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Résumé

La résistance aux antibiotiques est devenue une véritable préoccupation. Avec cela, la
recherche de composés antimicrobiens alternatifs, en particulier a partir de plantes, est
devenue plus importante que jamais.

Dans la premiére partie de ce travail nous avons réalisé une extraction des huiles essentielles
(HEs) des rhizomes secs de Curcuma longa L. par hydrodistillation de type Clevenger ou
nous avons obtenus un rendement de 0,86%.

La deuxieme partie de cette étude présente une synthése des travaux réalisés par des
chercheurs sur 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles des rhizomes secs de
Curcuma longa L.

Les résultats obtenus suite a la méthode des disques et la méthode de microdillution montrent
que les HEs de C. longa L. ont exercés une forte activité antifongique contre C. albicans dont
le diamétre de la zone d’inhibition varie de 18 mm a 31 mm. Ces résultats indiquent aussi une
activité antibactérienne importante principalement sur les deux bactéries a coloration de Gram
positive (Staphylococcus sp et Bacillus sp) et une activitt moins importante sur des
bactéries a coloration de Gram négative (E. coli, P. aeruginosa, Proteus sp et Salmonella sp).

Mots clés : Résistance bactérienne, Huiles essentielles, Hydrodistillation, Curcuma
longa L., Activité antimicrobienne.

Abstract

Antibiotic resistance has become a real concern. The search for alternative antimicrobial
compounds especially from plants has become more important than ever.

In the first part of this work, we extracted essential oils (EOs) from the dry rhizomes of
Curcuma longa L. by hydrodistillation of the Clevenger type where we obtained a yield of
0.86%.

The second part of this study presents a summary of works carried out by researchers on the
antimicrobial activity of essential oils from the dry rhizomes of Curcuma longa L.

The results obtained following the disc method and the microdillution method show that the
EOs of C. longa L. exerted a strong antifungal activity against C. albicans, the diameter of the
inhibition zone of which varies from 18 mm to 31 mm. These results also indicate significant
antibacterial activity mainly on the two Gram-positive bacteria (Staphylococcus sp and
Bacillus sp) and less activity on Gram-negative bacteria (E. coli, P. aeruginosa, Proteus sp
and Salmonella sp).

Keywords: Bacterial resistance, Essential oils, Hydrodistillation, Curcuma longa L.,
Antimicrobial activity.
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Introduction

L’antibiorésistance constitue de nos jours une préoccupation sanitaire internationale,
tant pour la santé humaine que pour la santé animale (Coustes, 2016). Elle est identifiée par
I’organisation mondiale de la santé (OMS) comme l'une des menaces les plus sérieuses pour

la santé publique.

Il est pensé que la surutilisation ou la mauvaise utilisation des antibiotiques (ATB) est
la principale cause de I'émergence et de la propagation de la résistance aux ATB (Harkins et
al., 2017). L'augmentation de la résistance aux ATB se traduit dans la pratique hospitaliere
par une augmentation de la morbidité et de la mortalité, des colts d'hospitalisation et par
I'apparition de microorganismes résistants a I'ensemble des ATB disponibles (Mennis, 2019).

D’un autre coté, les ATB sont parfois associés a des effets indésirables sur I'hote qui
comprennent ; Une hypersensibilité, une déplétion des micro-organismes bénéfiques
intestinaux et muqueux, des troubles gastriques, une ototoxicité, une néphrotoxicité, une

immunosuppression et une réaction allergique (Lopez et al., 2001; Cosgrove et al., 2009).

Ainsi, pour toutes ces raisons il est nécessaire de chercher des nouvelles alternatives
thérapeutiques entrainant moins d’effets secondaires et de résistances bactériennes, et
présentant moins de danger pour la santé (Lakhdar, 2015). Par I’utilisation des molécules
bioactives qui sont a base de plantes tels que les huiles essentielles (HEs) (Boutabia et al.,
2016).Selon ’OMS (2008) plus de 80% de la population mondiale utilisent les plantes
médicinales pour traiter plusieurs maladies (Kada. 2018).

Les HEs sont des mélanges complexes de métabolites végétaux secondaires. Ce sont
des distillats huileux hautement concentrés, volatils, se retrouvent dans toutes les parties de la
plante (fleurs, écorces, racines, feuilles, graines) en raison de l'activité des tissus végétaux
sécretoires endogenes et exogenes (Stankovi¢ et Stanojevi¢, 2014 ; Tongnuanchan et
Benjakul, 2014). lls sont connues pour leur pouvoir inhibiteur contre les bactéries pathogénes
et multirésistantes (Tassou et al., 1995). C’est dans ce contexte que nous nous sommes
pencheés sur D’efficacité des plantes par exploitation des HEs des rhizomes de la

plante Curcuma longa L.

C. longa L., également connue sous le nom de curcuma (curcuma, shaffron indien,

déesse dorée) est une plante herbacée aromatique vivace de la famille du gingembre
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(Zingiberaceae) (Shrishail et al., 2013). Et est utilisé & plusieurs fins dans les industries
médicales, cosmétiques, aromatisantes alimentaires et textiles et largement etudié par la
communauté scientifique en raison de ses diverses propriétés, généralement attribuées aux
substances présentes dans ses rhizomes (Goncalves et al., 2019). Certains d'entre eux sont,
anti-cancérigene, anti-inflammatoire, antioxydant, antimicrobien, antifongique, antimutagéne,
hypocholestérémique, insectifuge, antirhumatismale, antifibrotique, antivenimeux,

antidiabétique, antiviral, anti-hépatotoxique (Stanojevi¢ et al., 2015).

Les HEs de C. longa L. contient généralement de la curcumine ou turmérone, de la
déhydroturmérone et des cétones aromatiques, en plus d'une variété d'autres composants
volatils tels que les mono- et sesquiterpenes aliphatiques ou oxygénés, qui peuvent
éventuellement étre utilisée comme anti-inflammatoire, antioxydant, antimicrobien,

anticancéreux et antiviral (Goncalves et al., 2019).
Notre travail a été divisé en deux grandes parties:

La premiére partie est une étude bibliographique qui se scinde en trois chapitres:
e Le premier chapitre commencé par I’aromathérapie, les caractéristiques des HEs et les
méthodes d’extraction et d’identification des HES
e Le deuxiéme chapitre représente des genéralités sur la plante curcuma, la description,
répartition géographique, les compositions chimiques ainsi que ses caractéristiques.
e Le troisieme chapitre traite 1’antibiorésistance et les activités biologiques des HEs

(antioxydants, antibactérienne, antifongiques....etc.)

La deuxiéme partie comporte 1’étude expérimentale :
e L’ensemble de matériel et méthodes : comporte le matériel biologique et la
methodologie de travail 1’extraction de I’HE de C. longa L., I’évaluation de I’activité
antimicrobienne par diffusion de disques et microdillution.

e les résultats obtenus et leurs discussions.
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Chapitre I : Aromathérapie

I.1 Historique

L’histoire de 1’aromathérapie se confond avec celle de la phytothérapie jusqu’au
XXeéme siécle. En réalité le terme « aromathérapie » issu du latin « aroma = odeur » et du
grec « thérapein = soin », fut crée en 1928 par un chercheur Lyonnais Monsieur Gatte fossé
René-Maurice. La petite Histoire dit qu’il aurait découvert les propriétés d’huile essentielle de
lavande lors d’une explosion dans son laboratoire de parfumerie qui le brila gravement. Il
aurait trempé sa main dans un vase plein d’huile essentielle de lavande. La brilure régressa

rapidement sans laisser de cicatrice ni d’infection (Cazau-beyret, 2013).

L’histoire de I’aromathérapie se résume en quatre grandes époques :

» La premiére est celle ou I’on utilisait les plantes aromatiques telles quelles.

» La seconde est 1I’époque durant laquelle est apparue la notion d’activité des substances
odorantes.

» La troisieme époque est 1’époque de ’essor de la distillation, c’est la naissance du
concept « huile essentielle ».

» Enfin la derniére période, la période moderne dans lagquelle grace a la technologie on a
pu comprendre et expliquer les propriétés physiques, chimiques et biochimiques des
ardbmes végétaux (Gayda, 2013).

De nos jours, I’aromathérapie est maintenant une pratique développée dans le monde

entier (figurel) (Vangelder, 2017).

L’utilisation des plantes pour se soigner n’est pas nouvelle. Les premicres traces
écrites remontent a six mille ans, dans des inscriptions en Mésopotamie et en Egypte datant
d’entre moins 3500 et moins 4000 ans. Les historiens parlent également de deux autres
régions ou ’utilisation des plantes était développée : la Chine et I’Inde. Les plantes étaient a
cette époque utilisées telles quelles, ou alors sous forme d’infusion et de décoction (Thomas,

2016).

Ces extraits de plante aromatiques ont un large domaine d’utilisation depuis long

temps :
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» On découvre ainsi que 40 000 ans av. J.-C., les Aborigénes d’Australie utilisaient déja
les feuilles du Tea Tree (Melaleuca alternifolia), principalement sous forme de
cataplasmes pour leurs blessures.

» 7000 ans av. J.-C., les guérisseurs indiens méditaient, avant chaque soin, sur “cent sept
plantes brunes et antiques” avant d’en choisir une et de I’inclure dans leur remeéde en
accompagnement de leur priére.

» 4000 ans avant notre ére, des inscriptions retrouvées en Mésopotamie sur des plaques
d’argile révelent I’existence de préparations a base de végétaux consacrées a des fins
médicinales et religieuses. Les Egyptiens réservaient, quant a eux, les huiles
essentielles pour leur hygiéne— quotidienne et embaumaient les morts avec la
cannelle, le nard, la myrrhe et 10 I’encens.

» Vers 3000 ans av. J.-C., ils importent, par caravanes ou par bateaux, des plantes
aromatiques provenant d’Ethiopie ou d’Extréme-Orient. lls en extraient les essences

par macération ou enfleurage (Poirot, 2016).
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1.2 Définition

L’aromathérapie est une branche de la phytothérapie («<phyto>»> = plantes et
«thérapie>> = soigner). Elle utilise I’ensemble des éléments d’une plante, alors que
I’aromathérapie utilise les extraits aromatiques de la plante. C’est une thérapeutique utilisant
les essences, les huiles essentielles et les hydrolats aromatiques des plantes médicinales.

La différence majeure entre les deux reposes sur le fait que I'aromathérapie a une action
rapide mais courte et a I'inverse la phytothérapie a une action lente mais durable. On distingue
deux types d'aromathérapie:

L'aromathérapie de terrain, qui considére I'nomme dans sa globalité.

L'aromathérapie symptomatique, qui traite les manifestations ou les causes d'une maladie
(Autard, 2017).

1.3 Généralités

Selon 1’Association Francaise de Normalisation (AFNOR), la norme AFNOR NT75
de 2006 stipule que : « Une huile essentielle est un produit obtenu a partir d’'une maticre
premiére végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par des procédés méecaniques a
partir de I’épicarpe des Citrus, soit par distillation seche, séparée de la phase aqueuse par des

procédés physiques » (Aubert, 2016).

Les huiles essentielles (HES) rencontrent depuis quelques années un succes
grandissant dans différents secteurs d’activité aussi bien divers que ceux de la parfumerie, des
cosmétiques, des industries pharmaceutiques et 1’agroalimentaire pour leurs propriétés
thérapeutiques, organoleptiques et odorantes ou encore pouvant étre utilisées comme source

d’isolats pour les hémisynthéses (Bourkhiss et al., 2015).

1.4 Propriétés physiques

Toutes substances d’origine naturelle ou chimiquement synthétisées possédent des
propriétés physico-chimiques spéciales, les HEs aussi ayant en commun un certain nombre de
propriétés specifiques, a savoir :

- Cesont des liquides a la température ordinaire.
- Volatiles, odorant.

- Geénéralement incolores ou jaune pale.

- Leur densite est le plus souvent inférieure a 1.

- Leur indice de réfraction souvent élevé avec un pouvoir rotatoire.

6
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- Peu soluble dans 1’cau, solubles dans 1’alcool et les solvants organiques (Boughendjioua,
2015).

1.5 Localisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont classées parmi les métabolites secondaires, leur
biosynthese et leur accumulation se font généralement au niveau des structures histologiques
specialisées, souvent localisées sur la surface de la plante. Elles se situent soit dans les poils
sécreteurs, soit au niveau des canaux sécréteurs ou encore des poches sécrétrices (Roman et
Giovanni, 2016).

Les huiles essentielles se rencontrent dans tout le régne végétal (figure 2). Cependant
elles sont particulierement abondantes chez certaines familles : Coniféres, Rutacées,
Ombelliferes, Myrtacées, Lamiacées et Poacées. Tous les organes peuvent en renfermer,
surtout les sommités fleuries (lavande, menthe...), mais on en trouve dans les racines ou
rhizomes (vétiver, gingembre et curcuma), dans les écorces (cannelles), dans le bois

(camphrier), dans les fruits (poivres), et dans les graines (Muscade) (Bencheikh, 2017).
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Figure 2 : Provenance des huiles essentielles en fonction des différentes parties de plantes

(Bencheikh, 2017).

Les glandes sécrétrices sont réparties sur I'ensemble (figure 3) de la plante, rares sur

les faces supérieures des feuilles et des tiges, elles sont un peu plus nombreuses sur le dessous

des feuilles, mais elles abondent surtout sur le calice des fleurs. La formation des huiles

essentielles (HES) dans les végétaux est le fait d'une multitude de réactions biochimiques dont

certaines ne sont pas encore élucidées. Elles prennent naissance dans des appareils sécréteurs

qui ont une forme variée, il s'agit par exemple de:

Trichomes glandulaires (Lamiaceae)
Cavités sécrétrices (Myrtaceae et Rutaceae)
Canaux sécréteurs (Apiaceae et Asteraceae).
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(@) (b) (©)
Figure 3 : Différents types de glandes sécrétrices des HEs. (Bey —ould si Said, 2014)

(a) Canal sécréteur dans la graine de Carvi ; (b) Glande sécrétrice sur la feuille de

Origanum heracleoticum et (c) Cavite sécrétrice de Eucalyptus citriodora

1.6 Procédées d’extraction

Avant de pouvoir utiliser ou analyser de telles substances, il est nécessaire de les
extraire de leur matrice. Plusieurs méthodes d’extraction ont été mises au point telles que les

méthodes conventionnelles et les méthodes d’innovation (Himed, 2018).

1.6.1 Distillation

Il existe trois différents procédés qui utilisent le principe de la distillation : hydro-

distillation, hydro-diffusion et I’entrainement a la vapeur d’eau (Touhami, 2017).

1.6.1.1 Hydro distillation

C’est la méthode la plus ancienne et polyvalente pour 1’obtention des huiles
essentielles. Dans ce procédé (figure 4), le matériel végétal est submergé d’eau qui est
chauffée pour produire de la vapeur riche en substances aromatiques. Cette méthode donne de
trés bons résultats avec des poudres ou des matériels végétaux durs comme les graines et les
racines. La production de la vapeur en utilisant un chauffage direct du végétal entrainerait des
réactions d’hydrolyse ce qui va causer la perte de certains esters aromatiques (Menaceur,

2015).
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Figure 4 : Schéma du montage d’hydrodistillation (Clevenger) (Arabi, 2018).

1.6.1.2 Hydro-diffusion

Cette technique relativement récente, consiste a faire passer du haut vers le bas et a
pression réduite la vapeur d’eau a travers une matrice végétale (figure 5). L’avantage de cette

technique est traduit par 1’amélioration quantitative et qualitative de I’huile essentielle

(Touhami, 2017).
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régulation de — | condenseurs
la vapeur

Figure 5 : Schéma d'extraction par hydrodiffusion (Bencheikh, 2017).

1.6.1.3 Entrainement a la vapeur d'eau

A la différence de I'nydrodistillation, cette technique ne met pas en contact direct I'eau
et la matiere végétale a traiter (figure 6). Le principe de la distillation a la vapeur d'eau
consiste a faire passer la vapeur d'eau a travers la plante a une température adéquate pour
détruire les cellules végétales, libérer les molécules aromatiques et les entrainer dans un
serpentin de refroidissement. La, les vapeurs refroidies retournent a I'état liquide formant un
mélange «eau+ huile essentielle». Recueillies dans un essencier, I'huile essentielle et I'eau
florale se séparent par simple différence de densité. L'absence de contact direct entre I'eau et
la matiére végétale, puis entre I'eau et les molécules aromatiques évite certains phénomeénes

d'hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la qualité de I'nuile (Lamamra, 2018).

}
vapems ean sturee e
COMPONEH ATOTORDCC

réfrigerant
serpentin a
eaun

At —
vapeur d'ean huile essenticlle
recondensé

Figure 6 : Montage d’entrainement a la vapeur d’eau (El haib, 2011).
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1.6.2 Vapo-hydrodistillation

Il s’agit d’une variante a mi-chemin entre I’hydrodistillation et ’entrainement a la
vapeur dans laquelle la mati¢re végétale et I’eau se trouve dans la méme enceinte mais ne sont
pas en contact (figure 7). L’eau est portée a ébullition par le chauffage de la cuve se
transforme en vapeur et passe au travers de la plante, posée sur une grille au-dessus de 1’eau
(Deschepper, 2017).

—— Serpentin
Plantes e
. , . Eau froide
Grille de séparation — === — =
Eou
L Huile
Source de chaleur > j ¥ essentielie
Aot +——— Essencier

Figure 7 : Schéma d’installation de Vapo-hydrodisyillation (Deschepper, 2017).

1.6.3 Distillation séche

Il s’agit d’une méthode d’extraction des HEs caractéristiques des végétaux fragiles
tels que les pétales de rose. Dans le domaine de 1’extraction végétales ; La distillation seche
consiste a chauffer de facon trés modérée les plantes ou partie de plantes sans ajout d’eau ni
de solvants organiques ,puis a condenser les substances volatiles , I’avantage de cette méthode
est la température a laquelle se déroule I’extraction ‘inferieure a 100°C ; Ce qui évite la
dénaturation de certaines molécules thermosensibles mais si cette technique présente un
avantage certain au niveau de la qualité ; Elle aboutit cependant a des rendement extrémement
faibles en HE ( Duval, 2012).

1.6.4 Expression a froid

Cette technique est la plus simple, mais ne s’applique qu’aux agrumes dont I’écorce des
fruits comporte des poches sécrétrices d’essences. Cela concerne les citrus (orange, citron,
mandarine, bergamote...). Cette méthode se fait sans chauffage et consiste a dilacérer (briser

mécaniquement) les péricarpes ou « zestes » en y exergant une forte pression a 1’aide d’une

12
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presse hydraulique (figure 8). Cela permet de faire sortir I'essence contenue dans les sacs
oléiferes, qui tapissent I'écorce du fruit, et de récupérer cette derniere par un procédé physique
(Laurent, 2017).

<—Huile essentielle
<—FEau

Figure 8 : Schéma d’Expression a froid (Mnayer, 2014).

1.6.5 Enfleurage

C’est une méthode complexe, elle n’est plus utilisée sauf pour les fleurs. Celles-ci sont
étalées délicatement sur des plaques grasses qui absorberont tout le parfum. Les corps gras
vont, ensuite, étre épuisés par un solvant. Une fois I’arome des fleurs absorbé, les fleurs sont
remplacées par d’autres fraiches, et ceci jusqu'a saturation du corps gras. Au bout de 24

heures, le corps gras et les HEs sont séparés (Bouzid, 2018).

1.6.6 Extraction par le CO;a I’état supercritique

L’originalité de cette technique repose sur le solvant utilisé: il s’agit du CO, en phase
supercritique. L’extraction consiste a comprimer le dioxyde de carbone a des pressions et a
des températures au dela de son point critique (P=72.8 bars et T= 31.1°C) (figure 9). A I’état
supercritique, le CO;, n’est ni liquide, ni gazeux, et cela lui confére un excellent pouvoir
d’extraction, modulable a volonté en jouant sur la température de mise en ceuvre. Le CO, est

un bon solvant a I'état supercritique, et un mauvais solvant a I'état gazeux (Lakhdar, 2015).

13
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Figure 9 : Schéma de procédé de I’extraction par CO, supercritique (Channi, 2016).

1.6.7 Extraction par solvants organiques

Dans ce procédé, I’extrait de plantes est obtenu au moyen de solvants non aqueux. Les
plus utilisés sont 1’hexane, le cyclohexane et 1’éthanol, moins fréquemment, le
dichlorométhane et I’acétone. Ces solvants ont un pouvoir d’extraction plus élevé que 1’eau, Si
bien que les extraits ne contiennent pas uniquement des composés volatils mais également un
bon nombre de composés non volatils tels que des cires, des pigments, des acides gras et bien
d’autres. Un lavage a 1’éthanol permet 1’élimination de ces composés non désirables. Apres
distillation de 1’alcool, le produit obtenu est appelé « absolu ». L’emploi de cette méthode est
restrictif, ceci se justifie par son colt, les problemes de sécurité et de toxicité ainsi que, la

réglementation liée & la protection de I’environnement (Abdelli, 2017).

1.6.8 Extraction assistée par micro-ondes

L’extraction assistée par micro-ondes est un processus par lequel I'énergie micro-onde
accélére I'extraction (figure 10). Ce traitement accélere la rupture des cellules en provoquant
une augmentation rapide de la température et de la pression interne dans les parois des

cellules végetales.

Au cours du traitement par micro-ondes, le chauffage provoque la rupture des liaisons
hydrogene faibles par la rotation dipolaire des molécules. Une quantité considérable de

pression s’accumule a l'intérieur du biomatériau, qui modifie les propriétés physiques des

14
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tissus biologiques et améliore la porosité de la matrice biologique. Ceci permet une meilleure
pénétration du solvant d'extraction a travers la matrice et facilite 1’extraction des composés
entre autre les composés phénoliques. Les principaux paramétres de I’extraction assistée par
micro-ondes sont : le type de solvant, la puissance micro-ondes et le temps d’extraction
(Mhiri, 2015).

Reéfrigérant a
air

Huile essentielle

Phase aqueuse

Décoction ~—___ |

Micro-Ondes =

Figure 10 : Montage d’extraction assistée par micro-onde (Duval, 2012).

1.7 Méthodes d’identification des huiles essentielles

Le double objectif identification/quantification consiste a déterminer la composition
chimique de chaque huile essentielle est extraits par différentes méthodes analytiques
spectroscopique et/ou chromatographiques (Sutour, 2011).

D’une maniére générale, I’identification des constituants d’un mélange complexe

naturel s’effectue selon trois voies (figure 11):

* la voie A est spécialement bien adaptée aux analyses de routine telles que les controles
de qualit¢ d’échantillons (d’huiles essentielles ou d’extraits végétaux par exemple) dont les
constituants ont déja été décrits dans la littérature. Elle fait intervenir le couplage « en ligne »
d’une technique chromatographique (CPG, CLHP), qui permet I’individualisation et la
quantification des constituants, avec une technique spectroscopique (SM, IRTF, etc.), qui
permet leur identification par comparaison de leurs données spectrales avec celles de produits

connus ;

15
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* la voie B, est préconisée lorsque les constituants d’un mélange présentent des difficultés
d’identification (structures d’un nouveau composé et/ou structures trés proches). Deux étapes
sont nécessaires : apres purification/isolement des composés par différentes techniques
chromatographiques, une analyse structurale est réalisée en s’appuyant sur la RMN du ! H et
du **C;

* enfin la voie C, intermédiaire entre les deux précédentes, met en ceuvre la Résonance
Magnétique Nucléaire (RMN) du **C sans séparation préalable des composés ou précédée
d’une étape de fractionnement réduite au minimum. Cette voie, initiée par Formacek et
Kubeczka (1982a/1982b) a été développée, optimisée et informatisée par 1’équipe de «
Chimie et Biomasse » (UMR CNRS n° 6134 — SPE — Université de Corse) depuis une
vingtaine d’années pour devenir un véritable outil analytique pour I’identification des

constituants d’un mélange naturel (Arabi, 2018).

% N CPG-SM CPG(Ir)-SM CPG-CPG CPG-SM-SM
Voie A CPG-IRTF CPG-IRTF-SM CLHP-SM
CLHP-CPG-SM CLHP-SM-'H

Mélange complexe |"u'oieC > RMN Du “C \ VoieC ~ Identification W

™ | | AN

Voie B b CC ; CCM ; CLHP ; CPG H W\SMHR%—RMNIH&”C J]ﬁ

Figure 11 : Principales voies d’analyse d’un mélange complexe naturel (Arabi, 2018).

Parmi les principales méthodes pour I’identification nous citons :

1.7.1 Identification par couplage CPG-MS

Le couplage de la chromatographie en phase gazeuse a la spectrométrie de masse
CPG-MS est une technique d’analyse qui possede plusieurs atouts : le chromatogramme en
phase gazeuse permet de séparer les constituants d’un mélange. Le spectrométre de masse
associ¢ permet d’obtenir le spectre de masse de chacun des constituants et bien souvent de les
identifier. La chromatographie en phase gazeuse et la spectrométrie de masse possedent des

limites de sensibilité voisines. Leur association permet de disposer d’un outil analytique tres
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performant. L’identification de produits est réalisable pour des quantités de 1’ordre du
nanogramme, la détection par fragmentométrie est possible jusqu’au picogramme. Cette
technique réclame peu d’échantillon, la quantité injectée est de 1I’ordre du microlitre. Elle est

rapide, le temps d’acquisition du spectre est identique a celui de I’analyse chromatographique
(Benayad, 2013).

1.8 Composition chimique des huiles essentielles

Les HEs sont extraits de certains végétaux. Toutefois, la totalité du végétal reste
rarement utilisé pour I’extraction d’une HE. Ainsi, la partie de la plante employée déterminera
les propriétés des HEs recueillie. Chaque HE contient de nombreuses molécules actives,
chacune possédant des propriétés spécifiques (figure 12). Ce qui rend une huile essentielle

unique et polyvalente.

Toutefois, les constituants des HES peuvent étre classés en 3 groupes provenant de
trois voies de biosynthése bien distinctes ; Les terpénoides, les dérivés du phénylpropane, et

les composés divers (Muther, 2015).

[ Constituants des HE ]

Terpénoid Dérivés du Composeés
Srpenoiees phénypropane divers
Exemples :
eugénol,
Monoterpénes Sesquiterpénes anethole...

i o 4
[ Denvgs ] Denw,as ] Phtalides] Ccumar‘ines]
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Figure 12 : principaux constituants des HEs (Muther, 2015).
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1.9 Conservation des huiles essentielles

Les HEs sont des substances tres délicates et s'altérent facilement, ce qui rend leur
conservation difficile. Les risques de dégradation des huiles essentielles sont multiples. Ces
dégradations peuvent modifier leurs propriétés si elles ne sont pas enfermées dans des flacons
propres et secs en aluminium, en acier inoxydable ou en verre teinté, qui sont conserves a

I'abri de la lumiere et de la chaleur (Bouchaala, 2018).

18



Chapitre IT

Generalite sur la plante

Curcuma longa L.



Chapitre 11 Généralité sur la plante Curcuma longa L.

Chapitre 11 : Généralité sur la plante Curcuma longa L.

11.1 Curcuma

11.1.1 Etymologie

Le terme de Curcuma est d’origine irano-indienne. Il dérive du sanscrit kartouma qui
a donné kurkum en persan ancien, kourkoum en arabe et Curcuma en latin (Tableau 1)
(Hombourger, 2010).

Tableau 1 : Différentes appellations du Curcuma longa L. (Ravindran et al., 2007).

Dénominations

ARABE | Kourkoum

FRANCAISE Curcuma longa, safran des indes, terre-mérite
ANGLAISE Turmeric indian safran

ALLMEND Kurkumawurzel

INDIENNE Haldi

11.1.2 Répartition géographique

Originaire du Sud- Est asiatique, le Curcuma cultivé essentiellement dans les régions
tropicales jusqu'a 2000 m d’altitude, en Inde, en Chine, aux Antilles (Réunion — Jamaique), en
Malaisie, au Brésil, a Ceylan mais également au Jappant, aux Philippines, a Java et Haiti
(figurel3) (Grugeau, 1995).
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Figure 13 : Répartition du genre Curcuma longa L. (Sirirugsa et al., 2007).

11.1.3 Historique

Il relate qu’il y a 6 000 ans le Curcuma était utilisé pour « chasser » la jaunisse. Marco
Polo en 1280 retrace le transport du Curcuma entre la Chine et 1’Inde dans son journal de
bord. Pendant ce siécle-1a, les commercants arabes ont desservi le marché européen depuis
I’Inde. Un peu plus tard, lors du début de la colonisation de 1’Inde par les anglais (XV° siécle),
le Curcuma fut mélangé, entre autres, avec du cumin et de la coriandre pour former ce que
I’on appelle le curry. Le pays d’origine du curcuma n’est pas clairement identifié aujourd’hui.
On peut penser qu’il est originaire d’Inde ainsi que les autres espéces du genre Curcuma mais
les différents rapports traitant de C. longa L. depuis 1810 ne font état que de sa culture
agricole a des fins industrielles. Il existe une théorie établissant que le Curcuma est originaire
de Cochinchine (aujourd’hui représenté géographiquement par le sud du Vietnam) et qu’il
aurait ét¢ exporté dans le Nord Est de 1’Inde par des tribus Bouddhistes durant la période post-

Buddha (Jourdan, 2015).

Elle était, et est toujours, une des pieces centrales de la médecine Ayurvédique,
considérée comme symbole de prospérité et de bonne santé. Elle a aussi une longue tradition
dans la médecine chinoise (Vaquier, 2010).

11.1.4 Classification systématique

C. longa L. est une plante de la famille Zingiberaceae communément appelée famille

du gingembre et comprend environ 70 espéces (Hikmat et al., 2012).
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Regne: Plantae

Sous-regne: Tracheobionta
Super division: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta
Sous-classe : Zingiberidae
Ordre : Zingiberales

Famille : Zingiberaceae

Genre : Curcuma

Espece : Longa (Gajanan et al., 2017).

11.1.5 Description botanique

C. longa L. est une plante herbacée vivace de 0,50 a 1 m de hauteur, a tubercule dont
la chair est d’un jaune orangé (figure 14); C’est a la fois une plante tinctoriale, une plante

alimentaire et une plante a épice (Orliac, 2002).
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Les fleurs

les feuilles

Lesrhizomes ——»

Figure 14: Aspect général de Curcuma longa L. (Mirzaee et al., 2014).

11.1.5.1 Rhizome

Les rhizomes principaux de forme ovoide fournissent le curcuma rond et les
secondaires le curcuma long. Epais, écailleux, se ridant par dessiccation, ces rhizomes sont
d’une couleur jaune orangé en section, gris brundtre en surface (figurel5). Une odeur

aromatique se dégage apres section du rhizome (Delaveau, 1987).
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Figure 15: Rhizomes de Curcuma longa L. frais, séché et réduit en poudre (Goel et al.,
2008).
11.1.5.2 Feuilles

Les feuilles sont larges et naissent a partir du rhizome. Elles sont alternes et distiques,
présentent un pétiole engainant, portant un limbe penninervé, oblong-lancéolé, long d’une

cinquantaine de centimeétres, glabre sur les deux faces (figure 16) (Cheikh-Ali, 2012).

11.1.5.3 Fleurs

Tige longue, inflorescence sortant du cceur des feuilles de 12 a 20 cm contenant
beaucoup de fleurs de couleurs blanche (figure 16). Dont la floraison est de mai a septembre

(Floraison non parfumée) et possedent :
Un calice tubulaire court présent 3 dents inégales
Une corolle tubulaire & sa base, puis divisée en 3 lobes jaunes inégaux

Un ovaire infére, triloculaire, surmonté d’un style terminé par un stigmate simple et en

crochet (Itokawa et al., 2008).
11.1.5.4 Fruit

Le fruit du Curcuma est une capsule globuleuse, mais il n’est pas produit chez
I’espece Curcuma longa, qui est une plante stérile disséminée par division de son rhizome
(Cheikh-Ali, 2012).
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(a) (b) ()

Figure 16: Curcuma longa L. rhizomes (a), feuilles (b) et fleurs (c) (Attou et
Boukhari, 2013).

11.1.6 Culture de Curcuma longa L.

A la mise en place des rhizomes leur germination est achevée en deux a quatre
semaines; suivie d’une période de croissance vegétative active. La floraison et le
développement des rhizomes debutent environ cing mois apreés la plantation (Jansen et al.,
2005).

La plante de Curcuma a besoin de températures comprises entre 20 ° C et 30 ° C et
d'une quantité considérable de précipitations annuelles pour prospérer. Elle est cultivée dans
les régions tropicales et subtropicales et elle nécessite un climat humide. Le sol pour la culture

du Curcuma doit étre riche et friable (Yadav et Tarun, 2017).

La plantation se fait de mi-juin a mi-juillet a partir de rhizomes munis d'un ou deux
bourgeons. Dans les zones pluvieuses, les plantules émergent du sol un mois environ aprés la
plantation. La croissance végétative est tres rapide durant les quatre premiers mois. Ensuite,
les rhizomes se développent et mdrissent pendant les mois d'hiver. Le stade de maturation
optimal est atteint au bout de huit a neuf mois apres la plantation et la récolte a lieu de février
a avril (Lonchampt, 2002).

Pour le C. longa L., le nombre d'irrigations dépendra du sol et des conditions
climatiques. Selon les sols, les précipitations sont de 15 a 25 irrigations dans les sols
moyennement lourds et en cas de sols rouges a texture légéere, 35 & 40 irrigations sont
nécessaires (Yadav et Tarun, 2017).
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Le rendement moyen en rhizomes frais de Curcuma est de 17 a 23 tonnes/hectare si la
culture est irrigué, et de 6,5 a 9 tonnes/hectare en culture pluviale. Toutefois, les rendements
dépendent en grande partie du cultivar. Certains d'entre eux peuvent produire 30 a 35

tonnes/hectare de rhizomes frais (Hombourger, 2010).

Les rhizomes sont généralement entassés a I'ombre des arbres ou dans des hangars
bien ventilés et recouverts de feuilles de Curcuma. lls peuvent également étre stockés dans

des fosses avec de la sciure (Yadav et Tarun, 2017).

11.1.7 Maladies et ravageurs

Malgré son potentiel antimicrobien, C. longa L. est sujette a plusieurs maladies
fongiques. La tache foliaire causée par Colletotrichum gloeosporioides est l'une des
principales maladies affectant les parties aériennes de la plante et est responsable du
rendement. Il est devenu un obstacle majeur a la réussite de la culture. Cette maladie est
responsable de la diminution de la capacité du rhizome en développement a stocker les
réserves alimentaires, affectant ainsi les parametres qualitatifs intrinseques de la culture. Elle
conduit a une forte réduction du rendement en rhizomes par la destruction de tissues

chlorophylliens (Suruchi et al., 2016).

11.1.8 Valeurs nutritionnelle

Le tableau n° 02 résume la valeur nutritionnelle et énergétique calculée pour 100 g de
poudre de rhizome de C. longa L.et qui est de 354 cals, ce qui représente en moyenne 11.42

% des besoins journaliers d’un adulte.
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Tableau 2: Valeur nutritionnelle et énergétique du Curcuma Longa L. (Shahid, 2016).

O0Mpo on G a (o 00 @
Energie 354 calories Minéraux (mg) Vitamines (mg)
Eau 11.36 Calcium 183.00 Vitamine A | 0.00ug RAW
et B12
Protéine 7.83 Cuivre 603.00 (ug) | Vitamine B1 0.15
Sucre 3.21 Fer 41.42 Vitamine B2 0.23
Fibre 21.10 Magnésium 193.00 Vitamine B3 5.14
Acides gras (g) Manganese 7.83 Vitamine B6 1.80
Total 9.88 Phosphore 268.00 Vitamine B9 | 39.00ug DFE
Acides Omega 3 0.48 Potassium 2525.00 Vitamine C 25.90
gras
insaturés | Omega 6 1.69 Autres Vitamine D 0.00ug
Omega 9 1.66 Phytosteérol 82.00 Vitamine E 3.10
Acides Gras saturés 3.12 Curcumine 3888.80 Vitamine K 13.40ug

Le Curcuma est remarquablement riche en vitamines et en minéraux, comme le fer et
le manganése. C’est donc une épice alcalinisant et par conséquent, efficace contre 1’acidose

tissulaire, souvent a 1’origine des états inflammatoires (Shahid, 2016).

11.1.9 Composition chimique

C. longa L. est I'espéce de Curcuma la plus étudiée chimiquement. A ce jour, au moins
235 (composés phénoliques et trapézoides principalement ont été identifiés), y compris les
diarylpentanoides, monoterpénes, sesquiterpénes, diterpénes, triterpénoides, alcaloides et
stérols, etc (Shiyou et al., 2011).

La poudre de Curcuma issue du rhizome séché contient a la fois des molécules

volatiles et d’autres non volatiles (Roy, 2013).

11.1.9.1 Fraction volatile

L’odeur caractéristique du C. longa L.est due a la présence des huiles essentielles
riches en molécules odorantes. L’extraction s’en fait par hydrodistillation. Les principales
composées chimiques contenues dans ces huiles essentielles sont les monoterpenes et des

sesquiterpénes (Roy, 2013).

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) équipée d’un spectrométre de masse

(SM). Est I’outil de référence pour séparer et caractériser les constituants volatils d’une huile

essentielle (Hay, 2015).
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Selon Tsai et al., (2011) les rhizomes séchés de C. longa L. importés de la province du
Sichuan, en République populaire de Chine, analysés par (CPG) couplé avec (SM). Au total,
vingt-trois composés ont été identifiés, dont dix terpenes, six alcools, deux cétones et cing
autres composés. Les principaux composés étaient l'ar-turmerone (49,04%), I'oxyde
d'’humuléne (16,59%) et le -selinene (10,18%).

Des parties aériennes du rhizome de C. longa L. ont été achetées sur le marché central

de S&o Luis. Le rendement en huile essentielle de C. longa était de 3,4%.

La GC-SM a été utilisé pour identifier, quantifier et évaluer les composés chimiques
présents dans le rhizome de C. longa, comme montrent le tableau 03 et la (figure 17) (Teles
etal., 2019).

Tableau 3: Composition chimique des huiles essentielles de rhizomes de C. longa L.
obtenue par GC-SM (Teles et al., 2019).

Curcuma longa L.

Pic t Rer Composants %A
1 5.464 a-pinene 1.15
2 5.638 Mycenes 0.37
3 6.823 Vinyl propionate 0.20
4 7.206 p-Clymené 1.01
5 7.206 Bisabolone 0.55
6 8.304 B-Turmerone 12.02
7 8.385 1,8-cineole 1.01
8 8.461 Camphore 1.24
9 9.267 a-Terpinéol 4.13

10 9.645 Terpinolene 0.43

11 10.167 a-Zingiberene 0.29

12 10.587 6-Sesquiphellandrene 2.67

13 12.945 6-Caryophyllene 1.00

14 13.544 y-Curcumine 6.96

15 14.397 ar-Curcumine 1.58

16 16.664 Turmerone 55.43

17 16.739 8-Sesquiphellandrene 1.10
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Figure 17: Chromatogramme des huiles essentielles de C. longa L. (Teles et al., 2019).

Composés présents dans les huiles essentielles ont été énumérés selon I'ordre d'élution

et le temps de rétention. L'huile essentielle de C. longa L. a montré 17 composés avec la
turmérone (55,43%), la B -turmérone (12,02%) et le y - curcumeéne (6,96) comme principaux

composés (figure 18) (Teles et al., 2019).
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Figure 18 : Principaux composés des huiles essentielles de C. longa L. (Singh et al., 2010).

11.1.9.2 Fraction non volatile

Cette fraction est principalement composée de curcuminoides qui sont des dérivées
phénoliques qui donne au rhizome sa couleur jaune caractéristique. La curcumine et ses deux

dérivés proches : la déméthoxycurcumine et la bisdéméthoxycurcumine représentent des

composés phénoligues isolés du rhizome de C. longa L. (tableau 04).

Tableau 4 : Principaux curculionidés isolées de rhizomes de C. longa L. (Roy, 2013).

Molécule Structure chimique
(@ OH
= l = =
oA L,
OCHa HaCO

Curcumine

HO O OH
3 e - = R x ‘OCHj,
Déméthoxycurcumine I :
“u
HO. O OH
" | -
Bisdéméthoxycurcumine W
Q 0
\H/
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11.1.9.3 Autres constituants

Les rhizomes de C. longa L. renferment également :

»  Des polysaccharides : 40 a 50% d'amidon sous forment d'un gel.
Des complexes arabinolactane: les ukonanes. Il en existe quatre types : les ukonanes
A, B, C et D composés chacun de L-arabinose, D-xylose, D-glucose, L-ramnose et D-

acide galacturonique, en proportions variables.

Ces composes seraient susceptibles de posséder une action sur le systéme réticulo-

endothéliale

»  Des peptides: Srinivas et al. (1992) ont mis en évidence un peptide hydrosoluble
ayant des propriétés anti-oxydantes et I'ont nommé turmerine, ce peptide représente
0.1 % du poids sec des rhizomes et est obtenu sous forme cristalline (Lonchampt,
2002).

11.1.10 Domaines d’utilisation de Curcuma longa L.

Le C. longa L. est utilisé sous différentes formes brutes ou produits d’extraction.

11.1.10.1 Usage alimentaire

Le C. longa L. est largement utilisé dans les aliments pour sa saveur et sa couleur. Les
rhizomes du curcuma broyés, donne une poudre orange-jaune profond couramment utilisée
comme épice au curry et d'autres spécialités de I'Asie du Sud et de I'Est, il est également
utilisé pour donner de la couleur aux condiments et & la moutarde. Son ingrédient actif est la
curcumine et il présente une saveur piquante distinctement terreuse, légerement amere et

chaude et une odeur de moutarde (Habbachi et al., 2013).

11.1.10.2 Usage médical

Le Curcuma, en poudre, est utilisé a des fins médicinales, comme un antiseptique, un
remede contre I'empoisonnement, purgatif, pour le traitement de dyspepsie et des troubles
respiratoires, et pour certaines maladies de la peau, y compris la cicatrisation des plaies, et
comme un remede pour traiter les entorses et les enflures causées par les blessures (Gaouji,
2016).
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Le C. longa L. présente un large éventail d'activités biologiques (figure 19) et est

utilisé dans la médecine (Lal, 2012).

Hepatoprotective Anticancer Antibacterial Antifungal Antiviral
Chemotherapeutic Gastrointestinal disease

Antidiabetic
Wound healing

Anti-arthritis

Chemopreventive

Multidrug resistance

Cataract formation

Anti-Alzheimer Immunosuppresive

L Gall-stones formation

Anti-inflammatory Lung fibrosis

Anti-venom Mephrotoxicity

Anti-angiogenesis Cardiovascular disease
Antioxidant Cardiotoxicity Liver injury Anti-arthritis Anti-HIV

Figure 19: Propriétés médicinales de Curcuma et de curcumine (Lal, 2012).

11.1.10.3 Usage industriel

Vavilova (1990) a rapporté que la racine en poudre du Curcuma a été utilisée pour

fabriquer un colorant jaune profond pour les tissus (Habbachi et al., 2013).

11.1.10.4 Usage cosmétique

Le rhizome de C. longa L. contient trois curcuminoides principaux, a savoir la
curcumine, la déméthoxycurcumine et la bisdéméthoxycurcumine, ainsi que les huiles
volatiles (tumerone, atlantone et zingibérone). La curcumine exerce son effet bénéfique chez
les patients psoriasiques puisqu'elle agit au niveau des kératinocytes comme agent anti-
inflammatoire en inhibant I'expression de plusieurs cytokines pro-inflammatoires. L'utilisation
topique d'une formulation de gel de curcumine a fortement inhibé l'inflammation de type

psoriasis dans un modéle animal (Jandi, 2017).

11.1.11 Effets toxiques

Bien que le C. longa L. soit non-toxique, des études ont montre une légere inhibition

de I’agrégation plaquettaire.

Des dermites allergiques ont été recensées, ce qui est plus susceptible d’arriver chez

des personnes presentant des réactions allergiques connues aux plantes du genre Curcuma
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La curcumine n’a pas démontré d’effet toxique sur le corps humain, méme a une dose

élevée (8000 mg/j) (Guillouty, 2016).

L'utilisation du rhizome de Curcuma est contre-indiquée en cas d'hypersensibilité a la

substance active et en cas d'obstruction des voies biliaires.

L'HMPC (Committee On Herbal Medicinal Products) rapporte une possibilité
d'interaction du Curcuma avec les AINS (Anti-Inflammatoire Non Steroidien), les
antiagrégants  plaquettaires ainsi qu'avec les hypolipidémies. De plus, comme
I'narpagophyton, le Curcuma aurait un effet inhibiteur sur les enzymes du cytochrome P450,
notamment les sous unités 3A4 et 1A2, ce qui peut engendrer des interactions entre le
curcuma et les médicaments substrats de ce cytochrome (Villeneuve, 2017).

Un adage explique que « c’est la dose qui fait le poison ». Ceci s’applique
particulierement bien aux HEs. En général, elles sont peu toxiques mais leurs fortes
concentrations en molécules actives et donc leur utilisation en faible volume nécessite le

respect strict des posologies et des excipients utilisés (Bourachot, 2017).
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Chapitre 111 : Antibiorésistance et les activités biologiques des huiles

essentielles

1.2 Infections nosocomiales

Une infection se définit par l'envahissement de I'organisme par un agent étranger,
comme une bactérie ou un virus, provoquant un état pathologique par une lésion des cellules
locales, une libération de substances toxiques ou par une réaction intracellulaire (germe-

anticorps) (Aouraghe, 2016).

Les infections nosocomiales (IN) aussi appelées « infections hospitalieres » sont
définies par 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) comme des infections acquises
pendant un sé¢jour a I’hdpital et qui n’étaient ni présentes ni en incubation au moment de
I’admission du patient « lorsque la situation précise a 1’admission n’est pas connue, un délai
d’au moins 48 heures aprés admission (ou un délai supérieur a la période d’incubation lorsque
celle-ci est connue) est communément accepté pour distinguer une infection d’acquisition

nosocomiale d’une infection communautaire » (Kakupa et al., 2016).

Les infections nosocomiales les plus fréquentes sont par ordre décroissants : infection
urinaire (40%), pneumonies (20%), Infection de site opératoire (15%), infection sur cathéter
(15%), Bactériémie primaire (5%) (Francois et al., 2007).

En milieu hospitalier, la transmission par contact direct ou indirect est

raisonnablement le mode de transmission prépondérant (figure 20).

Bactériens, Fongique Agent infectieux Viraux, Parasitaires
Endogéne: <4mmm Réservoirs —) Exogéne:
- Le patient - Le personnel, les visiteurs
'r - L’environnement
Par contact: < ) Aéroportée
- Manuportée
- Matériel contaminé l,

Favorisée par:
Contamination-Inoculation g - Une altération de la flore normale

du patient,
- La présence de portes d’entrée,
Colonisation - Les techniques invasives.
l, Influencée par:
—_ -La virulence et I'importance de
I’inoculum,
Signes cliniques et/ou biologiques - L’état Immunitaire du patient.

Figure 20 : Chaine épidémiologique des infections nosocomiales (Bouguenoun, 2017).
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1.3 Antibiorésistance

11.3.1 Les Antibiotiques

Un antibiotique (ATB) se définit comme une substance naturelle ou synthétique
possédant une toxicité sélective et capable d’inhiber la croissance d’une bactérie ou de la tuer
(Tasse, 2017).

11.3.2 Classification des antibiotiques

La classification des antibiotiques (Tableau 05) peut se faire selon :

L’origine : élaboré par un organisme (naturel) ou produit par synthese (synthétique ou semi
synthétique).
Le mode d’action : paroi, membrane cytoplasmique, synthese des protéines, synthése des

acides nucléiques.

Le spectre d’activité : liste des especes sur lesquelles les antibiotiques sont actifs (spectre

étroit ou large).

La nature chimique : trés variable, elle est basée souvent sur une structure de base (ex : cycl
S lactame) sur laquelle il y a hémi synthése. La classification selon la nature chimique nous
permet de classer les antibiotiques en familles (f lactamines, aminosides, tétracyclines.....etc)
(Ziani et Moumen, 2019).
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Tableau 5 : Mode d’action des principales classes d’antibiotiques (Arabi, 2018).

B-Lactame de

2°™ génération

Cephalosporium

transpeptidation

Origine Mode d’action Structure chimique
-Inhibe la synthése de 00 H;U
_ N l’acide folique _ 'L\Eﬁ’ M—m‘
Sulfamides Synthétique Sulfamithoxanol "
-Entrainent une H
diminution de la N
production.
R H S
B-Lactame de Penicillium 0 j;Nr\X
notatum 0 3
1% génération Inhibe la synthése du  pénicilline O%OH
Penicillium peptidoglycane par
chrysogenum blocage de la

Céphalosporine

fixant sur la sous
unité 30S du

OH OH
cl
Phénylpropanoies  Streptomyces Chloromphinicol Oy HN N)\CI
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Se fixent sur ’ARN
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11.3.3 Mode d’action des antibiotiques

L’antibiotique peut agir sur le peptidoglycane de la paroi bactérienne ce qui cause une
déstabilisation de la bactérie et entraine sa mort. Il s’agit de I’action bactéricide, autrement dit
qui tue les bactéries. D’autres agissent sur le systéme protéique de la bactérie : en se fixant sur
la sous unité 50s du ribosome bactérien entrainant une inhibition de la synthése protéique. La
bactérie ne meurt pas mais ne peut plus se développer ni se multiplier, on parle de
bactériostatisme. L’antibiotique est donc capable d'inhiber la multiplication des bactéries sans
les tuer (Battraud, 2017). Le tableau 6 donne une vision globale des modes d’action des

antibiotiques.

L'effet bactériostatique d'un antibiotique comme I’effet bactéricide est déterminé par la
mesure de sa concentration minimale inhibitrice (CMI), c'est-a-dire la plus petite
concentration de l'antibiotique considéré requise pour inhiber in vitro la croissance d'une

souche bactérienne (El haimer, 2019).
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Tableau 6 : Classe et cible d’action des antibiotiques (Battraud, 2017).

Antibiotiques a activité principalement Antibiotiques a activité principalement
Bactéricide bacteriostatique
Classe Cible bactérienne ~ Classe ~ Cible bactérienne |

d’action d’action

1. Betalactamines Paroi 1. Phénicols Ribosome

Ex. : pénicillines (peptidoglucane) Ex. : chloramphénicol

Céphalosporines thiopheénicol

2. Aminosides Ribosome 2. Cyclines Ribosome

Ex. : streplomycine Ex. : tétracycline

Gentamicine

doxycycline

Membrane 3. Macrolides et Ribosome

3. polymyxcine cytoplasmique apparentés
Ex. : colimycine EX. : érythromycine

pristinamycine
4. Rifamycines ARN polymérase 4. Sulfamides et Synthese des acides
Ex. : rifampicine apparentés nucléiques

Ex. : cotrimoxazole
5. Quinolones ADN gyrase 5. Nitroimidazolés

Ex. : A. nalidixique acides nucléiques

EX. : mitrinidazole
ciprofloxacine

Plusieurs types de cibles se sont montrées particulierement vulnérables a I’action des
antibiotiques (la paroi, la membrane plasmique, I’ARN ribosomal...etc). Cependant, chaque

famille posséde son site d’action propre (Figure 21):
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Figure 21 : Cibles d'antibiotiques a différents niveaux de la cellule (Arabi, 2018).

11.3.4 Résistance bactérienne aux antibiotiques

Une souche bactérienne est dite résistante a un antibiotique donné quand elle est
capable de se développer en présence d’une concentration de cet antibiotique notamment plus
élevée que celle qui inhibe le développement de la plupart des souches appartenant a la méme

espece bactérienne (EI bouamri, 2017).

La (figure 22) montre les mécanismes pouvant étre mis en place pour contourner
I’effet d’un antibiotique. Les bactéries peuvent (1) induire la destruction de I’agent
antibactérien par I’intermédiaire d’enzymes inactivatrices nouvellement synthétisées pour
empécher 1’antibiotique d’atteindre sa cible soit (2) en le modifiant chimiquement ou (3) en

modifiant sa cible, rendant ainsi I’interaction impossible (Bocquet, 2018).
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Figure 22 : Mécanismes permettant a une bactérie de devenir résistante a un antibiotique
(Bocquet, 2018).

11.3.4.1 Résistance naturelle ou intrinseque

Certaines bactéries sont naturellement résistantes a des ATB, il s’agit d’une résistance
de toutes les souches d’une espéce de bactérie face a un antibiotique. Elle est inscrite dans le
patrimoine génétique de ces bactéries, on trouve ainsi des génes de résistance sur leur
chromosome. Pour citer un exemple, Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM)
résiste naturellement a toutes les B-lactamines (Battraud, 2017).

Cette résistance peut étre due a la structure de la bactérie (par exemple, les
mycoplasmes par leur absence de paroi sont insensibles aux béta lactamines) (Coustes,
2016).0u par production des enzymes (Klebsiella spp produit naturellement des pénicillinases
qui sont présentes dans leur espace périplasmique et conduisent a la destruction d’ATB
comme les peénicillines A, avant que ceux-ci ne puissent atteindre leur cible bactérienne)
(Hnich, 2017).

11.3.4.2 Résistance acquise

Il s’agit d’un caractére qui ne concerne alors que quelques (ou parfois de nombreuses)
souches d’une espece donnée. Elle résulte d’une modification du capital génétique de la
bactérie, lui permettant de tolérer une concentration d’antibiotique plus élevée que celle qui

inhibe les souches sensibles de la méme espéce (Kenz, 2017).
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Elle apparait aprés emploi de 1’antibiotique, en réponse a la pression de sélection des
bactéries résistantes. La population bactérienne est un ensemble hétérogene en constante
évolution ou mutations chromosomiques et échanges de matériel génétique entre les bactéries
(Mangin, 2016).L’insertion d’¢éléments génétiques mobiles, comme les plasmides et les
transposons, favorise 1’acquisition des résistances par les bactéries. Elle peut s’effectuer par

transduction, conjugaison ou transformation (figure 23) (Guinoiseau, 2010).

Bacteriophage

Plasmide
Transduction

- 2

Conjugaiso;l

Mutation

Chromcsome

R R :
Transformat
NE L ransformation

Figure 23 : Différents modes d’acquisition des génes de résistance (R) aux antibiotiques chez

les bactéries (Guinoiseau, 2010).

11.4 Activités biologiques des huiles essentielles

L'activité biologique d'une HE est liée a sa composition chimique et aux effets
synergiques entre ses composants. Sa valeur tient a I’intégralité de ses constituants et non
seulement a ses composés majoritaires (Boulechfar, 2014).Ces HEs peuvent étre utilisées
directement comme agents thérapeutiques, ou comme matieres premiéres pour la synthese de
principes actifs (Bessah et Benyoussef, 2015).

Dans le domaine médical, le role des HEs est devenu indéniable puisqu’elles sont
utilisees dans le traitement de diverses pathologies, comme agents antibactériens,

antiparasitaires, insecticides, antiviraux, antifongiques et antioxydants. On leur attribue
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également des pouvoirs antispasmodiques, diurétiques, expectorants, cicatrisants et sédatives,

elles ont également une action antitoxique, antivenimeuse et anticancéreuse (Kouch, 2015).

11.4.1 Activité antimicrobien

Les HEs s’avérent efficaces pour le traitement des affections bactériennes et fongiques

de la cavité buccale et du systeme respiratoire (Boumaza, 2019).

11.4.1.1 Activité antibactérienne

Plusieurs travaux ont montré que les HEs du Thym, d'écorce de Cannelle, et de
Menthe poivrée sont trés efficace sur les principaux germes pathogénes responsables des
infections respiratoires, notamment Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoneae,

Streptococcus pyogenes et Staphylococcus aureus (Boumaza, 2019).

De fagon générale, I’activité antibactérienne de plusieurs HES testées est plus
puissante sur les bactéries a coloration de Gram positif que les bactéries a coloration de Gram
négatif (Mehalaine, 2018).

Le processus de l'effet des HEs dépend initialement de la nature chimique et des
caractéristiques physico chimiques des substances bioactives, en particulier leur propriété
hydrophobe. Cette propriété permet a la molécule de pénétrer a travers la barriére de la
membrane plasmique (la bicouche phospholipidique) des cellules microbiennes. Une fois la
substance pénetre la membrane, elle peut induire des changements de la conformation
structurale, et peut donc perturber I'équilibre chimiosmotique par une fuite d’ions
(Benmeddour, 2016).

11.4.1.2 Activité antifongique

Les infections fongiques sont d'une actualité criante aujourd'hui. En effet, leur
extension est largement favorisée par l'utilisation abusive et parfois trop légere des
antibiotiques. Par exemple, les huiles essentielles de Cannelle, de Palmarosa, de Clou de
girofle et de Niaouli sont des antifongiques (Pierron, 2014).

L’eugénol est un composé antifongique efficace qui cause des dommages permanents
aux cellules des levures tels que Candida albicans, et des champignons : Aspergillus
ochraceus, A.versicolor, A. niger, A. fumigates, Trichoderma viride et Pénicillium.
funiculosum (Bouzid, 2018).
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Le carvacrol, thymol, posséde une activité antifongique contre les mycetes
phytopathogeénes, également les HEs de la Menthe pouliot dont le composé majoritaire est le
pulégone (82%) sont dotées d'un fort pouvoir antifongique contre Pénicillium et Mucor.
(Chouitah, 2012)

L’effet des HESs testés sur la croissance mycélienne des dermatophytes est différent de
celui exercé sur la germination ; sur la sporulation (Benalia, 2018). Chez les levures, les
HEs agissent sur la biomasse et la production des pseudo-mycéliums, alors qu’elles inhibent
la germination des spores, 1’¢longation du mycélium, la sporulation et la production de

toxines chez les moisissures (figure 24) (Bouhaddoud, 2016).
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I ' —_______.P-—"_‘ paroi bactérienne
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Figure 24 : Mécanisme d’action des huiles essentielles au niveau des cellules microbiennes
(Lboumhamdi et al., 2018).

11.4.1.3 Activité antivirale

La plupart des virus sont sensibles aux HEs a phénol. Ces derniers sont trés puissants
mais également dermocaustiques, les HEs les contenant devront donc étre utilisées avec
précaution. Etant lipophiles, 1ls peuvent pénétrer dans 1’enveloppe des virus et sont donc plus
actives sur les virus enveloppés comme le HSV 1 et 2 (herpes) (Velé, 2015). Plus d’une
dizaine d’huiles essentielles possédent des propriétés antivirales. Nous pouvons citer 1’huile

essentielle de Ravintsara, I’HE de Bois de Ho, ou I’HE de Cannelle de Ceylan (Mayer, 2012).
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11.4.2 Activité antioxydante

Le pouvoir antioxydant des HEs est développé comme substitut dans la conservation
alimentaire (Bouhaddoud, 2016).Leur activité est en relation avec leur structure phénolique
car les composés de ce type ont des propriétés oxydo-réductrices et jouent ainsi un role
important en neutralisant les radicaux libres et en décomposant les peroxydes (Tableau 7)
(Bouchekrit, 2018).

Tableau 7 : Mécanisme d'action de quelques antioxydants (Ghayati, 2019)

Neutralise les radicaux libres

Vitamine E

Propriétés non

enzymatique Vitamine C Participe aux réactions d’oxydoréduction
B-caroténe Fixation des métaux de transition
Superoxyde dismutase Catalyse la dismutation de I’anion
Proprietes Catalase Métabolise H,0,
enzymatique
Glutathion peroxydase Action réductrices sur H,O, et les
hydroperoxydes

11.4.3 Activité anti-inflammatoire

Les HEs ont une place de choix dans le traitement de 1’inflammation. Elles constituent
une alternative aux traitements allopathiques classiques de type AINS (Anti-inflammatoires
non stéroidiens) qui sont connus pour leur mauvaise tolérance digestive au long court. Bien

utilisées, ces HEs n’induisent pas d’effets indésirables (Laurent, 2017).

L'HE de Angelicasinensis présente des effets anti-inflammatoires et protege le foie en
inhibant la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, interleukine-18 et
interleukine-6), les médiateurs inflammatoires  (histamine,  5-hydroxytryptamine,

prostaglandine E2, et l'oxyde nitrique), les enzymes liées a l'inflammation (COX-2 et
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I'oxydenitrique synthéase inductible (INOS) ainsi que la production des cytokines anti-
inflammatoires interleukine-10 (Chaib, 2018).

44



Partie 11

Partie experimentale



Partie expérimentale

I. Matériel et méthodes

.1 Objectif du travail

Nous avons commencé a effectuer cette partie expérimentale dans le laboratoire de
microbiologie et biologie végétale a 1’universit¢ Abdelhamid Ibn Badis Mostaganem
(UMAB) en mois de février 2020. Notre objectif était d’extraire les HEs a partir des rhizomes
du Curcuma longa L. par hydrodistillation .et de tester leur effet antibactérien et antifongique
sur quelques microorganismes pathogénes dans le but de confirmer 1’intérét pharmacologique
et médicinale de cette plante. A cet effet nous avons obtenu des rhizomes secs de I’espece C.

longa L. qui ont été achetées sur le marché local de la ville de Mostaganem.

1.2 Procédé d’extraction des huiles essentielles

Les HEs se présentent avec des rendements tres faibles (de 1’ordre de 1%)
(Jacqueline, 2009). Cependant, La distillation reste la méthode la plus utilisée pour
I’extraction des composés aromatiques trés volatils qui sont facilement analysables par

chromatographie en phase gazeuse (Benjilali, 2004).

Les HEs sont obtenues par hydrodistillation dans un appareil Clevenger (figures 25 et
26) pendant 5 h. Le procédé consiste a broyer les rhizomes secs de C. longa L. et immerger un
échantillon de 200 g de la poudre obtenue dans un ballon en verre de 2000 ml contenant une
quantité suffisante d'eau distillée (1500 ml) sans pour autant remplir le ballon pour éviter les
débordements de I'ébullition. Les vapeurs chargées des HEs passent a travers le tube vertical,
puis dans le réfrigérant ou aura lieu la condensation. Les gouttelettes ainsi produites
s’accumulent dans le tube rempli auparavant d’eau distillée. En raison de la différence de

densité, les HEs surnagent a la surface de I'eau.
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Figure 25 : Rhizomes secs et la poudre de Curcuma longa L. utilisés

Enfin, les HEs obtenus ont été deshydratés sur du sulfate de sodium anhydre et
conservés dans des flacons ambres au réfrigérateur (4°C) (Mahmoudvand et al., 2019).

Figure 26 : Procédé d’extraction des huiles essentielles de Curcuma longa L. par

hydrodistillation (Clevenger).
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1.3 Propriétés organoleptiques des huiles essentielles de Curcuma Longa L.

L’examen organoleptique de différentes HEs concerne : aspect, viscosité, couleur,
odeur, golt, ces propriétés sont trés sensibles a 1’oxydation que subissent les huiles

essentielles en vieillissant (Deschepper, 2017).

1.4 Détermination du rendement en huiles essentielles

Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en HEs est défini comme étant le
rapport entre la masse des HEs obtenues apres I’extraction et la masse de la maticre végétale

seche utilisée. Le rendement exprimé en pourcentage, est calculé par la formule suivante

(Goudjil, 2015).

R% = (P'/P) x 100

Ou
R% : Rendement de I’huile en (%)
P': Poids de I’’huile en (g)

P : Poids de la plante en (g)

1. Résultats et discussion

11.1 Propriétés organoleptiques des huiles essentielles de Curcuma Longa L.

Les caractéres organoleptiques de notre HESs extraite a partir de la poudre du C. Longa

L. sont reportés dans le (tableau 08). Il s’agit des HEs trés aromatique, liquide et de couleur

Jaune pale. Et sont les mémes caractéristiques trouvées par Tefiani en 2015. A la déférence

Oyemitan et al. (2017) ils ont obtenue des HEs avec une couleur brunatre.
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Tableau 8 : Caracteres organoleptiques des huiles essentielles de Curcuma Longa L.

Huiles essentielles | Couleur aspect Odeur Saveur
Curcuma Longa | Jaune pale Liquide Tres Forte et

L. ) aromatique )
(visqueus) piquante

1.2 Rendement d’extraction des huiles essentielles de Curcuma Longa L.

L’extraction des HEs des rhizomes secs de C. longa L. par hydrodistillation (figure
27). A fourni un rendement moyen calculé en fonction de la matiére végétale seche de I’ordre
de 0,86% (tableau 09). Ce rendement en huiles est proche a ce lui rapporté par Tefiani (2015)
qui est 0.96%, et beaucoup plus faible que celui rapporté par Zhang et al. (2017) sur les
rhizomes secs de la méme plante collectés dans les différentes provinces du la Chine qui

varient de 4,03% a 5,27%. Les rendements des HEs dans les trois essais ont été calculés

comme suit ;
R1 2,149 100] 1,07%
= X =
200 e
R2 = 1,463 X 100] = 0,73%
~ 1200 e
R3 = 1,554 X 100] = 0,78%
~ 1200 IR
14+y2+y3
Rm = % = 0,86%
Rm = 0,86%
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Tableau 9 : Quantites des huiles essentielles de C. longa L. extraite par hydrodistillation

Masse de Volume d’eau Masse des HEs | Rendement | Rendement
matérielle distillé utilisé en | extraites en g (%)) moyen
veégétale utilisé ml (Rm%)

eng

HEs

Figure 27 : Quantité des Huiles essentielles de C. longa L. extraite par hydrodistillation

Les caractéristiques organoleptiques étaient autrefois les seules indications permettant

d’évaluer la qualité des HES, mais comme ces propriétés ne donnent que des informations tres
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limitées sur ces essences, il est nécessaire de faire appel a d’autres techniques de

caractérisations plus précises telles que la chromatographie (Taleb-Toudert, 2015).

Les travaux réalisés par Gounder et Lingamallu (2012) sur les rhizomes frais, séchés et
durcis de cette méme espéce leurs ont permis d’obtenir un rendement en huiles essentielles est

de 3.52, 3.05 et 4.45%, respectivement, sur la base du poids sec.

La teneur en HEs obtenus par Goncalves et al. (2019) a partir des rhizomes frais de

curcuma longa L. collectée au Brésil est de 0.70 %

De leur cété, Singh et al. (2010) ont obtenu des rendements d’extraction en huiles
essentielles des rhizomes de C. longa L. de I’ordre de 1.4% et 2.9 %, respectivement pour des

rhizomes frais et secs.

Un certain nombre de facteurs peuvent affecter la qualité des HEs, notamment les
especes végétales, la région geographique de culture, la procédure de récolte des plantes, les
méthodes d'extraction des HEs et les conditions de stockage (Hu et al., 2015). Lors de
I’extraction des HEs, plusieurs phénomeénes sont a la base du transfert de matiére entre les
phases solide, liquide et vapeur, d’ou I’influence de différents paramétres sur la qualité et le

rendement de 1’huile obtenue (Herzi, 2013).

Cependant, le contact direct des constituants des HEs avec 1’eau occasionne des
réactions chimiques conduisant a des changements dans la composition finale de 1’extrait. Les
conditions opératoires et, notamment, la durée de distillation ont une influence considérable

sur le rendement et la composition des HEs (Boukhatem et al., 2019).

Sandeep et al. (2016) suggere que le rendement et la qualité des HES dans le curcuma
sont fortement contrdlés par les facteurs environnementaux et les nutriments du sol. Ainsi, le
rendement avec des constituants volatils peut étre amélioré grace a la sélection de
I'emplacement de croissance et a une bonne gestion des nutriments. En revanche, la
température et la teneur en phosphore ont été jugées essentielles pour les HEs des feuilles,
tandis que les teneurs en azote, en phosphore et en potassium étaient les principaux

déterminants quantitatifs et qualitatifs des HEs de rhizome.

Selon Fadil et al. (2015) la température de séchage influe inversement sur le
rendement en HEs. Ce dernier atteint son maximum lorsque la température est dans la borne
inférieure du domaine de variation de ce facteur (250°C). Ceci est peut-étre di a la

localisation des glandes productrices des métabolites dans les tissus de cette plante.
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L’extraction a montré non seulement la commodité, mais également la capacité
d'optimiser les parametres de condition, ce qui a permis d'obtenir plus efficacement le
rendement en HEs de curcuma a la fois en quantité et en qualité (Tran et al., 2016). Et pour
extraire quelques grammes des huiles essentielles, il faut une grande quantité de matériel
végetal (Randrianarevilo, 2010).

Notre étude s’est arrétée a ce niveau la en raison de la pandémie causée par le
Coronavirus Covid 19. Pour pouvoir atteindre les autres objectif de notre étude nous
présentons dans ce mémoire de fin d’études une synthése des travaux scientifiques qui
ont abordé I’effet antimicrobien des huiles essentielles de Curcuma longa L. sur des

microorganismes pathogenes humains.

I. Matériel et méthodes

1.1 Préparation des dilutions des huiles essentielles

Pour tester 1’activité antimicrobienne des HEs il est procédé d’abord a leurs
solubilisation dans différentes solvant : dans le sulfoxyde de diméthyle (DMSQ) (Acevedo et
al., 2017), ou dans le tween -80 (polysorbate - 80 ) a 5% a une concentration initiale de 2000
ppm et les concentrations obtenues (100, 500 et 1 000 ppm) y sont ajoutées du bouillon BHI
(Bouillon coeur-cervelle ) (Alvarez et al., 2016), ou bien le milieu MH liquide (annexe)

(Goncalves et al., 2019). Afin d’obtenir des dilutions avec déférentes concentration en HEs.

1.2 Micro-organismes

Les HEs de C. longa L. sont testés contre un groupe des microorganismes de
différentes origines et d’autres souches de référence (Tableau 10), impliqués dans des
nombreuses infections humaines (nosocomiales, alimentaires...) et relativement résistantes

aux antibiotiques habituellement utilisés en thérapie.
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Tableau 10 : Microorganismes testés contre les huiles essentielles de Curcuma longa L.

(Stanojevi¢ et al., 2015 ; Alvarez et al., 2016 ; Acevedo et al., 2017 ; Goncalves et al.,
2019).

Microorganismes a Isolats Souches de référence
coloration de Gram

Escherichia coli E. coli ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa P. aeruginosa ATCC (27853,
négative Klebsiella pneumoniae, 13525)
Proteus sp Salmonella sp K. pneumoniae ATCC 700603
Proteus vulgaris (ATCC 8427)
Bacillus sp Bacillus cereus (ATCC)
Staphylococcus aureus Bacillus subtilis (ATCC 6633)
Candida albicans Listeria monocytogenes (ATCC
19166)
Staphylococcus epidermidis
Positive (ATCC 12228)
S. aureus ATCC (43300, 29213,
25923)

Candida albicans (ATCC 10259)

1.3 Préparation de I’'inoculum

Une colonie bien isolée issue d’une culture fraiche de 18-24 H a été introduite dans 5
ml d’eau physiologique contenue dans un tube a essai (El amri et al., 2014). Ou bien dans un
9 ml de BHI (annexe) est incubé a 36 °C+ 1°C pendant 16-18 heures. Apreés incubation, des
dilutions en série de la suspension bactérienne ont été réalisées, mesurant la densité optique de
chaque dilution a 630 nm dans un spectrophotométre, jusqu'a atteindre une absorbance
comprise entre 0,08 et 0,13. Cette absorbance correspondait & 2x10 8 UFC / ml et & une
turbidité de 0,5 sur I'échelle Mac Farland (Alvarez et al., 2016).
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1.4 Activité antimicrobienne des huiles essentielles de Curcuma longa L.

L'activité antimicrobienne in vitro de les HEs de C. longa L. ont été évaluées
qualitativement et quantitativement par la présence ou l'absence de zones d'inhibition et

détermination de la CMI (concentration minimale inhibitrice), respectivement.

1.4.1 Méthode de diffusion sur disque (aromatogramme)

Cette méthode consiste a utiliser des boites de Pétri contenant de la gélosé Muller
Hinton (MH) (annexe), solidifié et inoculé avec les suspensions microbiennes a l'aide
d'écouvillons. Des disques de papier stériles de 6 millimetres de diamétre (Whatman TM)
imbibés de 10 ml d'HE ont été distribués en double sur la surface de la gélose (Goncalves et
al., 2019).

Ou bien un inoculum de 0,1 cm® de culture pendant une nuit a été ajouté a 10 cm® du
milieu stérile (gélose nutritive (GN) (annexe) pour les bactéries et milieu Sabouraud (annexe)
pour les levures) et versé dans des boites de Pétri. Puis, des disques de papier filtre stérilisés
de 12,7 mm de diamétre ont été placés a la surface des milieux inoculés et imprégnes de 60 pl
des HEs (Stanojevi¢ et al., 2015). Les boites ont été incubées pendant 24 h a 37°C pour les
bactéries et 48 h a 25°C pour les levures. Les diametres de la zone d'inhibition (ZI) autour de
chaque disque sont mesurés en millimétres (mm) a ’aide d’un pied a colis (Stanojevié et al.,
2015).

v' Témoins positive : Des disques standardisés d'ampicilline (10 pg / disque), de

Bactrim (25 pg / disque), de Cefalexin (30 pg / disque) (Bio Rad) et de Nystatine (100

U / disque) (Bioanalyse) ont été utilisés.

v/ Témoin négative : disques de papier imbibé par le DMSO

1.4.2 Méthode de microdillution

Suivant la méthodologie mise en ceuvre par Valgas et al. (2007). Cette methode
consiste a distribuer 100 pl de différentes concentration des HEs (100, 500 et 1000 ppm) dans
une microplaque a 96 puits, chaque puits d’essais est inoculé avec 10 ul de la suspension

bactérienne (Alvarez et al., 2016).

e  Pour controler la stérilité : des puits contenant les HEs tout seuls sont utilisé
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e Pour contrbler la croissance: des puits contenant le BHI et inoculé avec le
microorganisme.

e Témoins positifs : des antibiotiques commerciaux (vancomycine, ciprofloxacine et
chloramphénicol) ont été utilisé.

e  Témoin négatif : est le Tween-80 5%

Selon le protocole suivi par Goncalves et al. (2019). L'HE a été émulsifiée dans du
polysorbate 80 et diluée dans du bouillon Mueller-Hinton. Les cultures de bouillon ont été
ajoutées a une plaque a 96 puits. Les concentrations d’HE ajoutées aux suspensions variaient
de 55 puL / mla111,1 uL / ml. La plague de microdilution est incubée a 36 + 1°C pendant 24
h et La croissance bactérienne est détectée par mesure de la densité optique a 630 nm dans un
lecteur ELISA. Pour évaluer la viabilité cellulaire, 20 pL d'une solution alcoolique (0,5
mg/mL) de bromure de 3- (4,5-diméthyl-2-thiazolyl) 2,5-diphényltétrazolium (MTT) ont été
ajoutés. Tous les tests ont été effectués en triple (Alvarez et al., 2016).

1.4.3 Détermination de I’effet bactériostatique, bactéricide, ou fongicide

La détermination de I’effet bactéricide ou bactériostatique des HEs est réalisée en
procédant un repiquage des zones d’inhibition formées et ne présentant aucune croissance

bactérienne visible a 1’ceil nu sur milieu de culture (Bouchekrit, 2018).

1.4.3.1 Détermination de la CMI

La CMI (concentration minimal inhibitrice) est définie comme la concentration la plus
faible en HEs qui a complétement inhibe la croissance des micro-organismes pendant 24
heures (Mohammed et Habil, 2015).

La détermination de CMI est réalisée par la technique citée précédemment (technique
de la microdillution).

1. Résultats et discussion

1.5 Activité antimicrobienne des huiles essentielles de Curcuma longa L.

1.5.1 Meéthode de diffusion sur disque
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D’aprés Stanojevi¢ et al. (2015) Les HEs des rhizomes secs de C. longa L. ont
exercés un effet antimicrobien sur la majorité des micro-organismes étudiés. Une meilleure
activité antimicrobienne a été observée sur C. albicans. De plus, I'inhibition était presque
deux fois plus forte que la médication antifongique Nystatine - 31 mm contre 17 mm,
respectivement (tableau 11).

Ces huiles présentent une activité antimicrobienne moins forte sur les bactéries Gram-
négatives (une activité légérement meilleure (18 mm) contre K. pneumoniae que Il'antibiotique
cephalosporine Cefalexin (13 mm)) par rapport aux Gram positives (B. cereus et B. subtilis),
B. subtilis était plus sensible. Et aucune activité été montré sur S. aureus, E. coli et L.

monocitogenes.

Antunes et al. (2012) ont montré que 1’addition de 1’acide ascorbique aux HEs de C.

longa L. est une alternative a fin d’augmenter leurs activités contre L. monocitogenes.

Tableau 11: activité antimicrobienne des huiles essentielles des rhizomes sec de C. longa
L. (Stanojevié et al., 2015).

Antibiotiques (mm)

| microorganismes Ampicilline  Bacterim  Cefalexin  Nystatine
Candida albicans 31 n. t. n. t. n. t. 17
Proteus vulgaris 15 13,2 22,9 n. t. n. t.
Bacillus cereus 17 n. t. n. t. n. t. n. t.
Bacillus subtilis 24 n.t. n.t. 48 n. t.
Klebsiella pneumoniae 18 n. t. n. t. 13 n. t.
Staphylococcus aureus p. a. 36.7 42,1 26 n. t.
Escherichia coli p. a. p. a. 15,0 26 n. t.
Listeria monocitogenes P.a. n. t. n. t. 34 n. t.

P. a: pas d’activé ; N. t: non traité : Diameétre de disque 12.7 mm
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En 2015 Tefiani a étudié 1’effet antibactérien des HEs des rhizomes de C. longa L. par
la méthode de disque et enregistré des zones d’inhibitions avec un maximum de 12 mm en
contact d’Escherichia coli ATCC 25922 qui s’est montrée la plus sensible suivie par
Escherichia coli ECL 6611 (11.8 mm) puis par Escherichia coli ECL 3463 (10.7 mm). Par
contre les Staphylocoques ce sont montré moins sensibles, sans enregistrer une différence
significative (P<0.05), avec des zones d’inhibition de 1’ordre de 9.26 mm pour
Staphylococcus aureus ATCC 43300 et de 8.93 pour Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Les résultats obtenus par Goncalves et al. (2019) et représenté dans le tableau 13 ont
montré que aussi les HEs des rhizomes frais de C. longa L. ont exercés un effet antibactérien

contre touts les souches étudiées (Gram positives et Gram négatives).

A partir des résultats obtenus dans cette expérience effectuée par Acevedo et al.
(2017) (tableau 12) et (figures 28, 29 et 30), nous avons remarqué que les HEs des rhizomes
frais manque d’activité antimicrobienne contre E. coli pour les dilutions 25% et 50% et que
les souches avec une plus grande zone d’inhibition était Candida albicans, une différence
significatif a été obtenue , ce qui signifie que plus la concentration du composé est élevé, plus
la croissance de C. albicans est moindre.

Avec cela, il a été démontré que I’HE de C. longa L. inhibe la croissance in vitro de la
bactérie Staphylococcus aureus et la levure C. albicans. Cependant, il n’a pas inhibé la

croissance d’E. coli.
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Tableau 12: Effet de I'huile des rhizomes de C. longa L. sur la croissance bactérienne
d’Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Candida albicans (Acevedo et al., 2017).

HEs de Curcuma longa L.
Dilution (%) ZI1 1(mm) ZI1 2(mm) Moyenne (mm)

100 5 4 4,5
Escherichia coli 50 ) : -
25 - - -
100 9,5 10,5 10
Staphylococcus 50 9.8 95 9,65
aureus
25 8,5 8,9 8,7
100 19 18 18,5
Candida 50 13 15 14
albicans
25 11 12 11,5

Figure 28 : Résultats de I’aromatogramme de Escherichia coli (Acevedo et al., 2017).

57



Partie expérimentale

Figure 29 : Résultats de I’aromatogramme de Staphylococcus aureus (Acevedo et al., 2017).

[ Dilution a 25%: J [ Dilution a 50%: J [ Dilution a 100%: J

Figure 30 : Résultats de I’aromatogramme de Candida albicans (Acevedo et al., 2017).

1.5.2 Microdillution
Dans ce teste de microdillution, le tableau 13 confirme les résultats obtenus par la

méthode de diffusion sur gélose par 1’obtention de CMI déférente pour les souches étudiées. Il
s'agit d'un résultat important, étant donné que certaines de ces bactéries sont multirésistantes

(P. aeruginosa) et donc il est difficile & combattre avec une thérapie conventionnelle.
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Tableau 13: Zones d'inhibition de croissance (mm) et concentration minimale inhibitrice

(CMI) (ul / mL) des HEs de rhizomes de C. longa L. contre une sélection de bactéries

Gram-positives et Gram-négatives (Goncalves et al., 2019).

Microorganismes Zone d’inhibition (mm) CMI (pl/ml)
Staphylococcus aureus 8,3+0,2 38,8
Staphylococcus epidermidis 9,0+04 50,0
Escherichia coli 8,0 £0,3 44,4
Pseudomonas aeroginosa 9,3%£0,2 21,7

Suite aux résultats obtenus par Alvarez et al. (2016) et indiqués dans le tableau 14 qui
a été construit avec 1’absorbances obtenues dans le programme Microsoft Excel, exprime les
résultats sous forme de moyennes + écarts-types. L'effet des concentrations des extraits sur la
croissance des micro-organismes a été déterminé avec le pourcentage de réduction de la
croissance bactérienne (% RC) proposé par Sandasi et al. (2010 ) et ajusté par les auteurs,

comme suit:

% RC = [(CC - CE) - (ATC - CE)] * 100/ (CC - CE)

- % RC : le pourcentage de réduction de la croissance bactérienne

- CC : I'absorbance obtenue pour le contrdle de la croissance

- CE: est I'absorbance obtenue pour le contréle de la stérilité

- ATC : est I'absorbance obtenue pour une certaine concentration de I'extrait
- CC-CE : exprime la croissance réelle des bactéries

- ATC-CE la croissance réelle des bactéries a une certaine concentration de I'extrait.
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Tableau 14 : Absorbances obtenues par la méthode de microdilution (Alvarez et al.,

2016).
Les C. 100 ppm 500 ppm 1000 C.
bactéries croissance ppm stérilité
S.aureus ATCC SaATCC 0,659 + 0556+ 0553+ 0517+ 0,233
43300 0,062 0,027 0,007 0,006 0,004

S. aureus SaATCC 0,879+ 0,656+ 0630+ 0,618+ 0,269+
25923 0,078 0,046 0,025 0,030 0,008

S. aureus SaATCC 0,692 £ 0674+ 0625+ 0591+ 0,334z
29213 0,052 0,086 0,030 0,058 0,089

E. coli Ec ATCC 0,867 0848+ 0,787+ 0,737+ 0,252
25922 0,029 0,013 0,033 0,010 0,009

E. coli Ec (All) 1095+ 1103+ 1019+ 0909+ 0,254+
0,025 0,007 0,020 0,098 0,005

E. coli Ec (Al) 0,675 £ 0,654+ 0649+ 0597+ 0,252z
0,069 0,016 0,051 0,017 0,009

Proteus sp. Proteus 1028 £ 0923+ 0875+ 0,817+ 0,269+
(Al) 0,014 0,036 0,019 0,031 0,005

Bacillus sp. B (Al) 0,818 £ 0,637+ 0582+ 0504+ 0,252+
0,027 0,044 0,052 0,100 0,009

K. pneumoniae  Kp (Al) 0,975 0926+ 0804+ 0668+ 0,263+
0,015 0,016 0,039 0,036 0,014

K. pneumoniae  Kp (All) 1113+ 1109+ 1105+ 0,786+ 0,264 %
0,011 0,027 0,039 0,125 0,005

Salmonellasp. S (Al) 0,953 £ 0,929+ 0900+ 0,897+ 0,267+
0,036 0,021 0,045 0,014 0,009

P. aeruginosa Pa ATCC 1291+ 1246+ 1118+ 1006 0,249+
27853 0,150 0,067 0,141 0,056 0,002

C. croissance: contrdle de la croissance, C. stérilité: contréle de la stérilité.
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60

50

% de réduction de croissance

Bactéries

Figure 31: Pourcentages de réduction de la croissance bactérienne obtenus avec les HEs de
rhizomes de C. longa L. (Alvarez et al. 2016).

En général, il est observé que lorsque la concentration de I'HE augmente, une
diminution d’absorbances se produit (figure 31) reflétant un (%RC).Et ce n'est qu'a une
concentration de 1000 ppm qu'elle a montré un % RC supérieur a 50% contre un isolat
clinique du genre Bacillus [B (Al)]. A cette concentration les % RC les plus élevés ont été
obtenus contre le reste des micro-organismes utilisés, mettant en évidence des pourcentages
de 43, 43, 39 et 33% contre S. aureus ATCC 25923, K. pneumoniae [Kp (Al) et Kp (AlD]
et S. aureus ATCC 43300, respectivement. Des pourcentages plus faibles ont été obtenus avec

le reste des bactéries.

Pour la méthode d'aromatogramme et selon Duraffourd et al. (1990) la sensibilité d'un
germe est nulle pour un diamétre inférieur ou égale a 8 mm. La sensibilité est limitée pour un
diametre compris entre 8 et 14 mm. Elle est moyenne pour un diamétre entre 14 et 20 mm.

Pour un diametre supérieur ou egal a 20 mm le germe est tres sensible.

D'apres ce constat, et les résultats obtenus on peut dire que 1’activité antimicrobienne
des HEs des rhizomes de C. longa L. est principalement une activité antifongique contre C.

albicans avec des zones d’inhibition de 18 a 31 mm (le germe est trés sensible).
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Il ressort, ces résultats obtenue nous indique clairement que I’HE a été plus efficace
sur les bactéries a coloration de Gram positive représentées par Staphylococcus sp et Bacillus
sp, comparé aux bactéries a coloration de Gram négative. Ces derniéres sont résistantes grace
a la présence de protéines membranaires extrinseques ou de lipopolysaccharides de la paroi
cellulaire, avec la capacité de limiter le taux de diffusion des composés hydrophobes a travers
la membrane cellulaire (plus complexe, & double couche - lipopolysaccharide)

(Tongnuanchan et Benjakul, 2014)

De l'autre co6te, L'absence de cette barriére chez les bactéries a coloration de Gram
positives permet le contact direct des constituants hydrophobes de I'HE avec la bicouche
phospholipidique de la membrane cellulaire provoquant ainsi soit, une augmentation de la
perméabilité des ions et la fuite des constituants intracellulaires vitaux soit une déficience au

niveau du systéeme enzymatique (Bouchekrit et al., 2016 ; Sadou et al., 2015) .

L'activité antibactériennes de I'extrait éthanolique et de I'HE de cette espéce est liée a
I'effet synergique entre les différents composants chimiques des extraits et / ou par la présence
d'autres composants qui peuvent méme étre actifs a de faibles concentrations (Sokovi¢ et al.,
2010). Et plusieurs autres variables qui influencent les résultats sont la composition des HE, la
méthode d'essai antimicrobienne utilisées. De plus, les critéres standards pour I'évaluation de
I'activité des HESs végétales font défaut et les résultats obtenus par différents auteurs sont donc
tres différents (Stanojevi¢ et al., 2011) .

En 2009 Allawi et al. ont montré que les HEs de C. longa L. possédent une activité
antimicrobienne significative a trés faible concentration 40ug /disque est associée a la

présence de groupement hydroxyle et phénol.

Hu et al. (2015) ont Vérifié et identifié trois composés volatils (I'eucalyptol, le béta-
pinene et le camphre) comme les composés antifongiques les plus puissants par leur

contribution plus élevée pour le contrdle de la contamination par A. flavus.

Les HEs de C. longa L. possédent un effet inhibiteur a 50% contre une autre souche a
coloration de Gram positive (Enterococcus fecalis) par leur pourcentage élevé en

sesquiterpénes oxygéné (Coy et Acosta, 2013).
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L’étude réalisée par Essien et al. (2015) montré que les HEs extraite des feuilles de C.
longa L. du sud de Nigeria sont riche en d-turmerone et possédant une activité biologique
puissante (antibactérienne, antifongique et cytotoxique). Selon Hans et al. (2016) une
concentration a 100% d’HE de cette espéce montre une activité antibactérienne contre

Porphyromonas gingivalis.

Selon la bibiographie les HEs de C. longa L. Ont montré une puissante activité
antibactérienne contre Helicobacter pylori, Bacillus cereus, B. coagulans, Vibrio
parahaemolyticus et Proteus mirabilis. 1ls ont également représentants de puissants effets
antifongiques contre Aspergillus flavus, A. niger, A. parasiticum, Rhizoctonia solani,
Helminthosporium oryzae, Trichoconis padwickii, Curvularia lunata, C. pallescens, C.
trifolii, Fusarium verticillioides, F. moniliforme, F. oxysporum, Penicillium digitatum,
Alternaria dianthi, Trichophyton longifusus et Colletotrichum falcatum. De plus, les HEs C.

longa L. aurait une activité antiaflatoxigéne (Dosoky et Setzer, 2018).

Les métabolites actifs des plantes peuvent présenter leur effet antimicrobienne par la
dégradation de la paroi cellulaire, la perturbation de la membrane cytoplasmique, la sortie des
composant cellulaire, des altérations dans la synthése de I’ADN et de ’ARN, dans le transport
des électrons et dans 1’absorption des nutriments affectant la production d’énergie et
modifiant les constituants des acides gras et des phospholipides (Acevedo et al., 2017). Les
activités substantiellement antifongiques des HEs de Curcuma sur la croissance mycélienne,
la germination des spores et la production d'aflatoxines. En outre, la perturbation du systeme
endomembranaire des cellules fongiques, y compris la membrane plasmique et les
mitochondries, en particulier a savoir I'inhibition de la synthése de I'ergostérol, de I'ATP ase
mitochondriale, de la malate deshydrogenase et des activitéss de la succinate
déshydrogénase. De plus, les profils de régulation négative des HEs de Curcuma sur
I'expression relative des génes de mycotoxines dans la voie de biosynthese de I'aflatoxine ont

révéelé son mécanisme anti-aflatoxigene (Hu et al., 2017).
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Conclusion

Les plantes médicinales resteront toujours une source fiable connue par leurs intéréts

pharmaceutiques. Face a la recrudescence des résistances aux ATB (Antibiorésistance).

L’objectif de notre étude s’inscrit dans la recherche de nouvelles biomolécules comme
des alternatives thérapeutiques pour éliminer les bactéries multirésistantes. Par I’exploitation

des HEs des rhizomes secs de la plante C. longa L.

Dans le premier volet de travail, nous avons procedé a I’extraction des HES des
rhizomes sec de C. longa L. par hydrodistillation dans un appareil de type Cleavenger, avec

un rendement en HEs de 0.86%.

Le deuxiéme volet, consiste a la mise en évidence in vitro de Iactivité
antimicrobienne de ces HEs vis-a-vis des microorganismes pathogénes par la méthode
d’aromatogramme et la microdillution. Les résultats obtenus par Stanojevi¢ et al. (2015)
- Alvarez et al. (2016) ; Acevedo et al. (2017) ; Goncalves et al. (2019) indiquent clairement
une meilleur activité antimicrobiennes des HEs de C. longa L. est antifongique contre C.
albicans. Et méme antibactériennes contre le genre Staphylococcus et Bacillus qui pourraient
étre utilisés dans de futures recherches comme alternative thérapeutique pour le traitement des

infections causées par des pathogenes nosocomiaux.

Afin d’approfondir les aspects entrevus dans ce travail un certains nombres de

perspectives peuvent étre envisagés :

v' Testant d’autres méthodes d’extraction et leurs influences sur le rendement et la
composition chimique des HEs, et I’identification des composés responsables des
différentes activités biologiques et I’élaboration de la relation structure activite.

v Il serait également trés instructif d’explorer I’effet isolé et synergique des différents
constituants des huiles essentielles de cet espéce.

v Etudiant les mécanismes d’action et les facteurs influencant 1’efficacité des HEs.

v" Elargissant la gamme des microorganismes testés.
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Mueller Hinton gélosé (M-H) (g/l)
Extraitde viande.............oooiiiiiii i 30
Hydrolysat acide de casé€ine..................cceeviininnnne. 175¢
AMIdON. ... 15¢g
N l6 g
Eaudistillée............oooiiiiii e 1000 ml
pH=7,3

Mueller Hinton bouillon (M-H) (g/l)
Hydrolysat acide de Caséine .........cccccceeevvevveivecciesieenne, 1759
INFUSION A& VIANAE ..o 209
AN 21T [ R 159
Ph=7,42%0,2.

Bouillon BHI (Bouillon cceur-cervelle):
Extrait coeur-cervelle ..., 175¢g
Peptone pancréatique de gélatine ...........ccccoceveivreienns 10,0 g
Chlorure de sodium .......ceoovvviiiiiieiee e 5090
Phosphate disodiqUe .........cccceveiieiieiiccceece e 2590
GIUCOSE ..ottt 2,0¢g
pH=7,4

Gélose nutritive (GN) (g/l)

Peptone.........ccooviiiiiiiiiii . 100
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Extraitde viande ..............cooiiiiiiiii 3 0

Extraitde levure...........coooiiiiiiii 39
Chlorure de sodium...........oooiiiiiiiii e 50
AL . 18 ¢
EBaudistillée.........cooooii 1000 ml

pH=7,3+0.2

Milieu Sabouraud

DEXIIOSE ...vveiiiiie ettt 40,09
Digestat pancréatique de tisSus animaux ..............c.ceeue... 500
Digestat pancréatique de Cas€ine..........c.cocerveverereeniennenns 5009
AGAN . 15,09
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