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Résumer

Les huiles essentielles ont des activités antibactériennes importantes et peuvent remplacer
avec succes les antibiotiques. Dans ce contexte, nous avons évalué I’activité antibactérienne
des huiles essentielles des graines Cumin Cuminum Cyminum sur 3bactéries responsable

d’infection nosocomiale.

Les rendements des huiles essentielles de C. cyminum des sept travaux sont de 5.3%, 3,80%,
3.53%, 2.33%, 1.80%, 1.45% et 1.22% pour la Bulgarie, la Chine, I’Algérie, I'Inde,

Boumerdas (Algérie), I’Iran, et la Tunisie respectivement.

Les résultats de I’aromatogramme de 3 travaux (Tunisie, Iran et Algérie) variant selon les
souches testées. L’huile essentielle de C. cyminum de Tunisie a montré un effet inhibiteur
important sur les trois bactéries testées. Ces résultats sont analogues a I’huile essentielle de C.
cyminum d’Iran. L’huile essentielle d’ Algérie a montré un effet inhibiteur que sur Escherichia
coli ATCC25922.

De plus, les résultats de la CMI  montrent que I’huile essentielle de C. Cyminum a une bonne
efficacité contre les 3 souches bactériennes étudiées. Les plus faibles CMI obtenues sont celle
des huiles essentielles de C. cyminum de la Tunisie avec 0.078ul/ml pour E. coli ATCC 25922
et S. aureus ATCC 25923. Les huiles essentielles de C. cyminum d’Iran sont classées en
deuxiéme lieu avec 0.25 pl/ml pour E. coli ATCC 25922 et P. aeruginosa ATCC 27853.
Tandis que la plus haute CMI est celle des huiles essentielles C. cyminum d’Algérie avec
20.40 pl/ml pour E. coli ATCC 25922 et 111.1ul/ml pour S. aureus ATCC 25923.

L’huile essentielle de C. cyminum a une activité insecticide tres importante contre
Spodopetera littoralis dans les concentrations 50(ul/l air) ; 200(ul/1 air) ; 200(pl/1 air) avec

des pourcentages de mortalité 60% ; 74% et 100% respectivement.

Mots clés : Cumin Cuminum Cyminum, Huile essentielle, activité antibactérienne. Activité

insecticide.



Abstract

Essential oils have activities antibacterial important and can successfully remplace
antibiotics. In this context, we evaluated the antibacterial activity of the essential oils of

Cumin Cuminum Cyminum seeds on 03 bacteria responsible for nosocomial infection.

Yields essential oils C. cyminum of the seven work is 5.3%, 3,80%, 3.53%, 2.33%, 1.80%,
1.45% et 1.22% for Bulgaria, China, Algeria, India, Boumerdas (Algeria), Iran and Tunisia

respectively.

The results of the aromatogramme of 3work (Tunisia, Iran and Algeria) variant according
strains tested. Essential oil C. cyminum of Tunisia showed inhibitory effect important on the
three bacteria tested. These results are similar to essential oil C. cyminum of Iran. The

essential oil Algeria showed inhibitory effect on Escherichia coli ATCC25922.

In addition, results for MIC Show that essential oil C. cyminum to a good efficiency against
the 03 bacterial strains studied. The lowest MIC obtained are the essential oil of C. cyminum
of Tunisia with 0.078ul/ml for E. coli ATCC 25922 and S. aureus ATCC 25923. Essential oil
of C. cyminum of Iran are classified secondly with 0.25 pl/ml for E. coli ATCC 25922 and P.
aeruginosa ATCC 27853. While the highest MIC is the essential oil C. cyminum Algeria
with 20.40 ul/ml for E.coli ATCC 25922 and 111.1ul/ml for S. aureus ATCC 25923.
Essential oil of C. cyminum has a insecticidal activity very important against Spodopetera
littoralis in concentrations 50(ul/1 air) ; 200(ul/1 air) ; 200(ul/1 air) with percentages mortality
60% ; 74% et 100% respectively.

Key words : Cumin Cuminum Cyminum, essential oil, antibacterial activity , insecticidal

activity .
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Introduction

I- Introduction
Pendant des siecles, I'hnomme 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 Phytothérapeute (Goeb, 1997).

Actuellement, les plantes aromatiques possédent un atout considérable grace a la
découverte progressive des appellations des leurs huiles essentielles dans les soins des
maladies ainsi que leurs utilisations dans d'autres domaines d'intérét économique (parfumerie,
cosmétique, additifs alimentaires etc....). Leur nombreux usage font qu'elles connaissent une

demande de plus en plus forte sur les marchés mondiaux (Tchamdja, 1995).

La popularité dont jouissent depuis longtemps les huiles essentielles et les plantes
aromatiques en genéral reste liée a leurs propriétés médicinales l'occurrence les propriétés
anti- inflammatoire, antiseptiques, antivirales, antifongiques, bactéricides, antitoxiques,
insecticides et insectifuges, stimulantes, calmantes, etc.(Nicolas,1991;Mishara et Dubey,
1994).

La croissance de D’industrie pharmaceutique et le développement incessant de
nouveaux produits médicaux synthétiques et biologiques plus efficaces n’ont pas pour autant
réduit I’importance de I’utilisation des plantes médicinales. Au contraire, la croissance
démographique dans le monde et I’intérét croissant manifesté au niveau des nations
industrialisées ont considérablement augmenté la demande spécifique aux plantes aromatiques
et medicinales et a leurs produits dérivés. Ainsi, I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
estime que la médecine traditionnelle couvre les besoins en soins de santé primaire de 80% de
la population mondiale (OMS, 2013).

IL est donc important d’orienter les recherches vers de nouvelles voies et surtout vers

les végétaux qui ont toujours servi a de nouveaux médicaments.

L'objectif  principal de ce travail consiste a évaluer P’activité antibactérienne et
l'effet insecticide de I’huile essentielle extrait a partir des graines de Cumin Cuminum
Cyminum. Dans le cadre de cette étude, ce mémoire est composé de trois parties. La premier
est une analyse bibliographique consacrée aux : généralité sur les huiles essentielles, Especes
végétales étudiées, activité antibactérienne, la deuxiéme parties englobe Le matériel et

méthodes utilisés pour la réalisation de ce travail, a savoir :
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» Extraction des huiles essentielles du C. cyminum par entrainement a la
vapeur d’eau
» Etude de la sensibilité des souches vis-a-vis des agents antimicrobiens

standards

» Etude de [Dactivité antibactérienne des huiles essentielles par la
méthode de I’aromatogramme.

» Deétermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

» Etude de I’Activité insecticide (toxicité par fumigation de 1’huile

essentielle)

La troisiéme est réservée a la présentation et a la discussion de I’ensemble des résultats
obtenus. Le manuscrit est achevé par une conclusion générale qui résumera I’ensemble de ces

résultats.
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Analyse bibliographique

I1-Analyse bibliographique
Il -1- Les huiles essentielles
11-1-1 Définition

Une huiles essentielle appelée aussi essence est un mélange de substance aromatiques
volatiles peu complexe issue et produit par les plante comme moyen de défense contre les

rvageurs phytopathogénes (lahlou, 2004).

La pharmacopée francaise (1965) ,définit les huiles essentielles ,comme étant : « des
produits de composition généralement assez complexe renfermant les principes volatils
contenus dans les végétaux, et plus ou moins modifiés au cours de la préparation pour extraire

ces principes volatils ,il existe divers procédés. » (Bruneton, 2005).

Il s’agit d’un mélange de composés lipophiles, volatils et souvent liquides, synthétisés
et stockés dans certains tissus végetaux spécialisés. Extraites de la plante grace a des procédes
physiques tels I’hydro distillation, I’entrainement a la vapeur ou par expression a froid dans le
cas des agrumes, les huiles essentielles sont responsables de 1’odeur caractéristique de la
plante. Les produits obtenus par extraction avec d’autres procédés ne sont pas repris dans la
définition d’huile essentielle donnée par la norme de I’Association Frangaise de

Normalisation (AFNOR) (Bruneton, 1993).
Il -1-2- Répartition botanique

Les huiles essentielles n’existent que chez les végétaux supérieurs : il y aurait, selon
Lawrence, 17500 espéces aromatiques. Les genres capables d’¢laborer les constituants qui
composent les huiles essentielles sont dans un nombre limité de familles, ex : Apiaceae,
Asteraceae, Cupressaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Piperaceae, Poaceae, Rutaceae,

Zingiberaceae, Ombelliferes ,...etc (Bruneton, 1999).
Il -1-3- Localisation et lieu de synthése

Les huiles essentielles se localisent dans toutes les parties vivantes de la plante et se
forment dans le cytoplasme de cellules sécrétrices variables selon ’organe végétal considéré.
Puis, elles s’accumulent en général dans des cellules glandulaires spécialisées recouvertes
d’une cuticule (figure n°1). Ensuite, elles sont stockées et emmagasinées dans des structures
histologiques spécialisées, souvent localisées sur ou a proximité de la surface de la plante, a

savoir, des cellules a huiles essentielles (Lauraceae et Zingiberaceae), des poils glandulaires
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épidermiques qui produisent les essences dites superficielles (Labiaceae, Geraniaceae et
Rutaceae), des poches sécrétrices (Myrtaceae, Auranthiaceae, Rutaceae) ou encore des
canaux sécréteurs (Apiaceae, Ombelliferaceae et Asteraceae) (Bruneton, 1999 ; Boz et al ;
2009). Tous les organes peuvent en renfermer : les sommités fleuries (Lavandes, Menthes,
Mélisse), les racines ou rhizomes (Vétiver, Gingembre), les écorces (Cannelles), les fleurs
(Ylang-ylang), le bois (Campbhrier), les fruits (Persil, Citrus), les grains (Poivre). A noter que
dans la méme espéce, on peut rencontrer les huiles essentielles simultanément dans des
organes différents et que la composition de celle-ci peut varier d’un organe a I’autre. En outre,
cette composition peut varier dans une méme espéce selon les conditions climatiques et
édaphiques du lieu de récolte. Le plus souvent, en climat chaud, la teneur en huile essentielle

est plus élevée (Mahmout, 1992).

Figure n°1 : Organe sécréteur d’huile essentielle (Raymond, 2005)
Il -1-4- Propriétés physico-chimiques

Les huiles essentielles sont liquides a température ambiante mais aussi volatiles, ce
qui les différencie des huiles dites fixes. Elles sont liposolubles et solubles dans les solvants
organiques usuels ainsi que dans 1’alcool, entrainables a la vapeur d’eau mais trés peu
solubles dans I’eau (AFSSAPS, 2008). Il faut donc impérativement un tensioactif pour
permettre leur mise en suspension dans 1’cau (Couic-Marinier et Lobstein, 2013). Leur
densité est le plus souvent inférieure a 1, seules trois huiles essentielles officinales ont une
densité supérieure a celle de I’eau, ce sont les huiles essentielles de cannelle, de girofle et de

sassafras (Jacques et Paltz, 1997).
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Elles sont pour la plupart colorées : ex : rougeéatre pour les huiles de cannelle et une
variété de thym, jaune pale pour les huiles de sauge sclarée et de romarin officinal. Elles sont
altérables et sensibles a ’oxydation. Par conséquent, leur conservation nécessite de 1’obscurité
et de ’humidité. De ce fait, I’utilisation de flacons en verre opaque est conseillée (Couic-

Marinier et Lobstein, 2013).
Il -1-5- Réle physiologique

Le role exact des huiles essentielles dans la physiologie de la plante reste encore mal
connu. Cependant, la diversité moléculaire des métabolites qu’elles contiennent, leur confere
des propriétés biologiques tres variées qui leur permettent d’exercer plusieurs effets utiles
pour la plante tels que repousser ou au contraire attirer les insectes pour favoriser la
pollinisation, inhibition de la multiplication de la flore microbienne infectieuse (Mann, 1987;
Deroin, 1988 ; Bakkali et al, 2008). Dans les climats desertiques, elles permettent de
conserver I’humidité de la plante. De plus, elles peuvent étre utilisées comme moyen de
compétition aux ressources environnementales par 1’inhibition de la germination des graines
des autres espéces de plante ou par la limitation de la croissance de certaines espéces voisines
(Fischer et al; 1994; Bakkali et al ; 2008).

Il -1-6- Composition chimique

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes pouvant contenir plus de 300
composes différentes (Sell, 2006). Ces composes sont des molécules volatiles appartiennent
principalement a deux grandes familles de composées chimiques : les composés terpénique et les

composes aromatique (Vila et al ; 2002).

Il -1-6-1-Les terpénes
Le terme terpénoides désigne un ensemble de substances présentant le squelette des
terpénes (qui sont des hydrocarbonés naturels, de structure soit cyclique soit a chaine ouverte :
leur formule brute est (C5HX) n (figure n°2) avec une ou plusieurs fonctions chimique

(alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone,...etc.)
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V

Figure n°2: Structure chimique d'isopréne (C5H8)n (Fillatre, 2011)

Leur classification et basées sur le nombre de répétitions de 'unité¢ de base isoprene:
hémiterpenes (C5), monoterpenes (C10), sesquiterpénes (C15), diterpenes (C20), sesterepenes
(C25), triterpenes (C30), tetraterpenes(C40) et polyterpénes (Achour Ait Hellal et Khemissi
Haderbache, 2010).Dans les huiles essentielles, seuls seront rencontrés les terpenes les plus
volatils. C'est a dire, ceux dont la masse moléculaire n'est pas trop élevee : monoterpenes et

sesquiterpénes (Bruneton, 1999).
Il -1-6-2- Les composés aromatiques

Les dérivés du phénylpropane sont beaucoup moins fréquents que les précédents, ce
sont trés souvent des allylphénols, propénylphénols, anéthol, aisaldéhyde, Apiol, (Estragol),
Eugénol, safrole,Asarones, Cinnamaldéhyde, cinnamyl, alcohol. On peut également
rencontres dans les huiles essentielles des composes comme la  vanilline
(assez fréquente) ou comme I’authranilate de méthyle ; Les lactones dérivées des acides

cinnamiques (les coumarines), étant, au moins pour les plus simple d’entre, entrainables par la

vapeur d’eau (figure n°3) (Bakkali et al., 2008).
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Figure n°3: Structure Chimiques de quelques composés aromatiques
(Bakkali et al., 2008)
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Il -1-6-3- Les composés d’origines diverses

Il existe un nombre non négligeable de produits résultant de la transformation de
molécules non volatiles issues soit de la dégradation des terpénes non volatils qui
proviennent de 1’auto-oxydation par exemple des caroténes ou des acides gras comme les

acides linolé¢ique et a- linolénique en (3-cis hexanol, decanal, B-ionone) (Piochon, 2008).
Il -1-7- Facteurs de variabilité de la composition chimique des huiles essentielles

Etant formées de mélanges généralement complexes, les huiles essentielles présentent
une tres grande variabilité, tant au niveau de leur composition, qu’au plan du rendement des
plantes d’origine (Besombes, 2008). Cette variabilité¢ peut s’expliquer par différents facteurs
d’origine intrinseque, spécifiques du bagage génétique de la plante ou extrinseque, liés aux

conditions de croissance et de développement de la plante (Morin et Richard, 1985).
Il -1-7-1- Facteurs intrinseques

Une huile essentielle peut s’extraire de plusieurs parties de la plante. Cependant, la
quantité et la qualité¢ différent, d’ou la nécessité de spécifier le nom de la partie utilisée

(Bruneton, 1999).

Les travaux de Maffei et sacco en 1997, ont montré des difféerences de composition
des huiles essentielle en raison d’organes différents (feuilles et fleurs) et de sous-especes

différentes.

Le stade végétatif au moment de la récolte est un facteur déterminant pour le
rendement et la composition de I’huile essentielle des plantes de lavandula obtenus par

clonage (Fantino, 1990).
Il -1-7-2- Facteurs extrinseques

La composition en huile essentielle dépend des conditions environnementales, plus
précisement, du sol et du climat. En ce qui concerne le sol, le développement de la partie
aérienne de la plante est fonction de celui du systéeme radiculaire et de son activité. Or la
forme des racines, leur répartition dans le sol, leur vitesse d’extension, la variation de la
composition chimique des huiles essentielles dépendent de la texture du sol, de sa structure,

de sa teneur en eau ou de sa température. C’est ainsi, par exemple, que deux plantes de la
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méme espece récoltée a la méme période sur des sols différents, ont une composition

chimique et une teneur en huile essentielle variables (Razafindrakoto, 1988 ; Dethier, 1996).
Il -1-8- Domaines d’application
Il -1-8-1- Parfums et cosmétiques

dans le domaine des parfums et cosmétique, les huiles essentielles sont employées en
tant qu’agents conservateurs grace a leurs propriétés antimicrobiennes qui permettent
d’augmenter la durée de conservation du produit .Cependant, c’est surtout pour leurs
caractéristiques odorantes en raison de leur forte volatilité et du fait qu’elles ne laissent pas de
trace grasse, qu’elles sont utilisées, notamment dans la formulation de parfums, de produits

d’entretien personnels ou ménagers domestique ou industriels(Aburjai et Natsheh, 2003) .
Il -1-8-2- Santeé :
Il -1-8-2-1-En pharmacie

L'industrie pharmaceutique utilise les huiles essentielles dans le domaine des
antiseptiques externes ; elle tire parti des propriétés bactériostatiques, bactéricides,
antifongiques, protectrices, des essences naturelles ;etc. Les huiles essentielles constituent le
support d'une pratique de sois particuliere l'aromathérapie. Elles ont grande intérét en
pharmacie, elles s'utilisent sous la forme de préparations galéniques, et dans la préparation
d'infusion (verveine, thym, menthe, mélisse, fleurs d'orange...etc.). Tout fois, il faut souligner
que la majorité des constituants de ces derniers sont lipophiles, et de ce fait, rapidement
absorbés que ce soit par voie pulmonaire, par voie cutanée ou par voie digestive.

Elles sont également utilisées pour I'obtention des huiles essentielles dans un intérét
médicamenteux (en particulier dans le domaine des antiseptiques externes). Plus de 40% du
médicament sont a base de composants actifs de plants. De nombreuses huiles essentielles se
trouvent dans la formule d'un tres grand nombre de spécialités pharmaceutiques : sirop,

goutte, gélules pommade ...etc.
Il -1-8-2-2-Aromathérapie :

Les huiles essentielles sont largement utilisés pour traiter certaines maladies internes
et externes (infections d’origine bactérienne ou viral, troubles humoraux ou nerveux) La
synergie des différents constituants des huiles essentielles détermine leur effet équilibrant

C’est ainsi que certaines huiles essentielles peuvent avoir des actions paradoxales, comme,

8
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par exemple I’ huile essentielle de la lavande qui peut avoir un effet a la fois relaxant et
stimulant. Dans les préparations pharmaceutiques, les huiles essentielles riches en composé
phénolique (girofle, origan, sarriette, thym) ou en aldéhyde cinnamique (écorce de cannelle)
sont diluées avec de I’huile végétale ou dans 1’alcool pour diminuer leurs agressivités

(Werner, 2002).
Il -1-8-3- Agro-alimentaire

Les effets antimicrobiens de différentes especes d'herbes et d'épices sont connus
depuis longtemps et mis a profit pour augmenter la durée de vie des aliments. Ainsi les huiles
essentielles et leurs composants, actuellement employés comme arémes alimentaires sont
également connus pour posséder des activités antioxydants et antimicrobiennes sur plusieurs
bactéries responsables de la pollution des aliments et pourraient servir d'agents de
conservation alimentaires. Les huiles essentielles ont également des propriétés fongicides.
Elles sont utilisées en tant que pesticides car elles ne sont pas toxiques pour les plantes et
sont facilement dégradables et efficace contre les moisissures responsables des denrées

alimentaires lors de leurs stockages (Fillatre, 2011).
Il -1-8-4- Agriculture

La volont¢ de réduire I’utilisation des pesticides de synthése dans I’agriculture
moderne en faveur de I’écologie, du développement et de ’aménagement durables, s’est
affermie ces derniéres années. Concernant les pesticides, I’un des projets de loi vise a réduire
la consommation en produits phytosanitaires de 50% en dix ans, I’échéance étant 2018
(Ministére de I’agriculture et de la péche, 2008). Dans ce contexte environnemental, les
pesticides naturels basés notamment sur les huiles essentielles, représentent une alternative
intéressante pour la protection des cultures contre les insectes mais également contre les

adventices et les champignons (Isman, 2000).
Il -1-9-Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles bien qu’ayants de nombreux effets bénéfiques dans des
domaines variés, peuvent aussi constituer un danger si elles sont mal utilisées. En effet, Les
huiles essentielles suscitent, depuis quelques années, un engouement grandissant chez les
thérapeutes mais aussi dans le grand public. Leur accessibilité fait oublier qu’il s’agit de
produits tres puissants et que leur utilisation implique quelques régles de prudence (Santé,

2017). Certaines huiles essentielles sont dangereuses lorsqu’elles sont appliquées sur la peau

9
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en raison de leur pouvoir irritant (les huiles riches en thymol ou en carvacrol), allergéne
(huiles riches en cinnamaldéhydes) (Smith et al ; 2000), ou photo-toxique (huiles de citrus

contenant des furocoumarines) (Naganuma et al ; 1985).

D’autres huiles essentielles ont un effet neurotoxique. La toxicité des huiles
essentielles est assez mal connue. 1l manque des données sur leurs éventuelles propriétés
mutagene ou cancérigénes. 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. 11
existe quelques huiles essentielles dont certains composés sont capables d’induire la
formation de cancer, c'est le cas par exemple de dérivés d’allybenzénes ou de
propenylbenzenes comme le safrole, I’estragole, le [-arasone,et le méthyl-eugenole
(Wiseman et al ; 1987).

Les huiles essentielles sont des médicaments et une dose peut entrainer des troubles
trés graves, seul un praticien averti et apte a vous prescrire par contre les baumes, les huiles de
corps, les huiles de bains vendus dans le commerce, sont sans danger, si bien sdr en respectent

la posologie. (Salle, 1987).
11 -1-10- Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Il -1-10-1- Distillation

La distillation a la vapeur d’eau est une méthode ancienne et trés répandue pour
I’extraction des huiles essentielles a partir des plantes aromatiques. Elle est simple dans son
principe et utilise un équipement peu couteux. Elle se présente sous trois (03) variantes :

I’hydrodistillation ; I’entrainement a la vapeur et hydrodiffusion. (Silou et al, 2004).

Il -1-10-1-1- Hydrodistillation

L’hydro-distillation est une des méthodes d’extraction les plus simple et la plus
utilisée. Le matériel végétal est immergé directement dans un alambic rempli d’eau placé sur
une source de chaleur. L’ensemble est porté a ébullition. Les cellules végétales éclatent et
libeérent les molécules odorantes, lesquelles sont entrainées par la vapeur d’eau créée. Les
vapeurs hétérogénes sont condensées dans un réfrigérant et ’huile essentielle se sépare de
I’hydrolat par simple différence de densité. L’huile essentielle étant plus légere que I’eau
(sauf quelques rares exceptions), elle surnage au-dessus de I’hydrolat (figure n°4) (Nait
Achour, 2012).

10
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1- Chauffe ballon ; 2- Ballon ; 3- Thermometre ; 4- Réfrigérant ; 5- Entrée et sortie d’eau ;
6- Erlenmeyer ; 7- Matiére a extraire I’essence ; 8- Couche d’huile essentielle.

Figure n°4 : Schéma du principe de la technique d’hydrodistillation (Lucchesi, 2005)

11 -1-10-1-2- Entrainement a la vapeur d’eau

C’est le procédé le mieux adapté a ’extraction des essences (Bego, 2001). Le matériel
végétale n’est pas en contact avec I’eau, son principe réside dans I’utilisation de la pesanteur
pour dégager et condenser le mélange « Vapeur d’cau- huile essentielle » dispersé dans la

matiére végeétale.

Sous I’action de la chaleur, I’eau se transforme en vapeur et passe a travers les plantes
en entrainant les molécules aromatiques vers un systeme de refroidissement. La vapeur d’eau
chargée ainsi d’essence retourne a 1’état liquide par condensation, le produit de la distillation

se sépare donc en deux phases distinctes : I’huile et I’eau condensée que 1’on appelle eau

florale ou hydrolat (figure n°5) (Belaiche, 1979 ; Benjilali, 2004).

.
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Figure n°5: Schéma du principe de la technique de I’etrainement a la
vapeur d’eau (Lucchesi, 2005).
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Il -1-10-1-3- Hydrodiffusion

Consiste a faire passer un courant de vapeur d’eau a trés faible pression a travers la
masse végétale. La composition des produits obtenus est sensiblement différente au plan
qualitatif de celle des produits obtenus par les méthodes précédentes. L’industrie des parfums
a utilisé jadis ’enfleurage, pour les organes fragiles comme les fleurs, c'est-a-dire le contact
avec un corps gras qui se sature d’essence. Le corps gras est épuisé¢ par I’alcool absolu et ce

solvant est évaporé sous vide & 0°C (figure n°6) (Lucchesi, 2005).
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Figure n°6: Schéma du principe de la technique d’hydrodiffusion
(Lucchesi, 2005)

Il -1-10-1-4- Extraction a froid

L'extraction par expression a froid, est souvent utilisée pour extraire les huiles
essentielles des agrumes comme le citron, l'orange, la mandarine, etc. Son principe consiste a
rompre mécaniquement les poches a essences. L'huile essentielle est séparée par décantation
ou centrifugation. D'autres machines rompent les poches par dépression et recueillent

directement l'huile essentielle, ce qui évite les dégradations liées a 1'action de L’eau

(Chaintreau et al., 2003).

Il -1-10-1-5- Extraction par solvants organiques

Cette méthode est utilisée pour les organes végétaux présentant une concentration en
essence relativement faible ou pour les essences que 1’on ne peut extraire par distillation. Elle

est basée sur le pouvoir qu’ont certains solvants organiques a dissoudre les composants des

12
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huiles essentielles. Grace a des lavages successifs, le solvant va dissoudre et extraire les
constituants solubles contenus dans la plante avant d’étre envoyé au concentrateur pour y étre
distillé a pression atmosphérique dont I’évaporation laisse un résidu cireux, tres coloré et trés

aromatique appelé «concrétex. Le traitement de cette concréte par 1’alcool absolu conduit a
«I’absolue» (Belaiche, 1979., Mebarka, 2007).
1l -1-10-1-6- Enfleurage

Cette technique se base sur la liposolubilité des composés odorants des végétaux dans
les corps gras. Il consiste a déposer des pétales de fleurs fraiche sur la plaque de verre
recouvert de mince couche de graisse (graisse animal type saindoux). Selon les espéces,
I’absorption des huiles essentielles des pétales par le gras peut prendre 24 a 72 heures. Les
pétales sont €éliminés et remplacés par des pétales frais jusqu’a saturation du corps gras. On

épuise ce corps gras par un solvant que I’on évapore ensuite sous (Belaiche, 1979).
Il -1-10-1-7- Extraction assistée par micro-ondes

L’extraction sans solvant assistée par micro-ondes est 'une des plus récentes. Inspirée
d'un ancien procédé de distillation dite « seche » utilisé par les alchimistes Arabes pour
I’extraction des huiles essentielles. Elle consiste en une distillation seche a 'aide d'un alambic
utilisant le soleil comme source de chaleur. L’extraction sans solvant assistée par micro-ondes
a ¢té développée en remplacant I’énergie solaire par un chauffage micro-ondes plus
performant, plus spécifique et beaucoup moins polluant qu’un chauffage traditionnel au feu de
bois (Lucchesi, 2005). Il consiste a placer le matériel végétal dans un réacteur au sein d’un

four micro-ondes sans ajout d’eau ou de solvant (figure n°7)
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Figure n°7: Principe schématisé du systéme d’extraction par micro-onde sans
solvant (Soins et Nature, 2017).
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Le chauffage interne de I’eau contenue dans la plante permet d’en dilater ses cellules
et conduit a la rupture des glandes et des récipients oléiféres. L huile essentielle ainsi libérée
est évaporée avec 1’eau de la plante. Un systéme réfrigérant situé a I’extérieur du four a
microondes permet la condensation du distillat en continu. L’excés d’eau est réintroduit dans
le réacteur de manic¢re a restaurer la quantité d’eau initialement présente dans la plante

(Fillatre, 2011).
11 -1-10-1-8- Extraction par fluide a I’état supercritique

L’originalit¢é de cette technique repose sur le solvant utilisé, il s’agit de CO2
supercritique. A I’état supercritique (a T= 31°C et P = 73bars), le CO2 posséde un bon
pouvoir d’extraction. Dans ce systéme, le solvant est utilis¢é en boucle par interposition
d’échangeurs de chaleur, d’un compresseur et d’un détendeur afin de porter le solvant a I’état
désiré¢ a chaque stade du processus. La séparation de I’extrait a lieu en phase gazeuse par
simple détente. L’avantage de cette méthode est la possibilité d’éliminer et de recycler le
solvant par simple compression détente (figure n° 8) (Pourmortazavi et Hajimirsadeghi,
2007).

SCHEMA DE PRINCIPE
D'EXTRACTION PAR CO2 SUPERCRITIQUE
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Figure n°8: Schéma du principe de la technique d’extraction par le CO2
Supercritique (Pourmortazavi et Hajimirsadeghi, 2007).
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I1-2-Especes vegétales étudiées
I1-2-1- La famille d’ Apiaceae :

La famille d’Apiaceae (syn. Umbelliferae) est I'une des plus importantes familles de
plantes a fleurs. Elle est composée de 300-455 genres et de 3000-3750 espéces. Les membres
de la famille des Apiaceae sont distribués partout dans le monde, et principalement dans les
régions tempérées du nord et les hautes altitudes des régions tropicales (Canter, et al ; 2005).
Les caractéristiques principales des membres d'Apiaceae sont: la nature herbacée aromatique,
les feuilles non stipulées et disposées d’une fagon alterne, les tiges creuses, les petites fleurs,
les inflorescences en ombelle simple ou composée, et les fruits ou les graines indéhiscents
riches en huiles. Cette famille est bien connue pour ses ardmes distinctifs en raison de la
présence des cavités sécrétrices constituées de canaux schizogénes de résine, d’huile ou de
mucilage qui sont situées dans les fruits, les tiges, les feuilles et les racines (Christensen et
Brandt, 2006).

La famille des Apiaceae comprend un grand nombre de plantes qui sont utilisées pour
différentes fins, y compris la nutrition, la medecine, les boissons, les épices, les repulsifs, les
colorants, les cosmétiques, les parfums, etc..... De plus, plusieurs especes de cette famille
constituent une excellente source d'huiles essentielles, plus de 760 composants de differentes
classes chimiques avec un intérét pharmaceutique eleve sont détectés dans les huiles
essentielles au sein de cette famille (Aé¢imovi¢ et Kostadinovi¢, 2015). Sa teneur dans les

huiles de graines d'Apiaceae est généralement supérieure a 50%(Bagci, 2007).
11-2-1-1-Cumin Cuminum Cyminum

11-2-1-1- Description morphologique
* Allure générale
Cumin Cuminum Cyminum est une plante mince (figure n°9), glabre, herbacée et

annuelle, elle peut atteindre une hauteur de 20 jusqu’a 60 cm (Singh et al ; 2017).
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Figure n°9 : Parties aériennes de la plante de C. Cyminum
(Sahana et al., 2011).

11-2-1-1-2- Principales caractéristiques botaniques

* Feuilles

Les feuilles sont parfumeées, finement divisées (Bremness, 2002). Feuilles 1-2
palmatisequées a lanieres longuement filiformes .Involucre et involucelle a bractées sétacees

trés longues. Ombelles a 3-5 rayons, plus courtes que les feuilles. (Quezel et santa, 1963).
* Fleurs

Ses Fleurs blanches 3-5 par ombellules (Quezel et Santa, 1963).Ombelles de petites

fleurs blanches ou roses en été (Bremness, 2002).
* Fruits

Les fruits sont des schizocarpes (fruit sec), fusiformes et ovoides latéralement, appelés
diakenes (Ghahreman, 1994 ; Daniel et Maria, 2000).

11-2-1-1-3- Taxonomie:

D’aprés Fanar (2014) et selon le systéme d’APG III (2009), la systématique de la
plante de cumin et la suivante:
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e Régne : Plantes

e Embranchement : Spermaphytes
e Classe : Dicotyledones

e Ordre : Apiales

e Famille : Apiaceae

e Genre : Cuminum

e Espéce : Cuminum cyminum L

e Nom francais : Cumin

e Nom vernaculaire: El Kamoun
11-2-1-1-4- Habitat

Le cumin est une plante de culture hivernale, elle pousse jusqu’a 1200 m d’altitude,
en climat tempéré froid. Le plant peut résister jusqu’a R 46 C° a condition d’étre abrité du

vent. Le sol doit étre profond, perméable et fertile (Gilly, 2005).
11-2-1-1-5- Répartition géographique

Le cumin est la seconde herbe la plus commercialisée dans le monde aprées le poivre
noir. Originaire de la méditerranée orientale, elle s’est étendue jusqu’en Inde. Les premiéres
données archéologiques sur son utilisation remontent au second millénaire avant J.C en Syrie
(Zohary et Hopf, 2000), vers le 6éme millénaire avant J.C en Egypte antique (Gilly, 2005)
ou il a été retrouvé dans les anciennes pyramides (Attokaran, 2011), il est également connu
dans Dl’ancienne Gréce et Rome. Originalement cultivée en Iran et dans les régions
méditerranéennes, il a été introduite en Amérique par les colonisations espagnoles et

portugaises (Preedy et al., 2011).
11-2-1-1-6- Composition chimique

Les graines de la plante du cumin contiennent de 2.5 a 4% d’huile essentielle. L huile
essentielle de cette plante est distillée en Espagne, en Egypte, au Maroc, en Algérie, en
France, en Russie et en Inde.les recherches faites au cours de ce siécle montrant que 1’huile
essentielle du cumin peut contenir les monoterpénes jusqu’a 35%, les sesquiterpénes (3%) et
les composés oxygénés jusqu'a 43% du contenu de I’huile. On peut citer quelques constituants
de I'huile essentielle de cumin: o et B-pinéne, limonéne, a, B et y terpinéne, 1’aldéhyd

cuminique, 1,3-p-menthadien-7-al (Verghese, 1991).
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11-2-1-1-7-Usages :

les graines de cumin en poudre ou en décoction, sont trés utilisées
dans le traitement des troubles gastro-intestinaux. Il est en effet recommandé comme
stomachique, carminatif, antispasmodique et vermifuge. On emploie aussi sa décoction
comme emménagogue. En usage externe, le cumin est utilisé en cataplasmes sur la nuque
contre les oreillons (Bellakhdar, 1997). Les phytothérapeutes Indiens prescrivent le cumin
contre les insomnies, les coups de froid et pour abaisser la fievre. Mélangé au jus d’oignon, il
forme une pate que 1’on applique sur les piqlires de scorpion (Vican, 2001).
Dans la médecine Iranienne ancienne, les fruits de la plante ont été utilisés pour le

traitement du mal de dents et I'épilepsie (Janahmadi et al, 2006).

Il est employé principalement en médecine Véterinaire pour ces propriétés
carminatives, il est supposé aussi, augmenter la lactation et réduire les nausees dans le cas de
la grossesse (Gram, 1997 ; Lavabre et Marcel, 1997 ; Joshi, 2000). L’huile essentielle du
cumin est meilleure que les antioxydants synthétiques conventionnels, montre une activité

fongitoxique, ovicide (Behera et al, 2004) et antimicrobienne (EI- Sawi et Mohamed, 2002).
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I1-3-Activité antibactérienne

11-3-1-Infections nosocomiales

Une infection est la pénétration et le développement d'un agent pathogéne dans
I'organisme (Kabemba, 2008).

On appelle infection nosocomiale (du grec nosos, maladie, et komein, soigner, et par
extension, du latin nosocomium, hopital), les maladies infectieuses contractées pendant une

hospitalisation (Meyer et al ; 2004).

Une infection est nosocomiale (IN) si elle est acquise dans un établissement de soins
et n’est ni en incubation ni présente a I’admission du malade. Le dé€lai entre ’admission et le
début de I'infection doit étre de 48—72 heures pour les infections bactériennes et selon la
période d’incubation, il peut étre plus long dans les infections virales. Il est admis d’exclure
les infections materno-feetales survenant dans les 48 premiéres heures de vie (Lachassinne et
al ; 2004).

Les infections nosocomiales les plus freguemment rencontrées sont les infections
urinaires (44%), des voies respiratoires (20%), du site opératoire (15%), cutanées (11%), les
bactériémies (6%) et les infections sur cathéter vasculaire (4%) (Jarlier, 2004; Le Loir et
Gantier, 2009).

11-3-1-1- Agents pathogénes

Les infections nosocomiales sont généralement dues a des bactéries commensales , ces
bactéries sont souvent utiles au bon fonctionnement du corps humain, ainsi la flore
bactérienne résidant dans notre tube digestif (staphylocoque doré, Pseudomonas
aeruginosa...) est indispensable a la digestion ; en revanche, si pour une raison ou pour une
autre lors d'une intervention chirurgicale, ces germes sont déversés dans la cavité abdominale
et ils deviennent dangereux voir pathogénes, ou des bactéries saprophytes. Les principaux
micro-organismes responsables sont les bacilles Gram négatif (53%) et les Cocci Gram positif
(33%) : Escherichia Coli (21%), Staphylococcus Auréus (16%), Pseudomonas Aeruginosa
(11%), Enterococcus spp (8%). Ces quatre espéces représentent 56% des micro-organismes

retrouvés dans les infections nosocomiales (Alfandari, 1997).

Les bactéries ne sont pas les seuls agents responsables, les champignons notamment,

Aspergillus spp., Candida albicans, Cryptococcus neoformans et Cryptosporidium, les virus
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tels que ceux de I’hépatite B et C, du HIV, d’Ebola, d’influenza, de I’herpés et de la varicelle,
les virus respiratoires syncytials (VRS), les rotavirus, les entérovirus et les cytomégalovirus
mais aussi, les parasites tels que Giardia lamblia et Sarcoptes scabies, peuvent également étre
des agents de transmission des infections nosocomiales (WHO, 2002).

11-3-1-1-1- Modes de transmission
11-3-1-1-1-1- Voie endogéne

Les infections nosocomiales sont endogenes lorsque le malade s’infecte avec ses propres
germes a la faveur de certains soins invasifs (actes chirurgicaux, sondage urinaire, pose et
manipulation d’un cathéter, respiration artificielle...etc) et/ou en raison d’une fragilité
particuliére. On parle aussi d’auto-infections (Hocquet-Berg et Py, 2006; Hureau, 1999).
Les portes d’entrée sont les lésions des muqueuses et les Iésions cutanées. Les germes a
potentiel infectieux sont les bacteries de la peau, de la surface des muqueuses et les germes

intestinaux dissémines sur les teguments (Hygis, 1998).
11-3-1-1-1-2- Voie exogéne
« Hétéro-infection

L’agent infectieux est transmis d’un malade a I’autre provoquant une infection dite
croisée ou hétéro-infection. Il est rarement transmis par contact direct ou par voie aérienne.
Le plus souvent, I’infection est manuportée ou transmise par le matériel d’exploration ou de
soins. C’est le mode de contamination majeur lors de nombreuses épidémies et probablement
le plus sensible aux mesures prophylactiques traditionnelles (hygiene des mains, procédures

de désinfection et de stérilisation, sécurité de I’environnement) (Hygis, 1998).

« Xéno-infection

C’est une infection qui sévit sous forme endémique ou épidémique dans la population
extrahospitaliére. Les agents infectieux sont importés a I’hopital par le malade, le personnel
soignant, les visiteurs qui en sont atteints ou qui sont en phase d’incubation. Ils se
transmettent par voie aérienne, par contact direct ou indirect et trouvent a I’hdpital des
victimes particulierement réceptives et des conditions de transmission facilitées (Berche et al,
1991; Hyagis, 1998).
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» Exo-infection

Cette infection est liée a des avaries techniques (stérilisation inefficace, filtre a air
non stérile, eau polluée). Les matériaux a usage paramédical ou domestique sont utilisés
aupres des malades ; ils sont susceptibles d’étre contaminés et peuvent ainsi provoquer des

infections nosocomiales souvent épidémiques (Berche et al, 1991).
11-3-1-1-1-3- Patient réceptif

Certaines pathologies entrainent une Iégére immunodépression, les malades a risque
sont : les brilés, les grabataires avec des escarres étendues, les polytraumatises et les porteurs
de dispositifs invasifs (assistance respiratoire, sonde urinaire, cathéters divers), les insuffisants

respiratoires, les personnes agées et surtout les nouveaux nés prématurés (Berche et al, 1991).
11-3-2- Les antibiotiques

On appelle « Antibiotique »toute substance naturelle d’origine biologique élaborée par
un organisme vivant ou substance chimique produite par synthése ou encore substance
semi synthétique obtenue par modification chimique d’une molécule de base naturelle

(Auckenthaler et al, 1995).

Le terme « antibiotique » a été restreint aux molécules antibactériennes qui agissent
soit en bloquant la prolifération des bactéries (molécules bactériostatiques), soit en les

détruisant (molécules bactéricides ou bactériolytiques) (Clos, 2012).

Par les différents modes d’action qu’ils possedent, les antibiotiques peuvent agir sur :
la synthése du peptidoglycane et donc sur la paroi cellulaire (B-lactamines, glycopeptides,
fosfomycine), les membranes (polymyxines), la synthése protéique (macrolides et apparentés,
aminosides, phénicolés, tétracyclines), la synthése des acides nucléiques (quinolones,

rifamycines, nitroimidazolés) et le métabolisme intermédiaire (sulfamides, triméthoprime)
(Demoré et al ; 2012)
11-3-3- La résistance bactérienne aux antibiotiques

La résistance des bactéries aux antibiotiques est connue depuis fort longtemps et son
importance clinique survient trés peu de temps aprés le début de l'antibiothérapie. Elle fait

I'objet de publications et de nombreuses revues qui rendent compte de sa constante évolution.
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Ses mécanismes sont mieux connus grace aux progres de la connaissance de la morphologie

et du métabolisme bactérien.

La résistance naturelle ou intrinseque correspond a la capacité de résister a la présence
d'un antibiotique pour toutes les souches d'une espéce ou d'un genre bactérien. La Société
Francaise de Microbiologie (SFM) définit la résistance naturelle comme la caractéristique
d’une espéce bactérienne qui se traduit par des concentrations minimales inhibitrices (CMI)

supérieures a la concentration critique des tests de sensibilité pour L’antibiotique concerné.

On oppose a la résistance naturelle, propriété d'espéce ou de genre, la résistance
acquise qui est une propriété de souche. Cette derniere correspond a la capacité de supporter
une concentration d'antibiotique beaucoup plus élevée que celle supportée par les autres
souches de la méme espece. Elle peut s‘acquérir soit par mutation chromosomique, soit par

acquisition de matériel génétique exogeéne (Prescott, 2000).
11-3-4- Les huiles essentielles comme agents antibactériens

Les qualités microbiologiques des plantes aromatiques et médicinales sont connues.
Toutefois, la premiére mise en évidence de I’action des huiles essentielles contre les bactéries
a été réalisée en 1881 par Delacroix (Boyle, 1995). Depuis, de nombreuses huiles ont été
définies comme antibactériennes (Burt, 2004). Leur spectre d’action est trés étendu, car elles
agissent contre un large éventail de bactéries, y compris celles qui developpement des
résistances aux antibiotiques. Cette activité est par ailleurs variable d’une huile essentielle a
I’autre et d’une souche bactérienne a I’autre (Kalemba et Kunicka, 2003 ; Oussou, 2009 ;
Avlessi et al., 2012).

L'activité biologique d'une huile essentielle est liée a sa composition chimique, aux
groupes fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, composés terpéniques et
cétoniques) et a leurs effets synergiques (Dorman et Deans, 2000; Ultee et al ; 2002). Les
composes chimiques de plus grande efficacité et a plus large spectre sont les phénols (thymol,
carvacrol et eugénol), les alcools (a-terpinéol, terpinene-4-ol et linalol), les aldéhydes, les

cétones et plus rarement les terpénes (Cosentino et al, 1999; Dorman et Deans, 2000).

Les huiles essentielles agissent aussi bien sur les bactéries a Gram positif que les
bactéries a Gram négatif. Toutefois, les bactéries a Gram négatif paraissent moins sensibles a

leur action et ceci est directement lié a la nature de leur paroi cellulaire (Burt, 2004). La
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bactérie reconnue comme la moins sensible a leur effet reste néanmoins les bactéries a Gram

négatif comme Pseudomonas aeruginosa (Dorman et Deans, 2000).

En fait, cette bactérie posséde une résistance intrinseque aux agents biocides, en
relation avec la nature de sa membrane externe. Cette derniére est composée de
lipopolysaccharides qui forment une barriére imperméable aux composés hydrophobes. En
présence d’agents perméabilisant de la membrane externe, des substances inactives contre
Pseudomonas aeruginosa deviennent actives (Mann et al ; 2000). 1l semble que cette souche
se révele résistante a un trés grand nombre d’huiles essentielles (Hammer et al ; 1999 ;

Deans et Ritchie, 1987).
11-3-4-1- Mode d'action des huiles essentielles

Le mode d’action des huiles essentielles sur les cellules bactériennes n’est pas
clairement  eélucidé (Kalemba et Kunicka, 2003 ; Burt, 2004).

Du fait de la variabilite des quantités et des profils des composants des huiles
essentielles, il est probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable a un
mécanisme unique, mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire. Etant donné la
complexité de leur composition chimique, tout laisse a penser que ce mode d’action est assez
complexe et difficile a cerner du point de vue moléculaire. Il est tres probable que chacun des
constituants des huiles essentielles ait son propre mécanisme d’action. Le mode d’action des
huiles essentielles dépend en premier lieu du type et des caractéristiques des composants
actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur permet de pénétrer dans la double
couche phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne. Cela peut induire un

changement de conformation de la membrane (Cox et al., 2000 ; Carson et al., 2002).
D’une maniere générale, leur action se déroule en trois phases :

e Attaque de la paroi bactérienne par I’huile essentielle, provoquant une
augmentation de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaires.

e Acidification de I’intérieur de la cellule, bloquant la production de 1’énergie
cellulaire et la synthese des composants de structure.

e Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie
(Daferera et al ., 2003)( figure n°10).
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Figure n°10 : Action des huiles essentielles et de leurs constituants sur la cellule
bactérienne (Burt, 2004).
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I11-Matériel et méthodes

I11-1- Matériel végétal

Les graines de Cumin Cuminum Cyminum ont été achetées, sous forme séchée, chez
un herboriste de la wilaya de Mostaganem. En surveillant I’odeur forte et la couleur éclatante
caracteristique de cette épice. Finalement ont été conservées dans des sachets hermétiques

pour servir ultérieurement a I’extraction des huiles essentielles (figure n°11).

Figure n°11 : Les graines du C. cyminum (photo original 2020).

I11-2-Huiles essentielles

111-2-1- Procédés d’extraction

L’extraction d’huile essentielle de C. cyminum a été reéalisée par la méthode

d’entrainement a la vapeur d’eau.
111-2-1-1- Entrainement a la vapeur d’eau

L’extraction des huiles essentielles des graines de C. cyminum a été réalisée a I’aide
d’un vapodistillateur de type SPRING A 105 12 Litres (figure n°12). Pour ce faire, 1 Kg 500
de matériel vegétal est placé sur une grille qui surmonte I’eau en ébullition. Les vapeurs
formées dans I’extracteur traversent la plante, libérent I’huile du tissu végétal et 1’entrainent
avec elles. Apres condensation dans le réfrigérant, celles-ci chutent et sont récupérées dans

une ampoule de décantation, ’eau et I’huile se séparent par différence de densité .L’huile
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obtenue est conservée a une température de 4 et 6 °C dans des tubes en verre opaques, fermés

hermétiquement pour la préserver de I’air et de la lumiére jusqu’a son usage.
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Figure n°12 : Montage de I’extraction par entrainement a la
vapeur (photo originale, 2020).

I11-2-2- Calcul du rendement

Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en huile essentielle est défini comme
étant le rapport entre la masse d’huile essentielle obtenue aprés extraction et la masse de la

matiére végétale utilisée. Il est exprimé en pourcentage et calculé par la formule suivante :
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RHE =M’/M x 100

RHE : Rendement en huile essentielle en % ;
M’ : Masse d’huile essentielle en gramme ;

M : Masse de la plante en gramme.
I11-3- Procédés d’étude microbiologique
I11-3-1- Souches bactériennes testées

Pour évaluer I’effet antibactérien des huiles essentielles de C. cyminum nous avons
choisi 3 bactéries de références (deux Gram négatives et une Gram positive) pour leur
pathogénicité et leur implication fréquente dans I’infection nosocomiale (Tableau n°1).

Pour notre étude, nous avons testé la sensibilité de ces trois bactéries provenant de
I’Institut Pasteur d’Alger vis-a-vis des agents antimicrobiens standards (antibiotiques) et
biologiques (huiles essentielles).

Tableau n°1 : Liste des souches bactériennes testées :

Souche Code Gram Source
Staphylococcus aureus ATCC 25923 positive
Escherichia coli ATCC 25922 negative Institut Pasteur
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 négative d’Alger

ATCC: American Type Culture Collection.
I11-3-2- Milieux de culture utilisés

Les milieux de culture utilisés pour les différents tests microbiologiques sont les

suivants (annexe n°l1) :

e Bouillon nutritif ;
e gélose nutritive ;

e milieu Mueller Hinton (M.H) liquide et solide.
I11-3-3- Préparation de ’inoculum

A partir d’une culture pure des bactéries conservées a 4°C, on a prélevé a 1’aide d’une
anse de platine, quelques colonies. On a déchargé I’anse dans 5 ml de bouillon nutritif et

incubé en over night .pour des ensemencements ultérieurs, on a homogénéisé la suspension

27



Matériel et méthodes

bactérienne par un vortex. son opacité doit étre équivalente a une DO de 0.08a0.01 lue a
625nm (Bekhichi et al., 2008). A I’aide d’un spectrophotométre de type SECOMAM, 1304
UV-VIS. La concentration finale obtenue est de 108 germes/ml de suspension bactérienne
(Bekhichi et al., 2008).

111-3-4- Etude de la sensibilité des souches vis-a-vis des agents antimicrobiens standards
(Antibiotiques) :

Le but de la réalisation d'un antibiogramme est de prédire la sensibilité d'un germe a
un ou plusieurs antibiotiques dans une optique essentiellement thérapeutique (Burnichon et
texier, 2003). Nous avons testés Quatre antibiotiques utilisées dans le traitement des
infections nosocomiales. Cette étude a pour but de comparer [l'effet des antibiotiques avec

I’effet de I’huile essentielle de C. cyminum.
L'étude a été réalisée comme soit;

- On a ensemencé avec 0.1 ml de la suspension bacterienne testés, la boite de Pétri
préalablement coulé par le milieu Muller Hinton. L'excédent de l'inoculum a été
éliminé par aspiration (Shunying et al., 2005).

- A l'aide d'une pince stérile, on a déposé les disques d'antibiotiques sur la surface du
milieu Muller Hinton et on I'a pressé légerement.

- Aprés un temps d'incubation de 30 min a la température ambiante de laboratoire
(Hellal, 2011). On a incubé les boites dans une étuve a 37°C pendant 24 heures.

- La lecture des résultats a été faite par la mesure de la zone d’inhibition qui est
présenté par une aréole formée autour de chaque disque ou aucune croissance n'est

observée.

111-3-5- Etude de Pactivité antibactérienne des huiles essentielles

111-3-5-1- Technique d’aromatogramme (méthode de Vincent)

La réalisation de cette méthode repose sur le principe de 1’antibiogramme (NCCLS,
1997). Des disques stériles de papier Wattman de 6 mm de diamétre, contenant 15 pl d’huile
essentielle a tester, sont déposés a I’aide d’une pince stérile a la surface d’un milieu gélosé
approprié pour chaque souche, préalablement ensemencé avec 100 pl de suspension
bactérienne dont la turbidité a été ajustée a 108 UFC/ml. (Haddouchi et al ; 2009).
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Des témoins ont été utilisés comme contrdle négatif. Les boites de Pétri sont ensuite
fermées et laissées diffuser a température ambiante pendant 1H avant d’étre incubées a 37°C
pendant 24H. Les essais sont effectués en triple. L’activité antimicrobienne de I’huile
essentielle est déterminée en mesurant le diamétre de la zone d’inhibition formée autour de

chaque disque.
I11-3-5-2- Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est définie comme étant la plus faible concentration en huile essentielle
capable d’inhiber la croissance microbienne de 90% (Skandamis et Nychas, 2001). Sa
détermination a ¢été réalisée par la méthode de macrodilution en milieu liquide. L’huile
essentielle est tout d’abord préparée par émulsion dans une solution d’agar a 0.2% afin de
disperser les composés et d’améliorer leur contact avec les germes a tester. Des dilutions
successives de la solution obtenue est ensuite effectuée par progression géométrique de raison
2 de facon a obtenir les dilutions suivantes : 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 et 1/128 (Oussou et
al., 2004). La gamme de concentrations finales d’huile essentielle utilisée va de 0.0781 a 10

pl/ml (viv).

Pour les bactéries, 0.2 ml de chacune des solutions d’huile essentielle est introduit dans
un tube de la série expérimentale contenant 1.8 ml d’une suspension bactérienne préparée
dans le bouillon Mueller Hinton et dont la turbidité est comprise entre 5. 105 et 5. 107
bactéries/ml. L’ensemble est incubé a 37°C pendant 24H (Okou et al., 2006; Koné et al.,
2007).

La lecture des résultats se fait a 1’ceil nu par observation du changement de turbidité dans
les tubes aprées incubation et par comparaison avec les contrdles. Un tube ne contenant que le
milieu de culture et ’inoculum est utilis¢é comme contrdle négatif tandis que, des tubes
contenant le milieu de culture stérile et une concentration d’huile essentielle déterminée sont
utilisés comme contrdles positifs (série de référence). Les essais sont effectués en triple pour
chacune des concentrations d’huile essentielle utilisées. La CMI correspond a la plus faible

concentration d’huile a laquelle aucune croissance microbienne n’est visible (CLSI, 2002;

Oussou et al., 2004).

I11-4- Activité insecticide (toxicité par fumigation de ’HE) :

I11-4-1-Klevage d’insecte
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Spodopetera littoralis a été éelevée en vertu des conditions de laboratoire, sur un
artificiel régime alimentaire pendant plusieurs générations.

I11-4-2-Test de Fumigation

- Spodopetera littoralis en troisieme stade larvaire (L3), ont été placés dans des gobelets
de 40 ml de volume.

- Un papier filtre (wattman) a été fixée sur le couvercle des gobelets aprés son
inhibition par ’huile essentielle de C. cyminum d’Algérie testé¢ (Ben-khalifa et al.,
2018).

- 4 doses étaient testée son 1, 2, 4, 8yl, ainsi, les concentrations testée correspondaient
respectivement a 25, 50,100 et 200 ul/l air. Chaque traitement, en plus du test témoin,
a ete répété 5 fois (Ben-khalifa et al., 2018).
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1VV- Résultats et discussions

Vue la pandémie de Covid-19, on n’a pas pu réaliser la partie pratique. Pour terminer
ce travail on a décidé de discuter les résultats de plusieurs travaux qui vont dans le méme sens
que notre travail.

1VV-1- Huiles essentielles
1VV-1-1- Rendement en huile essentielle

La figure n°13 montre les rendements des huiles essentielles de C. cyminum obtenus

par sept travaux.
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Figure n°13 : Rendement en huiles essentielles de C. cyminum obtenus par
sept travaux.

La figure n°13 montre que les rendements des huiles essentielles de C. cyminum des
sept travaux sont de 5.3%, 3,80%, 3.53%, 2.33%, 1.80%, 1.45% et 1.22% pour la Bulgarie
(Jirovetz et al., 2005), la Chine (Li et Jiang, 2004),1’Algérie (Moumen Chentouf et al.,
2016),I’'Inde (Sowbhagya et al.,, 2008), Boumerdas (Algérie) (Yahiaoui et al.,
2018),I’Iran(Mehdi et al., 2007) et la Tunisie (Hajlaoui et al., 2010) respectivement. Le
rendement le plus élevé a été obtenu C. cyminum de la Bulgarie (5.3%) (Jirovetz et al., 2005)
et le plus pas avec C. cyminum de la Tunisie 1.22% (Hajlaoui et al., 2010).

Les différences de quantités d’huile essenticlle observées chez C. cyminum, peuvent
étre influencé par plusieurs facteurs tels que la zone géographique de collecte, le climat, la
génétique de la plante, 'organe utilisé, le stade de développement, le degré de fraicheur, la
période de séchage, la méthode ainsi que le matériel d’extraction utilisés (Sefidkon et al.,
2001; Vekiari et al., 2002).
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IV-2- Etude de ’activité antibactérienne
IV-2-1- Etude de la sensibilité des souches vis-a-vis des agents antibactérienne standards

Une étude fait par Saee et al.,, (2016) en Iran montre I’évaluation de I’activité
antibactérienne de 4 antibiotiques sur  Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, staphylococcus aureus ATCC 25923 (tableau n°2).

Selon Ponce et al., 2003 et Moreira et al.,2005, la sensibilité des germes a été classée
par le diamétre des halos d’inhibition comme suit : non sensible (-) pour les diametres moins
de 8 mm ; sensible (+) pour les diametres de 9 a 14 mm ; tres sensible (++) pour les diameétres
de 15 a 19 mm et extrémement sensible (+++) pour les diametres de plus de 20 mm.

Tableau n°2 : Résultats de I’activité antibactérienne des antibiotiques exprimés par le

diameétre de la zone d’inhibition en mm :

) E. coli P. aeruginosa S. aureus
Agent Anti-
) ATCC ATCC ATCC
bactérienne
25922 27853 25923
CIP 28 28 20
SXT 22 8 22
GM 22 14 20
AMX 17 7 7

CIP : ciprofloxacin, SXT : clotrimazole, GM : gentamicin, AMX : amoxicillin

Nous constatons d’apres les résultats présentés dans tableau n°2 que les souches
bactériennes testées ont présenté différents degrés de sensibilité a la plupart des
agents antibactérienne employés. Les diamétres des zones d’inhibition enregistrés varient

entre 7mm et 28 mm.

Les antibiotiques qui ont donné les plus grandes zones d’inhibition sont

ciprofloxacin (CIP) contre Escherichia coli ATCC 25922, et Pseudomonas aeruginosa ATCC
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27853 (28 mm), et Staphylococcus aureus ATCC 25923 (20mm), clotrimazole (SXT)
contre Escherichia coli ATCC 25922, et staphylococcus aureus ATCC 25923 (22mm) Et
gentamicin (GM) contre Escherichia coli ATCC 25922 (22mm), et staphylococcus aureus
ATCC 25923(20mm). Les antibiotiques qui ont donné des zones d’inhibition moyenne sont
amoxicillin contre Escherichia coli ATCC 25922 (17mm) et gentamicin contre Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 (14mm).

Et enfin, ceux qui se sont montrés inactifs et donné des faible zones d’inhibition sont
clotrimazole (SXT) contre Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (8mm), et
amoxicillin(fAMX) contre, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, et staphylococcus aureus
ATCC 25923 (7mm) (Saee et al., 2016).

1V-2-2-Etude de Pactivité antibactérienne des huiles essentielles

IV-2-2-1- Technique de I’aromatogramme (Méthode de Vincent)

Les résultats de trois travaux sur 1’effet des huiles essentielles de Cumin cyminum de
Tunisie, d’Algérie et d’Iran sur la croissance sont représentés dans le tableau n°3.
Tableau n°3: comparaison des Résultats de D’activité antibactérienne des huiles
essentielles de C. cyminum de trois études exprimés par le diametre de la zone

d’inhibition en mm

o Cumin cyminum Cumin cyminum Cumin cyminum
bactérie o _
Tunisie Algérie Iran
E. coli ATCC 25922 12 20 23
P.aeruginosa ATCC 27853 11,67 0 20
S. aureus ATCC 25923 10 6 7

Le tableau n°3 montre que les huiles essentielles de C. cyminum ont exercé un
pouvoir antibactérien important sur la croissance des trois bactéries. L’huile essentielle de C.
cyminum de Tunisie a montré un effet inhibiteur important sur les trois bactéries testées

(Hajlaoui et al., 2010). Ces résultats sont analogues a 1’huile essentielle de C. cyminum d’Iran

33



Résultats et discussion

(Mehdi et al., 2007). L’huile essentielle d’Algérie a montré un effet inhibiteur que sur
Escherichia coli ATCC25922 (Yahiaoui et al., 2018). Ces différences d’effet sont peut-étre

dues a la composition chimique des huiles essentielles de C. cyminum.
IV-2-2-2-Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) :

Tableau n°4: comparaison des Résultats de CMI des huiles essentielles de C. cyminum de

Tunisie, Algérie et Iran exprimés par en pl/ml:

o C. cyminum C. cyminum C. cyminum
Bactéries o _
Tunisie Algérie Iran
E. coli
0.078 20.40 0.25
ATCC 25922
P. aeruginosa
ND ND 0.25
ATCC 27853
S. aureus
0.078 111.1 ND
ATCC 25923

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice, ND : indéterminée

Au vu des résultats présentés dans le tableau n°4, il ressort que les huiles essentielles
des graines du C. cyminum des 3 pays ont montrées une bonne efficacité contre les 3 souches
bactériennes suites aux valeurs faible de CMI obtenus.

Les plus faibles CMI obtenues sont celle des huiles essentielles de C. cyminum de la
Tunisie avec 0.078ul/ml pour E. coli ATCC 25922 et S. aureus ATCC 25923 (Hajlaoui et
al., 2010). Les huiles essentielles de C. cyminum d’Iran sont classées en deuxiéme lieu avec
0.25 pl/ml pour E. coli ATCC 25922 et P. aeruginosa ATCC 27853(Mehdi et al., 2007).
Tandis que la plus haute CMI est celle des huiles essentielles C. cyminum d’Algérie avec
20.40 pl/ml pour E.coli ATCC 25922 et 111.1ul/ml pour S. aureus ATCC 25923(Yahiaoui et
al., 2018).

Il a été démontré que la majorité des huiles essentielles testées pour leur propriété
antimicrobienne, ont un effet plus prononcé contre les souches Gram positives que contre les
Gram négatives (Kalemba et Kunicka, 2003; Trombetta et al., 2005). Cela est di aux
différences structurales entre les parois cellulaires. En effet, les Gram négatifs possedent une

membrane externe composée de chaines de lipopolysaccharides. Cette couche forme une
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barriere de permeabilité hydrophile qui restreint la diffusion de composes hydrophobes tels
que ceux présents dans les huiles essentielles (Nikaido et Vaara, 1985; Trombetta et al.,
2005).

A noter que l'efficacité d'une huile essentielle est inversement proportionnelle a la
valeur de sa CMI vis-a vis d'une souche donnée. (Yahiaoui et al, 2018).

Généralement, il est bien admis que les activités varient selon la composition chimique
des huiles essentielles. Ainsi, les composés majeurs d’une huile essentielle. Donnée reflétent
souvent son activité biologique (Valero et Giner, 2006). Et aussi, il a été estimé que 1’activité
antimicrobienne de certaines huiles essentielles. Pourrait étre attribuée a la présence des
composés mineurs présents a de faible taux non négligeables tel que : le nérol, le néral,
carvacrol, et eugénol connus pour exhiber une activite Antibactérienne impliqués dans les
phénomenes de synergie entre les différents constituants qui peuvent étre a 1’origine d’une
activité antimicrobienne beaucoup plus prononcée que celle Prévisible par les composes

majoritaires (Delaquis, 2002).
IV-3-Activité insecticide

Les résultats de I’effet insecticide des huiles essentielles de C. cyminum ont montré
que la mortalité augmente en augmentant les doses (tableau n°5). Le taux de mortalité était
faible a modérés a une concentration d’huile essentielle de C. cyminum dans ’air de 25 pl/1
air. A 50 pl/l air d’huile essentielle de C. cyminum, la mortalité des insectes a atteint 60%. A
une dose plus élevee 200 pl/l air le taux de mortalité a atteint 100%.(Ben-khalifa et al.,
2018).

Tableau n°5 : Pourcentage (%) de mortalités des S. littoralis apres 24 heures de

fumigation a difféerent concentrations d’huile essentielle (Ben-khalifa et al. 2018).
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Concentrations Mortalité
(ul/l air) (%)
0 0
25 4
50 60
100 74
200 100

D’apres cette étude on n’a constaté que les huiles essentielles de C. cyminum Ont un
effet insecticide important. On n’a pas trouvé autres travaux sur ce sujet dans la littérature

pour comparer cette étude avec eux.
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V-Conclusion

Dans cette étude on a comparée le rendement, I’activité antibactérienne et 1’activité

insecticide de I’huile essenticlle de C. cyminum de quelques travaux.

Les rendements des huiles essentielles de C. cyminum des sept travaux sont de 5.3%,
3,80%, 3.53%, 2.33%, 1.80%, 1.45% et 1.22% pour la Bulgarie, la Chine, I’Algérie, 1’Inde,
Boumerdas (Algérie), I'Iran, et la Tunisie respectivement (Jirovetz et al., 2005; Li et Jiang,
2004 ; Moumen Chentouf et al., 2016 ; Sowbhagya et al., 2008 ; Yahiaoui et al., 2018 ;
Mehdi et al., 2007; Hajlaoui et al., 2010). Le rendement le plus élevé a été obtenu C.
cyminum de la Bulgarie 5.3% (Jirovetz et al., 2005), et le plus pas avec C. cyminum de la
Tunisie 1.22% (Hajlaoui et al., 2010).

Les antibiotiques les plus puissants testés sont :

e ciprofloxacin (CIP) contre Escherichia coli ATCC 25922, et Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 (28 mm), et Staphylococcus aureus ATCC 25923
(20mm) ;

e clotrimazole (SXT) contre Escherichia coli ATCC 25922, et staphylococcus
aureus ATCC 25923 (22mm) et ;

e gentamicin  (GM) contre Escherichia coli ATCC 25922 (22mm), et
staphylococcus aureus ATCC 25923(20mm) (Saee et al., 2016).

Les antibiotiques qui ont donné des zones d’inhibition moyenne sont :

e amoxicillin contre Escherichia coli ATCC 25922 (17mm) et ;

e gentamicin contre Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (14mm) (Saee et al.,
2016).

Les resultats de I’aromatogramme de 3 travaux (Tunisie, Iran et Algérie) variaient
selon les souches testées. L’huile essenticlle de C. cyminum de Tunisie a montré un effet
inhibiteur important sur les trois bactéries testées (Hajlaoui et al., 2010). Ces résultats sont
analogues a I’huile essentielle de C. cyminum d’Iran (Mehdi et al., 2007). L’huile essentielle
d’Algérie a montré un effet inhibiteur que sur Escherichia coli ATCC25922 (Yahiaoui et al.,
2018). Ces différences d’effet sont peut-étre dues a la composition chimique des huiles

essentielles de C. cyminum.
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En peut dire que I’effet de I’huile essentielle de C. cyminum n’est pas négligeable par
apport a I’effet des antibiotiques.

Les résultats de la CMI  montrent que I’huile essentielle de C. Cyminum & une bonne
efficacité contre les 3 souches bactériennes étudiées Les plus faibles CMI obtenues sont celle
des huiles essentielles de C. cyminum de la Tunisie avec 0.078ul/ml pour E. coli ATCC 25922
et S. aureus ATCC 25923(Hajlaoui et al., 2010). Les huiles essentielles de C. cyminum
d’Iran sont classées en deuxieme lieu avec 0.25 ul/ml pour E. coli ATCC 25922 et P.
aeruginosa ATCC 27853(Mehdi et al., 2007). Tandis que la plus haute CMI est celle des
huiles essentielles C. cyminum d’Algérie avec 20.40 ul/ml pour E.coli ATCC 25922 et
111.2pl/ml pour S. aureus ATCC 25923(Yahiaoui et al., 2018).

Une étude fait sur I’activité insecticide de C. cyminum montre que L’huile essentielle
de C. cyminum a une activité insecticide tres importante contre Spodopetera littoralis dans les
concentrations 50(pl/1 air) ; 100(ul/l air) ; 200(ul/l air) avec des pourcentages de mortalité
60% ; 74% et 100% respectivement (Ben-khalifa et al. 2018).

La conclusion de cette étude nous permet de dégager un certains nombres de

perspectives faisant suite a ce travail. Ainsi, hous envisageons de :

e Testant d’autres méthodes d’extraction et leurs influences sur le rendement de C.
cyminum.

e Rechercher I’activité antioxydant de C. cyminum.

e Rechercher I’activité de I’huile essentielle de C. cyminum sur les insectes

phytophages.
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ANnexes




Milieux de culture

Bouillon nutritif (BN) (g/l)
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Peptone. .. .couuiii 10g
Extraitde viande..............ooiiiiiiiii i 5¢g
Chlorure de sodium.............ooeviiiiiiiiiiiiiii e, S5¢g
EBau distillée..........oooiiiii 1000 ml
pH=7,3+0,2

Gélose nutritive (GN) (g/l)
Peptone. ... ..cooniiii 10g
Extraitde viande............ooooiiiiiiiiii 3g
Extraitde levure..........o.ooviiiiiii i 3g
Chlorure de sodium............ooiviiiiiiiiiiiiiiieee e, S5¢g
N 18 ¢
Eaudistillée. ..o 1000 ml
pH=7,3%0,2

Mueller Hinton gélosé (M-H) (g/l)
Extraitde viande.............ooooiiiiiiiii 3g
Hydrolysat acide de caséine.................cooeviieininin 175 ¢
Amidon.......o.oiiii 15¢g
AGAT. .o l6g
EBau distillée.............ooooiiii 1000 ml
pH=7,3



	La distillation à la vapeur d’eau est une méthode ancienne et très répandue pour l’extraction des huiles essentielles à partir des plantes aromatiques. Elle est simple dans son principe et utilise un équipement peu couteux. Elle se présente sous trois...

