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Résumeé

Dans notre étude, trois plantes aromatiques (Laurus nobilis, Rosmarinus officinalis
et Ocimum basilicum) provenant de la région d’El Kala ont fait 1’objet d’un décryptage
phytochimique et biologique de leurs huiles essentielles.

Ces huiles essentielles extraites par hydrodistillation ont été analysées
par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse.
Le criblage phytochimique a permis d’identifier les monoterpénes comme constituants
majoritaires des trois extraits. Ainsi, la CG/MS a recensé 34 composés pour I’HE du basilic
avec 22,43% de p-linalol, 25 constituants pour I’'HE du romarin dont le bornéol (29,54%),
et finalement le laurier contenant 17 composes avec 1,8 cinéole (35,31%).

Par la suite, I’activité antioxydante in vitro a été évaluée a travers trois méthodes :
le test du piégeage du radical libre DPPH, le test de blanchiment de S-carotene et la réduction
du fer. D’aprés les résultats, les trois extraits sont dotés d’un potentiel antiradicalaire
et antioxydant modérée par rapport aux antioxydants standards employés.

La capacite des huiles essentielles a inhiber les micro-organismes a été testé
sur une vingtaine de souches bactériennes. L’activité antibactérienne s’est révélée variable
selon la nature de la souche et de I’'HE avec une prédominance du laurier qui a obtenu les
meilleurs résultats.

Les propriétés biologiques observées seraient liées a la complexité de la composition
chimique et la synergie entre eux.

Mots clés: Huiles essentielles, Laurus nobilis, Ocimum basilicum, Rosmarinus

officinalis, CG/MS, Activité antimicrobienne, Activité antioxydante.



Abstract

In our study, three aromatic plants (Laurus nobilis, Ocimum basilicum and Rosmarinus
officinalis) from the El Kala region have been phytochemicaly and biologicaly decrypted
of their essential oils.

Essential oils extracted by steam distillation were analyzed by gas chromatography
coupled to mass spectrometry. The phytochemical screening identified monoterpenes as
major constituents of the three extracts. Thus, the GC / MS identified 34 compounds for HE
basil with 22.43% of B-linalool, 25 components for which EO rosemary bornéol (29.54%),
and finally the bay with 17 compounds with 1,8 cineole (35.31%).

Thereafter, the antioxidant activity in vitro was assessed through three methods: testing
the free radical scavenging of DPPH, the test of money f-carotene and iron reduction. Based
on the results; the three extracts have a potential radical scavenging and antioxidant moderate
compared to standard antioxidants employees.

The capacity of the essential oils inhibited microorganisms was tested on twenty
bacterial strains. The antibacterial activity was variable depending on the nature of the strain
and EO with a predominance in the bay which obtained the best results.

Biological properties observed are related to the complexity of the chemical
composition and the synergy between them.

Key words: essential oils, Laurus nobilis, Ocimum basilicum, Rosmarinus officinalis,
GC/MS, antimicrobial activity, antioxidant activity.
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Introduction générale

Gréace a sa situation géographique lui permettant de jouir d’une grande variation
climatique a laquelle s’ajoute des ressources hydriques ; 1’ Algérie regorgeant d’une richesse
floristiqgue importante. On compte environ 3000 espéces de plantes dont 15% endémique
et appartenant a plusieurs familles botaniques. Ces ressources naturelles sont importantes
pour I’économie Algérienne et pour le maintien de I’équilibre écologique de plusieurs régions

notamment celle d’El Kala.

Classé par TUNESCO comme une réserve de la biosphere, le Parc National d’El Kala
figure parmi les zones protégées les plus importantes. Le PNEK est situé a I’extréme Nord-est
d’Algérie, il s’étend sur une superficie de 78438 ha soit 26% de la surface de la wilaya
d’El-Tarf (Oulmouhoub, 2002), il est constitué d’une mosaique d’écosystémes.
Selon De Belair (1990), la flore de la région d’El-Kala compte 850 especes dont 239 especes
végétales sont des especes rares, représentant ainsi 15 % des 1611 especes rares d’Algérie

(Zeraia ,1983).

Les plantes aromatiques ont I’aptitude a synthétiser de nombreux métabolites
secondaires en réponse aux stress biotiques et abiotiques qu’ils peuvent subir. Ces métabolites
secondaires posséder diverses propriétés biologiques. Les huiles essentielles ou essences, font

partie de ce groupe de métabolite avec les alcaloides et les phénols (Haddouchi et al., 2009) .

Le choix de nos trois plantes s’est basé sur leurs utilisations fréquentes
dans nos traditions locales culinaires et médicinales, afin de revaloriser et redécouvrir notre
patrimoine national. De ce fait on s’est focalisé sur 1’un de leurs métabolites secondaires :

les huiles essentielles.

A T’heure actuelle, plusieurs travaux ont envisagé 1’utilisation de ces composeés bioactifs
comme alternatives aux multiples substances synthétiques. En effet, le développement
de la résistance microbienne aux antibiotiques, également la toxicité des antioxydants
synthétiques utilises comme additifs dans 1’industrie agro-alimentaire, sont a 1’origine
de I’engouement suscité pour les plantes caractérisées par leurs propriétés biologiques.
Le terme «biologique» comprend toutes les activités que ces mélanges des composés

complexes exercent sur I’organisme.




Introduction générale

L’objectif de notre travail est la valorisation de la biodiversité de notre région a travers
I’étude des huiles essentielles de trois plantes aromatiques (Laurus nobilis,
Rosmarinus officinalis et Ocimum basilicum). La valorisation de ces plantes englobe plusieurs
aspects, le criblage phytochimique des huiles essentielles et 1’évaluation de leurs activités

biologiques (antimicrobienne et antioxydante).
Notre manuscrit est scindé en cing chapitres :
Le premier chapitre consacré a 1’étude bibliographique est divisé en deux parties :

e La premiere est dédiée a une description botanique générale des especes étudiées
(Laurus nobilis, Rosmarinus officinalis et Ocimum basilicum) et leurs répartitions
géographiques.

e Ladeuxieme partie donne un apercu sur les huiles essentielles et leurs modes d’action.

Dans le deuxiéme chapitre, nous avons axé notre travail sur une étude histologique
des plantes étudiées en premier temps, suivi d’extractions de leurs huiles essentielles et leurs

analyses par GC/MS afin de quantifier et d’identifier leurs compositions chimiques.

La mise en évidence in vitro du potentiel antioxydant des huiles essentielles extraites
est présentée dans le troisieme chapitre. Ainsi, nous avons employé trois méthodes : le test

du piégeage du radical libre DPPH, le test de blanchiment de f-caroténe et la réduction du fer.

Le quatrieme chapitre aborde une étude du pouvoir antimicrobien des HES vis-a-vis

d’une vingtaine de souches bactériennes.

Les résultats et la discussion de chaque expérimentation de notre travail, sont exposés
dans chaque chapitre qui lui est dédié.

Pour terminer, une conclusion générale sur 1’ensemble de cette étude ainsi que

les perspectives ont été dégagées.




CHAPITRE | :
Apercu bibliographigue



Partie | : Description botanique des plantes étudiees

1. Famille des Lamiacées

La famille des lamiacées connue également sous le nom des labiées, comporte
environ 258 genres pour 6900 espéces plus ou moins cosmopolites; mais dont la plupart
se concentrent dans le bassin méditerranéen tel que le thym, la lavande et le romarin
(Botineau, 2010). Elle est divisée en deux principales sous-familles: les Stachyoideae

et les Ocimoideae.

Les lamiacées sont des herbacées ayant la consistance et la couleur de 1’herbe, parfois
sous-arbrisseaux ou ligneuses (Botineau, 2010). Une grande partie de ces plantes
sont aromatiques riches en I’huile essentielle d’ou leur intérét économique et médicinal.
Entre autres, un grand nombre de genres de la famille des Lamiaceae sont des sources

de terpenoides, flavonoides et iridiodes glycosylés.

1.1. Genre Rosmarinus

Le genre Rosmarinus ne regroupe que trois especes (Bartels, 1997):

e Rosmarinus officinalis Linné, de loin I’espéce la plus aromatique et importante.
e Rosmarinus eriocalix Jord. & Fourr.
e Rosmarinus tomentosus Huber-Morath et Maire, morphologiquement tres proche

de R. eriocalyx.

1.1.1. Rosmarinus officinalis L.

Le nom latin Rosmarinus est interprété, comme dérivé de "ros" rosée et "marinus"
appartenant a la mer autrement rosée marin, ce qui fait référence a la présence du romarin
sur les cotes et les Tles de la Méditerranée et a diverses légendes liées a cette plante
(Guinochet, 1973).
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» Position systématique (Quezel et Santa, 1963)

Régne : Plantae.
Embranchement: Spermaphytes.

S/IEmb : Angiospermes.

Classe : Dicotylédones.
S/Classe : Gamopétales.

Ordre: Lamiales.

Famille : Lamiaceae.

Genre : Rosmarinus.

Espece : Rosmarinus officinalis.
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Figure 01: Rosmarinus officinalis L. (Photo: Ouibrahim, 2012)

1.1.1.1. Description botanique du Rosmarinus officinalis L.

Le romarin se présente sous forme d’arbuste, sous arbrisseau ou herbacé, mesurant

environ de 0.8 a 2m de hauteur.

La tige est ligneuse et carrée. Les feuilles sessiles et opposées, sont persistantes
et vivaces. Elles sont enroulées sur les bords, vertes a la face supérieure, velues et blanchatres
a la face inférieure dont elle est parcourue par une nervure médiane (Garnier et al, 1961).

Elles possedent des poils sécréteurs qui lui conférent une odeur aromatique spécifique.
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Les fleurs bleu lavande a blanche (variétés albiflorus) sont disposées en courtes grappes
a laisselle des feuilles, sur la partie supérieure des rameaux (Garnier et al, 1961),
la floraison a lieu presque toute I’année. Le calice bilabié, pulvérulent, nu a la gorge, présente

un tube campanulé a 3 divisions dont la plus large est la levre supérieure.

La corolle, plus longue que le calice dont elle s’¢largit sur 2 lévres inégales, la 1évre
supérieure a 2 lobes et la levre inférieure a 3 lobes qui posséde un médian le plus développé

et concave (Quezel et Santa, 1963).

L’androcée comporte 4 ¢tamines dont 2 sont stériles et réduites a des crochets.
Les 2 autres, saillantes, sont insérées sur la gorge par leur filet muni d’une petite dent.

Ces 2 étamines sont des anthéres allongées uniloculaires et déhiscents par une seule fente.

Le gynécée se compose d’un style se terminant par un stigmate qui se développe souvent

apres les étamines. L’ovaire a 2 carpelles divisés en 2 parties.

Le fruit est tétrakéne brun dont chaque partie renferme un seul embryon sans albumen.

Libualae
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Rosmarinus offfciaalis L.

Figure 02: Aspect morphologique de Rosmarinus officinalis L. (Kéhler, 1897)
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1.1.1.2. Répartition géographique

Plante indigéne poussant spontanément dans toute 1’Algérie (Quezel et Santa, 1963),
le Rosmarinus officinalis est originaire du bassin méditerranéen (lserin et al., 2001).
Commun dans les maquis, les garrigues et les foréts claires, il est sub-spontané en plusieurs
endroits privilégiant un sol calcaire, de faible altitude, ensoleillé et modérément sec
(Schauenberg et Paris, 1977).

1.1.1.3. Composition chimique

La littérature est particulierement riche sur les huiles essentielles de Rosmarinus

officinallis, elle en posséderait un rendement de 1 a 2.5%.

En plus de I’huile essentielle, on distingue 2 a 4% de dérivés tritérpéniques tels que :
I’acide ursolique, 1’acide oléanolique, 1’acétate de germanicol ; des lactones diterpéniques :
picrosalvine, dérivés de 1’acide carnosolique, rosmanol, rosmadial , des acides phénoliques ,
des acides gras hydroxylés surtout des dérivés de 1’acide décanoique , des acides gras
organiques : ’acide citrique, glycolique et glycérique , des stérols, de la choline, du mucilage

et de la résine (Bellakhdar, 1997).

Entre autre, Gonzalez trujano et ses collaborateurs en 2007 ont démontré d’aprés
un criblage phytochimique la présence de flavonoides, des tanins, des saponines et 1’absence

des alcaloides.

Concernant les éléments minéraux, la spectrométrie d’émission atomique a pue identifié
18 éléments Al : 146.48 mg/kg ; Ca : 7791.80 mg/kg ; Fe : 330.16 mg/kg ;
K : 14916.23 mg/kg ; Mg : 1634.55 mg/kg ; Na : 2711.87 mg/kg ; P : 1474.60 mg/kg ;
Cr:97.36 mg/kg ; Sr: 74 .65 mg/kg (Arslan et al., 2007).

1.2. Genre Ocimum

Le genre Ocimum originaire d’Asie méridionale, d’Iran et du Moyen-Orient ; compte
une centaine d’espéces (Hiltunen et Holm, 1999). C’est un groupe important de plantes
herbacées ou buissonnantes, annuelles ou vivaces. Egalement, les espéces de ce genre
sont genéralement aromatiques dont les huiles essentielles trouvent diverses utilisations

dans la parfumerie, cosmétique et médicinales.
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1.2.1. Ocimum basilicum L.

Le basilic est une plante aromatique de la famille des Lamiacées. Elle est utilisée
dans plusieurs domaines : cuisine, médecine, horticulture, etc. Les parties les plus utilisées

sont les feuilles et les graines (Arabaci et Bayram, 2004).

» Position systématique (Dupont et Guignard, 2012) :

Régne: Plantae.

Embranchement: Magnoliophyta.

Classe: Magnoliopsida.
S/Classe: Asteridae.

Ordre: Lamiales.

Famille : Lamiaceae.

Genre : Ocimum.

Espece : Ocimum basilicum L.

1.2.1.1. Description botanique d’Ocimum basilicum L.

Les feuilles sont pétiolées, opposées, lancéolées et soyeuses. Elles possedent des pointes
émoussées ou acuminées, entieres ou plus ou moins dentées avec des poils sur les bords.
De couleur verte, plus ou moins foncée ou parfois rougeatre. Leurs tailles varient

selon les variétés de 2 a 3 cm jusqu’a 7cm.

Les tiges sont simples ou ramifiées, quadrangulaires généralement ligneuses a leur base

comme chez beaucoup de lamiacées.

Les fleurs sont petites et regroupées en épis a l'extrémité des rameaux et a l'aisselle
des feuilles. Elles sont de couleur créme, blanche, rose ou violacée selon la variété
(Arabici et Bayram, 2004; Koudjéga, 2004) et sont accompagnées de bractées de 1-1,5 cm.
Le calice est soudé en 5 lobes: un sépale supérieur arrondi et quatre autres courts et étroits.
La corolle porte deux lévres: une supérieure constituée de quatre lobes et une inférieure plus
longue, concave et arrondie. Chaque fleur porte 4 étamines et des stigmates divisés en deux

lobes a leur extrémité (Koudjéga, 2004).
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Les fruits sont des tétrakénes renfermant chacun une seule graine marron-noire

oblongue. Le systéme racinaire est du type pivotant (Arabici et Bayram, 2004).

Figure 03: Ocimum basilicum L. (Photo: Ouibrahim, 2011)
1.2.1.1. Répartition géographique

Originaire d’Asie mais cultive sur tout le pourtour méditerranéen. Le basilic
est une plante annuelle en Europe sous climat tempéré, mais vivace sous climat tropical
(Botineau, 2010).

1.2.1.2. Composition chimique

L’O.basilicum L. contient divers métabolites secondaires tels que les huiles essentielles
a des teneurs variant entre 0,5 a 1,5%, et dont la composition différe selon le chémotype,
I’origine et la période de récolte. Ainsi on pourrait retrouver dans les huiles essentielles

des HEs a 1,8 cinéole, eugénol, méthyl chavicol, linalool et estragol.

Les feuilles de basilic contiennent également environ 5% de tanins, I'acide oléanolique
(0,17%) et d'une petite quantité d'acide ursolique, proteines (14%), de glucides (61%),
ainsi et des concentrations relativement élevées de vitamine (A, Bl, B2, C et E) et l'acide

rosmarinique (Leung et Foster 1996).

En outre, elles renferment des flavonoides (0,6 a 1,1%) dont flavonoides aglycones tels

gue quercetine et kaempférol (Viorica, 1987).
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Les graines de basilic contiennent du mucilage , des polysaccharides et de I'huile fixe
qui se compose de I'acide linoléique ( 50%) , acide linolénique ( 22%) , acide oléique (15% ),

ainsi que 8 % d'acides gras insaturés ( Malik et al. , 1989 ).

2. Famille lauraceae

Dans 1’ordre des laurales on retrouve la famille des lauraceae. Considéré comme parmi
les plus primitifs des angiospermes. Cette famille comporte 2000 a 2500 especes réparties
en cinquantaine de genre dont Cinnamomum (cannelle), Cryotocarya, Laurus (laurier)

et Persea (avocatier) (Spichiger et al., 2002).

Principalement composé de plantes ligneuses, arbres ou arbustes odorants (rarement
liane parasite (cassytha)) (Spichiger et al., 2002). La plupart de ses espéces sont aromatiques

(feuilles ou écorces).

2.1. Genre Laurus
Le genre est originaire des Tles Canaries et du bassin méditerranéen comprend trois
especes d'arbres ou d'arbustes persistants : Laurus nobilis, Laurus azorica et Laurus

novocanariensis.

2.1.1. Laurus nobilis L.

Consacré a Apollon et Esculape « dieux de la santé et de la médecine » chez les grecs,
en couronnant les empereurs et les héros chez les romains ; le laurier noble jouit d’une place
importante tant dans le domaine mythologique, culinaire et médicinale depuis 1’antiquité
(Vetvicka et Matousova, 1991).

Le laurier, ou laurier-sauce (laurus nobilis L.) est un arbuste ou un arbre de la famille
des Lauraceaes, a feuilles persistantes et coriaces (Vetvicka et Matousova, 1991).
Etymologiquement, le nom latin laurus signifiant « toujours vert » fait allusion au feuillage
persistant de la plante et nobilis du latin « fameux » (Pariente, 2001). Son nom et aussi
symbole du succés dans nos jours a travers le baccalauréat du latin « Bacca Lauri » soit baies
de laurier (Zhiri et al., 2005).

10
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» Position systématique

La classification botanique de Laurus nobilis L. d’aprés (Quezel et santa, 1962)

Régne : Plantes.
Sous régne : Plantes vasculaires.

Embranchement : Spermaphytes.

S/Emb : Angiospermes.
Classe : Dicotylédones.

S /classe : Dialypétales.
Ordre : Laurales.
Famille : Lauracées.
Genre : Laurus.

Espeéce : Laurus nobilis L.

Figure 04: Laurus nobilis L. (Photo : Ouibrahim, 2011).

2.1.1.1. Description botanique

Le laurier est un arbuste ou arbre aromatique de 2 a 10m de hauteur a croissance lente,
et au tronc droit ramifi¢ des la base avec un sommet conique, et s’arrondissant en fil
du temps. L’écorce est noire a gris foncé et lisse. Ces branches remontent en oblique
avec des jeunes pousses fines, glabres et brun rougeéatre dont les bourgeons sont étroits, verts

rougeatres et longs de 0,2 a 0,4cm (Quezel et santa, 1963).

11
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Le feuillage est persistant avec des feuilles aromatiques, simples, alternes et coriaces
dont le pétiole mesure de 2 a 5cm, longues de 5 a 12cm et large de 2 a 6cm.
Elles sont lancéolées, légéerement ondulées et entaillées au bord; de couleur vertes foncées,
brillantes sur la face supérieure et verte clair au-dessous avec des nervures latérales pennées
et rougeatres (Quezel et santa, 1963).

Les fleurs sont dioiques de 0,4 a 0,8cm unisexuées avec une couleur jaune verdatre,
a périanthe simple soudé a la base. Groupé en 4 & 6 ombelles. Les fleurs méles possedent
8 a 12 étamines rudimentaires et les fleurs femelles sont dotées d’un ovaire hypogyne

a un compartiment avec un stigmate en trois parties.

Le fruit est une baie ovoide, soutenue par le tube périanthaire peu dilaté.
De 2cm de longueur a 1cm de largeur, le fruit est noir vernissé renfermant une seule graine
libre (Beloued, 2005). Le mésocarpe charnu renferme de I’huile et des cellules a huile

essentielle. Les cotylédons épais sont également riches en lipides (Myose et Paris, 1976).

Figure 05 : Aspect morphologique de Laurus nobilis (Beloued, 2005).

12
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2.1.1.2. Répartition géographique

Le laurier est la seule espéce représentant la famille lauraceés dans la région
méditerranéenne d’ou elle est originaire. Actuellement, la plante est largement cultivée
comme plante ornementale et pour la production commerciale dans beaucoup de pays tels
que I’Algérie, la Turquie, la France, la Gréce, le Maroc, I’ Amérique centrale et les Etats-Unis
Méridionaux (Demir et al., 2004; Barla et al., 2007).

2.1.1.3. Composition chimique:

Les feuilles du Laurus nobilis renferment plusieurs substances actives dont les huiles
essentielles. Cette derniére représente 1 a 3% du poids sec, elle contient 30 a 70% de 1-8
cinéol (eucalyptol) , ainsi que plusieurs composés terpéniques : linalol (8 a 16%), sabinene,,

géraniol, eugénol 3%, pinene et terpinene (Bruneton 1993).

Entre autres, on retrouve dans les feuilles également des alcaloides aporphiniques,
comme la cryptodorine ou l'actinodaphnine (Kivgak et Mert, 2002), des flavonoides polaires
(dérivees glycosylées de quercétine, kaempferol et de catéchine) et apolaires (quatre derives
acylés de kaempferol) (Fiorini et al., 1998 ; Kivcak et Mert, 2002) et sesquiterpénes

lactones. Les feuilles peuvent aussi contenir des tanins.

13
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Partie Il : Huile essentielle

1. Généralité

L’huile essentielle, essence ou également appelé huile volatile, est I'ensemble d'extraits
volatils de composition complexe obtenu des plantes aromatiques. D'apres 1’Association
Francaise de Normalisation (AFNOR, Edition 2000), a défini les huiles essentielles comme
étant : des produits obtenus soit a partir de matiéres premieres naturelles par distillation
a l’eau ou a la vapeur d’eau, soit a partir des fruits de Citrus par des procédés mécaniques

et qui sont séparés de la phase aqueuse par des procédés physiques.

L'odeur et la volatilité des essences contribuent dans les interactions entre les végétaux
¢galement entre végétal et [D’animal ou elles constituent un moyen de défense
avec sont action répulsive contre les prédateurs (micro-organismes, champignons, bactéries,
animaux herbivores). Elles peuvent également participée a l'attraction des insectes

pollinisateurs.

2. Origine et localisation des HEs :

Les huiles volatiles peuvent étre considérées comme des résidus du méetabolisme
végétal. Suite a la photosynthése au niveau des chloroplastes, 1’énergie produite
(sous forme de glucides, NADPH et d’ATP) contribue au développement de la plante
et indirectement a la biosynthese de multiples composés secondaires parmi elles les huiles

essentielles (Narishetty et Panchagnula, 2004).

Les essences sont synthétisées par les végétaux supérieurs, il y aurait environ 17 500
espéces aromatiques réparties dans une cinquantaine de familles dont les Lamiaceae,
les Asteraceae, les Rutaceae et les Lauraceae. Ces espéces sont caractérisées par la présence
d’organes spécifiques responsables de la synthése et de stockage des huiles essentielles :
les poches (Myrtacées, Rutacees) ou les canaux sécréteurs, les poils sécréteurs (Lamiaceae)
et les cellules sécrétrices (Zingiberaceae, Lauraceae) (Bruneton, 1993). L’accumulation
des HEs peut étre dans toutes les parties de la plante : sommités fleuries (lavande), écorces

(cannelier), rhizomes (Gingembre), fruits (Anis)...etc.

14
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3. Propriétés physico-chimiques
3.1. Propriétés physiques

Les propriéteés physiques des huiles essentielles se résument en leurs indices, pouvoir

rotatoire, viscosité, densité, solubilité dans I'alcool, point d'ébullition et congélation.

Généralement incolores ou jaune péle, les essences sont liquides a température
ambiante. La nature huileuse des HEs, la rend liposoluble ainsi elles sont peu solubles
dans 1’eau mais le sont dans les solvants organiques apolaires, les huiles grasses,

et dans les alcools.

Les huiles essentielles sont extrémement volatiles et sensibles a 1’oxydation.
Elles ont tendance & se polymériser en donnant lieu a la formation de produits résineux

ce qui induit a la perte de ses propriétes.

Leur densité est en général inférieure a celle de 1’eau (a 1’exception des huiles
essentielles de sassafras, de girofle ou de cannelle constituent des exceptions).
Elles ont un indice de réfraction élevé et la plupart dévient la lumiere polarisée
(Baser et Buchbauer, 2010).

3.2. Propriétés chimiques

Les huiles essentielles peuvent contenir une centaine de composées différentes,
appartenant a deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques spécifiques
les terpénes et les dérivés du phénylpropane biosynthétisé essentiellement a partir de 1’acide
shikimique (Bruneton, 1993).

3.2.1. Les terpénes

Les huiles essentielles sont constituées d’un certain nombre de composés terpéniques,
généralement les plus volatils dont la masse moléculaire n'est pas élevée. Ces constituants
proviennent de l’isopréne répondant a la formule générale (C5H8)n, ils sont également
nommés isoprénoides ou terpénoides. Le terme « terpénoide » définit I’ensemble des terpénes
0Xxygeénés et non oxygeénés, alors que le terme « terpene » ne tient pas compte de la présence

d’oxygéne (Baser et Buchbauer, 2010).
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Ainsi, on distingue selon le nombre de carbone: les monoterpenes (C 10),
les sesquiterpénes (C 15), et moins fréquemment les diterpenes (C 20), les triterpenes (C 30)
et les tétraterpenes (C 40).

Certains composés terpéniques peuvent étre toxiques, répulsives ou attractifs pour

d'autres organismes, d’ou leurs rdles dans les interactions entre les plantes et plantes-animaux

3.2.1.1. Monoterpénes

On y rencontre des monoterpenes acycliques (myrcene, ocimene ), monocycliques
ou bicycliques ( pinénes, 3-caréne, camphene, sabinéne). Grace a la réactivité des cations
intermédiaires de ces terpenes, elles peuvent se rattache a un certain nombre de molécules
(Bruneton, 2008).

Hydrocarbures
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Figure 06: Différentes structures des monoterpénes (Baser et Buchbauer, 2010).
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3.2.1.2. Sesquiterpénes

L’allongement de la chaine des sesquiterpénes amplifie le nombre des cyclisations
possible, plus d’une centaine de squelettes différents ont été décrits. On trouvera également
des sesquiterpenes aves des fonctions chimiques caractéristiques : alcool (farnésol, carotol),

carbures (B-caryophylléne), cétones, ester.

Hydrocarbures
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Figure 07: Différentes structures des sesquiterpenes (Baser et Buchbauer, 2010).

3.2.2. Composés aromatiques

Les dérivés du phénylpropane (C6-C3), ou composés phénoliques s’agissant le plus
fréquemment d’allyl ou propénylphébols, et ou aldéhydes. La biosynthese par voie
phenylpropanoides débute par des aromatiques que sont la phénylalanine et la tyrosine,
Ils sont généralement caractérisés par la présence d’un groupement hydroxyle fixé a un cycle
phényle. Egalement, la synthése de ces constituants nécessite une série d’acides dont 1’acide
shikimique et I’acide cinnamique. Les phénylpropanoides sont moins répondu dans I’HE
que les terpénes, néanmoins elles sont caractéristiques dans certaines huiles essentielles
d’Apiaceac  (anis, fenouil, persil, cannelles (eugénole, myristicine, asarones,
cinnamaldéhyde)) (Bruneton, 1999).
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Figure 08 : Différentes structures des dérivés du phénylpropane
(Baser et Buchbauer, 2010).

4. Activité biologique des huiles essentielles
4.1. Activité antioxydante

Les antioxydants sont des substances capables de protéger 1’organisme contre les effets
du stress oxydatif (Beirdo & Bernardo-Gil, 2006).

On distingue trois types d’antioxydants : les antioxydants enzymatiques, les enzymes
de réparation, et les antioxydants non enzymatiques. Les substances naturelles dont les huiles

essentielles sont classées entant qu’antioxydants non enzymatiques.

L’activité antioxydante peut étre primaire ou préventive (indirecte), cette derniere
est capable de retarder 1’oxydation par des mécanismes indirects tels que la réduction
d’oxygene (Madhauvi et al., 1996).

Par contre les antioxydants a action directe sont capables de donner des électrons
a l’oxygene radicalaire afin qu’ils puissent le piéger, empéchant ainsi la destruction
des structures biologiques. Ils peuvent agir comme agents réducteurs capables de passer leurs
électrons aux ROS et les éliminer (Kohen et Nyska, 2002).

Quelques travaux ont rapporté que certaines huiles essentielles sont plus efficaces
que les antioxydants synthétiques (Hussain et al., 2010). Les effets antioxydants d'huiles
essentielles et d'extraits des plantes sont dus principalement a la présence des groupes

d'hydroxyle dans leur structure chimique (Hussain, 2009).
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4.2. Activité antibactérienne

L’une des premiéres mises en évidences in vitro de ’activité antibactérienne des HEs
date de la fin du XIX®™ siécle, lorsque Buchholtz a étudié la croissance des propriétés
inhibitrices de I’huile des graines de carvi et de I’huile de thym en 1875. Toutefois, il aura
fallu attendre le début du XX*™ siécle pour que les scientifiques commencent a s’y intéresser
(Cox et al, 2000). Dés lors, plusieurs recherches ont démontré le pouvoir antimicrobien
de certaines essences sur une large palette de micro-organismes, y compris sur des bactéries

résistantes aux antibiotiques.

Néanmoins, le mécanisme d’action des HEs sur les cellules bactériennes et fongiques
reste difficile a cerner, compte tenu de la composition complexe des huiles volatiles
(Burt, 2004). La variabilité des constituants des huiles suggére qu’elles agissent sur plusieurs
sites d’action dans les micro-organismes, étant donné que chaque composé possede

son propre mode d’action (Guinoiseau, 2010).

Les caractéristiques des huiles essentielles sont attribuées aux dérives terpénoides
et phénylpropanoides dont elles sont constituées. L’activité de ces molécules bioactives
dépend, a la fois, du caractere lipophile de leur squelette hydrocarboné et du caractere
hydrophile de leurs groupements fonctionnels. Les molécules oxygénées sont genéralement

plus actives que les molécules hydrocarbonées (Guinoiseau, 2010).

Les terpénes ainsi que les flavonoides peuvent pénétrer dans la double couche
phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne et induire sa rupture. Le contenu
cytoplasmique est déchargé a I’extérieur de la cellule impliquant sa destruction (Wendakoon
et Sakaguchi, 1995 ; Tsuchiya et al., 1996). Egalement, une perturbation chémo-osmotique
et une fuite de potassium intra-cytoplasmique peuvent subvenir, suivi de la libération d’acides
nucléiques, de L’ATP, et du phosphate inorganique (Tsuchiya et al., 1996 ; Hammer et al.,
1999 ; Daroui-Mokaddem, 2011).

D’aprés Masson et Wasserman (1987), les composés phénoliques et les aldéhydes
possédent un mécanisme similaire, avec une efficacité inhibitrice proportionnelle a leur degré

d’hydrophobiciteé.

Certains composes phénoliques des HEs interferent avec les protéines de la membrane
des micro-organismes comme 1’enzyme ATPase, soit par action directe sur la partie

hydrophobe de la protéine, soit en interférant dans la translocation des protons
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dans la membrane prévenant la phosphorylation de I’ADP (Kurita et Koike, 1982,
Knoblocet al., 1989).

La synthése de I’ADN, I’ARN, des protéines et des polysaccharides peuvent

étre inhibés par les huiles essentielles (Johansen al., 1997).

Coagulation du cytoplasme
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cellulaire }'L.k;'..,hi',-e_.lﬂalhh-u.:. cytoplasmique
Protéines

membranaires

Figure 09: Sites d’action des huiles essentielles sur la cellule bactérienne (Burt, 2004).

4.3. Activité antifongique

De plus en plus, les essences sont utilisées dans 1’industrie agro-alimentaire comme
aromes egalement comme conservateurs alimentaires. Les huiles essentielles agissent
sur un large spectre de moisissure et de levure en inhibant la croissance des levures
et la germination des spores, I’élongation du mycélium, la sporulation et la production

de toxines chez les moisissures.

Comme pour I’activité antibactérienne, le pouvoir antifongique est attribué a la présence
de certaines fonctions chimiques dans la composition des HEs. Plusieurs travaux ont révelé
que le pouvoir inhibiteur était essentiellement di a la réactivité de la fonction aldéhyde
avec le groupement thiol des acides aminés impliqués dans la division cellulaire
(Kurita et al., 1979).
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D’autres auteurs ont démontré que la formation d’un complexe entre le donneur
d’¢lectrons et 1’aldéhyde induit un changement de 1’état ionique de la membrane traduisant
par un déséquilibre d’échange avec le milieu extérieur. Ce déséquilibre entraine la mort

cellulaire (Baser et Buchbauer, 2010).

Cependant, les phénols (eugénol, chavicol 4-allyl-2-6- diméthoxyphénol) sont plus

antifongiques que les aldéhydes testés (cinnamique et hydro cinnamique) (Laib, 2010).

5. Toxicité des huiles essentielles

Certains constituants aromatiques des HEs possedent de multiples vertus, cependant
elles peuvent présenter une toxicité a tres forte dose (essentiellement les cétones mono
terpéniques) ; suivant la citation de Pracelse : « Tout est poison, rien n’est poison, seule la
dose compte ». Généralement, les huiles essentielles ingérées par voie orale ont une toxicité
aigué faible (Tableau 01).

Ainsi I’ingestion massive peut conduire a une neurotoxicité issue des HEs a thyone
(thuya, absinthe, sauge) ou a pinocamphone. Ces cétones peuvent provoquer des crises

épileptifomes et tétaniformes, des troubles sensoriels.

Tableau 01 : Dose létale de quelque huile essentielle (Bruneton, 1999)

Anis, Eucalyptus, Girofle 2 a5 g/kg
Camomille, Citronnelle, Lavande, Marjolaine <5 g/kg
Basilic, Estragon, Hysope 1a2g/kg
Origan 1,5ml/kg
Sassafras 1,9 g/kg
Wintergreen 0,9 41,25 g/kg

6. Situation économique des huiles essentielles

Les huiles volatiles sont des matiéres premiéeres importantes pour la parfumerie,
le cosmétique, I'industrie des ardbmes. Ces substances sont également utilisées dans I'industrie
pharmaceutique aussi bien comme sources de substances actives que pour l'aromatisation
de divers produits (Moretti et al. 2002).
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La production des HEs produites dans le monde varie considérablement, annuellement
elles peuvent dépasser 35 000 tonnes tandis que d’autres ne peuvent atteindre que quelques
kilogrammes (Baser et Buchbauer, 2010). Cette variabilité de production revient
essentiellement a la disponibilité des plantes. Egalement, la production est tres limitée quasi
impossible dans les pays nordiques couverts de neige en permanence. Chaque région possede
ses propres flores caractéristiques. Quelques plantes peuvent étre endémiques,
se limitant a une zone particuliere telle que Santalum album en Inde et au Timor en Indonésie,

Pinus mugo dans les Alpes européennes, Thymus numidicus dans le Maghreb.

Les principaux pays producteurs d’HE en Afrique sont 1'Algeérie, le Maroc, la Tunisie,
I'Egypte et la Cote d'Ivoire. En Europe ce sont les pays méditerranéens : Italie, Espagne,
Portugal, France, Croatie, Albanie et Grece, qui produisent tous des huiles essentielles
en quantités industrielles. Egalement les pays d'Europe centrale et de 1’Est,
tels que la Bulgarie, la Roumanie, la Hongrie et I'Ukraine, I'immense Fédération de Russie.
Ces derniers jouissent d’une ressource de plantes sauvages importante grace a leurs vastes

zones de terres cultivées.

En Asie, la diversité du climat permet une production d'HEs importante.
La Chine et I'Inde jouent un r6le majeur suivies de I'Indonésie, le Sri Lanka et le Vietnam
(Baser et Buchbauer, 2010).
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CHAPITRE Il: Etude anatomique et étude
phytochimique des huiles essentielles

1. Introduction :

Les végétaux supérieurs peuvent produire deux sortes de métabolites: les métabolites
primaires (protéines, polysaccharides..ect) nécessaires a la croissance et au developpement
de I’organisme ; et les métabolites secondaires dont les huiles essentielles.

Les métabolites secondaires sont synthétises et employés par les végétaux
dans des multitudes fonctions adaptatives notamment en réponse aux stress biotiques
et abiotiques qu‘ils peuvent subir. Ces substances constituent une source de molécules
bioactives, avec des propriétés physico-chimiques diverses et multiples vertus biologiques
(antimicrobien, antioxydant, anti-tumorale et anti-inflammatoire...). D’ou 1’intérét,
d’effectuer des analyses qualitatives et quantitatives des constituants des métabolites
secondaires.

Vu la complexité de la composition chimique des huiles essentielles, dans ce chapitre
le rendement et le criblage phytochimique par CPG/MS des trois huiles essentielles testées
ont été effectué et comparé avec la littérature.

2. Matériel et méthode

2.1. Matériel végétal

Les feuilles de Laurus nobilis L., Rosmarinus officinalis L. et d ’Ocimum basilicum L.
ont été récoltées au Parc National d'EL KALA dans la wilaya d’EL TAREF (latitude
de 36°52 Nord et a une longitude de 8°27 Est), au mois d’avril 2012. L'identification
des especes végétales est réalisée au laboratoire de botanique médicale de 1'université

de médecine d’ Annaba.

Le matériel végétal recueilli a été séché a une température ambiante et a I’ombre,

afin de préserver au maximum I’intégrité de leurs molécules.
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Figure 10: Localisation géographique du Parc National d’El Kala
(Google earth).

2.2. Coupe histologique

Afin de mettre en évidence les différents types tissulaires de nos plantes
ainsi que les organes responsables de la production des huiles essentielles, nous avons réalisé
une étude histologique sur les feuilles et les tiges. Ces derniéres sont utilisées a 1’état frais,

ensuite coupées et conservées dans 1’éthanol a 75%.

» Principe

La technique employée est la double coloration vitale (double coloration des parois).
Cette méthode a pour but de renforcer le contraste et de rendre plus évident les différents
constituants tissulaires. Grace a la réaction successive sur les coupes fines des solutions
d’hypochlorite de sodium et d’hydroxyde de sodium dilué, résultant la destruction
des organites cellulaire et la conservation des parois cellulaires.

On obtiendra la coloration en rose des membranes cellulosiques (parenchyme
cellulosique, liber et collenchyme) et en vert les membranes lignifiées ou sclérifiées

(bois, sclérenchyme).
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» Mode opératoire
e Réalisation des coupes
A T’aide d’un bistouri, on découpe des feuilles et des tiges sélectionnées d’une maniére
a obtenir des tranches transversales trés fines. Ces coupes sont déposées dans des tamis préts

a la coloration.

e Double coloration
Les coupes obtenues sont placées successivement dans :

- Hypochlorite de sodium (eau de javel) pendant 15 min afin d’éliminer le contenu
cellulaire et n’avoir que les parois squelettiques.

- Lavés soigneusement les échantillons a I’eau distillée pour enlever [’exces
d’hypochlorite.

- Deuxieéme lavage a I’eau distillée.

- Vert de méthyle pendant 10 a 15 min qui colore les parois lignifiées et les tissus
sclerifiés en vert, bleu ou violet.

- Lavage et placer les coupes dans la solution de rouge du Congo (8 a 10min)
pour colorer les tissus cellulosiques en rose.

- Dernier lavage et monter finalement les coupes entre lame et lamelle au microscope

optique au grossissement 10 et 40.

2.3. Extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles des trois plantes étudiées ont été extraites par hydrodistillation
grace a un appareil du type Clevenger. Cette technique est basée sur 1’immersion
d’un échantillon solide dans I’eau portée a ¢ébullition. La vapeur saturée d’huiles essentielles
traverse un serpentin ou elle se condense pour donner deux produits: I’eau florale et 1’huile

essentielle.

» Mode opératoire

Les feuilles sechées ont été mises dans une fiole de 1000ml qui fut remplie avec 700ml
d’eau distillée; la fiole avec son contenu a été mise sur le chauffe-ballon. Les huiles
essentielles entrainées par les vapeurs d’eau générées dans la fiole sont dirigées vers le col

de cygne (le coude) qui relie la fiole avec le réfrigérant.
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Une fois arrivées dans le réfrigérant, elles se condensent rapidement et se retrouvent
dans I’ampoule a décantation qui permet la séparation immédiate de 1’essence par sa densité.
Aprés 2 heures d’extraction, I’huile essentielle a été recueillie dans un petit flacon en verre
hermétique et recouvrit de papier aluminium pour le protéger de la lumiere. On le conserve

au réfrigérateur.

» Calcul de rendement
Le rendement de I’HE est défini comme étant le rapport entre la masse d’HE obtenue
et la masse du matériel végétal traitt (AFNOR, 1986). Le rendement est exprimé

en pourcentage :

R(%): MHE/ Ms X 100

R : Rendement de I’HE en %.
Mye : Quantité d’extraits récupérée en g.

Ms : Quantité de la maticre végétale seche utilisée pour I’extraction exprimée en g.

2.3. Détermination de la composition chimique des huiles essentielles par CPG/MS

La détermination de la composition chimique des huiles essentielles a été effectuée
par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG/SM).

» La chromatographie en phase gazeuse :

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une technique couramment utilisée
pour la séparation, [I’identification et le dosage des constituants chimiques.
La chromatographique consiste a séparer les composés d’un mélange en fonction des vitesses
d’entrainement a travers une phase stationnaire contenue dans une colonne et une phase
mobile gazeuse (gaz vecteur) (Arpino et al., 1995).

La possibilit¢ de coupler les chromatographes a divers spectrometres augmente
considérablement la quantité et la qualité des informations obtenues. En CPG/SM,
la comparaison informatique des spectres d’un pic inconnu avec une ou plusieurs références

permet son identification (Brunneton, 1993).
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Figure 11: Appareil de chromatographie en Phase Gazeuse couplée a la spectrophotométrie
de masse (Photo : Moussaoui, 2011).

» La spectrophotométrie de masse :

La spectrophotométrie de masse repose sur [’ionisation et la fragmentation
des molécules. Leur ionisation entraine en effet une accumulation d’énergie
qui en se dissipant, peut provoquer la rupture des liaisons interatomiques et donner naissance
a des fragments caractérisés par le rapport de leur masse et leur charge. Les différents
fragments ainsi produits, sont accélérés avant de parvenir a un analyseur appelé filtre
de masse, qui les sépare. Le recueil sélectif des différents ions permet 1’établissement

d’un spectre caractéristique appelé : spectre de masse.
» Mode opératoire :

Les constituants de 1’huile essentielle ont été identifiés par CPG/MS. L'analyse a été
réalisée par un chromatographe a phase gazeuse du type Chimadzu couplé a un spectrométre
de masse. La colonne capillaire était du type QP 2010 S de 25 m longueur, diameétre
0.25 mm. Le débit du gaz porteur (hélium) était de 1,5 ml / min. 1ul d’huile essentielle a été
injecté, en utilisant le mode split. La température de la colonne a été maintenue a 60°C
pendant 5 min puis augmentée de 5°C par min jusqu’a 220°C. Le détecteur était a I’ionisation

de flamme (FID).
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3. Résultats et discussion

3.1. Etude histologique

Dans I’ensemble, les coupes histologiques de nos trois plantes semblent posséder
la méme organisation tissulaire, mais chaque plante se caractérise par une forme, une taille
et quelques tissus cellulaires (poils secréteurs et poche) propres a la famille a laquelle

elle appartient. Ces caractéristiques resultent également des adaptations aux facteurs

environnementaux.

Parenchyme cortical

Anneau scléreux
péricyclique

Cellule a essence
Phloéme secondaire

Xyléme secondaire

Parenchyme médullaire

Cambium

Figure 12: Coupe histologique d’une tige de Laurier noble (X10).
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Epiderme
Poil sécréteur

Parenchyme corticale

Phloeme

Xyleme

Parenchyme médullaire

Collenchyme angulaire

Figure 13: Coupe histologique de la tige du Basilic (X10).

Cuticule

Poil sécréteur

Epiderme
Parenchyme corticale
Xyléme
Phloéme

Parenchyme Médullaire

Figure 14: Coupe histologique de la tige du romarin (X10).

Les tiges du laurier, basilic et romarin sont sub-cylindriques, mais les deux derniéres
présentent quatre angles peu marqués typiques de la famille des lamiacées. Les amas

de collenchyme angulaire sous épidermique sont responsables de 1’aspect quadrangulaire.
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Concernant les feuilles, elles sont du type dicotylédone avec une nervure principale formée
essentiellement par un faisceau cribro-vasculaire. Pour le romarin, la structure de la feuille
est adaptée a la sécheresse par sa cuticule épaisse sur la face supérieure et sa forme a bord
enrolés vers I’intérieur.

Les coupes transversales montrent de 1’extérieur vers 1’intérieur les tissus suivants:

Tissu de revétement : Représenté par 1’épiderme dans les trois plantes sur leurs feuilles

et sur leurs tiges. Il est constitué d’une seule assise cellulaire recouverte d’une cuticule.

Précédemment citée, la feuille du romarin possede un épiderme inférieur cutinisé
avec un feutrage dense de poils tecteurs afin de limiter la perte d’eau par évaporation.

Il porte également des stomates qui permettent les échanges gazeux.
Tissu de remplissage : Présent dans toutes les coupes, c’est le parenchyme.

Au niveau des feuilles, le mésophylle des trois plantes est composé¢ d’un parenchyme
lacuneux a la face dorsale et un parenchyme palissadique chlorophyllien & la face ventrale
(siége des échanges gazeux).

Concernant les tiges, on note la présence du parenchyme cortical sur les trois coupes,
délimité par 1’épiderme a I’extérieur formé par des cellules a paroi mince et cellulosique,

allongées et au centre de la tige on retrouve un parenchyme médullaire.

Tissu de soutien : Formé par le collenchyme qui soutient les faisceaux cribro-vasculaires
des nervures dans les feuilles de toutes les coupes. Dans les tiges, le soutien est assuré
par des fibres péricycliques essentiellement dans le basilic et le romarin; par contre
chez le laurier, il s’agit d’'un  anneau scléreux péricyclique hétérogene résultant

de I’encastrement des paquets de fibres.

Tissu conducteur : Le systeme vasculaire est formé par le faisceau libero-ligneux, ce dernier
est composé de phloeme et de xyléme ainsi qu’une structure secondaire (xyléme II et phloéme

I1) séparée par le cambium.

Tissu sécreteur : Les plantes de la famille des lamiacées sont caractérisées par les poils
sécréteurs qu’on retrouve dans le basilic et le romarin (Marin et al., 2006 ;
Bottega et Corsi, 2000). Ce sont des trichomes glandulaires capités pouvant synthétiser

et contenir 1’huile essentielle, elles sont constituées d'une seule cellule basale encrée
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dans I’épiderme, d’un cou porteur court unicellulaire ou bicellulaire et d’une large téte

sécrétrice constituée d'une ou de huit cellules sécrétrices disposées en rosaces.

La récupération des lors de I’extraction des huiles essentielles se fait par rupture de la cuticule
(Wagner et al., 2004 ; Sharma et al., 2003).

Chez le laurier, la structure sécrétrice est une cellule & essence localisée

dans le parenchyme des deux organes.

Téte d’un poil sécréteur

Touffe de poils tecteurs

Bord replié du limbe

Figure 15 : Face inférieure de la feuille du Romarin (vue au binoculaire).

: k
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Figure 16: Poils épidermiques (tecteurs et sécréteurs) chez le Romarin.
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3.2. Rendements

Les rendements en huiles essentielles de Rosmarinus officinalis L., Ocimum basilicum
L. et Laurus nobilis L. issues de I’hydrodistillation, ont été estimée respectivement a 0,36%,
0,6% et 0,71%.

Rendement %

1,2

0,8
0,6
0,4

0,2

Basilic Romarin Laurier

Figure 17: Rendements des Huiles essentielles.

Ces résultats sont inférieurs a ceux signalés dans d’autres régions de 1’Algérie.
D’aprés Djeddi et al. (2007), le rendement du romarin d’Alger a été estimé a 0,82%,
et celui de Tlemcen a 0,6% d’aprés Atik Bekkara et al, (2007) a 0,6%. La teneur en HE
du romarin a été également en dessous de celle du Maroc avec 0.54% (Derwich et al., 2011).

Concernant le rendement de 1’essence volatile du basilic, Brada et al. (2011) ont relevé
un rendement de 0.7£0.1% dans la région d’Ain-Defla. Le laurier provenant de Tlemcen
a quant a lui exprimer un taux de 1,2% (Haddouchi et al., 2009).

Le faible rendement des HEs du romarin et du laurier par rapport a d’autres travaux,
peut-étre due a la forte humidité qui caractérise la région d’El Kala. Il est connu
gue les rendements maximaux sont obtenus par temps sec. Par contre le rendement du basilic
est dans les normes, car il se développe dans son biotope. La récolte des trois plantes a été
effectuée pendant le stade végétatif, ce qui peut aussi expliquer le faible rendement obtenu.
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En fait, le rendement en huile essentielle est sous la dépendance de l'origine
géographique, le stade phénologique et les facteurs environnementaux tels que la température
et la qualité du sol (Bruneton, 1993; Bennadja et al., 2013).

3.3. Composition chimique des huiles essentielles

Les résultats de I’identification des composés chimiques par CPG/SM des HEs
des 3 plantes de la région d’El Kala sont représentés dans les tableaux 02, 03 et 04.

L’analyse chimique a fait ressortir 34 constituants pour 1’huile essentielle
d’O. basilicum, ce qui correspond a 98,71% du total d’huile de la plante. Elle est constituée
majoritairement de monoterpénes dont B-linalol (22,43%), B-myrcéne (12,48%),
Alpha Terpinéol acétate (10,82%), linalol acétate (9,49%), myrcenol (9,18 %) et 1,8-cinéole
sont les principaux composants (figure 18).

En plus, la CPG/SM a permis de recenser 25 composés a partir de 1’essence
de R. officinalis; dont le bornéol, 1-verbenone, B-linalol, camphre et acétate de bonyle
sont les constituants majoritaires représentés avec des pourcentages de 29,54%, 12,41%,
11,14%, 10,45% et 6,28%. Les composants identifiés constituent 98,83% de 1’huile
(figure 19).

Finalement, 17 substances ont été dénombrées pour I’HE de L. nobilis, dominée
par la présence de 1,8-cinéole (35.31%), B-linalol (22.52%), eugenol methylether (9.17%),
camphene (7.37%) et 3-caréne (5.39%), ce qui représente 96,95% du total (figure 20).

A T’issue de ces résultats, il ressort que les trois HEs sont composés de différentes
classes terpéniques principalement les hydrocarbures monoterpéniques, également
on retrouve les sesquiterpenes, alcools et oxydes.
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4-carene

Linalol

B-pinéne
B-Myrcéne
Limonene
1,8-cinéole
BOciméne
a-Terpinoléne
Ocimeéne

3- octanol acétate
B-Linalol

Ester de linalyl
B-Terpineol
Isopinocamphre
a-Terpineol
Myrcenol
Acetate de linalyl
Nerol
Trans-geraniol
Acétate de Bornyle
a-Terpineol acétate
Transpinocarpyl acetate
Geraneol acétate
Asolinéne

Nero | acétate
a-Bisaboléne
a-Caryophyllene
Bbisaboléne
Germacréne

Cis jasmone

A -cadinene

Limonéne acide

3.622
4.426
4.585
4.997
5.934
6.332
6.758
7.568
9.543
9.965
10.405
10.59
12.792
13.252
13.466
14.154
58363
15.933
17.202
17.892
19.146
19.741
19.982
20.105
20.807
21.354
21.622
21.741
22.823
23.629
23.960
24.261

Tableau 02: Composition chimique de I’huile essentielle d’O. basilicum.

26194
393600
3235797
190342071
54141107
97938972
12714983
18103844
6234862
43797311
342512852
6245222
6556300
3021165
892873
140010528
144823804
15649821
55318160
1280477
165112441
7890273
44308014
16041120
89249305
679116
1426155
1471211
21206880
2696783
893608
1642828

0.0017
0.0300
0.2100
12.4800
3.5500
6.4200
0.8300
1.1900
0.4100
2.8700
22.4300
0.4100
0.4300
0.2000
0.0600
9.1800
9.4900
1.0300
3.6300
0.0800
10.8200
0.5200
2.900
1.0500
5.8500
0.0400
0.0900
0.1000
1.3900
0.1800
0.0060
0.1100

34



Chapitre 11 Etude anatomique et étude phytochimique des huiles essentielles

a-Azulene 29.043 10912242 0.7200
Cis geranyl acetone 30.095 957493 0.0060
Total 98.7137

Tableau 03: Composition chimique de I’Huile essentielle du R. officinalis.

a-Pinéne 3.493 2431848 3.79
B-Myrcene 4.444 347729 0.54
3-Caréne 4.857 665071 1.04
1,8-cinéole 5.198 3737253 5.83
y-Terpinéne 5.946 65073 0.10
Terpineol, cis-.beta.- 6.057 146074 0.23
(+)-4-Caréne 6.747 347831 0.54
p-Linalol 6.998 7140776 11.14
Chrysanthenone 7.312 312897 0.49
Camphre 7.843 6697594 10.45
Iso pinocarveol 7.977 218018 0.34
(S)-cis-Verbenol 8.212 2882674 4.50
3-Decyn-2-ol 8.348 35577 0.06
Limonéne époxyde 8.596 149211 0.23
Bornéol 8.819 18934943 29.54
1-Terpinéne-4-ol 9.276 1054460 1.65
a-Terpinéol 9.683 1846379 2.88
I-Verbenone 9.880 7952559 12.41
1,6-Dihydrocarveol 11.396 2189970 3.42
trans-Géraniol 12.252 106282 0.17
Bergamiol 12.424 780539 1.22
Acétate de Bornyle 13.224 4022148 6.28
(-)-cis-Myrtanyl acétate 16.267 195875 0.31
Isoeugenyl methyl ether 17.425 129683 0.20
Caryophylléne 18.570 902097 1.41
TOTAL 98,77
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Les composants

Le temps de rétention Surface du pic Quantité en %

Tableau 04: Composition chimique de 1’Huile essentielle du L. nobilis.

a- pinéne 3.663 12748929 0.89640921
3-Caréne 4.497 76733841 5.39534904
a-limonene 5.891 43240398 3.04034096
1,8-cinéole 6.285 502269866 35.3158555
y-terpinene 7.562 14651194 1.03016224
B-Linalol 10.412 320365784 22.5257227
4-terpineol 12.833 29790547 2.09464816
a-terpineol 14.196 45293431 3.18469486
a-terpineolacetate 17.929 4247002 0.29861737
Camphene 19.165 104923164 7.37741112
Isoeugenol 22.17 41769277 2.93690275
Eugenol methyl ether 23.434 130506761 9.17625807
A-cadinéne 24.007 4574595 0.32165126
a-caryophyllene 24.786 3206549 0.22546051
Isopulegol acetate 25.855 8603251 0.60491618
a-spathulenol 29.137 20397912 1.43422841
a-cadinol 31.79 12296625 0.86460658
TOTAL 96,95
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Figure 18 : Pourcentage des composants majoritaires de 1’huile essentielle
d’O. basilicum L.
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Figure 19 : Pourcentage des composants majoritaires de 1’huile essentielle

du R. officinalis L
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Figure 20 : Pourcentage des composants majoritaires de 1’huile essentielle

du L. nobilis L.
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Plusieurs travaux ont mis en évidence I’existence de multiples chémotypes d’huile
essentielle de R. officinalis dans différentes régions d’Algérie. D’aprés les résultats obtenus,
la notre s’avére étre du type Bornéol/ I-Verbenone car ces deux molécules sont majoritaires
dans ’HE.

D’aprés les résultats obtenus par Atik Bekkara et al. (2007), I’HE du romarin spontané
de la région de Tlemcen est caractérisé par la présence de a-pinéne (23,1%) suivi de camphre
(15,3%), par contre celle du romarin cultivé est riche en camphre (13,8%) et a-pinéne
(12,6%). D’autre part, 1’essence volatile d’Alger posseéde le 1,8 cinéole (52,4%) comme
constituant majoritaire (Boutekedjiret et al., 1998), de méme que celle d’Oeud Souf
qui est caractérisée par le 1,8 cinéole (29,5%) comme composant principal suivi
de 2-éthyl-4,5-diméthylphénol (12,0%), du camphre (11,5%) et le bornéol (9,4%)
(Touafek et al., 2004). Benhabiles et Ait Ammar (2001), ont étudié les HES de deux espéces
de romarin provenant de I’Est Algérien; dans cette région Rosmarinus officinalis s’est avéré
du type B-Caryophylléne (13,9 %), camphre (12,1 %) et bornéol (10,1 %).

Dans une étude antérieure, cinq chémotypes d’HE du romarin ont été répertorié

en Algérie (Lograda et al., 2013), ce qui explique la grande variabilité des résultats.

Concernant I’huile essentielle d’O. basilicum de 1la région d’El Kala,
elle est de chémotype B-linalol. D’apres Telci et al. (2006), quatre chémotypes de basilic

ont été identifiés :

e Le chémotype européen ayant le linalol comme composant principal (Italie, France,
Bulgarie, Egypte et Afrique du Sud).

e Le chémotype tropicale, riche en cinnamate de méthyle (Inde, Pakistan et Guatemala).

eLe chémotype de la Réunion possédant le méthyl chavicol comme constituant
majoritaire (Madagascar, Thailande, et Vietnam) (Vernin et Metzger, 1984;
Simon et al, 1999).

¢ Le chémotype eugénol d'Afrique du Nord et de la Russie (Vernin et Metzger, 1984).

Hadj Kelifa et ses collaborateurs (2012), ont également identifié le linalol
comme composant principal avec un taux de 32,83% suivi d’acétate de linalyle 16%),
lors d’une étude sur 1’huile essentielle du basilic issu de la région de Khemis Miliana.

Ces résultats sont semblables a ceux obtenus par Brada et al. (2011) sur I’HE du basilic
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de la région de Chlef. Ainsi il ressort que I’HE du basilic de différentes régions d’Algérie
est de chémotype européen.

On notera également, que les monoterpénes oxygénés constituent le groupe chimique

majoritaire dans cette HE, suivi d’hydrocarbures monoterpenes et d’autres classes chimiques.

Nos résultats concernant le profil chimique de 1’huile de L. nobilis. Concordent avec
plusieurs investigations qui dénotent la forte teneur de cette huile essentielle en 1,8-cinéole.
Les monoterpénes les plus prédominants dans 1’huile volatile du laurier, sont le B-linalol
(22,52%) et le camphéne (7,37%). La classe des sesquiterpénes est principalement
représentée par les lactones sesquiterpenes notamment le Cardinéne (0,32%)
et le caryophyllenes (0,22%).

Mediouni Ben Jemaa et al. (2012), ont démontré que les principaux composés
communs de trois HEs de lauriers provenant de 1’ Algérie, de la Tunisie et du Maroc sont le
1,8-cinéole, le linalol et I’isovaléraldéhyde. Marzouki et al. (2009) ont également rapportés
que les HEs de L. nobilis cultivé en Tunisie et en Algérie n'ont pas révélé de différences
dans leur composition chimique. Les deux huiles contiennent les principaux constituants
dans des proportions variables. Le 1,8-cinéole représente 31,0% de [I'huile
dans les échantillons tunisiens et seulement 17,0% dans [I'huile algérienne.
En outre, Ozcan et Chalchat (2005) soulignent que la variation quantitative et qualitative

des huiles essentielles de L. nobilis concerne principalement les composés mineurs.

Les variations observées dans la composition chimique des HESs testées sont certes dus
a des facteurs genétiques, mais également a des facteurs géographiques, bioclimatiques
ainsi qu’aux conditions de récolte et de stockage de la plante (Hussain et al., 2008; Anwar
et al., 2009).
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1. Introduction

La détérioration des denrées alimentaires constitue une préoccupation de santé publique.
En effet, lors du traitement de la matiere premiere, et du stockage du produit fini;
une peroxydation lipidiques peut survenir sous 1’action des radicaux libres oxygénée (EOR).
Dans I’organisme, ces EOR en faibles concentrations jouent un role dans de multiples
mécanismes physiologiques, elles peuvent étre considérées comme des messagers secondaires
importants impliqués dans D’activation de diverses voies de signalisation intracellulaires.
Cependant, une surproduction des EOR provoque une toxicité a I’origine de diverses

pathologies (Meziti, 2009).

Les espéces oxygénées réactives (EOR) englobent les radicaux libres de 1’oxygéne
(radical superoxyde, radical hydroxyle, monoxyde d’azote, etc...) mais également certains
dérivés réactifs non radicalaires tels que le peroxyde d’hydrogéne et le peroxynitrite
(Bartosz, 2003 ; Haton, 2005). Les EOR sont des especes chimiques, possédant
un ou plusieurs électron(s) libre(s) non apparié(s) sur leurs couches externes (Gueye, 2007).
Cet état leur octroie une instabilité énergétique et cinétique, ce qui les rend extrémement
réactifs (Dacosta, 2003). Leur hyperréactivité, les entraine a apparier leurs électrons
célibataires en attaquant toute molécule susceptible de se faire extirper un électron
(Lehucher-Michel et al., 2001) ; et acquérir enfin une stabilité. La molécule dépouillée
de son électron devient a son tour un radical libre (Kocchilin-Ramonatxo, 2006), entrainant
une réaction en chaine générant de nouvelles especes chimiques radicalaires
(Curtay et Robin, 2000).

Dans I’organisme les EOR cibleraient différentes biomolécules causant des dégats

cellulaires ainsi que tissulaires souvent irréversibles (tableau 05).
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Tableau 05 : Atteintes engendrées par les ERO.

PROTEINE

ACIDE
NUCLEIQUE
(ADN)

LIPIDE

Acides aminés
(liaison
peptidique et
chaine latérale)

Bases puriques

Base
pyrimidiques

Désoxyribose

Acide gras
polyinsaturés
(AGPI)

- Production des

- Vulnérabilité  aux

- Altération des

- Morcellement de la chaine (Berlett et Stadtman,

1997).

groupements  d’hydroxyles
et carbonyles suite a une oxydation des acides
aminés.

protéases et dégradation
protéolytique au niveau du protéasome (Lehucher-
Michel et al., 2001 ; Valko et al,. 2007, Jung et al.,
2007).

- Perturbation et inactivation enzymatique.

- Cassure des brins.
- Convection des bases. Ex : Guanine est transformée

en 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-OHdG) qui est
éliminé par les enzymes de réparation.

enzymes de  réplication,
de réparation et du matériel génomique ;
qui  peuvent étre des facteurs de risque
dans la  mutagenése, la  carcinogenese
et le vieillissement (Lehucher-Michel et al., 2001 ;
Favier, 2003 ; Valko et al., 2006).

- Peroxydation lipidiqgue membranaire.
- Libération de lipoperoxydes et aldehydes instables

(membranes) également du matériel a partir
du compartiment subcellulaire

- Diminution de la fluidité membranaire.
- Perturbation

enzymatique et des
de la membrane.

récepteurs

- Dysfonctionnement et altération cellulaire.
(Beckman et Ames, 1998 ; Lehucher-Michel, 2001,

Favier, 2003).

Le stress oxydatif engendré par L’accumulation des EOR et le dysfonctionnement

des systéemes de régulation de I’oxygéne et de ses métabolites, est le déclencheur

de nombreuses pathologies comme I'athérosclérose, les atteintes hepatiques, les maladies

pulmonaires, les affections rénales, le diabéte et le vieillissement (Favier, 2003).
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Afin d’inhiber la production des EOR et les neutraliser, on a recours aux antioxydants.
Les antioxydants synthétiques sont couramment utilisés dans 1’industrie alimentaire
comme additifs pour retarder I’oxydation lipidique. En raison des risques toxicologiques
potentiels de ces molécules antioxydantes (tels que le butylhydroxyanisole (BHA)
et le butylhydroxytoluene (BHT)), leurs utilisations sont remises en cause et des recherches

d’alternatives naturelles sont effectuées (Amarowicz et al., 2000).

Les substances naturelles telles que les huiles essentielles, constituent une source
de molécules actives largement étudiées pour leurs vertus antimicrobiennes, insecticides,

antifongiques (Faleiro et al., 1999). D’ou leurs intéréts socioéconomiques.

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et la nature diversifiée des
antioxydants. Plusieurs méthodes sont utilisees pour évaluer, in vitro et in vivo, ’activité

antioxydante d’un composé¢.

Dans ce chapitre, les huiles essenticlles de trois plantes de la région d’EL KALA
(L. nobilis, R. officinalis et O. basilicum) ont fait I’objet d’une évaluation in vitro de leur

capacité antioxydante a travers trois méthodes :
- Test du piégeage du radical libre DPPH.
- Test de blanchiment de -caroténe.

- Réduction du fer.
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2. Matériel et méthodes

La mise en évidence de I’activité antioxydante in vitro des huiles essentielles des trois
plantes testées a été réalisée par trois méthodes: le piégeage du radical libre DPPH,

le test de blanchiment de B-caroténe et la réduction du fer.

2.1. Effet scavenger du radical DPPH

L’activité antiradicalaire a été évaluée en utilisant le DPPH, qui fut I’'un des premiers
radicaux libres utilise pour étudier la relation structure-activité antioxydante
(Brand williams, 1995).

Le DPPH (2,2 -diphényl -1- picrylhydrazyl) est un radical libre stable possédant
un électron non apparié sur un atome du pont d’azote. Cette délocalisation empéche
la polymérisation du composé, qui reste sous forme monomeére relativement stable
a température ambiante. Ainsi, cet état induit 1’apparition d’une couleur violet foncée bien

caractéristique de la solution DPPH.

Cette couleur disparait en présence d’antioxydant lorsque le DPPH est réduit, passant
au jaune pale du groupe pécryl ; et l'intensité de la couleur est inversement proportionnelle
a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons
(Sanchez-Moreno, 2002). Le suivi de la délocalisation est réalisé par spectrophotométrie
a517nm (Gulcin et al., 2003 ; Molyneux 2004 ; Roginsky and L.issi 2005).

Figure 21: Mécanisme réactionnel du test DPPHe entre 1‘espéce radicalaire DPPHe
et un antioxydant (AH) (Michel, 2011).
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» Mode opératoire :

Le pouvoir antiradicalaire a été testt en employant la méthode dicté
par Brand- Williams et al. (1995).

La solution de DPPH a été préparée par la solubilisation de 2,4mg de DPPH dans 100ml
de méthanol (elle ne se conserve pas plus de 4-5jours & -5C° et a I’obscurité). Un volume
de 100ul d’huiles essentielles (a différentes concentrations) a été ajouté a 2ml de la solution
de DPPH. Le mélange réactionnel a été agité vigoureusement et incubé 30 min a 1’obscurité.

Les absorbances ont été mesurées a 517nm contre le blanc (solution DPPH/méthanol).
Le BHT a été utilise comme antioxydant synthétique de référence.

La capacité de Dl’antioxydant a piéger le radical libre est estimée en pourcentage
de décoloration du DPPH en solution dans le méthanol. Le pourcentage d’activité

antioxydante a été déterminé selon 1’équation suivante :

% Activité antioxydante = [Abs contrdle-Abs échantillon / Abs controle] x 100

Abs : Absorbance a la longueur d’onde de 517nm.

Le parameétre IC50 (concentration équivalente a 50% de DPPH perdu) est défini comme
étant la concentration du substrat qui cause la perte de 50% de l'activité du DPPH (couleur),

elle a été calculée par régression linéaire a partir des graphes des taux d’inhibition.
2.2. Test du blanchissement du B-caroténe

L’activité antioxydante a été déterminée en mesurant ’inhibition de la deégradation

oxydative du B-caroténe (décoloration) par les produits d’oxydation de I’acide linoléique.

En effet, I’oxydation de I’acide linoléique génére des radicaux peroxydes suite
a I’abstraction des atomes d’hydrogéne a partir de groupements méthylénes. Ces radicaux
libres vont par la suite oxyder le B-carotene hautement insaturé entrainant ainsi la disparition
de sa couleur rouge, qui est suivie spectrophotométriquement a 490 nm (Shon et al., 2003).
Cependant, la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés
de I’acide linoléique et donc prévenir I’oxydation et le blanchissement du [-caroténe
(Deba, 2008).
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» Mode opératoire
La capacité antioxydante a été déterminée par la méthode détaillée par Kartal et al.,
2007. L’émulsion de B-caroténe/acide linoléique a été préparée par solubilisation de 0,5mg
de B-caroténe dans 1ml du chloroforme. 25ul d’acide linoléique et 200mg de Tween 40
ont été additionnes, le chloroforme a été complétement évaporé au rotavapor, par la suite
100ml d’eau distillée saturée en oxygene (H02) ont été ajoutés. L’émulsion résultante
a éte agitée vigoureusement. 350uL d’huile ou d’antioxydant de référence (BHT) solubilisé

dans du méthanol (1 mg/ml) ont été additionnés a 2,5ml de la solution précédente.

Un autre tube a été aussi preparé dans les mémes conditions, sans antioxydant

(contrble négatif) ou 1’échantillon est remplacé par 350ul de méthanol.

La cinétique de I’activité a été suivie a 490 nm a des intervalles de temps réguliers pendant
48 heures. L’activité antioxydante relative des extraits (AAR) a été calculée selon I’équation

suivante (Tepe et al., 2006) :

AAR = Abs (échantillon)/ Abs (BHT) X100.
t=48h t=48h

AAR: Activité anti-oxydante relative.
Abs (Echantillon) : Absorbance de I’échantillon aprés 48 heures.

Abs (BHT) : Absorbance de BHT aprés 48 heures.

2.3. Pouvoir réducteur (PR)

Le pouvoir réducteur a été déterminé selon la méthode d’Oyaizu (1986), elle est basée
sur la réduction de I’ion ferrique (Fe*+) en ion ferreux (Fe®+). Cette réaction se manifeste
par l’apparition d’une coloration verte dont I’intensité est proportionnelle au potentiel

réducteur.
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Figure 22: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe tripyridyltriazine
ferrique Fe(ll)- TPTZ et un antioxydant (AH) (Djahra, 2013).

» Mode opératoire

Les huiles essentielles diluées dans du méthanol (0,5ml) ont été mélangées avec 1,25ml
de la solution tampon phosphate (0,2M, pH 6,6) et 1,25ml de ferricyanure de potassium
((KsFe (CN)s) a 1%). L’ensemble a ¢été incubé a 50° C pendant 20 min.
Ensuite, 1,25ml d'acide trichloroacétique (TCA) (10%) a été additionné au mélange, le tout
centrifugé pendant 10 min a 3000 rpm. L’eau distillée (1,25ml) et le chlorure ferrique (FeCls)
(250l a 0,1%) ont eté ajoutés a 1,25ml du surnageant. L’absorbance a été mesurée a 700 nm
contre un blanc. L’acide ascorbique a été utilisé comme controle positif et dont I’absorbance

a été mesurée dans les mémes conditions que les échantillons.

Pour toute I’expérimentation, chaque test est réalisé en triplicata et les résultats

ont été calculés par la moyenne des trois essais.
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3. Résultats

3.1. Effet scavenger du radical DPPH

Le DPPH est un radical libre nous permettant de déterminer le potentiel de piégeage
de nos huiles essentielles grace a sa sensibilité a détecter les composants actifs a des basses
concentrations (Yi et al, 2008). L’activit¢ antiradicalaire a été estimée

spectrophotométriquement en suivant la réduction du DPPH a 517nm (Maisuthiaskul, 2007).

Les figures 23 et 24 illustrent I’efficacité des huiles essentielles et du BHT a piéger
le radical DPPH, traduite par le taux d’inhibition (I%) en fonction des différentes
concentrations. D’aprés les résultats, [’évolution de I’activit¢ antiradicalaire
est dose-dépendante, car elle augmente avec 1’augmentation des concentrations des huiles

essentielles dans le milieu réactionnel.
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Figure 23: Activité antiradicalaire des huiles essentielles de Rosmarinus officinalis L., Laurus
nobilis L., Ocimum Basilicum L. (Chaque valeur représente la moyenne de trois essais + SD)
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Figure 24: Activité antiradicalaire du BHT
(Chaque valeur représente la moyenne de trois essais + SD)

Tableau 06: IC50 des huiles essentielles et du BHT

BHT 0,17 + 0,02
HEL 155+0,14
HEB 2,0+0,04
HER 3,09 +0,72

Le pourcentage d’inhibition augmente graduellement ou progressivement jusqu'a

arriver a un plateau qui correspond a I’enrayement presque total du DPPHe présent dans le

milieu.

A partir des courbes des taux d’inhibition, nous avons pu déduire graphiquement
les valeurs d’IC50 du BHT et des HEs; représentées dans le tableau 06. La valeur de L’IC50
est inversement proportionnelle a la capacit¢ antioxydante (taux d’inhibition %)
d'un composé, car elle reflete la quantité d'antioxydant requise pour neutraliser 50%
de la concentration initiale du radical libre dans le milieu. Plus la valeur d’IC50 est faible,

plus l'activité antiradicalaire d'un composé est appréciable.
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Le potentiel antiradicalaire global des huiles essentielles testées a été inférieur a celui
du BHT dont I’'IC50 est de 0,17+0,02 mg/ml. Parmi ces trois HEs, Le Laurus nobilis arrive
en téte des résultats avec un IC50 égal a 1,55+0,02 mg/ml, suivie d’Ocimum basilicum avec
une valeur de 2,0 = 0,04 mg/ml et finalement R. officinalis qui semble étre la moins

performante avec un IC 50 de 3,09 + 0,72 mg/ml.

3.2. Test du blanchissement du -carotene

La cinétique de la décoloration du R-carotene, en présence des trois huiles et du BHT,
ainsi que le pourcentage d’inhibition de la peroxydation lipidique (AAR) sont regroupés dans
la figure 25 et le tableau 07. La capacité d’HE a ralentir la vitesse de 1’oxydation des lipides

est indiquée par 1’abaissement de 1’absorbance dans le temps représenté dans la figure 25.
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< === BHT
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Figure 25: Cinétique de blanchissement du p-caroténe a 490 nm en absence et en présence des huiles
essentielles et du BHT. (Chaque valeur représente la moyenne de trois essais).

Tableau 07 : Les valeurs d’AAR.

HER 75,68
HEB 63,39
HEL 41,97
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D’aprés les courbes de cinétique de blanchissement du B-carotene obtenues (figure 25),
on constate 1’action des HEs et du BHT contre 1’oxydation du B-caroténe par les radicaux
peroxydes, en comparaison avec le contréle négatif. Selon les résultats, I’huile essentielle
du Rosmarinus officinalis a manifesté la plus forte aptitude a inhiber la formation
des radicaux par 1’acide linoléique avec un pourcentage d’inhibition égal a 75,68%,

suivie de ’huile essentielle d’Ocimum basilicum dont le taux est de 63,39%.

L’HE du Laurus nobilis a manifesté une activité antioxydante modeste par rapport

aux deux autres plantes testées avec un taux de 41,97%.

3.3. Pouvoir réducteur

Les résultats de 1’activité réductrice des huiles essentielles et de 1’acide ascorbique

sont représentés dans la figure 26.

2,5 ~

=¢=HEL
=i—-HEB
HER
== Acide Ascorbique

Absorbance a 700 nm

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Concentration mg/ml

Figure 26: Pouvoir réducteur des huiles essentielles des plantes étudiées et de 1’acide ascorbique.
(Chaque valeur représente la moyenne de trois essais).

Les absorbances du pouvoir réducteur des huiles essentielles des trois plantes testées
(laurier, basilic et romarin) se sont respectivement élevées a 0.432, 0.503 et 0.574
a la concentration 0.5 mg/ml respectivement (figure 18). Ainsi, on constate que 1’'HE
de R. officinalis posséde une activité réductrice supérieure aux HEs d’O. basilicum
et L. nobilis, néanmoins, faible par rapport a I’acide ascorbique qui s’est élevé

a1,94 a0,25mg/ml.

50



Chapitre 111 Activité antioxydante

4. Discussion

Le pouvoir antioxydant des composés peut étre estimé soit in vivo, sur des organismes
vivants, soit in vitro, en utilisant des tests qui miment les phénomenes physiologigues.
Vu que les antioxydants agissent par divers mécanismes afin de prévenir
ou limiter les dommages occasionnés par des EOR, différentes méthodes ont été développées.
Ces méthodes impliquent le mélange d’espéces oxydantes (radicaux libres, complexes
métalliques oxydés) avec un échantillon qui contient des antioxydants capables de neutraliser
la formation des radicaux. Ces antioxydants peuvent agir selon deux mécanismes majeurs
(Prior et al., 2005) : soit par transfert d’atome d’hydrogeéne, soit par transfert d’électron.
Les méthodes basées sur le transfert d’atome d’hydrogeéne mesurent la capacité globale
d’un antioxydant a réprimer les radicaux libres par donation d’un atome d’hydrogene,
alors que les méthodes basées sur le transfert d’électron mesurent la capacité d’un antioxydant
a transférer un électron qui réduira n’importe quel composé, incluant les métaux,

les carbonyles et les radicaux (Michel, 2011).

Dans la présente étude, trois méthodes complémentaires ont été utilisées
afin de témoigner de l'activité anti-oxydante des huiles essentielles de notre région :

le piégeage du radical libre DPPH, la réduction du fer et le test de blanchiment du B-caroténe.

Nos résultats rejoignent ceux de Gachkar et al, (2007) qui attestent de la mauvaise
performance de I’huile essentielle du romarin. Wang et ses collaborateurs ont constaté
quant a eux [l’efficacit¢ antiradicalaire de celle-ci avec un taux d’inhibition
de 62,45% + 3,42%, (cette valeur reste tout de méme inférieure a celle de 1’acide ascorbique
qui est de 86,93 % + 3,21 %. Ces derniers résultats, rejoignent ceux de kadri et al, (2011)
qui ont trouvé un IC50 égal a 110,20 pg/ml, ce qui est trois fois supérieur a celui du BHT,

I’antioxydant synthétique dont I’'IC50 est de 40,5ug/ml.

Egalement, I’HE d’Ocimum basilicum a fait 1’objet de nombreux travaux
dont les résultats sont variables. Les travaux d’ljaz Hussain et al, (2008), sur les HEs
d’Ocimum basilicum a différentes périodes de I’année, démontrent que les HEs de la période
d’hiver et de printemps jouissent d’une plus grande activité antiradicalaire comparée
a celle de ’automne et de 1’été, présentant des valeurs respectives d’IC50 de 4.8, 5.3, 6.0
et 6.7 pg/ml. Cette variabilité est due aux impacts des facteurs environnementaux

sur la composition chimique des HEs ainsi que sur leurs activités biologiques.
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Une autre étude a montré une similitude des IC50 entre HEs de basilic et un agent
antioxydant de référence le BHT, soit IC50 équivalente a 1,378g/l et 0,908¢/I
(Politeo et al., 2007). Malgré le fait que I’HE d’O. basilicum de la région d’El Kala posséde
une capacité de réduction du DPPH, celle-ci reste inférieure a celles rapportées

dans la littérature.

Concernant Laurus nobilis, peu de travaux se sont penchés sur ’activité antioxydante
de ses HEs. D’apres les résultats, I’HE du laurier a généré le plus fort potentiel antiradicalaire
comparé aux deux autres HES. Les bons résultats qu’a présenté le laurier sont compatibles

avec ceux trouvés par Kang et al , 2002 et Simic et al, 2003.

Outre D’activité antiradicalaire, le pouvoir anti-peroxydation lipidique des HEs
a été évalué par la méthode de blanchissement du B-caroténe. Une des réactions les plus
importantes de la peroxydation lipidique est l'auto-oxydation des acides gras insaturés,

incriminée dans de nombreuses atteintes cellulaires (Santoyo et al, 2006).

D’aprés nos résultats, I’HE de Rosmarinus officinalis posséde une activité
antiradicalaire faible. Cependant, il s’est avéré étre un bon inhibiteur de I’oxydation de I’acide
linoléique. Des résultats similaires ont été rapportés dans d’autres travaux. A titre d’exemple,
ceux de Gachkar et al, (2007) dont I’aptitude du romarin a réduire 1’oxydation de ’acide
linoléique est meilleure que son potentiel antiradicalaire. Une autre étude a prouvé
qgue les composants de R. officinalis ont une capacité a inhiber les inducteurs
de la peroxydation lipidique dans les microsomes hépatiques (Aruma et al., 1992).
Il a été aussi rapporté que les hépatocytes isolets, les extraits aqueux de R. officinalis
ont un impact sur la réduction de tert-butylhydroperoxyde (TBHP) résultant

de la péroxydation lipidique (Joyeux et al., 1990).

L’O. basilicum, a présenté une bonne activité antioxydante dans différentes régions.
Les deux études de Singh et Marimuthu (2006) et ljaz Hussain et al, (2007), ont démontrés
I’efficacité d’O.basilicum a inhiber la dégradation du p-carotene.

Contrairement au test de DPPH, I’'HE de L. nobilis s’est avéré moins efficace
dans le test de blanchissement du B-caroténe. Ozcan et ses collaborateurs (2010), ont trouvé
que le pourcentage d’inhibition de ’oxydation de I’acide linoléique était de 64,28%,

nettement  supérieur  au 1% & celui de la région d’El Kala.
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Hinneburg et al, (2006) ont également observé qu’un gramme d’extrait de L. nobilis

était aussi efficace que 212mg de Trolox dans la prévention de la péroxydation lipidique.

Le troisieme test utilisé consiste a déterminer la capacité des HE a apporter
des électrons. Les propriétés de réduction d'antioxydants sont généralement associés
a la présence de réductones, tels que l'acide ascorbique (Duh et al., 1999).
Ainsi, les antioxydants réducteurs déclenchent la transformation de I’ion ferrique (Fe’+)
en ion ferreux (Fez+) présent dans le complexe KsFe(CN)g fournissant des électrons.
Les trois huiles essentielles ont montré une activité réductrice modérée et nettement inférieure

a I’acide ascorbique.

D’une maniere générale, les huiles essentielles testées issu de la région d’El Kala

ont manifesté un potentiel antioxydant modeste en employant les trois méthodes.

L’activité antioxydante est attribuée a la composition chimique des huiles essentielles.
Cependant, elle peut étre due a I'un des constituants majoritaires ou a d’autres constituants

minoritaires ou également a une synergie entre eux (Wang et al., 2008).

Nos trois HEs contiennent des monoterpénes a des taux assez élevés. Dans une étude
antérieure, les huiles avec une prédominance monoterpénique ont montré une activité assez
modeste (Gachkar et al., 2007). En contradiction avec les travaux de Tepe et al, (2004),
ou ils ont démontré une grande activité antioxydante des huiles essentielles contenant
des monoterpénes et / ou des sesquiterpenes oxygénés. Ainsi une corrélation existe entre
I’activité antioxydante des essences et la teneur de monoterpénes oxygénes
(Miladi et al., 2013).

Concernant I’HE de L. nobilis, Ruberto et Barata, (2000) ont attribué son modeste
potentiel antioxydant a la présence de monoterpenes oxygenés dont le 1,8-cinéole,

ce dernier a €té considéré comme un faible antioxydant avec un IC50 assez élevé 9,360mg/ml.

Par contre le linalol, jouit d’un pouvoir antioxydant appréciable (Aazza et al., 2011).
Cette observation contredit 1’étude menée par Ruberto et Barata, (2000) ou ils ont affirmé
que le linalol n’avait pas d’activité et ont compté ce composé comme un pro-oXydant.
Cependant, la présence de linalol dans I’HE du basilic avec un taux de 22,43% n'interfére

pas négativement sur la capacité d’HE.
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1. Introduction :

La thérapie des maladies infectieuses se base principalement sur 1’usage des
antibiotiques. Leur prescription a volonté est souvent inappropriée surtout quand il s’agit
d’infections virales. L’emploi abusif et le non respect des doses ont entrainé ’apparition de
souches résistantes rendant les traitements inefficaces. A cet effet, il est nécessaire d’orienter
les recherches vers de nouvelles voies thérapeutiques et surtout vers les végétaux qui ont
toujours constitué une source d’inspiration de nouveaux médicaments a partir de produits du
métabolisme secondaire tel que les huiles essentielles, produites comme métabolites
secondaires par les plantes aromatiques, ces substances aromatisantes et parfumantes
possédent de nombreuses vertus ce qui justifie leur utilisation dans de nombreux domaines
comme la parfumerie, I’industrie alimentaire, le cosmétique voir méme comme agents
antimicrobiens en médecine populaire. Signalons par ailleurs que de nombreux travaux
récents ont mis en évidence, in vitro, I’activité antimicrobienne de certaines huiles essentielles
ce qui a donné un grand intérét et essor a 1’aromathérapie et en industrie alimentaire

(Hammer et al., 1999; Cassella et al., 2002).

Depuis la découverte de la pénicilline par Alexander Fleming en 1929, jusqu'a nos jours
les antibiotiques sont utilisés massivement contre les infections bactériennes. En raison de
cette utilisation excessive, une résistance bactérienne s’est développé contre la majorité des
antibiotiques (Gopal Rao, 1999). Staphylocoque doré résistant a la méthicilline (MRSA), les
entérocoques résistant a la vancomycine et des souches résistantes de Pseudomonas sont des
exemples de bactéries multirésistantes qui deviennent un véritable probléme de santé
publique. Les MRSA sont probablement les bactéries résistantes les plus communs trouvés

dans les hopitaux, responsable d’infection nosocomiale (Grundmann et al., 2006).

Outre la résistance aux antibiotiques, ces derniers peuvent étre a 1’ origine d’effets
néfastes sur les patients tels qu’une hypersensibilité, une immunosuppression, des réactions
allergiques. Par conséquent, le développement du traitement alternatif semble étre nécessaire
d’ou I’intérét croissant aux pouvoirs antimicrobiens des substances biologiquement actives

issues des plantes aromatiques.
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Des travaux récents ont mis en évidence I’emploi des huiles essentielles comme additifs
pour la sécurité et la préservation de denrées alimentaires (Burt, 2004; Dorman et Deans,
2000; Fisher et Phillips, 2008).

L’objectif de 1’étude présentée dans ce chapitre est d’évaluer 1’activité antibactérienne
des trois huiles essentielles sur une vingtaine de souches bactériennes ; et ce par deux
méthodes : qualitativement par la méthode de diffusion sur gélose, et quantitativement par la
méthode de dilution en milieu solide qui vise a déterminer les concentrations minimales
inhibitrices (CMI).

2. Matériel et méthodes :

L’activité antibactérienne des huiles essentielles de Laurus nobilis L., Rosmarinus

officinalis L. et Ocimum basilicum L. a été évaluée par deux méthodes :

- Laméthode de diffusion en milieu solide.
- La méthode de dilution en milieu solide (incorporation). qui permet la détermination
de la concentration minimale inhibitrice (CMI) a partir d'une gamme de concentration

des huiles dans le milieu de culture.

Cette étude a été accomplie au niveau du laboratoire de microbiologie de la faculté
de Médecine d’ Annaba.

> Choix des souches :

Les souches ont été aimablement fournies par le laboratoire de microbiologie
de la faculté de Médecine d’Annaba. On a essayé¢ d’élargir la gamme de bactéries testées :

a Gram positifs et a Gram négatif:

++» Bactérie a GRAM-:
Enterobacteriaceae : Escherichia coli ATCC25922, Salmonella OMA 04, Citrobacter Freundii,
Escherichia coli, Enterobacter sp., Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Kpc*, Kpc,

Providencia alcalifaciens, Salmonella sp., Serratia marcescens, Shigella sp, Proteus mirabilis.
Pseudomonadaceae : Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Pseudomonas aeruginosa.

Moraxellaceae : Acinetobacter baumannii.
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% Bactérie a GRAM +:
Enterococcaceae : Enterococcus faecalis ATCC 29212.
Micrococaceae : Staphylococcus aureus ATCC 25923, M.R.S.A ATCC 43300.
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis.

» Milieux de culture :
Selon les méthodes employées, nous avons utilisé les milieux de cultures suivants:

o Gélose Nutritive : Milieu d’isolement et de conservation non sélectif.

o Gélose Mueller Hinton.

» Conservation des souches :
Les souches bactériennes ont été conservées a 5C° dans des tubes stériles contenant 10ml

de gélose nutritive incliné.

» Préparation de I’inoculum :

e Préparation de la préculture :

L’activité antibactérienne doit étre réalisée sur des souches bactériennes jeunes en phase
de croissance exponentielle. La réactivation des cultures est effectuée par repiquage
a la surface de la gélose nutritive pré coulée en de Petri ensuite incubée a 37C° pendant
18 a 24h.

e Préparation de la suspension bactérienne :

Dans de I’eau physiologique stérile, 3 a 5 colonies similaires bien isolées sont
déchargées. Apres homogénéisation de la suspension bactérienne a 1’aide d’un vortex,
la standardisation & 10° UFC/ml a été réalisée par spectrophotométre réglé sur une longueur
d’onde de 620nm. La Do obtenu doit étre comprise entre 0,08 et 0,1 ce qui correspond a une

concentration de 10’ a 108 UFC/mI selon Mc Ferland.

2.1. Activité antibactérienne (Aromatogramme):

L’évaluation de [’activité antibactérienne des huiles essentielles a été réalisée
par la méthode de diffusion en milieu gélosé (Aromatogramme), méthode décrite

par Vincent (1991) et revu par Djahoudi. Le principe de 1’aromatogramme est inspiré
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de I’antibiogramme, il consiste a tester la sensibilité des souches bactériennes par la diffusion
de Dextrait sur le milieu solide dans une boite a Pétri, avec la création d’un gradient

de concentration entre le composé et le microorganisme cible.

L’apparition et I’importance du diamétre de la zone d’inhibition refléte 1’impact
des HEs sur les souches bactériennes. Ainsi, ces derniéres seront qualifiées de sensibles

ou tres sensibles, ou résistantes.

» Préparation des dilutions de I’huile essentielle :
Une série de dilution d’HE a été réalisée allant de 1/2 a 1/8 avec un solvant organique
(Dimethyl sulfoxyde (DMSO). On a opté pour le DMSO pout son innocuité vis-a-vis

des microorganismes, et pour 1’absence d’interférence avec I’HE.

> Ensemencement :

Dans des boites de Pétri, le milieu de culture gélosé Mueller Hinton en surfusion
a été coulé aseptiquement a raison de 15ml par boite. Apres la solidification, un écouvillon
stérile a été imbibé dans la suspension bactérienne et étalé a la surface de la gélose a trois
reprises, en tournant la boite a environ 60° aprés chaque application dans le but d’avoir

une distribution égale de 1’inoculum.
» Application des disques et incubation :

Les disques stériles imprégnes de différentes dilutions d’huiles essentielles a raison
de 10pl par disque (Ngameni et al., 2009) ; ont été déposés a 1’aide d’une pince sur la surface
de la gélose. Des témoins imbibés seulement par le DMSO ont été réalisés.
Les boites ont été incubées 24 h & 37 °C.

» Expression des résultats :

Les diamétres des zones d’inhibition lorsqu’elles existent ont été mesurés a I’aide

d’un pied a coulisse.

La nature de [Dactivité antibactérienne (Bactéricide ou Bactériostatique) ;
un prélevement de la zone d’inhibition a été¢ réalisé et repiqué sur une gélose nutritive

(Haddouchi et al, 2009).
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2.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :

La CMI est définie comme étant la plus faible concentration en extrait pour laquelle,
aucune croissance visible a I’ceil nu n’est observée (Skandamis et Nycha; 2001),
elle a été déterminée par la méthode de dilution en milieu solide; décrite
par Benjilali et al., (1986) et rapporté par Billerbeck et al (2002), et qui consiste a disperser
I’extrait a des concentrations variables dans le milieu gélos¢ avant sa solidification,
donc une gamme de concentration de I’huile essentielle diluée dans le DMSO a été préparée,
chaque dilution d’HE (500ul) a été incorporée a 19,5ml de MH maintenu en surfusion.
Aussitét, le mélange a été réparti dans des boites de Pétri.

Aprés solidification du milieu, I’ensemencement a été exécuté par des spots a 1’aide
d’une pipette Pasteur. L’ensemble a été incubé 24h a 37C°. Un témoin de croissance

a été réalisé.
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3. Résultats :

3.1. Aromatogramme:

L’activité antimicrobienne des HEs a été testée par la méthode de 1’aromatogramme.
La sensibilit¢ des souches se traduit par 1’apparition d’une zone d’inhibition autour
des disques. Rappelons que chaque disque contient 10ul d’HE a différentes dilutions.
La concentration minimale inhibitrice a été déterminée en exposant les souches a diverses

concentrations d’huile essentielle.

Le potentiel antibactérien des huiles essentielles de L. nobilis, O. basilicum
et R. officinalis de la région d’El kala a été évalué sur 22 bactéries, dont 17 de Gram —
et 5 de Gram +, provenant de la collection du laboratoire de microbiologique de la faculté

de médecine.

Les résultats de I’aromatogramme de 1’huile essentielle de L. nobilis sont regroupés
dans le tableau 08. D’aprés les valeurs enregistrées, la quasi-totalité des souches bactériennes
testées a I’exception de P.aeruginosa ont montrées une sensibilité a I’HE de laurier. Les zones
d’inhibitions varient entre 11,4mm pour P.aeruginosa ATCC 27853 et 22,4mm
pour Enterobacter sp avec I’HE brute. Les micro-organismes les plus sensibles sont
Enterobacter sp (22,4mm), Shigella sp (21,4mm); suivie de K. oxytoca (17,6mm),
K. pneumoniae (18mm) et MRSA (17,6mm).

Concernant I’HE d’O. basilicum, les résultats de 1’évaluation qualitative de I’activité
antibactérienne sont représentés dans le tableau 09. L’étude a démontré un pouvoir
antibactérien modéré sur la majorité des souches testées; excepté  P.aeruginosa
et P.aeruginosa ATCC 27853 dont la croissance n’a pas pu étre inhibée. Parmi les souches
bactériennes les plus sensibles on retrouve Shigella sp, K. pneumoniae et S. aureus
dont les diamétres des halos d’inhibitions sont réspectivement de 19,9mm, 18,8mm et 16m.
Les micro-organismes les plus résistants sont Citrobacter Freundii (8,4mm), KPC- (9,8mm)
et S. aureus ATCC 25923 (9,75mm) et ce face a I’extrait brut.

Finalement, I’huile essentielle de R. officinalis L. a révélé une activité antibactérienne
modérée sur I’ensemble des bactéries testées (tableau 10). Les résultats de 1’aromatogramme

témoignent que les souches Shigella sp, E. coli, MRSA et S. aureus ATCC 25923 ont été assez
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sensibles vis-a-vis de I’'H.E de R. officinalis L, avec des zones d’inhibition de 16,4mm,
15,9mm, 14,3mm et 14mm. Contrairement aux souches de P. aeruginosa ATCC 27853,
KPC+ et Citrobacter Freundii qui ont montré de faibles diametres de 9,3mm, 9,2mm

et 8,7mm.

Tableau 08: Résultats de I’aromatogramme de 1’huile essentielle de Laurus nobilis L.

@ (mm)
Laurus nobilis L
B Y 1/4 1/8

GRAM - Escherichia coli ATCC25922 159 12,05 11,85 11,75
Salmonella OMA 04 14 11,2 9,1 /
Proteus mirabilis 16,25 12,6 11,45 10,7
Escherichia coli 141 115 11,3 11
Klebsiella pneumoniae 176 156 13,7 13
Klebsiella oxytoca 18 13,05 13,35 11,2
Enterobacter sp 22,4 22 20,4 16,8
Providencia alcalifaciens 16,2 144 132 111
Shigella sp 211 19,3 18,4 16,3
Salmonella sp. 171 141 115 10,8
Serratia marcescens 16,4 12,1 11,8 10,3
Citrobacter Freundii 15 143 131 12,2
Pseudomonas aeruginosa 114 83 8,2 8
ATCC 27853
Pseudomonas aeruginosa / / / /
Acinetobacter baumanii 16,8 16 141 125
KPC + 12,1 10,5 8,1 9,2
KPC- 135 12,6 10,1 86

GRAM + Enterococcus faecalis 125 11,3 11,3 111
ATCC 29212
Staphylococcus aureus 15 9,1 8,3 7,4
ATCC 25923
M.R.S.A 176 133 95 9,3
Staphylococcus aureus 156 12,6 10,3 9,9
Staphylococcus epidermidis 13,1 12 8,4 8,2

Diameétre des zones d’inhibition (mm) incluant le disque 6 mm.
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Tableau 09: Résultats de I’aromatogramme de I’huile essentielle d’Ocimum basilicum L.

Nom de la souche B
GRAM - Escherichia coli ATCC25922 13,8
Salmonella OMA 04 12
Proteus mirabilis 12,6
Escherichia coli 11,8
Klebsiella pneumoniae 18,8
Klebsiella oxytoca 10
Enterobacter sp 13,6
Providencia alcalifaciens 16
Shigella sp 19,9
Salmonella sp. 15,3
Serratia marcescens 12
Citrobacter Freundii 8,4

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853  /

Pseudomonas aeruginosa /
Acinetobacter baumanii 14,5
KPC+ 11,7
KPC- 9,8
GRAM + Enterococcus faecalis ATCC 29212 9,4

Staphylococcus aureus ATCC 25923 9,75

M.R.S.A 13,5
Staphylococcus aureus 16
Staphylococcus epidermidis 12,9

Diameétre des zones d’inhibition (en mm) incluant le disque 6 mm.

@ (mm)
Ocimum basilicum L

Yo
13,5

9,8
11
10,65
17,2
10,2
13,1
12,1
13,7
10,8
10,4
8,2
/

/
11,3

20
9,7

9,4

9,7

12,2
14,5
13,3

Ya
11

9,2
13,1
9,05
13,3
9,45

13
11,3
12,4
10,7

9,2

7,3

/
/
9,5

91
9,2

11

9,5

11,2
13,5
10,8

1/8
10,7

8,9
11,3
9
10,1
8,5
11,3
9,8
12,2
10,1
8,7
7
/

/
9,4

7,2
8,1

11

10,1
111
9,4
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Tableau 10 : Résultats de I’aromatogramme de 1’huile essenticlle de Rosmarinus officinalis

L.

GRAM -

GRAM +

Nom de la souche
Escherichia coli ATCC25922
Salmonella OMA 04

Proteus mirabilis
Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella oxytoca
Enterobacter sp

Providencia alcalifaciens
Shigella sp

Salmonella sp.

Serratia marcescens
Citrobacter Freundii
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Pseudomonas aeruginosa
KPC+

KPC-

Acinetobacter baumannii

Enterococcus faecalis ATCC 29212
Staphylococcus aureus ATCC 25923
M.R.S.A

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

Diameétre des zones d’inhibition (mm) incluant le disque 6 mm.

Rosmarinus officinalis L

B
13,5
11,5
111
15,9

12

11
12,7
11,4
16,4
12,5
11,5

8,7
9,8

9,3
10,3
9,2

11,3
14
14,3
12,9
12,7

@ (mm)
% Ya
10,2 10,3
9,8 9,8
9,2 12,9
12,15 11,45
116 11,3
13,25 11,6
11 9,4
10,5 10,2
143 12,6
116 114
9,3 8,9
8,3 8,2
10,8 91
/ /

/ /

/ /
9,1 9,1
10,3 125
12,4 8,7
11,4 11,2
11,5 10,7
10,8 10,8

1/8
8,9
9
9,8
11
10,8
8,85
9
10,1
11,3
10,4
8,4
8,2
/

/
/
/
9

9,6
8,4
11
10,1
10,6

62


http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Providencia_alcalifaciens&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Acinetobacter_baumannii&action=edit&redlink=1

Chapitre IV Activité antibactérienne

Les trois HEs testées ont présenté un large spectre d’action; agissant aussi bien
sur les bactéries a Gram + que sur les bactéries a Gram - . Néanmoins, les diametres
des auréoles d’inhibitions des trois HEs, n’ont pas dépassé 22,4mm. Notons que le pouvoir
antibactérien de I’HE de |. nobilis s’est révélé plus important que celui des deux autres plantes

de la famille des lamiacées.

On note également que I’activité antibactérienne est proportionnelle a la concentration.
Plus I’HE est concentrée, plus la zone d’inhibition est étendue ce qui indique la diminution

de la croissance bactérienne.

La souche de P. aeruginosa jouit en revanche d’une grande résistance vis-a-Vis
des huiles essentielles de L. nobilis, O. basilicum et R. officinalis. Contrairement

a Shigella sp. qui a manifesté une sensibilité aux trois huiles testées.

Aprés I’aromatogramme, on a procédé au repiquage des souches a partir des zones
d’inhibition sur la gélose nutritive afin de déterminer la nature de I’activité antibactérienne
des trois huiles essentielles. Aprés I’incubation (24h), la totalité des souches bactériennes
repiquées avaient poussé, ce qui indique I’effet bactériostatique des HEs sur les micro-

organismes.

3.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
L’ensemble des concentrations minimales inhibitrices obtenu sont consigné

dans les tableaux 11 et 12.

L’étude a révélé des valeurs de CMI relativement élevees pour les trois huiles,
ce qui témoigne d’un pouvoir antibactérien modéré. L’HE de L .nobilis reste toutefois la plus

active.

Cette derniére a présenté un effet sur la croissance bactérienne a la dilution 0,25%,
ce qui correspond a la concertation de 1,36mg/ml, et ce contre Shigella sp, S. aureus,
S. epidermidis, E. faecalis ATCC 29212, Enterobacter sp, E. coli et KPC-. Suivie de 0,5%
soit 2,72mg/ml sur E. coli ATCC25922, Serratia marcescens, M.R.S.A, Salmonella sp,
K. pneumoniae, KPC+ et K. oxytoca. La valeur de CMI la plus élevé a été enregistrée
chez les souches d’E. coli (CipR), Salmonella OMA 04, Proteus mirabilis, Acinetobacter
baumannii et Citrobacter freundii, sur qui I’efficacit¢ de I’huile essentielle n’a pu

étre observée qu’a la dilution de 1%, soit 5,4 mg/ml.
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L’HE d’O. basilicum, malgré son potentiel antibactérien modéré atteint
la concentration minimale inhibitrice la plus faible. La souche qui s’est montrée la plus
sensible est E. coli avec une CMI de 1,23mg/ml, suivie d’E. faecalis ATCC 29212,
Citrobacter Freundii, Salmonella sp et KPC+ dont la croissance a été inhibee
a la concentration de 4,95mg/ml (0,25%). Notons, que les CMI d’Acinetobacter baumannii,
S. aureus, et Enterobacter sp n’ont pas pu étre déterminées.

L’huile essentielle de R. officinalis a quant a elle manifesté un effet inhibiteur jusqu'a la
dilution de 0,25%, et ce vis-a-vis des souches de E. coli et KPC-. Des valeurs de CMI assez
élevée ont été enregistrées chez Salmonella OMA 04, Acinetobacter baumannii, M.R.S.A
ATCC 31, Enterobacter sp, K. oxytoca et E. coli (Cip).

En raison de la nature d’activité bactériostatique et les valeurs de CMI élevées,

la concentration minimale bactéricide ne peut pas étre évaluée.

Tableau 11: Concentration minimale inhibitrice (CMI)

CMI
Position Souche bactérienne Laurus nobilis Ocimum Rosmarinus
L basilicum L officinalis L
% mg/ml % mg/ml % mg/ml

1 Shigella sp 0,25 1,36 0,25 2,47 0,5 3,43
2 Salmonella OMA 04 / / 1 9,5 1 6,85
3 S. aureus 0,25 1,36 / / 0,5 3,43
4 E. coli ATCC25922 0,5 2,72 1 9,5 0,5 3,43
5 Proteus mirabilis / / 1 9,5 0,5 3,43
6 Serratia marcescens 0,5 2,72 0,25 2,47 0,5 3,43
7 S. epidermidis 0,25 1,36 1 9,5 0,5 3,43
8 E. faecalis ATCC 29212 0,25 1,36 0,5 4,95 0,5 3,43
9 A. baumanii / / / / 1 6,85
10 Citrobacter Freundii / / 0,5 4,95 0,5 3,43
11 M.R.S.A 0,5 2,72 1 9,5 1 6,85
12 Enterobacter sp 0,25 1,36 / / 1 6,85
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Figure 27: CMI de I’HE de Laurus nobilis L.

1 : Shigella sp., 2 : Salmonella OMA 04, 3 : S. aureus, 4 : E. coli ATCC22, 5 : Proteus mirabilis,
6 : Serratia marcescens, 7 : S. epidermidis, 8 : E. faecalis ATCC 29212, 9 : A. baumanii,
10 : Citrobacter Freundii, 11 : M.R.S.A, 12 : Enterobacter sp.
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Figure 28: CMI de I’HE d’Ocimum basilicum L.

1 : Shigella sp., 2 : Salmonella OMA 04, 3 : S. aureus, 4 : E. coli ATCC22, 5 : Proteus mirabilis,
6 : Serratia marcescens, 7 : S. epidermidis, 8 : E. faecalis ATCC 29212, 9 : A. baumanii,
10 : Citrobacter Freundii, 11 : M.R.S.A, 12 : Enterobacter sp.
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1 : Shigella sp., 2 : Salmonella OMA 04, 3 : S. aureus, 4 : E. coli ATCC22, 5 : Proteus mirabilis,

6 : Serratia marcescens, 7 : S. epidermidis, 8 : E. faecalis ATCC 29212, 9 : A. baumanii,

Figure 29 : CMI de I’HE de Rosmarinus officinalis L.

10 : Citrobacter Freundii, 11 : M.R.S.A, 12 : Enterobacter sp.

Tableau 12: Concentration minimale inhibitrice (CMI)

Position Souche bactérienne Laurus nobilisL  Ocimum basilicum L Rosmarinus officinalis L

~N o o A W N -

%

Salmonella sp 0,5
K. pneumoniae 0,5
E. coli 0,25
KPC- 0,25
KPC+ 0,5

E. coli (CipR) 1
K. oxytoca 0,5

mg/ml
2,72
2,72
1,36
1,36
2,72
54
2,72

% mg/ml
0,5 4,95
1 9,5
0,12 1,23
0,25 2,47
0,5 4,95
1 9,5
1 9,5

%
0,5
0,5

0,25
0,25
0,5
1
1

mg/ml

3,43
3,43
1,71
1,71
3,43
6,85
6,85
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Figure 30 : CMI de I’HE de Laurus nobilis L.

1 : Salmonella sp, 2 : K. pneumoniae, 3 : E. coli, 4 : KPC-, 5 : KPC+, 6 : E. coli (cipR),

7 : K. oxytoca.
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Figure 31: Détermination de la CMI de I’'HE d’Ocimum basilicum L.

1 : Salmonella sp, 2 : K. pneumoniae, 3 : E. coli, 4 : KPC-, 5 : KPC+, 6 : E. coli (cipR),

7 : K. oxytoca.
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Figure 32 : CMI de I’HE de Rosmarinus officinalis L.

1 : Salmonella sp, 2 : K. pneumoniae, 3 : E. coli, 4 : KPC-, 5 : KPC+, 6 : E. coli (CipR),

7 : K. oxytoca.
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4. Discussion :

Le potentiel antibactérien a été évalué dans ce chapitre afin de valoriser trois especes
répondues dans notre région. Rappelons 1’intérét de redécouvrir ces espéces connues
dont la capacité a inhibé les micro-organismes differe d’une plante a une autre. Les propriétés
des huiles essentielles varient en fonction de I'origine geographique (Chalchat et al., 1993;
Elamrani et al., 2000 ; Pintore et al., 2002; Serrano et al., 2002 ; Angioni et al., 2004),
des facteurs environnementaux et agronomiques (Moghtader et al., 2009 ;
Jordan et al., 2013) ; du stade de développement des plantes (Ruberto et Baratta, 2000)
et de la méthode d'extraction des [I'huiles essentielles (Hosni et al., 2013).
Aussi il a été démontré que dans la famille des lamiaceae, la durée de la journée
et la luminosité augmentent la teneur en HE et la qualité des matiéres actives

(Moghaddam et al., 2011) ce qui est valable pour les autres familles.

Les souches bactériennes testées et la méthode utilisée pour évaluer 1’activité
antibactérienne peuvent également étre la cause de divergences dans les résultats (Hammer et
al., 1999).

La famille des lamiacées regroupe de nombreuses espéces a huiles aromatiques dont
R. officinalis et O. basilicum. Les huiles essentielles des espéces de cette famille sont connues

pour leurs multiples vertus dont I’activité antibactérienne.

Un certain nombre d’auteurs ont mentionné la forte activité antimicrobienne de I’'HE
d’O.basilicum  contre un large éventail de  micro-organismes  pathogénes
(Suppakul et al., 2003 ; Lopez et al., 2005 ; Bozin et al., 2006 ; Sokovic et al., 2006).
D’autres chercheurs ont mis en évidence le potentiel antibactérien modéré a faible d’HE
du basilic (Wannissorn et al., 2005; Di Pasqua et al.,, 2005; Shanet al., 2007;
Runyora et al., 2009), ce qui concorde avec nos résultats.

Dans les travaux de Shiraz et al., 2014, I’HE du basilic a affiché des concentrations
minimales inhibitrices nettement inférieures a nos CMI donc une activité meilleure;
allant de 62 a 500ul/ml a I’encontre de Salmonella typhi, Escherichia coli, Staphylococcus

aureus et Bacillus subtilis. Ces resultats sont similaires aux Hossain et al., (2010).

71



Chapitre IV Activité antibactérienne

Providencia alcalifaciens s’est montré sensible a notre HE de basilic contrairement
a I’HE du Nigeria (Adeola et al., 2012), qui a été inefficace vis-a-vis de Providencia rettgeri.
On retrouve également dans cette étude, une certaine sensibilité des souches de Klebsiella
pneumoniae, Citrobacter fruendii, Escherichia coli, Proteus vulgaris, dont les diamétres
des zones d’inhibition se rapprochent des ndétres. En revanche, la croissance bactérienne
de Pseudomonas aeruginosa a été inhibée a I’inverse de P. aeruginosa exposée a I’huile

volatile de notre région.

L’effet bactériostatique et la forte capacité antibactérienne de 1’huile essentielle
du basilic d’Iran, ont été démontrés par Moghddam et al., (2011) sur Escherichia coli (PTCC
1535) Staphylococcus aureus (PTCC 1112) et Bacillus cereus (PTCC 1015). Les résultats
des tests de diffusion en milieu gélosé avaient affiché des zones d'inhibition comprises entre
29,20 et 30,56 mm pour les souches de S .aureus, entre 10,66 et 16,11 pour B. cereus et entre
17,48 et 23,58 mm pour les souches d’ E. coli. Les valeurs de CMI ont été estimées
a 36 a 18ul/ml pour: B. cereus, 18ul/ml pour S. aureus, et I’Escherichia coli CMI équivalant

a 18-9 ul/ml, bien inférieurs a nos résultats.

Une autre étude de Hussain et al., (2008) sur la composition chimique et I’activité
antimicrobienne de I’huile essentielle recueillie saisonniérement au Pakistan a démontré
le fort pouvoir inhibiteur contre neuf micro-organismes pathogénes. Les résultats obtenus
ont indiqué que S. aureus et B. subtilis ont été les micro-organismes les plus sensibles
montrant des zones d'inhibition (plus 22.2-24.4 mm), (20.4-26.1 mm), et CMI équivalente
a (09 mg / ml), (0,8 mg / mL), respectivement. Ces observations rejoignent ceux
de Moghddam et al., 2011.

On a noté que I’HE du basilic d’El Kala, a été actif a la fois sur les bactéries a Gram +
et a Gram-. Ce qui est également rapporté par Usman et al., 2013 ; Adeola et al., 2012

et Inouye et al., 2001.

La deuxieme espece étudiée dans le présent travail, le R. officinalis, a montré un large
spectre d’action d’apreés plusieurs auteurs (Erdogrul, 2002 ; Gachkar et al., 2007 ; Jiang et
al., 2011; Khosravi et al.,, 2013). D’autres travaux ont cependant signalé une activité
modérée comme ceux Celiktas et al., 2007 ; ou encore ceux de Sardaigne Angioni et al.,

2004 ; Lopez et al., 2005 qui ont travaillé respectivement sur 1’espéce provenant de Turquie

72



Chapitre IV Activité antibactérienne

et de Sardaigne. L’HE de notre région (El Kala) a eu un effet sur la quasi-totalité des souches
testées mais a faible intensité.

Nos résultats sur I’activité antibactérienne de ’HE du romarin concordent avec ceux
obtenus par Lograda et ses collaborateurs (2014). Dans cette étude, les auteurs ont testé
I’huile aromatique du romarin provenant de plusieurs régions de I’Est Algérien (Kherrata
(Bedjaia), Boutaleb (Sétif), Bibans (Bourdj Bou-Arriridj), Agmeroual et N'gaous (Batna),
et Boussadda (M'sila)). Les diamétres des zones d’inhibition obtenus n’ont pas dépassé
les 20 mm, ils se rapprochent de nos résultats et reflétent le potentiel antibactérien modeste
voir faible de I’huile essentielle de R .officinalis de I’Est Algérien. Par contre, Djeddi S.
et ses collégues (2007) ont signalé la forte activité antibactérienne de I’'HE du R. officinalis

issu du Park national d’El Hamma (Alger).

S. aureus et E. coli ont ét¢ moyennement sensibles a 1’extrait volatil du romarin,
ce qui rejoint les observations faites par Barreto et al., 2014 ; Sienkiewicz et al., 2013
et Van Vuuren et al., 20009.

L’huile essentielle du L. nobilis d’une autre région de I’Est algérien, plus précisément
de Bejaia a également été étudiée pour son action sur cing souches bactériennes
de références: S. aureus ATCC 6538, P. aeruginosa ATCC27853, E. coli NAR, K.
pneumoniae E47 et Listeria innocua CLIP74915 (Kheyer et al., 2014). L’HE a été efficace
sur la totalité des micro-organismes testés, donnant des diamétres d’inhibitions nettement
supeérieurs aux nétres ; soient 29,5 mm pour E. coli NAR, 26,5 mm pour K. pneumoniae E47
et 29,5 mm pour S. aureus. La souche de P. aeruginosa ATCC27853 a été plus résistante

a ’HE du laurier de Bejaia qu’a la notre.

Dans la méme année, Nehir EIl et ses colléegues (2014) ont rapporté la bonne activité
antibactérienne de I’HE du laurier de Turquie obtenue par deux méthodes d’extraction

(hydrodistillation et assistée par micro-ondes).

Les résultats obtenus dans notre étude concordent aussi avec ceux
de Bennadja et al., 2013, car tous deux attestent de ’efficacité de I’huile essentielle

de L. nobilis.
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Moghtader et al., 2013 ont démontré I’efficacité de I’HE du laurier issu de la province
du Kerman (Iran) sur plusieurs souches de Gram- et Gram +. lls ont enregistré des zones
d’inhibition de croissance de 29, 26 et 18 mm sur S. aureus, S. epidermidis et S. faecalis,
respectivement. Egalement, 24, 27, 21, 18, 26 et 28mm sur des bactéries de Gram-
qui sont P. aeruginosa, S. flexneri, K. pneumoniae, S. typhi, S. marcescens et E. coli.
L'effet de I'huile essentielle de L. nobilis sur les souches bactériennes était supérieur a celui

de la tétracycline et également supérieur aux valeurs retrouvées dans nos résultats.

De méme, I'HE du laurier du Portugal présente une forte activité antibactérienne
contre toute détérioration d'origine alimentaire et bactéries pathogénes (Ramos et al., 2012).

La sensibilité de S. aureus a I’huile essentielle de L. nobilis observée dans notre étude
a été également constatée par Derwich et al, 2009. L'activité antibactérienne de L. nobilis
provenant du Maroc a été étudiée in vitro sur trois souches bactériennes : Staphylococcus
aureus, Staphylococcus intermedius et Klebsiella pneumoniae, 1’huile essentielle testée
a montré une meilleure action sur les souches de S. aureus avec une zone d’inhibition
de 13 mm et une CMI équivalente a 0,35mg/ml. Contrairement aux résultats obtenus dans
notre étude, la souche de Klebsiella pneumoniae a quant a elle exprimé une résistante accrue
a ’HE de L. nobilis du Maroc.

Les activités bactériostatiques et bactéricides de 22 huiles essentielles dont le laurier
contre sept souches bactériennes (Aerobacter aerogenes, Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus albus et Staphylococcus aureus)
ont été évalués par Kivanc et Akgul, 1986 en Turquie. Le L. nobilis s’est montré actif contre

toutes les bactéries testées avec une sensibilité prononcée pour S. aureus et P. vulgaris.

Les souches de Pseudomonas aeruginosa ont la réputation d’étre des germes résistants
aux agents biocides, cela est lié a leur grande capacité a développer des résistances vis-a-vis
de nombreux agents antimicrobiens, leur implication fréquente dans les infections
nosocomiales (Mann et al., 2000). Plusieurs auteurs rapportent la faible sensibilité
des souches de P.aeruginosa vis-a-vis des huiles essentielles, notamment celles de L. nobilis,
O. basilicum et R. officinalis (Moghaddam et al., 2011 ; Pintore et al., 2002, Dorman
et al., 2000, Wilkinson et al., 2003).
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D’apres plusieurs travaux, les bactéries a Gram- sont censées étre plus resistantes que
les Gram+, ceci est di aux différences structurales de leurs membranes externes (Inouye
et al., 2001, Lopez et al., 2005, Bozin et al., 2006), la pénétration des composés actifs
présents dans les HE est donc différente (Kheyer et al., 2014). Chez les bactéries Gram —,
la  membrane externe constitue une barriere de perméabilité  efficace ;
riche en lipopolysaccharide dont les charges négatives de surface empéchent la diffusion
des molécules hydrophobes (Nikaido et al., 2003), toutefois, quelques composés phénoliques
de faible poids moléculaire peuvent adhérer a ces bactéries par fixation aux protéines
et aux lipopolysaccharides membranaires a 1’aide de leurs groupes fonctionnels et se faufiler
jusqua la membrane intérieure plus vulnérable (Dorman et al., 2000). Autrement dit,
les composés hydrophobes sont capables de perturber la membrane plasmique et la membrane
externe des bactéries Gram — en induisant sa perméabilit¢ et la mort cellulaire
(Wang et al., 2012).

De nombreux auteurs, ont constaté que le changement dans la composition chimique
des huiles essentielles affecte directement leurs propriétés biologiques (Celiktas et al., 2007 ;
Van Vuuren et al., 2007). Ce qui méne a attribuer 1’activité antibactérienne aux composants

chimiques des HEs.

Dans notre étude, I’HE de R. officinalis a été la moins performent des trois huiles testée,
elle a tout de méme pu inhiber la quasi-totalité des micro-organismes. Cette activité
est attribuée a la présence de bornéol, I-Verbenone, B-linalol, camphor et & d’autres composés
phénoliques. Cette observation a été egalement faite par Santoto, 2005. D’autres travaux,
attribuent 1’activité antibactérienne du romarin au 1,8 cinéole (Miladi et al., 2013) qui est I'un

des composants minoritaires dans notre plante.

L’HE d’0. basilicum, contient une forte quantité de B-linalol suivie de a-Terpinéol
acétate, et de 1,8 cinéole. Ces composants sont a 1’origine du pouvoir inhibiteur de I’'HE
du basilic. Plusieurs recherches, ont estimé que la forte teneur en linalol est le précurseur
de D’activité antibactérienne (Sartoratotto et al., 2004; Koutsoudaki et al., 2005;
Sokovic et al., 2006).

L’HE du laurier a montré meilleure capacité antibactérienne par rapport aux deux autres

plantes. Ce pouvoir est di principalement a la présence de 1,8 cinéole.
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On note que les trois HEs étudiées contiennent le 1,8 cinéole a des teneurs différentes.
Plusieurs recherches ont mis en évidence son effet sur plusieurs souches telles
que Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus typhi, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus intermedius, et Bacillus subtilis (Sivropoulou et al., 1997).
L’huile essentielle de L.nobilis a été la plus performante des trois huiles, vu sa forte teneur

en 1-8 cinéol.

Pour résumer, les huiles essentielles sont riches en monoterpénes hydrocarbures,
terpinénes qui sont dotés d’une grande activité antibactérienne contre les bactéries Gram-
et + (Oyedeji et al., 2005). Ces composants chimiques exercent leur activité antimicrobienne
sur les micro-organismes par la perturbation de I’intégrité membranaire. (Knobloch et al.,
1989).

Selon Wang et ses collaborateurs (2012), I’impact des composés mineurs n’est pas a
négliger. lls ont demontré que les HEs entiéres ont une activité antimicrobienne supérieure
a un mélange de composants majeures des mémes huiles essentielles, ce qui suggére

que les composants mineurs peuvent avoir un effet synergique.
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La flore de la région d’El Kala jouie d’une biodiversité considérable, elle possede
de nombreuses plantes aromatiques et médicinales riches en métabolites secondaires avec des
caractéristiques thérapeutiques et pharmacologiques. Dans le cadre d’une valorisation
de ces ressources, trois plantes aromatiques (Laurus nobilis, Rosmarinus officinalis et Ocimum
basilicum) ont fait 1’objet d’une étude phytochimique de leurs huiles essentielles et d’une

évaluation de leur potentiel antioxydant et antibactérienne.

Dans un premier temps, notre travail s’est consacré a 1’observation des coupes
histologiques des feuilles et des tiges des trois plantes étudieés afin d’identifier et de localiser
les structures responsables de la production et du stockage des huiles essentielles. Les deux
plantes de la famille des lamiacées (R. officinalis et O. basilicum), détiennent des trichomes
glandulaires (poils sécréteurs) spécifiques a cette famille. Concernant le laurier noble,

on a retrouvé des cellules a essence située dans le parenchyme.

Par la suite, une extraction et un criblage phytochimique par CPG/MS des huiles
essentielles ont été réalisé, dans le but d’identifier et de quantifier les constituants chimiques

des essences.

Le rendement de I’HE de L. nobilis s’est élevé a 0,7% et la CPG/SM a permis d’identifier
17 composés dont 1,8-cinéole (35.31%), B-linalol (22.52%), eugenol methylether (9.17%),

camphene (7.37%) et 3-caréne (5.39%) sont les composés majoritaires.

Pour I’O. basilicum avec un rendement de 0,6% son HE est constitué de 34 composants
dont B-linalol (22,43%), B-myrcene (12,48%), Alpha Terpinéol acétate (10,82%), linalol acétate
(9,49%), myrcenol (9,18 %) et 1,8-cinéole sont les constituants principaux.

Finalement, ’huile essentielle du R. officinalis, on avait obtenu un rendement de 0,3%

le plus faible comparant les deux autres essences. Elle contient 25 substances dominées
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par la présence de bornéol (29,54%), 1-verbenone (12,41%), B-linalol (11,14%), camphre
(10,45%) et acétate de bonyle (6,28%).

Ces résultats ont pu mettre en évidence la variabilité de la composition chimique des trois
huiles essentielles par rapport a d’autres régions d’aprés la littérature. Egalement la prédominance

des composés monoterpéniques des trois HEs.

En troisieme temps, une étude de I’activité antioxydante in vitro a été réalisée en employant
trois méthodes : test du piégeage du radical libre DPPH, test de blanchiment de [B-carotene

et la réduction du fer ; chacune cible un mécanisme d’action des antioxydants.

Les trois tests ont montré que le pouvoir antioxydant est proportionnel a I’augmentation

de la concentration des huiles volatiles.

Selon les résultats obtenus du test de I’effet scavenger du radical DPPH, les HEs testées
jouissent d’un potentiel antiradicalaire appréciable surtout pour I’HE du laurier avec un IC50
de 1,55+0,02 mg/ml, suivie d’Ocimum basilicum 1C5a égal a 2,0 + 0,04 mg/ml et finalement
R. officinalis avec IC 50 de 3,09 + 0,72 mg/ml.

La cinétique de la décoloration du 3-caroténe a permis de mettre en évidence I’aptitude
des HEs a inhiber la formation des radicaux libres par ’acide linoléique. L’essence de romarin
a enregistré le plus fort taux d’inhibition 75,68%, suivie de 1’huile essentielle d’Ocimum

basilicum avec la valeur de 63,39% et au dernier I’HE du laurier un taux de 41,97%.

Le pouvoir réducteur des huiles essentielles a été évalué et représenté par les absorbances
notées, on a enregistré respectivement 0.432, 0.503 et 0.574 a la concentration 0.5 mg/ml
pour les HEs du laurier, basilic et romarin. L’HE de R. officinalis possede une activité réductrice
supérieure aux HEs d’O. basilicum et L. nobilis, mais inférieur a 1’acide ascorbique qui s’est

élevé a 1,94 a0,25mg/ml.

D’aprés les résultats obtenus, nous pouvons déduire que les essences isolées a partir
des trois plantes (L. nobilis, R. officinalis et O. basilicum) sont pourvues d’une activité
antioxydante modéree. Néanmoins, cette activité reste bien inférieure aux antioxydants standards

utilisés.
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Conclusion générale et perspectives

Pour clore ce travail, I’activité antimicrobienne a été évaluée en utilisant une gamme
de microorganismes afin de donner une idée sur 1’étendue du champ d’activité antimicrobienne
de nos essences. Ainsi nous avons testé nos HES sur vingt deux souches bactériennes dont six
de référence: Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella OMA 04, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
M.R.S.A ATCC 43300, Citrobacter Freundii, Escherichia coli, Enterobacter sp., Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Kpc*, Kpc', Providencia alcalifaciens, Salmonella sp., Serratia
marcescens, Shigella sp, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii,

Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis.

D’apres les résultats de I’aromatogramme, les trois HES ont présenté un pouvoir inhibiteur
modéré contre la majorité des souches bactériennes testées, a 1’exception de Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 et Pseudomonas aeruginosa. L’inhibition de la croissance a varié en
fonction de I’espéce bactérienne, de la nature et de la concentration des huiles volatiles testées.
Les valeurs des CMI (concentrations minimales inhibitrices) relativement élevées pour les trois

huiles.

Les propriétés biologiques des huiles essentielles de maniere globale seraient liées a la
complexité de la composition chimique et la synergie entre les composants majoritaires et

minoritaires.

L’orientation des recherches afin d’approfondir les aspects entrevue dans ce travail,
également I’exploration d’autres facettes des propriétés biologiques de ces trois plantes
aromatiques pourrait étre réalisée. Ainsi un certain nombre de perspectives peuvent étre
envisagées :

- Evaluation de D’activité antioxydante in vivo sur un modele biologique, aprés leur
métabolisation par la cellule.

- Une étude de l’effet cytoprotecteur sur des cellules en culture soumises a un stress
oxydant.

- Une étude de I’activité anticytotoxique sur des cellules cancéreuses.
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Conclusion générale et perspectives

- Déterminer les fractions les plus actives et éventuellement de caractériser les molécules
responsables de ces activités.
- Application des huiles essentielles ou leurs vapeurs directement sur les denrées

alimentaires durant le stockage.
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Rosmarinus officinalis L., Laurus nobilis L. and Ocimum basilicum L. are widespread herbs in Algeria.
The essential oils of the three species were extracted from leaves by hydrodistillation. The yields were
respectively 0.36, 0.6 and 0.71%. The aim of this study was to evaluate the antibacterial activity of these
essential oils against twenty bacterial strains: Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, MRSA ATCC 31 (Méthicilino), Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Enterococcus avium, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella OMA 04, E. coli, Klebsiella
oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Enterobacter sp., Citrobacter freundii,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii, Serratia marcescens, Salmonella sp., Shigella sp.
and Providencia alcalifaciens. The essential oils were used in different concentrations. The diffusion
tests on solid medium were efficient in all tested bacterial strains except Pseudomonas aeruginosa. The
activity was more pronounced with the essential oil of Laurel. Indeed, the results of diffusion tests
showed zones of inhibition as follows: Laurel, 8.4 to 22.4 mm; Rosemary, 8.4 to 16.4 mm and Basil, 7 to
19.9 mm. This study shows bacteriostatic effect of the three oils on all tested bacteria. The minimum
inhibitory concentration (MIC) was determined by the dilution on solid medium method.

Key words: Rosmarinus officinalis L., Laurus nobilis L., Ocimum basilicum L., essential oils, antibacterial
activity, minimum inhibitory concentration (MIC), Algeria.

INTRODUCTION

In recent years, multiple antibiotic resistances of
pathogenic bacteria have been exacerbated by the
excessive and inappropriate use of commercial
antimicrobial drugs commonly used in the treatment of

infectious diseases (Davis, 1994; Service, 1995).
Renewed interest has grown in medicinal plants to
counter resistance and find an alternative to antibiotics
(Kalemba and Kunika, 2003; Juliani and Simson, 2002;
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Falerio et al, 2003).

Medicinal plants contain many phytochemicals
composants such as flavonoids, alkaloids, tannins and
essential oils. Among these plants, Rosmarinus
officinalis, Ocimum basilicum and Laurus nobilis are
widespread in the Mediterranean Basin (Quezel and
Santa, 1963).

The three plants were harvested in El Kala National
Park ranked Biosphere Reserve by UNESCO in 1990. Its
area is 76,438 Ha (Aouadi, 1989). It has a rich flora of
about 850 species (De Belair, 1990) and characterized by
a sub-humid Mediterranean climate.

Ocimum basilicum and Rosmarinus officinalis belong to
Lamiaceae that include the most commonly used
medicinal plants in the world as a spice and as a source
of extract with strong antibacterial and antioxidant
properties.

Rosemary is a shrub (Atik Bekkara et al., 2007), with
0.8 to 2m height (Trujano-Gonzalez et al., 2007) and rich
in essential oils (1 to 2.5%). It has three chemotypes:
cineol, camphor and verbenone (Santoyo et al., 2005;
Graven et al.,, 1992); it contains also triterpene deri-
vatives (2-4%), flavonoids, tannins and saponins.

Basilicim Ocimum (Basil) is an aromatic plant (20 to 60
cm high), used as antispasmodic, aromatic, carminative,
digestive, galactagogue, stomachic and tonic (Chiej,
1984; Lust, 1983; Duke and Ayensu, 1985). It contains
0.4 to 0.7% of essential oil, phenolic acids like rosa-
marinic acid, lithospermic acid B, vanillic acid,
hydroxybenzoic acid, syringic acid, ferulic acid,
protocatechuic acid, caffeic acid and gentisic acid,
chicoric acid (Bais et al., 2002; Lee and Scagel, 2010);
flavonoids and tannins (Grayer et al., 1996); cinnamic
acid ester, triterpenoids and steroidal glycosides (Siddiqui
et al., 2007).

Laurus nobilis belongs to Lauraceae. This aromatic tree
is 2 m to 10 m high, it contains about 1.3% essential oils
and polar flavonoids mono and sesquiterpenes (Novak,
1985; Appendino et al., 1992; Dall’Acqua et al., 2006),
alkaloids (Kivgak and Mert, 2002), glycosylated flavor-
noids (Fiorini et al., 1998) and megastigmane and
phenolic components (De Marino et al., 2004). It is known
to have various pharmacological effects, including
antimicrobial (Fraga, 2003), cytotoxic (Barla et al., 2007)
and immune modulating (Park et al., 1996) activities.

The aim of this work was to evaluate the antibacterial
activity of essential oils of these three plants against 20
bacterial strains: Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, MRSAATCC 31
(Méthicilino), S. aureus, Staphylococcus epidermidis,
Enterococcus avium, Escherichia coli ATCC 25922,
Salmonella OMA 04, E. coli, Klebsiella oxytoca, Klebsiella

pneumoniae, Proteus mirabilis, Enterobacter sp.,
Citrobacter  freundii, Pseudomonas  aeruginosa,
Acinetobacter baumanii, Serratia marcescens,
Salmonella sp., Shigella sp. and Providencia

alcalifaciens.
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MATERIALS AND METHODS
Plant material

The leaves of Laurus nobilis L., Rosmarinus officinalis L. and
Ocimum basilicum L. were collected in April 2012 at El Kala
National Park located at latitude 36° 52’ north and longitude 8° 27’
East. Laurel is spontaneous in the park; however, Basil and
Rosemary are cultivated. The plants were dried in the shade in
order to preserve the integrity of their molecules.

Extraction of essential oils

The extraction of essential oils was carried out by hydro-distillation
using Likens Nickerson apparatus for 2 h. We introduced 100 g of
dry leaves in a flask filled with 3/4 distilled water and then heated to
boil. The water and oil are separated during the condensation of
vapour loaded onto the oils (Chiej, 1984). Essential oils have been
recovered in small opaque bottles and kept away from light, at a
temperature of 4°C. The yield was expressed in percentage.

Evaluation of antibacterial activity
Bacterial strains

The bacterial strains tested were provided by the Laboratory of
Medical Microbiology, Faculty of Medicine Annaba. They are:
Gram-positive Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, MRSAATCC 31 (Méthicilino), Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis and Enterococcus avium.

Gram-negative Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Salmonella OMA 04, Escherichia coli,
Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis,
Enterobacter sp, Citrobacter Freundii, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, Serratia marcescens, Salmonella sp,
Shigella sp Providencia alcalifaciens. The bacterial strains were
maintained and grown in a nutrient agar medium.

Disk diffusion method

The antibacterial activity was tested using the disk diffusion method
(Davis, 1994). Bacterial cultures were reactivated by sub culturing
on nutrient agar and incubated for 24 h at 37°C. From these, pure
cultures were prepared by releasing bacterial inoculum strains in
physiological water. The homogeneous suspension was equivalent
to 0.5 Mc Farland, so an OD of 0.08 to 0.10 was read at 625 nm.

Each essential oil was used at different concentrations: pure oil,
diluted oil in DMSO (Dimethyl sulfoxide) to ratio 1/2, 1/4 and 1/8.
Discs of 6 mm in diameter, previously sterilized, were used. 10 pl of
essential oils was put on each disc and placed on agar. A witness
disc (soaked in DMSO) was incubated under the same conditions
to ensure that DMSO was devoid of antibacterial activity.

After incubation for 24 h in an oven at 37°C, reading was done.
The effect of essential oils on bacteria was estimated by the
appearance of clear zones around the discs. The diameter of the
halo of growth inhibition was measured and expressed in mm
(including the diameter of the disc of 6 mm).

Determination of minimum inhibitory concentration (MIC)

The minimum inhibitory concentration (MIC) is the smallest
concentration of essential oil, in which no growth is visible
compared to the control without extract. It was evaluated on twelve
tested strains by disc diffusion test. We used the dilution method on
solid medium (incorporation) (Billerbeck et al., 2002; Marino et al.,
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2001).

Serial dilutions of essential oils were performed with DMSO for 2
h. Each dilution was incorporated into Mueller-Hinton medium,
maintained, super cooled and poured into Petri dishes. The
concentrations (in percent), of essential oils used are respectively:
1, 0.5, 0.25, 0.01, 0.125, 0.06 and 0.03. Witness discs containing
culture medium and only DMSO were also prepared.

Seeding was done as a deposit of bacterial suspension. After
incubation at 35°C for six days, the growth was compared to the
control.

RESULTS AND DISCUSSION
Essential oil yield

The vyields of essential oils from the dry matter of
Rosmarinus officinalis L., Laurus nobilis L. and Ocimum
basilicum L. were respectively 0.36, 0.6 and 0.71%.
These results are lower than those found in other regions
of Algeria. The yield of Rosemary in Algiers found by
Djeddi (2007) was 0.82% and Laurel in Tlemcen was
1.2% (Haddouchi et al., 2009). These differences may
result from the high moisture that characterizes the
study’s area; because it is known that maximum yields
are obtained by dry weather. Concerning Basil, the yield
obtained is normal because it develops in its natural
habitat. Harvesting for the three plants was conducted
during the vegetative stage, which has generated a
relatively low yield (Bruneton, 1993).

Antibiotic activity

The antibacterial activity of the three essential oils and
MIC values are grouped in Tables 1 and 2.

All organisms are sensitive to the three oils except P.
aeruginosa (Gram negative) which is more and more
responsible for nosocomial infections. It has an intrinsic
resistance to a wide range of antibiotics (April et al.,
1992) and also to essential oils. This resistance is due to
the impermeability of the wall of this bacterium (Djeddi et
al., 2007; Dorman and Deans, 2000; Duke and Ayensu,
1985).

The essential oil of L. nobilis L. has demonstrated a
strong activity on the majority of tested strains; the
highest sensitivity was in Enterobacter sp. that has an
inhibition diameter of 22.4 mm, 16.8 mm pure oil and 1/8
dilution. The most resistant strain was P. aeruginosa.
These results are in concord with those of Dadalioglu and
Evrendilek (2004). 1,8 cineole has a part in this activity
since it has antimicrobial activity against several strains
such as E. coli, P. aeruginosa and Staphylococcus
aureus (Sivropoulou et al., 1997).

The synergy between terpenes (linalool), lactones,
oxides (1, 8 cineole) and monoterpenes (camphene,
alpha-pinene) gives to the essential oil of Laurel a good
antibacterial activity. The MIC equals 2.72 (10°
micrograms/ml) exceptin E.faecalisATCC 2921, S. aureus,

S. epidermidis, P. mirabilis and S. marcescens where it
was 1.36 (10° micrograms / ml).

The essential oil of Rosmarinus officinalis also has an
inhibitory power. The most sensitive strain is Shigella sp.
(16.4 mm and 11.3 mm). The MIC values are quite high,
ranging from 3.43 (10° mg / ml) in E. faecalis ATCC
29212, S. Aureus, S. Epidermidis, E. coli ATCC 25922
Proteus mirabilis, C. freundii, S. marcescens and Shigella
sp. to 6.85 (10° mg / ml) in Salmonella OMA 04
Enterobacter sp., A. baumannii and M.R.S.A ATCC31.

Our results are in agreement with those found by other
authors such as Santoyo et al. (2005), Faleiro et al.
(2003) and Gachka (2007) Fiorini et al. (1998) with
respect to the resistance of Pseudomonas aeruginosa
against this oil. Celikta (2007) found a moderate activity
against E. faecalis and Proteus sp., however Jiang et al.
(2011) obtained pronounced antibacterial activity.

Santoyo et al. (2005) and Graven (1992) attributed the
antimicrobial properties of the essential oil of R. officinalis
to the presence of a-pinene, 1,8-cineol, borneol and
camphor. Even minor components have a significant
contribution to the antibiotic activity (Wang et al., 2012).

Finally, with the essential oil of Ocimum basilicum, we
found good inhibition zones. The most sensitive bacterial
strain (Shigella sp.) presented an inhibition diameter
ranging between 12.2 mm and 19.9 mm.

Suppakul et al. (2003) reported, also, that Basil has
good antimicrobial activity against a wide range of
microorganisms. This activity is due in part to the
presence of linalool (Koutsoudaki et al., 2005;
Sartoratotto et al., 2004; Sokovic and Van Griensven,
2006; Suppakul et al., 2003). The MIC is equal to 9.5 (10°
mg/ml).

This study shows that Gram negative bacteria and
Gram positive bacteria are both sensitive to the three
essential oils.

It is known that Gram negative bacteria are more
resistant to essential oils than Gram positive bacteria
(Lodpez et al., 2005; Marino et al., 2001). This resistance
is due to the nature of these group of cellular membranes
of bacteria, because their external structures make them
to have highly hydrophobic surfaces (Smith-Palmer et al.,
1998). One important characteristic of essential oils and
their components is their hydrophobicity, which allows
them to partition the lipids of the bacterial cell membrane
and mitochondria, disturbing the cell structures and
making them more permeable (Sikkema et al., 1994).

Dorman and Deans (2000) indicate that the antimicro-
bial activity depends, not only, on the chemical composi-
tion of the essential oil, but also on lipophilic properties
and power of functional groups or aqueous solubility. The
mixture of compounds with different biochemical
properties can improve the effectiveness of essential oils.

Conclusion

R. officinalis L., Laurus nobilis L. and O. basilicum L. are
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Table 1. Diameter of inhibition of essential oils against the bacterial strains (mm).

Laurus nobilis L Rosmarinus officinalis L Ocimum basilicum L
B 1/2 1/4 1/8 B 1/2 1/4 1/8 B 1/2 1/4 1/8
E. faecalis ATCC 29212 12.5 11.3 11.3 11.1  11.3 10.3 12.5 9.6 9.4 9.4 11.2 11
S. aureus ATCC 25923 15 9.1 8.3 7.4 14 12.4 8.7 8.4 9.75 9.7 9.5 9

Bacterial strain

M.R.S.AATCC 31 17.6 133 9.5 93 143 114 11.2 11 135 122 112 10.1
S. aureus 156 126 10.3 99 129 115 107 10.1 16 145 135 111
S. epidermidis 13.1 12 8.4 82 127 108 10.8 106 129 13.3 108 94
Enterococcus avium 12.8 121 107 103 104 82 8.1 81 102 101 94 9

E. coli ATCC 25922 159 12.05 11.85 11.75 135 102 103 89 13.8 135 11 107
Salmonella OMA 04 14 11.2 9.1 / 115 9.8 9.8 9 12 9.8 9.2 8.9
E. coli 141 115 113 11 159 12.15 1145 11 11.8 10.65 9.05 9

Klebsiella oxytoca 18 13.05 13.35 11.2 11 1325 116 885 10 10.2 9.45 85
Klebsiella pneumoniae 17.6 156 137 13 12 116 11.3 108 18.8 17.2 133 10.1
Proteus mirabilis 16.25 126 1145 107 11.1 9.2 129 9.8 126 11 131 11.3
Enterobacter sp. 22.4 22 20.4 16.8 12.7 11 9.4 9 13.6 13.1 13 11.3
Citrobacter Freundii 15 143 131 122 87 8.3 8.2 82 84 8.2 7.3 7

P. aeruginosa / / / / / / / / / / / /

Acinetobacter baumannii  16.8 16 14.1 125 9.2 9.1 9.1 9 145 11.3 95 94
Serratia marceseus 16.4 12.1 11.8 10.3 115 9.3 8.9 8.4 12 10.4 9.2 8.7
Salmonella sp. 171 141 115 108 125 116 114 104 153 10.8 10.7 10.1
Shigella sp. 21.1 193 184 163 164 143 126 11.3 199 137 124 122

Providencia alcalifaciens  16.2 14.4 13.2 11.1 114 105 10.2 10.1 16 12.1  11.3 9.8

Table 2. Activity of essential oils incorporated in the solid medium (MIC).

Percentage 1% 0.5% 0.25% 0.125%
Extract (H.E) B R L B R L B R L B R L
Concentration (10° ug/ml) 9.5 6.85 54 495 343 272 247 171 1.36 123 0.85 0.68
Gram positive

E. faecalis ATCC 29212 - - - - - - + + - + + +

M.R.S.AATCC 31 - - - + + - + + + + + +

S. aureus + - - + - - + + - + + +

S. epidermidis - - - + - - + + - + + +

Gram negative

E. coli ATCC 25922 - - - + - - + + + + + +

Salmonella OMA 04 - - + + + + + + + + + +

Proteus mirabilis - - + + - + + + + + + +

Enterobacter sp. + - - + + - + + - + + +

Citrobacter Freundii - - + - - + + + + + + +

Acinetobacter baumannii + - + + + + + + + + + +

Serratia marcescens - - - - - - - + + + + +

Shigella sp. - - - - - - - + - + + +

- No culture; +: presence of culture

widespread herbs in Algeria. The samples used have The aim of this study was to evaluate the three
been harvested in the National Park of El Kala where essential oils against 20 bacterial strains. For 12 strains
Basil and Rosemary are cultivated and Laurel is spon- we have determined the minimum inhibitory concen-
taneous. The essential oils from leaves of Rosemary, tration (MIC). The three oils showed good antibacterial

Laurel and Basil were extracted by hydro-distillation using activity against both Gram negative and Gram positive
Likens Nickerson apparatus for 2 h. bacteria. Laurel oil is the most efficient, Shigella sp. has
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the highest sensitivity to the three oils and Pseudomonas
aeruginosa is the most resistant to them. Among the
three oils, Laurel gives the lowest MIC against E. faecalis
ATCC 29212, Enterobacter sp., Shigella sp., S. aureus
and S. Epermidis (0.25%).
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