. Sur les champignons filamenteux

La Figure 41 montre que toutes les HES ont une activité antifongique modérément a forte
inhibitrice a une dose de 5 pl sur toutes les champignons filamenteux testées mais il semble que I’HE

de Thymus vulgaris a le meilleur effet antifongique par rapport aux autres.
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Figure 41 : Les diametres d'inhibition des HEs en fonction des champignons filamenteuses
(Dose =5).

80



Les résultats montrés dans la Figure 42 présentent une forte activité antifongique de nos HEs vis-
a-vis les champignons filamenteux testés a une dose de 10 pl et il semble que le Thymus vulgaris a le

meilleur effet antifongique par rapport aux autres HEs.
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Figure 42 : Les diamétres d'inhibition des HEs en fonction des champignons filamenteuses
(Dose = 10).

On observe que le pourcentage d'inhibition du radical libre augmente avec I'augmentation des

concentrations (une activité anti radicalaire dose dépendante) que ce soit pour I'huile essentiel ou

pour l'acide ascorbique.

6. L’activité antioxydante
6.1. Activité antioxydante de I'huile essentielle de I’Artemisia
6.1.1. Pourcentage d'inhibition de radical DPPH

Le pourcentage d'inhibition du radical DPPH a été examiné pour chaque concentration (Figure 39).
D'aprés ces résultats, on observe que le pourcentage d'inhibition du radical libre augmente avec
l'augmentation des concentrations (une activité anti radicalaire dose dépendante) que ce soit pour
I'nuile essentiel ou pour l'acide ascorbique. Pour une concentration donnée, on observe que le
pourcentage d'inhibition du radical DPPH enregistré pour 1I’Artemisia est inférieur a celui de l'acide

ascorbique ce qui signifie une activité anti - radicalaire plus importante.
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Figure 43 : Pourcentage de piégeage de radical DPPH en fonction des concentrations de I’acide
ascorbique et de I’'HE.

Les résultats montrent que le radical DPPH présente une intense coloration violette qui disparait au
contact d'une substance donneuse de protons suivie de l'apparition de la coloration jaune. Ce
changement met en évidence le pouvoir antioxydant d'huile de 1’ Artemisia par sa capacité a piéger le
radical libre. Aussi ces résultats, montrent une augmentation proportionnelle des pourcentages
d'inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes concentrations de I'huile totale ce qui a
permis I'obtention des courbes logarithmiques (Figure 39), cela indique que I'huile totale posséde une
activité antioxydante importante avec une 1C 50 de 0.30 pg / ml.

6.1.2. Détermination de I'IC50 (Concentration inhibitrice 50 %)

Dans le but de mettre en évidence le pouvoir anti radicalaire de la plante I’Artemisia on a testé leur
pouvoir avec le radicale DPPH, et pour bien élucider ce pouvoir en a calculé 1C50 de cette plante et
nous l'avons comparée avec un contréle (acide Ascorbique). Ce qu'il permit d'exprimer la quantite de
la plante nécessaire pour neutraliser 50 % du radicale libre DPPH I'IC50 est inversement liée a la
capacité antioxydante d'un composé. Cela veut dire qu'une valeur plus faible de I'lC50 indique une

activité antioxydante plus élevée.

Les valeurs d'IC50 ont été déterminées graphiquement par la régression linéaire des pourcentages
d'inhibition calculés en fonction de différentes concentrations de chacun des composeées testees comme
c'est illustré dans les (Figure 40). Concernant 1’Artemisia, I'IC50 est de 303.1 ug / ml et I’IC50 de
I’acide Ascorbique était de 31.94 pug / ml. D’apres ces résultats on prouve que 1’acide ascorbique reste

I’antioxydant le plus efficace par rapport a notre huile essentielle.
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Figure 44 : Comparaison de I’IC50% de I’HE et I’A. Ascorbique.

Ces resultats sont en accord avec les données de la littérature. Dans une étude réalisée sur certaines
plantes médicinales algériennes y compris Artemisia herba alba, il a été noté que ces plantes sont de
forts piégeurs de radicaux et peuvent étre considérées comme une bonne source d’antioxydant naturel
a des fins medicinales et commerciales (Mohamed et al., 2010). Abid et al., (2007) ont comparé les
effets a long terme de la décoction d’armoise blanche avec la décoction du thé vert ou noir, préparée
sans sucres, sur les processus antioxydants chez les rats. Les résultats obtenus ont montré que 1’armoise
blanche pourrait constituer un bon adjuvant pour lutter contre 1’obésité, 1’hyperglycémie,

I’hypercholestérolémie et le stress oxydatif.

Le pouvoir de piégeage du radical libre DPPH par les HE est généralement présenté par la valeur
IC50. Elle est définie comme étant la concentration de 1’antioxydant nécessaire pour piéger 50% du
DPPH présent dans la solution d’essai. On a déduit graphiquement la concentration correspond a 50%
d’inhibition (IC50).

L’HE et I’acide Ascorbique ont exercé une activite anti radicalaire avec des valeurs d’IC50 de 303.1
ug/ml et 31.94 ng/ml respectivement. En comparaison avec I’antioxydant standard (acide Ascorbique),
I’HE testée a montré une forte activité anti oxydante, 1l est intéressant de noter que 1’acide Ascorbique
est une substance chimique pure, alors que I’'HE d'A. Herba alba utilisée se compose de plusieurs
substances naturellement actives dont I'une ou quelques-unes d'entre elles doivent posséder ce pouvoir
antioxydant, c'est donc une valeur qui attribue a notre HE, qui est biologique et naturelle, un pouvoir
anti-radicalaire trés intéressant. Ce résultat nous encourage encore a donner plus d'importance aux
substances naturelles dans le domaine des additifs, des traitements divers de stabilité et de la lutte
biologique.
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L'effet anti radicalaire est aussi remarqué dans les travaux de Khlifi et al. (2013) qui ont rapporté
que I’extrait d’Artemisia herba alba a montré une activité anti oxydante mais avec une 1C50 inférieur

que la n6étre qui est de 20.64 mg/l (I'équivalent de 20,64 ug/ml).

On rappelle que plus la valeur de la IC50 est faible plus I’HE est puissante vis-a-Vvis des radicaux
libres. En outre, il convient de noter que la valeur de la 1IC50 dépend de plusieurs parametres : le
rapport entre la quantit¢ de I’HE et la quantité¢ de solution de DPPH utilisée dans le mélange, la

concentration de la solution du DPPH et le temps d’incubation (Akrout et al., 2010).

Les résultats obtenus dans ce test ont indiqué que I’HE et 1’acide Ascorbique réduisent d’une
maniére tres significative le radical DPPH. L’HE d’A. Herba alba s’est avérée efficace quelle que soit

la dose utilisée.

L’activité anti radicalaire de I’HE de 1’armoise blanche pourrait étre attribuée a sa teneur élevée en
monoterpenes oxygénés (El Massry et al., 2002 ; Akrout et al., 2010 ; Riahi et al., 2010). En
revanche, le camphre, prédominant dans I’HE d’Artemisia herba alba de la région de sidi Ahmed, est

doté d’un pouvoir antioxydant considérable (Teixeira da Silva, 2004 ; Bourkhiss et al., 2010).
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Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par leurs
propriétés thérapeutiques. Dans la présente étude, nous nous sommes intéressés a 1’évaluation de
I’activité antimicrobienne de Thymus vulgaris, Ruta graveolens, Peganum harmala et I’Artemisia, vis-
a-vis de souches bactériennes Gram positives et Gram négatives (Bacillus subtilis, Micrococcus luteus,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) et des champignons (LCP
candida sp, LCK candida sp, LRM candida sp, L23 candida sp, L43 candida sp, Paecilomyces sp. F.
PALIL, Fusariau sp. F.FSO, Rhyzopus sp, FRH Ory).

Le rendement de I’HE de Thymus vulgaris présente le meilleur rendement. Les résultats obtenus de
I’activité antibactérienne et antifongique montrent que toutes les HEs testées ont une activité sur la
plupart des souches bactériennes et fongiques dont la meilleure activité a ét€ marquée par I’huile
essentielle de Thymus vulgaris par rapport aux autres huiles. L’HE d’Artemisia possede une capacité

antioxydante, mesurée par la méthode au DPPH.

Les résultats de notre travail ne constituent qu’une premiere étape de la recherche d’un remede
naturel ayant des propriétés antimicrobienne et antifongique et antioxydante. Nos résultats peuvent
trouver des applications dans les domaines en relation avec le traitement des infections microbiennes

notamment.

En perspective, il serait important d’approfondir les recherches sur une large gamme de souches
microbiennes et d’identifier les constituants actifs responsables de ces activités antibactériennes et

antifongiques, Ainsi que leur mode d’action.
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Annexe | : Enquéte sur les quatre plantes étudiées.

Noms communs Thym, Farigoule Rue officinale Harmel Armoise

Nom local Zaetar Fidjel Harmel Chih

Famille Lamiacées (Lamiaceae) Rutacées (Rutaceae) Zygophyllacées  Astéracées
(Zygophyllaceae) = (Asteraceae)

Propriétés - Une grande variété - Anti- - Anti- - Un excellent

infectieuses
- Thérapeutiques
vermifuges et

inflammatoires,
- Antimicrobienne
set antifongiques,

d'affections respiratoires
et intestinales,
- Un anti-infectieux a

stimulant digestif,
- Antispasmodigue,
-anti-inflammatoire,

largespectre, un stimulant - vertustoniqueset ~ emménagogues,  diurétique,
de I'immunité, stimulantes abortive et - antifongique et un
- Antiseptique et facilitant la hypnotique, puissant antibactérien.
antifongique, digestion antalgiques et
- Vertus spasmolytiques antitussives ainsi
qu’antiseptiques.

Maladies traités - Toux, bronchite, - Entorses - Traiter - Coliques, diarrhées
pleurésie, la sphere - Douleurs des différents chroniques, douleurs
pulmonaire, I'asthme luxations, tendinites, troubles viscérales, sensations
- Intestinaux : diarrhée, lombalgies gynécologiques  de distension,
ballonnements, -Surmenage oculaire  comme la flatulences.
flatulences, colopathies - Otite et sécrétion.  stérilité féminine. - Favorisant
diverses - Contre les maux - L’ impuissanc ainsil'appétit
- Soulage les du ventre. esexuelle. - Elimine les
inflammations de la - Les maux du - Sédatif, versintestinaux
sphere buccopharyngée, ventre, Hypnotique.  soporifique - Soulage les maux

Etat de
P’utilisation
Partie utilisée

Mode de
préparation

Mode
d’administration
Efficacité

caries, soins dentaires
divers, sous forme de
bains de bouche. Diminue
les sécrétions nasales ou
rhinorrhées.

- mycoses, des plaies, de
la gale, de I'herpes

Seéche ou fraiche

Les feuilles

Infusions, macération,
décoction, huiles
essentielles, sirops et
teintures

Oral, Massage, Ringage

Moyen

Seche ou fraiche

La partie aérienne
seche ou fraiche
Infusions,
macération,
décoction, huiles
essentielles

Oral, Massage

Moyen

(nourrissons ou
enfants
insomniaques)
- Traiter
certains
problemes
cutanés,
dermatoses
(eczémas) et
brilures,
Séche ou fraiche

Feuilles, graines
Infusions,
macération,
décoction, huiles
essentielles

Oral, Massage

Moyen

deventre, les

douleurs thoraciques

et les contractions
musculaires

- stimule la circulation

sanguine

Séche ou fraiche
Toute la plante
Infusions, moxas,

gélules, huiles
essentielles,

cataplasmes, poudres,
emplatres, diffusions

atmosphériques
Oral, Massage,
Ringage

Moyen



