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Résumé

L’effet antimicrobien de quatre huiles essentielles commercialisées des plantes
aromatiques suivants : Thymus capitatus, Rosmarinus officinalis, Origanum vulgare
et Eucalyptus globulus, a été évalué contre 13 souches microbiennes par la méthode
de diffusion en milieu gélosé. L’effet antimicrobien de ces huiles, achetées chez les
herboristes de la région de Tlemcen en tant qu’huiles essentielles, a été comparé avec
I’effet des mémes huiles essentielles fournies par le Laboratoire de Microbiologie
Appliquée a I’Agroalimentaire au Biomédical et a I’Environnement (LMAABE)
provenant d’extraction par hydrodistillation. Ces derniéres avaient un effet inhibiteur
relatif sur la croissance de toutes les souches microbiennes testées alors que toutes les
huiles commercialisées se sont avérées sans aucun effet antimicrobien vis-a-vis de ces
souches. A la lumiere des résultats obtenus, les huiles commercialisées testées dans
cette ¢tude, bien qu’elles soient odorantes et ayant ’aspect des vraies huiles

essentielles, ne peuvent €tre recommandées en tant qu’huiles essentielles.

Mots clés : huiles essentielles commercialisées, effet antibactérien, effet antifongique.
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Abstract :

The antimicrobial effect of four commercially available essential oils, Thymus
capitatus, Rosmarinus officinalis, Origanum vulgare and Eucalyptus globulus, was
evaluated against 13 microbial strains by the diffusion method in agar medium. The
antimicrobial effect of these oils, purchased from herbalists in the Tlemcen area as
essential oils, was compared with the effect of the same essential oils (provided by the
LAMAABE laboratory) from hydrodistillation extraction. Those essential oils
extracted had a relative inhibitory effect on the growth of all the microbial strains
tested, whereas all the oils purchased proved to be without any antimicrobial effect
with respect to these strains. In light of the results obtained, the commercialized oils
tested in this study, although they are odorous and have the appearance of real

essential oils, can not be recommended as essential oils.

Key words: purchased essential oils, antibacterial effect, antifungal effect.
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INTRODUCTION

Introduction

Depuis l'antiquite, et certainement bien avant, les plantes ont servi de pharmacothéque
naturelle et pragmatique pour I'nomme. Personne ne cherchait a savoir pourquoi ou comment

elles agissent, mais c'était un fait incontesté et qui paraissait magique. En effet il est étonnant
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qu'une feuille, une fleur ou une racine puisse guérir ou tout au moins soulager un état

pathologique ou des troubles organiques ( Schauenberg et Paris, 2010).

Apres quelques siecles de domination de la synthese chimique, la pharmacologie, mais
aussi la nutrition et I'agroalimentaire redécouvrent les vertus des plantes dites medicinales,
Elles sont de plus en plus considérées comme source de matieres premieres essentielles pour
la découverte de nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs médicaments
(Maurice, 1997).

Dans le bagage chimique des plantes, les huiles essentielles, les alcaloides et autres
composes phénoliques, représentent des molécules de fortes valeurs, utilisées dans les
industries pharmaceutiques, cosmétiques et agroalimentaires. Les activités antibactériennes de

ces produits ont été rapportées dans de tres nombreux travaux (Bouzouita et al., 2008).

Une huile essentielle est un produit odorant, de composition complexe, obtenu a partir
d'une matiere premiére végétale botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur
d'eau, soit par distillation seche, soit par un procédé mécanique sans chauffage . Les végétaux
riches en essences se trouvent surtout chez les Coniféres, Myrtacées, Labiées, Ombelliferes et
Rutacées au niveau de différents organes de la plante (Mautrait et Raoult, 2009).

Le domaine d’application des huiles essentielles sont diversifiés malgré ’arrivée sur le
marché des composés de synthese ; C’est ainsi qu’elles trouvent de nombreuses applications
dans [D’industrie chimique et dans le domaine de [’agroalimentaire (condiments,

épices,aromatisants,...) et I’aromathérapie (parfumerie, cosmétique et savonnerie) (Petitjean,
1974).

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), en 2008, 80 % de la population
mondiale repose sur la médecine traditionnelle pour leurs soins primaires. (Pierangeli et al.,
2009). En Algérie, a I’instar de tout autre pays, l’utilisation des produits d’origine naturelle
pour le traitement de certaines maladies, en cosmétique ou encore en alimentation culinaire,

occupe une place importante dans la culture populaire.

Entre autres, les huiles essentielles de diverses plantes existent sur le marché algérien a

des prix trés faibles comparativement avec celles d’origine européenne. Ceci est ['une des
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raisons pour lesquelles nous nous sommes intéressés a 1’étude de 1’effet antimicrobien de

quelques huiles vendues en Algérie en tant qu’huiles essentielles en provenance d’Egypte.
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Synthése bibliographigue

Partie | : synthese bibliographique
Chapitre | : Généralités sur les huiles essentielles

1. Définition
Les huiles essentielles (essences: huiles volatiles) sont des produits de composition
généralement assez complexe renfermant les principes volatils contenus dans les

végetaux et plus ou moins modifiés au cours de la préparation (Brunton, 1993).

« Produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu & partir d’une
matiére premiére végetale botaniquement définie, soit par entrainement par la vapeur
d’eau, soit par distillation seche, ou par un procédé mecanique approprié sans
chauffage. L huile essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un
procédé physique n’entrainant pas de changement significatif de sa composition ».
En plus des propriétés thérapeutiques des huiles essentielles a 1’extérieur des plantes,
il ne faut pas négliger non plus la fonction de ces huiles dans la plante .Toutefois, les
parfums émis jouent un réle attractif pour les insectes pollinisateurs ( Deroin , 1988).

De plus, en régle générale, les huiles essentielles constituent un moyen de défense
naturel contre les insectes prédateurs et les microorganismes. Les substances émises
sont dans ce dernier cas appelées «phytoalexines». Ce type de toxine n’est produit
qu’en cas d’infection et n’entre donc pas dans la composition d’une huile essentielle
provenant d’une plante saine (Mann, 1987).

L’utilité des huiles essentielles pour les plantes désertiques, a été rattachée a la
conservation d’une humidité indispensable a la vie des plantes. Les vapeurs
aromatiques ont pour propriété de saturer 1’air autour de la plante, empéchant la
température du jour de monter jusqu’a un degré insupportable pour la vie végétale et
la nuit de fagon excessive, aussi les huiles essentielles constituent une ressource

énergétique, facilitant certains réactions chimiques (Belaiche, 1979).

2. Historique

L’utilisation des huiles essentielles remonte a 1’Antiquité. Les Egyptiens les
utilisaient sous forme de bains aromatiques. Les pharaons les utilisaient pour
embaumer les corps des défunts. Les Romains et les Grecs ont aussi eu recours aux

huiles essentielles pour leurs bains. A Athénes, au Véme siécle avant JC, lors de la



Synthése bibliographigue

grande épidémie de peste, Hippocrate utilisat des jarres ou bralaient des fumigations
aromatiques afin d’enrayer 1’épidémie (Valnet, 2014).

Le terme « aromathérapie » vient du latin « aroma » qui signifie ardme, odeur
agréable de certaines essences naturelles de végétaux, d’essences chimiques ou
d’acides volatils et du grec « therapeia » qui signifie soin, cure. Le terme «
aromathérapie » désigne ’utilisation des plantes afin de traiter des pathologies et
d’améliorer sa santé et son bien-étre. Il a été utilisé pour la premiére fois en 1930 par
un pharmacien frangais, René-Maurice Gattefosse.

L’histoire raconte que René-Maurice Gattefossé se serait bralé les mains, le visage
et les avant-bras dans son laboratoire et qu’il aurait eu le reflexe de plonger sa main
dans un récipient rempli d’huile essenticlle de lavande vraie (Lavendula vera). La
douleur se serait dissipée trés rapidement et les processus de guérison et de
cicatrisation auraient été d’une rapidité étonnante. C’est ainsi que lui est venue 1’idée
d’étudier les propriétés des huiles essentielles. De nombreux chimistes se sont
penchés sur la question : Beauquesne, Cadéac, Caujolle, Cazin, Chamberland, Guyon,
Martindale, Sévelinge, Valnet, et beaucoup d’autres.

Dans les années 1960, le Docteur Jean Valnet reprend les travaux de Gattefossé et
publie des ouvrages de référence. En 1981, il crée la Société francaise de
phytothérapie et d’aromathérapie, aprés avoir utilis¢é abondamment les plantes
pendant la guerre d’Indochine en tant que chirurgien militaire (Amyris, 2008). C’est
en 1975 que Pierre Franchomme, aromatologue, apporte la notion de « chémotype »
ou plus vulgairement la carte d’identité de 1’huile essentielle. Le chémotype va définir

les propriétés de chaque huile essentielle (Hurtel, 2006).

3. Origine des huiles essentielles

Toutes les parties des plantes aromatiques, tous leurs organes végétaux, peuvent
contenir de I'huile essentielle.
e les fleurs: oranger, rose, lavande ; le bouton floral (girofle) ou les bractées
(ylangylang)
e les feuilles: eucalyptus, menthe, thym, laurier, sarriette, sauge, aiguilles de pin et
sapin
e les organes souterrains: racines (vétiver, angélique), rhizomes (gingembre, acore)

e les fruits: fenouil, anis, épicarpes des Citrus
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e |es graines : noix de muscade
e le bois et les écorces: cannelle, santal, bois de rose

Les huiles essentielles sont stockées dans des structures cellulaires spécialisées
(cellules a huile essentielle, cellules a poils secréteurs (comme dans la menthe),
canaux sécréteurs) et ont vrais emblablement un r6le défensif : protection du bois
contre les insectes et les champignons, action répulsive contre les animaux herbivores.
La concentration dans les plantes est en général faible, aux alentours de 1 & 2% voire
moins, mais il y a des exceptions comme le clou de girofle avec 15% d'huile
essentielle ou la noix de muscade, 5-15%.

Parmi les familles végétales les plus productrices d'huiles essentielles, on distingue
les labiateae (famille du thym, de la lavande, de la menthe, du basilic), les asteraceae
(camomille, absinthe), les myrtaceae (eucalyptus, melaleuca, myrte, girofle), les
lauraceae (cannelle laurier).Beaucoup de végétaux contiennent des huiles essentielles
ou des substances voisines mais en pratique peu d'especes sont utilisées (Hurtel,
2006).

4. Propriétés physiques

Les huiles essentielles possedent en commun un certain nombre de propriétés
physiques, elles sont généralement des lipides a la température ordinaire, elles sont
solubles dans les alcools, et dans la plus part des solvants organiques (Paris et
Hurabielle, 1981).

D’aprés Padrini et Lucheroni(1997), les huiles essentielles sont divisées en

quatre classes, suivant leurs couleurs:

Les H.E incolores.

Les H.E jaunes.

Les H.E bleues.

Les H.E vertes brunes ou jaunes verts.

Leur point d’ébullition varie de 160°C a 240°C.

Leur densité est inféricure a celle de I’eau, varie de 0,75 a 0,99.

Elles ont un indice de réfraction élevé.

N\ X X XV V VvVyYy

Elles sont trés altérables, sensibles a 1’oxydation, elles sont donc de conservation

limitée.
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v Dissolves les graisses, 1’iode, le soufre, le phosphore et réduisent certains sels

(Legrand, 1978).
5 .Composition chimique

Les cellules végétales sont capables en dehors de la synthése des composées
fondamentaux de la matiére vivante (les protéines, les lipides, et les sucres) de
Les plantes vertes sont de véritables petites usines chimiques (Delaveau et al., 1985).
coordonner les multiples réactions chimiques conduisant a 1’¢laboration des essences
(Garnero, 1991).
Dans le cas des huiles essentielles seuls sont rencontrés les terpénes les plus

volatils c’est-a-dire ceux dont le poids moléculaire n’est pas élevé (Belaiche, 1979).

Le nombre des molécules chimiquement différentes qui constituent une huile
essentielle est variable (Belaiche, 1979). A c6té des composés majoritaires (entre 2 et
6 généralement), on retrouve des composés minoritaires et un certain nombre de
constituants sous forme de traces (Pibiri, 2006).

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes et variables de constituants
qui appartiennent, de facon quasi exclusive, a deux groupes :
> le groupe de terpénoides ;
> le groupe des composes aromatiques dérivés du phénylpropane (Bruneton,1999).

D’apres (Pibiri,2006), la structure des composés des huiles essentielles est
constituée d’un squelette hydrocarboné, constituant une chaine plus ou moins longue.
Sur ce squelette de base est souvent présent un ou plusieurs sites fonctionnels
semblables ou différents. La majorité des sites fonctionnels sont des sites oxygénés
avec un ou plusieurs atomes d’oxygene, pour quelques groupes fonctionnels azotés ou
soufrés. Selon (Maihebiau,1994), cette structure varie en fonction :
Du nombre d’atomes de carbone qui les constitue :
> Les monoterpénes
> Les sesquiterpenes
» Rarement les diterpénes
Du caractere saturé ou insaturé des liaisons
De leur agencement : linéaire ou cyclique
De la configuration spatiale (forme de chaise, de bateau, de triedre...)

De la nature des groupes fonctionnels a savoir :
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e Terpenes : R1-HC=CH-R2
e Alcools terpéniques : R-OH
e Cétones : R1-CO-R2

¢ Phénols : C6H6-OH

e Aldéhydes : R-CHO

e Esters : R1-COO-R2

e Ethers : R1-O-R2

6. Mécanisme d’action des huiles essentielles

La structure chimique des constituants des HE conditionne leur mode précis

d’action antibactérienne (Dorman , 2000).

Compte tenu du nombre de différents groupes de composés chimiques présents

dans les HEs, il est probable que leur activité antibactérienne ne soit pas attribuée a un

mécanisme spécifique mais qu’il y ait plusieurs cibles dans la cellule [(Carson,

2002) ;( Skandamis , 2001)].Les principales localisations des sites d’action des

constituants des huiles essentielles sont indiquées dans la figure 1.

Coagulation Force de
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Fuite du
contenu
cellulaire :
metabolites
etions

Cytoplasme

M

Paroi cellulaire

Proteines
membranaires

Membrane
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...........

Figure 1 : Principales localisations des sites d’action des constituants des huiles

Essentielles (Burt ,2004)
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7 .Domaines d’utilisation des huiles essentielles

7.1. En pharmacie :

Le contenu des plantes en essence et la nature chimique des constituants leurs
conférent de grandes perspectives d’application, ces substances sont d’un grand
intérét pour le domaine médicale et pharmaceutique.

En effet, les huiles essentielles ont un champ d’activité tres large, elles inhibent la
croissance des bactéries, et des levures (Duarte et al., 2005) et également des
moisissures(Koba et al.,, 2004), de plus elles sont tres efficaces sur les

microorganismes résistants aux antibiotiques.

7.1.1. Activité antibactérienne

les plantes n’ont pas un systéme immunitaire proprement dit qui peut identifier une
infection spécifique, leurs propriétés antimicrobiennes sont généralement efficaces
contre une large gamme de microorganisme, ces propriétés sont utils pour les
infections chez les humains [(Remmal, 1993) ; (Chami, 2005) ; (Caillet et al.,
2009)].

7.1.2. Activité antifongique

le pouvoir antifongique des huiles essentielles des plantes médicinales a été mis en
évidence par de nombreux chercheurs contre les champignons pathogénes et
opportunistes (De Bellerbeck, 2002).

7.2. En cosmétique

Le secteur d’hygiéne et I’industrie des cosmétiques sont également des
consommateurs, la majorité des produits cosmétiques contiennent une quantité de
I’huile essentielle comme ¢élément parfumant et aussi ¢lément assurant une odeur

agréable (Bruneton, 1999).
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7.3. En industries agroalimentaires

Les huiles essentielles sont de plus en plus utilisées dans la conservation des
denrées alimentaires et cela grace a leur activité antimicrobienne a large spectre sans
pour autant en dénaturer le gout car ces aromates entrent dans la composition des

préparations alimentaires (Kurita et Koike, 1982).

7.4. En agriculture

Les pesticides naturels basés, notamment, sur les huiles essentielles représentent
une altérative intéressante pour la protection des cultures contre les insectes mais
également contre les adventices et les champignons [(Isman, 2000) ;( Dayan et al.,
2009)].Les huiles essentielles sont utilisées comme agent de lutte biologique dans
plusieurs cas y compris le cas de niébé infectée par Callosobruchus maculatus
(llboudo, 2009).

11
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Chapitre Il : Législation et notions industrielles sur des huiles

essentielles
1. Réglementation européenne :

La réglementation applicable dépend de ’'usage préconisé :
Les huiles essentielles ne doivent pas étre présentées sans fonction déterminée. De
fait, il incombe au responsable de leur mise sur le marché d’informer les
consommateurs sur le mode et les précautions d’emploi (Article L111-1; 2014).
C’est donc la destination (cosmétique, alimentaire, etc.) mentionnée par le fabriquant
qui détermine la réglementation applicable et par suite les exigences auxquelles le

produit doit répondre.

On ne choisit pas une huile essentielle au hasard et il convient d’étre attentif a son
mode d’emploi. Les huiles essentielles sont en effet trés concentrées en ¢léments
chimiques actifs et peuvent présenter certains dangers. L’Union européenne classe
certaines d’entre elles comme substances dangereuses et exige, a ce titre, la présence
de mentions claires destinées a informer le consommateur (Reglement (CE)
N01223 ; 2009).

Toute allégation laissant penser qu’une huile essentielle en vente libre pourrait
prévenir ou traiter une pathologie est par ailleurs interdite. Elle ferait de I’huile
essentielle un médicament par présentation au sens du Code de la santé publique.

Certaines huiles essentielles entrent d’ailleurs dans la composition de médicaments.

1.1 Les huiles essentielles utilisées comme substances actives de médicaments :

Le code de la santé publique dispose que les médicaments a base de plantes, c'est-
a-dire les medicaments « dont les substances actives sont exclusivement une ou
plusieurs substances végétales ou préparations a base de plantes, ou une association
de plusieurs substances végétales ou préparations a base de plante », peuvent étre
dispensés d’autorisation de mise sur le marché et étre soumis a une simple obligation
d’enregistrement aupreés de 1’Agence nationale de securité du meédicament et des
produits de santé (ANSM) ('Article L5121-14-1 ;2011).

12
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1.2 Les huiles essentielles a usage cosmétique :

Les huiles essentielles sont des ingrédients qui entrent fréquemment dans la
composition des parfums et des savons. A ce titre, elles sont considérées comme des
ingrédients et la réglementation européenne relative aux cosmétiques ne leur est pas
directement applicable (Réglement (CE) n°1223 ; 2009).

Néanmoins, certaines huiles essentielles non diluées sont vendues comme produit
fini, afin d’étre utilisées pour préparer des produits cosmétiques « maison ». Dans ce
cas, le réglement « Cosmétiques » peut les inclure seulement si elles sont destinées a
« étre mis en contact avec les parties superficielles du corps humain ou avec les dents
et les muqueuses buccales» et que leur fonction est «exclusivement ou
principalement de les nettoyer, de les parfumer, d’en modifier ['apparence, de les
protéger, de les maintenir en bon état ou de corriger les odeurs corporelles ».
L’application de ce réglement prévoit un certain nombre de dispositions (respect du
principe d’innocuité, régles de composition particuliéres, production d’un dossier
d’information sur le produit, régles d’étiquetage, notification de ces produits sur le
portail européen des produits cosmétiques). En pratique, peu d’huiles essentielles non

diluées ont la qualification de produit cosmétique.

Toutefois, dans le cas ou I’étiquetage d’une huile essentielle non diluée prévoit une
fonction cosmétique et une fonction non-cosmétique et que la fonction exclusive ou
principale d’étre un cosmétique ne peut pas étre identifié, le produit ne peut pas étre

considéré comme un cosmétique.

1.3. Les huiles essentielles a usage alimentaire :

Dés lors que le fabriquant indique qu’une huile essentielle est destinée a étre
ingérée, elle doit étre de qualité alimentaire. On trouve deux types d’utilisation dans
ce domaine : Les huiles a usage aromatique et celles utilisées en tant que complément

alimentaire.

1.3.1. Les huiles commercialisées pour un usage aromatique :

Beaucoup d’huiles essentielles peuvent étre utilisées en cuisine. La réglementation
européenne relative aux arébmes a prévu un certain nombre de dispositions,

notamment celles relatives a 1’étiquetage et aux obligations des responsables de la

13
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premiere mise sur le marché. Les huiles essentielles provenant de plantes dont 1’usage
est reconnu pour la fabrication d’aromes peuvent donc é&tre utilisées dans
I’alimentation, a condition que leur dose d’emploi soit compatible avec une utilisation

en tant qu’ardme (de I’ordre de 2 % maximum) (Reglement (CE) N01334/2008).

1.3 .2. Les huiles commercialisées en tant que compléments alimentaires :

Certaines huiles essentielles peuvent étre utilisées pour compléter le régime
alimentaire normal. Dans ce cas, la réglementation a introduit une obligation de
déclaration aupreés de la DGCCRF. Les allégations de santé figurant sur ces produits
sont également soumises a autorisation préalable (Décret n°2006-352 ; 2006).

1.4. Les huiles essentielles a usage biocide

Certaines huiles essentielles sont utilisées dans des produits pour une action de
désinfection. Elles entrent dans la catégorie des produits biocides et doivent

comporter un étiquetage spécifique (avec le nom de I’huile utilisée, sa concentration).

Aux termes de la réglementation, les produits entrant dans cette catégorie ne
peuvent étre mis sur le marché que si les substances actives qui les composent sont
autorisées pour un usage biocide. Une déclaration préalable a la mise sur le marché
doit également étre effectuée ainsi qu’une déclaration annuelle des quantités de
produits mis sur le marché auprés du ministére en charge de 1’environnement. Une
déclaration de toxicovigilance, que le produit soit classé dangereux ou non, doit

également étre déposée (Reéglements (UE) No528 ; 2012).

2. Méthodes d’extractions

Le procédé d’obtention des HES intervient d’une facon déterminante sur sa
Composition chimique (Garnero, 1977).

Différentes méthodes sont mises en oeuvre pour 1’extraction desessences végétales,
cette diversité est due a la variété des matieres premiéres et a la sensibilité

considérable de certains de leurs constituants (Legrand, 1993).
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2.1. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

Dans ce systéme d’extraction (figure 2), le matériel végétal est soumis a I’action
d’un courant de vapeur sans macération préalable. Les vapeurs saturées en composés
volatils sont condensées puis décantées. L’injection de vapeur se fait & la base de

I’alambic (Richard et Peyron, 1992).

dhude essantele

Vapeu deau

Figure 2 : Montage d’extraction par entrainement a la vapeur d’eau (Guerrouf, 2017)

2.2. Extraction par hydro distillation

Ce mode d’extraction a été proposé par Garnier en 1891, c’est la méthode la plus
Utilisée pour extraire les HESs et pouvoir les séparer a 1’état pur mais aussi de fournir
de meilleurs rendements. Le principe consiste a immerger directement la matiere
végétale a traiter dans un ballon rempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition, les
vapeurs hétérogénes vont se condenser sur une surface froide et I’HE sera alors

séparée par différence de densité(figure3) (Bruneton, 1993).
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2.3. Expression a froid
L’expression a froid (figured) est réservée a 1’extraction des composés volatils
dans les péricarpes. Il s’agit d’un traitement mécanique qui consiste a déchirer les

péricarpes riches en cellules sécrétrices (Basil et al., 1998).

Figure 4 : Presse hydraulique pour la méthode d’expression a froid (Guerrouf, 2017)

2.4. Extraction par solvants organiques

L’extraction par solvant organique volatil reste la méthode la plus pratiquée
(figure5). Les solvants les plus utilisés a 1’heure actuelle sont I’hexane, le
cyclohexane, 1’éthanol moins fréquemment le dichlorométhane et [’acétone
[(Legrand, 1993) ; (Dapkeviciuset al., 1998) ; (Kim et Lee,2002)].
En fonction de la technique et du solvant utilisé, on obtient :

» Des hydrolysats : extraction par solvant en présence d’eau

» Des alcoolats : extraction avec de 1’éthanol diluétraitées par 1’éthanol ou des
mélanges éthanol/eau.
> De résinoides ou extraits éthanoliques concentrés

L’emploi restrictif de 1’extraction par solvants organiques volatils se justifie par son
colt, les problemes de sécurité et de toxicite, ainsi que la reglementation liée a la

protection de I’environnement (Rivera, 2006).
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Figure 5 : Les différents types d’extraction par solvants volatils (Guerrouf, 2017)

2.5. Extraction par fluide a I’état supercritique

L’extraction par gaz liquéfié ou par fluide a I’état supercritique met en oeuvre
généralement le dioxyde de carbone (Aghelet al.,2004).

D’autres travaux de recherche montrent I’utilisation de I’eau dans son état
supercritique . Dans ce systeme, le solvant est utilisé en boucle parinter position
d’échangeurs de chaleur, d’un compresseur et d’un détendeur afin de porter le solvant
a I’état désiré a chaque stade du processus. La séparation de 1’extrait a lieu en phase
gazeuse par simple détente [(Luque de Castro et Jiménez , 1998) ; (Gamiz-
Graciaet Luque de Castro, 2000) ; (Ozelet al ., 2003) ; (Deng et al ,. 2005)].

L’avantage de cette méthode est la possibilité d’éliminer et de recycler le solvant
par simple compression détente. De plus, les températures d’extraction son basses
dans le cas de dioxyde de carbone et non agressives pour les constituants les plus
fragiles. A ces différents avantages s’ajoutent ceux de 1’innocuité, d’inertie et
d’ininflammabilité de CO2 (Rivera, 2006).

Le frein du développement de cette technologie est le codt élevé des appareillages

lié a I’application de pressions de plusieurs centaines de bars (Rivera, 2006).

2.6. Extraction assistée par micro-onde
L’extraction par micro-onde (figure 06) est une technique qui a été développée au

cours des dernieres décennies a des fins analytiques. Le procedé d'extraction par
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microondes appelée Vacuum Microwave Hydrodistillation (VMHD) consiste a
extraire I'huile essentielle a l'aide d'un rayonnement micro-ondes d'énergie constante
et d'une séquence de mise sous vide. Seule I'eau de constitution de la matiere végétale
traitée entre dans le processus d'extraction des essences. Sous l'effet conjugué du
chauffage sélectif des micro-ondes et de la pression réduite de fagon sequentielle dans
I'enceinte de I'extraction, l'eau de constitution de la matiere végétale fraiche entre
brutalement en ébullition. Le contenu des cellules est donc plus aisément transferé
vers l'extérieur du tissu biologique, et l'essence est alors mise en oeuvre par la
condensation, le refroidissement des vapeurs et puis la décantation des condensats.

Cette technique présente les avantages suivants: rapidité, économie du temps

d'énergie et d'eau, extrait dépourvu de solvant résiduel (Ayaidaia, 2011).

-
‘|‘
i

Figure 6 : Extraction assisté par micro-onde (Elisabeth, 2005)
3. Conservation des huiles essentielles

Les huiles essentielles se conservent plusieurs années. Elles ont méme tendance a
se bonifier avec le temps (a2 ’exception des huiles essentielles extraites des zestes

d’agrumes qui ne se conservent pas plus de 2ans).

Il est recommandé de les stocker dans des flacons en verre ambre ou foncé, de
maniére a les protéger de la lumiére, il faut éviter les forts écarts de température et le

contact avec I’air, il faut bien refermez les flacons aprés usage car les aromes
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s’évaporent dans 1’atmosphére. Tenir les flacons hors de portée des enfants. Les
flacons doivent étre stockés en position verticale, en position horizontale, il y a un
risque que le bouchon soit attaqué par I’huile (les huiles ont une action corrosive sur
le plastique). Dans ces conditions, les huiles essentielles se conservent plusieurs
années (Abadlia, 2014).

4. Procédés d’encapsulation :

L’encapsulation est un procédé qui a pour but de piéger une substance ou un
mélange de substances précis a 1’aide de matériaux adaptés. Les substances qui feront
I’objet d’une encapsulation peuvent étre liquides, solides ou gazeuses.
Généralement, ce sont des principes actifs sensibles ou instables a certains
facteurs environnementaux et qui ont une action bien ciblée. Il peut aussi s’agir de
substances dont on souhaite modifier I’état comme par exemple la transformation
d’un liquide en solide (Kerdudo et al., 2015).

Quant aux matériaux d’encapsulation, ils sont principalement des polymeres
d’origine naturelle ou synthétique, ou des molécules amphiphiles pour leur
double polarité. Généralement, les produits d’encapsulation se présentent sous deux
formes différentes :

[1Soit une capsule: «particule réservoir» comportant un actif liquide ou solide au
ceeur de sa structure. Le cceur est entouré d’un matériau enrobant constituant une
membrane solide.

[1Soit une sphére: particule comportant un réseau polymérique ou lipidique continu
constituant une matrice dans laquelle un compos¢ actif finement y est dispersé a I’état
de molécules, de particules fines et solides, ou de gouttelettes de solution (Kerdudo
et al., 2015).
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Partie Il ;: Matériel et Méthodes

Lieu d’étude : Ce travail a été réalisé au laboratoire de microbiologie de I’Université
Dr Moulay Tahar Saida.

Matériel biologique :

. Huiles essentielles :

Les huiles essentielles utilisées dans cette étude ont été choisies par rapport a leur
utilisation massive et courante par la population locale en tant que substances
naturelles ayant des effets thérapeutiques soit par voie locale en cosmétique ou par
voie orale pour le traitement traditionnel de certaines maladies ou encore en usage
culinaire.

Nous avons utilisé quatre huiles essentielles achetées chez des herboristes de la région
de Tlemcen. Le tableau comporte les indications nécessaires a propos de ces huiles
commercialisées.

Tableau 01 : Caractéristiques des HEs commercialisées utilisées dans cette étude

Huiles Partie | Couleur de | Volume/fla | Nom Pays
essentielles | extraite | PHE con commercia | d’origin
(HE) I du|e

producteur
Thymus feuilles | transparente | 30ml Société du | Egypte
capitatus El

Capitaine

(CAP

PHARM)
Rosmarinu | feuilles | transparente | 30ml El Hawag Egypte
s
officinalis
Origanum | feuilles | transparente | 30ml Société du | Egypte
vulgare El

Capitaine

(CAP

PHARM)
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Eucalyptus | feuilles | transparente | 30ml El Hawag | Egypte

globulus

Par ailleurs, a des fins de comparaison nous avons utilisé parallelement les mémes
huiles précédemment citées mais extraites localement par hydro-distillation. Ces
derniéres nous ont été aimablement fournies par le Laboratoire de Microbiologie
Appliquée a 1’Agroalimentaire, au Biomédical et a ’Environnement de I’Université
de Tlemcen.

2.1.1. Description générale des plantes aromatiques :

Dans ce qui suit nous allons donner une description générale des plantes
aromatiques dont proviennent les huiles essentielles testées dans cette étude.
2.1.1.1. Thymus capitatus

Le thym est un sous arbrisseau ramifié a tiges ligneuses (figure 07), ne dépasse pas
les 40 cm de hauteur, retrouvé un peu partout sur le pourtour Ouest du bassin
méditerranéen, caractérisé par ses tiges portant de nombreuses petites feuilles
pointues tres odorantes, ses racines forment une touffe dense ce qui permet a la plate

de pousser n’importe ou (Iserin, 2001).

Figure 07 : Photographie de Thymus capitatus (Anonyme 1)
2.1.1.1.1. Taxinomie (Quezel et Santa, 1963)
Reégne : Plantae
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre : Thymus

Espeéce : Thymus capitatus
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2.1.1.1.2. Composants majoritaires de ’HE de Thymus :

Les résultats de I’analyse des huiles essentielles par CPG-SM montrent que les
composants majeurs de Thymus sont le y-terpinene (22,25 %) et le thymol (41,39%)
et ceux les plus abondants dans ’huile essentielle du Thymus satureioides sont p-
cymene (27,59%) et le thymol (14,09). Les chercheurs n’ont pas pris en
considération les composés ou les constituants dont les concentrations sont

inférieures a 0,1% (EI oualilalami ,2013).

2.1.1.2 Rosmarinus officinalis :

Le genre Rosmarinus appartient a la famille des Lamiacées. L’espéce appelée
romarin est un arbrisseau qui peut atteindre jusqu’a 1,5 metre de hauteur. Il est
facilement reconnaissable en toute saison a ses feuilles persistantes sans pétiole,

coriaces beaucoup plus longues que larges, aux bords légérement enroulés, vert

sombre luisant sur le dessus, blanchatres en dessous (Delbano, 2004).
o SR (5 : =4

Figure 08 : Photographie de Rosmarinus officinalis (Anonyme 2)
2.1.1.2.1 Taxinomie : (Quezel et Santa, 1963)
Embranchement: Spermaphytes
Classe: Dicotylédones
Ordre : Lamiales (labiales)
Famille : Lamiaceae
Genre : Romarinus
Espéce: Romarinus officinalis
2.1.1.2.2. Composants majoritaires de I’huile essentielle de Rosmarinus :
Le composé majoritaire de I'huile essentielle du Romarin varie d'une région a
I'autre. On trouve le 1-8 cinéole, le camphre, le pinéne, le linalool, le limonéne.
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Pour le romarin d'origine algérienne dans la région de Tlemcen, les composants
majoritaire sont : o -pinéne 23,1%, Camphre 14,5 %, B-pinéne 12,2% (Atik Bekkara
et al, 2007).

2.1.1.3. Origanum vulgare :

L’origan est une herbacée vivace de 30 a 60 cm de hauteur, au feuillage et aux
fleurs tres odorants quand on les froisse (figure 09). Elle est ainsi reconnaissable a
son odeur et a sa saveur phénolée, épicée et chaude [(Arvy et Gallouin, 2003) ;
(Teuscher et al. 2004)].

Les tiges dressées, souvent rougeatres et velues, portent les feuilles ovales opposees
et espacées. Celles-ci possedent des glandes sécrétrices sessiles non apparentes.
Les fleurs blanches ou rose sont groupées en inflorescences [(Baba Aissa, 1990) ;
(Teuscher et al, 2004) ; (Figueredo, 2007)].

4

Figure 09 : Photographie d’Origanum vulgare (Anonyme 3)

2.1.1.3.1 Taxinomie : (Guignard ,1996)

Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes

Classe : Dicotylédones

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Origanum

Espeéce: Origanum vulgare

2.1.1.3.2. Composants majoritaires de I’huile essentielle d’Origanum :
Composition de I'huile essentielle est caractérisée par un pourcentage élevé de

composés monoterpéniques hydrocarbonés et oxygénés. Les éléments majoritaires de

I’huile essentielle d’Origanum Vulgare étant le para-cyméne a 25.615%, et le
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carvacrol 20.321%. Le gamma-terpinene (16.612%) est aussi présent a une
concentration significative.
2.1.1.4. Eucalyptus globulus :

L’Eucalyptus globulus est un arbre qui mesure 30 a 60 metres de haut et il peut
atteindre jusqu’a 100 métres dans certains Cas. Son tronc est lisse et sa couleur varie
du blanc au gris.

Les jeunes feuilles sont cireuses, ovales, claires, opposées et sessiles. Mais ce sont
les feuilles poussant sur les vieilles branches qui sont officinales car ce sont les seules
a posséder des poches a essences sur la face inférieure. Ces feuilles peuvent atteindre
25 centimétres de long (figure 10). Elles sont falciformes, alternes, pétiolées, de
couleur gris-vert. La plante coupée est reconnaissable par la présence de nombreuses

poches sécrétrices sur la face inférieure de la feuille (Nathalie, 2015).

Figure 10 : Photographie des feuilles d’Eucalyptus globulus (Anonyme 4)

2.1.1.4.1. Taxinomie (Ghidira et al. 2008)
Régne : Plantae

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Myrtales

Famille : Myrtaceae

Genre : Eucalyptus

Espéce : Eucalyptus globulus
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2.1.1.4.2. Composants majoritaires d’huile essentielle d’Eucalyptus:

L’huile essentielle d’Eucalyptus globulus est également inscrite a la Pharmacopée
Européenne. D’aprés celle-ci, elle contient :
a-pinéne : 0,05 a 10 %, B-pinene : 0,05 a 1,5 %, sabinéne : au maximum 0,3%, o-
phellandréne : 0,05 a 1,5%, limoneéne : 0,05 a 15%, 1,8-cinéole : au minimum 70%,

camphre : au maximum 0,1% (Nathalie, 2015).

2.2. Souches microbiennes :
2.2.1. Souches bactériennes:

Les souches bactériennes de réference utilisées dans ce travail nous ont été
aimablement fournies par le Laboratoire de Microbiologie Appliquée a
I’ Agroalimentaire, au Biomédical et a I’Environnement de I’Université de Tlemcen.
Nous avons utilisé trois souches Gram-positif et trois souches Gram-négatif (Tableau
02).

Généralement, les souches choisies sont souvent impliquées dans certaines

pathologies et toxi-infections alimentaires.

Tableau 02 : Souches bactériennes utilisées dans cette étude

Type souche Référence
Bactéries a Gram positif Bacillus cereus ATCC 11778
Staphylococcus aureus ATCC 25923
ATCC 19115

Listeria monocytogenes

Bactéries a Gram négatif | E. coli ATCC 25922

Salmonella Typhimurium | ATCC 13311

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

2.2.2. Souches fongiques :
Nous avons utilisé trois souches de moisissures isolées et identifiées dans une étude

effectuée sur la Sebkha d’Oran (Benariba et Hadj Sayah, 2015); la quatrieme
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souche (LMB2030A) était isolée au cours de cette étude dans le laboratoire de
microbiologie de Saida.

Les souches de levures nous ont été fournies par le Laboratoire de Microbiologie
Appliquée a I’ Agroalimentaire, au Biomédical et a I’Environnement de 1’Université
de Tlemcen. Les références des souches fongiques utilisées sont indiquées dans le

tableau suivant :

Tableau 03 : Souches fongiques utilisées dans cette étude

Souches Références
LMB2030A souche sauvage
LMB20306 souche sauvage
LMB20308 souche sauvage
LMB20311 souche sauvage

Candida albicans ATCC 26790
Candida albicans ATCC 1P444
Candida albicans ATCC 10231

2.3. Tests préliminaires d’identification
2.3.1. Souches bactériennes :
Toutes les souches microbiennes ont été préliminairement identifiées. Ces souches

ont été soumises a des examens microscopiques a 1’état frais et coloré.

2.3.1.1. Examen a I’état frais
Cet examen permet d’apprécier, la mobilité, la forme et le mode de regroupement
des bactéries.
Technique :
Déposer aseptiquement sur une lame porte objet, quelques gouttes d’eau
Physiologie.
Prélever a I’aide d’une anse de platine stérile une a deux colonies a partir du milieu
gélosé.
Emulsionner dans la goutte d’eau physiologique.
Recouvrir d’une lamelle tout en évitant la formation des bulles d’air.

Observer sous microscope optique a grossissement (x40).
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2.3.1.2. Coloration de Gram

La coloration de Gram est une technique qui permet de mettre en évidence les
propriétés de la paroi bactérienne. Elle permet de colorer les bactéries et de distinguer
leur aptitude a fixer le violet de gentiane (Gram+) ou la fuchsine (Gram-). Cette
operation se déroule en sept étapes seulement la technique suivante :
Réaliser un frottis sur une lame de microscope a partir d’une suspension bactérienne,
agiter la suspension afin de I’homogénéiser et d’éviter d’avoir un culot au fond du
tube.
Etaler une goutte de la suspension bactérienne sur une lame propre.
Procéder a la fixation du frottis en faisant passer la lame trois fois dans la flamme du
bec bunsen.
Plonger La lame pendant une minute dans le violet de gentiane, puis rincée a 1’eau
déminéralisée.
Etaler le lugol et laisser agir une minute puis rincer a I’eau. Cette étape a pour but de
stabiliser la coloration violette.
Verser goutte a goutte de 1’alcool sur la lame inclinée obliquement. Surveiller la
coloration (15 a 30 secondes). Le filet doit étre clair a la fin de la décoloration. Rincer
avec de I’eau.
Réaliser une contre coloration avec de la fuchsine : laisser agir 30 secondes a une
minute, laver doucement a 1’eau déminéralisée. Sécher la lame entre 2 feuilles de
papier buvard.
Enfin, observer a I’objectif a immersion (x100) apres déposer d’une goutte de ’huile
d’immersion.
Les bactéries Gram+ apparaissent en violet foncé, tandis que les bactéries Gram- sont

colorées en rose.
2.3.1.3. Conservation des souches

Les souches bactériennes aprés avoir été soumises aux examens microscopiques ont

été conserveées a 4°C sur la gélose nutritive inclinée jusqu’a I’utilisation ultérieure.
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2.3.1.4. Test catalase / oxydase:

Catalase : Le test de la catalase permet de vérifier si une bactérie posséde I’enzyme
de la catalase ayant comme utilité de décomposer le peroxyde d’hydrogéne (H202) en
eau (H20) ainsi qu’en oxygéne (02).

Oxydase :

Ce test permet de mettre en évidence une enzyme : la phényléne diamine oxydase

des bactéries a partir de leur culture en milieu gélosé.

Cette enzyme est capable d’oxyder un réactif : le N diméthyl paraphényléne diamine.

Tableau 04 : Les résultats des tests oxydase / catalase

souches Test oxydase Test catalase
S.aureus / +
B.cereus / +
L. monocytogenes / +
P. aeruginosa + /
E.coli - /
Sa.Typhimurium - /

2.3.2. Souches fongiques
2.3.2.1. Moisissures :

L’identification des moisissures fait essentiellement appel aux caractéres culturaux
et morphologiques.
Caracteres culturaux: ce sont les criteres macroscopiques tels que, la vitesse de
croissance, la taille de la colonie, la texture, la couleur du thalle et la couleur du
revers de la culture.
Caracteres morphologiques: c’est 1’étude microscopique du mycélium et la nature des

organes différenciés (Botton et al, 1990).
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Photo 01 : Méthode de scotch pour I’observation microscopique des moisissures.

2.3.2.2. Levures :

L’identification des levures est basée au moins au départ sur les caractéres
morphologiques. Par ailleurs, I’auxanogramme reste la méthode référentielle pour
I’identification biochimique des levures. Dans notre cas les souches de références

utilisées ont été soumises a des examens microscopiques a 1’état coloré.

3. Evaluation de Pactivité antimicrobienne des HES commercialisées
L’effet antibactérien et antifongique des 4 huiles essentielles précédemment
décrites a été évalué contre les différentes souches microbiennes choisies dans cette

étude. La technique utilisée est celle de la diffusion des disques sur milieu gélosé.

3.1. Préparation des disques

Les disques de 6 mm de diametre ont été préparés a partir du d’un tissu de viseline,
ensuite elles étaient mises dans un tube a essai hermétiquement fermé puis stérilisés
par autoclavage pendant 30 a 40 min. Les tubes contenant les disques sont stockés a
une température ambiante jusqu’a 1’utilisation ultérieure.

Ces disques ont été utilisés pour 1’évaluation de I’effet antibactérien et antifongique

des huiles essentielles.

3.2. Activité antibactérienne
3.2.1. Précultures :

Les souches bactériennes a tester ont été cultivées dans des boites de Pétri
contenant de la gélose nutritive et incuber pendant 24 h a 37°C afin d’obtenir une
culture jeune de 18-24h.

3.2.2 Préparation des suspensions bacteriennes

A l'aide d’une pipette Pasteur, quelques colonies bien isolées et parfaitement
identiques ont été prélevées et mises dans 10 ml d'eau physiologique stérile 0.9%
NaCl.
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3.2.3. Aromatogramme sur milieu solide

L’¢tude a été réalisée par la méthode de diffusion, congue initialement pour les
antibiotiques, mais en substituant les disques d’antibiotiques par des disques
imprégnés d’huiles essentielles (Figure 11).

Une suspension bactérienne correspond aux normes de Mc Ferland a été préparée a
partir d’une culture pure et jeune de 18 heures. Ces normes équivalentes a une densité
optique de 0,08-0,13 a 610 nm. Cet inoculum sert a ensemencer par écouvillonnage
les géloses de Mueller Hinton (MH) coulées dans des boites de Pétri.

Pour chaque souche testée, des disques de Viseline de 6mm de diamétre stériles ont
été déposés sur la surface de la boite de Pétri contenant des géloses ensemencées puis
imprégnés de 10ul de chaque HE. Apres 24 heures d’incubation a 37°C, les diametres

des zones d’inhibitions ont été mesurés (Figure 12).

e ——————

e ~&— Boite de pétri
/ \

Ensemencement de la
gélose en nappe par 1
ml de l'inoculum

Gélose Mueller Hinton

Dépot aseptique d'un
fisque imbibé de I'huile
essentielle

Z : zone d'inhibition

Croissance microbienn ‘

Figure 11: Schéma représentatif de 1’aromatogramme (Boubrit, 2016)
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Culture bactérienne

Préparation d’une suspension bactérienne dans 1’eau physiologique

|

Ensemencement du milieu MH par un écouvillon imbibé dans la
suspension bactérienne

Disposition des disques imbibés de 10ul de chaque huile essentielle.

Deux disques dans chaque boite (huile commercialisé et huile
extraite)

Incubation 37C° /24h

Mesure des zones d’inhibitions en mm

Figure 12 : Etapes de réalisation du test d’activité antibactérienne.

3.3. Activité antifongique :
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3.3.1. Moisissures
3.3.1.1. Précultures :

Les moisissures testées ont été cultivées dans des boites de Pétri contenant le milieu
PDA et incubées pendant 3a 5 jours a 25°C afin d’obtenir des colonies de moisissures
bien développées.
3.3.1.2 .Préparation des suspensions fongiques :

A l'aide d’une anse de platine un fragment mycélien est prélevé et mis dans 10 ml
d'eau physiologique stérile 0.9% Na Cl .Dans un spectre a longueur d’onde 530nm la
valeur de la densité optiques doit étre limitée entre 0.080 et 0.13.
3.3.1.3. Aromatogramme sur milieu solide :

5 ml de la suspension fongique précédente est coulée dans des boites de Pétri
contenant le milieu PDA acidifié. Aprés 5min de contact on jette le surplus et on
laisse la surface de la gélose sécher.

Pour chaque souche testée, deux disques de Viseline stériles ont été déposés sur la
surface de la boite de Pétri contenant le PDA acidifi¢ puis imprégnés de 10ul de
chaque HE (disque pour HE et disque pour I’huile commercialisé¢). Apres 3-5 jours
d’incubation a 25°C, les diamétres des zones d’inhibitions ont été mesureés.

3.3.2. Levures :
Les souches de levures du genre candida ont été entretenues par repiquage successif

dans une gelose Sabouraud.

3.3.2.1 Préparation de I’inoculum :

A partir d’une culture jeune de Candida albicans en boite sur gélose Sabouraud
(Photo 02), nous avons prélevé 5 colonies d’1 mm de diameétre que nous avons placé
dans un tube a essai contenant 5 ml d’eau physiologique stérile.
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Photo 2 : Culture de C.albicans sur milieu Sabouraud.

Cet inoculum sert & ensemencer les géloses Sabouraud coulées dans des boites de
Pétri par un écouvillon imbibé dans la suspension par des stries serrées.

Pour chaque souche testée, deux disques de papier Visline de 6mm de diamétre
stériles ont été déposes sur la surface de la boite de Pétri contenant des géloses
ensemencées puis imprégnés de 10ul de chaque HE. Aprés 24 heures a 48 heurs

d’incubation a 25°C, les diamétres des zones d’inhibitions ont été mesurés.

34



RESULTATS ET DISCUSSION




Résultats et Discussion

Partie 111 ; Résultats et discussion

1. Effet antimicrobien des huiles essentielles commercialisées

L’activité antimicrobienne de quatre huiles essentielles (Thymus capitatus,
Rosmarinus officinalis, Origanum vulgare et Eucalyptus globulus) a été évaluee
contre les 13 souches microbiennes figurant dans les tableaux 2 et 3 de la section
précédente. L’effet de ces huiles a été comparé avec I’effet des mémes huiles
essentielles provenant d’extraction par hydrodistillation au niveau du laboratoire. Ces
derniéres nous ont été fournies par le laboratoire LAMAABE.

Cette étude a porté sur les huiles provenant d’Egypte et vendues dans le
commerce algérien chez les herboristes en tant qu’huiles essentielles.

Les huiles testées dans cette étude sont souvent utilisées par la population locale
en médecine alternative, en alimentaire ou encore dans des préparations cosmétiques.

Ces huiles sont tres privilégiées a cause, d’une part de leur disponibilité chez
presque tous les herboristes locaux, d’autre part de leur faible prix d’environ SDA/ml.
Ce prix est tres faible par rapport aux huiles essentielles provenant d’Europe, il est de
320DA/ml, 177 DA/ml, 400 DA/ml et 200 DA/ ml pour les HEs de thym, de romarin,
d’Eucalyptus et d’origan, respectivement.

Certaines études ont été effectuées sur la composition et I’activité biologique des
huiles essentielles commercialisées en provenance d’Europe (Allemagne, Espagne,
Italie, Polonde) ; ces huiles semblent avoir un effet antimicrobien et insecticide
significatif [(Bialon et al, 2014) ; (Murcia-Meseguer, 2018)].

Par ailleurs, la problématique de la présente étude est la suivante :

Est-ce que ces huiles essentielles vendues dans le commerce algérien répondent aux
criteres exigibles des huiles essentielles naturelles? Pour répondre a cette question
nous avons tenté de tester leur efficacité antimicrobienne.

Pour ce faire, la méthode utilisée est celle de diffusion sur milieu gélosé, ainsi
apres que la gelose ait été écouvillonnée par la suspension microbienne, un disque de
papier chargé de 10 ul des huiles essentielles est déposé a la surface du milieu gélose.
Dans la littérature relative aux huiles essentielles, les résultats de I’aromatogramme
sont exprimés en diamétre de la zone d’inhibition en mm (Kunel. O et al,

2003).Aprés une incubation de 24h en aérobiose, I’activité antimicrobienne a été
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estimée en mesurant la distance autour du disque ou nous constatons une absence
totale de croissance microbienne (Ponce et al, 2003) :
Souche sensible (+) : diameétre compris entre 9 et 14 mm.
Souche résistante (-) : diameétre < 8mm
Souche tres sensible (++) : diametre compris entre 15 et 19 mm.
Souche extrémement sensible (+++) : diamétre > 20 mm.
1.1. Effet antibactérien des HEs commercialisées

L’effet des quatre HES précitées a été testé vis-a-vis de trois bactéries Gram-
positif : Staphylococcus aureus ATCC25923, Bacillus cereus ATCC11778 et Listeria
monocytogenes ATCC19115, et trois souches Gram-négatif: Pseudomonas
aeruginosa ATCC27853, Salmonella Typhimurium ATCC13311 et Escherichia coli
ATCC25922.

A

S. aureus B. cereus L. monocytogenes

P. aeruginosa Sa. Typhimurium

Figurel3: Observation microscopique a 1’état coloré (coloration de Gram) des
souches bactériennes testées. Grossissement x100 & immersion.
1.1.1. Effet antibactérien de Thymus Capitatus

Les résultats de I’activité antibactérienne des huiles essentielles de T. capitatus vis-
a-vis des bactéries testées sont résumés en annexe (tableau 1)

D’apreés les résultats de I’activité antibactérienne concernant I’HE de T.capitatus les
diamétres d’inhibition les plus grands étaient obtenus pour Staphylococcus aureus
(50mm) suivi par Salmonella Typhimurium (45mm), Listeria monocytogenes
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(40mm), Pseudomonas aeruginosa (35 mm), Bacillus cereus (30mm) et E. coli
(25mm) ce qui signifie une forte activité antibactérienne (++++).

Par contre, concernant les huiles essentielles commercialisées aucune activité

antimicrobienne n’a été révélée (-) vis-a-vis les six souches testées (Figure 14)

Sa. Typhimurium B. cereus

\'\ ¢ /

P. aeruginosa S. aureus L. monocytogenes

Figure 14: effet antibactérien de 1’huile essentielle de Thymus capitatus (disque en
haut pour I’'HE extraite, en bas pour I’'HE commercialisée)

Selon (Bouhdid et al,2006), L huile de T. capitatus a un effet inhibiteur sur la
croissance d’Escherichia coli et Staphylococcus aureus a' partir d’une faible

concentration de 1’ordre de 1/2000 v/v.

1.1.2. Effet antibactérien de Rosmarinus officinalis

Les résultats de 1’activité antibactérienne des huiles essentielles de R. officinalis vis-
a-vis des bactéries sont résumés en annexe (Tableau 02)
D’aprés les résultats concernant I'HE de Rosmarinus officinalis les plus grands
diameétres d’inhibition étaient obtenus pour Bacillus cereus (25mm) et Staphylococcus
aureus (20mm) ce qui signifie une forte activité antimicrobienne (++++).

Par contre, cette activité est élevée (+++) vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa (15

mm), De plus cette HE a exercé une activité antimicrobienne modeste (++) pour
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Salmonella Typhimurium (10mm), on révéle aucune activité antimicrobienne (-) vis-
a-vis Listeria monocytogenes et E. coli.
Par contre, on révele aucune activité antimicrobienne pour I’huile essentielle

commercialisée Vvis-a-vis les six souches que nous avons cités précédemment.

. Typhimurium L. monocytogenes

S. aureus P. aeruginosa

Figurel5 : Effet antibactérien de 1’huile essentielle de Rosmarinus officinalis (disque

en haut pour I’HE extraite, en bas pour ’HE commercialisée)

1.1.3. Effet antibactérien d’Origanum vulgare

Les résultats de I’activité antibactérienne des huiles essentielles d’O. vulgare vis-a-
vis des bactéries sont résumés en annexe (Tableau 03)

D’aprés les résultats concernant I’HE d’O. vulgare on note que les plus grands
diamétres d’inhibition sont obtenus avec Staphylococcus aureus (45mm) suivi par
Listeria monocytogenes (45mm), Salmonella Typhimurium (30mm), Bacillus cereus
(30mm), E. coli (30mm) et Pseudomonas aeruginosa (25 mm), ce qui signifie une
activité antimicrobienne trés forte (++++).

L’huile commercialisée n’a aucune activité antimicrobienne.
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L. monocytogenes

B. cereus Sa. Typhimurium P. aeruginosa

Figure 16:Effet antibactérien de I’huile essentielle d’Origanum vulgare. OC :HE
commercialisée, OE : HE extraite

1.1.4. Effet antibactérien d’Eucalyptus globulus

Les résultats de I’activité antibactérienne des huiles essentielles d’Eucalyptus vis-a-
vis des bactéries sont résumés en annexe (tableau 04).

D’aprés les résultats concernant I’HE d’Eucalyptus on note que le plus grand
diamétre d’inhibition est obtenu avec Staphylococcus aureus (17.5mm), Pseudomonas
aeruginosa (13.5mm), E. coli (13mm) ce qui signifie une activité antimicrobienne

élevée (+++).
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D’autre part, on a remarqué une activité antimicrobienne modeste (++) Pour
Bacillus cereus (11mm), Listeria monocytogenes (10mm) ,et on révéle une activité
antimicrobienne trés faible pour Salmonella Typhimurium (7.5mm).

Par contre on observe aucune activité antimicrobienne (-) pour 1’huile commercialisé

vis-a-vis les six souches que nous avons teste.

P. aeruainosa Sa. Tvohimurium

S -t
L. monocytogenes B. cereus S. aureus

Figure 17: Activité antibactérienne de 1’huile essentielle d’Eucalyptus globulus.

EC : HE commercialisée, EE : HE extraite

Selon Kalemba et kunicka. (2003) la sensibilité d'un microorganisme aux
HEs dépend des propriétés de L'HE et du microorganisme lui-meme. Il est bien connu
que les bactéries a Gram positive sont plus senssible aux HEs que les bactéries a
Gram négative. Plusieur études testant l'activité inhibitrice des HEs confirment ce
phénoméne (Poole, 2001; Burt, 2004; Bekhechi et al., 2008). Cependant, d’autres
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études ne révelent aucune activité antimicrobienne sélective vis-a-vis les bactéries
Gram (+) ou Gram (-) (Guesmi et Boudabous, 2006).

1.2 Activité antifongique des HEs commercialisés :

L’effet des quatre HES précitées a €té testé vis-a-vis de sept souches fongiques :
quatre moisissures (LMB2030A, LMB20306, LMB20308, LMB20311) et trois
levures :( Candida albicans ATCC 26790, Candida albicans ATCC IP444, Candida
albicans ATCC 10231).

1. Moisissure

LMB2030A

LMB20306

LMB20308




Résultats et Discussion

LMB20311

Figure 18: Aspect macroscopique et microscopique des souches fongiques testees.

Coloration au bleu de méthylene, grossissement x40.

1.2.1.1. Effet antifongique de Thymus Capitatus

Les résultats de I’activité antifongique des huiles essentielles de Thymus vis-a-vis
des moisissures sont réesumés en annexe (tableau 5)

Nous avons remarquées que toutes les souches sont extrémement sensible (+++) a
cette huile essentielle, Nous avons obtenu des trés grandes zones d'inhibitions :
LLMB20306 (75mm), LMB2030A (65 mm), LMB20308 (45 mm), LMB20311 (40

mm).

Par contre, concernant les huiles essentielles commercialisées les quatre souches

testées sont résistantes (-).
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LMB2030A LMB20306

LMB20308 LMB20311

Figure 19: effet antifongique de I’huile essentielle de Thymus capitatus (disque en

haut pour I’HE extraite, en bas pour I’'HE commercialisée)

1.2.1.2. Effet antifongique de Rosmarinus officinalis

Les résultats de D’activité antifongique des huiles essentielles de Rosmarinus
officinalis vis-a-vis les moisissures sont résumeées en annexe (Tableau 06).
D’aprés les résultats concernant I’HE de Rosmarinus officinalis on note que les plus
grands diametres d’inhibition sont obtenus avec les souches : LMB20306 (40 mm) et
LMB20308 (20mm) ce qui signifie que les deux souches sont extrémement sensible
(+++).

En revanche, on note aussi que les deux autres souches sont sensible (+) avec les
diameétres d’inhibition suivants : LMB2030A (10mm) et LMB20311 (10 mm).

Par contre, pour I’huile essentielle commercialisée on révele aucune activité

antifongique (-) vis-a-vis les quatre souches que nous avons cités précédemment.
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LMB2030A LMB20306

LMB20311

Figure 20 : Effet antifongique de 1’huile essentielle de Rosmarinus officinalis (disque

en haut pour I’HE extraite, en bas pour I’HE commercialisée)

1.2.1.3. Effet antifongique d’Origanum vulgare

Les résultats de I’activité antifongique des huiles essentielles d’Origanum  vis-a-
vis les moisissures sont résumées en annexe (Tableau 07)
D’aprés les résultats concernant I’HE d’Origanum vulgare ,on note que les plus
grands diamétres d’inhibition sont obtenus avec tous les souches: LMB20311
(70mm), LMB20308 (65mm), LMB2030A (60mm) et LMB20306 (55mm) ,ce qui
signifie que les souches sont extrémement sensible (+++).

L’huile commercialisée n’a aucune activité antimicrobienne.
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LMB2030A LMB20306

LMB20308 LMB20311

Figure 21 : Effet antifongique de I’huile essentielle d’Origanum vulgare (disque a

gauche pour I’'HE commercialisée, a droite pour I’HE extraite)

1.2.1.4. Effet antifongique d’Eucalyptus globulus

Les résultats de ’activité antifongique des huiles essentielles d’Eucalyptus vis-a-vis
des champignons sont résumés en annexe (tableau 08).
D’aprés les résultats concernant I’HE d Eucalyptus globulus, on note les diameétres
d’inhibition suivants : LMB20311 (39mm), LMB20308 (30mm), LMB2030A
(28mm) et LMB20306 (27.5mm) ,ce qui signifie que les souches sont extrémement

sensible (+++).

Par contre, I’huile commercialisé n’a aucune activité antifongique (-) vis-a-vis les

Six souches testées. .
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LMB2030A LMB20306

LMB20308 LMB20311

Figure 22 : Activité antifongique de ’huile essentielle d’Eucalyptus globulus
(disque & gauche pour I’'HE commercialisée, a droite pour I’HE extraite)

2 .Levure

C. albicans ATCC 26790 C. albicans ATCC 1P444 C. albicans ATCC10231

Figure 23 : Aspect microscopique des souches fongiques testées (Coloration au bleu
de méthyléene). Grossissement x40.
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1.2.2.1. Effet antifongique de Thymus Capitatus

Les résultats de ’activité antifongique des huiles essentielles de Thymus vis-a-vis
des levures sont résumés en annexe (tableau 5)
Nous avons remarqués que toutes les souches sont extrémement sensible (+++) a
cette huile essentielle.

Par contre, concernant les huiles essentielles commercialisées aucune activité

antifongique n’a été révélée (-) vis-a-vis les trois souches testées (Figure 24)

C. albicans ATCC 26790 C. albicans ATCC 1P444 C. albicans ATCC10231

Figure 24: effet antifongique de I’huile essentielle de Thymus capitatus

1.2.2.2. Effet antifongique de Rosmarinus officinalis

Les résultats de D’activité antifongique des huiles essentielles de Rosmarinus
officinalis vis-a-vis des levures sont résumés en annexe (Tableau 06).
D’aprés les résultats obtenus pour I’HE de Rosmarinus officinalis les diametres
d’inhibition étaient les suivants : C. albicans ATCC 26790 et C. albicans ATCC
10231 (15mm), ce qui signifie que les deux souches sont trés sensibles (++). Par
ailleurs, C. albicans ATCC IP444 ¢tait sensible (+) avec une zone d’inhibition de
10mm.

Par contre, les huiles essentielles commercialisées étaient sans aucune activité

antifongique (-) vis-a-vis les trois souches testées (Figure 25).
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C. albicans ATCC 26790 C. albicans ATCC 1P444 C. albicans ATCC10231

Figure 25 : Effet antifongique de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis

1.2.2.3. Effet antifongique d’Origanum vulgare

Les résultats de I’activité antifongique des huiles essentielles d’Origanum  Vvis-a-vis
des levures sont résumés en annexe (Tableau 07)
D’aprés les résultats concernant I’'HE d’Origanum vulgare on note que les diametres
d’inhibition étaient comme suit : C.albicans ATCC 26790 (40mm), C.albicans ATCC
IP444 (40mm) et C.albicans ATCC 10231(57.5mm) ce qui signifie que les souches
sont extrémement sensibles (+++).

Enfin, nous avons remarqués que I’huile commercialisée n’a aucune activité

antifongique.

C. albicans ATCC 26790 C. albicans ATCC 1P444 C. albicans ATCC10231

Figure 26 : Effet antibactérien de 1’huile essentielle d’Origanum vulgare

1.2.2.4. Effet antifongique d’Eucalyptus globulus

Les résultats de ’activité antifongique des huiles essentielles d’Eucalyptus vis-a-vis
des levures sont résumés en annexe (tableau 08).

Nous avons remarqués que toutes les souches sont extrémement sensible (+++) a

cette huile essentielle, Nous avons obtenu de tres grandes zones d'inhibitions: C.

> [w ] <
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albicans ATCC 26790 (35mm), C. albicans ATCC 1P444 (25 mm), C. albicans
ATCC 10231 (30mm).

Par contre, pour I’huile commercialisée on observe aucune activité antifongique (-)

vis-a-vis les trois souches que nous avons cités précédemment.

C. albicans ATCC 26790 C. albicans ATCC 1P444 C. albicans ATCC10231

Figure 27 : Activité antifongique de I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus
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Conclusion
Les huiles essentielles sont la quintessence des plantes. Leur composition
biochimique constitue un ensemble de principes actifs qui permet de résoudre, dans
certains cas, divers troubles organiques. Il est connu depuis 1’antiquité que les huiles
essentielles (HE) présentent une activité antiseptique non négligeable. Elles sont
utilisées dans de nombreux domaines, en médecine, pharmacie, , cosmétiques et en
agro-alimentaire.

Dans la présente étude, nous nous sommes intéressés a 1’étude de I’activité
antibactérienne et antifongique de quatre huiles  provenant d’Egypte et
commercialisées en tant qu’huiles essentielles en Algérie. L’effet de ces huiles a été
comparé avec celui des huiles essentielles extraites dans le laboratoire. Ces derniéres
ainsi que les souches microbiennes utilisées nous ont été fournies par le laboratoire
LAMAABE.

Selon les résultats obtenus par la méthode de diffusion sur milieu gélosé, nous avons
constaté que les deux huiles essentielles extraites de Thymus capitatus et Origanum
vulgare avaient une bonne activité antibactérienne car toutes les souches testées se
sont avérées extrémement sensibles dont les zones d’inhibition étaient de 1’ordre de
25-50 mm et 25-45mm pour T. capitatus et O. vulgare, respectivement.

L’HE d’Eucalyptus globulus extraite avait une activité antibactérienne acceptable
(zones d’inhibitions comprises entre 10 et 17,5 mm) contre les cing souches testées
excepté Salmonella Typhimurium, pour laquelle une faible activité était enregistrée
(zone d’inhibition : 7.5mm)

L’HE de Rosmarinus officinalis extraite avait une bonne activité antibactérienne
(zones d’inhibitions comprises entre 10 et 25 mm) contre les quatre souches a
I’exception d’Escherichia coli et Listeria monocytogenes dont on ne note aucune
activité antibactérienne.

Par ailleurs, les huiles essentielles extraites, avaient toutes, une activité
antifongique considérable contre les moisissures et levures testées dans cette étude.
Dans le cas des moisissures, les zones d’inhibition étaient de 40-75mm, 10-40mm,
55-70mm et 27,5-39mm vis-a-vis de T. capitatus, R. officinalis, O. vulgare et E.

globulus, respectivement. Dans le cas des levures les trois souches de Candida
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Conclusion

albicans se sont montrées sensibles vis-a-vis des huiles extraites avec des zones
d’inhibition de 10-15mm pour R. officinalis et >20mm pour T. capitatus, O. vulgare

et E. globulus.

Cependant, toutes les huiles commercialisées testées dans cette étude se sont
avérées sans aucune activité antimicrobienne, bien au contraire, dans certains cas nous
avons observé méme une croissance microbienne sur les disques contenant ces huiles
commercialisées.

Enfin nous souhaitons bien que les resultats préliminaires obtenus dans cette
étude puissent étre complétés par d’autres démarches plus approfondies sur la

composition détaillées de ces huiles vendues dans le commerce algérien.
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Annexe |I: Composition des milieux de culture.

PDA ( Potatoes Dextrose agar)

DeXtrose (OU SACCNAI0SE).ieuieeeereerantensersesonsonssnssssnssnsonsessessnssnssnssssnsas 10g
AN e etitiiniiieiiitietiieiutetietatettetattttetastsesasatstsasntsssasntsssnsnssnmesasane 20g
Eau distill€e...c.ciiniineiieiiiiiiiiniiniiieiirieecantesesacsnscscsnsonsssnsansenns 1000 ml
Mueller-Hinton

Infusion de viande de DOBUT.....cvviuiiiieiieiiiiuiieiiiiniieiierniinis coreaseecnss 300 ml
Hydrolysat acide de caséine........ccoeuviieiiiniiiniiiinioinecssercsnrcsnesoensesnssnns 17.5¢g
N 1 11100 1 01.5g
- U 179



EXErait de lOVUNE. ueiniiniiiiiiiieieiiiiatieenteiietieceecnsenseasssnsansensessnsssens 2¢g
Extrait de viande......cocoeiiiiiniiiiinniiiiiniiiiiniiiiissicsesssiosessscsssssccsnssonnes 1g
g 01 0] LN
0] =T N S5¢
[ LU0 1S ] =T N 1000 ml
AGAT AZAT cuuviiiinniiiiinrtirenstessesssosssssossssssosssssossssssssssssssssssssssnssssssnns 20g
Sabouraud
D.GlUCOS . tututnernrtiernrierartiesnsessecasessssassssssassssssnsssssssssssssnssssssassnses 20g
=T ] (0] T 10g
EXtrait de leVUure.....cooeviiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieiieeistatcssssenscsssssnnsonces 3g
X F= =0T O 15¢g
o T o [ ] =T 1000 ml

Extrait de levure....ccooevieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiieiieiietieeieiieciasiascnasnnns 2¢g
EXtrait de VIaNde....oveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiririrr e e e 10g
T 01 0] Sg
GlUCOSE. euieintentietantesesentenseessssnssnsossessnssnssssssnsonsssssssnssnssssnssnsnses 20g
N o) R Sg
EaU diStill€B.uuininininiiiiiiiiiiiiirrrrrrr e 1000 ml

Annexe Il: Résultats d’activité antibactérienne

Tableau 1: Les diamétres d’inhibition relatifs aux souches testées par 1’huile de

Thym



Diamétre de la zone d’inhibition « D » en
mm
Huile H. essentielle H.commerciallisé
souche
Staphylococcus 50 0
aureus
Salmonella 45 0
thyphimurium
Listeria 40 0
monocytogenes
Pseudomonas 35 0
aeruginosa
Bacillus cereus 30 0
E. coli 25 0

Tableau 2: Les diamétres d’inhibition relatifs aux souches testées par 1’huile de

Rosmarinus officinalis

Diamétre de la zone d’inhibition « D » en
mm




Huile H. essentielle H.commerciallisé

souche
Staphylococcus 20 0
aureus
Salmonella 10 0

thyphimurium

Listeria 0 0
monocytogenes

Pseudomonas 15 0
aeruginosa

Bacillus cereus 25 0
E. coli 0 0

Tableau03: Les diamétres d’inhibition relatifs aux souches testées par 1’huile de

d’Origanum

Diamétre de la zone d’inhibition « D » en
mm




Huile H. essentielle H.commerciallisé

souche
Staphylococcus 45 0
aureus
Salmonella 30 0

thyphimurium

Listeria 45 0
monocytogenes

Pseudomonas 25 0
aeruginosa

Bacillus cereus 30 0
E. coli 30 0

Tableau04: Les diamétres d’inhibition relatifs aux souches testées par 1’huile de

d’Eucalyptus globulus :

Diamétre de la zone d’inhibition « D » en




mm

Huile H. essentielle H.commerciallisé
souche
Staphylococcus 175 0
aureus
Salmonella 7.5 0
thyphimurium
Listeria 10 0
monocytogenes
Pseudomonas 135 0
aeruginosa
Bacillus cereus 11 0
E. coli 13 0

Annexe I11: Résultats d’activité antifongique




Tableau 05: Les diamétres d’inhibition relatifs aux souches testées par I’huile de

Thym
Diametre de la zone d’inhibition « D » en
mm
Huile H. essentielle H.commerciallisé

souche

LMB2030A 65 0
LMB20306 75 0
LMB20308 45 0
LMB20311 40 0
C.albicans 50 0
ATCC 26790
C.albicans 50 0
ATCC 10231
C.albicans 55 0
ATCC IP444

Tableau 06: Les diametres d’inhibition relatifs aux souches testées par I’huile de

Rosmarinus officinalis



Diamétre de la zone d’inhibition « D » en

mm
Huile H. essentielle H.commerciallisé

souche

LMB2030A 10 0
LMB20306 40 0
LMB20308 20 0
LMB20311 10 0
C.albicans 15 0
ATCC 26790
C.albicans 10 0
ATCC 10231
C.albicans 10 0
ATCC IP444

Tableau07: Les diamétres d’inhibition relatifs aux souches testées par 1’huile de

d’Origanum




Diametre de la zone d’inhibition « D » en

mm
Huile H. essentielle H.commerciallisé

souche

LMB2030A 60 0
LMB20306 55 0
LMB20308 65 0
LMB20311 70 0
C.albicans 40 0
ATCC 26790
C.albicans 40 0
ATCC 10231
C.albicans 575 0
ATCC IP444

Tableau08: Les diamétres d’inhibition relatifs aux souches testées par 1’huile de

d’Eucalyptus globulus :




Diamétre de la zone d’inhibition « D » en

mm
Huile H. essentielle H.commerciallisé

souche

LMB2030A 28 0
LMB20306 27.5 0
LMB20308 30 0
LMB20311 39 0
C.albicans 35 0
ATCC 26790
C.albicans 25 0
ATCC 10231
C.albicans 30 0

ATCC IP444




