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Résumé :

Les huiles essentielles possedent d’importantes activités antimicrobiennes et peuvent se substituer avec
succes aux antibiotiques qui montrent leurs inefficacités a 1’encontre des microorganismes résistants,
ce qui nous a conduits a effectuer 1’analyse chimique et I’activit¢ antimicrobienne des huiles

essentielles de Erica multiflora

Pour cela, nous nous intéressés a 1’étude de 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles de Erica
multiflora. L’activité antimicrobienne est mise en évidence par la méthode de diffusion sur disque et
par contact direct. L’huile essentielle de Erica multiflora est active vis-a-vis des bactéries testées
(Escherichia coli, Bacillus cereus). La souche fongique la plus sensible est : Candida albicans qui
présente une sensibilité avec un diameétre de zone d’inhibition variant entre 14,0 et 29.5mm. L’espéce

microbienne le plus résistant est : Aspergillus brasiliensis.

Mots clefs : Erica multiflora, huiles essentielles, activité antimicrobienne, Nedroma
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Introduction



Pendant des siécles, I'Homme s'est toujours soigné par les plantes, de maniére empirique, guidé par la
tradition ou les coutumes. La plupart de grands médecins du passé ont été des phytothérapeutes.
Aujourd’hui encore, diverses maladies sont traitées uniquement par les seules thérapies naturelles
qui font appel non seulement aux plantes aromatiques, mais aussi a leurs huiles essentielles obtenues

généralement par hydrodistillation.

II existe un grand nombre d’huiles essentielles connues dans le monde et plusieurs milliers
d’entre elles ont été caractérisées. Cependant, de ce nombre, une faible proportion seulement présente
un intérét commercial. Cela s’explique par la composition chimique des huiles, les

différentes utilisations possibles et leur co(t de production.

Les plantes aromatiques sources de ces substances sont largement répandues dans la nature.
L’ Algérie abrite un ensemble d’especes importantes et variées et témoigne de ce fait d’une richesse
floristique incontestable. C’est pourquoi, nous nous somme intéressé a étudier certaines plantes,
poussant a 1’état spontané dans la région de Nedroma. Ce travail a pour objet d’analyse l'activité
biologique des huiles essentielles de I’espece appartient de la famille botaniques différentes; la famille

des Ericaceae représentée par I’espece Erica multiflora.

Dans le cadre de cette étude, ce mémoire est composé de trois parties, La premiere  partie
comporte une investigation bibliographique dans laquelle les connaissances liées aux huiles
essentielles d’une maniére générale seront etalées. Dans un second temps, nous exposerons les
divers modes d’extractions, tout en se focalisant sur I’hydrodistillation et les facteurs liés a ce
procédé classique d’extraction. Avant de finir par une présentation des especes étudiées. Dans la
seconde partie (pratique), nous avons décrit en détail le matériel biologique, puis 1’étude de son activité
et enfin, I’étude du pouvoir antimicrobien des huiles essentielles par la méthode de diffusion sur disque
et par la méthode de contact direct. Dans la troisieme partie, nous discuterons les résultats obtenus lors
de cette étude. Le manuscrit est achevé par une conclusion générale, les annexes et la liste des

références bibliographiques.
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Généralités sur les huiles essentielles
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1. Historique :

De tout temps, le régne végétal a offert a I’homme des ressources naturelles a son
alimentation, a son hygiéne et a sa santé.

Depuis les temps les plus anciens, les parfums de ces mémes végétaux sont associes
a des rites mystiques, artistiques et esthétiques.

Déja, En Chine, I’Empereur Chen Nong (2800 av. J.-C.), médecin érudit, consigne
son savoir relatif aux plantes médicinales dans un livre, le Pen Ts’ao, qui recense plus de
1000 plantes médicinales utiles (Lardy et Haberkorn, 2007).

Il semblerait que ce soit les Egyptiens, dont I’histoire remonte a plus de 4000 ans
qui furent les premiers a tirer parti du régne végétal dans un souci esthétique et spirituel.
L’essence de térébenthine était déja utilisée et tout porte a penser que certains parfums
étaient déja obtenus sous forme d’huile distillée

Hermann Boerhave (1668-1738) fut I’un des premiers a décrire les H.Es d’un point
de vue chimique (Lucchesi, 2005). L’aromathérapie tomba ensuite dans 1’oubli, toutefois
ila

En 1975, Franchomme en France, aromatologue mis en évidence I’importance du
chémotype (ou race chimique de 1’espéce) (Fouche et al., 2000).

L’¢re industrielle a pris peu le pas sur un empirisme et développa ainsi de nouvelles
techniques de distillation.

I1 existe aujourd’hui approximativement 3000 huiles essentiels dont environ 300 sont
réellement commercialisées, destinées principalement a I’industrie des ardmes et des
parfums, mais la tendance actuelle des consommateurs a rechercher une alimentation plus

naturelle a entrainé un regain d’intérét des scientifiques pour ces substances. (Zhiri,
2006).

2. Définition :

Les huiles essentielles (=essences = huiles volatiles) sont : «des produits de
composition généralement assez complexe renfermant les principes volatils contenus dans
les vegétaux et plus ou moins modifiés au cours de la preparation» (Bruneton, 1993;
Cavalli 2002; Chemat et al., 2007).

Plus récemment, la norme AFNOR NF T 75-006 (octobre1987) a donné la définition
suivante d'une huile essentielle : «Produit obtenu a partir d'une matiere premiére végétale,

soit par entrainement a la vapeur (Lucchesi et al., 2004),.soit par des procéedes
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mécaniques a partir de I'épicarpe des citrus, soit par distillation a sec» (Bruneton, 1993).

Les huiles essentielles sont des liquides huileux aromatiques tres concentrés
renfermant des mélanges complexes de substances volatils constitués de plusieurs dizaines
de composés. (Bourrel,1993 ; Raul et Ochoa, 2005; Tigrine-Kordjaniet al., 2006).Elles
se retrouvent dans toutes les parties de la plante (écorces, racines, feuilles, fleurs et fruits)
et dans toutes les régions climatiques du globe. Les facteurs environnementaux comme la
température, I'irradiante et la photopériode peuvent jouer un réle primordial sur la qualité

et la quantité de I'huile essentielle (Népomuscene, 1995).

3. Localisation et lieu de synthese :

Les huiles essentielles sont largement répandues dans le regne végetal avec des
familles a haute teneur en matieres odorantes comme les coniferes, les rutacées, les
myrtacées, les ombelliferes, les lamiacees, les géraniacées etc.

Les essences peuvent étre localisées dans des cellules sécrétrices isolées (cas des
lauracées et magnoliacées), mais on les trouve le plus souvent dans des organes sécréteurs
specialement différenciés et variables suivant les familles botaniques. On peut citer, par
exemple, les poils sécréteurs des lamiacées, les poches sécrétrices des rutacées et les
canaux sécréteurs des coniferes. L'appareil sécréteur peut étre externe, comme dans bon
nombre de lamiacées, ou bien interne, comme c'est le cas pour les différents eucalyptus
(myrtacées) (Agnamey P., 2002., Faye O.,1997)

4. Propriétés physiques :

Les H.Es sont en général liquides a température ambiante, volatiles, d’odeur tres
forte, incolores, jaunes pales ou quelques fois bleues. Leur densité est <1 sauf pour les
H.Es de clou de girofle (Syzygium aromaticum), Cannelle (Cinnamomum zeylanicum)
et Sassafras (Sassafras albidum). Elles sont insolubles dans 1’eau mais solubles dans les
solvants, les huiles et la vaseline; tres altérables, elles s’oxydent au contact de 1’air et de
la lumiére (Charpentier et al., 2008).

Le terme huile s’explique par la propriété de solubilité dans les graisses et par leur
caractere hydrophobe. Le terme « essentielle » fait référence au parfum, a I’odeur plus

au moins forte dégagée par la plante (Teusher et al., 2005).
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5. Role physiologique :

Beaucoup de plantes produisent les H.Es en tant que métabolites secondaires. Leur
role
exact dans le processus de la vie de la plante reste encore mal connu. Selon BAKKALI
(2008), les H.Es peuvent avoir plusieurs effets « utiles » pour la plante : repousser ou au
contraire attirer les insectes pour favoriser la pollinisation, comme source énergetique,
facilitant certaines réactions chimiques, permettant de conserver I’humidité des plantes
désertiques, réduction de la compétition des autres espéces de plante par inhibition
chimique de la germination des graines, par protection contre la flore microbienne

infectieuse, action répulsive sur les prédateurs par godt et effets défavorables.

6. Composition chimique :

Du point de vue chimique, les huiles essentielles représentent le groupe le plus
hétérogene qui existe. On y trouve divers composes représentant un bon nombre
de fonctions organiques (hydrocarbures, alcools, cétones, aldéhydes, esters et acides).
Ces composes appartiennent a une classe de produits naturels nommée terpenes
ou encore terpénoides. Les terpénes ont été nommés par Friedrich Kekulé Von
Stradonitz, en référence a la térébenthine qui, en plus des acides résiniques, contient
aussi des hydrocarbures. Seulement, ceux-ci ont été qualifiés a l'origine de terpene
[Kekulé, 1865].

6.1. Les terpenes :

Selon le nombre des unités d’isopréne, les terpénes sont classés en monoterpénes
al10 carbones, sesquiterpenes a 15 carbones, diterpénes a 20 carbones.

Les terpénes sont des molécules trés volatiles fréquentes dans la nature, surtout dans
les plantes ou ce sont les principaux constituants des huiles essentielles. Les terpenes
sont issus du couplage d’au moins 2 sous-unités isopréniques a 5 carbones (figure 1)
(Bottin, 2006).

Les substances monoterpéniques étaient parfaitement connues au debut du XXe
siecle.Par ailleurs, ce n'est qu'en 1910 que Semler détermine la structure correcte du
premier composé sesquiterpénique; le g -santaléne. 1l faut attendre ensuite trois ans pour

que Keschbaum en 1913 établisse la structure du trans-2-trans-6-farnésol. C'est la
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deuxiéme structure sesquiterpénique décrite avec précision et depuis, le nhombre des
terpénes naturels connus est actuellement voisin de 5000, compte-tenu des mono,

sesqui, di, tri, et polyterpéniques (Teisseire, 1991).

Les térpénoides sont des terpénes avec une ou plusieurs fonctions chimiques

(alcool, aldéhydes, cétone, acide, etc.)

CHs

CH
HC —

L’isopréne (2-méthylbuta-1.3-diéne)

Figure 1: Structure de I'unité isoprénique.

Les monoterpénes sont volatils entrainables a la vapeur d’eau, d’odeur souvent
agréable et représentent la majorité des constituants des H.Es, parfois plus de 90%. lls
peuvent étre acycliques (myrcéne, ocyméne), monocyclique (terpinéne, p-ciméne) ou
bicyclique (pinéne, sabinene). A ces terpénes se rattachent un certain nombre de des
substances a fonction chimique : alcools (géraniol, menthol), aldéhydes (géranial,
citronellal, sinensal), cétones (carvone, menthone, B- vétinone), et des esters (acétate de
géranyle, acétate de linalyle,acétate de cédryle, acétate a- terpinyle) (figure 2).

Les sesquiterpenes il s’agit de la classe la plus diversifiée des terpénes. Elle
contient plus de 3000 molécules comme par exemple : B-caryophylléne, p-bisaboléne,

a-humuléne, a- bisabolol, farnesol (Bruneton, 1999, Hernandez-ochoa, 2005).

6.2. Les composes aromatiques :

Les dérives du phenylpropane sont moins abondants que les terpénoides. Cette classe
comprend des composés odorants comme la vanilline, 1’eugénol, I’anéthole, 1’estragole
et bien d’autres. Ils sont plus fréquents dans les H.Es d’Apiaceae (anis, fenouil,

cannelle, basilic)
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6.3. Les composés d’origine diverses :
Ce sont des produits resultant de la transformation de molécules non volatiles
entrainables par la vapeur d’eau. Il s’agit de composés issus de la dégradation d’acides

gras, de terpenes.

D’autres composés azotés ou soufrés peuvent subsister mais sont rares. Enfin, il n’est
pas rare de trouver dans les concrétes des produits de masses moléculaires plus
importantes non entrainables a la vapeur d’eau, mais extractibles par les solvants :
homologues des phénylpropanes, diterpénes, etc... (Bruneton, 1999). Abou Zeid
(1988) signale que le composé soufré le plus rencontré est 1’allyl-isothiocyanate issu de
la dégradation d’un glucoside sinigroside qui se trouve dans les graines de moutarde
noire. Ce composé est incolore, fluide et de saveur piquante. Certaines plantes
aromatiques produisent des huiles essentielles dont les composés terpéniques
renfermant 1’élément nitrogéne. Parmi ces composés on cite I’indole, qui se trouve dans

I’huile essentielle de citron et des fleurs de jasmin.
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1. Terpenes
-Monoterpenes

Carbure monocyclic Carbure bicyclic
Cymene (*'y™) or p.cymene Sabincne Alpha-pincne Betapinene
Alcohol acyclic Phenol 3
Carvacrol Thymol

Citroncllol Geraniol

CH .
| = ~OH

2. Aromatic compounds

Aldehyde Alcohol Phenol Phenol
Cinnamaldchyde Cinnamyl alcohol Chavicol Eugenol
o ~CH2
/\/u\ ——
e - ©/\/\OH OOH
== — OCH,
OH

Methoxy derivative Methoxy derivative Methylene dioxy compound
Ancthole Estragole Safrole

—_— — o ~
J—QOCHJ =/——<\_?‘oom3 i -

3. Terpenoides (Isoprenoides)

Ascaridole Menthol
: . f OH

Figure 2 : Structures chimiques des composants prépondérants des H.Es (Bakkali et al.,
2008).

6.4. Notion de chemotype :

Un Chémotype, ou encore race chimique, désigne une entité chimique
distincte au sein d'une méme espece. Certaines especes de plantes, de champignons
ou de micro-organismes, présentent des variations chimiques de leur métabolite
secondaire en fonction des influences de leurs écosystemes (altitude, humidité,
ensoleillement, biotope, etc.), bien que leur morphologie ainsi que leur genétique
ne soient pas substantiellement transformeées.  Ainsi une espece donnée
d'eucalyptus peut donner une essence a dominante, cinéol-1,8, spathulénol ou pinéne «

alpha » (Shama, 2011). Il est important de noter que des huiles essentielles a
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chémotypes différents, présenteront non seulement des activités différentes mais aussi

des toxicités trés variables.

7. Facteurs influencant la composition chimique :

Il existe beaucoup de facteurs externes pouvant influencer la composition chimique
de I’H.E : la température, le taux d’humidité, la durée d’ensoleillement, la composition
du sol, la partie de la plante utilisée, le cycle végeétatif de la plante, la méthode utilisée
pour [D’extraction ; sont d’autant de facteurs susceptibles d’exercer les modifications
chimiques. Outre la composition, ces facteurs peuvent également avoir un impact sur la
teneur en H.E, par exemple : les citrus ont une teneur importante en H.E lorsque la
température est élevée. Les fleurs de Chrysanthemum caronarum sont riches en H.E
sous ’effet de fertilisants (Bruneton, 1999).

» Facteurs intervenant dans la qualité des huiles essentielles:

Les facteurs prédominants dans la qualité des huiles essentielles peuvent avoir deux
types,d’origines:

e Technologique ;

e Naturel.

De profondes modifications de I’huile essentielle peuvent intervenir lors de
I’exploitation des végétaux depuis leur collecte jusqu’a leur transformation industrielle.
Le mode de récolte, les conditions de transport (Yayi et al., 2004), le séchage et le
stockage peuvent générer des dégradations enzymatiques (Bruneton,1993). Les
changements les plus importants interviennent pendant 1’hydrodistillation sous
I’influence des conditions opératoires, notamment du milieu (l'acidité, température) et
de la durée d’extraction (Lagunez Rivera,2006 ;Chematet al.,2007 ). D’autres facteurs

tels que les traitements

auxquels on peut procéder avant ou pendant I’hydrodistillation (broyage, dilacération,
dégradation chimique ou enzymatique, pression, agitation) contribuent a la variation du

rendement et de la qualité de 1’huile essentielle (LagunezRivera, 2006).

8. Méthodes d’extraction :
Il existe différentes techniques d'exploitation des plantes aromatiques, les

plus connus sont la distillation & la vapeur d'eau, D’expression a froid,
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I’extraction par les solvants et par les graisses (Robert, 2000, et Proust, 2006) et
I’extraction au CO2 en phase supercritique (Pellerin, 1991 et Wengtang, 2007).

Le choix du procédé d’extraction influe directement sur la qualité
des  produits et sur le rendement de I’extraction. Il est orienté par la localisation
histologique et la composition chimique de ces essences. A I'échelle industrielle, le
procéde le plus employé reste la distillation a la vapeur d'eau. Les principales

raisons de cette préférence sont :

La facilité de mise en ceuvre du procéde,

La sélectivité et donc la qualité des produits obtenus

Le procédé ne nécessite pas de dispositifs particuliers de sécurité.
8.1. Distillation :
Selon Piochon (2008),il existe deux différents procédés utilisant le principe de la

distillation : I’hydrodistillation et I’entrainement a la vapeur d’eau.

a- Hydrodistillation :

L’hydrodistillation proprement dite est la méthode normée pour 1’extraction d’une
huile essentielle, ainsi que pour le contrdle de qualité (AFNOR, 1992). Le principe de
I'nydrodistillation correspond a une distillation hétérogéne. Le procédé consiste a
immerger la matiére premiere végétale dans un bain d'eau. L'ensemble est ensuite porté

a ébullition généralement a pression atmosphérique (figure 3) (Lagunez Rivera, 2006).

Schéma d'un montage dhydrodistillation

ballon

—~——r
Pierres
ponces + eau

Distillat : ezu +
huile essentielle

Figure 3 : Montage de I'hydrodistillation

La durée d’une hydrodistillation peut considérablement varier, pouvant atteindre
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plusieurs heures (8h) ( Lucchesi et al., 2004),selon le matériel utilisé et la matiére
végétale a traiter. La durée de la distillation influe non seulement sur le rendement mais
¢également sur la composition de 1’extrait (Lucchesi, 2005). Les principales raisons de
cette préférence sont liees a la facilité de mise en oeuvre du procedé, son sélectivité et
donc la qualité des produits obtenus.

Cependant ’hydrodistillation posséde des limites. En effet, un chauffage prolongé et
trop puissant engendre une détérioration de certains végétaux et la dégradation de
certaines molécules aromatiques.C’est ainsi que pour certains végétaux fragiles, comme
par exemple les pétales de fleurs, une technique d’extraction plus appropriée est
utilisée. Il s’agit de la « distillation dite seche ». Cette technique ancestrale, utilisée
autrefois par les alchimistes arabes. (French, 1651),consiste a extraire les huiles
essentielles de plantes fragiles a I’aide d’un alambic par ’effet de la chaleur du soleil.
Plus récemment, en Herzégovine (Kapetanovic et al., 1984), une technique toute
proche a permis I’extraction d’une huile essentielle de rose de trés grande qualité,
cependant cette technique, possede elle aussi ses limites. En effet, technique écologique
par excellence, le chauffage par les rayons du soleil est tres faiblement productif car
plusieurs jours sont nécessaires pour extraire les précieuses gouttelettes d’essences de

rose.

b- Distillation par entrainement a la vapeur d’eau :
Dans ce type de distillation, le matériel végétal ne macére pas directement dans I’eau.
I1 est placé sur une grille perforée au travers de laquelle passe la vapeur d’eau (figure 4).

La
vapeur endommage la structure des cellules végétales et libére ainsi les molécules

volatiles qui sont ensuite entrainées vers le réfrigérant. Cette méthode apporte une

amélioration de la qualité de I’H.E en minimisant les altérations hydrolytiques.
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Figure 4 : Schéma du principe de la technique de ’entrainement a vapeur

(Lucchesi, 2005).

c- Hydrodiffusion

Cette technique est relativement récente. Elle consiste a faire passer du haut vers le
bas, et a pression réduite la vapeur d’eau au travers la maticre végétale. L.’avantage de
cette méthode est d’étre plus rapide donc, moins de dommageable pour les composés

volatils.

8.2. Extraction a froid :

Elle constitue le plus simple des procédés, mais ne s’applique qu’aux agrumes dont
I’écorce des fruits comporte des poches sécrétrices d’essences. Ce procédé consiste a
broyer, a I’aide de presses, les zestes frais pour détruire les poches afin de libérer
I’essence. Le produit ainsi obtenu porte le nom d’essence, car il n’a subi aucune

modification chimique (Roux, 2008).

8.3. Extraction assistée par micro ondes :

Le mécanisme du chauffage diélectrique repose sur le fait que les molécules
polaires, telles que I'eau, ont des extrémites négatives et positives : ce sont des dipdles.
En I’absence de champ électrique, les dipoles d’un milieu diélectrique se trouvent
orientés au hasard sous l’effet de 1’agitation thermique du milieu. Sous l'effet d'un

champ électrique

continu, les molécules tendent a s'orienter dans la direction du champ électrique. Plus le
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champ électriqueest intense, moins l'agitation thermique qui tend a désorganiser
l'alignement a d’importance. Lorsque toutes les molécules sont orientées, il apparait un
moment dipolaire global induit. Sous lI'effet d'un champ électrique alternatif de
fréquence, les dipdles s'orientent dans la direction du champ sur une demi alternance, se
désorientent lorsque le champ s'annule et se réorientent dans l'autre sens pendant la
seconde demi alternance : c'est la rotation dipolaire. L'énergie électrique est convertie
en énergie cinétique par la rotation des dipbles. L'énergie cinétique est transformée
partiellement en chaleur : I'alignement des dip6les par rapport au champ électrique est
contrarié¢ par les forces d'interactions entre molécules. Ces forces peuvent étre
assimilées a des forces de frottement internes qui existent dans les contacts solide-
solide. Elles s‘opposent ainsi a la libre rotation des molécules. De la friction produite,
nait le dégagement de chaleur (Lucchesi, 2005).Cette chaleur dilate les glandes

quiéclatnte. Ce processus donc libere les huiles essentielles (Lucchesi et al., 2004).

8.4. Extraction par les solvants et les graisses :

Il s’agit d’extrait de plantes obtenu au moyen de solvants non aqueux (hexane, éther
de pétrole etc.), mais aussi de graisses, des huiles (absorption des composés volatils
lipophiles par les corps gras). Ces solvants ont un pouvoir d’extraction plus élevé que
I’eau, si bien que les extraits ne contiennent pas uniquement des composés volatils mais
également un bon nombre de composes non volatils tels que des cires, des pigments,
des acides gras. Un lavage a I’éthanol permet I’¢limination de ces composés non
désirables. Apres distillation de 1’alcool, le produit obtenu est appelé « absolu », et sa
composition se rapproche de celle d’'une H.E. L’extraction a 1’aide de solvants
organiques pose de probléme de toxicité et de solvants résiduels (Hernandez-ochoa,
2005).

9. Toxicité des huiles essentiels :
Les H.Es ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisées sans risque. Certaines
H.Es sont dangereuses lorsqu’elles sont appliquées sur la peau, en raison de leur
pouvoir irritant (les huiles riches en thymol, ou en carvacrol), allergene (huiles riches
en cinnamaldéhyde) ou photo-toxique (huiles de citrus contenant des furacoumarines),
d’autres H.Es ont un effet neurotoxique (les cétones comme 1’a-thujone sont toxiques

pour les tissus nerveux). La toxicité des H.Es est assez mal connue. Il manque de
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10.

données sur leurs éventuelles

propriétés mutagénes et cancérigenes. La plupart du temps, sous le terme de toxicité
sont décrites des données expérimentales accumulées en vue d’évaluer le risque que
représente leur emploi. Il existe quelques H.Es dont certains composés sont capables
d’induire la formation de cancer, c’est le cas par exemple de dérivés d’allybenzeéne ou
de propenylbenzéne comme le safrole, ’estragole, la B-arasone, et le methyl-eugénol
(Guba, 2001).

Cet aspect de la connaissance des huiles essentielles est d'autant plus important que
le développement thérapeutique telles que I'aromathérapie (définie comme le traitement
des maladies par les essences de plantes ainsi que la connotation ** produit naturel”
attaché a ces produits conduisent a une utilisation souvent abusive. La toxicité
chronique des huiles essentielles est assez mal connue; on manque aussi des données
sur leurs éventuelles propriétés mutagenes, tératogenes ou cancérogenes.
(Bruneton,1993).

Methodes de caractérisation chimique des H.Es :

Les huiles essentielles sont des matieres premiéres pour les secteurs de 1’industrie
pharmaceutique, de  I’agroalimentaire et de la cosmétique. La
connaissance parfaite de la composition chimique de ces substances permettrait aux
professionnels des secteurs précités de pouvoir contrbler leur qualité et de les
valorisées. L’identification des composants d’une HE reste une opération délicate
qui nécessite la mise en cuvre de plusieurs techniques qui sont dans
certains cas complémentaires (Joulain, 1994).

La technique incontournable pour individualiser les constituants d’un
mélange  reste la chromatographie en phase gazeuse (CPG). Son couplage a
un détecteur a ionisation de flamme (DIF) permet la quantification des constituants
et le calcul de leurs indices de rétention. La CPG est souvent combinée avec une
technique d’identification spectrale, généralement la spectrométrie de masse (SM)
ou la Spectrométrie Infrarouge par Transformée de Fourier (IRTF). Une nouvelle voie
d’analyse est le recours a la RMN du carbo ne-13 décrite par Formacek et
Kubeczka et développée par Casanova et coll (Julien, 2005). Elle  permet

d’identifier les constituants d’un mélange complexe sans individualisation et sans
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séparation préalable.

10.1. La chromatographie en phase gazeuse (CPG) :

La CPG est une méthode d’analyse par séparation qui s’applique aux composés
gazeux ou susceptibles d’étre vaporisés par chauffage sans décomposition. Les progres
technologiques réalisés dans le domaine des colonnes capillaires, des phases
stationnaires et des détecteurs ont contribué a rendre la CPG incontournable pour la
caractérisation des H.Es.

Le chromatographe en phase gazeuse est constitué de trois modules : un injecteur,
une colonne capillaire dans le four et un détecteur. Le mode d’injection le plus répandu

(3

est ’injection en ‘‘split’’ ou injection avec ‘‘division de flux’’, il est utilis¢é pour
I’analyse de solutions concentrées. L’injection se fait a haute température. L’échantillon
est rapidement introduit dans 1’injecteur ou il est instantanément vaporis¢ et m¢langé au
gaz vecteur (hélium, azote, argon, ou hydrogene). Une électrovanne permet de régler le
débit de fuite. Ce procédé permet de faire en sorte qu’une fraction importante du flux
gazeux soit évacuée, diminuant ainsi la quantité d’échantillon qui pénetre dans la
colonne et évitant de saturer la phase stationnaire (Bouchonnet et Libong, 2002).

Le four contient I’élément clé de la séparation chromatographique la colonne
analytique. Cette colonne peut étre de deux types : colonne remplie ou colonne
capillaire. Dans le cas des H.Es, les colonnes capillaires semblent plus adaptées ; elles
sont en métal, en verre ou plus souvent en silice fondue. Les substances de 1’échantillon
traversent la totalité de la colonne ou est placée la phase stationnaire.

Les constituants d’un mélange sont séparés en fonction de leur polarité si la phase
stationnaire est polaire, de leur volatilité si cette derniére est apolaire. Leurs différences
de propriétés physicochimiques leur conférent des vitesses d’¢lution et ils sont donc
séparés en fonction du temps. Ils arrivent a P’extrémité de la colonne, ils sont alors
détectés et enregistrés. La chromatographie en phase gazeuse permet donc de séparer
un mélange gazeux complexe par succession continue d’équilibre entre phase mobile
gazeuse et phase stationnaire (Besombes, 2008).

Le développement des phases stationnaires et de la CPG multidimensionnelle a
permis de surmonter certaines difficultés rencontrées dans la séparation et
I’identification des composés dans les H.Es. Ainsi, la CPG bidimensionnelles

(CPG/CPG), mettant en ligne deux colonnes capillaires, permet la separation,
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I’identification et la quantification de composés minoritaires pouvant coéluer avec les
composés plus abondants. L’échantillon est injecté¢ dans la premiére colonne, puis les
composés qui coéluent sont transférés dans une deuxiéme colonne pour étre separés
(Paolini, 2005).

10.2. La spectrométrie de masse (SM) :

Le spectrométre de masse permet 1’identification et la quantification des composés.
Il existe de nombreux types de spectrométres de masse ; tous ont en communs trois
éléments : une source, un analyseur et un détecteur. La source est la partie du
spectrometre de masse ou sont produits des ions gazeux a partir des molécules
introduites

En couplage avec le chromatographe en phase gazeuse, ou les composés sont élués
arrivent au spectrométre a 1’état gazeux, les sources utilisées sont dites a ‘‘ionisation

(9

¢lectronique’” (IE) ou a ‘‘ionisation chimique’” (IC). La source est maintenue a une
température élevée (généralement comprise entre 100 et 250°C) pour eéviter la
condensation des substances (bouchennet et Libong, 2002). Les ions sont ensuite
dirigés vers la partie analytique de I’appareil. Dans le spectrometre de masse, les
ions sont séparés selon leur ration « masse/Charge », a I’aide d’un champ magnétique

ou électrique (Besombes, 2008). Le faisceau d’ions ayant traversé 1’analyseur de masse

est détecté et transformé en un signal utilisable.

10.3. Couplage CPG/SM :

La simplicité du couplage entre ces deux techniques, les progres accomplis
dans le traitement en temps réel du signal, la constitution de banques de
données de spectres de masse et le développement des algorithmes de
comparaison entre le spectre d’un composé inconnu avec ceux répertoriés dans la
banque sont a I’origine de la généralisation de l'usage de la CPG/SM dans les
laboratoires d’analyse des composés aromatiques.

La CPG sur colonne capillaire constitue une excellente méthode d’introductionde
I’échantillon dans le spectrometre de masse. Ainsi, la colonne capillaire est
directement couplée a la source d’ions permettant I’ionisation des constituants. Il
existe deux modes d’ionisation : I’ionisation chimique (IC) et I’ionisation par impact

électronique (IE). Ce dernier mode est le plus répondu, le seul qui permet une étude
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11.

systématique de la structure des ions moléculaires et fragments formés.

Le principe de la CPG/SM (IE) réside dans la séparation en phase gazeuse de
molécules chargées (ions) en fonction de leur rapport masse/charge (m/z). A la sortie
de la colonne, les molécules arrivent au niveau de la source d’ionisation, elles entrent

en collision avec

un flux d'électrons obtenus par effet thermoélectronique a partir dun filament
en rhénium. Ces eélectrons leur arrachent un autre électron genérant des cations

radicalaires, appelés aussi ions moléculaires M*. (Cavalli, 2002)

Activites biologiques :

Les huiles essentielles possédent de nombreuses activités biologiques (Ziming et al.,
2006).En phytothérapie, elles sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les
maladies infectieuses d'origine bactérienne, par exemple contre les bactéries
endocanalaires (Pellecuer et al., 1980),0u au niveau de la microflore vaginale ( Viollon
et Chaumont, 1994) et d'origine fongique contre les dermatophytes (Chaumont et
Leger, 1989).Cependant, elles possédent également, des propriétés cytotoxiques
(Sivropoulou et al.,1996), qui les rapprochent donc des antiseptiques et des
désinfectants en tant qu’agents antimicrobiens a large spectre.

Par exemple dans des préparations pharmaceutiques, les terpénes phénoliques,
comme le thymol et le carvacrol, sont souvent utilisés comme des antiseptiques, des
antibactériens et des antifongiques (Agnihotriet al.,2003). Le thymol est trés irritant,
astringent et caustique. La dose de thymol applicable sur la peau et les muqueuses est
de 0,5%. Ingéré a la dose de 2 g ou a plus fortes doses, il est responsable de gastralgies
avec nausées (Zambonelli et al., 2004). Les huiles essentielles les plus étudiées dans la
littérature pour leurs propriétés antibactériennes et antifongiques appartiennent a la
famille des lamiacées: thym, origan, lavande, menthe, romarin, sauge... etc. (Agnihotri
et al., 2003).

L’activité des huiles essentielles est en corrélation avec leur fonction chimique. Les
travaux de Zakarya et ses collaborateurs (1993) ont montré I’importance de la
spécification du genre et de I’espece, ainsi que de la variété de la plante d’ou provient
I’extrait. En effet, ’activité biologique d’une huile essentielle est liée & sa composition

chimique, aux groupements fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols,
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aldéhydes et cétones).

Les composés minoritaires jouent aussi un réle important dans 1’activité des huiles
essentielles et semblent agir en synergie avec les composés principaux (Zhiri, 2006).
Les composés chimiques qui ont plus d’efficacité et, a large spectre sont d’abord les
phénols (thymol, carvacrol, eugénol), ensuite les alcools (a- terpinéol, terpinén-4-ol,

linalol), les aldéhydes et dans une faible mesureles cétones (Dorman et Deans, 2000).

11.1. Activité antimicrobienne :

De nombreuses ¢études ont été réalisées en vue de I’estimation du pouvoir
antiseptique des huiles essentielles depuis trés longtemps, par exemple en 1881 Koch
testa 1’action bactéricide de D’essence de térébenthine sur les spores du charbon.
Ensuite, Chamberland (1887) étudia 1’activité des essences d’origan, de cannelle et de
girofle sur Bacillus anthracis. En 1919, Bonnaure étudia le pouvoir antiseptique des
lavandes et en 1935, Bose mit en évidence les relations entre la formule chimique et le

pouvoir antiseptique (Belaiche, 1979).

11.1.1 Activité antimicrobienne des extraits des huiles essentiels :

L’utilisation des antibiotiques conduit dans la tres grande majorité des cas a la
sélection de populations microbiennes résistantes. Cette résistance est due a des
mutations chromosomiques ou a 1’acquisition de genes de résistance portés par des
éléments génétiques mobiles (plasmides, phages, transposons, intégrons). Ces
résistances ont conduits & chercher de nouveau agents antimicrobiens possédant une
efficacité plus importante que les drogues synthétiques d’une part et bien accepté par
I’organisme d’autre part (sans exercer des effets déléteres sue la santé humaine)
(Garcia-Ruiz et al., 2008 ; Kempf et Zeitouni., 2009).

Beaucoup de groupes de recherches ont étudi¢ D’activité antimicrobienne des
extraits de plantes médicinales telles que fennel (Foeniculum vulgare), peppermint
(Mentha piperita),
thyme (Thymus vulgaris), ils ont trouvé que ces extraits sont actifs non seulement
contre les bactéries mai aussi contre les champignons, les levures et les virus (Jurgen et
al ., 2009)

D’autres groupes de chercheurs ont franchi une étape plus loin, ils ont isolé et identifié
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les métabolites responsables de 1’activité antimicrobienne des extraits de plantes, cette
¢tape constitue une plateforme pour plusieurs implications incluant I’industries

pharmaceutique, la médecine alternative, et la thérapie naturelle (Huang et al., 2008).

11.1.2 Méthode de détermination de I’activité antimicrobienne:

L’examen des données bibliographiques fait apparaitre la diversité des méthodologies
utilisées pour mettre en évidence 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles, in
vitro.  Le choix de la méthode est conditionné par 1’insolubilité des huiles essentielles
dans les milieux aqueux, leur volatilite, et la nécessité de les tester a de faibles

concentrations.

a- Aromatogramme (Méthode de diffusion en milieu gélosé):

L’aromatogramme est basé sur une technique utilisée en bactériologie médicinale
appelé antibiogramme ou méthode de disque ou méthode par diffusion en milieu gélosé
(Figure 5). La technique consiste a utiliser des disques de papier imprégnés des
différentes substances a tester, puis déposés a la surface d’une gélose uniformément
ensemencée avec une suspension de la souche microbienne a étudier. Apres incubation,
les colonies se développent a la surface de la gélose laissant des zones vierges autour
des disques appelée zone d’inhibition. Plus le diamétre de la zone d’inhibition est grand,
plus la souche est sensible a la substance testée, plus il est petit plus la souche
microbienne est résistante. On peut exprimer cette activité soit en indiquant directement
le diamétre de la zone d’inhibition en millimetre, soit en traduisant en croix le degré

d’activité (Guerin-Faubleeet Carret, 1999).
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Figure 5 : Schéma illustrant la méthode des aromatogrammes

( www.memoireonline.com)

b- Méthode de micro-atmosphére :

Cette technique consiste a cultiver les microorganismes a tester dans les boites de
pétri sur milieu de culture approprié (Figure 6). La différence réside principalement
dans la position du disque imprégné d’huile essentielle qui est déposé au centre du
couvercle de la boite de pétri, renversée apres fixation de I’huile essentielle sur le
disque. Celui-ci n’est donc pas en contact avec le milieu gélosé. L huile s’évapore dans

I’atmosphere de la boite,

elle peut exercer son effet inhibiteur sur les microorganismes testés (Pibiri, 2005).
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Figure 6 : Schéma illustrant la méthode de micro-atmosphére (Bousbia, 2004)
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9. Déefinition :

Pendant des siécles, I'Homme s'est toujours soigné par les plantes, de maniére
empirique, guidé par la tradition ou les coutumes. La plupart de grands médecins du
passé ont été des phytothérapeutes (Goeb, 1999). Les vertus thérapeutiques des plantes
ont eté expérimentées depuis lors et leurs précieuses caractéristiques se sont transmises
oralement de génération en génération ou consignés dans les vieux écrits. Les remédes
de bonne réputation ont prévalu malgré le développement de la médecine moderne qui
est venue marginaliser le recours aux techniques médicales naturelles.

Actuellement, les plantes aromatiques possedent un atout considérable grace a la
découverte progressive des applications des leurs huiles essentielles dans les soins de
santé ainsi que leurs utilisations dans d'autres domaines d'intérét économique. Leurs
nombreux usages font qu'elles connaissent une demande de plus en plus forte sur les

marchés mondiaux (Tchamdja, 1995).

10.La famille Ericaceae :

Grande famille cosmopolite représentée par 124 genres (dont Arbutus (arbousier),
Calluna (calune), Erica (bruyere), Rhododendron) et environ 4 100 especes [Maberley,
1987], les Ericaceae prédominent en Arctique, dans les régions tempérées et dans les
montagnes tropicales et extratropicales du sud-est de 1’Asie et d’Amérique avec une
forte concentration dans 1’Himalaya, en Nouvelle-Guinée et dans les Andes (figure 6 ).
En général, la plus grande densité ainsi que la plus grande diversité des Ericaceae se
retrouve sous les climats méditerranéens notamment en Australie et en Afrique du Sud
(Stevens et al., 2004).

Figure 7 : Répartition mondiale des Ericaceae selon Stevens (Stevens, 2001).
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Ce sont souvent des plantes a mycorhizes préférant les sols pauvres et acides. Leur
habitat est généralement caractérisé par une faible disponibilité en nutriments, un
faible taux de matieres organiques et souvent une période de secheresse (Stevens et

al., 2004).

11.Position systéematique
Du point de vue des classifications systématiques anciennes, la famille des Ericaceae

fait partie des Dicotylédones et appartient a I’ordre des Ericales (tableau 1 ) (Cronquist,
1988).

Tableau 1 : Taxonomie des Ericaceae selon Cronquist [Cronquist, 1988].

Plantae, Tracheobionta

Embranchement : Spermatophyta
Sous-Embranchement : Angiospermae
Classe : Magnolopsida
Sous-classe : Dilleniideae
Ordre : Ericales
Famille : Ericaceae

Bien que les limites de la famille des Ericaceae soient bien definies, il existe de
nombreuses subdivisions en sous-familles et en tribus établies en 1971 puis révisées par
les travaux de Stevens en 2004 [Stevens, 1971 ; Stevens et al., 2004]. Les relations
phylogénétiques au sein des Ericaceae ont été étudiées au moyen d’analyses cladistiques
basées sur la combinaison de caractéres phénotypiques (morphologie, anatomie, nombre
de chromosomes et métabolites secondaires) et de caractéres moléculaires (séquences de
nucléotides) (Kron et al., 1997 ; Stevens et al., 2004). Les Ericaceae se répartissent en

8 sous-famillesel, les mémes subdivisées en tribus.

12.Description botanique des Ericaceae :
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Famille de plantes sempervirentes ou caduques, les Ericaceae sont des arbustes, parfois
tres petits ou subherbacées, des arbres (parfois pachycaules), plus rarement des lianes ou
des épiphytes. Les feuilles des Ericaceae sont alternes a subopposées ou verticillées,

entiéres ou dentées ou souvent en aiguilles appelées éricoides (adaptations a des régimes

hydriques défavorables). Elles sont penninervées et dépourvues de stipules.
L’inflorescence, trés variable, peut étre terminale ou axillaire, souvent racémeuse ou
paniculée, parfois réduite a une fleur solitaire. Les fleurs, petites, sont actinomorphes
pentameres et hermaphrodites. Le calice posséde 4-5 sépales plus ou moins soudés a la
base ; il est parfois réduit a un anneau ; il peut étre persistant et plus ou moins accrescent.
Les pétales sont généralement soudés en tube. La corolle est campanulée, en forme d’urne
ou sphérique, aux lobes généralement petits et distincts. L’androcée, a 8-10 étamines
libres, est obdiplostémone par avortement, les filets sont libres et soudés sur le réceptacle,
les antheres sont a déhiscence poricide, souvent avec appendices bicornes. Un disque
nectarifére intrastaminal est parfois présent. L. ovaire est souvent supére. Le fruit est une
petite baie charnue et indéhiscente ou une capsule séche a déhiscence loculicide parfois
enfermée dans une corolle persistante. La graine est tres petite, souvent ailée a albumen
charnu (Maberley, 1987 ; Spichiger et al., 2000).

13.L’espéce Erica multiflora :
Arabe : khlen;j
Francais : bruyere multiflore, bruyere a fleurs nombreux
Anglais : heather

Erica multiflora pousse principalement dans les pinédes, les garrigues, sur sol calcaire,
et ne pousse pas dans les montagnes.(figure 7)

Erica multiflora est tres répandue dans les zones de maquis et garrigues et est
constamment soumis a la surexploitation, soit par les populations rurales locales ou par
des entreprises privées. Bois de sa souche est tres recherchée, et est utilisé comme bois de
chauffage. Dans les maquis du nord, Erica multiflora produit quelque 700 tonnes de bois
de souche chaque année. La fleur-bourgeons, I'écorce et les feuilles sont également
utilisées comme fourrage. Aujourd'hui, la cueillette et I'utilisation est soumise a la
réglementation et la taxation. Il se propage par les bourgeons portés sur la tige souterraine.
(Bellakhdhar, 1997 ; Bezanger et Pinkas, 1980)
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Figure 8 : L’espéce Erica multiflora (Compilé par: Dr. Zeinab Gharibi)

14.Classification :

Tableau 2 : Taxonomie des Erica multiflora ( Harnafia et al., 2007)

Régne: Plantae

Embranchement:Tracheophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordre: Ericales
Famille: Ericaceae

Genre: Erica multiflora

15.Usages traditionnels :

Elle peut étre prise sous forme de décoction des sommités fleuries séchées et sous forme
d'infusion. Elle est également utilisée dans de nombreuses préparations magistrales.
Associant diverses autres plantes complémentaires choisies elles sont prescrites en
fonction de chaque maladie par les herboristes. La bruyere appartient aux plantes
intéressantes pour soigner une cystite d'ou son effet diurétique pour augmenter la diurése.
Elle est aussi utilisée contre les inflammations prostatiques, le prostatisme et contre
I'nypertrophie bénigne de la prostate.
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16.Toxicité :

La bruyere et l'arbousier, appartenant a la méme famille et ont la méme substance
toxique; I'andromédotoxine. Les parties dangereuses: surtout les feuilles. Cette plante
contient une toxine, I'andromédotoxine, responsable des vomissements et de la baisse de
la tension et pouvant entrainer la mort si elle est absorbée en doses importantes. Effets
indésirables :

C'est suite a sa teneur élevée en tanins, la tisane est amére et astringente et peut
provoquer des nausées et des vomissements chez les personnes habituellement sensibles.
(Maureen, 1997)
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Partie expéerimentale :

Matériel et méthodes
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1. Objectif de travail :

Notre travail a porté sur :

L’¢étude de I’effet de cing antibiotiques et 6 huiles essentielles des feuilles fraiches et seches et

des fleurs d’Erica multiflora sur la croissance de deux bactéries Escherichia coli et Bacillus

cereus, et deux antifongiques sur la croissance de Candida albicans et Aspergillus

brasiliensis.

1. Testes microbiologiques :

La plante d’Erica multiflora ont été récolté de Nedroma et Djebala de la wilaya de Tlemcen

(Tableau n°03 et figure n°09), ces échantillons nous ont été fournis par notre encadreur.

Tableau n° 3 : Les huiles essentielles d’Erica multiflora

Huile FmB F.B GSF G.A S1 E3

Essentielle

Origine Feuilles Feuilles Feuilles Feuilles Fleurs Fleurs
séches fraiches fraiches séches « Nedroma » | « Djebala »
« Djebala » | « Djebala » | « Nedroma » | « Nedroma »

La carte géographique de la région de la récolte est illustrée dans la figure n°01.
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Figure 9 : Carte géographique montre la région de la récolte (Google Maps, 2016)
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1.1.Souches bactériennes et fongiques etudiées :

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles d’Erica multiflora a été évaluée sur deux
souches bactériennes et une levure et un champignon. Se sont des souches de référence

proviennent de I’ American Type Culture Collection ATCC (Tableau n°4)

Tableau 4: Liste des souches microbiennes testées

Souches utilisées Référence
Bactéries Bactéries Gram- Escherichia coli ATCC 25922
Bactéries Gram+ Bacillus cereus ATCC 10876
Candida albicans ATCC 10231
Champignons
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404

2.2. Conservation des souches microbiennes :

Les souches bactériennes sont entretenues par repiquage sur gélose nutritive favorable a leur
croissance pendant 24 h a I’obscurité a 37 °C, alors que la levure et le champignon sont

cultivés par repiquage sur le milieu Sabouraud pendant 7j a I’obscurité a 25 °C
2.3. Les milieux de culture :

Au cours de notre expérimentation la culture des souches microbiennes a nécessite
I’utilisation des milieux suivants : Mueller Hinton (MH), bouillon nutritif, gélose nutritive, le

milieu Sabouraud.
La composition chimique de ces différents milieux de culture se trouve en annexe.
2.4. préparation de I’inoculum :

Les souches testées ont été ensemencées dans des tubes contenant le bouillon
nutritif (BN) (Annexe 3), pour les bactéries « Escherichia coli et Bacillus cereus » a 37°C
pendant 18H, et pour Candida albicans a 30°C pendant 48H et Aspergillus brasiliensis a 25°C
pendant5 a 7jours.
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2.5. Standardisation de la turbidité :

Une suspension bactérienne est préparée a partir d’une culture réactivée dans 9 ml

bouillon nutritif. La suspension bactérienne est bien homogeénéisée, et la densité optique lue a
I’aide d’un spectrophotometre de type JENWAY, 6715 UV/Vis a 625 nm est justifiée de 0.08
a 0.1 soit environ 108 UFC/mI, et pour Aspergillus brasiliensis soit environ 10° Spores/ml
(Pessini et al., 2003)
Pour la levure un certain volume de cette culture est dilué dans le bouillon nutritif pour avoir
une densité optique entre 0.08 et 0.1 & 600 nm, soit environ 106 UFC/ml (Pfaller et al.,
1988).

L’inoculum est ajusté soit en ajoutant de la culture s’il est trop faible ou de I’eau

physiologique stérile s’il est trop fort. (Annexe 4)

3. L’étude de la sensibilité des souches vis-a-vis des antibiotiques et antifongiques :
L’antibiogramme permet de catégoriser une souche bactérienne en classe semi-

quantitatives (sensible S, intermédiaire I ou résistante R) et d’orienter 1’antibiothérapie. Il est

basé sur 1’observation de la croissance bactérienne en présence d’un gradient de concentration

d’antibiotique, obtenu par diffusion a partir de disques dans un milieu gélosé.

Méme pour I’antifongigramme, qui consiste a déterminé la sensibilité des mycétes vis-a-Vis

d’un ou plusieurs antifongiques. (Vedel, 2005 ; CA-SFM, 2010)

Pour notre étude nous avons recherché la sensibilité des souches étudiées vis-a-vis de cing

antibiotiques (Tableau n°02) pour les bactéries et deux antifongiques (Econazole et

Clotrimazole).

Tableau n°5 : Liste des antibiotiques utilisés

L’antibiotique Le sigle Charge de disque
Gentamicine GM 30 ug
Amoxicilline/ac.clavulanic AUG 30 ug
Tobramycine TOB 10 pg
Norfloxacin NOR 10 pg
Trimethoprime- SXT 25 ug
sulfamethoxazole
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3.1. Préparation des disques d’antifongiques :

Les disques sont préparées a partir du papier wattman n°3 de 6 mm de diametre, ensuite elles
sont mises dans un tube a essai, stérilisés a l'autoclave 15minutes & 120°C, puis stockés a une

température ambiante (le tube a essai est hermétiquement fermé)

L'ensemencement doit se faire dans les 15 minutes qui suivent la préparation de I'inoculum.

Le milieu Mueller-Hinton et milieu Sabouraud sont fondu et refroidi, coulées en boite de
pétri sur une épaisseur de 4 mm (qui correspond a 20 ml pour les boites de 90 mm de
diametre).

Aprés solidification du milieu de culture, 1ml de suspension bactérienne 108 UFC/mI et
1ml de suspension fongique 10° spores/ml et 10°® UFC/ml sont ensemencés, 1’excédent de

I’inoculum a été éliminé par aspiration

Dans des conditions aseptiques on dépose les disques d’antibiotiques et les disques
imprégnés d’une solution antifongique a 1’aide d’une pince stérile, il ne faux pas dépasser 6
disques sur une boite de 90mm de diametre.

L'incubation 24h a 37°C pour les bactéries, 48h a 30°C pour les levures et pour les
champignons 5 a 7jours a 25°C.
La lecture se fait par la mesure de diamétre de la zone inhibition qui est présenté par une

aréole autour de chaque disque ou aucune croissance n’est observée.

4. Etude de DPactivité antimicrobienne in vitro des huiles essentielles

(technique de Vincent) :

En plus de l’appellation méthode de I’aromatogramme (Abdesselam, 2006), elle est
appelée aussi technique de 1’antibioaromatogramme (Jacob, 1979), méthode de VINCENT
(Pibiri, 2006), méthode de diffusion dans la gélose (agar) (Razakarivony et al., 2009)

Inspiré d’une vieille méthode de Shroeder et Messing datant de 1949, I’aromatogramme
consiste a déposer des disques de papiers filtres imprégnés d’huiles essentielles. Les milieux
coulés en boite de pétri sont ensemencés par 1ml de suspension bactérienne de 108 UFC/ml et

fongique 106 spores/ml et 106 UFC/ml. L’excédent de I’inoculum est éliminé par aspiration.
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Les disques de papier wattman de 6mm stériles sont déposés a la surface de la gélose
ensemencée apres avoir été chargé de 30 ul d’huile essentiels, en paralléle des témoins sont
utilisés afin de verifier la croissance des différents souches.

Pour que I’huiles puisse se diffusé, il faut mettre les boites a température ambiante
pendant 1h.

L’incubation se fait a 37° C pendant 24h pour les bactéries et 30° C pendant 48h pour les levures
et 25° C pour les moisissures.

La lecture se fait par la mesure les zones d’inhibitions a I’aide d’une régle en mm ou d'un

pied a coulisse métallique.

5. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :

consiste a déterminer la plus faible concentration d’un agent antimicrobien, nécessaire

pour inhiber la croissance d’un microorganisme (Oussou et al., 2008; Derwich et al., 2010),

5.1. Technique par contact direct :

La méthode de diffusion en milieu gélosé ainsi appelée permet de prévoir avec certitude
I’efficacité in vitro de I’huile essentielle, il s’agit en fait d’une appréciation qualitative de
I’activité. L’aspect quantitatif sera ensuite estimé par la détermination de la concentration

minimale inhibitrice (CMI).

5.2. Méthode de dilution en milieu solide :

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des huiles essentielles ont été déterminées
selon la méthode rapportée par Remmal et al. (1993) et Satrani et al. (2001).

Du fait de la non miscibilité des huiles essentielles a I'eau et donc au milieu de culture, la
mise en émulsion a été réalisée grace a une solution dagar a 0,2 %, pour augmenter le
contacte des huiles essentielles avec les germes testées.

La CMI a été déterminée a partir d’une série de dilution suivantes : 1/10e, 1/25e, 1/50e,
1/100e, 1/300e dans une solution d’agar de 0.2%, aprés on prend 1.5ml de chaque dilution
dans des tubes a essai contenant 13.5ml du milieu Mueller Hinton pour les bactéries et milieu
sabouraud pour les moisissures pour obtenir les concentrations finales de 1 /100, 1/250, 1/500,
1/1000, 1/3000 (v/v) ensuite on agite les tubes avant d’étre verser dans les boites de pétri ou la
gélose va se solidifier. Des témoins contenant le milieu de culture et la solution d’agar a 0,2%

seule sont également préparés.
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L’ensemencement se fait par des stries a 1’aide d’une anse de platine, 1’inoculum
ensemencé se présente sous forme de bouillon de culture de 24h pour les bactéries et 48h pour
les levures et sous forme d’une suspension dans 1’eau physiologique de spores provenant
d’une culture de 7 jours dans Sabouraud.

On incube les boites de pétri a 37°C pendant 24h pour les bactéries et 48h a 30°C pour la
levure et 25°C pour le champignon.

A cause de la quantité insuffisante on a réalise la CMI par quatre huile essentielles : feuilles
fraiches de Nedroma et feuilles fraiches de Djebala et feuilles souches de Djebala pour
B.cereus, GSF et G.A pour E.coli, feuilles fraiches de Djebala et des fleurs de Djebala et

feuilles fraiches de Nedroma pour C.albicans.
La CMI est représentée par la premicre des concentrations d’huile essentielles qui inhibe toute

la culture sur la gélose, les boites considérées positives sont celles qui renferment des colonies
visibles (Satrani et al., 2007)
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Reésultat et discussion
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1. Résultats de Dactivité antimicrobienne des antibiotiques et

antifongiques vis-a-vis des souches testées :

La méthode utilisée pour la mise en évidence de I’activité antibactérienne et antifongique
est la diffusion sur gélose Mueller-Hinton et sur milieu sabouraud respectivement. Grace a sa
spécificité et a sa composition, ce milieu, souvent rencontré dans la littérature, permet une
bonne croissance aux bactéries-tests et aux champignons-tests tout en offrant des résultats
clairs (Horikawa et al., 1999 ; Woo et al., 2002).

Les résultats de I’effet de cinq antibiotiques et deux antifongiques sur les souches testés
sont présentées dans les tableaux n° 6 et 7 et les figures n°10, 11, 12.
Nous avons remarquée de larges intervalles dans les diameétres des zones d’inhibitions
obtenues, allant de 9mm a 34mm pour les antibiotiques et de 11mm a 36mm pour les
antifongiques.
On observe que les antibiotiques agissent de maniere différente chez les souches testées, nos
résultats sont semblables a ceux obtenus par nos collégues. (Mokhtari, 2016).

Tableau n°6 : Résultats de la sensibilité aux antibiotiques d’Escherichia. Coli et Bacillus
cereus (zone d’inhibition en mm)

Amoxicilline Gentamicine  Norfloxacin  Tobramycine  Trimethoprime-
sulfamethoxazole

Souches
bactériennes

Escherichia Imm 34mm 30mm 27mm 22mm
coli
ATCC25922
Bacillus 10mm 33mm 30mm 25mm 22mm
cereus
ATCC
10876

Nous avons classé la sensibilit¢ des souches selon le diamétre de la zone d’inhibition
(Moreiraet al., 2005) :

Extrémement sensible (+++) : diamétre > 20mm.

Tres sensible (++) : diameétre compris entre 15 a 19mm

Sensible (+) : diamétre compris entre 9 a 14mm

Non sensible (-) « Résistante » : diamétre < 8mm
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Bacillus cereus ATCC10876 :

Bacillus cereus ATCC10876 est sensible a tous les antibiotiques testés. La Gentamicine (GM)
a provoqué une forte inhibition de cette bactérie avec une zone d’inhibition 33mm.

La Norfloxacin, Tobramycine, Trimethoprime-sulfamethoxazole se sont également montré
efficace contre cette souche avec des zones d’inhibition de 30mm, 25mm, et 22mm

respectivement (Figure n°10)

Figure 10 : Effet de Gentamicine (Photo gauche) et Tobramycine (Photo droite) sur la
croissance de B.cereus ATCC10876

Escherichia coli ATCC25922 :

Tous les antibiotiques testés sur Escherichia coli ATCC25922 ont provoqué une inhibition a
I’exception de 1’Amoxicilline(AUG).La plus grande inhibition a ¢été remarqué par
Gentamicine (GM) «34mm ».La Norfloxacin, la Tobramycine, la Trimethoprime-
sulfamethoxazole se sont également montré une efficacité contre cette bactérie avec des zones

d’inhibition de 30mm, 27mm, 22mm respectivement.

Figure n°11 : Effet de quelques antibiotiques sur la croissance d’E.coli ATCC25922
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Tableau n°7 : Résultats de I’activité antimicrobienne des antifongiques exprimé par le
diameétre de la zone d’inhibition en mm

Clotrimazol Econazol
Aspergillus 1lcm 36mm
brasiliensis
ATCC10231
Candida albicans 25mm 30mm
ATCC16404

D’apreés les résultats de Tableau n°7, les deux antifongiques Clotrimazole et Econazole
ont provoquées l’inhibition des deux souches testées, Econazole est plus puissant que
Clotrimazole.

Les zones d’inhibition obtenues Par ’effet d’Econazol sont 36 mm pour Aspergillus
brasiliensis ATCC10231 et 30 mm pour Candida albicans ATCC16404
Aussi Clotrimazol a montré 1’efficacité contre Aspergillus brasiliensis avec diametre 11mm et
Candida albicans ATCC16404 avec diamétre 25mm

Figure n°12 : Effet de I’Econazol et Clotrimazol sur la croissance de Candida albicans
ATCC16404

2. Résultat de DI’étude du pouvoir antimicrobien des huiles

essentielles (technique de Vincent)
La technique de I’aromatogramme est la technique la plus répandue de 1’évaluation de
I’activité antimicrobienne de nos huiles essentielles utilisées.
Les résultats de la détermination de 1’activité antimicrobienne des huiles essentiels des
feuilles fraiches et séches et des fleurs d’Erica multiflora sur les quatre souches testées sont

représentés dans Tableau n°8 et figure n°13, 14.
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Seules les zones d'inhibition supérieures a 10 mm sont considérées comme positives (Hassan
et al., 2006)
Tableau n°8 : Diamétres (mm) des zones d’inhibition d’huile essentielle des feuilles fraiches

et seches et des fleurs d’Erica multiflora

Huiles feuilles feuilles Fleurs  feuilles feuilles fleurs
séches de Fraiches Djebala fraiches seches d'Erica
Nedroma de de Djebala multiflora
Nedroma Djebala de
Nedroma
B.cereus 10mm - - 13mm 10mm -
ATCC10876
E.coli - - - 15mm 8mm -
ATCC25922
C.albicans 30mm 6mm 26mm 8mm 9mm -
ATCC16404
A.brasiliensis - - - - - --
ATCC10231

- : Pas d’inhibition

FSN: huiles essentielles des feuilles séches de Nedroma
F.B: huiles essentielles des feuilles fraiches de Nedroma
GSF: huiles essentielles des feuilles fraiches de Djebala
G.A: huiles essentielles des feuilles seches de Djebala
S1: huiles essentielles des fleurs de Nedroma

E3: huiles essentielles des fleurs de Djebala

D’aprés les résultats représentés dans le Tableau n°8 nous avons remarqués que pas
toutes les huiles essentielles d’Erica multiflora ont un effet inhibiteur sur B.cereus
ATCC10876 et E.coli ATCC 25922 et Candida albicans ATCC16404, alors que Aspergillus

brasiliensis ATCC10231 a été résistante a toutes les huiles essentielles.

B.cereus ATCC10876 se manifeste sensible aux huiles essentielles des feuilles seches
« Nedroma » et les huiles essentielles des feuilles fraiches et seches de « Djebala» de

diamétres des zones d’inhibition 10mm, 13mm, 10mm respectivement.
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Figure n°13: Effet des huiles essentielles des feuilles fraiches et seches « Djebala » d’Erica

multiflora sur la croissance de B.cereus ATCC10876

Alors que E.coli ATCC25922 se manifeste sensible que sur les feuilles fraiches de
« Djebala » d’une zone d’inhibition 15mm, E. coli ATCC25922 (bactérie Gram -) développe
aussi une resistance vis-a-vis d’un certain nombre d’huiles essentielles (Sartoratto et al.,
2004; Delamare et al., 2007; Wannissorn et al., 2005). D’autre part, cette bactérie est trés

sensible vis-a-vis d’autres huiles essentielles (Burt et Reiders, 2003 ; Bouhdid, 2005).

C.albicans ATCC16404 se manifeste sensible aux huiles essentielles des fleurs et aux
huiles essentielles des feuilles seéches d’Erica multiflora avec des zone d’inhibition de 26mm
et 30mm respectivement. (Figure n°15), L’action antifongique des huiles essentielles vis-a-
vis C. albicans est due a une augmentation de la perméabilité de la membrane plasmique
suivie d’une rupture de celle-ci entrainant une fuite du contenu cytoplasmique et donc la mort
de la levure (Cox et al., 2000).
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Figure n°14 : effet des huiles essentielles des fleurs et des feuilles fraiches et séches d’Erica

multiflora sur la Croissance de C.albicans ATCC16404

3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice des huiles

essentielles (méthode de contact direct)

L'évaluation de l'activité antimicrobienne de I'huile a été effectuée par la détermination de

la CMI par la méthode de dilution en milieu solide.

Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau n°9

Tableau n°9 : Détermination de la CMI d’H.E d’Erica multiflora

Souches Bacillus cereus | Escherichia coli Candida albicans
ATCC10876 ATCC25922 ATCC16404
Concentrations (v/v)
HE.FSN 1/100 - -
1/250 + +
1/500 + +
1/1000 + +
1 /3000 + +
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HE.FFD 1/100 - +

1/250 - +

1/500 - +

1/1000 - +

1/3000 + +

HE.FSD 1/100 -
1/250 +
1/500 +
1/1000 +
1/3000 +

HE.FD 1/100 -

1/250 -

1/500 -

1/1000 -

1/3000 +

Témoin + + +

VIV : le volume de I’huile essentielle sur volume de la solution d’agar
+ : croissance

- . pas de croissance

HE.FSN : huile essentielles des feuilles seches de Nedroma.

HE.FFD : huile essentielles des feuilles fraiches de Djebala.

HE.FSD : huile essentielles des feuilles seches de Djebala.

HE.FD : huile essentielles des fleurs de Djebala.

D’aprés Les résultats représentés dans le tableau n°09 nous avons remarquées que I’huile
essentielle des feuilles et des fleurs d’Erica multiflora a exercé une activité inhibitrice vis-a-
vis de B.cereus ATCC10876 et de levure testée, sauf E.coli ATCC25922 qui se révele
résistantes vis-a-vis de toutes les huiles essentielles d’Erica multiflora.

La bactérie grame positive (Bacillus cereus ATCC10876) a été inhibé a partir de la
concentration minimale de 1/1000 v/v pour I’huile essentielle des feuilles fraiches « Djebala »
et 1/100 v/v pour I’huile essentielles des feuilles fraiches de Nedroma et feuilles séches

d’Erica multiflora de Djebala.
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Candida albicans ATCC16404 a été inhibé a une concentration de 1/100 vis-a-vis I’huile
essentielle des feuilles fraiches de Nedroma, alors que cette souche a été inhibé a une
concentration de 1/1000 vis-a-vis I’huile essentielle des fleurs d’Erica multiflora de Djebala.
Nous avons constaté que les CMI varient d’un microorganisme a I’autre.

La méthode de diffusion des disques ainsi que la méthode de contact direct nous ont permis
de mettre en évidence le pouvoir antimicrobien de I’huile essentielle des feuilles fraiches et

séches et des fleurs d’Erica multiflore de Nedroma et de Djebala.

Nous avons constaté que les huiles essentielles des feuilles fraiches et séches et d’Erica
multiflora de Nedroma et Djebala ont provoqué un effet inhibiteur faible que les antibiotiques
testés chez E.coli ATCC25922, alors que les huiles essentielles des fleurs d’Erica multiflora

se sont révélées inactive sur cette souche.

Pour B.cereus ATCC10876, I’effet inhibiteur le plus fort des antibiotiques testés est celui
de la Gentamicine (GM) avec un diamétre de zone d’inhibition de 33mm, celle-ci est plus
efficace que les huiles essentielles d’Erica multiflora, par contre 1’huile essentielle des feuilles
séches de Nedroma a manifesté un effet semblable a I’ Amoxicilline/ac.clavulanic.

La sensibilité des bactéries B.cereus ATCC10876 aux huiles essentielles des feuilles
fraiches de Djebala peut s’expliquer par le fait que les composés chimiques de la plante
exercent une inhibition de la croissance via plusieurs mécanismes: inhibition de la
biosynthese des protéines et des phospholipides membranaire, inhibition de leur acide
nucléique (Franklin et al., 1987;Hassan et al., 2006)

L'activité des agents antimicrobiens sur les bactéries gram positif peut s’expliquer par
I’accessibilité directe de ces molécules aux peptidoglycanes constituant la paroi, provoquant
ainsi la dissolution compléte de cette derniére. Les bactéries perdent alors leur rigidité et se
lysent sous 1’effet de leur pression osmotique interne qui rompt leur membrane cytoplasmique
d’une part, d’une autre part la configuration spatiale des molécules I’empéchent de traverser
les protéines de transport (porines) de la membrane externe des bactéries gram négatif, et ne

peuvent pas donc atteindront le peptidoglycane de la paroi bactérienne (Bousseboua, 2001).

En ce qui concerne les résultats de 1’antifongigramme, nous avons constaté que la souche

C.albicans ATCC16404 s’est révélée sensible aux huiles essentielles aux feuilles séches de
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Nedroma et aux fleurs d’Erica multiflora de Djebala, de diamétre des zones d’inhibition
30mm et 26mm respectivement, 1’effet inhibiteur de nos huiles essentielles supérieur a celui
de I’antifongique, les zones d’inhibition obtenues sont de 25mm et 30mm de Clotrimazol et

Econazol respectivement.

Concernant le champignon Aspergillus brasiliensis ATCC16404, les antifongiques testés
ont provoqué un effet inhibiteur élevé que les huiles essentielles d’Erica multiflora qui se

réveéle inactivent sur cette souche.

Il n'est pas possible d'expliquer la cause précise des inhibitions observées; en effet, les
différents huiles essentielles contiennent un ensemble de molécules et on ne sait pas si
l'inhibition est provoquée par une ou par plusieurs molécules. Cela peut s’expliquer cependant
par 1’accessibilité directe de la paroi des levures et ce n’est pas le cas pour les moisissures
protégés par la structure mycélienne rigide, en effet, certains auteurs ont mentionnés que leur
paroi est constituée de trois polysaccharides : B- 1,3 glucane, la chitine et la mannane
associees par des liaisons chimiques (Farkas et al., 1985). Il est probable que les molécules
contenues dans les huiles inhibent la synthese de la chitine et agissent alors comme certains
antibiotiques (Isono et Suzuki, 1979). D'autre part, le mécanisme d'action des agents
antimicrobiens sur les levures reste mal connu (Isono et Suzuki, 1979 et Hassan et al.,2006)

55



Conclusion

56



Les plantes médicinales constituent une source de nouvelle molécule a activité
antibactérienne économique accessibles pour faire face a I’apparition de phénoméne de
résistance des germes aux antibiotiques. A ce propre. Nous nous sommes intéresses a 1’étude

des propriétés microbiologique de quelques substance de la flore algérienne.

L’étude microbiologique, la méthode de 1’aromatogramme donne de tres bons résultats
et montre que les antibiotiques agissent de maniére différente chez les souches testées. La plus
grande inhibition a été remarqué par Gentamicine (GM) «34mm» pour la souche
Escherichia coli ATCC25922.

En ce qui concerne les résultats de I'antifongique, les deux antifongiques 1’Econazol et
la Clotrimazol ont provoqué la inhibition des deux souches teste. L’antifongique le plus
puissant est celui de I’Econazole, les zones d’inhibition obtenues sont 36 mm pour
Aspergillus brasiliensis ATCC10231 et 30 mm pour Candida albicans ATCC16404

respectivement.

L’ activités antimicrobienne des huiles essentiels d’Erica multiflora par la méthode de
diffusion, a permis de révéler un effet inhibiteur seulement sur B.cereus ATCC10876, E.coli
ATCC 25922 et Candida albicans ATCC16404, par contre ces huiles sont montrées

inactives vis-a-vis a la souches Aspergillus brasiliensis ATCC10231

L’huile essentielle des feuilles et des fleurs d’Erica multiflora a exercé une activité
inhibitrice vis-a-vis de B.cereus ATCC10876 et de levure testée, sauf E.coli ATCC25922 qui
se révele résistantes vis-a-vis de toutes les huiles essentielles d’Erica multiflora. La methode
de dilution a confirmé les résultats de I'aromatogramme. Les CMI obtenus sont comprise
entre 1/100 (v/v) et 1/1000 (v/v).

En définitif, ce travail, s’il fixe des résultats certains, ouvre des perspectives dans le
domaine de la recherche des pesticides, tant au niveau de la connaissance scientifique, qu’a

celui d’une possibilité de valorisation de la matiere vegétale de nos régions.
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ANNEXES



Annexe

1-Milieux de culture utilisés

1-1-milieux de cultures solides

Annexe 1
Mueller Hinton
- Infusion de viande de boeuf................ooiiiii i 4g
- Hydrolysat acide de caséine..............covvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieaean, 17,5¢
- AMIdON de MaiS. . ...ouiiiii e 1,5¢
2 N 12¢g

Aprés dissolution de tous les ingrédients dans 1’eau distillée, ajuster le pH a 7,3 et stériliser a

I’autoclave 15 min a 121°C.

Annexe 2
Gélose nutritive
- Extrait de viande de boeuf............coooiiii i, 5al0g
el S50 1) 0 10g
- Chlorure de sodium...........oouiitiiii i 5¢g
2 . | 15¢g
-Eaudistille. ... 1000 ml

Apres dissolution de tous les ingrédients dans I’eau distillée, ajuster le pH a 7,4 et stériliser a

120°C pendant 20 min.

1-2-milieux de culture liquide

Annexe 3
Bouillon nutritif
S P EPLONE. . e 10g
- Chlorure de Sodium........ ..ot 5¢g
-Extraitde boeuf...... ... 5a10g
-Eaudistillée. .. ..o 100ml



Ajuster le pH a 7,3 et stériliser & 120°C pendant 20 min

Annexe 4
-Eau physiologique
- Chlorure de sodium..........o.viiniiiii i 9¢g
mEau distillée ..o 1000ml

Aprés dissolution de Chlorure de sodium dans ’eau distillée, ajuster le pH a 7 et stériliser a

I’autoclave a 121°C pendant 30mn.
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