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Introduction générale

Dans le monde, moins de 10% des espéces végétatlestéo évaluées pour leurs
activités biologiques et pres de 2 500 000 espseesrépertoriées. La nature reste donc la
principale source d’agents biologiques. Aujourd’tauiflore africaine et Amazonienne font
I'objet d’études intensives sur ces agents (Har2090).

Parmi cette flore si diversifiée, deux espéceshdés agroforestiers a savoiAcacia
arabica et Acacia raddianasont considérés comme plantes a usages multifles.deux
especes sont exploitées dans différents domaitiese(daire, médicinale, pharmaceutique,
cosmetique, énergétique, etc.). En plus, elles s@st recommandées par les praticiens
traditionnels et les populations indigenes des zaédes dans le traitement de certaines
maladies telles que la carie dentaire, les infastiORL), respiratoires, conjonctivites,
douleurs de poitrine, diarrhée et dysenterie (Muoghet Arora, 1980 ; Duke, 1981a et 1983a ;
Batanouny, 1999).

Selon la littérature peu de recherches a traversidade ont été réalisées sur le
potentiel bioactif de ces deux especes, mise at gaelques travaux sur l'activité
antimicrobienne, des extraits organiques et aquesxfeuilles, des racines et des écorces de
guelques especes originaires d’Afrique (Soudane&dnMali, Egypte, Afrique du sud) (Abd
El Nabi etal., 1992 ; Pinkard, 2003 ; Kaur &k, 2005 ; Ncubest al.,2012).

En ce qui concerne la phytochimie des grainesest gbusses, quelques espéeces
d’origines différentes (Inde, Pakistan et Austial@nt fait I'objet de quelques études
chimiques sur la composition de certains métalmlgamaires tels que les glucides, les
protéines et les lipides (Zaka &t, 1986 ; Jamal eal.,1987; Hosamanét al., 2002) et les
métabolites secondaires comme les polyphénoldlalesnoides, saponines etc. (Maityadt,
1990 ; Abdelwaheb el., 1990 ; Malan, 1991; El-Mousallansgt al., 1991 ; Abdelwaheb et
al., 1992; Seigler, 2003).

Toutefois, en Algérie, quelques études ont étéepries sur les peuplementg\dacia
des zones désertiques (Sahara nord occidentad) @pértition géographique et la description
morphologique ont été décrites par Quezel et Sa82) et Quezel et Simonneau en 1963
Entre autre, aucune étude phytochimique et notamms@nles huiles des graines n'a été
mentionnée dans la littérature a I'exception dudilapréliminaire que nous avions effectué
en 2004, sur la composition des polysaccharidedesthuiles extraites des gousses et des
graines (Tissouras, 2004).

En effet, en Algérie les connaissances apportéesesiwespeces forestieres des zones

arides et semi arides en particuliéicacia arabica et Acacia raddiamasont méconnues au
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niveau de la phytochimie, la pharmacologie, la catsingie et méme I'agroalimentaire. Cette
biomasse forestiére peut présenter un fort polgoier I'identification et le développement
de nouveaux agents thérapeutiques, produits phatrtiqoes et ingrédients actifs en
agroalimentaire ou en cosmétique.

Toutefois, les huiles de ces deux espéeces désestiet leurs compositions
physicochimiques spécifiques présentent beaucoupéBt comme source potentielle de
nouvelles molécules naturelles bioactives. Dansotgexte des recherches scientifiques dans
divers domaines ont été développés pour l'idemtiitn et la quantification de leurs acides
gras et de leurs composés antioxydants (Janadl, #987; Hosamaret al.,2002 ; Kaur edl.,
2005).

Les propriétés naturelles des huiles de ces depgces produisent des agents de
conservation et des produits phythopharmacologigdest leurs avantages sont tres
prometteurs pour les différentes industries. Leouex a ces bioressources s’avere étre un
choix pertinent face au risque des produits chimsgou synthétiques.

C’est dans ce contexte que le présent travail ponteles idées et concepts a développer
au sein d’'une recherche appliquée menée pourdaisation des huiles extraites des graines
de deux especes ligneuses des zones arides a:sAvambicaet A. raddiana

Objectif général :

Le principal objectif de cette étude est I'évaioiatdes propriétés phytochimiques des
huiles des graines des deux espéces désertiquasapicaet A. raddiang, ainsi que la mise
en évidence de leur pouvoir antioxydant et leutwiges biologiques.

Objectifs spécifiques :

» Evaluation des rendements des graines en huilesitestpar différents solvants ;
» Caractérisation physicochimique des huiles ;
> Indentification et quantification des acides graslp CPG ;
Détermination de la composition en tocophérolshiees par HPLC;
Evaluation du pouvoir antioxydant des huiles paest DPPH°® ;

YV V VYV

Evaluation le I'activité antimicrobienne des huijear les techniques de diffusion en
milieu liquide et en milieu solide ;
» Analyse de la varianceP£ 0,005 ANOVA des différentes données, suivi d'une
analyse statistique de corrélation des activitékbiques.
Ces objectifs fixés pour ces huiles innovante&. drabicaet A. raddianaafin de les
inclure dans l'inventaire des huiles des especesstieres désertiques connues et pouvant

concurrencer d’'autres especes.
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I. Généralités sur IAcacia arabicaet I'Acaciaraddiana
1. Aire de répatrtition du genre d’Acacia

En 1939, Bouhol a donné un chiffre de 500 especegeahre acacia réparties dans les
régions tropicales et subtropicales (Fig.1) etrséerrot et Boudy (1950), 400 a 600 especes sont

respectivement annoncées, par contre Guinet eaV@d$/1), en déclarent 1200.

-
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Fig. 1 :Aire de répartition géographique du genre Acacissda monddgCarter, 199

Cependant, il faut signaler que le genre Acastaun arbre autochtone des régions arides et
semi-arides. Ceci justifie sa localisation en Ameée du Sud, en Australie, en Asie et Afrique
(Mugnier, 2000; Miller etl., 2003). Sur ce dernier continent, 'espéce se m&nealans les zones
sahariennes et subsahariennes, ainsi que dansddropicale.

En Algérie, les espécesAtaciaconstituent ce que Maire nomme en 1940 la savésertique
épineuse. LAcacia arabicase localise dans les grands oueds, oasis, Hobgssili n’Ajjer et dans
le Sahara central (Quezel et Santa, 1962) (fig.’8cacia raddianas’individualise au Sahara Nord
occidental de I'Algérie, depuis I'Ougorta Zeghmiabelbela, et Taghit jusqu'a Tindouf ou elle
colonise deux types d’habitats : d’une part lesadagéveloppées au sein de la Hamada du Guir et
de Tindouf et d’autre part dans les lits des grang=ds (fig.2) (Guinet édauvage, 1954; Quezel,
1965).
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Fig. 2: Répartition géographique dél'arabicaet I'A. raddiana en Algérie (Tissouras, 2004).

2. Systématique des\. arabicaet A. raddiana

Le nom Acaciavient du mot «akakia» qui désigne en grec et déssaqui signifie épine
pointe. D’apres Mugnier (2000) et Seigler (2008)genre comprend plus de 1350 espéeces d’arbres
et arbustes persistantes. Selon Perrot (1923) eMa833), Boulhol (1939), Boudy (1950), Fournier
(1952), Guinet eWassal (1971) et Mugnier (2000), les deux espece®it fait I'objet de cette
étude font partie du taxon suivant (tab. 1):

Tableau 1 : Classification des deux espéces d'acaci

Regne Végétal

Embranchement

Phanérogames

Sous-embranchement

Angiospermes

Classe Dicotylédones
Sous- Classe Rosidées
Ordre Fabales
Famille Fabacées
Genre Acacia
arabica
Especes

raddiana
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3. Description morphologique

3.1.Acaciaarabica

Le nom scientifique de A. arabicaestA. nilotica, elle posséde également des synonymes
qui sontA. scorpioides(L) W, arabica de mimosa,nilotica de mimosa scorpioidesde mimosa
(Willd, 1905 in Jansen edl., 2005) Selon, Carter (1994), les noms vernaculaires de I'espéce
different d’une région a une autre (babla, gommeige, neb neb, babul acacigp Algérie, elle
est appelée dbegh.

L’ A. arabica est un arbre ou arbuste qui représente une hadéell® a 12 m au maximum, a
écorce brunétre ou grisatre rugueuse exsudargamene rougeatre (Pl. 1, A, B et C).

L’arbre porte des tiges et des rameaux chargésnggfines qui se retrouvent a l'aisselle des
feuilles. Ces dernieres sont composées bipennédsad8 cm de longueur avec 3 a 6 paires de
pinnules. Les fleurs sont de couleur jaune d’orcapitules globuleux de 1,5 a 2 cm de diamétre.
Elles sont groupées sur des pédoncules courts bEsesn grappes axillaires ou terminale (PI. 1,
D), elles sont hermaphrodites, avec 4 a 5 pétalésheb sépales et un nombre indéfini d’étamines.
L'ovaire est formé d'un seul carpelle qui se transfe en un fruit appelé gousse (Pl. 1, E). Les
gousses sont plates ou cylindriques, droites oubesy plus ou moins étranglées, glabres ou
pubescentes, de 10 a 15 cm de longueur et de 2,6n&d de largeur (Carter, 1994). Les graines
brunes, plus ou moins plates et rondes, atteighamn de diameétre (Carter, 1994). La racine est de
type pivotant avec des racines secondaires subleptle puiser I'eau en profondeur et de fixer les

sols.

Pl. 1 : Arbre dA. arabica
(Tissouras, 2010).

: Jeune arbre,

: Ecorce rugueuse,

: Gomme rougeatre,

: Feuilles et fleurs,

: Gousses,

Mmoo ® >

: Graines
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3.2 Acaciaraddiana

Le nom scientifique de cette espece @ésttortilis avec le synonymd. raddiana Savi,
(Bernan, 1983). Son nom vernaculaire en Algériel alita.

L’ A. raddianaest un arbre dont la hauteur varie de 10 al12 mifieaseulement & 3 ou 4 m
du sol, une cime étalée en parasol et une écogteuse de couleur grisatre ou noiratre (PIl. 2, A, B
et C). Les feuilles sont composées bipennées @tal, formées d’'un rachis long de 4 a 6 cm
portant 3 & 5 paires de pinnules. Elles sont psrggg des rameaux épineux droits de couleur
blanche (PI. 2, D). Les fleurs sont de couleur gapale ou blanchétre en capitules denses de 1 a 2
cm de diamétre (Pl. 2, D). Le fruit présente dessges contournées en spirale de 1 a 30 tours
(tortillees) (PI. 2, E). Leur longueur varie de a5 cm, vertes au stade juvénile et brun clair a
maturité. Elles contiennent jusqu’a 10 graines bsufl. 2, F), ovales avec deux cotés larges et une

concavité ovale foncée (Von Maydell 1986).

Pl. 2 : Arbre dA. raddiana
(Tissouras, 2004).

A : ramification a 3 m du
sol,

B : cime sous forme de
parasol,

C : tronc rugueux noiratre
@ =85cm,

D : Feuilles composées en
petites folioles et fleurs
pédoncule court,

E : Gousse de longueur 7 a
8 cm et de largeur de
0,5a1lcm,

F : Graines dans la gousse.

Profond et étendu, le systeme racinaire se déveldpps les sols squelettiques avec

une racine pivotante et des racines latérales denv@ompactes et massives avec I'age.
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4. Variabilité génétique

4.1 Acaciaarabica

Il s'agit d'un complexe polyploide au sein duquetastingue neuf sous-especes (tab.2) dont
les aires géographiques sont plus ou moins dissn@&@renan, 1983 ; Fagg, 1992).
Tableau 2 : Laariabilité génétique deA. arabica(Brenan, 1983 ; Fagg, 1992).

Sous-espéce 2n Habitat Répartition

Afrique de I'Ouest, du Sénégal au Nigéria et ay

Tomentosa 16x = 208 Berges des cours d'eau Niger, Soudan et Ethiopie

Nigéria et Cameroun, vers l'est, en direction de

Nilotica 8x =104 Berges des cours d'eau I'Egypte et du Soudan

Du Sénégal au Cameroun, vers l'est, en directior] du

Adstringens 4x =52 Savane seche Soudan et de I'Ethiopie
Subalata Ax = 52 Savane séche Afnque_ de I_ Est, du Soudan et de | Eth_|0p|e en
direction du sud, vers la Tanzanie
Leiocarpa 4x =52 Savane seche Afrique de I'Est, de I'Etlei@pia Tanzanie
Kraussiana 4x =52 Formations herbacées séches Afrigue aesttalla Tanzanie a I'Afrique du Sugl

Formations arbustives séches;

Indica 4x =52 . .
tolére les sols alcalins et salé¢s

Yémen, Oman, Pakistan, Inde, Myanmar

Formations arbustives séches;

cupressiformis 4x =52 . .
P tolére les sols alcalins et salés

Pakistan

hemispherica 4x =52 Lits secs de cours d'eau Pakistan

4.2.Acaciaraddiana
Espece polyploide, reconnue avec quatre sous-espalos ou moins localisées, dans les
régions arides et semi-arides d'Afrique et du RegDhient (tab.3).

Tableau 3 : La variabilité genétique da.lraddiana(Brenan, 1983 ; Fagg, 1991).

Sous-espéce$  2n Habitat Répartition
tortilis Ax = 52 Steppes boisées décidues gt  Egypte: vers le sud, en direction de la
- brousse. Somalie, et vers l'est en direction de I'Arakhjie.

Savanes/foréts seches décidjies
et brousse, steppes boiséeg, Soudan et Ethiopie, en direction du sud vers
broussailles semi-désertiques; le Zimbabwe, le Botswana et la Namibie
de 520 a1 500 m.

spirocarpa 4x = 52

Savanes/foréts seches Stemceﬁ/lozambique, Zimbabwe, Botswana, Anggla

boisées et brousse, souvent pu o .
bord de cours d'eau; de 2404 1 du Sud, Namibie, Afrique du Sud,

100 m Swaziland.

heteracantha| 4x =52

Sénégal, vers I'Est en direction du Mali, du
8x = 104 Broysse semi-d_ésertique_et Soudan, de la Somalie_et dl_J Kenya, et
maquis, terres boisées décidyesétendant en Egypte en direction d’lsraél, de
la Jordanie et de I'Arabie saoudite.

raddiana
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5. Régénération

Pionniéres, les deux espéces se régénerent biemjpts de souche ou par graines. Pour
obtenir une bonne germination en pépiniére, lemgsasont préalablement trempées, soit quelques
instants dans Il'acide sulfurique, soit plusieursiree dans de I'eau chaude ou froide (Fig. 3)
(Tissouras, 2004).

Fig. 3 : Stades de la germination (Tissouras, 2004)
A: A. Arabica
B: A.raddiana

6. Intéréts

Les acacias présentent des intéréts multiplesdiffésents domaines.

6.1. Intérét écologique et ornemental

Les deux especes Atacia jouent un rble écologique et ornemental importdans les
régions arides et semi-arides. Elles peuvent g¥rs@ix conditions extrémes de xéricité, comme
elles peuvent se développer sur des sols squelkettid-es deux espéces sont des légumineuses,
qualifiées a fixer 'azote atmosphérique par laevibiologique grace a la présence des nodosités au
niveau de leurs racines. Cette fixation représdeteintéréts bénéfiques par rapport a I'utilisation
artificielle des engrais azotés (Dutta, Ramank gtwal, 2002; Toledo eal., 2003 et Pinkard,
2003). Cette symbiose effectuée entre les racinks dvactéries fixatrices d’azote utilise I'énergi
de la photosynthése et rend le sol plus riche eetdlus fertile (Hudua, Wang, Zhag et Qui, 2002;
Sasaki etil., 2003). Les deux espéces offrent de meilleurebtési@t possibilités qui les qualifient
comme un outil de premier choix dans les projetsrelmisement et dans la lutte contre la
désertification comme le montre 'exemple de laezde Tiner-Kouk dans la wilaya d’Adrar au sud

Algérien.
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6.2. Intérét agroalimentaire

Les graines di. arabicagrillées sont utilisées comme un condiment, ateNiges gousses
d’A. raddianarécoltées et pilées sont consommées en mélangedavkait caillé (Bernus, 1981).
L’exploitation de la gomme arabique dé@saciasa lieu pendant la saison seche, elle s’exsude
naturellement et se forme aprés I'écorcage descbesn ou I'incision transversale de I'écorce.
Cette gomme est inodore, insipide, adhérente argule, de couleur blanchatre a jaunatre ou
faiblement ambrées.

Le composant majoritaire de la gomme arabiquerepblysaccharide acide qui existe a
I'état natif sous forme de sel avec le calciungats une moindre mesure de magnésium et de
potassium. Le polymére varie selon I'arbre, sogina géographique, et I'époque de la récolte
(Whistler et Bemillet, 1993).

Dans l'industrie agroalimentaire, la gomme arabigseutilisée comme un stabilisant et un
emulsionnant totalement atoxiquex{ff dans la fabrication des boissons non alcoolisgmdjserie
(bombons, méaches etc.) (WhistleBemillet, 1993).

Les tanins de A. arabicaetraddianaet d’autresAcaciasvoisines sont largement utilisées,
comme des colorants alimentaires (Bhattacharyal.e2002; Moonga, 2003; Mbuna, Julius et
Gaspar, 2003).

6.3. Intérét pharmaceutique et cosmétique

La gomme arabique a fait I'objet d’'un commerce depw moins quatre mille ans chez les
hiéroglyphes égyptiens. Cette gomme émollienteeengins la composition des préparations
classiques telles que les pates officinales, edie seluble dans I'eau et forme des solutions
visqueuses. La viscosité de ses solutions et lenmd stabilité en milieu acide en font un auxigair
intéressant en pharmacognosie : stabilisant dgsess®ns, émulsionnant, agent d’encapsulation
d’arbmes par nébulisation, additif pour la prégaratle formes solides destinées a la voie orale
(Jensen eal., 1993; Menzies, Osman, Malik et Baldwin, 1996; Mga, 2003; Biswas et Phillips,
2003).

Des anthocyanosides ont été isolés des acaciaurdiéq le cyanide et le dérivé
delphinidine, ces pigments sont plus utilisés esrplacognosie (Asenstorferadt, 2003).

Les tanins et les polyphénols désaciasont un effet inhibiteur sur le développement des
bactérie€cherichia coli(Smith etal., 2003). Ainsi deux types de vaccins nommes le G ent été
isolés a partir des graines germés. Ces vaccirisissrdérivés des saponosides, ils ont été tiestés

vitro sur les tumeurs des cellules T humaines (Jayatiésdd., 2003).
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Dans le domaine cosmeétique, les tanins, les flaid@soainsi que les huiles essentielles sont
tres utilisés dans la fabrication des produits cifques, les cremes, les lotions, les gels, les
teintures et les parfums (Southwell, Russell ett&n2i003 et Takeda, 2003).

6.4. Intérét fourrager

La végétation ligneuse joue un rdle important dasszones arides, elle contribue a une
économie pastorale en fournissant du fourrage. @kment, cette végétation est la moins chére et
la majorité des bétes s’en nourrisse (Celles etidfal980; Barakouda at., 1985).

Le role desA. arabica A. raddiana et A. seyalest important dans l'alimentation des
animaux. En saison seche lorsqu’il n'y a pas deéta#mpn des poacées et des plantes herbacées,
seuls les arbres et les arbustes peuvent foursiratiments nécessaires au bétail, c’est un usage
traditionnel de la veégétation ligneuse dans ledorsg arides. Alors que, si cette veégeétation
n'existait pas, I'élevage pouvait étre gravemeifeéaé, car la population n’a pas les moyens de se
procurer d’autre type d’aliments pour leur bétam création des ressources fourrageres pour la
situation de pénurie est donc une activité vitabeirpmaintenir la production animale dans les
régions arides et semi-arides (Barakoudal.ef1985).

Les précipitations dans les zones arides sonthlagaau cours de I'année, parfois il existe
des variations considérables et d’autres fois de®ges prolongées de sécheresse. Dans ce cas les
arbres et les arbustes prennent une plus grandertempe en tant que réserve de fourrage
d’'urgence pour le bétail. La végétation ligneudepéss apte de survivre a des périodes prolongées
de sécheresse que les plantes annuelles.

7. Autres usages traditionnels

Selon une enquéte menée sur le terrain dans lemsédjAdrar et de Tamanrasset auprés de
certains connaisseurs herboristes et nomadesoet @essi Arbonnier (2002), les principaux usages
des deux especes d’acacia sont :

Usages médicinaux recueillis avec des propriétésiatiques non vérifiées exemples

» Racines : Carie dentaire, infection (bouche, gorge), toulammation diverses,
conjonctivite, douleurs de poitrine, scorbut, blemagie, diarrhée et dysenterie,
hémorragie ;
Ecorce :hémorragie ;
Ecorce+gommes+fruits(partie ligneuse des gousseslysenterie ;
Rameaux :lepre ;

Feuilles : douleurs de poitrine et pneumonie, diarrhée etrulgsie ;

YV V. V V V

Grains : hémorroides, gingivite nombreux usages magicoieglig

10
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Usages alimentaire et culinaire
» Les jeunes pousses sont préparées en légume ;
» Ecorce(bouillie) : succédané du café ;
» Graines (grillées): condiment souvent commercialisé ;
» Gomme :parfois utilisée en confiserie.
Usages agricole, pastoraux et vétérinaire
» Fruits : consommés par les cheévres, les moutons, les batins|isées pour soigner
les plaies et la conjonctivite chez les animaux elstiques ;
» Graines : données en complément aux bovins.
Usages domestique, artisanaux et industriels
» Bois: Dur et lourd, brun rouge, difficile a scier Wi pour la construction, traverses
de chemin de fer ;
» Branches :Manches d'outils et instruments aratoires et cEgy
» Ecorceetfruit (gousses vertes et égrenéeSpnt largement commercialisés car
trés riches en tanins d’excellente qualité poun¢artes cuirs. Les écorces sont
utilisées pour fabriquer les liens et cortag
» Gomme : Leur saveur est de moins bonne qualité que cellbAd sénégabitilisée
comme colles fixatrice.
8. Conclusion
Il ressort de cet apercu bibliographique que lasxdsspeces d’acacia jouent un réle socio-
economique important dans les zones arides et addes en particulier pour les populations
rurales «surtout pour les nomades ». Ces arbrasdesniégumineuses fixatrices d’'azote d’intérét
écologique important. Les écorces, les gousses ajrhines . arabicaet d’A. raddianasont tres
utilisées dans la médicine traditionnelle contretatees maladies courantes. Ces deux plantes
riches en tannin, en gomme, en saponines et cestaimbstances actives sont également exploitées
par les diverses industries agroalimentaires, paeentiques et cosmétiques dans différentes pays.
Cependant, cette bioressource si richesse en emtipremieres est complétement
abandonnée et inexploitée en Algérie. C’est pola leechoix du sujet a porté sur ces deux especes

d’acacia afin de mettre en évidence leurs quatikegochimiques.
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[I. Extraction solide-liquide

1. Définition de I'extraction solide-liquide

Selon Poirot (2007), I'extraction solide-liquidet @me opération qui permet d’extraire et de
séparer certaines substances par immersion (ligaidear percolation (solide) a partir d’'un solide.
C’est une opération de transfert ou d’échange deersaentre une phase solide qui contient la
matiére a extraire et une phase liquide qui esplleant d’extraction.

Cependant, si I'échantillon se trouve dans un l&atde, il doit étre transféré dans un autre
liquide, il s’agit d’'une extraction liquide-liquidé&i I'échantillon se trouve dans un état liquide e
transféré dans un milieu solide, il s’agit d’'undrastion liquide-solide. Le transfert de I'échalotil
d’'un milieu solide vers un autre milieu solide este extraction solide-solide (Fontenean et
Klusiewicz, 2008).

2. Principe

L’extraction par solvant est une technique qui ¢siesa transférer une espéce chimique d’'une
premiére phase, liquide ou solide vers une deuxipimese généralement liquide (Bagard et
Sinbmon, 2008).

L’extraction des especes solides par un solvanirestechnique couramment utilisée soit :

» par simple mélange d’'un solide et d’'un liquide (@nt en plongeant le flacon dans un
bain a ultrason), suivi d’une filtration ou d’unentrifugation,

» en utilisant un appareil d’extraction en continuzemme le Soxhlet. Cette technique,
décrite plus loin, est particulierement appropaég analyses quantitatives.

Néanmoins, les problemes liés a 'usage de soMamtsque d’autres types de prétraitement
doivent étre considérés, tels que I'extraction parfluide supercritique qui est une méthode de
replacement qui prend de lI'importance particuliegatmiorsque seule une analyse qualitative est
requise (Toullec et Mottet, 2006).

L’extraction de I'huile des graines d'oléagineux f@s solvants non-polaires est un procédé
d’extraction solide-liquide. Le transfert de I'heiilu solide vers le liquide peut se diviser enstroi
étapes (Berk, 1993) :

» Diffusion du solvant dans le solide ;
> Dissolution des gouttelettes d’huile dans le salyan

» Diffusion de 'huile des particules solides verdidgiide surnageant
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3. Mécanismes de I'extraction
Les mécanismes d’extraction et leurs importanclesives varient largement selon la nature de
produit traite.

3.1. Phase initiale

3.1.1. Absorption de solvant dans la phase solide
Un gonflement des particules est observe, témotgdame sorption du solvant dans la
phase solide. Cette sorption est provoquée pdbtess osmotiques, les forces de capillarité et de

solvatation des ions des celluldsafart et Bellard, 2004).

3.1.2. Lessivage
Une certaine proportion du soluté contenu dansdéales blessées durant la découpe ou la
mouture du produit est directement extraite paedsivage. Cette proportion peut varier, entre 10%
et 20% suivant la nature de produit (Dosse, if?8afart et Bellard, 2004).
3.1.3. Dissolution des composés solubles
A cette dissolution des composés déja solublegowtta trés souvent une solubilisation
d’une fonction naturellement insoluble par hydrely§afart et Bellard, 2004).
3.1.4. Courants de solution
Le solvant chaud dénature les cellules par coaguolales lipoprotéines en rendant la
perméabilité des deux parois cellulaires de mommeins sélective. Par réchauffement, le volume
de la phase initiale augmente en donnant lieu asdgzressions qui entrainent des courants de
solutions centrifuges a travers les pores (MafaBediard, 2004).
3.2. Périodes de diffusion
La dénaturation cellulaire par le solvant rendaatmembranes perméables et le processus
de diffusion peut avoir lieu, celui-ci se déroutedeux phases (Mafart et Bellard, 2004) :
» Une phase interne a l'intérieur de la phase sglide
» Une phase externe a travers des couches limitearant les particules.
Dans la mesure ou la suspension est agitée leésglitte la surface externe de la couche.

Généralement, le transfert de masse peut s’éaure la formule suivante:

m : débit massique de transfert du soluté ; m_dm _-KA(C-C)
dt

A : aire d’échange de la phase solide ;

>
>
» C : concentration de la phase solide en soluté ;
» C’:concentration de la phase liquide en soluté ;
>

K : coefficient globale de transfert de matiére
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3.3. Transfert a travers les cellules

Selon Poirot (2007), dans la matiere végétalesdastés sont trés souvent localisés a I'intérieur
des cellules. Le transfert a travers une membrah@re phénoméne courant en extraction solide-
liquide. Par définition, c’est le passage d’'un sola travers une membrane par diffusion d'une
solution concentrée vers une solution diluée. Emenéemps, une diffusion du solvant en sens
Opposé est observée.

Dans le cas d’une solution diluée, l'intégrationlaéoi de Fick sous la condition qu'il n’y a pas
de variation de volume de chaque c6té de la membeamue le coefficient de transfert reste

constant lors de la diffusion, d’ou I'équation densfert suivante (Poirot, 2007):

QS=Kyamo

QS: Le débit massique de soluté traversant la menebran
Ko : Le coefficient global de transfert de matiere ;

am: La surface de la membrane ;

YV V V V

o xml = x1-x2/In(x1/x2} La différence logarithmique de la concentrati@s deux

cOtés de la membrane.
4. Facteurs influengant les performances de I'exticion

4.1. Nature de solvant

Selon Brule etl, (2007), le solvant peut étre de nature agueuswganique. Dans le premier
cas, la vitesse de transfert par diffusion estrdétee par la loi de Fick qui dépend donc de la
surface de l'interface liquide-solide, du coeffitiele diffusion et du gradient de concentration des
constituants a extraire a l'interface. Dans le sdaas, la vitesse d’extraction dépend du coefftcie
de partage des constituants entre la phase agdeyseduit et la phase organique.

Le choix du solvant se fait en fonction de la natde la matiére premiere, des composés a

extraire, des utilisations de I'extrait et du caguit résiduel.

4.2. Les criteres de choix du solvant
Dans l'industrie alimentaire ou pharmaceutiquecHeix du solvant est tres important. Les
normes et les regles d’hygiéne et de sécurité sentstrictes. Il ne doit pas en rester dans les
produits finaux ou les traces doivent étre suffisent insignifiantes pour étre inoffensives. De
maniére pratique, le choix du solvant se fait sgloisieurs critére@Poirot, 2007) :

» La solubilité des composants spécifiques danshesb;

» La régénération du solvant si celui-ci doit étrem@loyé. Il ne doit pas former
d’azéotrope avec un des composés qu’il solubiliseaechaleur latente doit étre
faible ;
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» La tension inter faciale et la viscosité doiventnpettre au solvant de mouiller
correctement la matrice solide ;
» Idéalement, il doit étre non toxique, stable, néactif, non inflammable, inoffensif

pour I'environnement et peu couteux.

4.3. Taille et forme des particules
D’aprésMafart et Bellard (2004), il est clair gu’'on a double intérét a travailler sur des
particules fines. Les échanges osmotiques seranttatit plus importants que la surface totale
développée par les particules sera plus élevégediegqayon des particules sera plus faible.
Puisque le facteur limitant la vitesse de l'opénatd’extraction est la diffusion, on peut
gagner beaucoup en réduisant la taille des pasadlides. Cependant, la matiere premiere ne peut
pas étre réduite en poudre fine, car I'écoulemensalvant autour des particules serait géné et la

micella du solide extrait deviendrait tres diffe(Berk, 1993).

4.4. Température
Il est difficile de cerner de facon simple I'influee de la température sur I'extraction, car ce

facteur agit de facon complexe sur tous les effeteernant I'extraction.

4.4.1. Extraction sans hydrolyses enzymatiques
Dans ce cas les gammes élevées de températurasmnatbles au rendement de I'extraction
et ceci pour quatre raisons principales :

» La chaleur facilite I'extraction en perméabilisdes cellules par dénaturation et
augmente la solubilité des matiéres a extraire ;

» La chaleur augmente les coefficients de diffusion ;

» La chaleur diminue la viscosité de I'extraction, qa facilite non seulement le
passage a travers la masse de substrat solideaosasles opérations ultérieures de
séparation (sédimentation ou filtration).

Une température excessive en revanche, agit enceatrsire par dénaturation des produits
a extraire. Le souci de sélectivité peut étre wteiar limitant a la température choisie, c’est pgar

on ne dépasse pas en huilerie la température d&50C lors de mucilage.

4.4.2. Extraction avec des hydrolyses enzymatiques
Selon Mafart et Bellard (2004pn se range aux tempeératures optimales d’activatam
enzymes impliquées, ensuite cette température eslifide aprés hydrolyse enzymatique pour

I'adapter aux étapes suivantes.
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5. Les opérations de prétraitement
Toute opération d’extraction solide-liquide estgédée d’'une ou plusieurs opérations de

préparation ou de prétraitement. Les opératiomaetkies peuvent, suivant les cas, se dérouler soit
sur du matériel végétal frais, soit sur des plaséehiegBen Amor, 2008).

5.1. Le séchage

La plante fraiche renferme une importante proporti@au, celle-ci varie suivant la nature des
organes considérés (plante entiére, tige, flearsnes, graines, etc.). De plus, la plante comme to
organisme vivant contient de nombreuses enzymese@zymes, a la mort de la plante et s’ils sont
maintenus en milieu aqueux, vont entrainer de neod®s réactions de dégradation, qui ne seront
plus compensées par des synthéses au sein dduke eglgétale. Pour les stopper, deux grands
principes peuvent étre utilisés :

» L’inhibition : L’inhibition enzymatique peut étre obtenue emidiuant la teneur en eau de
la plante, on peut obtenir ce résultat par difftsgrocédés (dessiccation a I'air libre et au
soleil ; dessiccation a l'ombre et sous abri; wession par rayons infrarouges ;
dessiccation a I'étuve et sous vide ; lyophilisati@essiccation par trituration avec des sels
neutres).

» L’inactivation : La dénaturation totale des enzymes de la plantaua lput de stabiliser sa
composition chimique et d’éviter ainsi la destraotpar différentes réactions enzymatiques.
Les différents procédés utilisés sont (stabilisatpar les courants de haute fréquence ;
stabilisation par l'alcool bouillant ; stabilisatigpar la chaleur séche ; stabilisation par les
rayons ultraviolets).

5.2. Le broyage
Le traitement des échantillons solides r&tesles opérations préliminaires dont le broyage

qui doit étre réalisé a faible température +4°C.effet, pour des échantillons biologiques solides
(tissus), il est nécessaire de respecter l'intégreks constituants. Le broyage des échantilleas p
étre réalisé au mortier, au broyeur a lame toumantau broyeur de Potter pour les échantillons

fragiles (tissusjBrisst etal., 2005).

6. Les méthodes d’extraction classique

Les techniques classiques pour I'extraction parasté de molécules actives a partir des
matrices végétales sont basées sur le choix dargotouplé a la température et/ou a l'agitatios. Le
techniques classiques existantes permettant diexties principes actifs incluent : I'hydro-

distillation, I'infusion, la macération et la tedne Soxhlet. Cette derniére, qui a été employé
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pendant longtemps, est une technique standard aeséférence principale pour évaluer la
performance d'autres méthodes d'extraction solipédie (Ben Amor, 2008).

L'extraction par Soxhlet est une technique génésdlebien établie, et qui dépasse en
performance les autres techniques classiques at#iwin, excepté dans le cas de I'extraction des
composes thermolabiles.

Comme le montre la figure 4, la matiere végétal@kesée dans une cartouche dans un systeme
Soxhlet rempli de solvant frais évaporé a partindallon & distiller. Quand le liquide atteint le
niveau de débordement, un siphon aspire la soldtola cartouche et la décharge de nouveau dans
le ballon a distiller, portant ainsi les corps diss extraits dans le liquide. Dans le ballon, lgpso
dissous (soluté) est séparé du solvant par digiilaLe soluté reste dans le ballon et le solvant
passe de nouveau dans le lit de solide. L'opératsbmépétée jusqu'a ce que l'extraction compléete

soit réalisée.

Solvant

Solide
dans cartouche E
poreuse
B ballon chauffé
E extracteur
R  réfrigéranmt
Solution B
a ébullition

Fig. 4 :Extracteur Soxhlet (Techniques de l'ingénieur, 2i78R).

6.1. Les avantages de I'extraction par Soxhlet
La méthode de Soxhlet est tres simple et présestaviantages suivant :
» Le déplacement de I'équilibre de transfert en methaplusieurs reprises le solvant en
contact avec la matrice solide ;
» Le maintien d’'une température relativement élevégtiction avec la chaleur du ballon
a distiller ;
» Le temps d’extraction est court par rapport a a&atgchniques;
17
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» Aucune nécessité de filtration apres I'extraction.

6.2. Les inconvénients de I'extraction par Soxhlet

Cependant, cette méthode présente non seulemeavalgsges mais aussi des inconvénients :
» Une grande quantité de solvant est nécessaire ;
» La grande quantité de solvant utilisée exige uapest’évaporation /concentration ;
» La possibilité de dégradation thermique des congo#®e ne peut pas étre ignorée vu

que I'extraction s’opéere habituellement au poiébdllition du solvant.

7. Conclusion

Cet apercu bibliographique a pour objectif de meéfsolide-liquide et voir quels sont les
facteurs qui peuvent influencer I'extraction.

Toutefois, le présent travail est basé sur ce typetraction solide-liquide, ou on a essayée
de présenter brievement les différentes techniglaessiques qui existent dont on a expliqué en
détail la technique d’extraction par Soxhlet.

Pour extraire les huiles des graineé.carabicaet d’A. raddiana on a choisi cette méthode
vu sa simplicité et ses avantages. Cette techregudien recommandée pour les extractions des

huiles, elle permet d’avoir des meilleurs rendemsent
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[ll. Activité antioxydante
1. Définition de I'activité antioxydante

L’activité antioxydante d’un composé corresponca&apacité a résister a I'oxydation. Les
antioxydants les plus connus songilearotene (provitamine A), I'acide ascorbique (witae C), le
tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés gligures. En effet, la plupart des antioxydants
de synthése ou d’origine naturelle possedent dagpgs hydroxyphénoliques dans leurs structures
et les propriétés antioxydantes sont attribuéepagtie a la capacité de ces composeés naturels a
piéger les radicaux libres tels que les radicauwkdwyles (OH) et superoxydes (0 (Rice-Evans
etal., 1995 ; Bartosz, 2003).
2. Les radicaux libres

Selon Constatin (2008), les radicaux librest st@finis comme tout atome, groupe d’atome ou
moléculespossédant un électron non apparié (célibataire)leur orbitale Il s’agit d’especes
chimiques trés réactives cherchant dans leur emvnment un électron pour s’apparier (c’est-a-dire
pour former une liaison chimique) (Jadot, 1994).

Cependant, ils doivent impérativement réagecaun autre radicale pour se stabiliser avec un
nombre pair d’électrons. Dans les formules chimsgumn représente les radicaux libres avec un
point placé en haut a droite en exposant pour shsgvdeur électron célibataire en réagissant avec
un autre radical ou une autre moléoiBerel, 1997).

Le terme de radical libre renvoie a n'impomgelle espece capable d'une existence
indépendante contenant un ou plusieurs électronsappariés. Les ERO désignent a la fois des
espéces radicalaires de I'oxygene, (O ) et des espéces non radicalaires 30'02) (Fig. 5)
(Bertrand, 2008).
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Fig. 5Structure électronique de la molécule de dioxyggrde quelques
dérivés (Hakilly 2006).
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3. Réactivité chimique descides gras insaturés
Les acides gras insaturés en hydrogéne possedeouyrusieurs doubles liaisons tels que :
» L’acide oléigque @ possédant une double liaison ;
» L’acide linoléique Gs présente deux doubles liaisons ;
» L’acide linolénique @ possédant trois doubles liaisons ;
» L’acide arachidonique £g possédant quatre doubles liaisons.

L'existence des doubles liaisons est a l'originelaleéactivité chimique des acides gras
insaturés (Hamon-Lorleac’H, 2008), a savoir :

» L’hydrogénation (addition de Hou niveau de la double liaison) : son intérét
pratique est de durcir les huiles ;

» L'oxydation par 'oxygéne atmosphérique, qui edtodigine du rancissement des
huiles qui se traduit par un goGt et une odeurqadi¢rs. Plus le nombre de doubles
liaisons est élevé plus I'oxydation est rapide.

4. Oxydation des lipides

Les réactions de I'oxydation des lipides sont duascipalement a I'action de 'oxygene qui
est un facteur de détérioration des corps grag é&iitraine la formation de composés volatils
d’odeur désagréable (Fredot, 2007; Alisakét 2008 ). Ce processus de dégradation est lié a des
transformations chimiques impliquant I'oxygéne dariqui oxyde les lipides (auto-oxydation,
peroxydation) (Lehn, 1997).

Les principaux substrats de I'oxydation sont leglex gras non saturés. lls s’oxydent en
général plus vite a I'état libre que lorsqu’ils fgmartie de molécules de triacylglycérols ou de
phospholipides (Alis el., 2008).

4.1. Mécanismes généraux de I'oxydation des lipides

L’oxydation des lipides peut résulter de @uss voies réactionnelles en fonction du milieu et
des agents initiateurs : Peroxydation, l'auto-oxyam la photo-oxydation et ['oxydation
enzymatique.

4.1.1. Peroxydation

La peroxydation aboutit a la formation deopgdes qui sont des composés aldéhydiques
ayant une odeur caractéristique de rance. De pdusgncissement aldéhydique est catalytique c’est-
a-dire que les peroxydes eux-mémes stimulent I'akgd des acides gras restants. La peroxydation
est d’autant plus rapide quand la températurelegé@. C’est pourquoi, au cours de I'extraction et
du raffinage des huiles, on recherche les temp@&aties plus basses possibles d'ou le terme «
pression a froid » pour les huiles vierges (Fre@&)7).
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4.1.2. Auto-oxydation
L’auto-oxydation est une réaction radicg@abu un lipide insaturé (R-H) transformé en
radical (R°) dans une étape d'initiation, ce derméagit avec I'oxygéne dans une étape de
propagation pour conduire a un radical hydroper@x®0°) qui réagit avec une autre molécule de

lipide pour régénérer un radical (R°) et formertydroperoxyde (ROOHXKarleskind, 2013) :

Initiation RH —» R°
Propagation R° + 02 » ROO°
ROO°+ RH » ROOH +R°

Les radicaux formés (R°, ROO®) réagissent entreux conduire a un produit qui n’est

pas un radical libre (Macarthur, 2003).

Terminaison ROO° + ROQZ___, [ROOOOR]» ROOR+©
R° + R 3 RR
ROO° + R, ROOR

4.1.3. Photo-oxydation

La voie la plus importante de productiors ddroperoxydes est la photo-oxydation. En
présence d'oxygene, d’énergie lumineuse et de pbotibilisateurs tels que les hémoprotéines ou
la riboflavine, ces derniers (photosensibilisateu&ens) absorbent I'énergie lumineuse et passent a
I'état triplet excité (Ser$. Les photosensibilisateurs interviennent dangybiation des lipides
selon deux types de mécanismes (Macarthur, 2003) :

» Les photosensibilisateurs de type telles que les riboflavines, agissent comme des
radicaux libres initiateurs. Dans leur état tripdtes arrachent un atome d’hydrogéne ou un
électron aux molécules lipidiques pour former whaal capable de réagir avec I'oxygéne.

Seng + RH » Sens+R°

» Les photosensibilisateurs de type Itelles que la chlorophylle et I'érythrosine, réagist
dans leur état excité (Séhsvec I'oxygeéne triplet auquel elles transférenirlénergie pour
donner de I'oxygéne singulietdy).

Sens +30; » 102 + Sens
L’oxygene singulier ainsi formé est trésoftophile et peut réagir directement sur un acide

gras insaturé (RH) formant ainsi un hydroperoxy@emRi.

10+ RH » ROOH
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4.1.4. L’'oxydation enzymatique
Les lipides sont oxydés a la suite de migéipéactions enzymatiques avec tout d'abord la
libération des acides gras par I'action de lipagggmspholipases et lipide-acyl-hydrolases. Les
acides gras libérés par la lipolyse peuvent ensgite oxydés par la LOX et forment des
hydroperoxydes d’acide gras. Ces composeés tresifseaont ensuite transformés en aldéhydes,
acides aldéhydigues et acides gras oxygénés (Ehzoiy).
Un exemple de cette cascade de réactiongnetiques est schématisé pour les acides

linoléiques et linoléniques dans les céréales @igGardner, 1988).

Glycérides, glycolipides, phospholipides

Acide linoléique et linolénique

0, iLigoxménases

Hydroperoxydes d’acides linoléique et linolénique

Hydroperoxyde- Hydroperoxyde- . .
Hydroperoxyde-lyases fSomerase ovclase 'somérase des farines
Aldéhydes Hzoy \

Acides aldéhydiques¢— =
Acides gras Acide 12 Oxo- H20
o ety cétol phytodienoique -
Acide jasmonique , l Acides gras
/ trihydroxyénes

COOH

Fig. 6 : Les réactions enzymatiques impliquées tlargdation des lipides (Gardner, 1988).

5. Inhibiteurs de I'oxydation des lipides

5.1. Action antiradicalaire des antioxydants

L'efficacité d’'un antioxydant résulte de paésence d’une liaison de faible énergie faisant
intervenir un atome d’hydrogene. Plus I'énergie cédte liaison est faible, plus le transfert de
'atome d’hydrogene a un radical lipidique est fas® énergiquement et donc se produit
rapidement. Cette efficacité dépend aussi de sditud@ a réduire I'énergie de sa structure
radicalaire afin qu'il ne soit pas a son tour unabeseur d’oxydation. Ainsi, les antioxydants
radicalaires (AH°®) sont souvent stabilisés par damcalisation des électrons par résonance. lIs
peuvent transmettre un second hydrogene a un eadieal lipidique et adopter une structure
moléculaire encore plus stable non radicalaireqéyéagir entre eux pour former un dimere stable
(HA-AH) (Jeantet eal., 2006).

ROO° + AH° —————» ROOH + A

AH® + AH® ——»  HA-AH
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5.2. Action anticatalytique des antioxydants
D’autres antioxydants agissent parmésanismes indirects en inactivant le catalyseur

d’oxydation des lipides. Certaines molécules coneaecaroténoides interférent avec le mécanisme
de photo-oxydation des lipides par I'oxygéne simgulElles rentrent en compétition avec les
lipides insaturés pour la réaction d'addition dexygene singulier ou elles inactivent les
photosensibilisateurs a I'état excité en absorlgmtexces d’énergie. Au cours de cette inactivatio
les photosensibilisateurs tels que les caroténojdesent par un état excité. A l'inverse des
photosensibilisateurs, les caroténoides a I'éteitésont capables de retourner a leur état de plus
basse énergie par dissipation de I'excés d'énedgies le milieu environnant sans formation
d’oxygene singulier (Jeantet &, 2006).

Certains antioxydants interviennent dans le piégems radicaux libres en transférant un atome
d’hydrogéene a I'espéce radicalaire. Les antioxyslagagissent préférentiellement avec les radicaux
peroxydes car ce sont les radicaux majoritairesder|’oxydation des lipides. Cet échange d’'atome

d’hydrogéne retarde significativement la propagatie I'oxydation(Jeantet eal., 2006).

6. Les antioxydants

Les antioxydants sont tous des réducteunsaldas d’interrompre la réaction de
peroxydation et d’'empécher la formation des hydropgles a partir des huiles insaturées en
particulier. Selon Cano ai. (2007), les antioxydants sont classés en foncieoteurs mécanismes

d’action.

6.1. Les antioxydants type |
Il s’agit de substances capables d’interromprenkire radicalaire en cédant un hydrogene

(H°) du radical a un radical libre lipidique :

AH + ROO®° — A° +ROOH
AH + R® ————» A° + RH
AH + RO° A° + ROH

Le radical A° qui se forme est relativement stadtl@e réagit pas avec les lipides. Il subit
une réaction d’arrét aboutissant a la formatiopreluits non radicalaires.

Ces substances antioxydantes diminuent donc le rodds radicaux libres, elles abaissent
par conséquent la vitesse d’oxydation et prolondganpériode d’induction (Cheftel et Chetftel,
1976) :

A° + A° , Produit non radiaires

A° + X°___ 5 Produit non redlaires
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6.2. Les antioxydants type Il
Selon Macarthur (2003), ce type d’antioxydarévient la formation des radicaux libres et
peut intervenir par differents mécanismes. Certah@ates des ions métalliques réduisent I'effet
pro-oxydant des ions comme c’est le cas des apitesphoriques et citriques. L’acide ascorbique a
une activité antioxydante a des concentrationsrguypés a 0,5 %, tandis gqu'il posseéde un effet
pro-oxydant a faible concentration 0,02-0,03 %.
6.3. Les antioxydants type I
On classe dans cette catégorie des prodé&dpsotection contre I'oxydation, qui consistent
a mettre en ceuvre des conditions physiques prileciEnt la teneur en oxygene, I’humidité relative
et la température convenablement (Cheftel et Ché&R&6).
6.4. Les agents synergiques
Ce sont des molécules qui améliorent I'action deages antioxydants ce qui se traduit
souvent par un accroissement de la période degbiarie Parmi eux se trouvent les acides lactiques,
tartriques et orthophosphoriques et leurs selsodiéusn, potassium ou calcium. L'efficacité des
antioxydants peut étre augmentée par l'utilisatibon mélange d’antioxydant de type | et II.
L’association de ces deux types d’antioxydants peérdiinhiber les phases d'initiation et de
propagation de I'oxydation des lipides (Macarttaf03).

7. Détection directe des radicaux libres

Les molécules radicalaires ou non absorbans d& domaine UV-visible et elles se portent
dans un état électronique excité. Ce phénomenasétsur I'absorption d’un photon d’énergie h
correspondant a la différence d’énergie entre déwpaux électroniques par les molécules. A la fin,
ceci peut provoquer une rupture de liaison ou Biéection d’'un électron (photoionisation)
(Berges etl., 2005). La transition entre deux niveaux électroagdonne naissance a une bande
d’absorption relativement fine. Cependant, les spsal’absorption des molécules sont en général
composeés des bandes larges qui correspondentradtuse vibrationnelle-rotationnelle de chaque
niveau électronique. Lors de I'absorbance du ragorent par I'échantillon, I'intensité lumineuse

transmisd est reliée a l'intensité incidentgpar loi de Beer-Lambert (Bergesatt, 2005) :
|=loe#*IC

Dans cette relations. | C = A représente I'absorbance (A = ldgl), le coefficient

d’extinction molaire pour cette longueur d’ondepemé en L-mot-cni?, caractéristique des
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groupements chimiques des molécules, | est la kungdréchantillon traversé exprimée en cm, et C
la concentration de I'échantillon en mol-tL

Les radicaux libres crées dans des liquid#sdes temps de vie trés courts, il n'est donc
possible de les détecter que par des systemedeidioé résolus en temps. L'absorption est alors

mesurée en fonction du temps (Bergeal e2005).

8. Conclusion

En conclusion, nous pouvons déduire que les raectie I'oxydation des lipides sont dues
principalement a I'action de I'oxygene. Elles eimemt la formation de composés volatils d’odeur
désagréable. Ce processus de dégradation est diés aransformations chimiques impliquant
I'oxygéne de I'air qui oxyde les lipides (auto-oxyubn, peroxydation). Les principaux substrats de
cette oxydation sont les acides gras insaturésaiPeurs, les antioxydants jouent un réle impatrtan
contre I'oxydation de ces acides gras. lls sonablgs d’interrompre la réaction de peroxydation et

d’empécher la formation des hydroperoxydes pouhlges insaturées en particulier.
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IV. Activité biologique

1. Activité biologique des plantes

Les plantes aromatiques ainsi que les herbes sbidées depuis longtemps dans les
préparations alimentaires et par la médecine toamtiel & cause de leurs saveurs et leurs propriétés
antibactériennes et antifongiques. L’activité bgime des plantes est due a des agents chimio-
thérapeutiques comme I'eugénol, le thymol et le#aemol possédant une forte activité antimicrobienne
Les huiles végétales ont toutes des particularigdles sont riches en antioxydants comme les
composants phénoliques et les tocophérols quireaonnus comme des agents de conservation. Les
industries alimentaires, pharmaceutiques et cogomegi sont tres intéressées par les propriétéssde ce
composés.

Toutefois, un agent chimio-thérapeutique pour éffieace, il doit avoir une toxicité sélective
dont le niveau peut étre exprimé en terrdesdose thérapeutique. C’'est la concentration ddytr
requise pour le traitement d’'une infection pariigxd ou dose toxique, d’ou la concentration du pitod
a la quelle, I'agent devient trop toxique pour t&dLe rapport de la dose toxique sur la dose
thérapeutiqueprésente I'indice thérapeutique. Plus cet indideééssé, meilleur sera I'agent chimio-
thérapeutique. D’autres caractéres sont importames identifier comme le champ d’efficacité de ces

substances et leur origine synthétisés par voilediague ou chimiques (Prescott et Klein, 2003).

2. Définition de la bactériostase

La bactériostase correspond a un ralentissemela d®issance d’'une population bactérienne
pouvant aller jusqu’a l'arrét de la croissance.aCelest valable que si la bactérie est en phase de
croissance avant le contact avec I'antibiotiquen®l® cas contraire, une absence de croissance peut

correspondre aussi a une augmentation tres proachctemps de latence (Burnicho et Texier, 2003).

2.1. Concentration minimale inhibitrice

La CMI est le parameétre le plus utilisé pour évalieffet d'un antibiotique. Elle correspond a
la concentration minimale d’antibiotique qui inhikze croissance visible du germe en 24 heures. La
CIM explore seulement I'effet bactériostatique,que n’est pas limitatif sachant qu’en bactériologie
clinique le but le plus souvent recherché est ibitton de la prolifération bactérienne dans la ores
ou I'organisme est capable de se défendre corgrgdetéries (Jehl at., 2000).

Plusieurs recherches confirment que la CIM est an prédicateur de l'efficacité de la
thérapeutique antibiotique. Quand elle excede w@mtaioe valeur, I'échec thérapeutique est courant.
Quand elle est inférieure a une autre valeur, teésiest pratiquement assuré. Entre les deux galeur

précédentes, la prédiction est impossible (Frenay,,2000).
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2.2. Détermination de la CMI
La CMI n’est pas une constante biologique pour baetérie donnée. Elle est définie comme

étant la plus faible concentration d’'une gamme iti¢ions d’antibiotiques qui entraine l'inhibitiote
toute croissance microbienne visible (CA-SFM, 20Q3) méthode de dilution successive en milieu
solide est la méthode de référence pour déterntensensibilité des germes aux antibiotiques. Cette
détermination demande une standardisation rigoarelus protocole expérimental. Il existe d’autre
méthode comme la dilution successive en milieuidigie-Test (bandelettes imprégnées d’'un gradient
d’antibiotique).

3. Notion de sensibilité/ Résistance

3.1. Définition de la résistance

La résistance des germes aux antibiotiques eshatitelle, soit acquise. Dans le premier cas
c’est une caracteristique propre concernant I'eldemmles souches de I'espéce ou du genre. Elle peut
étre portée par un chromosome donc toujours trasdioie a la descendance ou présente un caractéere
permettant de définir le phénotype sauvage ou Blende I'espéce. Cette résistance naturelle aide a
I'identification des espéces (Freneyaét 2000).

Dans le second cas la résistance acquise ne cencgrone proportion plus ou moins
importante de souches d’une espece variable daesnles. Elle résulte d’'une modification génétique
par mutation ou par acquisition de plasmides odraesposons transmissibles parfois entre especes
différentes. Elle définit des phénotypes résistéiatsney etl., 2000).

La résistance croisée s’exprime au sein d’une méasse d’antibiotiques et est due au méme

mécanisme de résistance.

3.2. Détermination des catégories S/I/R

Trois catégories cliniques ont été retenues pantelprétation des tests de sensibiiitéritro :
Sensible (S), Résistant (R) et Intermédiaire (1) :

» Les souches catégorisées: Sont celles pour lesquelles la probabilité decés thérapeutique
est forte dans le cas d’un traitement par voieésygiue avec la posologie recommandée dans
le résumeé des caractéristiques du produit (RCP) ;

» Les souches catégorisées Rl existe une forte probabilité d’échec thérajmpue quel que soit

le type de traitement et la dose d’antibiotiquésde ;
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» Les souches catégorisées: Iprésentent un succes thérapeutique imprévisibés souches
forment un ensemble hétérogéne pour lequel lestaésobtenusn vitro ne sont pas prédictifs

d’'un succeés thérapeutique.

4. Les Valeurs critiques des catégories cliniques
Le classement des souches est réalisé en utilisarglation entre la CMI et le diamétre
d’inhibition autour d’'un antibiotique. Pour une b&me et un antibiotique donnés, le diametre
d’inhibition mesuré est comparé aux diamétresqués (Jehl edl., 2000) :
» En dessous d'un diametre critique inférieur ddache est classée R ;
» En dessus du diamétre critique supérieur D, lalsdest classée S.
Les diametres critiques d et D correspondent réisieacent aux concentrations critiques hautes C
et basse c.
5. Notion de spectre et relation avec les CMI
Les souches sont classées en catégorie selonnesntmtions et les diametres d’'inhibition (fig.
7) (Jehl etal., 2000).

<c >C
CMmI >D CMmI <d CMI
l A l A l
Catégorie sensible Catégmtiermédiaire Catégorie résisgtant

Fig. 7 : Relation des souches avec les CMI (Jeal.£2000).

A chaque antibiotique est associée une liste despdactérienne qui constitue le spectre
d’activité de la molécule. Pour faciliter le choikun traitement antibiotique, les espéeces ont été
réparties en trois classes (fig. 7). Les espéatsitdes présentent 90% caractérisées par des QMit<
moins de 10% sont résistantes ou de faible seidibiles espéces intermédiaires 90% et plus des
souches se situent dans la catégorie |. Les espésistantes pour lesquelles 50% des souches sont

résistantes, présentent des CMI > C. Cette résistagut étre naturelle ou acquise (Jelall.e2000).

6. Méthodes d’'étuden vitro

6.1. Antibiogramme
L’antibiogramme a pour but de déterminer les cotregions minimales inhibitrices (CMI)
d’'une souche bactérienne vis-a-vis des divers iatitjoes. Par définition, la CMI est la plus faible
concentration d’antibiotique capable de provoquee inhibition complete de la croissance d'une

bactérie donnée, appréciable a I'eeil nu, aprégpénede d’incubation donnée (0.M.S, 2012).
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6.1.1. Méthodes de dilutions
Les méthodes de dilutions sont effectuées en miiligide ou solide. Elles consistent a mettre
un inoculum bactérien standardisé au contact deertrations croissantes d’antibiotiques selon une
progression géométrique.
En milieu liquide linoculum bactérien est distribudans une série de tubes (méthode de
macrodilution) (fig. 8) ou de capsules (méthode ndierodilution) contenant I'antibiotique. Apres
incubation, la CMI est indiquée par le tube ou dpsule qui contient la plus faible concentration

d’antibiotique ou aucune croissance n’est visible.
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Fig. 8 : Détermination de la CMI par dilution enlieu liquide.

En milieu solide, I'antibiotique est incorporé dams milieu gélosé coulé en boite de Pétri. La
surface est ensemencée avec un inoculum des soaidtadier. Aprés incubation, la CMI de chaque
souche est déterminé par linhibition de la crawssa sur le milieu contenant la plus faible

concentration (Fig. 9).

2 pg/ml
Fig. 9 : Détermination de la CMI par dilution enlieu gélosé.

Témoin

Dans I'exemple présenté ci-dessus, le nombre deshes est limité a quatre. La CMI de la
souche 3 vis-a-vis de l'antibiotique est de 1pg/trh. CMI de la souche 2 est de 2ug/ml. La

détermination des CMI 1 et 4 nécessitent de telerconcentrations plus forte en antibiotique (éehl

al., 2000).
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6.1.2. Méthodes de diffusion : antibiogramme stanad

Les méthodes de diffusion ou antibiogramme stansiand les plus utilisées par les laboratoires
de diagnostic (Freney at., 2000). Dans des boites de Pétri contenant unungéosé, préalablement
ensemencée avec une culture pure de souche argtieBedisques de papier buvard, imprégnés des
antibiotiques a tester sont déposés. Les antibiesigiffusent des disques de maniére uniforme.Apré
incubation, les disques s’entourent de zones diitibhs circulaires correspondant a une absence de
culture. Les diametres des zones dépendent uniguetada sensibilité du germe (Freneyakt2000).

A la limite des zones d'inhibition, il existe desncentrations d’antibiotiques égales aux CMI.
Ces méthodes de diffusion ne permettent pas deerhifirectement les valeurs des CMI. Toutefois, il
existe une relation simple entre les diamétrezdass d’inhibition et lekbg base des CMI mesuré par
la technique de dilution. Ces relations, appeléegalde concordance ou de régression. En thdese,
mesures des diametres des zones d’inhibition etrégorts sur les courbes de concordance donne les
valeurs des CMI en pg/ml (Freneyatt, 2000).

7. Les activités biologiques des huiles

Les huiles essentielles généralement sont conrarekeyr large spectre d’activité biologique.
Cette activité est liée a leurs composés chimigquagsritaires tels que les alcools, les polyphénets,
terpenes et les cétones ainsi que leurs effet gigpuas (Paster etl., 1990 ; Caccioni eél., 1994 ;
Cowan, 1999 ; Nielsen at., 2000 ; Lamiri efal., 2001 ; Cimanga «tl., 2002).

Cependant, d’autres études ont montré que cettét@qieut étre liee aussi a la présence des
tanins que l'on retrouve dans la composition chueigle certaines plantes, parmi lesquellés I’
arabicaetraddiana (Abdel....). L'étude de l'activité biologique des has est basée sur des méthodes
in vitro qui font appel aux techniques de I'antibiogrammeammatobiogramme afin de déterminer les
concentrations minimales inhibitrices.

Dans ce contexte quelques souches bactériennengtydies vont faire 'objet de I'étuda
vitro de I'activité biologique des huiles des deux espeat’acacia dans la partie expérimentale. Deux
classes des souches bactériennes a Gram p@&stiflils cereusBacilluc subtiliset Staphylococcus
aureug et & Gram négatifescherichia coli et deux souches fongiquéspergillus nigeret Candida

albicansvont étre confrontées aux deux huiles d’acacia.
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8. Les souches bactériennes

La plupart des cellules bactériennes sont de eéitedaille (1 a 3um). Toutefois, ces bactéries
sont a l'origine de certaines maladies humaineporesables de toxico-infections alimentaires. Ces
intoxications sont considérablement multipliées papparition de souches résistantes (tels que
certaines bactéries a Gram positif et & Gram nggatiertains agents antimicrobiens et menacent de
plus en plus la santé humaine.

8.1. Les bactéries a Gram positif

Actuellement de nombreux chercheurs travaillent Kagtivité antibactérienne des huiles
végétales vis-a-vis les bactéries & Gram+ (Eldeal.et2010 ; Lefsih etl., 2010). Trois souches
bactériennes a Gram positif ont été choisies peurest antibactérien des deux huiles d’acacia. A
savoir,Bacillus cereugtBacillus subtiliset Staphylococcus aures

» Bacillus cereus :

La morphologie du germe correspond a un grand lbaai forme de batonnet deuin de large
pour 3 & 4um de long, sporulé, mobile grace a une ciliatunénehe, d'une longueur supérieure a 3
um et d'un diametre moyen de 1,4 um et de typeara¢spe aero-anaérobie facultatif. Il présent une
coloration de Grarpositivité, et synthéte deux types de toxines :tonee thermostable et une toxine

thermolabile. La bactérie appartenant au taxonasiiv

Regne Bacteria
Division Firmicutes
Classe Bacilli
Ordre Bacillales
Famille Bacillaceae
Genre Bacillus
Espéece cereus

Le germeBacillus cereus retrouvé de maniére ubiquitaire dans le sol, fEjuemment
responsable d'intoxications alimentaires. Il s'a@# souvent de l'ingestion d'aliments non réfégéu
apres cuisson par exemple.

» Bacillus subtilis :

C’est une bactérie catalase-positive que I'on gdwabituellement dans le sol, mais c'est surtout
une espece ubiquitaire. Sa longueur varie de A 4t sa largeur de 0,5 & 2 um. Elle a pour forme
cellulaire des batonnets droits a bout arrondig &t mobile grace a une ciliature péritrichee Ekt

aérobique stricte, sa température optimale esOdiedrés (espece mesophile) et son type trophgjue e
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chimioheterotrophe. Enfin, son temps de générasm'environ 26 minutes. Les conditions optimales
de croissance de cette souche se situent pour womidris entre 5,5 et 8,5, et a une température de
10°C a 50°C (Bridier edl., 2011). Cette espece présente la classificatimaste :

Regne Bacteria
Division Firmicutes
Classe Bacilli
Ordre Bacillales
Famille Bacillaceae
Genre Bacillus
Espece subtilis

» Staphylococcus aureus

Ce sont des cocci a Gram positif appartenant aalaille des Micrococcaceae. lls ont une
organisation groupée en amas ayant une forme g¢p@rde raisin. Ills sont immobiles non sporulés,
catalase positive. Tres résistants dans le mikégrieur. Parmi les 27 especes du genre Staphytasoc
les plus pathogéne et les plus fréquents en conumaira et hospitalier (nosocomial) s@taureuss.

epidemidiset S. saprophyticyscar ils sont ubiquitaire et virulents. L'especeeas appartient au taxon

suivant :
Regne Bacteria
Division Firmicutes
Classe Bacilli
Ordre Bacillales
Famille Staphylococcaceae
Genre Staphylococcus
Espéce aureus

8.2. Les bactérie & Gram négatif

Ces bactéries a Gram positifs se distinguent detgitias & Gram positifs par la composition de
leurs parois cellulaires. Effet, la distinction renbactéries Gram positif et bactéries Gram négatif
repose sur une différence de composition pariétaleparoi des bactéries Gram positif est riche en
acide teichoique, absent chez les bactéries Grgatifhiét en acide diaminopimélique, moins abondant

chez les Gram négatif lesquelles ont une paroindhe en lipides.
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» Escherichia coli:

Escherichia colj également appeléslibacille, est une bactérie intestinale (Gram négatif), des
mammiféres, trés commune chez I'étre humain. Eet,effle compose environ 80 % de notre flore
intestinale aérobie. Cependant, certaines soucliescdli peuvent étre pathogenes en entrainant des
gastro-entérites, infections urinaires, méningitas,sepsis (Le Minor edl., 1954 ; Ingraham edl.,
1996). L'espece présente la classification suivante

Regne Bacteria

Embranchement Proteobacteria

Classe Gamma Proteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Escherichia

Espece coli

8.3 Les souches fongiques
Plusieurs travaux existent dans la littérature eamant I'activité antifongiques des huiles et des
extraits aqueux et organiques des différents ogdae végétaux vis-a-vis plusieurs souches fongique
tels queCandida albicansAspergilus nigetet Penicillium etc (Smith-Palmer edl., 1998 ; Lamiri et
al., 2001 ; Bagre dl., 2006 ; Lefsih eal., 2010).
» Candida albicans
Candida albicansest une espece de levure la plus importante gutaconnue du genre Candida.
Elle provoque des infections fongiques (candidiase candidose) essentiellement au niveau des
muqueuses digestive et gynécologique. Les candidsim® une cause importante de mortalité chez les
patients immunodéprimé€. albicansest champignon microscopique vivant a I'état mhtdans les
muqueuses de I'étre humain. On le retrouve chés 8@ la population, et il n'entraine aucune maladie
ou symptéome en particulier. C'est un organisme censa saprophyte (Lee at, 1999 ; Gow and
berman, 2004 ; Sheppard @t, 2004). Dans certains cas il peut devenir patheg€ette espece est

classée dans le taxon suivant : Classification

Regne Fung

Division Ascomycota

Classe Saccharomycetes
Ordre Saccharomycetales
Famille Saccharomycetaceae
Genre Candida

Espece albicans
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La culture des Candida donne des colonies qui g@mtdes, rondes, de couleur blanche ou créme
(albicans signifie blanchatre).

» Aspergillus niger

Les Aspergillus sont des champignons filamenteextyde moisissure, dont la colonie se présente
sous forme duveteuse. Le thalle, hyalin, présemtemycélium cloisonné portant de nombreux
conidiophores dressés, terminés en veésicule. lcaspes conidiophores se terminent par une téte
renflée.

Les Aspergillus ont une répartition mondiale. |k développent sur la matiere organique en
décomposition, dans le sol, le compost, les denaéegentaires, les céréales. lls sont présents dans
I'environnement humain, notamment dans les platgsdruits, la poussiére, I'air. On trouve de 20a
spores par metre cube. La classification de cepea differe a celle de. albicanselle est classée

selon le taxon suivant :

Regne Fung

Division Ascomycota
Classe Eurotiomycetes
Sous-classe Eurotiomycetidae
Ordre Eurotiales

Famille Trichocomaceae
Genre Aspeqgillus

Espece niger

9. Conclusion

Cette analyse des données sur l'activité biologiguées différentes techniqués vitro qui
permettent d'évaluer le pouvoir biologique nous qumermis de choisir les techniques de
I'antibiogramme les plus efficaces pour I'évaluatide I'activité antimicrobienne des huiles des deux
especes &. arabicaetraddiana.Ces techniques vont nous permettre de détermisdfNé des deux
essences d’acacia et de prédire les sensibilitéede souches fongiques et de quelques bactéries de

Gram positifs et négatifs dans la partie expérialent
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V. Matériels et méthodes
Les propriétés naturelles des huiles des deux esp&c arabica et A. raddiana sont

méconnues. Elles peuvent étre une source des aghkntsonservation et des produits
phythopharmacologies dont leurs avantages sonptosetteurs pour les différentes industries. Le
recours a ces bio ressources s’avere étre un pledixent face au risque des produits chimiques ou
synthétiques. C’est dans ce contexte que le présawdil porte sur des idées et concepts a
développer au sein d’'une recherche appliguée meoée la valorisation des huiles extraites des
graines de deux especes ligneuses des zones arides
1. Objectifs de I'étude

L'objectif général de cette étude est de mettré&wdence la phytochimie des deux huiles
innovantes des especes d’acadiadrabicaet A. raddiang des zones arides et semi arides et leurs
effets antioxydant et antimicrobien. D’autres obfecplus spécifiques de I'étude ont fait I'objet
d’expérimentation a savoir:

» Evaluation des rendements des huiles extraitediff@rents solvants ;

Détermination des propriétés physicochimiques dés$ides deux espéces d’'acacia ;
Analyse comparative des compositions en acidespgnala CPG des huiles;
Analyse des composeés tocophérols par HPLC desshuile

Détermination du pouvoir antioxydant des huileslpanéthode DPPH ;

YV V V V V

Mise en évidence de 'activité antimicrobienne Hedes ;

A\

Analyse statistique de données biologiques (ANCRAD,05).
2. Matériel végétal
Le matériel végétal utilisé dans cette étude esisttne de graines A. arabica et

raddianade différentes dimensions (PI. 3 : photo. A a D).

Planche 3 Matériel végétal.

Photo A et B : graines 4. arabica

Photo C et D : graines
d’A.raddiana.

LTI

hboooodBosd
D
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Ces deux especes sont originaires de la régione add Hoggar (Tegnoueuen,
Tessenaouene et Anfeeq) situé dans le sud algéesrcoordonnées géographiques des différentes
régions sont portées dans le tableau 4 en années graines ont été récoltées et identifiéesqgmr |
services de l'institut national de recherche farest(INRFT) et la conservation des foréts de la
wilaya de Tamanrasset (CFT) au mois d’avril de 260&e 2010.

3. Lieu de prélevement

Le Hoggar est un massif montagneux de I'extréme &gérien, il se situe entre 12° et 25°
de laltitude Nord entre 3° et 6° de longitude HIg.(L0). Il s’étale sur une superficie d’environ
554000 km qui représente le quart de la surface globaleAdgdrie. Le climat est marqué par une
saison seche tout en long de I'année, les températnaximales absolues peuvent atteindre 40 °C a
Tamanrasset (1395 m) et 28 °C a Assekrem (2760urgnd le mois le plus chaud (Juin). Par
ailleurs, le mois de janvier est le plus fraisest fempératures minimales sont tres basses (-C3,5 °
en 1993).Les précipitations sont rares, irréguicaéatoires de faible importance (100 a 200

mm/an). C’est dans cette zone que les prélevendengsaines des deux especes ont eu lieu.

E T

nby | Oran

: "I‘Inam’p Hllllll
,ﬁabatsﬁa -9 _T!n‘i'l

Fis
safi_ MAROC
'y gremnite oo g
Marrakech s‘
.Zu
a.hn;-'-l‘_-F- +.¢ T

o e e = Timimouns \

1 - q_, .l.l:l... ¥
=2 g A
J-..J ouf= -Iadﬂr-il- -]-: ﬁl-h .. n?m'ﬁ ome
. ﬁ.“ ri h-l. -,.lp ) il

& s Ol idcewe §

w [T R

= ' 5 T L
i o e =eid '

! g .|I ..\‘ TP"CI"F1|T'-|- i ":lh-..!r mi 3908 me
E 'l “I'“udlm .1;. "'-._l_,f- %ﬂﬁ:e’c 1-* 34

ij | MALI —Tn _E.'f+i/ o il
EL D I,F}[ F-- . T.“fl}! B v 3.'“::%5".#'; f"'wa i
T4 Arabica - A raddiana | ———————

Fig. 10 :Répartition géographique dé\l'arabicaet I'A. raddiana en Algérie (Tissouras, 2004).
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4. Protocole expérimental général

La figure 11 résume le protocole expérimental galretrivi durant cette étude.

Matériel végétal
(Graines d’A. arabica et A. raddianp

| €——Séchage a105°C
Détermination du taux d’humidité

| €——Triage + Lavage + Séchage
Matériel \'/égétal sec

€&————_Broyage des graines

A

A

&—————Extraction chimique de I'huile

Obtention d’Huile + solvant
I Elimination du solvant
Par un rotavapeur rotatif

€&———Ftuvage (50° C / 15 min)
Huiles d’A. aral;l'lc'aetd’A. raddiana

\ ¥
Etude phytochm_nque_ _ Etude biologique
> Analyses physicochimiques, > Activité antibactérienne,
» Analyses des acides gras / CPG, » Activité antifongique

» Analyses des tocophérols / HPLC.
» Pouvoir antioxydant test DPPH°

Analyse statistique ANOVA
P<0,05
Analyse de corrélation

Fig. 11 : Protocole expérimental général

5. Etudes phytochimiques
L’ensemble des techniques d’extraction et de ¢énaation physicochimiques ont été
effectuées selon les méthodes AFNOR (1985), dansalmratoires de biochimie alimentaire et

microbiologie de l'université de Tiaret a I'excapti des analyses chromatographiques (CPG et

HPLC) ou ont été réalisée au niveau des laboest@ie police scientifique de la slreté de la wilaya

d’'Oran et d’Alger; le laboratoire de contrble deglaalité et la répression des fraudes d’Oran et le

laboratoire des analyses physicochimiques de Rlasaa au Maroc.
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5.1. Détermination du taux d’humidité
Le taux d’humidité est la perte de masse am exprimée en pourcentage, que subit un
I'échantillon dans les conditions décrites par dahnique AFNOR, (1988). On procede a une
dessiccation d’échantillon a la température 10586sdune étuve jusqu’a une masse pratiquement
constante. Le nombre de répétitions est de circhafue répétition représente un poids de 10 g.

Toute les 05 minutes, on détermine le poids jusqa’atabilisation. La teneur moyenne en eau est

exprimée en pourcentage selon la formule suivan P, — P,
H% = —= x 100

F,

H% : Pourcentage de I'humidité ; P: Poids frais de I'’échantillon en grammey; :FPoids sec de
I’échantillon en gramme.
5.2. Préparation des échantillons avant extraction

L’étape de la préparation des échantillons pour @émentuelle extraction de [I'huile est
obligatoire, elle nécessite les opérations suisante
» Triage : C’est une opération préliminaire qui a pour bulidiéer les graines non conformes ;
» Lavage : Il se fait par I'eau et quelques gouttes d’eayasiel. C’est une opération préliminaire

qui a pour but d’éliminer les matieres contaminante
» Séchage il se fait dans une étuve a une température deCLPO8Ir éliminer 'lhumidité;
» Broyage : Cette opération permet la réduction de la taile graines de 6-9 mm de diameétre a

0,5 mm a l'aide un broyeur électrique a couteautyde RETCH;
» Conservation de la poudre ‘La poudre est stockée dans un endroit sec ebi tla la lumiere.

5.3. Extraction chimique par Soxhlet

L’extraction chimique des huiles des deux espécasadia a été réalisée a l'aide de trois
solvants de polarité différente afin de mettre eidence la solubilité des huiles vis-a-vis des
solvants utilisés. Selon la technigue AFNOR (199&xtraction a été effectuée a l'aide de
I'appareil de Soxhlet, qui présente un montage iigae permettant un meilleur contact entre le
solvant et la matiere végétale. Cette dernierenest dans une cartouche cellulosique et placée dans
la colonne du Soxhlet.

Le ballon qui contient le solvant est maintenu balléion constante grace au chauffe ballon.
Le solvant évaporé se condense dans le réfrighéaatun réfrigérateur a une température de 10°C
d’'ou se forment des gouttelettes et tombent damslEnne en solubilisant la matiére grasse. Une
fois le solvant atteint le niveau du grand siphibrest aspiré de nouveau vers le ballon. Apres

I'épuisement de la matiére grasse, I'huile est spdu solvant par une distillation au rotavapeur.
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Pour déterminer le rendement de I'huile cing répéts ont été effectuées. Le pourcentage de

rendement moyen en huile est calculé selon la flswivante :

P, —P;

Pe

Ru% — % 100

Rn% : Rendement en huile ;
P> : Poids du ballon avec I'huile en gramme ;

P1 : Poids du ballon vide en gramme ;

Y V V V

Pe : Poids de la prise d’essai (poudre végétale) amgre.

5.4. Analyses physiques des huiles

Les principales analyses physico-chimiques onteffiéctuées selon les techniques AFNOR,

(1998).
5.4.1. Indice de réfraction

L’indice de réfraction a été déterminé par un &métre ABBE a une température fixée a 20
+ 1°C selon la méthode AFNOR (NF-60-22) qui coms&tétalonner le réfractométre avec I'eau
distillée dont I'indice de réfraction est égal 833 et a déposer entre les deux prismes de l'appare
une a deux gouttes d’huile. Aprés, I'indice de aéfion et le % en matiére seche de I'huile sont

déterminés a l'aide des deux échelles a 20°C etiléaselon la formule suivante :

%o = It + 0.00045(t- o)

?%: Indice de réfraction & 20°C ;

It : Indice de réfraction a la température 20°C ;

T : température ambiante

Le nombre des répétitions varient de 5 a 10.

5.4.2. Densité

La densité est mesurée a l'aide d’un pycnométra @rhpérature 20 £ 1°C selon la méthode
AFNOR (NF60-214) qui consiste a :

» Peser le pycnomeétre videgfRet plein d’eau distillée @ ;

» Vider et sécher le pycnometre, puis le remplir diradle et le peser (B.

Les résultats sont donnés par la formule suivante :

P,- P

d = » 100

P, - P,
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» d: Densité de I'huile a 20°C ;
» Po: Poids du pycnomeétre vide ;
» P1: Poids du pycnomeétre remplie d’eau distillée ;

» P.: Poids du pycnometre remplie d’huile.

5.4.3. Teneur en phosphatides
25 g d’huile sont dissoutes dans 200 ml d’acét@nene température 4°C, ils sont laissés
pendant 2 heures, ensuite le mélange est filtrépapier filtre préalablement pesé, ce papier
contient le résidu phosphatidique. Ce dernier @stiés & une température de 100°C jusqu’a 150°C ;
puis laissé dans le dessiccateur jusqu’a son digsEment et enfin il est pesé. L'essai a été éépét

cing fois. Le pourcentage des phosphatides estiléadelon la formule suivante :

- P
(%) phosphatides = x 100

Pe

» P1: Poids du papier filtre avant filtration en grasam

» P.: Poids du papier filtre apres filtration en gramme

» Pe: Poids de la prise d’essai.

5.4.4. La Viscosité
La viscosité pour une température donnée, c’estokdficient de frottement moléculaire

interne. Elle augmente avec le degré de saturatidiécroit avec I'augmentation de la température
(KARLIS KIND, 1992). Nous avons utilisé un viscosimétre a chute dee bdlvec bain
thermostatique apres avoir rempli le tube du viseése avec I'huile, on place une bille de
caractéristiques connues et on calcule le tempseeande, du déplacement de la bille entre les

deux traits du tube du viscosimetre. La viscoditieoue n est en m.Pa.s (milli. Pascal. Seconde).

n=tx(P, - P,)xk| t:temps de chute de la bille en seconBedensité de la bille utilisée ;

P2:densité de I'huilek : constante caractéristique de la bille.

5.5. Analyses chimiques des huiles
Les analyses chimiques ont été effectuées seldrdhaiques AFNOR, (1998).
5.5.1. Pourcentage d’acidité (%A)
L’acidité a été déterminée selon la méthode AFNIDR! les étapes sont les suivantes :
» Peser dans une fiole conique de 250 ml 0,5 a T gras ;
» Ajouter 10 ml d’éthanol ;
» Titrer en agitant avec la solution éthanolique dimxyde de sodium 0,1N jusqu’au virage

de l'indicateur (phénolphtaléine).
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YV V VYV V

rose.

L’essai a été effectué cing fois et le % d’acidisé donné par la formule suivante :

VX CxM
A% e o T

0 = E

V : volume de la solution de NaOH utilisée en ml ;
C : concentration exacte de solution de NaOH egliénol/L) ;
E : la masse de la prise d'essai en gramme ;
M : la masse molaire de I'acide oléique en g /n@82 g/mole).
5.5.2. L’indice d’acide I
Le dosage direct de I'acidité se fait en présercphiEnolphtaléine : virage de l'incolore au
Lors d'un dosage indirect, le corps gras distous dans un excés précis de potasse

alcoolique. L'exces est dosé par une solution daahlorhydrique de concentration connue en

présence de phénolphtaléine : virage du rose @olame. La méthode AFNOR (60-204) consiste a :

» Peser dans une fiole conique de 250 ml, 0,5 a Tmpges gras ;
» Ajouter 10 ml d’éthanol ;
» Titrer en agitant avec la solution éthanolique dioxyde de potassium 0,1N jusqu’au
virage de I'indicateur (coloration rose de phéntdpine).
L'indice d’acide est calculé selon la formule suite :
I — VoxX 361 x N
E
» |a: Indice d'acide ;
» V : Le volume de la solution d’hydroxyde de potassiutilisé, exprimé en millilitres ;
» E :Lamasse en gramme de la prise d’essai.
5.5.3. L’indice de saponification §
L’indice de saponification a été déeterminé selonmathode AFNOR (NF60-206) qui
consiste a :
» Peser dans une fiole conique, environ 2g de caol|ss;g
» Ajouter 25 ml de solution éthanolique d’hydroxydembtassium (0,05N) ;
» Adapter au refrigérant la fiole contenant la pridessai et la solution éthanolique
d’hydroxyde de potassium ;
» Porter la solution a légére ébullition en agitaattemps en temps, aprés soixante minutes,
arréter le chauffage, ajouter 4 a 5 gouttes ddisalde phénolphtaléine ;
» Titrer la solution savonneuse encore chaude aveallgion d’'acide chlorhydrique (0,5N) ;
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> Effectuer un essai a blanc dans les mémes conslition

L'indice de saponification est donné par la formsigvante :

YV V. V V V

I (Vex Vi) x Tx36,1

E

Is: Indice de saponification ;

Vo: Le volume (ml) de la solution d’acide chlorhygire utilisée pour I'essai a blanc ;

V1: Le volume (ml) de la solution d’acide chlorhygire utilisée pour I'essai avec I'huile ;
E:
T:

La masse en gramme de la prise d’essai ;
Titre de la solution d’HCI.
5.5.4. Indice d’iode

L’indice d’iode correspond au nombre de grammesd#ifixé pour la double liaison de 100

g de corps gras. 0.2 g d’huile sont additionnés aRde chloroforme et 25 ml de réactif du WIJS

(CIl). La solution est soumise a une agitation pemdyuelques secondes puis laissée au repos

pendant 1 heure et 30 minutes a I'abri de la luendors qu’un essai a blanc est effectué en

parallele. Apres repos, 20 ml d’'iodure de potassaub® % sont ajoutés au cours de la réaction plus

150 ml de I'eau distillée. L’iode libéré au coules la réaction est titrée par le thiosulfate dewsad

NaS0s (0,1N) jusqu’a I'apparition de la couleur jaunajaci.

Une fois la couleur devient jaune acajou, 1mld’esnpl’amidon est ajouté. Apreés, la

titration se fait par le thiosulfate de sodium ju'sqce que la couleur devienne jaune. L’indice

d’iode est déterminé par la formule suivante:

A\

= (V1 -V/P)x0.01269 x 100

Il Indice d’lode ;

V1: Volume (ml) de la chute burette de la solutioishlfate de sodium pour I'essai a
blanc;

V : Volume (ml) de la chute burette de la soluttbiosulfate de sodium pour I'essai a
I'huile;

P : Poids de prise d’'essai de 0,2 g ;

0,01269: Nombre de gramme d’lode correspondantladémaS;Os;

100 : production en 100 g du corps gras.
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5.5.5. Pourcentage des insaponifiables

Selon la méthode AFNOR (60-205-,1975), 5g d'huittéamise dans une fiole munie d'un
réfrigérant et additionné de 50 ml de KOH éthan@i@1N). On laisse bouillir pendant une heure,
puis on ajoute 50 ml d'eau distillée on agitant. dodution est transvasée dans une ampoule a
décanter, la fiole utilisée est rincée plusieurs &vec un total de 50 ml d’hexane. Ensuite, uige fo
transvasés dans une ampoule qui sera bouchéeiteraamergiquement pendant une minute. On la
laisse reposer jusqu'a séparation compléte des pleases, puis on récupére la phase inférieure
savonneuse pour la mettre dans une autre ampaalphdése supérieure est lavée comme dans le
premier cas deux fois avec 50 ml d'hexane. On é&amp la phase supérieure, apres avoir
rassemblé les phases supérieures dans une ampouddfectue trois lavages avec 25 ml d'une
solution éthanol 10%.0n récupére I'extrait lavésdam ballon préalablement séché et pesé et on le
chauffe au bain marie a 100°C pour éliminer le @olyOn termine le séchage de I'extrait a I'étuve a
103°C pendant 15 mn, puis on laisse refroidir dandessiccateur et on le pese.

Le résidu est dissout dans 4ml d'oxyde diéthylémiguquel on ajoute 20 ml d'éthanol a 95
% puis quelques gouttes de phénolphtaléine et tom dvec une solution éthanolique de KOH
(0,1N). Ce titrage sert a déterminer s'il y a pmésed'acide gras libre dans le résidu ou non. Bans
cas d'un résultat négatif donné par le titrag@olercentage des matiéres insaponifiables s'exprime

comme suite:

%M i = m1 x100/ my

» %NM;: Pourcentage de la matiére insaponifiable ;
» my: masse du résidu en g;
» mo: prise d'essaieng;
Dans le cas ou le titrage donne un résultat pagitifsignifie la présence des acides gras
libres provenant de I'hydroxyde de savon, le pouege de la matiere insaponifiable s'exprime

comme suite:

% Mi= (m-0,28 xTxV) x100/ no

> V:volume de KOH ;
> T:titre de KOH.
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5.6. Analyses des acides gras des huiles par la CPG

La chromatographie en phase gazeuse est une acalgstive et quantitative. Nous avons
utilisé deux techniques différentes dont le butdéeerminer et de confirmer la composition en
acides gras des huiles des deux espéces d’'acacia.

La premiere technique utilisée est celle de Trantclkaal. (1982), ou les acides gras des huiles
doivent étre estérifiés avant I'analyse par la CR®tte analyse a été réalisée au niveau des
laboratoires :

» Les laboratoires de police scientifique de la €idet la wilaya d’Oran et d’Alger;

» Laboratoire de contrble de la qualité et la répoesdes fraudes d’Oran ;

» Laboratoire des analyses physicochimiques de @aséaroc.

La technique d’estérification consiste a mettre dittgs d’huile dans un tube plus 1ml
d’hexane avec une agitation de 2 secondes envidosuite, introduire a l'aide d’'une pipette un
volume de soude méthanolique, boucher le tubeeragéndant 10 secondes environ et porter au
bain — marie a 50°C. Ajouter un volume d’acide dmjalrique préparé dans du méthanol et laisser
décanter. Injecter 0,2l de la phase surnageant dans la colonne de la C&Gacides gras sont
identifiés sur la base de leurs temps de rétergioguantifies au moyen des standards purs des
esters méthyliques d’acides gras. Le chromatographeé est de type Perkin EImer Auto-System
XL. Les parametres de I'analyse sont :

» Colonne : Capillaire BPX70.
Température de la colonne : 140 °C pendant 5 M8@fC pendant 15 mn.
Température d’injection 200 °C
Température de détection 280 °C
Détecteur FID
Débit du gaz N (15 ml/S).
La deuxieme technique a été effectuée selon le nopdeatoire d’AFNOR (1995). La

technique utilisée pour l'identification et la qaifination des esters d’acides gras libres consiste

YV V. V V V

mettre 0,2 g de I'huile dans 5 ml de solution alcpee de KOH 2N plus 3ml du solvant isooctane
(2,2,4-trimethylpentan) et 1g d’hydrogénosulfatesddium monhydraté, agitation par un vortex et
on laisse décanter quelques minutes selon les aethde AFNOR, (1986). 0,5 ml du surnageant
avec 1,5 ml d'isooctane sont déposés dans despdiai l'injection dans le chromatogramme.
L’appareil est de type Perkin Elmer Auto-System Xles chromatogrammes obtenus des deux
huiles d’acacia seront reportés dans le chapitxast
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5.7. Analyse des tocophérols des huiles par HPLC

Les huiles dA. arabicaetA. raddianaont été extraites par macération des poudres alégét
des graines dans le solvant éther de pétrole d prehdant 24h. Aprés, une filtration sur papier
filtre et évaporation du solvant, 1g d’huile eststiut dans 10ml d’isooctane (2,2,4-trimethylpentan
CgHig) pour le dosage par HPLC de type RT-10A.L Shimadzatilisation d’'un détecteur a
fluorescence, présente une grande spécificité gunet l'injection directe des échantillons. Les
longueurs d’onde optimales a I'excitation et a igsion sont a 290/317nm. La colonne de HPLC
est de silice et la phase mobile est un mélangsaleants isopropanol ¢8sO) et isooctane (99,5 :
0,5v/v). Les chromatogrammes des deux espéces cibacgront présentés dans le prochain

chapitre.

5.8. Activité antioxydante des huiles par le DPPH®

L’évaluation du potentiel anti-radicalaire est realselon la méthode décrite par (Sanchez
et al., 1998 ; Scherer et Godoy, 2009). Deux approches sppliquées: d'une part la
détermination de la réduction du radical DPPH® damps de référence (elle est définie par %
RSA : Radical Scavenger Activity) ; et d’autre garsuivi de la cinétique de la réduction.

Dans un premier temps, la stabilité et l'intervalkelinéarité des solutions DPPH° ont été
déterminés. Six concentrations de la solution nrétlgue de DPPH® (50 a 250 pg/ml) ont été
testées afin de choisir la concentration idéaleatt solution (Fig. 12).
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Fig. 12: Courbe de calibration de la solution DPRgI°ml.
La solution de DPPH® a 2509/100ml est prépaiee solution ne se conserve pas plus de
4 a 5 jours a -4°C et I'obscurité. Les extraits desx espéces d’acacia ont été préparés aux
différentes concentrations (25 a 125ug/ml) damsé@ene solvant. Des volumes de 0,1ml de chaque
solution et concentration a tester ont été mélaagés 3,5 ml de la solution DPPH® (DO = 0,809

+0,001 a 517nm). Le mélange est agité puis inculiéb&curité pendant un temps défini pour

45



Partie expérimentale Chapitre V :di€riels et méthodes

atteindre le plateau d’équilibre. A des intervalliesstemps réguliers, les absorbances=%17 nm
ont été enregistrées contre le blanc par un spaétre Shimadzu UV-VIS.
Les parametres calculés de I'activité antioxydant# :
» Pourcentage d’inhibition de % DPPH:o(AA1/Ao) X100
Ao : Absorbance du blanc DPPH® dans le méthanol ;
A1 : Absorbance de I'échantillon d’essai.
ICs0 : Concentration d’antioxydant pour réduire 50¥DRPH° en DPPHH ;

YV V VYV V

TICs0 : Temps nécessaire pour atteindre une concemtrd@mtioxydant égale a IC50 ;
» Efficacité anti radicalaire EAR= 1/ (kX TICs0).
L'inhibition du radical libre DPPH° a été analyggss I'acide gallique comme solution de référence

dans les mémes concentrations et conditions ofpé®to

6. Etude de l'activité biologique des huiles
6.1. Souches microbiennes
Quatre souches de collections ATCC bactériennake@x souches fongiques ont été testées
pour déterminer l'activité antimicrobienne des &silbrutes di.arabica et d’A.raddiana Les
souches bactériennes ATCC lyophilisées proviendenkinstitut Pasteur d’Alger par contre, les
souches fongiques nous ont été fournies par ledatice de microbiologie de l'institut vétérinaire
de l'université de Tiaret et le laboratoire de mhiologie de I'université d’Oran (Tab.5).

Tableau 5 : Les caractéristiques principales dashss microbiennes utilisées.

Souches Genre et espéece Principales caractéristigue
Bacillus cereuATCC 6633 Bacilles Gram +
Bacillus subtilisSATCC1177¢€ Bacilles Gram +

Bactériennes

Staphylococcus auredsTCC 3386z | Cocci Gram +

Escherichia colATCC 25922 Bacille mobile Gram -

Aspergillus nigeATCC 16040 Champignon
Fongiques : :

Candida albicans Levures

6.2. Milieux de cultures
Trois cing de culture dont la composition est llé&dans les tableaux 6 en annexe Il ont été
utilisés pour les souches bactériennes:
» le bouillon nutritif (BN),
» la gélose nutritive (GN),
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» le milieu Mueller Hinton.
Pour les cultures fongiques nous avons utilisé :
» le milieu nutritif P.D (Pomme de terre dextrose),

> le milieu gélosé PDA (Pomme de terre Dextrose AEab.6 en I'annexe lI).

6.3. Préparation des dilutions des huiles

Des différentes gammes de dilutions des dewesuiA. arabicaet A. raddianaont été
préparées dans 1 ml du solvant DMSO pour chaqueageftab. 7).
Tableau 7: Les différentes concentrations des fuildisées pour les tests de I'activité

antimicrobienne.

Concentrations des huiles en mg/mk 103

C1 C Cs Ca Cs Cs C7
15,75 315 63 126 252 504
15,37 30,7 61,5 123 246 497
13,1 26,2 | 52,55 109 211, 422\5
9,8 19,75 39 79 158 316

A4

NJ

o O o] ©

6.4. Préparation de 'inoculum
6.4.1. Les bactéries
Les souches bactériennes indiquées dans le tableauété ensemencées par stries sur un
milieu gélosé dans des boites de pétrie de 9 cm pré@parer I'inoculum bactérien. Apres 16 a 24
heures d’incubation & 37°C, trois & quatre colohien isolées sont prélevées et émulsionnées dans
5 ml de I'eau physiologique stérile en agite pendprelques seconde au vortex. La standardisation
de la suspension bactérienne est réalisé par uctrgpleotométre Shimadzu UV-VIS a une
longueur d’onde de 600 nm contre une solution BtdMac Farland jusqu’a I'obtention d’'une DO
de 0,1. Selon Mac Farland on admet une DO compmeiges 0,08 et 0,1 correspond a une
concentration de ¥G 1 ufc/ml. A partir de cette concentration nous avefisctué des dilutions
de suspension bactérienne de 1/10 dans I'eaulélssitérile afin d’avoir la concentration finalesde
bactéries de PAFC/ml (Joffin et leyral, 1996 ; Jehl @k, 2006).
6.4.2. Les champignons
Dans des boites de pétrie contenant 20 ml deurf[2A, des implants circulaires d’environ 6
mm de diamétre, le champignon filamentéspergillus nigerest déposé au centre des boites. Les

précultures d€andida albican®nt été établies de la méme fagon que les bast@niehangeant le
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milieu GN par PDA. Les précultures ont été inculk@@8°C pendant 48 heures p@uralbicanset

a 25°C pendant 7 jours poAspergillus nigerA partir de deux a trois colonies @e albicansdes
dilutions ont été effectuées afin de standardigedulum et d’obtenir des suspensions de spore de
concentration finale de 10fc/ml. PourA. nigerun implant de quelques millimétres est dilué pour
préparer un inoculum de 10fc/ml.

6.5. Tests de l'activité antimicrobienne

Il existe différentes techniques pour étudier Ensibilité des germes vis-a-vis des
substances antimicrobiennes. Pour tester les eféethuile dA. arabicaet d’A. raddianasur les
bactéries, nous avons utilisé deux techniquesrdiités la diffusion en milieu liquide et en milieu
solide. Dans cette derniére technique nous avatiséutleux méthodes différentes (méthode de
disque et de puits).

6.5.1. Méthode de diffusion en milieu liquide

Des volumes de 1,5 ml ont été ajouté de chaquéatld’huile d’acacia déja préparé dans
des tubes contenant chacun 8,5 ml de bouillontifutti ensemencer avec 0,5 ml de suspension
bactérienne 1OUFC/ml. Les cultures sont incubées a 37°C pen@dnheures (Fig. 13). Des
cultures bactériennes contenant que le solvanesede témoins pour la lecture des résultats. Les
résultats représentent la moyenne de Cing répgbiamschaque concentration d’huile.

Pour les souches fongiquies mémesoncentrations d'huiles ont été introduites enenili
dextrose de pommes de terre (PD). Un millilitresdspension de spores ajusté ECFU/ ml a été
ajouté a chaque tube et incubé a 28°C pendanty@seourC. albicanset a 25°C 7 jours pouk.
niger. Le bouillon de dextrose de pomme de terre saosrporation d'huiles et avec 1 ml de
suspension de spores a servi de témoin positify @pétitions ont été effectués pour chaque test
(Joffin et Leyral, 1996 ; Fernandaadt, 2007) (Fig. 13).

En outre, une évaluation des densités optiqualifi@sentes cultures a été mesurée avant
et apres incubation par un spectrophotométre SambBlY/-VIS a une longueur d’onde= 600 nm
(Fig. 13). La croissance des cultures bactérieforggiques a été estimée a I'ceil nue par une simple
comparaison entre les cultures témoins en se basatapparition des troubles dans les cultures
microbiennes et par la mesure des densités optidessdifférentes cultures avant et aprés

incubation.
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Précultures bactériennes sur milieu G.N incubgtidi24 h & 37°C

Milieu B.N 8,5ml + 0,5ml s&pension bactérienrie® UFC/ml)
+1ml huile
Mesure DO par spectrophotom8trenadzu

UV-vis avant incubatiori.a& 600nm
Incubation pendant 24 heures a 37°C

Mesure des DO de la croissan
microbienné.& 600nm

Lecture des résultats

v v

Réincubation des tubes des cultures 0,1 ml des cultures des tubes négatifs
négatives avec le réactif résazurine. subcultivés a 37°C pd 24h.
Confirmation des CMI Détermination des CMB et CMF

Fig. 13 : Test antibactérien par la technique tlgidn en milieu liquide.

Les CMI détectées correspondent a la plus petiteardration d’huile qui ne produit pas de
trouble dans le milieu de culture. Afin de confimies valeurs des CIM qui ont été déja estimées
une autre réincubation des tubes de cultures meamobs négatives a été faite a la méme
température d’incubation durant un temps de 2 awtds additionnées d’environ 0,05ml de réactif
résazurine. Cet indicateur permet encore une idétecter la CIM qui correspond a la plus petite
concentration d’huile qui ne produit pas le viralgela couleur de la résazurine.

Cependant, les concentrations minimales bactésaatdongicides (CMB et CMF) ont été
déterminées par une subculture de 0,1 ml des esliuégatives sur un milieu gélosé on respectant
les temps et les températures d’incubation initiaéss CMB et CMF correspondent a la plus petite
concentration d’huile qui ne donne aucunes subgaaises observée (Fig. 13).

6.5.2. Méthode de diffusion en milieu solide
Deux méthodes différentes ont été utilisées powgttren en évidence le pouvoir
antimicrobien des deux huiles d’acacia.
» La premiere méthode est I'antibiogramme ou méthddedisque. Elle consiste a couler
stérilement les milieux MH pour les souches baetérés et PDA pour les souches fongiques
dans des boites de pétri de 9 cm de diamétre,i$ggar du milieu doit étre de 4 mm. Une fois

les milieux solidifiés, 0,5 ml de la suspensiontbeenne a la concentration ®LOFC/ml et
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fongiqgue a 10UFC/ml ont été étalées en nappe sur leurs milieencultures appropriées.
Apres, trois disques en papier filtre de diamétenwron 6 mm, préalablement stérilisés et
imprégnés de la solution d’huile a différentes amnmrations ont été déposé a la surface du
milieu ensemenceé. Le dépot des disques doit éife ram du bord de la boite et distant entre
eux pour éviter la fusion entre les zones d’inkoibit Ensuite, les cultures ont été incubées dans
les mémes conditions citées ci-dessus.

» La deuxieme méthode dite de puits ou les disques nplacés par des puits. Apres la
polymérisation du milieu et a I'aide d’'un emporieqe stérile on perfectionne des puits de 6
mm de diamétre. Ensuite, chaque puits est remplisdel d’huile a une concentration donnée.
Les puits témoins sont remplis du solvant.

La sensibilité des espéces bactériennes est espiaréla mesure du diamétre de la zone
d’inhibition de la croissance microbienne autour disque ou le puits en mm apres 24h
d’incubation a T = 37°C a 'aide d’'une régle graglue

Pour les souches fongiques et aprés incubation#aZ2& pendant 48 heure€.(albican3
et 7 jours A. nige) les diamétres des zones d'inhibition ont été néssen millimetres, y compris

le disque de 6 mm. Le pourcentage d'inhibition (#&}té aussi calculé selon la Formule suivante:

1% = [dc-de/dc]x100

» %I : Pourcentage du taux d’'inhibition ;
» dc : Diameétre moyen des cultures témoins ;
» de : Diamétre moyen des cultures en présence d’huil
Les différents tests ont été réalisés cing foidest moyennes des valeurs des diamétres sont

représentées dans les tableaux 32 a 54 en annexe Il

7. Analyse statistique

Les résultants des données du test de diffusionnelieu solide de [lactivité
antimicrobienne ont fait I'objet d’'une analyse saque de variance selon le test Newman-Keuls
(ANOVA P <0,05. Ainsi une analyse de corrélation a été menée ddi mettre en évidence s'l
existe une corrélation entre les diametres dasezd’inhibitions de la prolifération microbienne e

les concentrations des huiles confrontées pourughagpéce microbienne.
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Chapitre VI Résultats et discussions
VI. Résultats et discussions

1. Teneur en humidité des graines

L’'opération de séchage des graines des deux esgemexia est obligatoire, elle a réevélé
un pourcentage d’humidité che&. raddianalégerement supérieur par rapport a I'espa@bica
respectivement 0,32 % et 0,21% avec un temps deagédae 59 + 1 (0,80 h) et 48 + 0,71 minute
(0,99 h) (fig. 14).

70 1 EHumidité% = Temps mn 3
59,5

60 - I -3

50 - 48 o5
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o >
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-10 -

Fig. 14: Humidité (%) et le temps de séchage (f®utes graines d’acacia.

Cette différence est probablement liée a plusi@aoteurs tels que les facteurs biotiques et
abiotigues. Comme tout organisme vivant les plact@giennent de nombreuses enzymes. Ces
derniéres a la mort des plantes et si elles somtemues en milieu aqueux, elles vont entrainer de
nombreuses réactions de dégradation qui ne selumtpmpensées par des synthéses au sein de la
cellule morte. Il survient donc une détérioration dontenu cellulaire qui a parfois comme
conséquence la dénaturation totale des systemegmatiques. Cela afin de conserver la
composition chimique de certains composés fragiteesn méme temps de faciliter I'extraction des

huiles par les différents solvants organiquessdtdidans la prochaine opération.
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2. Rendements des graines en huiles
La nature du solvant présente un facteur qui p#lutencer les performances de I'extraction
d’'une maniere significative. C’est pour cette raism a utilisé trois solvants organiques différents
savoir I'acétone, I'hexane et I'éther de pétrolaipévaluer le rendement des graines en huile des
deux especes d'acacia, ainsi que leurs temps duidn (fig. 15 et 16). Les résultats obtenues
présentes les observations suivantes :
» La plus forte concentration d’huile s’observe dé&ssgraines d®. arabica Lepourcentage
de rendement d’huile augmente respectivement d#6M®44 %, 10,05 + 0,18 % a 12,28 +
1,09 % pour les solvants acétone, hexane et éthgvéttole. A I'inverse, leurs temps
d’extraction diminue au fur et a mésure de 9,675 @ environ 7 £ 1,03 heures (fig. 15).
» Les mémes remarques sont enregistrées pour le ggdage du rendement d’huile des
graines de I'espeamddianavis-a-vis des solvants, sauf que, ce rendemetd phgs faible
par rapport a 'espéa@abica Le temps d’extraction noté est presque identppue chaque

solvant (fig. 16).

16 - -16
0% Huile mTemps H
141 12,28 14
12 A l -12
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o]
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Acétone Hexane Ether de pétrole

Fig. 15: Rendements des graine&.cirabicaen huile extraite par différents solvants.
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Fig. 16: Rendements des graine8.daddianaen huile extraite par différents solvants.

La teneur en huile extraite par I'hexane de I'esf@abicaalgérienne (10,03% * 1,48%) est
deux fois supérieure a celle originaire de I'lnadmitdsa teneur varie de 4 a 5% (Zaakaletl986 ;
Maity et Mandal, 1990). De méme, les teneurs erehdé I'especeA. senegaloriginaire du
Pakistan voisine de A. arabica présente une faible teneur de 4,2 a 4,9% (Jamal.,e1987 ;
Benerji etal., 1988). Par contre, la teneur en huile des gralh&sarabicase rapproche des teneurs
obtenues sur d’autres espéces d’acacia d'origisadienne tels quA. ligulataetA. lysiphloiaqui
représentent respectivement 11 et 10% (Broval. £1987).

Par ailleurs, le résultat obtenu de I'espeéaddiana est Iégérement supérieur (5,14% =+
1,65%) a celui obtenu par Benerjiat(1988) sur la méme espéce d’origine d’'Inde (3,32atte
variation entre les résultats obtenus et qui ohtr&pportés dans les littératures en ce qui coacern
le rendement d’huile des graines des deux espeaesacth semble étre en relation avec plusieurs
facteurs biotiques et abiotiques.

Les rendements des huiles des deux especes d'aasiaque leurs temps d’extraction
restent intéressant de point vu quantitatif comparment a celui des grainesAdgania spinosa
marocaines qui est un arbre non cultivable donthsile est trés connue et valorisée dans différents
domaines. Cette espespinosaprésente un rendement de 50% d’huile pour les aezanQe
rendement diminue a 4,4% d’huile noté pour les atearpar rapport au fruit (Nadaadt, 2003).
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Nous avons constaté que les graines des deux ssp&macia sont rentables par rapport aux

graines d’arganier.

Cependant, 100 Kg de graines d’acacia donnent @an\i@,28 Kg d’huile équivalent de
14,531 d’huiles pour I'espéece arabica et 5 Kg d’huiterieon 6,251 d’huiles pour I'espéce raddiana.
En ce qui concerne I'espece d’arganier 100Kg dagsarenferment envirod | d’huile (Charrouf,
1984, Bakel 2008, Abess et Douham 2009 ; Bentotnizelhouari, 2010). On voit clairement que
la difféerence de rendement est trés significativerg’huile d’A. arabicaqui présente environ trois
fois le rendement des graines d’arganier en huille eouble pour le rendement des graines de
I'espéceA. raddiana

Suite a cette évaluation quantitative des rendesrags graines en huiles nous pensons que
les huiles de ces espéeces non exploitée jusqusemprén Algérie doivent étre analysées et évaluees
qualitativement et quantitativement. Pour cette saai un ensemble des techniques
physicochimiques a été utilisé pour I'évaluationsds huiles dont les résultats seront discutés dans

le prochain titre.

3. Les propriétés physicochimiques des huiles

Les resultats des analyses physicochimiques sauiigrune différence significative
(P<0,05 entre certains parameétres mesuré tels que lecgaiage des phospholipides, l'indice
d’acidité et I'indice d'iode (tab.8).

Tableau 8 : Parameétres physicochimiques des higle®ux especes d’acacia.

Propriétés physicochimiques A. arabica A. raddiana
Couleur Jaune verdatre Jaune clair|
Indice de réfraction®% 1,4586 + 0,0005| 1,4626 + 0,00%
% Matiére séche 67,32 +006| 69,13+1,77
Densité a 20°C 0,845 +0,001| 0,799 + 0,007
Viscosité mPa.s 28,67 £ 0,57 14,17+0,28
% phospholipides 1,85+ 0,76 0,70 +0,1%
% insaponifiable 3,23+0,22 3,36 +0,2F
% d’acidité 4,81+ 0,27 0.93+0,1%
Indice d’acidité mg KOH/g 10,93 + 1,16 1,4 +0,26
Indice saponification mg KOH/g 184,26 + 155 168,53 + 0,90
Indice de peroxyde meqg 20+0,86 14,16 + 0,78
Indice d'iode meq@Kg 14450+ 0,50 | 155,26+ 1,16

Test Newman-Keuiis<0,05).
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Nous remarquons a travers les résultats obtenus que

» Couleur : Les huiles obtenues sont des lipides de couleurejarerdatre et jaune claire au
jaune foncé (tab.8 ; photo 28 p.89). Par refro&issnt, un précipité apparait qui se redissout
a la température 20-30°C, ce sont les impuretés vguient entre 0,002 a 0,001%
respectivement pour les espéaeabica etraddiana Les deux huiles doivent leur coloration
sirement a la présence des pigments caroténoide®gupas été identifiées.

» Indice de réfraction : Les huiles ont des indices de réfraction avec desgentages éleves
de matiere séche (tab.8).Cet indice croit avesdiaration et la longueur moyenne de la
chaine des acides gras (Cheftel et Cheftel, 1984).

» Densité : On a remarqué que I'huile A’ raddianaa une masse volumique légerement
faible par rapport a I'huile de I'espeegabica (tab.8). La masse volumique d’une huile
augmente avec la longueur moyenne des chainesld&agras (Cheftel et Cheftel, 1984).

» Viscosité :Les huiles ont une viscosité basse soit 20 mPd.4 atPa.s respectivement pour
I'especearabica et raddiana Cette faible viscosité est un bon indicateur alédidité des
deux huiles qui vient de confirmer les deux anaypeécédentes en ce qui concerne
I'insaturation. Cependant, ces valeurs de viscagiténues sont en accord avec les valeurs
limites fixées par les normes AFNOR (1995) des s@mas.

» Pourcentage des phospholipides Cette analyse a souligné une différence signifreati
dont le faible pourcentage des phospholipides aegtégistré pour I'huile &. raddiana
(0,70 £ 0,17%) (tab.8).es valeurs obtenues des phospholipides se rapgrbdes valeurs
recommandées par le Codex Alimentarius pour lde$vEgétales alimentaires.

» Pourcentage des insaponifiablesOn a noté que I'huile des deux espéces d’acacibiest
pourvue des fractions insaponifiables de l'ordrendiron 3g pour 100 g d’huile (tab.8).
Cette fraction confére aux huiles le critere de rf@omualité surtout lorsqu’il s’agit des
tocophérols ce gu’on appelle la vitamine E. Uneléhuiche en insaponifiables signifie
gu’elle est riche en substances nobles tels quedephérols, les stérols etc.

» Indice d’acidité : On a constaté que I'huile A’ arabicaa un indice d’acidité presque dix
fois plus élevé (tab.8). Cette valeur est supéeieula norme fixée par AFNOR (1995) ou le
Codex Alimentarius pour les huiles raffinées alitages et qui reste inférieur a 1%. Ce
critere ne permet pas en revanche de conclures’sifit d'acides gras oxydés ou non.
Sachant que les acides gras libres oxydés présdateméme intérét nutritionnel que les

acides glycéridiques non oxydés (Rossignol-Cagtieah, 2005).
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» Indice de saponification :L’huile d’A. arabicaa présenté une valeur supérieure de 16 mg

KOH/g par rapport a I'especeddiana (tab.8). On peut dire que cette différence est
probablement liée a la valeur de l'acidité obteonez I'espéce arabica et qui a montré une
augmentation importante.

» Indice de peroxyde :On a remarqué que l'indice de peroxyde de I'espaddianaest de

14 meqQ/Kg, valeur qui reste recommandé par les normescdgss gras vegeétaux. Par
contre I'espéce arabica a présenté une valeur deeg@/Kg considérée comme une valeur
limite max a ne pas dépasser pour certaines hiélgstales.

» Indice d'iode : Les deux huiles d’acacia ont un indice d’iode él&¢d,50 + 0,50 et 155,26

+ 1,16meqQ@Kg de corps gras respectivement pour I'esp@éabica et raddiana Cela
affirme que les deux huiles sont riches par ledemcgras insaturés.

D’une maniére générale, en ce qui concerne ledtaésuaes propriétés physicochimigues des
huiles obtenues nous avons constaté une forte mdarome entre elles.

En parallele, nous avons établi une comparaisam éed résultats trouvés avec ceux rapportés
dans la littérature sur certains parametres phgsintques des huiles A. arabicaetraddianade
différentes origines voire le tableau 9.

Tableau 9 : Comparaison des propriétés physicochiesi des huiles de trois variétéd.d’

arabicariginaire de I'lnde avec les deux especes alggesn

Indices A. Arabica | A. arabica A. arabica A. arabica | A. raddiana

physicochimiques | Teliababul | Vediana | Cupressiformis| Algeérie Algérie
%o / / / / /

D a20°C / / / / /
ViscmPa.s / / / / /
%lns 1,8 1,9 2,0 3,23 3,36

IA mgKOH/g / / / / /

IS mgKOH/g 201 200 199 184 168

IP meqO./Kg / / / / /

I meqO2/Kg 116 108 114 144 155
Références Hosamani &tl., 2002 Tissouras, 2013
%% @ Indice de réfractionD : densité Visc : Viscosité 2Ins : Pourcentage des insaponifiablgs ;

I : Indice d’acidité is: Indice de saponificationl : Indice de péroxydel; : Indice d’iode.

Nous avons remarqué que les indices de saponiiic@valués sont légerement faibles a
ceux obtenus par Hosamaniatt (2002), a I'exception de la teneur des insapdoiéis et I'indice
d’iode qui présentent des valeurs un peu plus éléab.9). Cette différence indique que les huiles

d’acacias algériennes sont plus riches en acides igsaturés et cette suggestion sera confirmée
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ultérieurement par la CPG. Nous pouvons dire qtte e@riation notée peut étre attribuée a divers

facteurs tels que le climat, la pédologie du sogénotype des espéces etc.

A titre indicatif, nous avons relevé les propriébédysicochimiques de quelques normes des
huiles brutes extraites des plantes oléagineusksl ().
Tableau 10: Caractéristiques physicochimiques @¢gges huiles végétales brutes (AOCS Cd,

1987).
Caractéristiques physicochimigues
Huiles 20 D Visc | % la I's lp I
o g/ml mPa.s| Ins mgKOH/g | mgKOH/g | meqO/Kg | megQe/Kg
1,461- 0,918- <
Tournesol 1.468 0,923 31,3 15 0,6 188-194 <10 118-141
. 1,460- 0,914-
Arachide 1,465 0917 84 | <10 0,08-6 187-107 <15 86-107
. 1,465- 0,917-
Mais 1468 0.925 65-72 | <2,8 < 187-195 5-7 107-135
1,458- 0,918-
Coton 1466 0.926 - <15 - 189-198 <15 100-115
. 1,466- 0,919- g
Soja 1,468 0.925 57-76 | <15 0,44 189-195 51 124-134
1,465- 0,910-
Colza 1,469 0.920 98 | <20 2 168-181 <15 94-120
1,458- 0,899-
Palme 1,460 0.920 - <13 10 194-202 <15 > 56
1,467- 0,922-
Carthame 1.470 0.927 52-75| <15 0,086-6 186-198 4,5-5 136-148
Pépins de 1,473- 0,923-
raisin 1477 0.926 - <20 - 188-194 - 130-138
1,461- 0,910-
Moutard 1,469 0.921 - <15 - 170-184 <15 92-125
. 10,93+
A. arabica 1,4586 0,845 | 28,67 | 3,23 116 184,26 | 20+£0,86 | 144,50
: 14,16
Acraddiana| 1,4626 0,799 14,17) 3,36 1,4+0,26 | 168,53 076 155,26
1%p : Indice de réfractionD : densité Visc : Viscosité %ins : Pourcentage des insaponifiablés ; Indice
d'acidité ;Is: Indice de saponificationlp : Indice de péroxydel; : Indice d’iode ;- : Données a fournir

Nous avons constaté que les valeurs limites fix@edes normes AOCS (1987) de certains
parametres physicochimiques indiquées pour lese$ide carthame, de colza et de mais sont
comparables a ceux des acacias obtenus. Il redsotes valeurs que I'huile des deux especes
d’acacia est une huile non siccative, riche enescgtas insaturés. A l'instar de la plupart detebui
végétales (palme, arachide), les huiledA.darabica et raddiana renferment des teneurs
insaponifiables importantes (3%). Néanmoins, nobseo/ons un grand écart pour certains
paramétres physiques (ex : densité, indice de #agadion, etc.).
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Les résultats physicochimiques obtenus expérimamiaht représentent des criteres de

pureté et de qualité pour les huiles. Toutefossrelstent insuffisants pour leurs identificatiorgoe
nous a poussé a faire des analyses chromatograshieju phase gazeuse afin de déduire la
composition des acides gras ce qui fera aussidtalg la discussion suivante.

4. La composition en acide gras des huiles

Les chromatogrammes analytiques des huilés diabicaet d’A. raddianaobtenus par la
CPG révelent 10 pics (fig. 17 et 18 en annexe)dritification de ces pics a été réalisée par des
composés authentiques de références et par cosmaas temps de rétention de chaque pic avec
des échantillons dans les mémes conditions. Lesefigl9 et 20 donnent le pourcentage moyen
relatif de la composition en acides gras et le edgrétention de chaque pic identifié.

Huit composeés sur les dix détectés ont été idéntitoit 80% de la composition des huiles
étudiés. Les figures montrent clairement que ltulles deux espéces d'acacia est constituée
d’acides gras polyinsaturés et mono insaturés Bacitle linoléique C18:2 (47,89% et 51,58%)
prédomine suivi de l'acide oléique (26,09% et 2%} fespectivement observé chez l'espece

arabicaetraddiana
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Fig. 19: Histogramme en % de la composition enexcgtas de I'huile A. arabica
TR: Temps de rétention en minute; AG: % Acide gras.
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Fig. 20: Histogramme du % de la composition eneggras de I'huile A raddiana
TR: Temps de rétention en; AG: % Acidasgr

Selon des travaux récents de Salas-Sahetdal. (2006), effectués sur I'acide linoléique
conjugué de certaines huiles animales et d’apreési ame étude publiée en décembre 2000 par des
chercheurs scandinaves sur le méme acide grasrroenti que les isoméres géométriques et
positionnels de C18:2 sont biologiquement actifar(@yme, 2009). lls inhibent la cancérogenése
a des basses concentrations et ils présententtéedts biologiques en nutrition (Kelly et Bauman,
1996 ; Blankson edl., 2000 ; Troegeler-Meynadier et Enjalbert, 2005)udlsoupgonnons que ses
isoméres sont présents dans les deux huiles ésudiéde a des observations préliminaires
soulignées et quelques étudds ¥ivo »qui sont en cours de réalisation sur 'effet mélige des
lipides chez les rats. Malheureusement, le manguendyens tels qu’lR et RMN nous ont
empéchés de caractériser le type des isomeregquéept exister pour I'acide C18:2 dans les huiles

extraites. Ces techniques auraient facilité I'idfeaation et la configuration de leurs isoméres.
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Les chromatogrammes obtenus ont révélés égaleragmtésence de 20% d’acides gras

saturés dont l'acide palmitique C16:0 en teneuwéde(16,46% et 15,23%) suivi de I'acide
stéarique avec une faible teneur. Les autres agies saturés comme le C20 :0 et C22: 0 sont
d’ordre de trace. Cependant, les huiles richescites saturés sont critiquées par 'augmentation du
taux du mauvais cholestérol. Certes, ces acided’antres qualités comme une meilleure stabilité a
I'oxydation et une plus grande flexibilité.

Suite a ses résultats trouvés, nous avons effat#gérecherches bibliographiques sur la
composition des huiles des deux espéces d’acaddgénie et dans différentes pays du monde afin
de se situer. Aucune publication sur ce sujet téaréalisée en Algérie a I'exception du travail que
nous avions présenté en 2004 (Tissouras, 2004)e Entre, quelques études sur les huiles des
graines dA. arabicaet d’A. raddianad’origine tropicale et australienne ont été rappestpar des

équipes indienne et pakistanaise. A titre indidatifrs résultats ont fait I'objet d’'une comparaison

voir le tableau 11 ci-dessous.

Tableau 11 : Composition en acide gras des hudagaines dA. arabicaetA. raddiana

d’origines différentes

Huiles | A. arabica | A. arabica | A.nilotica | A.raddiana A.victoriae | A.arabica| A.raddiana

Acide gr Inde Pakistan Inde Inde Australie Algérie Algérie
C16:0 14,6 18,9 24,1 9,5 8 16,46 15,23
Cl6:1 Trace Trace Trace 0,1 Trace 0,27 0,24
C17:0 Trace Trace Trace Trace Trace Tracg Tracg
Cil7:1 Trace Trace Trace Trace Trace Tracg Tracg
C18:0 6,2 12,4 5,8 2,4 2 7,54 4,50
C18:1 32,2 40,2 25,4 6,1 27 26,09 27,47
C18:2 27,4 39,2 40,3 2 52 47,89 51,58
C18:3 Trace 3,1 0,4 71,7 1 0,17 0,10
C20:0 Trace Trace 0,9 1,1 2 1,35 0,8
C20:1 Trace Trace 3,1 0,2 2 0,16 0,19
C20:2 Trace Trace Trace Trace Trace Tracg Tracg
C22:0 Trace Trace Trace Trace 4 Trace Trace
>AGMIS % 32,2 40,2 29,4 6,4 27 26,52 27,9
>AGPIS % 27,4 42,3 40,7 73,7 53 48,06 51,68
> AGS % 20,8 <313 <299 13,1 16 25,35 20,53
>AGIS % 68,2 <825 <70,6 83,1 80 74,58 79,58

Ré&férences Zal;a; géal., Ma% géal., Janiaél8e7al., Banigé gml., Broxvgéal., Tissouras, 2013
> AGS % : Acides gras saturés Totau} AGIS % : Acides gras insaturés Totau} AGMIS % : Acides gras
monoinsaturés > AGPIS % : Acides gras polyinsaturéSrace : Quantité faible< 0,05 ;ND : non détectablg 0,01

Les variations observées dans la composition edeagjras peuvent étre dues a différents
facteurs et notamment a la provenance géograpleigiieffet du climat en particulier la pluviosite.

Il a été rapporté que le taux des acides grasésatetr surtout I'acide palmitique et stéarique
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augmente lorsque on passe de la plaine vers lasplaaaux et le taux des acides gras insaturés

enregistre une augmentation avec la pluviositéakitlide (Nada etl., 2003). Cela peut expliquer
les taux des acides gras saturés (25,35%; 20,58Mgaturés (74,58% ; 79,58%) élevés enregistré
pour les deux huiles d’acacias algériennes paror@ux autres origines a I'exceptién nilotica
(tab. 11).

Néanmoins, ces résultats restent controversés goidrexiste peu d’études n’arrivant pas a
mettre en évidence cet effet. D’autre part, cetigation dans la composition des acides gras peut
étre aussi attribuée a la variabilité génétiquedsesc espéeces d'acacia et méme a l'interactioreentr
les différents facteurs déja discutés et le géretgs plantes.

Apres cette comparaison entre les résultats des eséespeces d’acacia d'origines
différentes, nous avons établi une deuxieme congmrale la composition en acides gras avec
guelques huiles brutes de différentes plantesahkeau ci-dessous résume la composition en acides
gras de quelques huiles végétales alimentaireglasirielles selon les normes AOCS.

A travers le tableau de comparaison des différemides alimentaires (tab. 12), nous avons
constatés une forte correspondance entre les catiopesn acides gras des huiles darabicaet
d’A. raddianaavec celles de Tournesol, Mais, Soja et CotonXBgbLa composition en acide gras
de ces huiles présente une forte teneur en acideligpléique C18:2 et oléiques C18:1 identique a
celle des deux especes d’acacia étudiée. Par cbateehide et le colza présentent une insatumatio
des huiles qui est dominée par I'acide oléique C%8ivie de linoléique C18:2 (tab. 12).

En paralléelement, nous avons notés les mémes a@beers pour les acides gras saturés dont
leurs teneurs varient de 5,6 a 14,6 % pour lescesp@®urnesol, arachide, coco, colza et mais (tab.
12).

De ce fait, nous pouvons distinguer que les résulthtenus sur la composition en acide
gras des deux huiles d’acacia prédestines a dgesisdimentaires puisque le rapport des acides
gras polyinsaturés et saturés est noté2@eet 3,87 respectivement chez l'espéce arabica et
raddiana. Les rapports recommandés sont situés 8nér 4 (Troegeler-Meynadier et Enjalbert,
2005). Nos résultats sont compris dans cet intlervatommandé.

A linstar de la plupart des huiles végétales,Hasdes d’acacia extraites renferment environ
74,4% et 79,58% des acides gras insaturés totagxjerniers présentent des doubles liaisons dont
la position sur les acides gras est variable gui é&® déja signalées dans les analyses
physicochimiques par les valeurs élevées de I'mdie réfraction et de l'indice d’iode. La présence
des doubles liaisons rendent les acides gras beauptus instables, ce qui favorise leurs

oxydations et altérations rapides et diminuentdelurées de conservation.
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Tableau 12 : Comparaison de la composition en a@jdas de quelques huiles végétales brutes

Selon la norme UICPA (2.30B@ et 2.304) avec les deux espéces d'acacia.

Acides | Tourne Arachide | Mais Coton Soja Colza Palme Coco A'. A.'
gras sol arabica | raddiana
c60 | ND ND ND | ND ND - - ND 0.6 - -
cs0 | ND ND ND | ND ND - - 4694 - -
C100 | ND ND ND | ND ND - - 5578 - -

_ ND 451- ] ]
c120 | NDO1| NDOZ | g3 | NDO2| NDOL ; ND |

c140 | ND02| NDO1 | ND| 06-10 NDOA 02| 0520 12%86' - ;

_ 86- | 214 20 1-

Cl6:0 | 5676| 83140| Jir | S | 80133 1560 oC |7.7-102| 1646 1523
C161 | ND NDO2 | ND | ND12| ND02| ND3d NDO&  ND 0271 2a,
C17:0 ND ND ND ND ND ND - ND Trace Trace
Cil7:1 ND ND ND ND ND ND - ND Trace Trace
c180 | 2.7-65| 1944 ';‘2 21-33| 2454| 0531 3560 2333 758 4.5(

— | 14.0- ] 200-| 14.7- | 17.7- ] 36.0- ]
cien | Goo | seaera| 0| NIl ST | se0 | S50 | s481| 2600 | 2747
— | 483 ] 394-| 46.7- | 498 ] ] ]

cigz | 4% | 1a0430| Y| W5 | &5 | 1128 |es120] 1021 4789 | 5158
c18:3 | ND ND 0,1 %55 NDO4 | 5595 513| ND0OF NDOZ 017 0.10
C20:0 | 02:04| 1117 %’3;' 02:05| 01-06] ND3d ND1.Q NDOP 135 0.8
c20:1 | NDO2 | 0717 %’i‘ NDO2 | NDO3| 315 ] NDOZ4 016 0.19
c20:2 | ND ND '(\)'Ei NDO2| NDO1| ND1,0 ] ND | Tracel  Trace
c22:0 | 0513| 21-44 '8'2 NDO2 | 0307 ND20 ] ND | Trace]  Trace
c22:1 | ND02 | NDO3 '(\)'[i ND | NDO3| 26,0 ] ND } ]
C222 | ND 0.3 ND ND | ND ND | ND 20 - ND - -
c24:0 | 02-03| 11-22 '5‘3 ND | NDO4| ND20 ; ND - ]
C241 | ND NDO3 | ND | ND ND | ND 3.0 - ND - -

SAGM ] ] 20- | 14.7- ] ] ] ]

245 1439 | 3667 | 50| 317 | 17261] 860 | 36-44| 58| 2652 27.9

SAGPI | 48.6- ] 39- | 46.7- ] ] ] ]

e iy 1443 | | W5 | 49571 1123] 612 12| 4806 51.68

YAGS ] ] 8 | 214 | . ] ] ] ]

2 02163 814 | o] 5S¢ | 8133 | 16 | 40475 80-98 253 2053

SAGIS ]

2 62-75 | 5767 | 59-84 60-71,7| 66-83.2] 19-83] 42-54 610 7458 795

AG : Acide gras ; Données a fourdirAGS % : Acides gras saturés TotauXAGIS % : Acides gras insaturés Totau
>AGMIS % : Acides gras monoinsaturés AGPIS % : Acides gras polyinsaturéSrace : Quantité faible< 0,05% ;

ND : non détectable 0,01%.
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Nous avons remarqué durant les analyses physicaps que la teneur des

insaponifiables était élevée ce qui ne laisse peaglie la présence des acides gras polyinsaturés es
protégée par ses fractions insaponifiables qui lgoophiles et antioxydantes.
Cela nous a poussés vers la réflexion suivante :
» Quel est le taux des tocophérols dans les huikesatabicaet d’A. raddiana?
» Quelle est la composition chimique de ses tocaps@er
L’évaluation des tocophérols ont été realiséedaptechnique de HPLC et les réponses sur

les différentes questions seront discutées dgm®thain paragraphe.

5. La composition en tocophérols des huiles

Les chromatogrammes obtenus par HPLC indiquentapudeux huiles d’acacia présentent
une forte concentration des fractions insaponifiabiocophérols totaux 71,47 + 1,32 mg/100g
d’huile et 86,49 + 0,34 mg/100g d’huile respectiegmpour I'especarabica etraddiana(Fig. 21
et 22 en annexe).

Ses chromatogrammes présentent 20 pics pour l'espeabica et 24 pour l'espece
raddiana(Fig. 21 et 22) dont nous avons identifié les@sgirincipaux qui représentent des teneurs
élevées duy-tocophérol (33,46 + 1,88% et 55,25 + 1,07%), sule o, p et d-tocophérol

respectivement pour I'espeaeabica etraddiana(Fig. 23).

m A. arabica m A. raddiana

90 A 86,49

Tocopherol content mg/100g of oil

Tocopherol totauxa-tocopherol ~ B-topherol y-tocopherol  c-tocopherol

Fig. 23: Teneurs moyennes des tocophérols desshieke graines des deux espéces d’acacia.
Les temps de rétention varient respectivement @&e 13 minutes pour les, v, B et 6-
tocophérol. D’autres antioxydants sont présentssdas deux huiles d’acacia en quantité tres
faibles dont ils n’étaient pas identifiés (fig. 2t 22). Ces fractions insaponifiables sont
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probablement les tocotriénols. Les valeurs desptio€rols obtenus comparées a la teneur en

tocophérols de quelques huiles végétales comnmaitedsol et le carthame montrent que les deux
huiles d’acacia sont bien pourvues en tocophétals13).

Cependant, les valeurs des tocophérols des huidemaila entrent dans les normes des
huiles végétales de l'arachide, le mais, le cotensoja et le colza dont elles présentent une
prédominance de gamma tocophérols suivie d’alphegtet-tocophérols comme les huiles d’acacia
(tab. 13).

Tableau 13: Comparaison de la composition des tarops et tocotriénol de quelques huiles
végétales brutes (UICPA 2.43®caceux des deux d’acacia Algérienne.

Tocopherols Tournesol | Arachide | Mais Coton Soja Colza Carthame A'. A.'
mg/Kg arabica | raddiana
a-tocophérol 403-935 49-373 23-573|| 136-674 9-352 100-386 234-660 110,32 150,55
B-tocophérol ND-45 ND-41 ND-356 ND-29 ND-36 ND-14( ND-17 230,2 3,14
y-tocophérol ND-34 88-389 5228 138-746| 89-2307| 189-758 ND-12 330,45 550,25
&-tocophérol ND-7,0 ND 23-75 ND-21 154-93% ND-22 ND 30,59 20,52
a -tocotriénol ND ND ND-239 ND ND-69 ND ND ND ND
v -tocotriénol ND ND ND-450 ND ND-103 ND ND-12 ND ND
d-tocotriénol ND ND ND-20 ND ND ND ND ND ND
Tocophérol 331- 388- 601- 438-
total 447-1514 176-1291 1185 1185 3363 2680 246-664 710,47 860,49
ND : Non détecté, défini comme0,05% Note I'huile de mais contient également ND-52 mkg de béta tocotriénol

Toutefois, les isomeres des tocotriénols sont ptéseais a I'état de trace. lIs n’ont pas étée
identifiés faute de réactifs.

En ce qui concerne les sources alimentaires depheécols et tocotriénols (la nature et la
répartition) la littérature est tres abondantelletest marquée de contradictions entre les difitsre
auteurs. Ceci peut étre di d’'une part a la varialdles teneurs dans les échantillons et d’autrie pa
a I'évolution des méthodes de dosage. L'étude ltEgadle |la structure chimique des tocophérols et
tocotriénols est nécessaire pour la compréhensioleuts mécanismes d’action et leur mode de
métabolismes.

Les tocophérols sont des antioxydants liposolublespermettent d’arréter ou de ralentir
I'oxydation des produits alimentaires. Ils sontiséis comme des conservateurs ou des antioxydants
dans les domaines agroalimentaire, pharmaceutigcesenétologique. lls stoppent I'oxydation des
acides gras insaturés en s’oxydant a leur pladenSeheeseman et Slater (1993) et Kirschvink
(2001), les tocophérols (ou vitamine E) interviamngurtout au stade de l'initiation. lls cedent un

de leurs atomes d’hydrogene au radical peroxydesgustabilise et devient non réactif ainsi, les
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réactions en chaine vont étre bloquées. Dans cexiennous avons essaye d’évaluer le pouvoir

antioxydant des huiles d’acacia qui sont richetoenphérols dans la seconde expérimentation afin
de mettre en évidence leur qualité antioxydante.
6. Conclusion

Les résultats de cette étude ont montré que lésegrdA. arabicaet d’A .raddianaont un
pourcentage d’humidité de 0,21 a 0,32 % avec upsete séchage trés faible (48 a 59 minutes).

Les rendements en huile des graines et le tempdration varient selon la plante et le
solvant d’extraction. Le meilleur rendement a ébéenu par I'éther de pétrole dont les valeurs
varient respectivement de 5 a 12% selon la plamée an temps d’extraction presque identique
d’environ 8 heures.

Les valeurs des résultats des analyses physicaph@siont présenté une forte corrélation
entre eux. lls correspondent aux valeurs limitggds par les normes AOCS(1987) et indiquées
pour certaines huiles végétales de carthame, @da eblde mais. Il ressort de ces valeurs que €huil
des deux espéces d’acacia est une huile non seaithe en acides gras insaturés (indice d’iode
varie de 144 a 155 mea(Bg) et en insaponifiables (3%).

Huit composés sur les dix détectés par la CPGténtléntifiés, soit 80% de la composition
des huiles étudiées. Les huiles des deux espéasacii sont constituées d’acides gras
polyinsaturés et monoinsaturés dont I'acide lirgqiéi C18:2 (47,89% et 51,58%) prédomine suivi
de l'acide oléique (26,09% et 27,47%) respectivanobiservé chez I'espee@rabica et raddiana
La CPG a révélé également la présence de 20% d&agits saturés dont I'acide palmitique C16:0
en teneur élevée (16,46% et 15,23%), suivie aédéastéarique avec une faible teneur. Les autres
acides gras saturés comme le C20 :0 et C22: (&mdlre de trace.

En ce qui concerne les valeurs des tocophérolsides huiles d’acacia sont bien pourvues
en tocophérols (71,47 + 1,32 et 86,49 + 0,34 mgjldBuile) comparées a la teneur en tocophérols
de quelques huiles végétales comme les pépindgiie eale carthame.

Cependant, les valeurs des tocophérols des huidemaila entrent dans les normes des
huiles végétales de I'arachide, mais, coton, sogalza dont elles présentent une prédominance de
gamma tocophérols suivie d’'alpha et béta-tocophéta composition physicochimique spécifique
des huiles des deux especes d’acacia distingudeptaux importants d’acides gras polyinsaturés

et les tocophérols la prédestine a des usagesieslti
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7. Activité antioxydante des huiles
Nous avons vu précédemment que les semlphysicochimiques des huiles des deux
especes d’acacia ont révélé une composition chienggécifique. Cette derniére a fait preuve d’'un

pouvoir anti-radicalaire important comme la mom@®figures ci-dessous.

DO 2).=317nm 90
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Fig. 24 : Pouvoir antioxydant de I'huileAl’ raddiana:
A. Cinétique de la réduction du radical DPPH°
B. Concentoatréductrice EC50
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Fig. 25 : Pouvoir antioxydant de I'huileAl’ arabica:
A. Cinétique @eréduction du radical DPPH®
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B. Concentratiéauctrice EC50
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Fig. 26 : Pouvoir antioxydant de I'acide gallique :
A. Cinaigde la réduction du radical DPPH®
B. Conaaibn réductrice EC50

Nous avons constaté que la cinétique de la rédud@oDPPH dans le milieu réactionnel en
fonction du temps varie selon la concentration'ligle de la plante. Cependant, cette réduction est
fortement dépendante des rapports antioxydantg(lmuill’acide gallique) et 'oxydant DPPH. Plus
I'antioxydant augmente, plus I'absorbance diminfigzZ4 A, 25 A et 26 A). Cela a été nettement
noté pour I'acide gallique et I'huile A. raddianaa des concentrations de 0,15 mg/ml DPPH°® le
radical DPPH a été pratiquement consommé. De mi&meemps nécessaires pour atteindre |'état
d’équilibre Teq varient en fonction des concentragi

A partir des courbes tracantes, la relation emtrpdurcentage de réduction de DPPH® et les
différentes teneurs des huiles (fig. 24 B, 25 B26tB) nous avons déduit par interpolation
graphique la concentration efficace &gEt le temps Ts pour atteindre 50% de réduction.

Grace a ces deux parametres et selon la clasgificde Sanchez-Moreno at. (1998) et
Scherer et Gody (2009), qui ont utilisé la méthddeDPPH pour évaluer I'activité antiradicalaire
des polyphénols, les solutions des huiles et dédéagallique testées ont été classées (taklCktle
classification de I'activité anti-radicalaire egffitiie par quatre groupes :

> Faible (1x16< EAR) ;

> Intermédiaire activité (1x19< EAR < 5x10%) ;
> Elevée (5x13< EAR<10x10%) ;

> Trés élevée (EAR > 10x £
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Tableau 14 : Parametres de I'activité antioxydalet® huilesA. arabicaet A.raddiana

IC SOD(g'g l_'?;())/ml IC SI(’DgTILgHé)O/g TIC 50 (min) EAR Classification
A. Arabica 0,131 524 27,16 0,07x16 Faible
A. raddiana 0,066 264 23,14 0,16x106° Faible
Acide gallique 0,053 212 11,44 0,41x168 Faible
ICs0 : Concentration d’antioxydant nécessaire pourirédi0% de DPPH°TIC 5o : Temps d’équilibre pour
ICso ; EAR : Efficacité anti-radicalaire.

Parmi les trois composés testés, I'acide galliquéheiles d’A. raddianaont révélées une
activité anti-radicalaire les plus élevée avec emgs de réaction jugé comme intermédiaire pour
I'huile d’A. raddianapuisqu’il ne dépasse pas 30 minutes. Par contreidé gallique qui est un
composé pur a présenté un temps de réaction fgiblsignifie que la réaction de réduction du
radical libre DPPH est plus rapide en présenceedeacide (tab.14). Selon la classification de
Sanchez-Moreno ell. (1998) et Scherer et Gody (2009), le pouvoirayiilant de I'huile dacacia
sont classées comme faible comparant avec celpagshénols des pépins du raisin.

Cependant, la méthode de DPPH® a été utiliséelpsieprs chercheurs qui I'ont appliqué sur
des substances pures antioxydantes tres utilisées lés différents domaines agroalimentaires,
pharmaceutique, cosmétique pour de déterminer lpors/oirs antioxydants (tab. 15). Nous
pouvons dire que les huiles d’acacia ont exerggawvoir antioxydant tres éleve.

Tableau 15 : Comparaison des parametres cinétdpiBactivité antioxydante de quelques
antioxydants purs avec cees lauiles dicacia

Parameétres cinétique Acide Epicatéchine Acide Acide ascorbique A. arabica | A.raddiana
DPPH° gallique b tannique q Algérie Algérie
ICs0 (mg AO/g DPPH®) 43,8 54,18 74,33 76 524 264
TIC 50 (Min) 10 10 30 1,15 27,16 23,14
EAR x10°% 0,279 1,845 0,445 11,44 0,07 0,16
Classification Faible | Intermédiaire Faible Trés élgée - -
Références Sanchez-Moreno ail., 1998 Scherzeoroe; Gody, Tissouras, 2013
DPPH : 2,2-diphényl-1picrylhydrazyl AO : antioxydant EAR : Efficacité anti-radicalaire.

Ces résultats obtenues avec les deux huiles daczmnfirment également une certaine

corrélation entre leurs teneurs en tocophérolsoquiété identifiées et quantifiees par la HPLC et

leurs activité anti-radicalaire importante obsergéaotamment pour I'especaddiana
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Il est important de signaler que [l'utilisation desgférents protocoles de mesure ainsi que les

indices d’évaluation du pouvoir antioxydant rédaifiabilité d’'une comparaison des valeurs.
Cependant, le test du DPPH fourangicette littérature expose une variation ense le
valeurs qui sont relativement spécifique a chagumposé. Cette comparaison bibliographique
montre que l'acide ascorbique est le plus acticawee EAR = 11,44x1%) un temps de réaction
tres cours de 1,15 minute et une concentrationgrarsde de 76 mg/g DPPH par rapport aux autres
composes (tab. 15). Ensuite, s’affichent le com@msé€atéchine avec suivi de I'acide tannique avec
un temps un peu prolongé. L’acide gallique et lmsxdhuiles dacaciasont classés en dernier lieu a
cause de leur faible EAR < 1x30De ce fait nous pouvons classer les différentsuéiillons selon

leur EAR croissante :

|| huile A. arabica< huile A. raddiana< Ac. Galliqgue< Ac. tannique <épicatéchine < Ascarbique H

Des études sur la relation entre la structure ahimides composés phénoliques et leur
pouvoir pieégeur des radicaux libres comme le DPRHnoontré que I'activité anti-radicalaire est
dépendante du nombre, de la position et de la eates substituants sur les cycles. Ces mémes
parameétres sont liés aussi a la polarité des codsp@é$anjo etl., 1996; Pannalas etl., 2001;
Karamac etl., 2005; Tabart edl., 2009 ) Toutefois, les deux huiles brutes d’acacia présg¢ntee
hétérogénéité dans la composition qui peut se inagar des propriétés différentes des structures
chimiques et des polarités de ces composés vis-devieurs capacités de piégeage des radicaux
libres.

Compte tenu de la complexité des processus d’okydat la nature diversifiée des
composeés qui sont des composés a la fois hydrophilgydrophobe, il n'y a pas une technique
universelle par laquelle nous pouvons mesurer avécision 'activité anti-radicalaire. Des effets
synergiques ou méme antagonistes peuvent avoidées les solutions des échantillons testés qui
peuvent contenir plusieurs composés fonctionnelgsla’activité anti-radicalaires. C’est pourquoi
cette mesure de la cinétique anti-radicalaire péagerer une évaluation plus globale des propriétés
antioxydantes des huiles étudiées. Entre autréguil combiner plusieurs tests pour avoir des
indications sur les échantillons testés.

8. Conclusion

Le test au DPPH nous a permis d’avoir une estimatimultanée du pouvoir antioxydant, EAR,
du temps nécessaire de réaction et les faibleseotnations des deux huiles d’acacia enregistrées
(EGso: 523 et 264 mg/g DPPH). Néanmoins, ces résultats Isasés sur une simple estimation des
activités des huiles brutes et des études surxdests purs seraient plus intéressantes a menetey/
résultats obtenus du pouvoir antioxydant de hulessplantes d’acacia, nous avons jugé d’évalues leu
activités antimicrobiennes dont les résultats dezrposés dans le prochain chapitre.
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9. Activité antimicrobienne des huiles

9.1. Test de diffusion en milieu liquide
Les effets antimicrobiens des huiles d’acacia sgr différentes souches bactériennes et

fongiques ont été estimés a I'ceil nu par la présemc 'absence du trouble dans les cultures
microbienne apres 24 heures de croissance parrtagpotubes témoins (tab. 16 et Pl. 5 en annexe
V).

Tab. 16: Activité antimicrobienne des huiles d’dagmar la méthode de diffusion en milieu liquide.

Concentration en huile [mg/ml]
0,0 | 0,0098|0,01975| 0,034 0,079| 0,158| 0,316
L’huile d” A. arabica

Souches microbiennes

Bacillus cereus ++++ | +++ +++ | +++ |+ - -
Bacillus subtilis 4| ++ ++ | ++ - -
Staphylococcus aureug ++++| +++ ++ ++ + - B
Escherichia coli ++++ | +++ ++ ++ + - R
Candida albicans bt | ++ 4 + _ ]

Aspergillus niger ++++ |+ ++ ++ = - +++

L’huile d’ A. raddiana

Bacillus cereus ++++ | +++ +4++ |+ |+ - -
Bacillus subtilis ++++ |+ +++ | +++ |+ - -

Staphylococcus aureug ++++| +++ +++ | HH+ | - - -
Escherichia coli sannd Tt Bhass Basd - -

Candida albicans | ++++ | +++ +++ | +++ | - - -

Aspergillus niger ++++| A+t +++ | | - - +++

(++++) croissance trés élevée ; (+++) élevée ; (mdyenne ; (z) : faible - Absence

En milieu liquide, les deux huiles d’acacia ont reéeune forte activité antifongique et
antibactérienne. Toutes les souches se sont mergedsibles et sont inhibées a des concentrations
des deux huiles d’acacia inférieures ou égaled280ng/ml (tab. 16).

A partir de la concentration 0,079 mg/ml de I'hufe raddianatous les germes se sont
montrés sensibles (tab.16) a I'exception des depeaes d8acillus

Aprés la réincubation de différentes cultures nii@ones négatives avec le réactif
résazurine durant environ 4 heures, le réactipaschangé de couleur pour les différentes cultures
a I'exception de la concentration 0,079 mg/ml eéspnce de I'huile &. raddiana Nous avons

notés que le réactif vire vers la couleur rose pesicultures d’Ecoli et C. albicans Ce virage de
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couleur confirme que la CMI des deux souches d&trdinte a 0,079 mg/ml et elle représente la

plus petite concentration dont la couleur n’a gengé qui est de 0,158 mg/ml (tab. 16).

Par ailleurs, les subcultures de 0,1 ml qui onteffiéctuées a partir des différentes cultures
négatives sur des milieux gélosés afin de détemresw CMB ont été négatives pour toutes les
souches a la concentration 0,158 mg/ml.

En effet, pour toutes les souches qui ont étésaab I'action des deux huiles d’acacia est
directement bactéricide et/ou fongicide (CMB/CMIGMF/CMI= 2).

En conclusion de cette série d’essais qui a pamtéige dizaine de répétitions en présence
des huiles de concentration authentiques, nousewnend admettre les valeurs de CMI et CMB ou
CMF de cette gamme de dilution que dans le caslailyia pas de différences entre les
concentrations vis-a vis les deux huiles et lefedéhts germes utilisés.

Dés ces premiers essais, il ne faut pas attendeette gamme de dilution une certitude
lorsque les échantillons étudiés contiennent plue §,079 mg/ml de l'huile ou moins que
0,158mg/ml. Nous avons remarqués que la nuancée(oduu réactif allant du rose au rose claire
jusqu’au transparent lorsque la proportion deselSutroit pour certaines souches microbienkes (
coli, S. aureusetC. albicans.

D’apres Ultee eal. (1999) ; Lambert eal. (2001) et Lacroix eal. (2007), I'utilisation des
huiles dans les différents domaines alimentairbgympaceutiques et cosmeétiques peut engendrer
certains effets indésirables. Leur utilisation @stditionnée par le germe ciblé et I'effet rechétch
Ce qui se traduit par des concentrations minimatsbitrices des huiles qui ne seront pas
identiques pour tous les germes. La premiére gaderdilution utilisée est correcte pour les deux
huiles mais elle ne permet pas de fixer avec parties CMI des deux huiles pour une meilleure
exploitation industrielle. Cela nous a poussé arquoure les observations systématiques sur les
germes additionnés de proportions croissantes diésshen prenant en considération les deux
dilutions critiqgues obtenues par la premiére gardmdilution (0,079 a 0,158 mg/ml).

A cet effet, des gammes de dilutions pour chaquegent été effectuée afin de déterminer
les CMI et CMB/CMF (tab. 17 a 19 en annexe llI).

Nous avons encore une fois confirmé que les deileshaxercent un effet bactéricide et
fongicide vis-a-vis les différents germes utilisés cours de cette expérimentation. Ainsi les
concentrations minimales inhibitrices varient sdmigenre et I'espéce du germe et sont comprises
dans l'intervalle des deux concentrations critigtresivées précédemment (0,079 a 0,158 mg/ml)

(tab. 17 & 29 en annexe lll).
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Deux tableaux récapitulatif des différents résaltabtenus par les difféerentes gammes de
dilutions et pour chaque germe sont présentésssedes a fin de montrer que les CMI obtenues ne
sont pas identiques pour 'ensemble des germes3@aét 31).

Tableau. 30: Activité antimicrobienne des huilescdicia par la méthode de diffusion en milieu
liquide.

Concentration en huile [mg/ml]
0,0 |0,039[0,079 0,088 0,105 0,123| 0,126 0,158 | 0,176 0,252
L'huile d’ A. arabica

Souches microbienn

B. cereus s ISl I I s o I S - - -
B. subtilis FHHd| | A | A | |+ | - - -
S. aureus 4+ |+ |+ + + - - - -
E. coli e e R I I - - B _
C. albicans PRI o I _ i _ i i )
A.niger ++++ |+t - - - - - - + +++

L’huile d" A. raddiana

B. cereus +++| | A | | - - - - - -
B. subtilis +4++| -+ | | | - - - - - -
S. aureus ++++| +++ | - - - - - - . i
E. coli ++++| +++ | - - - - - - - -
C. albicans e I - - - - - - _
A.niger 4| | - - - - - - + Tt

(++++) : Croissance trés élevée ; (+++) : élev@er) : moyenne ; (t) : Faible ; (-) : Absence ;
B: Bacillus; S: Staphylococcus; E: Escherichia; ©Candida; A: Aspergillus

Toutefois, les CIM et les CMB/ou CMF sont vérifiegmr les mémes méthodes
(réincubation avec le réactif résazurine et la glibre de 0,1 ml des cultures négatives). Le tablea
31 regroupe les différentes concentrations des duaibes enregistrées pour chaque souches
microbiennes en fonction des différentes gammaedildgon qui varient entre 0 a 0,25 ml/ml.

Tableau 31 : Les CMI de l'activité antimicrobienhes huiles d’acacia en milieu liquide.

Souches L’huile A. arabica L’huile A. raddiana
Bactériennes et fongiquesCMI mg/ml | CMB/CMF mg/ml | CMI mg/ml| CMB/CMF mg/m
Bacillus cereus 0,158 0,158 0,105 0,105
Bacillus subtilis 0,158 0,158 0,105 0,105

Staphyloccocus aureus 0,126 0,126 0,088 0,088
Escherichia coli 0,123 0,123 0,088 0,088
Candida albicans 0,105 0,105 0,088 0,088
Aspergillus niger 0,079 < 0,158 0,079 < 0,158
CMI: concentration minimale inhibitrice; CMB: comtteation minimale bactéricide ; CMF : concentration
minimale fongicide.
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D’aprés ces résultats les bactérfesaureuset E. coli se sont montrées trés sensibles vis-a
vis les deux huiles d’acacia en particulier celail@éspéce raddiana dont les CMI et CMB sont
identiques et restent plus faibles par rapporhaile de I'espece arabica (tab. 30 et 31).

En revanche, les deux espécesBaeillus résistent a ces faibles concentrations (0,079 et
0,126). Par contre, elles sont inhibées a des @dleéaux CMB et qui sont de I'ordre de 0,105 et
0,158 mg/ml respectivement pour I'huileAd’raddianaet d’A. arabica(tab. 31).

Quant aux souches fongiques I'huil@draddianaa un effet fongicide sut. albicansavec
une CMI= CMB= 0,088 mg/ml. A une CMI différentea&aCMB (0,079 et 0,158 mg/ml), I'huile de
raddiana a révélé un effet fongicide important paspergillus niger Bien que, ce résultat est le
méme relevé en présence de I'huiléd.darabica pour Aspergillus néanmoins, pouCandida
albicans la CMI égale a la CMB et sont Iégerement supée®(0,105 mg/ml) (tab. 31).

Pour compléter les diverses observations notéeslesulifférentes cultures microbiennes a
I'ceil nu et a I'exception de la soucAspergillus nigemous avons mesuré la densité optique avant
et apres incubation a une longueur d’onde de 60@aum chaque I'huile et chaque germe.

Les figures ci-dessous résument les DO obtenuslpsulifférentes souches microbiennes a
leurs concentrations minimales inhibitrices (fig.&30).

0,1200 m B. cereus W B. subtilis = S. aureus A. arabicd

&1000 -
o

o
0800 -
3
&0600
i

0400

Sit

c
0200 -

0,0000 - ] mg/ml

0 0,039 0,079 0,088 0,105 0,123 0,126 0,158 0,176 0,252

Fig. 27 : Densité optique des germes avant incobatvec différentes concentrations de I'huile
dh. arabica.
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Fig. 28 : Densité optique des germessapdd d’'incubation avec différentes concentrations
de I'huileAl' arabica.
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Fig. 29 : Densité optique des germes avant incobavec différentes concentrations

de l'huile Ad'raddiana
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Fig. 30 : Densité optique des germes apres 24 selireubation avec différentes
concentrations d'huilé.daddiana
Toutefois, nous avons observé que la densité aptigs différents germes diminue au fur et
a mesure lorsque la concentration des huiles augnaams les milieux de cultures et surtout apres
I'incubation (fig. 28 a 30).

En effet, ces résultats vont de pair et confirmenitx obtenus par la méthode de diffusion
en milieu liquide. Ce qui expligue la chute foresccharges microbiennes des différents germes de
I'ordre d’environ de 19 & environ 0,25x1WFC/ml (fig. 28 et 30). Comparativement avec les
témoins qui sont dépourvues des huiles d’acacia auggnentation de la DO est notée apres
I'incubation des différents germes. Ou les charg&sobiennes sont passées de 0,12#16nviron
a 1,2x10 UFC/ml (fig. 27 et 29). Par ailleurs, cette changierobienne mesurée (DO) reste encore
plus faible en présence de I'huileAd’raddiana(fig. 29 et 30).

Néanmoins, ces résultats restent approximatifsl'@titres tests sont nécessaires pour
compléter les différentes observations. A titrexdimple un dosage des efflux d’ATP ou du glucose
ou méme des enzymes LHD qui peuvent étre libéréd® la mort cellulaires.
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9.2. Test de diffusion en milieu solide

En milieu solidel’évaluation du pouvoir antimicrobien des huileschcia est déterminée
par les mesures des diametres d’inhibition en mmétre autour des disques et des puits. Les
résultats des différents germes sont présentésekmtableaux 32 aux 55 en annexe |l.

Les diamétres des zones d’inhibition augmenteat #augmentation des doses des huiles.
Cela est enregistré chez toutes les souches aantila méthode de I'aromatogramme (disques) ou
des puits a I'exception deAspergillus niger(tab. 54 a 55 en annexe Ill). Ces résultats olstgain
les deux méthodes de diffusion en milieu solidet segroupés et classés dans des tableaux
récapitulatifs 56 et 57 apres un traitement stqtist
Tableau 56 : Diamétres des zones d’inhibitiond&H et CMB des huiles d’acacia vis-a-vis les

bactéries et la levure.

Huile d’A. arabica Huile d’A. raddiana
Bactéries Disque Puits MIC=CM | Disque Puits | MIC=MB
g mm g mm B mg/ml @ mm g mm mg/ml
B. cereus 14,8 + 15,36 + a 15,3 + 20,92 b
ATCC6633 | 057 047 | 9158 067 | 063 | 0109
B. subtilis 20,76 + 19,3 + 17,6 £ 21,02 + b
ATCC11778| 0,58 1,2 0,158 0,54 0,57 0,105
S. aureus’ 20,7 + 19,4 + b 15,6 + 22,3 + .
ATCC33862 0,97 0,44 0.126 0,54 0,44 0,088
E.coli P 21,1 + 25,06 + b 25,06+ | 25,96 + .
ATCC25922| 0,72 0,78 0123 0,36 2,94 0,088
C. albicang 32,75 + 36,60 + 33,66 + 37,75+ c
ATCC10231| 0.7% 04z | 0108 | Tg'ixT | oee | 0088
B. : Bacillus ; S : Staphylococcus ; E: Escherich€a Candidg MIC: Concentration minimal inhibitrice; CMB:
Concentration minimale bactéricide.
Test Newman-Keuls (P <005

Tableau 57: Les diametres d’inhibition, les CMC3MF d’Aspergillus nigeides huiles par les

deux méthodes de diffusion ehemisolide.

L’huile d’A. arabicd& L'huile d’A. raddiand
Souche

fongique MCI.= 0,088 mg/nfl CMI2=0,079 mg/r MCI.= 0,088 mg/nfl CMI2= 0,079 mg/nil
CMF = 0,158 mg/ml CMF = 0,158mg/mi CMF = 0,105 mg/mi CMF = 0,105 mg/ml

A. nigef 39,00 + ¢ 30,50 + 0,43 251+0,14 21,60 +0,14
ATCC16404 56,66 % 66,66 % 72,22% 75,93 %

CMI1: Concentration minimal inhibitrice méthode de disgeeCMI2 : Concentration minimal inhibitrice par méthode de
puits ; CMF : Concentration minimal fongicide ; %auPcentage d'inhibition.
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Grace a l'analyse multifactorielle des varianpes le Test Newman-Keuld€ 0,09, I

existe désormais des preuves totalement convaggant une action significative bactéricide et/ou
fongicide des deux huiles d’acacia (tab. 56 et 57).

Des différences significatives ont été observédreedes concentrations minimales
inhibitrices des huiles, les différents germessiaiue entre les deux techniques utilisées (digue
puits) (Pl.6 en annexe IV) (tab. 56 et 57). Rappelgue les résultats obtenus de cette étude
correspondent nettement aux résultats du testflsidn en milieu liquide.

Néanmoins, nous avons remarqué quelques petif&redices en ce qui concerne les
diametres des zones d’inhibitions pour les deugsela de bactéries Gram positif et Gram négatif.
Ces diametres varient d4,8 + 0,57a 20,76 + 0,55 mm po@8. cereusetB. subtiliset augmente un
peu pourS. aureuset E. colide 19,3 £ 0,44 85,06 0,75 pour I'huile dA. arabica(tab. 56). Les
mémes remarques sont enregistrées pour 'hullerdddiana(tab. 56)

Selon Ponce adl. (2003), le classement des germes se base suraleettes des zones
d’inhibitions. Cette grandeur permet de prédirsdasibilité ou la résistance des germes vis-a-vis
les huiles testés. Les zones d’inhibitions dontiesnétres sont inférieurs a 8 mm les germes sont
classés résistants ou non sensibles. A des diasratnepris entre 9 et 14 les germes sont sensibles,
les diameétres entre 14 et 15mm les germes sontsagsibles et au-dela de 20 mm ils sont
extrémement sensibles.

D’aprés les diametres enregistrés au cours de egfiérience nous avons remarqués que a
la concentration égale ou supérieures a 0,158 mgameux classes de bactéries a Gram poRBitif (
cereus, B. subtilis, S. arduset a Gram négatifH, coli) s’avent trés sensible et donnent des
diamétres éleves (14 ; 20; 22 ; 21 mm) et (18; 26 ; 31 mm) respectivement pour I'huile de
'espece arabica et raddiana obtenus par la méthed#isque (tab. 42 en annexe Ill et Pl. 6 en
annexe V).

Toutefois, la méthode de puits a révélée des diasmean peu supérieurs de (15; 19 ; 20 ; 27
mm) et (21; 20 ; 22 ; 26 mm) respectivement pdwiile d'A. arabicaet raddiana (tab. 52 en
annexe ).

Par contre les souches fongiques sont montréeéneatnent sensibles avec des diametres
tres élevés de (39 + 1; 32,75 + 0,75 mm) et (250114; 33,66 + 0,13 mm) respectivement paur
niger et C. albicansen présence des huileAd’arabicaet d’A. raddianapar la méthode de disque
(tab. 56 et 57). Les mémes remarques sont notéedgpmethode de puits en ce qui concerne les
souches bactériennes et fongiques sauf que leettEsrsont [égerement supérieurs (tab. 42 et 53

en annexe lll).
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Toutefois, les mémes observations soulevées prgu@dnt par la méthode de diffusion en

milieu liquide confirment les résultats enregistrgmar la méthode de diffusion en milieu solide.
Sauf que, cette technique a permis une bonne éwvalwde I'effet antibactérien et antifongique des
deux huiles par I'estimation approximatives desrdities des zones d’inhibition.

En effet, les diamétres des zones d’inhibitionsegistrés sur les souches fongiques et en
particulier avec I'huile de 'esped& raddianasont tres élevés pout. albicanset A. niger et par
rapport a I'huile d’arabica (Pl. 6 en annexe IVgsQlernieres souches présentent les CMI les plus
faibles (0,079 et 0,088 mg/ml) (tab. 56 et 57).

Cependant, il a été rapporté par Skandanis et a¢y(2001), que la CMI est définie comme
étant la plus faible concentration en huile capalel@éduire la croissance microbienne a 90%. Ce
pourcentage a été calculé pdurniger, il est de I'ordre d’environ 66 a 75% respectivainaourA.
arabicaet A. raddiana(tab. 56 et 57). De méme les pourcentages d’iibibenregistrés pour les
souches bactériennes vont de I'ordre de 74 a 85toanet se rapprochent un peu de 90%.

Selon Calillet et Lacroix (2007), les concentrasianinimales inhibitrices des huiles ne
seront pas identiques vis-a-vis des germes ciblé€me par rapport a I'effet recherché au cours de
leurs utilisations dans les différents domainesq@iecorrobore avec les résultats obtenus.

D’apres les CMI obtenues, les huiles d’acacia meoit une bonne performance
antibactérienne a des faibles concentrations vis-ale la bactérie a Gram posi8f aureuset a
Gram négatifE. coli, a I'exception des deuBacillus (tab. 56). Ces dernieres bactéries se sont
montrées moins sensibles a des faibles concemsati®ar contre, elles deviennent sensibles a la
concentration de 0,158 mg/ml.

Entre autre, les bactéries a Gram positif son$ gkensibles aux huiles que les bactéries a
Gram négatif. Selon certains auteurs, Tortoral.g2003) et Campbell (2007), les bactéries a Gram
positif possédent une simple membrane formée déipes peptidoglycane d’épaisseur de 10 a 80
nm. Par contre les bactéries a Gram négatif présenne structure membranaire plus compliquées
(6 < @ < 15 nm) avec une paroi a double membrane richepesdccharidiques et constitue une
barriere qui pourra bloquer la pénétration de aestagents pathogenes néfastes.

Bien que les deux huiles d’acacia aient exercéeffess bactéricides important skr col..

Ce genre de bactérie a Gram négatif appartenantaaniille des Enterobacteriaceae, fait partie de la
microflore du gros intestin de I'étre humain et desgmaux. C’est un bacille non pathogéne a I'état
normal. Cependant, il peut acquérir dans certaass une virulence trés importante et engendre

certains affections comme des diarrhées infaniiiésction urinaire etc. (Lechat et Lagier, 1980).
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Toutefois cette bactérie a Gram négdiif €ol) s’est montrée trés sensible vis-a-vis des

huiles des deux especes d’acacia dont nous avoegignes des diametres allant de 21,1 + 8,74
25,06 £ 0,36 mm respectivement pour l'huile de lenfe arabica et raddiana. Il semble que ce
résultat confirme l'usage traditionnel des grairsesis forme de poudre par la population de
Touareg dans la région de Hoggar afin de remédiertaines maladies infectieuses.

D’aprés une enquéte qui a été mené sur le teaiwgires de quelques praticiens traditionnels,
ces gens nous ont confirmé [l'utilisation d&s arabica et A. raddianadans certaines recettes
préparés a base des graines pour les traitemesfgslales et des infections etc. Le résultat obtenu
vis-a-visS. aureusst trés encourageant. Ce germe est un coccushafasitif, il ne sporule pas et
c’est un germe aéro-anaerobie facultatif. Il ebrgine des intoxications alimentaires humaines
dues a l'ingestion des entérotoxines staphylocoesSE) protéines thermorésistantes préformées
dans l'aliment. Ces toxines peuvent déclencher idfections parfois mortelles (panaris, etc.)
(Rizzi, 2011).

En ce qui concerne les deux especeBalgllus les résultats obtenus montrent clairement
une résistance de ces germes pour des faibles ricaioens des huiles par rapport aux autres
germes. Selon Tortora ell. (2003), ces Bacilles a Gram positif sont bien emnpour leur
résistance vis-a-vis d'un large spectre de biocid®aprés la littératureBacillus cereusest
responsable de toxi-infections caractérisées parsgienptomes diarrhéiques et d’intoxination se
traduisant par des symptémes émétiques. Il s’agit batonnet a coloration Gram positif sporulant
et aéro-anarébie facultatif. La principale voie tdensmission de cette bactérie a 'homme est
alimentaire. En effet, son abondance dans le dal isistance de ses spomBacillus cereugpeut
contaminer pratiquement toutes les catégoriesnd&lis et en particulier les végétaux (FAO/OMS,
2008 ; Afssa, 2009). Toutefois, a des concentratides huiles &. raddianaet d’A. arabica
respectivement de 0,105 a 0,158 mg /ml ses delbhdsage sont montrés trés sensibles (tab. 56).

Quand aux souches fongique§andida albicans appartenant a la famille des
cryptococcaceae. C'est une levure qui se présemts th bouche chez I'étre humain, le tube
digestif et les voies génitales. Elles peuvent devpathogenes dans certaines conditions, elles
provoguent des affections candidose ou mycosigam¢sn etl., 2001). En effet, dans les régions
arides algériennes et certains pays africainsnithe utilise les graines et d’autres parties des
arbres des deux especes d'acacia (exemple: éc@cee) pour soigner certaines maladies

gynécologiques.
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Toutefois, il n'est pas surprenons lorsque lesdsudes graines des deux espéces d’'acacia

ont inhibées la croissance @e albicansa une faible concentration, en effet le mécanidiaetion
des huiles et leurs sélectivités envers certaineorganismes restent meéconnues.

En ce qui concernéspergillus nigerest I'un des champignons les plus connue des
Aspergillus Il apparait sous forme de moisissure de coul@irenCes champignons sont avérés
tres sensibles aux huiles. Il ressort que lorsgaéhliles sont appliquées sur ce champignon a une
faible concentration, I'effet fongicide est meilied outefois, I'activité fongicide a été prononcée
surtout pour I'huile dA. raddiana(P1.6 en annexe V).

Par contre et a I'exception des autres germesuer$m concentration des huiles augmente
au-dela de 0,176 mg/ml un bon développement delasance mycélienne a été observé pour cette
espece (Photos 24 et 25 en annexe V). AuAaitiger est une espéce toxique et pathogene. Elle
provoque des otomycoses chez 'homme et aussiadpdigillose. Cependant, elle posséde des
toxines a propriétés insecticides actives surtoutlss moustiques (Parize at, 20008). Entre
autre, il n’est pas contradictoire lorsque la ddsd’huile augmente la croissance des mycéliums
d’A. nigeraugmente. Cette espéce est bien connue pour zgsi&n qui dégradent les protéines
interfibrillaires et hydrolysent aussi les huilédes graisses en acides gras libres ce qui endgenma
les cuirs dans les industries tanneries. Ces acigtas libérés vont présenter une source
d’approvisionnement en carbone et en énergie gocindampignon. Cela rend le milieu plus propice
pour leur développement. La deuxieme hypothesergowdtre que les huiles des deux espéces
d’acacia taniéres peuvent présenter dans leurpasitions chimiques des tanins. Ces molécules si
elles sont présentes dans le milieu de culturA.dgger, elles peuvent le rendre plus sélectif ce qui
va leur permettre une bonne croissance. Ces résamblent étre contradictoires avec I'utilisation
des deux espéces dans les industries tanieresaiuwcés industries utilisent les écorces et les
gousses qui sont faibles en matiére grasses dird'ale 0,02% (Tissouras, 2004), mais elles sont
trés riches en tannins. Cet effet, stimular.diiger nécessite des études plus approfondies pour
mieux cerner cette activité antifongique.

Un fait d’appréciation pourrait étre dégage de réssiltats et qui concerne les deux huiles
d’'acacia. En effet, ces huiles se sont montrées acives vis-a-vis les différentes souches
bactériennes et fongiques. En particulier, Burniger et C. albicanssuivi des autres souches
bactériennes. aureus E. coli; B. Subtiliset B. cereusa des CMI variantes entre 0,079 a 0,158
mg/ml et 0,079 a 0,105 mg/ml pour I'huileAd’arabicaet d’A. raddiana(tab. 56 et 57).

Il est & noter que I'étude statistique a révélé vaation significative P<0,05 entre les

deux extraits huileux. Il semble étre plus app®mue I'huile dA. raddianaprésente une activité
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antibactérienne et antifongique witro plus importante que celle de I'huileAd’ arabica Cela

pourrait s’expliquer a la fagcon dans laquelle kesles se diffusent dans les matrices des germes et
la composition chimique de chaque huile.

Cependant, la composition et la structure chimidas huiles conditionnent leurs modes
d’action antimicrobienne (Ultee edtl., 2002). Ces huiles sont des produits de compositi
généralement complexe, renfermant des métabolgéesndaires représentés par des principes
actifs.

Les huiles des plantes sont connues pour leursdgsabiodiversités et leurs propriétés
antimicrobiennes et dans la majorité des cas battactivité est due a ces constituants actifs tels
que les polyphénols, les monoterpenes, les segogiites, les alcools, les stérols et les tocophérols
etc. Compte tenu de leurs nombres de groupes dliffeéret complexés, ses substances sont
synthétisées par les végétaux supérieurs en répodss conditions de stress et surtout pour lutter
contre les agents pathogenes infectieux et lesip@sal.es mécanismes d’action des huiles et leurs
sélectivités envers certains microorganismes rest&connus. Les propriétés antibactériennes des
huiles et ces composés sont en partie lies a tauesteres lipophiles (Cimangaagt 2002 ; Bustta
etal., 2008, Kaur eal., 2005 ; Ncube dl., 2012).

Effet, plusieurs auteurs ont rapporté que l'accatmh des huiles au niveau des parois
bactériennes perturbent le fonctionnement et lanpabilité membranaire ce qui provoque la
dégradation de la paroi cellulaire, des dommagedesuprotéines, des fuites des contenus des
cellules, une coagulation du cytoplasme et I'épuiset de la force motrice des H+ (Helandealet
1998; Ultee eal., 1999 ; Lambert al., 2001 ; Ultee et Smid, 2001).

Bien que les propriétés chimiques de certainesesiuNégétales et leurs pouvoirs
antimicrobiens soient largement étudiées leurs mgcges d’action ne sont pas encore élucidés
entierement.

Toutefois, ces deux plantes d’acacia sont des athreeres trés utilisées dans la médecine
traditionnelle africaine (Mali, Sénégal, Soudanyjiig) et dans le sud algérien par les nhomades.
Elles sont tres recommandées dans les traitementgrthines maladies tels que les diarrhées, les
infections pulmonaires, les maladies inflammatoets En effet, dans ce sens certains travaux ont
été publiés par plusieurs équipes de rechercheuiebmt travaillé sur les extraits aqueux et
organiques des racines, des feuilles, et surtmiéderces.

A titre comparatif, Abd El Nabi eal. (1992), ont travaillés sur les extraits aqueux des

gousses @. niloticasynonyme de arabica obtenus a difféerentes tempégatlls ont confrontés ces
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extraits a différentes concentrations allant dé& @G@,6 mg/ml vis-a-vis des souches microbiennes

tels que les bactéries a Gram positif, a Gram ifégjda levureC. albicangtab. 58).
Tableau 58 : Les CMI (mg/ml) des extraits aqueuxgteusses &. niloticaoriginaire de Soudan
(Abd El Nabi el., 1992).

Microorganismes CM1 (mo/m)
37°C | 55°C | 70°C 95°C
Bacillus subtilisATCC1831 0,4 0,4 0,1 0,2
Staphylococcus aureuATCC 6538 0,4 0,2 0,2 0,2
Escherichia coliATCC 11229 1,6 1,6 1,6 0,8
Candida albicanATCC 10231 0,1 0,1 | 0,05 0,05

Les résultats des extraits aqueux des goussgesniotica de Soudan montrent un effet
antimicrobien important sur la soucl& albicanssuivi de S aureusB. subtiliset E. coli. Ce
résultat confirme encore les résultats obtenudgsadeux extraits huileux des graineé .darabica
d’Algérie. Nous avons remarqué aussi que les CMt sompletements différentes par rapport aux
extraits aqueux des gousses. Cela pourrait s’exgligar plusieurs facteurs tels que la nature du
solvant la méthode d’extraction, I'organe de kanpé utilisé etc.

Cependant, Eldeen at. (2005), ont étudié le pouvoir antibactérien desaits organiques
et aqueux des différents organes de I'esptcailotica de I'Afrique du sud (feuilles, écorces et
racines) a I'exception de leurs graines sur @esdoies a Gram positif et a Gram négatif (tab. 59)
Tableau 59: Les CMI (mg/ml) de I'activité antibast@ne des extraits 4. niloticadu Sud

d’Afrique (Eldeen at., 2005).

Bactéries testées

Partie Extrait d’éthyle acétate Extrait Ethanolique Exteajueux

Plante | B. s S.a E.c|] K.p| B.s| S.s Ejc Klp Bls S &.c | Kp

Feuille | 0,780 | 1,564 3,12p 3,125 0,780 1,560 3,1232% 5,00 | 6,25 | >12,5| >12,5
Ecorce| 0,092 0,092 0,780 0,7%0 0,094 0,092 0478@80Q, 0,780 0,780 6,12p 6,135
Racine | 0,195 0,39(“) 0,780 0,7%0 0%80 0,80 1 56660]{, 2,500[ 0,600 6,250 6,250

B. s : Bacillus subtilis ; S. a : Staphylococcuseus ; E. c : Escherichia coli ; K. p : Klebsilpneumoniae.

Il ressort de ces résultats obtenus par Eldeah é2005), en comparaison avec les extraits
huileux des graines des deux espéces d'acacia gsiedernieres ont exprimées une activité
antibactérienne importante avec des CMI plus failpgar rapport aux extraits de feuilles, des
écorces ou méme des racines (tab. 56 et 59).

En plus nous dégageons une autre remarque sutueerdes solvants de I'extraction qui

peuvent influencer sur I'effet antibactérien se qaise traduire par des CMI faible ou supérieurs.
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Cela a été bien prouvé par plusieurs auteurs @snéxtraits aqueux présentent des CMI les plus

élevé ¢12,5mg/ml voir tab. 58 et 59).

Plusieurs travaux de recherche sur I'espéce arabitaété publiés sur son activité

antimicrobienne et sur la toxicité des extraitsapigues de ses écorces. Les travaux de Kaalr et
(2005), ont indiqué que les extraits organiquedaims et peu polaires des écorces. diiloticaont
présentés un effet de cytotoxicité important ssrdellules humaines cancéreuses (HOS human
osteosarcoma) et PC-3 (human prostate cancer).

D’aprés les données bibliographiques existantesesultleux espéces d’acacia la plupart des
travaux sont orientés sur les extraits des diftsremganes de la plantes (feuilles, écorce, racine
etc.). Bien que, les graines ont montrées un pouaiimicrobien intéressant sur les souches
utilisées, aucune analyse identique n’a été pulolieeapportée dans la littérature pour parachever
les comparaisons.

Selon les résultats obtenus, il est évident quetiViéé biologique des huiles des deux
especes est en partie liée a leurs composeés &rnis.les résultats des analyses physicochimiques
ont révélés une teneur tres élevée des insapdesiabenviron de 3,23 + 0,22 % et 3,36 + 0,21%
respectivement pour I'espece arabica et raddiaette @raction pourrait présenter des substances
actives qui peuvent étre a l'origine de cette @egtiantimicrobienne telles que les saponines, les
triterpenes, les tanins etc. Rappelons que I'agatle HPLC a montrés que les deux huiles sont
riches en tocophérols. Ces substances lipophilgsdemées d’un pouvoir antioxydant remarquable
noté sur le radical libre DPPH°. Il se peut queteesphérols soient en partie responsables de cette
activité antimicrobienne enregistrée.

Il faut souligner que plusieurs auteurs ont prougés les deux plantes d’acacia leurs
ecorces, feuilles, racines et gousses présentenvanmation de métabolites secondaires tres actifs
tels que les saponines, les triterpenes, les deples flavonoides et les tanins. Ces molécules
procurent a ces deux plantes une certaines astibitdogiques pour se lutter contre les attaques
abiotiques et biotiques (Tindale et Roux, 1975habatal., 1980 ; Malan, 1991 ; EI-Mousallamy et
al., 1991 ; Hosamani etl., 2002; Seigler, 2003 ; Pinkard, 2003, Ncubalet2012).

Compte tenu de tous les facteurs existants ehtesactions entre la méthode d’extraction,
la substance, le microorganisme et le milieu déuoell qui peuvent exister nous pouvons dire que
I'action antimicrobienne est complexe comme tougérmiméne biologique. Alors I'étude de cette

activité nécessite des techniques plus fines ebéppdies pour une meilleure évaluation.
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10. Analyse de corrélation

Cette analyse a été effectuée afin de déterminieresiste une corrélation entre les
concentrations des huiles et les diameétres d'’itibibide la croissance des différents germes.

Les figures de 31 a 36 montrent des fortes coroélat entre I'augmentation des
concentrations et les diametres des zones d’imbribites germes pour les deux huiles a I'exception

de I’Aspergillus niger

25,00 @ A. arabica WM A.raddiana
B. cereus
20,00
515,00 y Ar= 118,4x- 1,6
£ R? Ar= 0,946
€ yAa = 94,98x - 1,996
al10,00 R?Aa =0,891
5,00
mg/ml
0,00 —4#—==—"t+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+— :g:
0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
-5,00

Fig. 31 : Analyse de la corrélation de la souBheereusen présences des huiles d’acacia.

30,00 B. subtilis @ A. arabica WA.raddiana
25,00 m B
20,00 y o= 142,4x - 3,311 4
R2,,= 0,902
N 5,00
£ Y as= 106,2x - 3,004
éo,oo R?,, = 0,855
5,00
mg/ml
0,00:'.:.::::.::::::::::..::g/:
0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
-5,00

Fig. 32 : Analyse de la corrélation de la souBhsubtilisen présences des huiles d’acacia.

Notant que les coefficients des corrélations peardouches bactériennes varient de 0,92 a
0,98. Ce qui explique le rapprochement des valéeila droite de régression. Cela peut signifier
gu’il existe une bonne corrélation entre les deaniables pour les quatre souches bactériennes (fig.
31 a 34).
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40,00
35,00
30,00
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S. aureus

@® A. arabica W A.raddiana
[ |

Y a=157,3x + 0,10
R? ,,=0,939

Y aa= 135,0x - 2,361
R%,,=0,859

mg/ml

0,25

Fig. 33 : Analyse de la corrélation de la soughaureusn présences des huiles d’acacia.

40,00 E. coli @ A. arabica B A.raddiana
Vo =179,9x-2,893 M
30,00
20,00
N Y po= 135,0x - 2,221
£ R?,. =0,869
E Aa ’
_&10,00
0,00 . ... . mg/ml
0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
-10,00

Fig. 34 : Analyse de la corrélation de la souEheolien présences des huiles d’acacia.

40,00 C. albicans @ A. arabica WM A.raddiana
Y a=193,8x+ 0,
30,00
Yas = 187,2x - 2,992
20,00 R? ,,= 0,907
£
£
©10,00
0.00 . mg/ml
0,2 0,25
-10,00

Fig. 35 : Analyse de corrélation de la sou€halbicansen présence des huiles d’acacia.

Pours la souch€. albicansles coefficients de corrélation pour les deuxdsusont 0,80 et

0,90 pourA. raddiana etA. arabicarespectivement (fig. 35).
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Bien que la droite de régression soit négative pespéeceA. nigerles coefficients sont

positifs. Nous remarquons clairement que les dimseétdiminuent avec Il'augmentation

concentrations en présence des deux huiles etreoutiar de I'espéce arabica (fig. 36).

10C
90
80 -
70 A
60
50 A
40 1
30
20 A
10 A
0

l Aspergillus niger ® Huile A. a B Huile A. r

y = -380x + 79,74
R?, = 0,945

@mm ZI

y =-341,1x + 75,00
Rz, = 0,872

_mg/ml

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Fig. 36 : Analyse de corrélation de souéhaigeren présence des huiles d’acacia.
11. Conclusion

Les tests biologiques réalisés avec les deux hbitates d’'acacia ont révélé une forte
activité antifongique suA. niger et C. albicansavec des CMI de 0,079 et de 0,088 mg/ml. Le
rapport des CMF/ CMI enregistré ne dépasse pa®ld,indique que l'effet des deux huiles est
fongicide. Au-dela de la concentration fongicideffet des deux huiles devient stimulant pour
I'espece fongiquéspergilus niger

Les deux bacilles a Gram positives ont présentéerésistance a des faibles concentrations
en huiles. Cependant, cette résistance diminue dades CMI égale 0,158 ml/g et 0,105 ml/g
respectivement noté pour les huiles de la plardbicaetraddiana Par contre, les deux espeées
coli et S. aureusse sont montrés tres sensibles a des CMI de 0,088 mg/ml respectivement
pour les huiles de I'espéce arabica et raddiaredfdt’des deux huiles d’acacia est bactéricideavis-
vis de toutes les souches bactériennes utilisées.

En dernier, nous pouvons dire que cette étudenprédire a fourni au moins quelques
données descriptives sur l'effet antimicrobien diesix huiles d’acacia vis-a-vis des souches
bactériennes et fongiques qui sont les plus patresypour la santé humaine.

Néanmoins, cette étude biologique de ces huilegrpoéire suivie dans l'avenir avec
d’autres objectifs et par d’autres méthodes plysafpndies et avancées afin de mieux cerner les

intéréts pharmacologiques et thérapeutiques désshie ses plantes.
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Chapitre VI

Résultats et discussions

12. Apercu économique sur les huiles les deux higld’acacia
La plupart des industries alimentaires, cosmétigigdharmacologiques sont trés intéressees
par les propriétés des composés naturels d’aulasigp’il s’agit des produits innovants originaires
des bioressources. A cet effet, nous voulons & itiicatif projeter quelques comparaisons entre
les deux huiles d’acacia algérienne et celle oasigindu Burkina en méme temps avec une autre

espece qui est tres proche de I'acacia sur legiigsicochimiques de I'huiles Afgania spinosalu

Maroc (tab.60).

Tableau 60 : Comparaison des principales caratitfrés physicochimiques des huiles d’acacia

Algériennes avec des huiles plantes proches.

Huiles des plantes

Principales A niloti Argania spi A. A.
caractéristiques B uring Palme O 054 arabica | raddiana
Algérie Algérie
Kg dR’r?LTi?ee/rlnoegli; ;Irlaeines ~10 12 3 12 5
C16:0 24,1 47,5 13,49 16,46 15,23
C18:0 5,8 6 5,40 7,54 4,50
C18:1 25,4 44 41,19 26,09 27,47
C18:2 40,3 12 38,90 47,89 51,58
> AGS % 29,9 53,5 19,31 25,35 20,53
YAGIS % 70,6 56 39,5 74,58 79,58
%Insaponifiables 1-2 <1,3 <11 3,23+0,22 | 3,36 £0,21
Tocophérols totaux mg/Kg / 438-2680 600-900 7147 864,9
Prix € d'un volume dell 566,66 a 600 0,57€ 113,33 Espéce non exploitée
Prix en DA 53832a 57000 54 10766,66 | = --m-mmememmemeeee-
Références nup: /- aboo- hupfwww-iabbo- | Nada el., 2003 Tissouras, 2013

C16:0: Acide palmitique C18:Acide stéarique C18:1: Acide oléique C18:2: Acide linoléique ;
> AGS % : Acides gras saturés totauXAGIS % : Acides gras insaturés totaux ;

NB : Les prix sont approximatifs et selon le taux dengjeaen cours 24/08/2013.

— —_ B
TUILE A4 IOUT
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e g g e —
T B e AL

Photo 27 :

L’huile originaire du Burkina @b 28 : Les huiles extraites d’acacia originaires
Algériennes restes agploitées.

15 ml vendu a 9 € (intt).
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Sachez que les deux espéces étudiées sont comghdseniélaissées et non exploitées
jusqu’a présent en Algérie a I'exception de quetqueages traditionnels par les populations
nomades dans les régions sahariennes. Toutefoisna@tude économique n’a été entreprise ni sur
les huiles ni sur les arbres dans les différentaaioes. C’est pour cela que nous avons essayé de
donner cet apercu économique a titre indicatif pgamner plus d'importance a ces especes (tab.
60).

Cependant, les différences approximatives notéée das prix de l'huile d’acacia et
d’arganier et de palme reviennent aux caractéustiqprécieuses et a la spécificité de cette huile.
Nous avons remarqué gue sur le plan de rendemest @mposition en acides gras polyinsaturés,
que I'huile d’acacia reste la plus rentable eteglen AGPIS et en tocophérols. C’est pour cette
raison, elle est vendue plus cher, environ 566,&@&<€ pour un 1 litre d’huile, 'équivalent de
53832 a 57000 DA algériens. Cette huile est comtliite dans des flacons de 15 ml est vendue de
8,5 a 9 € (photo. 27). En contre partie, cette @ssource est compléetement abandonnée et
inexploitée en Algérie. Bien que les huiles exémites deux espéces d’acacia algériennes ont
révélé une composition phytochimique et un pouwanitioxydant et antimicrobien important (tab.
60 et photos. 28).

Vu cette composition phytochimique et ses qualitétte I'huile est tres recommandée dans
la médicine traditionnelle pour certaines maladig8urkina, Mali et au Sénégal.

Cependant, dans les régions semi-aridesarabica et A. raddianajouent un role trés
economique et écologique important. Ces arbremiggent de 'ombre aux nomades et a leurs
animaux en plus, leurs fruits en gousses procuteré nourriture pour les animaux (les chévres et
les dromadaires). De plus, ces espéces présemiestymbiose bactérienne qui se fait au niveau des
racines pour fixer 'azote atmosphérique.

Enfin, la situation actuelle des deux espéces diaaans les zones arides et semi arides est
menacée de disparition suite a la pression entuepq la sécheresse exercée sur ses arbres. Alors
nous pouvons dire que les qualités de ces deuxespgur donnent un avantage comparatif et leurs
succes actuels devraient inciter les autoritésti@riicontre la désertification et a améliorer la
gouvernance des régions arides et semis arideaveridant la mise en place des régimes fonciers
pour la préservation et la valorisation de cesearlolans leurs régions natives et ceci dans le cadre

d’'un développement rural et durable.

88



Conclusion générale



Conclusion générale

Conclusion générale

Les travaux entrepris au cours de cette étude emhip, dans un premier lieu de

mettre en lumiére le potentiel phytochimique deslesudes graines de deux espéces

agroforestieresAcacia arabicaet d’Acacia raddiana)des régions désertiques. Les résultats

obtenus montrent :

>
>

Un taux d’humidité de 0,21 a 0,32%, et un tempsétdage trés réduit de 48 a 59 mn ;
Des rendements élevés des huiles ont été enregiatrée solvant éther de pétrole
12,28+1,09 % pour l'espece arabica et 9,67 +0,5ar paddiana avec un temps
d’extraction d’environ 8 heures ;

Les parametres physicochimiques correspondent aleuns limites fixées par les
normes des huiles végétales. Les valeurs obtenumdiquée que les huiles sont non
siccatives, riches en acides gras insaturés (Irtliode varie de 144 a 155 megRg)

et en insaponifiable (3%) ;

La CPG a confirmé l'insaturation des deux huileacdtia avec des pourcentages des
AG insaturés de74 a 79% prédominant d’acides gogsnsaturés oméga w6 (C18 :2)
suivie et des omégas w9 (C18 :1). Ces acides giaesbentiels assurent des fonctions
vitales et indispensables pour le fonctionnement'@hganisme. Cependant, pour les
acides gras saturés, la présence qui est de I'del@9% dont I'acide palmitique C16:0
montre une teneur élevée (16,46% et 15,23%) suigid'acide stéarique avec une
faible teneur.

En ce qui concerne les tocophérols, les deux hdiesacia sont également des sources
de la vitamine E antioxydante avec respectivemend77 +1,32% et 86,49 *0,34
mg/100g d’huile pour I'espéaabicaetraddiana

La composition physicochimique spécifigue des Isuitles deux espéces d’acacia
distingué principalement par les taux importantacaies gras polyinsaturés et des
tocophérols les prédestine a des usages multiples.

Les propriétés antioxydantes des huiles d’acactsguent des composés antioxydants
puissants vis-a-vis le radical libre DPPH°. L’esdiion simultanée du pouvoir
antioxydant EAR est forte avec des temps de réactimyens et des faibles
concentrations en huiles pour les deux espéces (B24 et 264 mg/g DPPH ; Teq : 27
et 23 mn). Néanmoins, ces résultats sont basésngusimple estimation des activités
des huiles brutes et des études sur des extragseraient plus intéressantes a mener.
Les tests biologiques révelent que les huiles ptése une forte activité antifongique

vis-a-visA. nigeret C. albicansavec des CMI de 0,079 a 0,105 mg/ml et de 0,079 a
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0,088 mg/ml respectivement pour I'huileAd’arabicaet d’A. raddiana De méme ses
huiles exercent des effets inhibiteurs marquéslesirbactéries Gramet Grani en
particulier E. coli et S. aureus(0,123< CMI < 0,126mg/ml ; 0,088mg/ml = CMI)
respectivement pour les huiles de I'espéce arapicaaddiana. Par contre, les deux
bacilles ont présenté une résistance a des faiblesentrations en huiles. Entre autre,
cette résistance diminue face a des CMI de 0,1%8165 mg/ml respectivement noté
pour I'huile de I'espece arabica et raddiana.

» |l est fort possible que les autres propriétés memtifier comme les insaponifiables
(3%) peuvent avoir des effets biologiques synemggwu antagoniste d’intérét
biotechnologique.

Perspectives

Finalement, I'objectif premier de cette recherskeenble étre atteint puisque tous les
résultats obtenus mettent en évidence le potgtigbchimique des huiles des deux especes.
Cette bioressource complétement délaissée et nploigde jusqu'a présent en Algérie a
'exception de quelques usages traditionnels par depulations indigenes des régions
sahariennes recélent une composition phytochimigtieun pouvoir antioxydant et
antimicrobien important. Critere de qualité, lageéce des taux élevés des AG polyinsaturés
et des tocophérols, ces huiles pourraient bienrécommandées pour une exploitation plus
rationnelle dans diverses utilisations alimentgfeggrmaceutique, cosmétique etc.

Nous pouvons dire que les qualités de ses deuxespeurs donnent un avantage
comparatif et leurs succes actuel devrait incegsrdutorités a lutter contre la désertification,
améliorer la gouvernance des régions arides etssanaes en favorisant la mise en place de
régimes fonciers respectueux de I'environnement d& préserver et valoriser ces deux

especescaciadans le cadre d’un développement rural et durable.
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Annexe | : Présentation duesite prélevements

Présentation du site de prélevements (Hoggar)

Le Hoggar est un massif montagneux de I'extrémeddgitien, il se situe entre 12° et
25° de laltitude Nord entre 3° et 6° de longituds. H s'étale sur une superficie d’environ
554000 km, qui représente le quart de la surface globalé¢Adgérie. Il est divisé en 21
régions naturelles, dont les principales sont :

> | Atakor, zone fortement montagneuse ou on trouve leshauts sommets d’Algérie
Tahat 3003 m llaman 2789 m Assekrem 2760 mTefedestau Nord de Atakor,
I Anahaf a I'Est, I'lmmidir, I’ Ahnet, etc.
> Le Hoggar subit I'influence de deux régimes climatiques miéditerranéen sur ses
marges septentrionales et le tropical sur ses marg®idionales. Le climat est marqué par
une saison séche tout en long de l'année, les tatpés maximales absolues peuvent
atteindre 40 °C a Tamanrasset (1395 m), et 28 A€sakrem(2760 m) durant le mois le plus
chaud Juin. Par ailleurs, le mois de Janvier eptus frais, les températures minimales sont
tres basses (-13,5 °C en 1993), les précipitatimms rares, irrégulieres aléatoires de faible
importance quantitative (100 a 200 mm/an). C’essiague se localisent les régions des
prélevements des deux espeesarabicaetA. raddiana(Tab.4),
Tableau 4 : Présentation des coordonnées géogrepties deux especes sahariennes

d’acacia dans I'’Ahaggar.

Especes Lieu de récolte  Longitude Latitude  Altitonde
_ _ Teganaouene 22 22 31 051551 979
Acacia arabica
Tessenaouene 22 44 59 05 27 07 1318
Acacia raddiana Anfege 2217 20 05 46 44 953
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Annexe | : Présentation duesite préléevements

Planche. 4 :Sujets de prélevement des deux espéces d'astation de Tamanrasset.

K 3 . Photo.| e Photo.2
Photo.l et 2 : Pieds & Acacia mddianeg « Talha» a 2100 m daltitude.

p—
e ~=
- - -

- - —

4‘_ = g - = -

Photo. 4 et 5 - A arabica et A. meddiana, présentant une formation végétale mixte avec d autres

genres ¢ Zigpphus lotus et Balanites aegypficcs » dans un grand Cued du verzant meéridional du
Hoggar :
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Annexe Il: Chromatogrammes des acides grasesttdcophérols
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Fig. 17 : Chromatogramme obtenue par la CPG déesigras de I'huile A arabica.
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Annexe |l:

g

Fig. 19 : Chromatogramme obtenue par la CPG déesigras de I'huile A raddiana.
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Annexe |l Chromatogrammes des acides grasesttdcophérols
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Fig. 21 : Chromatogramme obtenue par HPLC degtumwols de I'huile des grainesAd’arabica
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Fig. 22 : Chromatogramme obtenue par HPLC degtu@ols de I'huile des grainesAd’raddiana
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Annexe IlI:

ctivité antimicrobienne

1. La composition des milieux de cultures

Le tableau ci-dessous représente la compositiodiffégents milieux de cultures

utilisés.

Tableau 6 : La composition des différents miliel@s cultures.

Compositions des milieux des cultures

PePIONE. ... e e e e e 0. 1D

Extrait de [evure..........ooi i 39/l
Chlorure de SOdIUM.......ccoiii it e e e 69/l
Bouillon nutritif | D(+)- gIUCOSE......cviii i e e e e e e e 19/l
BN BEau distillée. ... ... 1l
PH Nl .. 7,5+0.2
a37°C
Stérilisation a 121°C pendant 15 minutes.
Infusion de viande de baauf...........ocoo i 300,0 mi
Peptone de CasSBiNe.......covviiriie i e e e e 1759
Amidon de MalS.......ccvveiiiiieiie i i e eeeeeee. 1,60
A . e 17,09
Mueller BEau distillée. ... ..o 1l
Hinton MH PH e 7,4
Stérilisation a 116C°ou 120C° pendant 15 minutes.
Pomme de terre] POMME A teIT ov vttt e e e e 200g
dextrose agarosg GIUCOSE.........oiii it e e 20g
PDA 0 = 159
BEau distillée ..o 1l

Stérilisé a I'autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
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Annexe Il : Activité antimicrobienne

1. Activité antimicrobienne des huiles

1.1. Test de diffusion en milieu liquide de I'huiled’ A. arabica
Tableau 16 :La gamme de dilution de 0 & 0,316 mg/ml pour lest®&&es a Gram+

sporulant

Concentration en huile [mg/ml]
Souches microbiennesi 0.0 | 0,0098|0,01975| 0,039 0,079| 0,158| 0,316

Bacillus cereus 4+ |+ +++ +++ | +++ - -

Bacillus subtilis ++++ | +++ ++ ++ ++ _ -
(++++) croissance trés élevée ; (+++) élevée ; (mpyenne ; (+) : faible - Absence
Tableau 17 :La gamme de dilution de 0 a 0,504 mg/ml pour lest@&&s a Gram+ non
sporulant

Concentration en huile [mg/ml]
Souches microbiennes | 0.0 | 0,01575|0,0315| 0,063 0,126 0,252| 0,504

Staphylococcus aureug ++++| +++ ++ ++
(++++) croissance tres élevée ; (+++) élevée ; (tmpyenne ; (z) : faible )\ Absence

Tableau 18 :La gamme de dilution de 0 a 0,492 mg/ml pour lest&ges a Gram-

Concentration en huile [mg/ml]
Souches microbiennes 0.0 | 0,01537|0,0307| 0,0615 0,123| 0,246| 0,492

Escherichia aureus | ++++| +++ ++ ++ = - -
(++++) croissance trés élevée ; (+++) élevée ; (Hmpyenne ; (z) : faible - Absence

Tableau 19 :La gamme de dilution de 0 a 0,4225 mg/ml pourVareC. albicans.

Concentration en huile [mg/ml]
Souches microbiennes | 0,0 |0,01310,0262(0,0525] 0,105 0,2112 0,4225

Candida albicans F444| T ++ ++ - - -

(++++) croissance tres élevée ; (+++) élevée ; (tmpyenne ; (z) : faible - Absence

Tableau 20 :La gamme de dilution de 0 a 0,316 mg/ml pour lerghignonA. niger.

Concentration en huile [mg/ml]

Souches microbiennes| 0.0 | 0,0098|0,01975| 0,034 0,079| 0,158| 0,316
+++

Aspergillus niger | ++++ | +++ | 4+ |+ |- -

(++++) croissance tres élevée ; (+++) élevée ; (mpyenne ; (z) : faible - Absence
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1.2. Test de diffusion en milieu liquide de I'huiled’A. raddiana
Tableau 21 :La gamme de dilution de 0 a 0,4225 mg/ml pour last&ies a Gram+
sporulant

Concentration en huile [mg/ml]
Souches microbiennes | 0,0 |0,01310,0262(0,0525] 0,105 0,2112 0,4225

Bacillus cereus ++++| +++ |+ | - - -

Bacillus subtilis ++++| +++ |+ | - - -

(++++) croissance tres élevée ; (+++) élevée ; (tmpyenne ; (z) : faible - Absence

Tableau 22 :La gamme de dilution de 0 a 0,316 mg/ml pour lest&#es a Gram+ non
sporulant

Concentration en huile [mg/ml]
Souches microbiennes | 0.0 | 0,0098]0,01975| 0,039 0,079| 0,158 0,316

Staphylococcus aureug ++++ | +++ ++ ++ - - -
(++++) croissance trés élevée ; (+++) élevée ; (mpyenne ; (z) : faible ;Y Absence

Tableau 23:La gamme de dilution de 0 a 0,352 mg/ml pour lest&&es a Gram-

Concentration en huile [mg/ml]
Souches microbiennes| 00 | 0,011| 0,022| 0,044 0,088 0,176 0,352

Escherichia aureus | ++++ | +++ | ++ ++ = = -
(++++) croissance tres élevée ; (+++) élevée ; (tmpyenne ; (z) : faible ) Absence

Tableau 24:La gamme de dilution de 0 a 0,352 mg/ml pour laite. albicans.

Concentration en huile [mg/ml]
Souches microbiennes| 00 | 0,011| 0,022| 0,044 0,088 | 0,176| 0,352

Escherichia aureus | ++++ | +++ | ++ ++ - - -
(++++) croissance trés élevée ; (+++) élevée ; (Hmpyenne ; (z) : faible - Absence

Tableau 25 :La gamme de dilution de 0 a 0,316 mg/ml pour lexghignonA. niger.

Concentration en huile [mg/ml]
Souches microbiennes| 0,0 | 0,0098|0,01975| 0,039 0,079/ 0,158| 0,316

Aspergillus niger | ++++| +++ +++ | +++ - - +++

(++++) croissance tres élevée ; (+++) élevée ; (tmpyenne ; (z) : faible ;) Absence
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Annexe Il : Activité antimicrobienne

Tableau 26: L'activité antimicrobienne des huiles d’acacimareilieu liquide a la
concentration de 0 a 0,492 mg/ml.

Concentration en huile [mg/ml]
0,0 |0,01537 0,0307) 0,0615| 0,123} 0,246| 0,492
L’huile d’A. arabica

Souches microbiennes

Bacillus cereus ++++| | | A | | - -
Bacillus subtilis ++++| +++ ++ ++ |+ - -
Staphylococcus aureus | ++++| +++ ++ + - - -
Escherichia coli ++++| +++ ++ + - - -
Candida albicans | ++ 4 _ _ j
Aspergillus niger ++++ | HH+ ++ ++ A
L'huile d’A. raddiana
Bacillus cereus +H++| | | | | - -
Bacillus subtilis ++++| +++ +++ | +++ |+ = -

Staphylococcus aureus | ++++| +++ | +++ | +++ - - -
Escherichia coli snass Bhasnd aad e - -

Candida albicans ++++| A+ | | A - - -

Aspergillus niger 4| | | N

(++++) croissance tres élevée ; (+++) élevée ; (tmpyenne ; (z) : faible - Absence

Tableau 27:Les CMI de I'activité antimicrobienne des huiléadhcia en milieu liquide a la

concentration de 0 a 0,4agpml.

Concentration en huile [mg/ml]
0,0131 0,0262 0,0525|0,105{0,2112 0,4225
L’huile d’A. arabica

Souches microbiennes 0,0

Bacillus cereus ++++| -+ | | | = -
Bacillus subtilis ++++| e+ |+ ++ | ++ = -
Staphylococcus aureus | ++++| +++ | ++ ++ + - -
Escherichia coli ++++| +++ ++ ++ + - -
Candida albicans bt | FHE 4 4 _ _ j

Aspergillus niger ++++| HHE ++ ++ = +++ |+t

L'huile d’A. raddiana

Bacillus cereus ++++| +++ | | o - -
Bacillus subtilis +H++| | A+ |+t - - -

Staphylococcus aureus | ++++| +++ | +++ | +++ - - -

Escherichia coli HH++| A+ | A | | - - -
Candida albicans +H++| A+ | A+ | | - - -
Aspergillus niger ++++| +++ |+ | - +++ |+

(++++) croissance trés élevée ; (+++) élevée ; (Hmpyenne ; (z) : faible -\ Absence
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Tableau 28: Les CMI de I'activité antimicrobienne des huitBacacia en milieu liquide a la

concentration varie de 036@,mg/ml.

Concentration en huile [mg/ml]
0,0 |0,011}0,022| 0,044(0,088| 0,176 0,352
L’huile d’A. arabica

Souches microbiennes

Bacillus cereus | | A | | | - -
Bacillus subtilis t+++| |+ | | A - -
Staphylococcus aureus | ++++| +++ | ++ | ++ | ++ - -
Escherichia coli | |+ |+ * - -
Candida albicans P PR I R + , -
Aspergillus niger +H++ | |+ |+ - + | ++++
L’huile d’A. raddiana
Bacillus cereus | | | | | - -
Bacillus subtilis Ftt | | A | A | | - -

Staphylococcus aureus | ++++| +++ | +++ | +++ | - - -

Escherichia coli sannd hand hand hasd s - -
Candida albicans Ft+ | | | | - - -
Aspergillus niger 4| A+ | | | - T |+t

(++++) croissance tres élevée ; (+++) élevée ; (tmpyenne ; (z) : faible - Absence

Tableau 29 L’activité antimicrobienne des deux huiles d’@eaen milieu liquide ala
concentration de 0 a 0,31gmi.

Concentration en huile [mg/ml]
Souches microbiennes | 0,0 [0,0098 0,01975 0,039 0,079/ 0,158 0,316
L’huile d’A. arabica
Bacillus cereus 44| | A | | | - -
Bacillus subtilis ++++| | | A | | - -
Staphylococcus aureus | ++++| +++ | +++ | +++ | +++ | - -
Escherichia coli 44| | A | | | - -
Candida albicans NI T e E e T -
Aspergillus niger ++++| +H+ |+ |+t = - |+t
L’huile d’A. raddiana
Bacillus cereus e I o o I -
Bacillus subtilis ttt| HHt | | A - -
Staphylococcus aureus | ++++| +++ | +++ | +++| - - -
Escherichia coli +H++| HHH | A | A ] - -
Candida albicans ++++| +++ |+ || - -
Aspergillus niger ++++| +++ = - - - |+t
(++++) croissance trés élevée ; (+++) élevée ; (Hmdyenne ; (z) : faible - Absence
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1.3. Test de diffusion en milieu soliden@¢thode de disque)

Les diamétres moyens des zones d’inhibitions wigdes souches microbiennes a
différentes gammes de dilution des huiles d’acacat représentées dans les tableaux ci-
dessous :

Tableau 32 :Les diametres moyens des zones d’inhibition deiV&é antimicrobienne de
I'huile dA. arabicaa la concentration de 0 a 0,504 mg/ml.

Concentration en huile [mg/ml]
Souches 0 | 0,01575] 0,0315 0,063 0,126 | 0,252 0,504
microbiennes
L’huile d’A. arabica

B. cereus @ Moy | 0,00 2,58 | 4,43 | 5,67 | 7,42 | 20,57| 34,67
' Ecart |0,00f 0,38 | 0,40 | 0,06 | 0,03 | 0,40 | 1,53
B. subiilis @ Moy | 0,00 2,75 | 5,10 | 6,00 | 7,23 | 25,17| 35,42
' Ecart |0,00f 0,50 | 0,96 | 0,50 | 0,64 | 0,38 | 0,38
@ Moy | 0,00 2,25 | 3,17 | 5,25 | 21,75| 25,17| 43,83

S. aureus
Ecart |0,00f 0,66 | 0,38 | 0,25 | 0,50 | 0,52 | 2,67
E coli @ Moy | 0,00 2,08 | 3,92 | 7,15 | 19,80| 32,92| 45,17
' Ecart |0,00f 0,29 | 0,52 | 0,49 | 0,18 | 0,63 | 0,76
_ @ Moy | 0,00 2,33 | 4,42 | 6,75 | 33,25| 38,17| 51,25

C. albican
Ecart |0,00f 052 | 0,52 | 0,66 | 0,25 | 0,38 | 1,64

B : Bacillus ; S : Staphylococcus ; E : Escherichia: Candida @ Moy: Diamétres
des zones d'inhibition moyen en mm ; Ecart : Bg@tmoyen des diamétres.

Tableau 33 :Les diametres moyens des zones d’inhibition deiV&é antimicrobienne de
I'huile dA. arabicaa la concentration de 0 a 0,492 mg/ml.

Concentration en huile [mg/ml]
Souches 0 | 001537| 00307 0061 0,123 | 0,246 0492
microbiennes
L’huile d’A. arabica

@ Moy |0,00| 2,62 5,00 5,73 6,68 | 23,77| 33,33

B. cereus
Ecart | 0,00/ 0,15 0,62 0,21 0,46 0,75 | 1,53
B. subtilis @ Moy | 0,00, 2,58 4,75 5,78 6,65 | 24,83|34,50
’ Ecart | 0,00/ 0,14 0,66 0,13 0,10 0,76 | 1,32
@ Moy | 0,00 2,17 3,00 5,00 | 12,83 | 23,67 |42,42

S. aureus
Ecart | 0,00/ 0,38 0,25 0,25 0,38 1,76 | 2,38
E coli @ Moy | 0,00 2,33 4,25 6,75 | 21,15 | 32,00| 42,33
' Ecart | 0,00/ 0,29 0,25 0,66 0,66 1,32 | 2,36
] @ Moy | 0,00 1,50 3,83 7,63 | 21,57 | 37,58|47,83

C. albicans
Ecart | 0,00/ 0,43 0,14 0,13 0,16 0,63 | 0,95

B : Bacillus ; S : Staphylococcus ; E : Escherichia: Candidg @ Moy: Diamétres
des zones d'inhibition moyen en mm ; Ecart : Bg@tmoyen des diamétres.
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Tableau 34 :Les diametres moyens des zones d’inhibition deiV&é antimicrobienne de
I'huile dA. arabicaa la concentration de 0 a 0,4225 mg/ml.

Concentration en huile [mg/ml]
Souches microbiennes 0 | 0,0131] 0,0263 0,052 0,105 | 0,2112 0,4225
L’huile d’A. arabica
@ Moy |0,00| 2,35 | 4,15 | 5,00 | 6,53 | 17,80| 28,83
B. cereus
Ecart |0,00| 0,13 | 0,38 | 0,50 | 0,50 | 2,80 | 0,58
5. subilis @ Moy |0,00| 2,67 | 4,12 | 5,00 | 6,18 | 21,83 | 29,00
' Ecart |0,00| 0,76 | 0,61 | 0,90 | 0,46 | 1,01 | 0,87
@ Moy |0,00| 1,88 | 2,75 | 4,75 | 7,75 | 21,08| 41,50
S. aureus
Ecart |0,00 0,54 | 0,25 | 0,25 | 0,73 | 0,88 | 2,46
E coli @ Moy |0,00] 1,93 | 435 | 583 | 8,00 | 30,08| 40,25
' Ecart |0,00| 0,28 | 0,41 | 0,63 | 0,50 | 0,80 | 0,25
, @ Moy |0,00| 1,47 | 3,67 | 6,58 | 32,75 | 36,50 | 46,88
C. albicans
Ecart |0,00 0,20 | 0,29 | 0,38 | 0,75 | 0,25 | 0,32

B : Bacillus ; S : Staphylococcus ; E : Escherichfa: Candida @ Moy: Diameétres
des zones d'inhibition moyen en mm ; Ecart : Bga@tmoyen des diametres.

Tableau 35 :Les diametres moyens des zones d’inhibition deiV&é antimicrobienne de
I'huile dA. arabicaa la concentration de 0 a 0,352 mg/ml.

Concentration en huile [mg/ml]
Souches microbiennes | 0 [0,011] 0,022 0,044] 0,084 0,1760,352
L'huile d’A. arabica

B. cereus @ Moy|0,00| 1,67 | 4,70 | 5,08 | 6,43 |15,44| 25,67
' Ecart |0,00| 0,29| 0,26 | 0,63 | 0,40 | 0,01 | 0,58
B. subiilis @ Moy|0,00| 1,67 | 4,33 | 5,05 | 6,23 |21,18| 27,25
’ Ecart |0,00( 0,38| 0,52 | 0,91 | 0,25 | 0,35 | 0,66
@ Moy|0,00| 1,33| 2,88 | 4,82 | 6,82 | 16,67 35,58

S. aureus
Ecart |0,00( 0,38| 0,54 | 0,39 | 0,35 | 0,14 | 5,08
E coli @ Moy| 0,00 1,50| 3,08 | 5,25 | 7,58 | 23,00 36,92
' Ecart |0,00| 0,25| 0,63 | 0,25 | 0,63 | 0,50 | 2,79
. @ Moy|0,00| 1,33| 3,42 | 592 | 8,63 |34,83| 41,33

C. albicans
Ecart |0,00( 0,14| 0,38 | 0,52 | 0,15 | 0,14 | 1,42

B : Bacillus ; S : Staphylococcus ; E : Escherichia: Candidg @ Moy: Diamétres
des zones d'inhibition moyen en mm ; Ecart : Bg@tmoyen des diameétres.
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Tableau 36 :Les diametres moyens des zones d'inhibition deiV&é antimicrobienne de
I'huile dA. arabicaa la concentration de 0 a 0,316 mg/ml.

Concentration en huile [mg/ml]

Souches microbiennes| 0 | 0,0098| 0,0197% 0,039 | 0,079 | 0,158| 0,316
L'huile d’A. arabica

B. cereus @ Moy | 0,00/ 1,58 3,73 4,40 5,87 | 14,81| 27,50
Ecart | 0,00/ 0,38 0,49 0,17 0,12 | 0,01 | 1,32
B. subtilis @ Moy | 0,00 1,58 | 3,73 | 4,40 | 550 |20,72| 28,35
' Ecart | 0,00/ 0,14 | 0,49 | 0,17 | 0,30 | 0,06 | 0,54
S. aureus @ Moy | 0,00 1,32 2,75 4,42 7,13 | 22,50 33,25
Ecart | 0,00/ 0,16 0,25 0,14 0,13 | 0,25 | 1,98
E coli @ Moy | 0,00 1,75 | 2,67 | 458 | 583 |21,13| 33,58
' Ecart | 0,00/ 0,25 | 0,38 | 0,38 | 0,63 | 0,59 | 2,65
C. albicans @ Moy | 0,00f 1,13 2,58 4,50 7,17 | 34,58| 39,52
' Ecart | 0,00/ 0,13 0,38 0,90 0,38 | 0,14 | 0,28

B : Bacillus ; S : Staphylococcus ; E : Escherichi@a: Candida @ Moy: Diamétres des
zones d'inhibition moyen en mm ; Ecart : Ecartyp@yen des diamétres.

Tableau 37: Les diamétres moyens des zones d’inhibition @etivité antimicrobienne de

I'huile dA. raddianaa la concentration de 0 a 0,504 mg/ml.

Souches Concentration en huile [mg/ml]
microbiernes |0 10:01575 o,o3;5| 0,063 o,_126\o,252|o,504
L’huile d’A. raddiana

B. cereus |2 Moy|0.00] 1,25 | 2,88 | 6,92 | 16,83| 29,02| 4592
Ecart 0,000 0,25 | 0,54 | 0,52 | 0,88 | 0,52 | 0,95

8. subtiis 2 MOY[0.00] 1,75 | 3,75 | 7,33 | 20,17 31,00| 47,08
Ecart 0,00 0,25 | 0,25 | 0,38 | 0,38 | 0,87 | 0,63

S aureus |2 Moy|000] 188 | 3385 | 7,30 | 24,38| 34,50 50,33
Ecart 0,00 0,32 | 0,26 | 0,48 | 0,86 | 0,50 | 0,76

£ coii | @Moy|000] 200 | 413 | 7,17 | 29,33| 3552| 50,75
Ecart |0,00 0,25 | 0,38 | 0,38 | 0,52 | 0,28 | 0,25

C. albicans 2. Moy|0.00| 358 | 543 | 6,83 | 35,92| 57,33| 68,17
Ecart | 0,000 0,14 | 0,26 | 0,38 | 0,88 | 0,52 | 0,38

B : Bacillus ; S : Staphylococcus ; E : Escherichi@a: Candida @ Moy: Diamétres
des zones d'inhibition moyen en mm ; Ecart : Bga@tmoyen des diameétres.
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Tableau 38: Les diametres moyens des zones d'inhibitioriat#ivité antimicrobienne de
I'huile dA. raddianaa la concentration de 0 a 0,492 mg/ml.

Concentration en huile [mg/mil]
Souches 0[0,01537 0,0307] 0,0615 0,123 0,246] 0,492
microbiennes 015 0307 0,0615 0.1 24 A
L’huile d’A. raddiana
@ Moy | 0,00 1,30] 2,67 4,92| 13,25 27,58 40,92
B. cereus
Ecart | 0,00 0,18/ 0,14 0,29 0,25 0,88/ 0,52
B. subtilis @ Moy | 0,00 1,75] 3,42 7,00| 18,42| 31,00 44,08
' Ecart | 0,00 0,66/ 0,52 0,50, 0,38/ 0,50/ 0,63
@ Moy | 0,00 2,000 3,73 7,05| 19,68 36,75 46,42
S. aureus
Ecart | 0,00 0,43 0,45 0,52| 0,16/ 0,25/ 0,38
E coli @ Moy | 0,00 2,33 3,92 7,25| 27,17| 37,75 46,75
' Ecart | 0,00 0,52 0,52 0,50, 0,29/ 0,66] 0,25
: @ Moy | 0,00 3,63] 5,25 6,50| 35,75| 43,08 64,08
C. albicans
Ecart | 0,00 0,13 0,25 0,66/ 0,25 0,52| 1,84

B : Bacillus ; S : Staphylococcus ; E : Escherichia: Candida @ Moy: Diamétres des
zones d’inhibition moyen en mm ; Ecart : Ecartyp@yen des diamétres.

Tableau 39: Les diametres moyens des zones d’inhibitioriativité antimicrobienne de

I'huile dA. raddianaa la concentration de 0 a 0,4225 mg/ml.

Concentration en huile [mg/ml]
0 |0,0131]0,0262] 0,0525| 0,4085] 0,2112] 0,4225
L’huile d’A. raddiana
@ Moy | 0,00 1,05 | 2,25 | 6,80 | 15,03 25,67 | 39,08
Ecart |0,00| 0,26 | 0,25 | 143 | 0,78 | 0,76 | 1,28
@ Moy |0,00| 1,42 | 292 | 7,22 | 17,63| 30,50 | 40,42
Ecart | 0,00 0,38 | 0,38 | 0,06 | 0,12 | 0,50 | 0,88
@ Moy |0,00{ 1,63 | 3,17 | 7,52 | 18,58| 32,50 | 44,75
Ecart | 0,00 0,44 | 0,80 | 0,28 | 0,14 | 0,50 | 0,25
@ Moy |0,00| 1,88 | 3,50 | 7,63 | 26,42| 34,33 | 46,58
Ecart {0,00| 0,34 | 0,25 | 0,13 | 0,38 | 1,04 | 0,52
@ Moy | 0,00| 2,42 | 458 | 6,22 | 35,25| 50,17 | 59,33

Ecart | 0,00/ 0,29 | 0,14 | 0,26 | 0,66 | 0,38 | 0,52

B : Bacillus ; S : Staphylococcus ; E : Escherichi@a: Candida @ Moy: Diamétres dep
zones d'inhibition moyen en mm ; Ecart : Ecartyp@yen des diamétres.

Souches
microbiennes

B. cereus

B. subtilis

S. aureus

E. coli

C. albicans
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Tableau 40: Les diametres moyens des zones d'inhibitioriat#ivité antimicrobienne de
I'huile dA. raddianaa la concentration de 0 a 0,352 mg/ml.

Concentration en huile [mg/mi]

Souches 0 [0,011]0,022[0,044]0,088] 0,176] 0,352

microbiennes _ _
L’huile d’A. raddiana

B. cereus @ Moy| 0,00 | 1,27 | 1,88 | 4,47 | 6,43 | 21,22|35,17

Ecart | 0,00| 0,46 | 0,32 | 0,20| 0,40| 0,30 | 1,04

B. subiilis @ Moy| 0,00 | 1,30| 2,25]| 6,83 | 6,23 | 26,67| 36,25

Ecart | 0,00 | 0,64 | 0,90| 0,58 | 0,25| 0,29 | 0,66

S aureus @ Moy| 0,00| 1,47 | 2,30| 7,00 [15,06 29,25| 39,25

Ecart | 0,00 | 0,60 | 0,83 | 0,25| 0,27 | 0,66 | 0,66

E coli @ Moy| 0,00 | 1,83 | 4,25 | 7,67 {25,06| 33,35| 39,97

' Ecart | 0,00 | 0,14 | 0,66 | 0,14 | 0,10 | 0,77 | 0,46

C. albicans @ Moy| 0,00 | 2,13 | 4,35]| 5,92 | 33,63 38,42|51,75

Ecart | 0,00| 0,13| 0,26 | 0,29 0,13| 0,38 | 0,75

B : Bacillus ; S : Staphylococcus ; E : Escherichia: Candida @ Moy: Diamétres
des zones d'inhibition moyen en mm ; Ecart : Bg@tmoyen des diamétres.

Tableau 41: Les diametres moyens des zones d'inhibitioriat#ivité antimicrobienne de
I'huile dA. raddianaa la concentration de 0 a 0,316 mg/ml.

Concentration en huile [mg/ml]
Souches

SOLE 0 |0,0098 0,01975 0,039] 0,079] 0,158 0,316

microbiennes : :

L’huile d’A.raddiana
B. cereus @ Moy |0,00| 0,88 | 1,85 | 3,83 | 5,87 | 18,63 31,00
' Ecart |0,00] 0,13 | 0,26 | 0,38 | 0,12 | 0,63 | 1,00
B. subtilis @ Moy |0,00| 0,98 | 2,08 | 4,00 | 550 | 21,33| 32,75
' Ecart |0,00] 0,18 | 0,29 | 0,25| 0,30 | 0,52 | 0,25
@ Moy |0,00| 1,50 | 2,67 | 7,38 | 15,62]| 26,28 36,75
S. aureus

Ecart |0,00] 0,25 | 0,38 | 0,55| 0,15 | 0,60 | 0,25
E coli @ Moy | 0,00, 1,58 | 2,50 | 550 | 7,67 | 31,33| 36,92
' Ecart |0,00 0,14 | 0,25 | 0,25| 0,24 | 0,52 | 0,38
C. albicans @ Moy | 0,00, 2,08 | 3,63 | 555 | 7,15 | 37,42| 50,17
' Ecart 0,00 0,38 | 0,13 | 0,26 | 0,79 | 0,63 | 0,38

B : Bacillus ; S : Staphylococcus ; E : Escherichfa: Candida @ Moy: Diameétres
des zones d'inhibition moyen en mm ; Ecart : Bga@tmoyen des diameétres.
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Tableau 42: Les diametres des zones d’inhibition par la mééhde diffusion en milieu solide (disque) en pnésedes différentes
concentrations des deules d’acacia.

Huile A. arabica
Concentration [mg/ml] | Témoin | 0,079 | 0,088 | 0,105 | 0,123 | 0,126 | 0,158 | 0,176 | 0,193
B. cereus Moy @mm 0,00 5,87 6,43 6,53 6,68 7,42 | 14,81 | 15,44 | 18,40
Ecartype 0,00 0,12 0,40 0,50 0,46 0,03 0,01 0,01 0,02
. Moy @mm 0,00 5,50 6,23 6,18 6,65 7,23 | 20,72 | 21,18 | 25,53
B. subtls = rype | 0,00 | 030 | 025 | 046 | 010 | 064 | 006 | 035 | 0,06
Moy @mm 0,00 7,13 6,82 7,75 | 12,83 | 21,75 | 22,50 | 16,67 | 22,34
S aureus I rpe | 000 | 013 | 035 | 073 | 038 | 050 | 025 | 014 | 003
E coli Moy @mm 0,00 5,83 7,58 8,00 | 21,15 | 19,80 | 21,13 | 23,00 | 28,37
Ecartype 0,00 0,63 0,63 0,50 0,66 0,18 0,59 0,50 0,08
C. albicans Moy @mm 0,00 7,17 8,63 | 32,75 | 21,57 | 33,25 | 34,58 | 34,83 | 38,75
Ecartype 0,00 0,38 0,15 0,75 0,16 0,25 0,14 0,14 0,44
Huile A. raddiana

B. cereus Moy @mm 0,00 5,87 6,43 | 15,03 | 13,25 | 16,83 | 18,63 | 21,22 | 26,22
Ecartype 0,00 0,12 0,40 0,78 0,25 0,88 0,63 0,30 0,89
B. subiilis Moy @mm 0,00 5,50 6,23 | 17,63 | 18,42 | 20,17 | 21,33 | 26,67 | 26,23
Ecartype 0,00 0,30 0,25 0,12 0,38 0,38 0,52 0,29 0,23
S. aureus Moy @mm 0,00 15,62 | 15,06 | 18,58 | 19,68 | 24,38 | 26,28 | 29,25 | 33,30
Ecartype 0,00 0,15 0,27 0,14 0,16 0,86 0,60 0,66 0,26
E coli Moy @mm 0,00 7,67 | 25,06 | 26,42 | 27,17 | 29,33 | 31,33 | 33,35 | 38,50
Ecartype 0,00 0,14 0,10 0,38 0,29 0,52 0,52 0,77 0,26
C. albicans Moy @mm 0,00 7,15 | 33,63 | 35,25 | 35,75 | 35,92 | 37,42 | 38,42 | 42,50
Ecartype 0,00 0,79 0,13 0,66 0,25 0,88 0,63 0,38 0,75

B : Bacillus ; S : Staphylococcus ; E : EscherichiaC : Candida; Moy : Moyenne des diameétres des zones d'inhibido mm,
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1.4. Test de diffusion en milieu solide (méthode dmuiits)

Les diamétres moyens des zones d’inhibitions wgdes souches microbiennes a

différentes gammes de dilution des huiles d’acacr@ données dans les tableaux ci-dessous :

Tableau 43 :Les diametres moyens des zones d’inhibition deiV&é antimicrobienne de

I'huile dA. arabica a la concentration de 0 a 0,504 mg/ml.

Concentration en huile [mg/ml]

Souches

Souce 0 |0,01575 0,0315] 0,063 ]0,126| 0,252/ 0,504
microbiennes : _
L’huile d’A. arabica

B. cereus| 9 Moy | 0,00 2,08 2,83 4,67 | 7,83 20,58 37,17
Ecart | 0,00/ 0,80 0,38 0,76 | 0,76 | 0,38 | 0,58
B. subtilis| 9 Moy | 0,00{ 1,83 3,17 5,13 | 8,00 27,42 36,50
Ecart | 0,00 0,14 0,38 0,13 | 0,25| 0,24 | 0,25
S. aureus| 9 Moy | 0,00f 1,50 4,00 6,42 | 19,42 25,58 48,08
Ecart | 0,00/ 0,66 0,25 0,14 | 0,38| 0,29 | 0,52
E.coli |9 Moy|0,00] 2,17 4,58 7,58 | 26,42 34,25| 46,08
Ecart | 0,00/ 0,63 0,72 0,14 | 0,38| 0,43 | 0,29
C. albicand 9 Moy | 0,00| 2,17 4,75 8,25 [41,67/47,13/ 54,42
Ecart | 0,00 0,14 0,66 0,43 | 0,14 | 0,13| 0,14
B : Bacillus ; S : Staphylococcus ; E : Escherichfa: Candida @ Moy: Diameétres
des zones d'inhibition moyen en mm ; Ecart : Bg@tmoyen des diamétres.

Tableau 44 :Les diametres moyens des zones d’inhibition deiV&é antimicrobienne de
I'huile dA. arabica a la concentration de 0 a 0,492 mg/ml.

Concentration en huile [mg/ml]

Souches microbienne

s 0 ]0,015370,0307/0,0615/0,123 0,246 0,492

L’huile d’A. arabica

B. cereus | @ Moy |0,00f 1,75 | 2,83 | 4,17 | 7,58| 19,00| 34,25
Ecart | 0,00/ 0,25 | 0,14 | 0,80 | 0,76 | 0,25 | 0,66

B. subtilis | @ Moy |0,00| 158 | 2,83 | 575 | 7,33| 26,47 35,75
Ecart | 0,00/ 0,24 | 0,38 | 0,00 | 0,14| 0,64 | 0,25

S. aureus | @ Moy | 0,00 1,42 | 3,58 | 6,13 | 12,58 24,42 | 46,58
Ecart | 0,00/ 0,29 | 0,14 | 0,13 | 0,52| 0,14 | 0,14

E. coli @ Moy [0,00] 1,83 | 4,05 | 6,75 | 25,06 32,08| 43,67

Ecart | 0,00/ 0,38 | 0,26 | 0,50 | 0,10| 0,29 | 0,14

C. albicans| @ Moy [0,00f 1,97 | 3,97 | 6,75 |40,33] 46,17 | 52,97
Ecart | 0,00/ 0,20 | 0,20 | 0,25 | 0,14| 1,01 | 0,20

B : Bacillus ; S : Staphylococcus ; E : Escherichia: Candida @ Moy: Diamétres
des zones d'inhibition moyen en mm ; Ecart : Bg@tmoyen des diamétres.
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Tableau 45 :Les diametres moyens des zones d’inhibition deiV&é antimicrobienne de
I'huile dA. arabica a la concentration de 0 a 0,4225 mg/ml.

Souches Concentration en huile [mg/ml]
SO 0 [0,0131/0,0262 0,0525 0,105[0,2112| 0,4225
microbiennes 1 :
L'huile d’A. arabica

B. cereus | @ Moy |0,00] 1,42 | 242 | 4,08 | 6,83 | 17,08 | 30,67
Ecart |0,00|f 0,14 | 0,29 | 0,52 | 0,14| 0,52 | 0,76

B. subtilis | @ Moy |0,00| 1,33 | 2,58 | 4,33 | 6,67 | 23,25| 30,58
Ecart |0,00| 0,38 | 0,14 | 0,52 | 0,14 | 0,43 | 0,29

S.aureus |@ Moy |0,00{ 1,17 | 3,05 | 597 | 8,17 | 22,92 | 43,25
Ecart |0,00| 0,24 | 0,26 | 0,20 | 0,38 | 0,14 | 0,66

E. coli @ Moy |0,00, 1,58 | 3,92 | 6,50 | 8,75| 30,00 | 36,83
Ecart |0,00f 0,38 | 0,29 | 0,25 | 0,25| 0,43 | 0,38

C. albicans| @ Moy |0,00| 1,42 | 3,67 | 5,83 |39,00] 45,42| 51,75
Ecart |0,00| 0,14 | 0,14 | 0,14 | 0,66 | 0,14 | 0,90

B : Bacillus ; S : Staphylococcus ; E : Escherichi@a: Candida @ Moy: Diamétres
des zones d’inhibition moyen en mm ; Ecart : Bg@tmoyen des diameétres.

Tableau 46 :Les diametres moyens des zones d’inhibition deiV&é antimicrobienne de
I'huile dA. arabica a la concentration de 0 a 0,352 mg/ml.

Souches microbienne

Concentration en huile [mg/ml]

s 0 | 0,011] 0,022| 0,044 | 0,088] 0,176/ 0,352

L’huile d’A. arabica

B. cereus | @ Moy | 0,00| 1,23 | 1,97 | 3,33 | 6,25 | 16,83 | 27,00
Ecart | 0,00| 0,13 | 0,41 | 0,38 | 0,25 | 0,14 | 0,87
B. subtilis | ¥ Moy | 0,00| 1,17 | 2,42 | 3,83 | 6,08 | 21,83| 30,17
Ecart | 0,00| 0,24 | 0,29 | 0,38 | 0,29 | 0,38 | 0,38
S. aureus | @ Moy | 0,00| 1,08 | 2,42 | 5,08 | 7,67 | 21,25| 37,42
Ecart | 0,00| 0,29 | 0,58 | 0,52 | 0,14 | 0,43 | 0,38
E. coli @ Moy | 0,00f 1,17 | 3,50 | 6,00 | 8,50 | 28,42 | 36,42
Ecart | 0,00| 0,14 | 0,25 | 0,43 | 0,25 | 0,29 | 0,58
C. albicans | @ Moy | 0,00| 1,13 | 3,38 | 5,92 | 36,75| 44,33 | 49,83
Ecart | 0,00| 0,23 | 0,32 | 0,72 | 0,43 | 0,14 | 0,14

zones d'inhibition moyen en mm ; Ecart : Ecartyp@yen des diamétres.

B : Bacillus ; S : Staphylococcus ; E : Escherichfa: Candida @ Moy: Diameétres des
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Tableau 47 :Les diametres moyens des zones d’inhibition deiV&é antimicrobienne de

I'huile dA. arabica a la concentration de 0 a 0,316 mg/ml.

Souches

Concentration en huile [mg/ml]

O 0 10,0098 0,01975 0,039] 0,079/ 0,158] 0,316

microbiennes 1 :
L'huile d’'A. arabica

B. cereus| @ Moy | 0,00 | 1,08 2,25 | 2,88 | 5,88 | 15,37| 22,33

Ecart | 0,00 | 0,21 | 050 | 0,34 | 0,23 | 0,38 | 0,29

B. subtilis| @ Moy | 0,00 | 0,83 | 2,33 | 3,97 | 5,42 | 19,30| 29,00

Ecart | 0,00 | 0,14 | 0,29 | 0,20 | 0,29 | 0,40 | 0,25

S.aureus| @ Moy | 0,00 | 0,92 | 192 | 483 | 6,92 | 20,67 33,83

Ecart | 0,00 | 0,14 | 0,63 | 0,24 | 0,29 | 0,14 | 0,14

E. coli @ Moy | 0,00 | 1,12 | 2,67 | 558 | 8,00 | 27,42| 35,42

Ecart | 0,00 | 0,23 | 0,38 | 0,14 | 0,25 | 0,29 | 0,29

C. albicang @ Moy | 0,00 | 1,42 | 2,67 | 7,58 | 36,13| 42,42| 48,48

Ecart | 0,00 | 0,52 | 0,63 | 0,24 | 0,13 | 0,14 | 0,25

B : Bacillus ; S : Staphylococcus ; E : Escherichfa: Candidg @ Moy: Diameétres de
zones d'inhibition moyen en mm ; Ecart : Ecartyp@yen des diamétres.

Tableau 48 :Les diametres moyens des zones d’inhibition deiV&é antimicrobienne de
I'huile dA. raddiana a la concentration de 0 a 0,504 mg/ml.

Concentration en huile [mg/ml]
Souches 0 ]0,01575 0,0315] 0,063]0,426] 0,252] 0,504
microbiennes , :
L’huile d’A. raddiana

B. cereus @ Moy | 0,00f 1,25 2,88 | 6,92 | 23,58| 30,83| 47,92
Ecart | 0,00 0,25 054 | 052 | 0,14 | 0,58 | 0,14
B. subtilis @ Moy | 0,00| 2,17 4,08 | 7,88 | 24,08| 32,83| 48,50
Ecart | 0,00| 0,52 0,29 | 0,32 | 0,38 | 0,76 | 0,25
S aureus @ Moy | 0,00| 2,58 4,42 | 8,17 | 25,97 | 37,25| 52,42
Ecart | 0,00 0,14 0,29 | 0,38 | 0,20 | 0,43 | 1,88
E_ coli @ Moy | 0,00f 2,83 5,13 | 7,33 | 30,10| 38,25| 53,08
Ecart | 0,00 0,38 0,63 | 0,52 | 0,43 | 0,25 | 0,95
C. albicans @ Moy | 0,00| 2,58 4,83 | 7,83 | 45,50| 58,00| 68,75
Ecart | 0,00| 0,14 0,24 | 0,24 | 0,25 | 0,43 | 0,25
B : Bacillus ; S : Staphylococcus ; E : Escherichia: Candida @ Moy: Diamétres

des zones d'inhibition moyen en mm ; Ecart : Bg@tmoyen des diameétres.
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Tableau 49 :Les diametres moyens des zones d’inhibition deiV&é antimicrobienne de
I'huile dA. raddiana a la concentration de 0 a 0,492 mg/ml.

Souches microbienné

Concentration en huile [mg/ml]

>s 0 |0,015370,0307/0,0615| 0,123] 0,246] 0,492

L’huile d’A. raddiana

B. cereus @ Moy | 0,00| 3,33 | 4,17 | 7,67 |22,08] 33,00| 44,58
Ecart | 0,00 0,72 | 0,63 | 0,14 | 0,29 | 0,50 | 0,63

B. subtilis @ Moy | 0,00| 1,67 | 3,75 | 7,08 |22,75]| 32,33| 43,92
Ecart | 0,00 0,63 | 0,50 | 0,29 | 0,25| 0,29 | 1,51

S aureus @ Moy | 0,00 2,55 | 3,92 | 7,08 |24,83| 36,33| 47,67
] Ecart | 0,00 0,09 | 0,29 | 0,38 | 0,14 | 0,52 | 0,29
E coli @ Moy | 0,00] 2,55 | 442 | 6,83 |28,33| 37,75| 50,22

' Ecart | 0,00 0,09 | 0,76 | 0,38 | 0,29 | 0,66 | 0,70

C. albicans @ Moy | 0,00f 2,42 | 550 | 7,33 |45,17| 58,00| 65,58
] Ecart | 0,00 0,76 | 0,25 | 0,14 | 0,29 | 1,09 | 0,14

B : Bacillus ; S : Staphylococcus ; E : Escherichi@a: Candida @ Moy: Diamétres
des zones d'inhibition moyen en mm ; Ecart : Bga@tmoyen des diameétres.

Tableau 50 :Les diametres moyens des zones d’inhibition deiV&é antimicrobienne de
I'huile dA. raddiana a la concentration de 0 a 0,4225 mg/ml.

Souches Concentration en huile [mg/ml]
SO 0 ]0,0131] 0,0262|0,0525/0,105| 0,2112] 0,4225
microbiennes ! 2
L’huile d’A. raddiana
B. cereus @ Moy | 0,00] 2,05 | 4,00 | 7,47 [20,92| 26,25| 40,33
' Ecart | 0,00| 0,26 | 0,66 | 0,30 | 0,76 | 0,25 | 0,52
B. subtilis dMoy| 000 1,75 | 2,42 | 6,55 [21,02| 30,25| 41,08
' Ecart | 0,00| 0,25 | 0,29 | 0,61 | 0,04 | 0,66 | 0,72
S aureus @Moy| 000| 197 | 3,33 | 7,00 | 23,80 33,92 | 45,92
' Ecart | 0,00| 0,20 | 0,38 | 0,25 | 0,33 | 0,80 | 0,29
E coli JMoy| 000 2,72 | 458 | 7,08 |26,92| 35,67 | 47,17
' Ecart | 0,00| 0,38 | 0,24 | 0,38 | 0,52 | 0,76 | 0,29
C. albicans @Moy| 000 197 | 3,92 | 6,00 |40,00] 57,67 | 63,83
' Ecart | 0,00| 0,20 | 0,29 | 0,43 | 0,87 | 0,29 | 2,47
B : Bacillus ; S : Staphylococcus ; E : Escherichi@a: Candida @ Moy: Diamétres
des zones d'inhibition moyen en mm ; Ecart : Bg@tmoyen des diamétres.
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Tableau 51 :Les diametres moyens des zones d’inhibition deiV&é antimicrobienne de
I'huile dA. raddiana a la concentration de 0 a 0,352 mg/ml.

Concentration en huile [mg/ml]
Souches microbiennes 0 |0,011]0,022] 0,044[0,088 0,176/ 0,352
L’huile d’A. raddiana

8. cerous | 2Moy |0.00] 1,75 | 3,83 | 4,47 | 8,00 | 26,17| 35,17
Ecart |0,00/ 0,50 | 0,52 | 0,20 0,25 | 0,38 | 1,04

8 subtis | 2Moy|0.00| 1,13] 2555 | 7,42 | 8,17 | 28,50/ 37,25
Ecart [0,00| 0,13 | 0,43 | 0,63 | 0,38 | 0,90 | 0,66

< aureus | 2Moy 0,00 167 | 1583 | 6,42 | 22,30 29,58| 41,25
Ecart |0,00/ 0,52 | 0,52 | 0,38 0,30 | 0,52 | 0,25

£ col @ Moy | 0,00 1,72 | 3,92 | 6,92 | 25,97 35,33] 40,63

Ecart |0,00/ 0,38 0,52 | 0,29 0,42 | 0,52 | 0,13

C albicans | 2Moy|0.00] 1,75] 2,72 | 5,17 [37,75| 56,00/ 59,75
Ecart [0,00] 0,25 0,38 | 0,58 0,66 | 0,25 0,25

B : Bacillus ; S : Staphylococcus ; E : Escherichia: Candida @ Moy: Diamétreg
des zones d'inhibition moyen en mm ; Ecart : Bg@tmoyen des diamétres.

Tableau 52 :Les diametres moyens des zones d’inhibition deiV&é antimicrobienne de
I'huile dA. raddiana a la concentration de 0 a 0,316mg/ml.

Souches Concentration en huile [mg/ml]
microbiennes 0 [0,0098 0,01975 0,039] 0,079]0,158| 0,316
L'huile d’A.raddiana

B. cereus | 2. Moy [ 0,00] 175 [ 3,00 | 7,25 7,92 [24,88] 31,83
Ecart [ 0,00 0,25 | 0,25 | 0,43 ] 0,52 | 0,38 1,04

B. subtilis | 22.Moy| 0.00| 133 | 3,08 | 7,53 | 7,75 [26,38] 33,42
' Ecart [ 0,00] 0,14 | 1,04 [ 0,10 | 0,25 | 0,98] 0,38
S. aureus | @Moy[000] 117 | 275 | 525 | 8,25 |28,17] 37,33
' Ecart | 0,00 0,14 | 0,43 | 0,43 | 0,66 | 0,80| 0,63
E coli |2 Moy|000]| 142 | 342 | 6,67 | 7,83 [32,58) 38,08
' Ecart [ 0,00 0,29 | 0,38 [ 0,14 | 0,63 1,81 0,38
C. albicans @Moy[ 0,00] 2,08 | 3,63 | 555 | 843 [51,25) 50,17
' Ecart | 0,00] 0,38 | 0,13 [ 0,26 [ 0,59 | 0,66 0,38

B : Bacillus ; S : Staphylococcus ; E : Escherichfa: Candida @ Moy: Diameétres
des zones d'inhibition moyen en mm ; Ecart : Bga@tmoyen des diameétres.
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Tableau 53: Les diametres des zones d’inhibition par la mé¢hde diffusion en milieu solide (méthode puitspeesence des deux huiles

d’'acacia.

Huile A. arabica

Concentration [mg/ml]| Témoin 0,079 0,088 0,105 | 0,123 | 0,126 | 0,158| 0,176 | 0,193
B. cereus Moy @mm 0,00 5,88 6,25 6,83 7,58 7,83 | 15,37| 16,83 | 19,33
Ecartype 0,00 0,23 0,25 0,14 0,76 0,76 | 0,38 | 0,14 0,10
B. subtilis Moy @mm 0,00 5,42 6,08 6,67 7,33 8,00 | 19,30| 21,83 | 24,37
Ecartype 0,00 0,29 0,29 0,14 0,14 0,25 | 0,40 | 0,38 0,63
S. aureus Moy @mm 0,00 6,92 7,67 8,17 12,58 | 19,42 | 20,67 21,25 | 26,45
Ecartype 0,00 0,29 0,14 0,38 0,52 0,38 | 0,14 | 0,43 0,05
E. coli Moy @mm 0,00 8,00 8,50 8,75 | 25,06 | 26,42 | 27,42 28,42 | 31,42
Ecartype 0,00 0,25 0,25 0,25 0,10 0,38 | 0,29 | 0,29 0,38
C. albican Moy @mm 0,00 36,13 36,75 | 39,00 | 40,33 | 41,67 | 42,42 44,33 | 45,75
Ecartype 0,00 0,13 0,43 0,66 0,14 0,14 | 0,14 | 0,14 0,25
Huile A. raddiana
B. cereus Moy @mm 0,00 7,92 8,00 20,92 | 22,08 | 23,58 | 21,07 | 24,83 | 28,43
Ecartype 0,00 0,52 0,25 0,76 0,29 0,14 0,90 0,38 0,40
B. subtilis Moy @mm 0,00 7,75 8,17 21,02 | 22,75 | 24,08 | 20,92 | 26,38 | 28,67
Ecartype 0,00 0,25 0,38 0,04 0,25 0,38 | 0,29 0,98 0,29
S. aureus Moy @mm 0,00 8,25 22,30 | 23,80 | 24,83 | 25,97 | 22,30 | 28,17 | 35,15
Ecartype 0,00 0,66 0,30 0,33 0,14 0,20 | 0,10 0,80 0,26
.| Moy @mm 0,00 7,83 25,97 26,92 | 28,33 | 30,10 | 26,50 | 32,58 | 35,60
B coll e carype | 0,00 063 | 042 | 052 | 029 | 043 | 017 | 1.81 | 040
C. albican Moy @mm 0,00 8,43 37,75 | 40,00 | 45,17 | 45,50 | 33,07 | 51,25 | 57,50
Ecartype 0,00 0,59 0,66 0,87 0,29 0,25 | 0,90 0,66 0,66
B : Bacillus ; S : Staphylococcus ; E : EscherichiaC : Candida; Moy : Moyenne des diameétres des zones d'inhibiéa mm.
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1.5. Test de diffusion en milieu solide @hode de disque et de puits)

Les diametres moyens des zones d’inhibitions wgsde champignormspergillus
niger a différentes concentrations des huiles d’acacra sonnées dans les tableaux ci-
dessous :

Tableau 54: Activité antifongique de I'huile @&cacia arabicavis-a-visA. niger

Concentration en huile [mg/ml]
0 [0,0098 0,01975 0,039| 0,079] 0,158| 0,316
@ Moy | 0,00 9,75 10,08 | 15,25| 30,00 43,58 | 58,08
" Ecart 0,00 1,09 0,63| 0,25| 043| 1,59| 0,38
%Moy | 0,00| 89,16 88,80 | 83,05| 66,66 51,57 | 35,46
@ Moy | 0,00 9,83 11,00| 13,58| 39,00|47,50| 60,25
Ecart | 0,00 0,29 0,87| 0,52 1,00| 0,50| 0,25
% Moy | 0,00| 89,07 87,77 | 84,91| 56,66 47,22 | 33,05

@ Moy: Diametres des zones d’inhibition moyen en mEcart : Ecartype moyen
des diameétres ; % : Pourcentage d’inhibition.

Méthode de
disque

Méthode de
puits

Tableau 55: Activité antifongique de I'huile @&cacia raddianavis-a-visA. niger

Concentration en huile [mg/mi]
0 |0,0098 0,01975 0,039| 0,079| 0,158| 0,316

] @ Moy | 0,00 10,33| 13,42| 14,42 | 25,08] 40,83 55,00
Méthode de

disquo | Ecart | 0,00] 058]  038[ 038] 014] 1,15] 0,50

%Moy | 0,00| 88,52| 85,10 83,98 72,22] 54,63 | 38,88

Véthode g 2 Moy | 0,00 10,42| 11,00{ 14,75 121,67 40,08 53,33

epu?tse ¢ Ecart | 000] 014| 132| 075| 0,14| 038 2,89

% Moy | 0,00| 88,43| 87,77| 83,61| 75,93 55,46 | 40,74

@ Moy: Diametres des zones d’inhibition moyen en mEcart : Ecartype moyen
des diametres ; % : Pourcentage d'inhibition.
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Annexe |V : Planeb de I'activité antimicrobienne des huiles d’acaci

Planche 5: Photos de quelques résultats de I'activité actérienne de I'huile &. raddiana

en milieu liquide.
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Annexe Il : Plahes de I'activité antimicrobienne des huiles d’atac

Planche 6: Photos de quelques résultats de 'activité actiérienne des I'huiles d’acacia
a différentes concentrationslpatiffusion en milieu solide (disque et de puits)

Témoin Présence d’huiled’A. arabica | Présence d’huiled’A. raddiana
Sans huile | 0a40,158mg/ml| 0a0,158mg/m| 0a0,105mg/ml 0 A@smg/ml

Culture

Bacillus
cereus

Bacillus
subtilis

Escherichia
coli

Staphylococcus
aureus

Candida
albicans

Aspergillus
niger

Huile A arabica

tcentration supérienre d 0,105 mg/ml Effet stimulant

cmmwnsusxm@m‘mm

Photos 25 et 26 : Effets stimulant des huiles @es @speces d’'acacia du développement de

ARspergillus nigeau-dela des CMI.
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ABSTRACT

The objective of this study is the highlighting of traditional spontaneous use with phytochemical potential
on antibacterial activity of crude extracts of the seeds of two medicinal plants Acacia arabica and Acacia
raddiana of Hoggar region in southern Algeria. After chemical extraction of crude oil seeds by hexane, the
physicochemical properties especially tocopherols were measured by HPLC. The antibacterial activity of these
extracts was tested in vitro on strains ATCC Gram+ bacteria (Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus) and Gram- bacteria (Escherichia coli) by micro-dilution diffusion in solid medium (discs and wells).
The results were statistically treated (MANOVA). The results showed that the extracts have a high content of
tocopherols compounds and exhibit a high antibacterial effect. Micro-dilution reveals important MIC against
the Gram + bacteria B. subtilis, S. aureus, B. cereus (0.088 < MIC< 0.158 mg/ml) and Gram- bacteria E. coli
(0.088 < MIC< 0.123 mg/ml) respectively for crude extracts of A. raddiana and A. arabica. The antibacterial
activity of crude extracts explains the importance of traditional use by local people. However, extensive studies
on their pharmacological active compounds allow their use in the treatment of certain human diseases.

Key words: Acacia arabica, Acacia raddiana, phytochemical potential, tocopherols, essential oil, antibacterial
activity.

Introduction

Plants oils and extracts have been used for a wide variety of proposes for many thousands of years.
Recently, the essential oils and various extracts of plants have provoked interest as a source of natural products.
They have been screened for their potential uses as alternative remedies for the treatment of many infectious
diseases and the prevention of food from the toxic effects of oxidants (Siti Amirah et al., 2012). In this study
two medicinal plant species Acacia arabica and Acacia raddiana were considered. These plants are located in
the Hoggar region in extreme south of Algeria. Both species have scientific names; Acacia nilotica subsp
arabica (Jansen and chard, 2005) and Acacia tortilis subsp raddiana (Grouzis and Edward, 2003).Theses two
plants are widely used in traditional medicine by indigenous nomads as remedies against inflammatory diseases
of the throat, colds, diarrhea and diabetes (Eldeen et al., 2010; Siti Amirah et al., 2012)°.

Vernacular names in Asia of Acacia arabica is the gum red, neb neb and balbla (Jansen and chard, 2005).
In Algeria, arabica species is called the Dbegh. According to Hammiche and Maiza (2005), indigenous Tassili
N'ajjer called raddiana species Thalha. In some countries of the world as Egypt, Sudan and South Africa,
scientific studies are done on the use of the two species in traditional medicines, where, gums, stems, leaves,
fruits and seeds which are used against several diseases: colds, bronchitis, pneumonia, blindness, diarrhea and
bleeding (Watt, 1962; Fleurentin and Pelt, 1982; Eldeen et al., 2005; Eldeen and Van Staden, 2007; Kaur et al.,
2005; Eldeen et al., 2010). In Sudanese traditional medicine, the infusion of 5g powder of Acacia nilotica seeds
in 200ml of cold water are used against colds and the treatment of inflammation of the throat (Abdelnabi et al.,
1992). The effect of essential oils of seed extract from Acacia arabica and Acacia raddiana have not been
previously investigated.

This paper was conducted to screen the antimicrobial activity of the crude oils extracts of seeds of both
Acacia plants, to establish a link between the importance of the traditional uses of seeds and biological effect.
The chemical compositions of the essential oils were also analyzed by gas chromatography mass spectroscopy.

Materials and methods
Plant material:

Samples of seeds of A. arabica and A. raddiana were collected in June 2010 in the Hoggar region
(Tegnoueuen, Tessenaouene and Anfeeg), these regions are located in southern Algeria.

Corresponding Author: Dr F. Tissouras, Departement of Plant Biotechnology, University of Mostaganem, 27000. Algéria.
Tel: +213 5 52 41 53 24;E-mail: tissou31@yahoo.fr
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Extraction and physicochemical analysis:

The seeds of both species were sorted, crushed and placed in cellulosic Soxlhet cartridges for chemical
extraction by hexane. Physicochemical evaluation of crude extracts focused on percentage of unsaponifiables
acid value and the saponification value (Audigie, 1980). Tocopherols were analyzed by RT-HPLC with detector
10A.L Shimadza fluorescence and a column of silica (AFNOR, 1978).

Preparation of extract solutions:

Solutions extracts were prepared using DMSO (dimethyl sulfoxide, 1mg/ml). In this is concentration, this
solvent has no effect on the growth of bacteria used in the in vitro experimenting unlike some other solvents.

Antimicrobial screening:

A panel of four pathogenic bacteria used in this study including three Gram positive bacteria, Bacillus
cereus ATCC6633, Bacillus subtilis ATCC11778, Staphylococcus aureus ATCC33862 and one Gram negative
bacteria Escherichia coli ATCC25922. All bacteria were obtained from microbiology department of Pasteur
Institute of Algiers. The evaluation of the antimicrobial potency extracts of Acacia was carried out by three
different methods:

-Microdilution method to determine minimum inhibitory concentrations (MIC) described by Thornsberry et
al. (1983). 1 ml of each dilution of extract was mixed with 8.5 ml of nutrient broth and inoculated with 0.5 ml
of bacterial suspension 10° cfu/ml. Then, serial dilutions were made from 10" to 10®. The cultures were
incubated at 37° C for 24 h. Bacterial growth was estimated and compared to the control.

-The disc diffusion method was employed for the determination of antimicrobial activity of the essential
oils, according to the methods suggested by the national community for clinical laboratory standard (NCCLS,
2001). The suspension of tested microorganisms (10° cfu/ml) was uniformly swabbed on agar plates (Mueller
Hinton agar) for bacteria. Steril blank discs (6 mm in diameter, Whatman paper) were individually impregnated
with 15 pl of pure crude oils and placed onto the inoculated agar plate. The plates were inverted and incubated
at 37°C for 24 h.

Antibacterial activity was evaluated by measuring diameter of the resulting zone of inhibition against the
tested bacteria in millimeters.

The latter method has been well development wells in the MH agar culture medium and fills approximately
15ul of each dilution of the extract according to the protocol described by Thornsberry et al. (1983) and Eloff et
al. (1998).

Statistical Analysis:
Statistical analysis of data was made by MANOVA (* P <0.05) according to the Newman-Keuls test.
Results:

Antibacterial activity:

Table 1: Antibacterial activity oils seed of Acacia arabica and Acacia raddiana by measuring diameter of inhibition and MIC.

Bacterial strains Acacia Arabica extracts Acacia raddiana extracts
Disk Well MIC Disk Well MIC

(mm) (mm) [mg/ml] (mm) (mm) [mg/ml]

B. cereus 14,8 +0.57° 15,36 +£0.47° <0.158 15,3 +0.67¢ 20,92 +0.63° <0.105
ATCC6633

B. subtilis 20,7 +0.97° 19,3 £0.44° <0.158 17,6 £ 0.54° 21,02+0.57° <0.105
ATCC11778

S. aureus 14,76 £ 0.55" 19,4+1.2° <0.126 15,6 +0.54° 22,3+ 0.44° <0. 088
ATCC33862

E. coli 21,1 £0.74* 25,06 +0.75% <0.123 25.06 +0.36° 25.96 +2.94° <0.088
ATCC25922

5 ¢ homogen groups according to Newman-Keuls test at P<0.05.

The results measured by the methods of disk and wells confirmed the MIC found by microdilution varying
in the range 0.088-0.158 mg/ml (Tab. 1).
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Physicochemical characterization:

The results show that the seeds of two species of Acacia have yields of 5 to 10% of crude oils whose color
varies from yellow to greenish yellow (Tab. 2).

Table 2: Essential oils composition of two Acacia Arabica and Acacia raddiana seeds using chemical extraction by hexane.

Physicochimical properties of oils Acacia arabica Acacia raddiana
seed yield in oil % 10,06 + 1,48 5,14 +£1,65
Color Green yellow Yellow
Acid value mg KOH/g 10,93 + 1,16 1,4+0,26
Saponification value 184,26 + 1,55 168,53 + 0,90
Unsaponifiables % 3,23+0,22 3,36 £ 0,21
Tocopherol content mg/100g of oil 71,47+ 0,22 86,49 + 0,13
a-tocopherol 11,32 +2,56 15,58 £ 0,52
B-topherol 23,10+ 1,52 13,14 £ 0,36
y-tocopherol 33,46+ 1,88 55,25+ 1,07
o-tocopherol 3,59 +£1,32 2,52+0,16

There was a high acidity for crude oil of Acacia Arabica about ten times Acacia raddiana. The values of
other parameters were slightly different (Tab.2).

Discussion:

Tocopherols are a group of four (a, B, y, and o) lipophilic antioxidants synthesized by photosynthetic
organisms, occurring mainly in leaves and seeds. Their antioxidant function is attributed to inhibition of
membrane lipid peroxidation and scavenging of reactive oxygen species, but also other functions have been
shown in plant metabolism such as role in sugar export from leaves to phloem. The literature data on
tocopherols’ content and isomers’ composition were mainly devoted to seed oils because of the nutritional
importance of vitamin E (Szyman and Kruk, 2008.).

The antibacterial tests showed that crude extracts of two species of Acacia have significant bactericidal
activity to minimal levels of 0.088-0.158 mg/ml of strains E. coli and S. aureus (Table 1), which confirms the
popular practices used in the gastroenteritis treatment. Otherwise, B. subtilis and B. cereus exhibit higher MIC
and lower diameters inhibitions zones compared to other bacteria (Tab.1).

These strains are known for their strength, the latter is due to sporulation implemented by these bacteria to
adapt to a hostile environment (Tortora et al., 2003). Indeed, daily observations of culture media have revealed
an acceleration of sporulation, translated by the presence of spores after 24 to 48 hours of incubation at low
concentrations of both extracts. These results are in agreement with those obtained by Abdelnabi et al. (1992),
who worked on the fruits of Aacacia nilotica (arabica) of Sudanese origin, except that MIC found against B.
cereus, B. subtilis and E. coli are slightly different and range from 0.4 to 1.6 mg/ml. Other studies have been
conducted on different organs of plants A. arabica and A. raddiana, such as leaves, bark and roots. Crude
extracts of these parts obtained by different solvents (methanol, chloroform, acetone, ethyl acetate, and
petroleum ether) have also shown that extracts exhibit important antimicrobial activity with variable MIC
according to the solvent extraction, organ and the origin of the plant (Kambizi and Afolayan, 2001; Eldeen et
al., 2005; Eldeen et al., 2010).

These variations encountered in the different results may be due to the chemical composition of crude
extracts from qualitative and quantitative view, and factors such as the environmental factor, the part of the
plant used, the age or even the genetic factor of the plant. The physicochemical properties obtained of the two
extracts validate in vitro biological studies tests. It was noted that the two crude oils are rich in unsaponifiables
and tocopherols (Tab. 2), these components have an antibacterial effect because they are antioxidants which can
play a positive role in inhibiting the growth of various bacteria.

These results are almost identical with the results of some researchers who worked on the two species of
Acacia originated from Africa, India, Pakistan and Australia (Grindley, 1945; Gustone et al., 1968; Gustone et
al., 1972, Chowdhyry et al., 1983, Rathee and Kaushal, 1983, Zaka et al., 1986, Brown et al., 1987, Jamel et
al., 1987; Benerji et al., 1988; Maity and Mandal, 1990; Kallappa et al., 2002). In fact, the important bioactivity
of two extracts A. arabica and A. raddiana is related to the phytochemical composition of active components.
Indeed, several authors (Tindale and Roux, 1969; Malan and Roux, 1975; El Mousallamy et al., 1991; Kirtikar
and Basu, 1993; Seigler, 2003) showed that the two Acacia species have a wide variety of secondary
metabolites such as flavonoids, polyphenols, derived polyphenols and other antioxidants that are endowed with
antioxidant and antimicrobial activity.
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Conclusion:

This work has allowed us to conclude that the crude extracts of the seeds of two species of Acacia have
antibacterial activity on the tested strains. We can say that there is a concordance between popular practices and
results, other deeper biochemical and microbiological studies on the active compounds of its extracts are needed
to better understand their traditional therapies properties.
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Résumé

Deux espéces forestieref\gacia arabica et Acaciaraddiana originaires d’Ahaggar (W. Tamanrasset) a
multiples intéréts sont surexploitées en Algérielpa populations rurales a I'exception de quelqussges traditionnels des
graines et des gousses. Elles constituent uneesgnurce renfermant plusieurs composés actifqjteisles tanins et les
oléorésines qui nécessitent compte tenu de letirdétalégradation un intéressement particulier peur valorisation et
préservation.

L’objectif principal de cette étude est I'évaluatides potentiels phytochimiques par la CPG et HBeE€ huiles
des graines des deux espéces, ainsi que la misdadance de leur pouvoir antioxydant par le tesb8®H° (1,1-diphényl-
2-pycryhydrazyl) et leurs activités biologiques e techniques de diffusion en milieu liquide @ide (méthode de disque
et de puits).

Les résultats obtenus montrent que les rendemestshdiles extraites des graines par I'éther deolgésont
respectivement de 12% et 9% pdAir arabicaet A. raddianaavecdes paramétres physicochimiques correspondant aux
normes des huiles végétales. La CPG révéle quiulies sont riches en acides gras insaturés Omég®éga 914,58;
79,58%) avec une prédominance de I'acide linoléique ()8En plus, 'HPLC a montré que ces huiles pnéset des
teneurs élevées en tocophérols (Vitamine E) variespiectivement dél,47 +1,32et 86,49 +0,34mg/100g d’huile pouA.
arabica etA. raddiana Cette composition chimique des huiles a exereéfarte activité antioxydante a des concentrations
faibles (Cko : 564 et 264 mg AO/g DPPH), qui ont permis de n&db0% le radical libore DPPH° en DPPHH avec ungem
de réaction moyen (23 et 27mn). Les tests biolagguontrent également une forte activité antimiemte vis-a-vis des
souches fongique#spergillus nigeret Candida albicans De méme cette activité a été observée pour leshes
bactériennes de Graia. coli et de Gram+S. aureusa I'exception des deux bacilles utilisé& Cereuset b. subtilig. Les
différentes concentrations inhibitrices minimalesegistrées ont été de I'ordre 0,8CMI< 0,158mg/ml.

De ces résultats il ressort que les propriétésgahymiques des huiles ainsi que leurs pouvoircagtiant et
antimicrobien peuvent constituer des perspectiviEséssantes de recherche pour une exploitatimmnadle.

Mots clés :A.arabica, A.raddianapotentiel phytochimique, huiles, pouvoir antioxgtiactivité antimicrobienne
Abstract

Both native Ahaggar forest speciéscacia arabicaandAcacia raddiana (W. Tamanrasset) multiple interests
are overexploited in Algeria by rural populationghathe exception of some traditional uses of sestbpods. They are a
resource containing several active organic compssgndh as tannins and oleoresins that require ghainstate of
degradation a particular incentive for their depetent and preservation.

The main objective of this study is to assess thtergial phytochemicals by GC and HPLC oils froradse of
both species, as well as highlighting their antiaxit power test DPPH ° (2,2-diphénylpycrylhydrazay their biological
activities by the techniques of diffusion in thguid and solid (method disc and well) environment.

The results obtained show that the yields extrafitan the seeds by petroleum oils are 12%Aoarabicaand
9% for A. raddianawith physicochemical parameters correspondinchéostandards of vegetable oils. GC showed that
these oils are rich in unsaturated fatty acids Caregnd Omega 9 (74.58; 79.58%) with a predominafidi@oleic acid
(C18: 2). In addition, HPLC showed that these b#se high levels of tocopherols (Vitamin E) rangiegpectively 71.47
+ 1.32 and 86.49 + 0.34 mg/100 g oil &f arabicaandA. raddiana The chemical composition of oils exerted a strong
antioxidant activity at low concentrations (EC5®@45and 264 mg AO / g DPPH), which have reduced 50%e free
radical DPPH ° an DPPHH with average reaction ti(@8 and 27mn). The biological tests also showedngtr
antimicrobial activity overlooked fungal straifspergillus NigerandCandida albicansSo this activity was observed for
bacterial strains of Grant. coliand Gram 4S. aureusexcept two bacillus used®( cereusandB. subtili§. The different
minimum inhibitory concentrations were recordedhe range 0.07Z MIC < 0.158mg/ml.

From these results it appears that the phytochémioaerties of the oils and their antioxidant amdimicrobial
potency may be interesting research opportunitiesational exploitation.

Keywords: A.arabicg A.raddianag phytochemical potential, oils, antioxidant, antirabial activity
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