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Résumé

Ce travail est une contribution a la valorisation des plantes médicinales utilisées en
médecine traditionnelle en Algérie, et vise a étudier I’activité antibactérienne des huiles
essentielles obtenues a partir de 1’espéce Schinus molle des deux régions Khenchela et

Batna.

Les huiles essentielles ont été testées seules et en combinaison sur six souches
bactériennes, par la méthode de diffusion sur disque et la méthode de microatmosphére,
ainsi que la détermination de concentration minimale inhibitrice (CMI) en milieu

liquide et bactéricide en milieu solide (CMB).

L’évaluation de ’activité antibactérienne des huiles essentielles seules par la méthode
de diffusion sur disque a montré un effet remarquable de 1’huile de Schinus molle
collectée a Khenchela et Schinus molle de la région de Batna sur Staphylococcus
aureus traduite par un diametre de la zone d’inhibition de 37 mm et 15mm,
respectivement. Cependant une concentration minimale inhibitrice (CMI) de 187,5
pl/ml a été enregistrée sur cette souche pour les deux huiles . Alors I’huile de Schinus
molle de la région de Batna a présenté une faible concentration minimale inhibitrice et

bactéricide sur la souche Escherichia coli qui est de 93,75 pl/ml.

La combinaison des huiles des deux régions (Batna et Khenchela) a montré que ce
mélange a une activité tres significative sur Staphylococcus aureus par une zone
d’inhibition de 25 mm, et une concentration minimale inhibitrice (CMI) de 187,5ul/ml.
A la lumiere des résultats obtenus on confirme que les extraits du Schinus molle

présentent des activités antibactériennes modérées sur les germes pathogénes testes.

Mots clés : activité antibactérienne, Schinus molle, huile essentielle, Mélange d’huile

essentielle.
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Abstract

This work is a contribution to the valorization of medicinal plants used in Algerian
traditional medicine, and it aims to study the antibacterial activity of essential oils
obtained from the medicinal plant of the species Schinus molle from two different
regions of Khenchela and Batna.

The essential oils were tested alone and in combination against six bacterial strains, by
the disc diffusion method and the microatmosphere method, as well as the
determination of minimum inhibitory concentration (MIC) in broth and bactericidal in
agar (CMB).

The Evaluation of the antibacterial activity of essential alone oils by the disc diffusion
method showed a remarkable effect of Schinus molle oil obtained from Khenchela and
Schinus molle oil collected in Batna on Staphylococcus aureus expressed by an
inhibition zone diameter of 37 mm and 15 mm, respectively. However, a minimum

inhibitory concentration (MIC) of 187.5 pl/ml has been recorded on this strain.

However, Schinus molle essentiel oil obtained from Batna has a low inhibitory and

bactericidal minimum concentration of 93.75 ul/ml on the Escherichia coli strain .

The combination of oils showed that this mixture has a very significant activity on
Staphylococcus aureus with an inhibition zone of 25 mm, and a minimum inhibitory
concentration (MIC) of 187.5ul/ml.

In the light of the results obtained, it is confirmed that the essential oil of Schinus molle

has a moderate antibacterial activitie on the pathogenic germs tested.

Key words : Antibacterial activity, Schinus molle , essential oils, blind of essential oils.
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Introduction

Introduction :

Depuis ’aube de ’humanité, les plantes ont permis a I’homme non seulement de se
nourrir, se vétir, se loger, se chauffer, se parfumer...mais aussi de maintenir son
équilibre, soulager ses souffrances, soigner les maladies qui nuisent a sa santé (zerrouk,
2019), elles sont considérées comme une source importante en médecine traditionnelle
et de médicaments qui sont efficaces dans le traitement des maladies (Bako et al, 2005 ;
Borokini et Omotayo, 2012). Les plantes sont des éléments vitaux de la diversité
biologique et qui servent essentiellement au bien étre humain (Mpondo et al, 2012 ;
Laghouiter et al, 2015) gréce a leurs grandes potentialités metaboliques de substances
dites secondaires.

Par ailleurs, les plantes aromatiques et médicinales jouent un rble économique
considérable dans le secteur des industries de 1’agroalimentaire, de la parfumerie, des
cosmétiques et de la pharmacie (Bruneton, 2013), et selon I'organisation mondiale de la
santé (OMS), pres de 80 % des populations dépendent de la médecine traditionnelle
pour des soins de santé primaire (Agisho et al, 2014). Des avantages économiques
considérables dans le développement de cette médecine et dans l'utilisation des plantes
médicinales pour le traitement des diverses maladies (Muthu et al, 2006). Par
conséquent, le métabolisme secondaire des plantes produit des substances volatiles

appelées les huiles essentielles.

Les huiles essentielles ont une composition chimique trées complexe : elles contiennent
deux ou trois composants principaux, principalement des terpénes, des terpénoides et
des phénylpropanoides. Les principaux composants des huiles essentielles représentent
environ 70% de sa composition mais le reste contient de nombreux autres composés tels
que des acides gras, des oxydes et des dérivés soufrés (Stringaro et al, 2018).Ces
composants sont utilisés dans plusieurs domaines industriels et médicaux et ils ont un

grand potentiel en tant qu’agents antimicrobiens (Dorman et al, 2000).

Parmi leur multiples activites biologiques, on note 1’activité antibactérienne qui est en
relation directe avec leur composition et la concentration en composés volatils, le type
de microorganismes cibles, les conditions et les méethodes de traitement (Baydar et al,
2004), cette activité a éte décrite depuis plusieurs siecles (Begamboula et al, 2003),
Dans ces derniéres années, plusieurs huiles essentielles et leurs constituants ont été

étudiés pour leurs propriétés antibactériennes contre les bactéries et les champignons
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(Vasinauskiené et al, 2006), notamment avec 1’apparition de la résistance bactérienne

aux antibiotiques.

De ce fait nous nous sommes intéresses a 1’étude de I’activité antibactérienne de
1I’espéce Schinus molle, cette plante appartenant a la famille des Anacardiacées et elle a
été collectée dans deux régions de 1’Algérie (Khenchela et Batna ), 1’é¢tude du pouvoir
antibactérien a été réalisé par le technique de diffusion par disque, la méthode

microatmosphere ainsi que la méthode de microdultion en milieu liquide.

Ce présent travail est réparti en deux grandes parties, la partie bibliographique consituée
de deux chapitres, dont le premier regroupe tous les informations sur les aspects
botaniques, biologiques et chimiques qui sont spécifiques a la famille (Anacardiacées),

le genre Schinus et de I’espéce (Schinus molle L). Alors que :

Le deuxiéme chapitre est consacre aux généralités sur les huiles essentielles, ainsi qu’un
résumé sur la biosynthese des monoterpénes et des sesquiterpénes, les composés
chimiques et plus particuliérement ’huiles essentielle et leurs propriétés biologiques

(antibactérienne, antifongique).

Quant a la deuxiéme partie qui est la partie expérimentale, elle regroupe en premier lieu
un chapitre contenant le matériel et les méthodes adoptées dans notre étude, ainsi qu’un
deuxiéme chapitre qui englobe 1’ensemble des résultats obtenus avec une interprétation

et discussion.

-



Chapitre | :

Bactéries Pathogenes Et

Plantes Medicinales



Chapitre I: Bactéries Pathogénes Et Plantes Médicinales

1. Généralités sur les bactéries

Les bactéries sont des microorganismes vivants doués de métabolisme et capable de se
multiplier et de se diviser au dépens de substances nutritives. Ce sont des organismes
procaryotes (dépourvus de noyau), leur diametre habituel est d’environ 1um, et leur
forme est variable. Elles sont ubiquistes et présentent dans tous les types de biotopes
rencontrés sur terre et peuvent étre isolées du sol, des eaux douces, marines ou

saumatres, de 1’air...

L’étude des bactéries est indispensable pour lutter contre les maladies, puisque les
bactéries sont la cause de quelques maladies graves, ainsi que de multiples affections
bénignes. La prévention et le contrdle de ces maladies dépendent en grande partie des
efforts des bactériologistes, tant en médecine humaine qu’en médecine vétérinaire ou en
agriculture. Malgré leurs importance,la plupart des bactéries ne sont pas pathogenes et
ne présentent que peu ou pas de danger et beaucoup s’avérent indéniablement utiles a
I’homme, Certaines d’entre elles produisent les antibiotiques qui ont révolutionné la
thérapeutique, tandis que d’autres sont utilisées dans 1’industrie alimentaire pour la
fabrication du beurre, du fromage et du yaourt. En revanche il y’a d'autres qui sont

pathogenes et représentent un danger pour la santé (Singleton, 1999).

1.2.R0le des microorganismes dans les maladies

Pasteur s’est intéressé prées a la biére et au vin avariés et a montré que c'était dd a la
croissance de microorganismes indésirables responsables de la fermentation. Il était un
terme spécial et significatif pour le processus de dommages causés par ces bactéries, qui
appelez-les "maladies du vin et de la biére". 1l a envisagé la possibilité de microbes

devenir un vecteur de maladies infectieuses dans les organismes supérieurs.

De plus, certains résultats de la recherche soutiennent déja cette hypothese. Dés 1813,
certaines études ont montré que les champignons sont responsables des maladies du blé
et du seigle. En 1836 I’italien Bassi a indiqué qu'une maladie du ver & soie est causée
par un champignon. Dans quelques années plus tard, Schonlein a déterminé que
certaines maladies de la peau humaine étaient de nature fongique. En 1845, Berkeley
prouva gque la maladie de la pomme de terre était causée par un champignon (Stanier,
1966).




Chapitre I: Bactéries Pathogénes Et Plantes Médicinales

Malgré cette information, peu de médecins sont disposés a prescrire 1’origine
microbienne des principales maladies infectieuses humaines, et encore moins ceux qui
croient que les organismes sont aussi petits et trompeusement simples que les bactéries
qui peuvent étre un facteur pathologique (Stanier, 1966). Mais par l'expérience de
Pasteur et Koch, vers la méme époque en 1876 sur la maladie anthrax, il est largement
admis qu'il existe un lien de causalité entre les microorganismes et les maladies
données. Ce travail sur le charbon ouvre soudain des portes de I'dge d'or de la
bactériologie médicale. Alors Koch a concentré son énergie sur l'isolement, la culture et
la caractérisation de pathogénes spécifiques des principales maladies infectieuses de
I’homme. Lorsque Pasteur se tourna aussitot vers I'analyse expérimentale de I'infection,

guérison et immunité (Messadié, 1995 ; Stanier, 1966).

L'infection est la conséquence du développement des microorganismes pathogenes
dans un organisme sain (bactéries, parasites, virus...). C'est le résultat déséquilibre entre
les bactéries et les hétes, soit d'une diminution des défenses du sujet (congénitale ou
acquise), soit d'un accroissement de virulence de germes (Khiati, 1998 ; Pocidalo,
1989).

Il existe des milliers d'espéces mais seulement des centaines qui infectent I'nomme et
I'animal (héte), ils peuvent induire des maladies qui causent des signes anormaux
comme la fievre. Mais il faut distinguer les agents pathogénes, qui déclenchent
réguliérement une maladie chez des individus aux défenses immunitaires normales (dits

opportunistes) et les individus au défenses immunitaires altérées (Leclerc, 1995).

Louis Pasteur Robert Koch

1.3.La résistance bactérienne aux antibiotiques
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Depuis la fin de la seconde guerre mondiale, la résistance bactérienne aux antibiotiques
est devenue comme une évolution inéluctable (Meyer et al, 2004), elle est apparue
rapidement aprés leur introduction dans le traitement des infections bactériennes
(Philippon, 2008 ; Arnaud et al, 2012) et pose des graves problémes dans le domaine
médical ou 99 % des souches isolées présentent des résistances (Meyer et al, 2004).
Cette résistance est un facteur de complication majeur dans le traitement des infections
bactériennes. Parmi les bactéries multi résistantes, le Staphylococcus aureus résistant a
la méthicilline (SARM) et les entérobactéries productrices de B-lactamases a spectre
étendu (ESBLE) sont les plus préoccupantes en raison de leur pouvoir pathogene éleve
et leur implication épidémiologique en milieu hospitalier et communautaire (Philippon,
2008; Arnaud et al, 2012).

La résistance aux antibiotiques chez les bactéries est définie comme étant une
inefficacité de I'action des antibiotiques envers les espéces bactériennes qui sont
naturellement sensibles, c'est-a-dire, pas d’effet thérapeutique en cas de traitement

systémique aux doses habituelles (walsh, 2003 ; Waglechner, 2017).
1.4.Meécanismes de résistance aux antibiotiques

En ce qui concerne la résistance des bactéries aux antibiotiques, on note plusieurs
mécanismes qui sont en cause, (Figure 1). Dans certains cas, la structure de la cible
d’antibiotique est modifiee, une diminution de I'affinité a lI'antibiotique, alors que dans
d’autres cas, c'est la surexpression d'un gene cible, en augmentant ainsi sa production en
dépassant potentiellement le pouvoir daction de [I’antibiotique. Certains des
mécanismes, la résistance aux médicaments signifie une exposition réduite aux cibles
bactériennes par la réduction de la perméabilité membranaire (par exemple la
modification de la structure des porines ou réduction de leur nombre), ou en réalisant
des pompes a efflux qui liberent les antibiotiques hors de la bactérie. Finalement,
certaines bactéries agissent directement sur les antibiotiques, en utilisant des enzymes
pour les inhiber, Comme la béta-lactamase ou la carbapénémase (Courvalin, 2008 ;
Davies, 2010).
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Figure 1. Principaux mécanismes de résistance aux antibiotiques (Marion, 2020).
1.4.1. Mécanismes d’inactivations enzymatiques de I’antibiotique

Ce mécanisme est le plus courant et concerne toutes les grandes classes d'antibiotiques.
Les enzymes produites par les bactéries inactivent les antibiotiques en les modifiant ou

en les hydrolysant (Vega et Gore, 2014).
1.4.2. Modification de la pénétration des antibiotiques

Cette résistance concerne principalement les bactéries a Gram négatif et se traduit par

une diminution du nombre d'antibiotiques atteignant leurs cibles (Singh et al, 2016).
1.4.3. Résistance due aux mécanismes d'efflux actifs

C'est un systeme actif basé sur la présence de protéines spécifiques qui agissent comme
des pompes pour expulser les molécules nocives pour les bactéries, y compris les
antibiotiques, une fois qu'elles pénetrent dans la cellule bactérienne, cela entraine une
réduction du nombre d'antibiotiques atteignant leurs cibles (Cattoir, 2004).

1.4.4. Résistance par modification ou substitution de cible

Une fois a l'intérieur de la bactérie, les antibiotiques doivent souvent se lier a leurs
cibles pour étre efficaces, si cette cible est modifiée, cela peut entrainer une
reconnaissance réduite des antibiotiques et une efficacité tres diminuée. La résistance

acquise des bactéries s'étend souvent a toute la famille des antibiotiques. Ce mécanisme
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a été observe avec de nombreux antibiotiques et de nombreuses bactéries (Hughes et
Andersson, 2017).

1.5.Types de résistance bactérienne

1.5.1. La résistance naturelle

La résistance naturelle a un antibiotiqgue donné est une caractéristique qui existe dans
toutes les souches d'une méme espéce, ainsi les bacilles a Gram négatif sont
naturellement résistants aux antibiotiques hydrophobes car ces molécules traversent
difficilement la membrane externe de leurs parois. Les mycoplasmes, bactéries sans
parois, sont naturellement résistants aux béta-lactamines car le mode d'action de cette
famille d'antibiotiques est d'inhiber la synthese du peptidoglycane (Wellington et al,
2013).

1.5.2. La résistance acquise

La résistance bactérienne acquise aux antibiotiques est un phénomene qui se produit
dans les souches d'une espece donnée qui sont généralement sensibles a cet antibiotique.
C'est l'acquisition de facteurs héréditaires qui a conduit a une sensibilité réduite a sa
molécule inhibitrice. Par conséquent, cela peut se faire par mutation chromosomique ou

en acquérant un gene transféré d'un autre micro-organisme (Hershberg, 2017).
1.6. Plantes médicinales

1.6.1. Définition

Les plantes médicinales sont des plantes a activité pharmacologique thérapeutique.
Cette activité est due a la présence d’un certain nombre de substances actives. Elles sont
utilisées en pharmacie humaine et vétérinaire, en cosmétologie, ainsi que dans la
préparation des boissons (Naghibi, 2005 ; Babulka, 2007).

1.6.2. Utilisation des plantes médicinales

Depuis longtemps, les plantes n'ont été utilisées dans la nature que sous forme de tisanes
ou poudre. Alors que beaucoup d’entre eux sont maintenant disponibles sous forme de
capsules, mais il y a aussi plusieurs méthodes pour se servir du pouvoir thérapeutique
des plantes (Chabrier, 2010).
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Les plantes médicinales peuvent étre utilisees seules ou en mélange, mais plusieurs
précautions sont a prendre lors de chaque prise, on parle ainsi de bonnes pratiques
pharmaceutiques qui sont établies. Parmi les paramétres a respecter, on note le nombre
de plantes a prendre, les différentes associations possibles d’une part, et d’une autre on
parle aussi des facteurs liés au patient traité, a savoir son &ge et son état de santé
générale (Chabrier, 2010).

1.6.3. Classement des plantes meédicinales en fonction de leurs

effets thérapeutiques

Les plantes médicinales dans le monde sont classées selon leurs effets thérapeutiques en

plusieurs catégories :(Zarroug, 2010).

v" Antibactérien. v' Calmant.

v" Amincissant. v' Compléments nutritionnels.
v" Antidépresseur. v’ Dépuratif.

v Anti inflammatoire. v Désintoxiquant.

v" Antioxydant. v Diurétique.

v Antiseptique. v" Hypnotique.

v Antirhumatismal. v Laxatif.

v" Antispasmodique. v Narcotique.

v’ Antistress. v" Relaxant.

v" Anxiolytique. v’ Sédatif.

v’ Apéritif. v Somnifere.

v" Aphrodisiaque. v’ Stimulant.

v Astringent. v" Tonique (medicherb.net)

1.6.4. Les précautions d’emploi des plantes médicinales

Prendre un médicament de la nature ne signifie pas agir de maniere imprudente et
seules les bonnes connaissances peuvent guider l'action et produire I'efficacité
recherchée. En effet, toutes les plantes ne sont pas nocives si on respecte les doses et
les conditions d’utilisation. Un exemple et celui de la sauge ou de I'absinthe qui sont

riches en béta-thuyone, qui sont un médicament a des doses normales, mais peuvent
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provoquer de grave intoxications en cas de prise a des doses élevées (Bellakhdar,
2006).

1.7. Monographie des plantes étudiées

1.7.1.Schinus molle

1.7.1.1. Historique

Schinus molle est connu depuis des temps trés anciens dans les Andes péruviennes, ou il
s'appelle "molle", se prononce "moyé", ¢a sert comme carburant, comme barriere dans

les champs et les paturages, sa résine servait a embaumer les rois incas.

Le nom de I'arbre "Schinus molle" vient du mot grec "Schinus™ indiquant lentisque car
I'arbre produit de la seve (liquide qui peut étre extrait des tissus végétaux), similaire a la
résine des lentisques, et térébinthacée (plante angiosperme formant une famille qui

comprend des arbres et des arbustes lactescents et résineux) (Bullard, 2001).
1.7.1.2. Origine

Schinus molle est un arbre a feuilles aromatiques appartenant a la famille des
Anacardiacées ou térébinthacées. Il constitue une importante famille de plantes
angiospermes dicotylédones, et regroupe approximativement 60 genres et 500 espéces
(Bonnier, 1990).

Schinus molle est un arbre originaire d’Amérique du Sud, introduit dans la plupart des

régions tropicales et sub-tropicales (Olafsson et al, 1997).

Cette espéce est utilisée traditionnellement comme plante médicinale (cardiotonique,
antinémorragique et antiseptique (Taylor, 2005), puisque elle présente un effet

antifongique (Quiroga et al, 2001), antioxydant, et antimicrobien (Abid, 2008).

Il se trouve dans les Andes et pousse en Pérou depuis le niveau de la mer jusqu’a 3500
m, dans les terrains secs et les terrains sableux. 1l se plait principalement dans les parties
basses des vallées, formant partie du maquis. On 1’observe €galement sur les berges des
rivieres de la cote et de la sierra. Introduit un peu partout dans le monde, il habite dans
les régions tropicales ou chaudes. Il est considéré comme invasif dans certains pays,

notamment aux Etats-Unis (Californie, Hawar), en Afrique du Sud et en Australie. Sur
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la cote méditerranéenne, et entre autres dans le sudde la France, il est planté en tant

qu’ornemental pour son élégant feuillage (Walter et al, 2016).

Figure.02 : Schinus molle (Bullard, 2001).

1.7.1.3.Description

Schinus molle est un arbre persistant a tronc de 5 a 10 m de hauteur, ramure arrondie,

les feuilles sont vertes de 2 a 6 cm de longueur (Belot, 1978).

Ses feuilles sont persistantes, alternes, composées de nombreux folioles (7 a 13 paires) ,
sont étroitement lancéolées, distantes et libérant en froissement une odeur de poivre
(Walter, 2016).

La floraison estivale du Schinus molle s’exprime sous la forme de panicules blanchéatres

qui se transforment en petites fleurs régulieres, bisexuées (Bullard, 2001).

Ses fruits apparaissent au mois de juin jusqu’a et donnent de petites drupes (fruits)
sphériques, de teinte rouge corail a mésocarpe charnu. Toutes les parties de la plante ont
une odeur poivrée trés prononcées et contiennent une quantité importante en huile

essentielles a caractere épicée et aromatique. (Image03) (Bullard, 2001).

E
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Les graines sont mares lorsque les fruits sont devenus rouges, 2 a 4 mm de diamétre,
ronde, brun-noir, sillonnée une fois seche. 11 y a 30 000 a 40 000 graines par kg ; les

fruits sont récoltés directement sur I'arbre (Joker et al, 2002).

Figure 03 : Les différentes parties d’Arbre de Schinus molle

A : les feuilles ; B : les fleurs ; C : les fruits ; D : les grains (Kasimala, 2012).
1.7.1.4. Nomenclature

Le Schinus molle ou le faux poivrier (en France) est issu du grec "Schinus" signifiant
"lentisque", désignant aussi des autres termes en anglais : California pepper, peruvien
mastic, peruvien pepper .Ainsi que les Américains I’appellent”qundoberbere” qui
indiqué en arabe "felfel kazib ".(Ibrahim et Al -Naser, 2014).

Appellation populaire en Algérie : Chedjerat el felfel (Baba, 2000).
1.7.1.5. Position systématique

D’aprés (Quezel et Santa, 1963), la systématique de Schinus molle est la suivante :

E
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Tableau 01 : Position systématique de Schinus Molle.

Embranchement Phanérogames ou Spermaphytes

Sous-embranchement | Angiospermes

Classe Eudicots

Sous-classe Dialypétales ou Rosidées
Ordre Teérébintales ou sapindales
Famille Anacardiacées ou térébinthacées
Genre Schinus

Espéce Schinus molle (L)

1.7.1.6. Composition chimique

L'analyse photochimique montre que les poivriers contiennent des composés
aromatiques présents sous forme de tanins, d'alcaloides, de flavonoides, de saponines,
de stéroides et de nombreux huiles essentielles dont certaines peuvent avoir des effets
allélopathiques (Dikshit, 1986 ; Materechera et Hae, 2008).

Les extraits de plantes et les huiles essentielles peuvent étre dérivés de diverses parties
de l'arbre : feuilles, fruits madrs et non mdrs. L’huile essentielle des feuilles se compose
de 24 éléments, principalement deltacadinéne (11,28%) et Alpha-cadinol (10,77%)
Germacrene D (20,77 %) et Betaceryophyllene (13,48 %) (Deveci et al, 2010).

La composition chimique peut varier selon la saison et la région de collecte du matériel
végétal (Abdel-sattar, 2010). Les Principaux constituants identifiés dans I’huile
essentielle de Schinus molle de la région de Resistencia, étaient a-pinéne (11,5%), B-
pinene (14,71%), le limonéne(9,17%), a-ocimene (3,1%), Germacréne D (3,6 %), v -
cadinene (6,9%), o-cadinene (4,9%) et eépibicyclosesquiphellandrene (18,6 %),
Cependant, La composition de ces huiles difféere en ses principales composantes par
rapport aux données communiquées par d'autres sources, telles que Ligurie (Italie), dont
I'ingrédient principal est l'alpha-phellandréne (30%) et élémol (13,25 %) (Maffei et
Chialvo, 1990), Uruguay 30 % Bicclogermacreno (Menendez et al, 1996), 40 % de
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limonéne dans le sud du Brésil (Etat de Rio) (Barroso et al, 2011) et Santa Fe
(Argentine), le composant principal est le limonéne (40 %) (Chamorro et al, 2012 ;
Guala et al, 2009).

1.7.1.7. Usages traditionnels

Schinus molle est traditionnellement utilisé en Ethiopie pour repousser les mouches
domestiques.(Abdel-Sattar et al, 2010).

L'une des utilisations les plus importantes du fruit est la fabrication d’une boisson
fermentée consommée dans les semailles, les récoltes et méme dans les fétes religieuses
(Walter et al, 2016).

S. molle est largement utilisé comme plante ornementale, tandis que ces fruits et ces
grains utilisés comme substitut de poivre, sa résine en tant que mastic et son bois pour le
chauffage et le charbon. Il est cultivé pour la conservation et I'amélioration des sols, les

brise-vent, I'ombre et I'ornement (Joker et al, 2002).

Autres propriétés médicinales connues est son utilisation comme un astringent, un
balsamique, diurétique, expectorant, mastication, purgatif, parasiticide, les affections
stomacales, tonique et vulnéraire. Il est connu pour traiter notamment I'aménorrhée, la
bronchite, la gingivite, la gonorrhée, la goutte, la tuberculose, tumeur, ulcere, urétrite,

verrue, les blessures et les maladies génito-urinaires et vénériennes (Orwa et al, 2009).
1.7.1.8. Propriétés médicinales et activités biologiques

Schinus molle a diverses utilisations thérapeutiques, et il est utilisé dans la médecine
populaire depuis I'Antiquité comme analgésique, antifongique, antinéoplasique,
antispasmodique, diurétique, antiseptique topique et dans le traitement de
I'nypertension, des plaies, des infections bactériennes et de l'asthme. Des études
pharmacologiques ont montré diverses propriétes telles qu'une activité sedative, anti-
inflammatoire, antibactérienne contre Staphylococcus aureus et Staphylococcus
pyogenes, des propriétés répulsives et insecticides. L'activité biologique des huiles
volatiles, par exemple, antibactérienne, antifongique, cytotoxique, est également decrite.
De plus, en raison de leurs propriétés antibactériennes et antioxydantes, les huiles
volatiles sont utilisées comme adjuvants dans diverses applications alimentaires, ou

comme agents antiparasitaires chez les bovins et I'apiculture (Machado et al, 2018).
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1.7.1.8.1. Propriétés insecticides de I’huile essentielle du Schinus molle

Schinus molle a une grande importance ethnobotanique car il a été utilisé dans plusieurs
régions du Pérou pour lutter contre les ravageurs des cultures. De méme, I'extrait et
I'huile essentielle de Schinus molle se sont avérés avoir des propriétés repulsives.
Rodriguez et Egusquiza ont évalue I'effet des pesticides sur la mortalité des larves de
pyrale de tubercule. Deveci et al ont démontré que les huiles essentielles dérivées des
feuilles de faux poivrier se sont avérées plus efficaces dans les activités

antimicrobiennes et répulsives que celles dérivées des fruits (Rodriguez et al, 2003).

Les pesticides naturels issus de Schinus molle et autres arbres contribuent a limiter les
épidémies et les famines a notre époque en raison de leurs effets de plus en plus ciblés

sur des mécanismes biologiques spécifiques (Dikshit, 1986 ; Rodriguez et al, 2003).
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2.Les huiles essentielles

2.1.Historique

Les premieres preuves de fabrication et d’utilisation des huiles essentielles datent de
I’an 3000 avant J.C., les huiles essentielles semblent donc avoir accompagné la
civilisation humaine depuis ses premiérs temps (Baser et Buchbauer, 2010),tout
d’abord leur utilistation avait commencé dans 1’Orient et le Moyen Orient et par la suite

au nord de I’ Afrique et en Europe (Lardry et Haberkorn, 2007).

Les Egyptiens, les Grecs et les Romains utilisaient une variété de matiéres premiéres
(les plantes et leurs dérives), notamment les huiles essentielles dans différents domaines

parfums, médecine, cérémonies religieuses, coutumes Paiens, nourriture, etc.
(Besombes, 2008). L'étape de civilisation byzantine a permis I'établissement de bases
de distillation et, avec la civilisation arabe, les huiles essentielles sont devenues I'un des
principaux produits de marketing international. Ainsi, pendant un millier d'années
environ, Avicenne, médecin et scientifique persan, qui définit précisément le processus
de distillation a la vapeur. L'lran et la Syrie deviennent des producteurs de divers

extraits aromatiques (Baser et Buchbauer, 2010).

2.2. Définition

Plusieurs définitions des huiles essentielles sont disponibles et se convergent sur le fait
que les huiles essentielles, généralement appelé "essence", sont des substances d'une
composition tres complexe, constitués de composants volatils odorants contenus dans
les plantes. Elles se distinguent des huiles végétales (huile d'olive, etc.) et des graisses

végétales par leur volatilité et leur composition chimique (Balz, 1986).

Alors selon la pharmacopée européenne (Afssaps, 2008), la définition officielle d'une
huile essentielle est : «Produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu
a partir d’une matiére premieére végétale botaniquement définie, soit par entrainement a
la vapeur d’eau, soit par distillation séche, ou par un procédé mécanique approprié sans
chauffage. L’huile essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un

procédé physique n’entrainant pas de changement significatif de sa composition».
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2.3. Répartition et localisation

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs. existe,
environ 17500 espéces aromatiques. Les genres capables d'élaborer les constituants qui
composent les huiles essentielles sont répartis dans un nombre limité de familles telles
que les Myrtacées, Lauracées, Rutacées, Lamiacées, Astéracees, Apiacées,

Cupressacees, Poacées, Zingibéracées, Pipéracées (Bruneton, 1999).

Les huiles essentielles sont produites dans le protoplasme cellulaire des plantes
aromatiques et représentent les produits du métabolisme cellulaire dit "secondaire”. La
synthese et l'accumulation de ces métabolites dans un organe sont associées a la
présence de structures histologiques spécialisées qui selon I'espece botanique peuvent
étre des cellules sécrétrices, des poches sécrétrices, des poils sécréteurs ou des canaux

sécréteurs (Samate, 2002).
2.4. Caractéristiques et propriétés physicochimiques

A température ordinaire, on trouve genéeralement les huiles essentielles incolore ou de
couleur jaune pale a 1’état liquide. Toutes les huiles essentielles sont volatiles, ce qui les
différencie des huiles "fixes", odorantes et inflammables et leur densité est le plus
souvent inférieure a celle de I'eau. Elles ont un indice de réfraction élevé et la plupart
devient la lumiére polarisée (optiqguement active), solubles dans les solvants organiques

usuels et elles sont liposolubles. (Bruneton, 2008).
2.5. Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de plusieurs composés chimiques
(Carson et Hammer, 2011).elles peuvent renfermer plus de 300 composées
différents.Ces composants volatiles appartenant pour la grande majorité a la famille des
terpénes c'est-a-dire dérivés de I’isopréne et non du benzeéne, et des composées
oxygénées (alcools, esters, aldéhydes, cétones, ...... ) (Grand, 2007). Ces composants
appartiennent a deux groupes différents: les composées terpéniques et les composées

aromatiques dérivées du phénylpropane (Bruneton, 1999).

2.5.1. Les terpenes
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Les huiles essentielles sont composées de nombreux terpénoides, généralement les
composes les plus volatils a faible poids moléculaire. Ces composants sont dérives de
I'isoprene, de formule générale (CsHs)n, également appelés isoprénoides ou terpénoides
(Baser et Buchbauer, 2010). Les terpénoides sont classés selon le nombre d'unités
d'isopéne dans une serie de structures homologues: les hémiterpenes (CsHs), les
monoterpénes (CsHg)2, les sesquiterpenes (CsHs)s, et moins fréquemment les diterpenes

(CsHeg)a, les triterpénes (CsHs)s et tétraterpénes (CsHs).
2.5.1.2. Les Monoterpénes

Les monoterpenes sont volatils et peuvent étre entrainés dans la vapeur d'eau, souvent
avec une odeur agréable, ils sont constitués par le couplage de deux unités isopréniques
(C10) ( Bakkali et al, 2008) étre présentant la plupart des ingrédients des HEs, parfois
plus de 90 %. lls peuvent étre acyclique (myrcéne, ocyméne), monocyclique (terpinene,
p-cimene) ou bicyclique (pinéne, sabinene ). Ces terpenes sont attachés a un certain
nombre de substances fonctionnelles chimiques: alcools (géraniol, menthol), aldéhydes
(géranial, citronellal, sinensal), cétones (carvone, menthone, B- vétinone) et esters
(acétate de geéranyle, acétate de linalyle, acétate de cédryle, acétate a- terpinyle)
(Bruneton, 1999 ; Hernandez Ochoa, 2005).

2.5.1.3. Sesquiterpenes

Les sesquiterpénes ont une structure trés diversifiée (C1s) : les carbures, les alcools et
les cétones sont les plus courants (Bruneton, 2008),ils forment le deuxiéme groupe des
composés des huiles essentielles le plus courant, apres les monoterpénes. Ils sont
composés de trois unités d’isopréne et en leur donnant la formule moléculaire Ci5H24,
(Croteau et al, 2000). Les sesquiterpénes peuvent étre acycliques (farnésol),
monocycliques (humuléne, alpha- zingibérene) ou encore polycycliques (matricine,
artéannuine). Et peut egalement contenir des fonctions alcools (farnésol, carotol,
patchoulol), des cétones (ex. nootkatone), des aldéhydes (sinensals), des esters (acetate
de cédrile) (Bruneton, 1999).

2.5.2. Composes aromatiques

Contrairement aux derives terpéniques, les composés aromatiques sont moins fréquents

dans les huiles essentielles (Kunle et okogum, 2003). Sont en majorité des dérivés du
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phenylpropane (Cs-Cs). lls représentent un mélange de différents aldéhydes, cétones,
alcools, ester et autres, ils conferent un gout et une odeur caractéristique aux huiles

essentielles (Chacou et Bassou, 2007).
2.5.3. Composés d'origines diverses

Ce sont les produits de la conversion de molécules non volatiles genéralement de faible
poids moléculaire. 1l en est de méme pour les huiles essentielles lorsqu’ils sont entrainés
par la vapeur d'eau, constitués de chaine linéaire ou ramifiée, saturé ou non avec des

fonctions différentes (Chacou et Bassou, 2007).

2.6. Extraction des huiles essentielles

Les méthodes d'extraction des extraits de plantes sont différentes. Cette diversité est
due a la variéte des matériaux et la sensibilité de certains composés présents dans les
huiles essentielles. Le choix de la méthode la plus adaptée se fait en fonction des

propriétés du matériel végétal. (Lucchesi, 2005).
2.6.1. Extraction par hydrodistillation

L’hydrodistillation est une méthode simple et ancienne, elle se fait dans un appareil
appelé Clevenger. La matiére végétale est immergée directement dans un ballon rempli
d’eau, sous I’influence de la température, qui est ensuite porté a ¢bullition. Les vapeurs
hétérogenes vont se condenser sur une surface froide et I’HE se sépare de I’hydrolat par
différence de densité. Cependant, les cellules végétales sécrétent leur contenu, dont les
huiles essentielles surnagent au-dessus de I'hydrolat (I’'HE est plus l1égére que I'eau), et

qui seront récupérées par décantation (Lucchesi, 2005).
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Hydrodistillation ou distillation simple
(1)- Chauffe-ballon.

(2)- Mélange.

(3)- Thermométre.

8 (4)- Réfrigérant oblique.
(5)-Arrivée et Sortie de I’eau.
(6)- Eprouvette.

(7)- Fleur de lavande.

(8)- Huile essentielle.

Figure 04 : Appareillage utilisé pour I’hydro distillation (Bourrel, 1993).
2.6.2. Entrainement a la vapeur d’eau

C’est le procédé le plus utilisé pour obtenir les huiles essentielles (Touaibia et Benyad,
2016). Le matériel végétal est en contact avec une vapeur directe, produite dans
I’équipement, ou par la vapeur indirecte produite a I’extérieur et conduite vers ce
dernier, le tout se passe sous pression (<0,1 bar),Les vapeurs saturées de composés
volatils sont condensées puis décantées pour récupérer 1’huile essentielle (Lahlou,
2004).

Figure 05 : Entrainement a la vapeur d’eau. (Lahlou, 2004).

2.6.3. Extraction par micro-ondes
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Cette technique combine le chauffage par micro-ondes et la distillation atmosphérique
(Figure 06), cette méthode est basée sur un principe relativement simple, la méthode
consiste a placer le matériel végétal dans un réacteur a micro-ondes sans ajout de
solvants organiques ni d'eau. Le chauffage de I'eau contenue dans la plante permet la
rupture des glandes qui contiennent I'huile essentielle et cette étape libere des huiles
essentielles, qui sont ensuite entrainées par la vapeur deau. Le systeme de
refroidissement extérieur permet la condensation du distillat, composé d'eau et d'huile
essentielle, qui peuvent ensuite étre facilement séparés par simple décantation
(Lucchesi et al, 2004).

|
r Condenseur
Vase florentin
Huile essentielle—s
Phase aqueuse —» I
3
< Réacteur
Eau > % * : *t

* *** x Matériel végétal
*, * :* «— Foura micro-ondes
%t XA

Figure 06: Extraction assisté par micro-ondes(Lucchesi et al, 2004).

2.6.4. L'expression a froid

L'extraction a froid est une extraction sans chauffage, Couramment utilisée pour extraire
les huiles essentielles des agrumes tels que le citron, l'orange, la mandarine, etc. Son
principe est de rompre mécaniquement les poches a essences. L'huile essentielle est

séparée par décantation ou centrifugation. (Chaintreau et al, 2003).
2.6.5. Extraction au CO2 supercritique

Le dioxyde de carbone présente de multiples avantages qui en ont fait de lui le fluide le
plus utilisé. Il est peu codteux, non toxique, ininflammable et chimiquement inerte.
(Oakes et al, 2001).Sa température critique et sa pression critique sont facilement
accessibles,au-dela du point critique (P = 73.8 bars, T°=31.3 C°), le CO2 posséde les
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propriétés intermédiaires de combiner les caractéristiques des gaz et des liquides ce qui

lui confére un bon pouvoir d’extraction (Poichon, 2008).
2.7. Role physiologiques des huiles essentielles

De nombreuses plantes produisent des huiles essentielles sous forme de métabolites
secondaire, mais leur role exact dans les processus de la vie de la plante est inconnu
(Rai et al, 2003).

Alors que certains auteurs pensent que la plante utilise I'huile pour repousser ou attirer
les insectes, dans ce dernier cas, la pollinisation est favorisée. D'autres voient I’huile
comme une source énergétique, favorise certaines réactions chimiques, garde les plantes

humides dans les climats désertiques (Belaiche, 1979).
2.8. Activités biologiques

Les huiles essentielles sont considérés comme des métabolites secondaires des plantes,
et les présentent plusieurs activités biologiques spécifiques (Pichersky et al, 2006 ;
Gershenzon et Dudareva, 2007 ; Vickers et al, 2009). Parmi ces activités biologiques,
les huiles essentielles ont montré une variété de propriétés thérapeutiques et
médicinales, comme 1’activité antibactérienne (Lima, 1992 ; Elgayyar et al, 2001),
anti-inflammatoire, (Vazquez et al, 1996 ; Park et al, 1998), anticarcinogene (Aruna
et Sivaramakrishnan, 1996), analgésique, antioxydante, antithrombotique (Carson et
Hammer, 2011) et insecticide (Konstantopoulou et al, 1992 ; Karpouhtsis et al,
1998).

2.8.1. Activité antimicrobienne

L'activité antimicrobienne comprend l'activité contre les bactéries, les champignons, les
virus et les protozoaires (Jirovetz et al, 2006), qui est genéralement associée aux
principaux composés contenus dans les huiles essentielles, tels que les monoterpenes,
les sesquiterpénes et les non terpenes, tels que le phénylpropane qui sont généralement

des composés antimicrobiens (Carson et Hammer, 2011).

2.8.1.1. Activité antibactérienne
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En 1881, Delacroix démontre pour la premiere fois l'effet des huiles essentielles sur les
bactéries (Boyle, 1955). Depuis, de nombreuses huiles ont été définies comme des
substances antibactériennes (Burt, 2004). Leur spectre d'action est trés large car ils
combattent une grande variété de bactéries, y compris celles qui sont résistantes aux
antibiotiques. Cette activité est par ailleurs variable d’une huile essentielle a ’autre et
d’une souche bactérienne a I’autre (Kalemba et Kunicka, 2003). Les huiles essentielles

agissent a la fois sur les bactéries Gram positives et Gram négatives.

Les méthodes utilisées pour évaluer cette activité sont généralement des techniques de

diffusion, de dilution ou de bio autographie (Rios et al, 1988).
2.8.1.2. Activité antifongique

Les huiles essentielles et leurs constituants présentent également une activité
antifongique, de plus en plus décrite. Un large éventail de pathogenes fongiques
humains, animaux et agricoles ont montré une sensibilité significative aux huiles
essentielles in vitro, ce qui a accru l'intérét pour leurs applications thérapeutiques ou
industrielles. Parmi les pathogénes humains et animaux cibles, les levures du genre
Candida et les dermatophytes telles que Epidermophyton, Microsporum et
Trichophyton ont suscité le plus grand intérét (Hammer et al, 1996 ; Hammer et al,
1999 ; Yu et al, 2004 Preuss et al, 2005).

2.8.1.3. Activité antivirale

Au fil des ans, il y a eu trés peu de données sur l'activité antivirale des huiles
essentielles et de leurs constituants par rapport a d'autres activités biologiques telles que
I'activité antibactérienne et antifongique. Récemment, plusieurs publications ont décrit
I'activité antivirale in vitro de diverses huiles essentielles. La plupart de ces études se
sont concentrées sur les virus de la grippe et de I'herpes simplex (HSV 1 et 2) (Carson
et Hammer, 2011), et les huiles essentielles ont méme été utilisées pour traiter les virus
de I'herpés simplex (HSV types 1 et 2), qui causent certaines des infections virales les

plus courants chez I'hnomme.
2.8.1.4. Activité anti protozoaire

Plusieurs huiles essentielles ont été jusqu’a présent testées sur les protozoaires, certaines

d’entre elles ont prouvé une activité anti protozoaire remarquable (Anthony et al, 2005)
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ont trouvé Leishmania spp agent responsable de la leishmaniose, trés sensible aux

huiles essentielles d’Ocimumgratissimum.

De plus, les principaux composants des huiles essentielles actives contre les
protozoaires sont des monoterpénoides (linalool, terpinéne 4-ol, thymol, carvacrol,
citral, limonéne, alpha-pinene, gamma-terpinéne, alpha-phellandréne et p-cymeéne),
sesquiterpénes (béta-caryophyllene, néroli, -copaéne, tyrilene et germacréne D) et
phénylpropane (eugénol, méthylgénol et cinnamaldéhyde), qui sont responsable de leurs

effets biologiques (Lianet et al, 2012).
2.8.2. Activité anti-oxydante

L’activité antioxydante et I'un des sujets les plus discutés dans la recherche sur les
huiles essentielles, suite aux dommages dus a l'oxydation sur toutes les substances
biologiques et qui provoquent donc une variété de maladies telles que: cancer, maladie
du foie, alzheimer, arthrite, inflammation, diabéte, maladie de Parkinson, athérosclérose
et SIDA (Shaaban et al, 2012).Par conséquent, les huiles essentielles ont été largement

rapportées d’avoir des propriétés antioxydantes et antiradicalaire (Lou et al, 2017).
2.8.3. Activité anti-inflammatoire

L'usage traditionnelle des huiles essentielles comme agents anti-inflammatoires indique
qu'elles possedent une puissante activité anti-inflammatoire (Vogler et Ernst, 1999),
cette activité est principalement due aux aldéhydes contient ces huiles (Moro Buronzo,
2008). 1l a méme été démontré que l'inhalation de la vapeur d'huile essentielle a des
propriétés anti-inflammatoires et réduit I'asthme (Inouye et al, 2001).

2.9. Les méthodes d’analyse des huiles essentielles

L'analyse des huiles essentielles, qui consiste a séparer et identifier les composants,
reste une étape importante qui nécessite la mise en ceuvre de diverses
techniques.(Lakhdar, 2015)

La chromatographie est le processus fréquemment utilisé pour séparer les composants
des huiles essentielles. Elle est basée sur les différences d'affinité du matériau a analyser
vis-a-vis de deux phases, I'une fixe ou stationnaire, et l'autre mobile. La séparation des

composants inhérents a la phase mobile résulte soit de leur adsorption et désorption
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successives sur la phase stationnaire, soit de leur solubilité différente dans chaque
phase.

Plusieurs methodes existent mais la plus utilisée est celle de la chromatographie en

phase gaseuse couplée a la spectrométrie de masse (Lakhdar, 2015):
e Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

C'est la méthode la plus couramment utilisée pour les huiles essentielles. Elle permet
I'individualisation des composants, leur estimation et le calcul de leurs indicateurs de
rétention (Ir). Le principe repose sur la séparation des différents solutés gazeux par
migration différentielle le long de la phase stationnaire. La phase mobile est un gaz
(hélium, azote, argon ou hydrogéne), appelé gaz vecteur (Audigie et al, 1995).

e Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CPG/SM)

L’objectif de combiner entre la chromatographie en phase gazeuse et la spectrométrie de
masse CPG-SM, c’est, lajout de la deuxieme dimension analytique a la
chromatographie (De Maack et Sablier, 1994). Le principe réside dans le transfert de
composes sépares par chromatographie en phase gazeuse via la phase mobile (gaz
vecteur) dans le spectromeétre de masse qui vont étre fragmentés en ions de masse
variables dont la séparation sera basée sur leur masse (Bruneton, 1999 ; Desjobert et
al, 1997), puis identifiés en comparant I'indice de rétention (Ir) et les données spectrales
(spectre de masse), des composants individuels avec les caractéristiques des produits de

référence contenus dans bibliothéques de spectres (Paolini, 2005).
2.10.Toxicite des huilles essentielles

Les huiles essentielles sont généralement connues comme produits sans danger, mais
ces derniers restent des substances naturelles puissantes (Bouguerra, 2012). Vu leur
composition chimique complexe, les huiles essentielles sont a utiliser avec précautions
et prudence, car elles peuvent engendrer de grave dégats de santé lors d’une utilisation
aléatoire et inappropriée (Benzeggouta, 2005). Les effets secondaires des huiles
essentielles varient en fonction de leur nature chimique (Traore, 2006), elles peuvent
s’avérer allergisants, photosensibilisants, cytotoxiques, irritants, néphrotoxiques,

hépatotoxiques, neurotoxiques...
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2.11. Facteurs déterminants le degré d’activité des huiles essentielles
L’efficacité antibactérienne des huiles essentielles dépend de plusieurs facteurs :
2.11.1 Méthodes d’évaluation de I’activité antibactérienne

L'examen des données bibliographiques révéle immédiatement la diversité
méthodologique utilisé pour démontrer I'activité antibactérienne des huiles essentielles.
L'insolubilité des huiles essentielles dans l'eau, dans les milieux aqueux, est une
explication de divers techniques d'évaluation. Selon la souche microbienne, I'huile
essentielle et I'application choisie, différents milieux de culture peuvent étre utilisés
(Toure daouda, 2015 ).

2.11.2 Activité liée a la composition chimique

L'activité biologique des huiles essentielles est liée a leur composition chimique,
groupes fonctionnels de la plupart des composés (alcools, phénols, terpénoides et

cétones) et les effets synergiques possibles entre les composants. (Lahlou, 2004).

Elle est souvent réduite a l'activité de leurs composés majoritaires ,qui confirment ou
annulent l'activité des huiles essentielles de composition similaire. Cependant, les

composes minoritaires pourraient agir de maniére synergique (Lahlou, 2004).
2.11.3 Le type des microorganismes cibles

Les huiles essentielles peuvent étre bactéricides contre certaines souches et biostatiques
ou inactives contre d'autres. Cela peut étre lié au type de microorganisme (Gram positif
ou Gram négatif), a sa forme de plancton ou de biofilm, a son métabolisme et a sa

résistance (Alviano et Alviano, 2009).

Parmi les microorganismes les plus étudiés : les bactéries Gram négatives (Escherichia
coli et klebsiella Pneumoniae) qui sont plus résistantes aux huiles essentielles que les
bactéries Gram positives (Staphylococcus aureus), et les champignons qui présentent
une sensibilité plus élevée que les bactéries (Aspergillus niger) (Cox et al, 2000 ;
Amaral et al, 1998).

2.12.Mode d’action des huiles essentielles
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Le mode daction des huiles essentielles dépend également du type de micro-
organisme : en général, les bactéries Gram négatives sont plus résistantes que les
bactéries Gram positives en raison de la structure de leurs membranes externes. Par
conséquent, la membrane externe des bactéries Gram négatives est plus riche en
lipopolysaccharides et en protéines que la membrane externe des bactéries Gram
négatives, ce qui la rend plus hydrophile, empéchant les terpénoides hydrophobes d'y

adhérer.

Les principales caractéristiques des huiles essentielles sont attribuées a I'hydrophobicité
de certains de leurs constituants, ce qui leur permet de traverser facilement la bicouche
phospholipidique des membranes cellulaires, entrainant une instabilité structurelle et
une perméabilité accrue (Souza et al, 2006). Cela provoque des changements dans la
conformation de la membrane, des perturbations chimiosmotiques et des fuites d'ions
(K+). Certains composés phénoliques des huiles essentielles interférent avec les
protéines membranaires microbiennes, comme l'enzyme ATPase, en agissant
directement sur la partie hydrophobe de la protéine, ou en interférant avec la
translocation des protons dans la membrane empéchant la phosphorylation de 1’ADP
(Knobloch et al, 1989 ; Sikkema et al, 1995). Les principaux sites d'action des

composants des huiles essentielles sont indiqués ci-dessous.
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Figure 07: Action des huiles essentielles et leurs constituants sur la cellule bactérienne (Burt, 2004).

2.13.Domaines d’utilisation des huiles essentielles
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Les plantes aromatiques et leurs huiles essentielles connus par leurs propriétés
antiseptiques (bactéricides,fongicide et virucide) et médicales ainsi que leurs odeurs
(Abad et al, 2012). Les huiles essentielles peuvent avoir d’intéressantes applications
dans différents secteurstels que (Bouchikhi, 2011): L’industrie pharmaceutique
comme médicament dans les applications thérapeutiques (Bertella, 2019), Les produits
agroalimentaires utilisés comme conservateurs et agents aromatisants alimentaires
(Bouchikhi, 2011) , cosmétique et parfumerie utilisés dans I’industries du parfum et du
savon (Bertella, 2019) , en alimentation utilisés comme une variété d’exhausteurs de
godt dans différents produits (café, thé, tabac, vin, yaourt, plats cuisinés), utilisation
thérapeutique ont des effets antiseptiques, anti- inflammatoires, antihistaminiques ,
utilisation biologique en raison de leurs propriétés inhibitrices, notamment sur les
micro-organismes (désinfection) et les activités cellulaires des plantes ou des animaux,
comme produits phytosanitaires pour lutter contre les infections fongiques, bactériennes
ou virales dans les cultures végétales et pour réduire les méfaits des pesticides en
synthése, comme la contamination ou le développement d’une résistance aux
médicaments (Benoaie, 2013), et enfin I’utilisation industrielle pour I’ajout de la saveur

aux aliments (Jean Bruneton, 1999).
2.14.Conservation des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont trés sensibles a la lumiére, la chaleur, I’air, et ’humidité,
(Seguinet all, 2001) ce qui rend leur conservation difficile (Benoaie, 2013). Les risques
de dégradation sont multiples tels que la photo isomérisation, coupure oxydative de
propénylphénols, peroxydation des carbures et décomposition en cétones et alcools
(Bruneton J, 1999). A cause de ces dégradations les huiles essentielles doivent étre
conservées dans des flacons en verre, ombres a 20 ° C, opaques et fermés
hermétiquement (Salle et Pelletier, 1991) le temps de conservation ne doit pas dépasser

un an (Seguinet al, 2001).
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Matériel et Méthodes

L’objectif de notre travail est 1’étude de D’activité antibactérienne de deux huiles
essentielles de la plante Schinus Molle extraite de deux différentes régions , Khenchela

(SMkn) et Batna (SMg) ainsi que leur mélange ensemble.

La partie expérimentale a été réalisée aux laboratoires du hall technologique, de
I’Université Abbés Laghrour — Khenchela, elle comprend toutes les techniques et les
expérimentations a savoir 1’extraction de I’huile essentielle et I’é¢tude de I’activité
antibactérienne par méthode de diffusion par disque, la méthode de microatmospheére et
la technique de microdilution pour déterminer la concentration minimale inhibitrice

(CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB).

1. Préparation du matériel végétal

Notre étude a été menée sur la partie aérienne (tiges, feuilles, et fleurs) de la plante
Schinus Molle. La récolte a été réalisée au mois de Mars 2022 pendant la période de
floraison dans la région de cité Bouakaz située sur la route de constantine a Batna et la
région d’El Hamma a Khenchela a I’est de 1’ Algérie (Figure 08).

Aprés la récolte et I’identification de la plante, le matériel végétal est nettoyé des
impuretés, séché a température ambiante et a 1’abri de la lumiére pendant quinze jours,
puis coupé en petits morceaux et broyé, ensuite conservé dans des sachets en papier
(Figure 9).

D Wil de Eatze. D Wilza de Kherchels
[ Semeuze de Eatme - Cozmure 4 F] Hamme.

Figure 08 :Carte géographique de la wilaya de Khenchela et Batna.
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Figure 09: Préparation du matériel végétal.
2. L’extraction de I’huile essentielle

L’extraction de I’huile essentielle a partir de la partie aérienne de ’espéce Schinus
molle a été realisée par la méthode d’hydrodistillation dans un dispositif de type

Clevenger (figure 10).

E



Chapitre I : Materiel et Méthodes

Figure 10 : Le montage d’hydrodistillation par le Clevenger (original).

Cette méthode est basée sur un entrainement des constituants volatils de I’huile
essentielle par la vapeur d’ecau, cette derniere chargée de principes volatils est
condensée dans un réfrigérant pour séparer 1’eau de 1’huile essentielle apres décantation
(Clevenger 1928). Le matériel végétal sec (100g) est placé dans un ballon (1L) rempli
au 2/3 avec de I’eau distillée, I’ensemble est porté a ébullition avec une tempeérature de
100°C pendant 3 heures

L’huile essentielle obtenue est déshydratée par le sulfate de sodium anhydre puis
stockée a basse température (4°C) et a I’obscurité avant son utilisation (Ghedir et

Boudjemaa, 2017).
3. Rendement en huile essentielle

Le rendement en I’huile essentielle (RHE) est défini comme étant le rapport entre la
masse d’huile essentielle obtenue et la masse du matériel végétal et il est souvent obtenu

par la formule ci-dessous :
RHE %= (MHE / MEV) .100

e Rdt HE : Rendement en huile essentielle (%).

e VHE : Volume d’huile essentielle (ml).
e MVF : Masse de matériel végétal (g). (Tour daouda, 2015)

E
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4, Etude de I’activité antibactérienne

4.1. Les souches bactériennes testées

Les tests antibactériens ont été effectués sur des souches pathogénes obtenues a partir de

prélevements cliniques.

Les souches bactériennes choisies pour cette étude sont des bactéries pathogenes, dont

plusieurs sont résistantes aux antibiotiques, voir méme multi-résistantes.

L’activité antibactérienne des huiles essentielles a été réalisée en utilisant six souches
bactériennes Gram + et Gram - : bactéries de Staphylococcus aureus, Klebsiella

pneumoniae, et quatre souches d’Escherichia coli .

4.2. Préparation des milieux de culture

Les milieux de culture utilisés pour la réalisation des tests antibactériens sont les

suivants :

» La gélose nutritive pour I’isolement des souches bactériennes.
» La gélose Mueller Hinton pour 1’é¢tude de la sensibilité¢ des bactéries aux huiles

essentielles par la méthode de diffusion sur disque.

» Le bouillon nutritif pour la détermination de la concentration minimale inhibitrice
(CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB) par la méthode de microdilution

en milieu liquide.

4.2.1. Préparation de la gélose Mueller-Hinton (MH)

On a pesé 38 grammes de poudre (MH) et on la mise dans 1 litre d’eau distillée, puis on
a homogénéisé et chauffé le mélange en agitant. Le mélange doit porter a ébullition
environ une minute et répartir en tubes ou flacons stériles , ensuite on a stérilisé les
tubes a l'autoclave a 121°C pendant 15 minutes , laissant refroidir . Lorsque la
préparation a atteint une tempeérature inférieure a 60°C on a coulé le milieu déja préparé

dans des boites de pétri et conserver ces boites au réfrigérateur a 2-8 °C.
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Figurell : Les étapes de la préparation de la gélose Mueller-Hinton (MH).

4.2.2. Preparation de la gélose nutritive (GN)

On a suspendu 28 grammes de la gélose nutritive poudre dans 1 litre d’eau distillée, le
mélange doit chauffer a ébullition pour dissoudre complétement le milieu a 1’aide d’un
agitateur, puis on a réparti le mélange en tubes et stériliser pendant 15 minutes .Apres le
refroidissement a 45-50 °C on a versé la GN dans des boites de Pétri (jusqu’a ce que
soit solidifié ) et les conserver au réfrigérateur a 2-8°C.

Figurel2 : La préparation de la gélose nutritive (GN).
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4.2.3. Préparation de bouillon nutritif

On a pesé 28 grammes de milieu (BN) déshydraté pour 1 litre d’eau distillée et le
chauffer a ¢ébullition pour dissoudre complétement le milieu a I’aide d’un agitateur.
Aprés homogénéisation du mélange on a stérilis¢ a 1’autoclave a 121°C pendant 20
minutes et laisser refroidir dans le cone stérile du bec bunsen. Lorsque la préparation a
atteint une température inférieure a 60°C, on a versé le bouillon nutritif dans les tubes a

essai sachant que chaque 10 ml dans un tube, et on a conservé les boites de pétri au

réfrigérateur a 2-8 °C.

Figurel3 : Préparation de bouillon nutritif.

4.2.4. Préparation de I’eau physiologique

On a pesé 2.7 grammes de poudre (NACL) et on la mise dans 0.3 litre d’eau distillée,
puis on a homogénéisé et chauffé le mélange en agitant, on a réparti le mélange en tubes
ou flacons stériles , ensuite on a stérilisé les tubes a l'autoclave a 121°C pendant 20

minutes , laissant refroidir puis conserver au réfrigérateur a 2-8 °C.

Figurel4 : Eau physiologique préparée.
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4.3. Repiquage des souches bactériennes

L’activité antibactérienne a été réalisée sur des cultures jeunes en phase de croissance
exponentielle, alors le repiquage des six souches bactériennes « ECas ,ECas ,ECa7
,ECas ,SAA1 ,KPa2 » est effectué en prenant un volume couvrant la boucle de I’anse de
platine de chaque culture que I’on a ensemencé par la méthode des stries sur des boites
de pétri contenant de la gélose nutritive (GN), tout en travaillant dans des conditions
aseptiques. Puis incubées a 37°C pendant 24h.

Figurel5 : Repiguage des souches bactériennes testées.

4.4. Préparation de la suspension bactérienne

Avec une anse de platine stérile et a partir des cultures jeunes précédemment préparées,
on a pris 2 a 4 colonies bien isolées de chaque culture et on les a déposés dans un tube a
essai qui contient 10 ml d’eau physiologique stérile. Aprés on a fait une
homogénéisation de cette suspension bactérienne a 1’aide d’un vortex (Figure 16) ; la

suspension bactérienne est standardisée & 10°UFC/ml (Mondello et al, 2009)

(Absorbance entre 0.08 et 0,13 ; A=625 nm).
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Figurel6 : préparation de la suspension.

Figurel? : Les six suspensions bactériennes préparées.

4.5. Préparation des disques
Les disques servant a I’étude de ’activité antibactérienne par diffusion sur disque ont
été préparé préalablement, a partir du papier filtre qui est découpé en disques de 6 mm
de diameétre, ensuite ces disques sont placés dans un tube eppendorf pour la stérilisation

a ’autoclave pendant 25 mn a 120°C.
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Figure 18 : La technique de préparation des disques.

4.5. Préparation du mélange d’huile essentielle

Pour préparer le mélange des huiles essentielles, on a prélevé 50 ul d’huile essentielle
de schinus molle de la région de Khenchela et 50 ul d’huile essentielle de schinus molle
de la région de Batna pour obtenir un mélange des deux huiles (100 ul). Que 1’on mises

dans un tube et on les a bien mélanger a 1’aide d’un agitateur vortex.
4.6.Méthode de diffusion par disque

Les huiles essentielles utilisées ont été obtenus a partir de la plante SMkn et SMg.On a
étudié Pactivité antibactérienne des huilles essenteilles de chaque région (Khenchela et
Batna) par la technique de 1’aromatogramme ( diffusion par disque) décrite par khribch
et al, (2018), qui consiste a utiliser des boites de Pétri contenant la gélose Muller Hinton
préalablement coulée.

Par conséquent, chaque écouvillon stérile est imbibé dans une suspension bactérienne
(Les 6 suspensions bactériennes précédentes), puis essoré en le pressant fermement sur
la paroi interne du tube afin de décharger au maximum. L’ensemencement est effectué
en faisant des stries serrées et I’opération est répétée trois fois, en tournant la boite de
60° a chaque fois et en le passant sur la périphérie de la gélose. Aprés, on a laissé les
boites a une température ambiante pendant 15 minutes. Ensuite a I’aide d’une pince
stérile on a déposé au centre de chaque moitie de la boite pétri un disque stérile de
papier filtre et sur lequel on ajouté 6 ul de ’huile essentielle a 1’aide d’une micropipette.
L’opération est effecué pour chaque huile essentielle ainsi que pour le mélange et pour
chaque souche bactérienne. Les boites de pétri sont laissé encore 45 minutes pour une

pré-diffusion. L’incubation est effectuée a 37°C pendant 24 heures.
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La méme méthode pour I’huille essentielle de Batna.

Généralement, les micro-organismes seront classés selon les diameétres des zones
d'inhibition mesurés en millimétre (mm) a I’aide d’une régle graduée. alors on note des
souches non sensibles (-) ou résistantes : avec un diameétre inférieur a 8 mm,
modeéréments sensibles (+) pour un diametre de 8 a 14 mm, sensibles (++) si le diamétre
est compris entre 14 et 20 mm et tres sensibles (+++) dans le cas des diameétres
supérieurs a 20 mm, cette échelle a été utilisée pour décrire la sensibilité des souches
bactériennes vis a-vis nos huiles essentielles étudiées (Franchomme et al, 2001;
Durrafourd et al, 2002).

Figure 19 : la méthode de diffusion par disque.

4.7. Méthode de microatmospheére

La diffusion des composés volatils actifs de 1’huile essentielle a été évaluée par la
méthode de microatmosphére décrite par Raho-Ghalem et Benali (2008).

Dans cette méthode on a utilisé seulement les souches qui sont avérées sensibles et
extrémement sensible a I’huile essentielle de SMkH , SMg et au mélange (SMw).
L’ensemencement est effectué par inondation, aprés 1’ajout de 1 ml de la suspension

bactérienne sur la boite de gélose Mueller Hinton, nous avons effectué des mouvements
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circulaires jusqu’a ce que la suspension bactérienne entre en contact avec toute la
surface de la gélose et que la surcharge bactérienne soit aspiré¢ a 1’aide de la
micropipette, cette derniére doit étre séchée 15 mina une température ambiante.
Ensuite, un disque de papier filtre stérilisé de 25 mm a été déposé au centre du
couvercle de chaque boite et sur lequel 25 pl de chacune des huiles essentielles de
SMkH , SMg et le mélange (SMw) sont ajoutés. Les boites ont été ensuite sellées a I’aide
du parafilm et incubées a 37°C pendant 24h. Aprés incubation, les diameétres des zones

d’inhibition ont été mesurés.

Figure 20 : La méthode de microatmosphére .

4.8.Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) a été deéterminée par la méthode de
microdilution décrite par Bardaweel et al, (2015), c’est une valeur qui correspond a la
plus faible concentration en huile essenticlle capable d’inhiber la croissance de la

population microbienne.
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4.8.1. La méthode de microdilution

Dans notre cas, nous avons effectué¢ 1’expérimentation dans une microplaque de 96 puits
(Figure 22), on commencé par diluer chaque huile essentielle (300ul) dans 400 ul d’cau
distilée et 100 pl de tween 80 pour avoir la premiere concentration CI, cette
concentration est préparée dans un eppendorf stérile, puis on a procédé a la préparation
d’une série de dilution par prélévement a chaque fois d’un volume de 300 pl d’une
concentration que I’on ajoute au méme volume de diluant constitué d’eau distillée et de
tween 80. Une fois ces concentrations sont obtenues, on a ajouté dans chaque puits 50ul
de chaque concentration d’huile essentielle, 50 ul de bouillon nutritif et 50 pl de la
suspension bactérienne pour obtenir un volume totale de 150 ul par puits.

Un témoin négatif a été préparé avec 50 ul de boullion nutritif, 50 ul de la suspension
bactérienne et 10 pl de tween 80.

Aprés une incubation a 37 °C pendant 2h, on ajoute a chaque puits 50 pl d’indicateur
colore, le 2, 3,5-diphenyltetrazolium chloride (TTC), une deuxieme incubation a été
effectuée pendant 2 a 4h.

La CMI a été déduite a partir de la premiére concentration présentant une absence de

croissance bactérienne.
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Figure 21 :Les dilutions de I’huile essentielle.
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Eémoin HE.(Kh) HE() HEQD

) SAA1 KPA2 | SAAIECAG6Q SAAI gTémoin
O 50ul BN+50ul SAA suspension+

10ul tween=50ul TCC. C1 SAAL

O 50ul BN+50ul KPA2 suspension+

10ul tween=50ul TCC. C2 O T

50ul BN+50ul ECAG suspension+
10ul tween=50ul TCC. C3 ECA6

C4

Cs

Cé

€7

C8

Chaque puit : 50ul BN + 50 ul d'huile essentielle diluée + 50 ul de suspension + 50 ul TTC

Figure 22 : La technique de Micro dilution par microplague.
4.8.2. La détermination concentration minimale bactéricide (CMB )

La concentration minimale bactéricide (CMB ) est décrite par Bouzid et al, (2021) ,
comme étant la plus faible concentration en huile essentielle capable de tuer plus de
99,9% de I’inoculum microbien initial. Pour déterminer la CMB, nous avons prélevé a
I’aide d’une microppette, 10 pl de chaque puits n’ayant pas présenté de culture
bactérienne (apres révélation avec le 2,3,5-diphenyltetrazolium chloride) et on les a
ensemencé sur des boites pétri contenant la gélose nutritive , ensuite ces boites
ensemencées sont incubées pendant 24 heures a 37 °C. La lecture des valeurs de la
CMB a été faite par observation a I’ceil nu, et elle a été déduite a partir de la premiere

boite qui n’a pas présenté de culture bactérienne.

La CMI et CMB ont été exprimées en pl/ml. Le rapport CMB/CMI a été utilise pour
classifier les substances antibactériennes en fonction de leur activité bactéricide
(CMB/CMI inférieur a 4) ou bactériostatique (CMB/CMI supérieur a 4) (Sbayou et al,
2014).
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Figure 23 : La détermination de la CMB des cing souches en présence des différentes huiles

essentielles.
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Figure 24: La détermination de la concentration minimale inhibitrice et bactéricide.
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1. Résultats
1.1. Rendement

L’huile essentielle a été extraite a partir de deux plantes séchées a I’air libre, et par
hydro-distillation dans un appareil de type Clevenger. Nous avons obtenu une huile de
couleur jaune péle et une forte odeur de terébinthe (de poivre) pour Schinus Molle de

Batna et Khenchela.

Le rendement en huile essentielle aprés hydrodistillation des deux plantes était variable,
I’ensemble des valeurs de rendement sont regroupées dans le tableau 02, le rendement
le plus important a été enregistré pour 1’huile de SMkn , avec une quantité de 1.58%
(m/m), alors que SMg représente un faible rendement en huile essentielle de 1.48%

(m/m).
Tableu 02: Le rendement des huiles essentielles de Schinus molle.

Rendement en % Schinus molle de Khenchela Schinus molle de Batna

1.58% 1.48%

figure 25: Le Rendement des huiles essentielles
de schinus molle

1,58
1,58
1,56
1,54
1,52
1,5 1,48
1,48
1,46
1,44

1,42
SMKH SMB

1.2. Activité antibactérienne
1.2.1. Méthode de diffusion par disque

La technique de diffusion sur disque a été utilisee pour étudier I’activité antibactérienne
des deux huiles essentielles de Schinus molle collectées & Khenchela (SMkn) et a Batna

(SMg), et ceci I’ensemble des six souches bactériennes, ce test préliminaire nous a
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permet de mettre en évidence le pouvoir antibactérien des deux huiles essentielles

(seules et en combinaison). L’ensemble des résultats sont regroupés dans le tableau 04.

Tableau 03 :Diamétres des zones d’inhibitions des Bactéries testées vis-a-vis des huiles essentielles.

Souches Zone d’ihibition Zone d’ihibition Zone d’ihibition
bactériennes (mm) (SMkH) (mm) (SMg) (mm) (SMw)
Klebsiella 20 <8 <8
pneumoniae (KPa2)

Staphylococcus 37 15 25
aureus (SA a1)

Escherichia coli <8 <8 <8
(EC ag)

Escherichia coli <8 9 <8
(EC )

Escherichia coli <8 <8 <8
(EC A7)

Escherichia coli <8 <8 <8
(EC as)

(SMkw): Schinus Molle de khenchela; (SMg): Schinus Molle de batna; (SMwm): Schinus Molle

mélange (Khenchela+Batna).

1.2.1.1.Les huiles essentielles seules

Les résultats résumés dans le Tableau 03 , révelent une importante activité
antibactérienne de I’huile essentielle de SMkn sur deux souches bactériennes. Les
diamétres de la zone d’inhibition les plus élevés ont été remarqués sur Klebsiella
pneumoniae (KPa2) et Staphylococcus aureus (SA a1) avec des valeurs de 20 mm et 37
mm respectivement . Elles sont extremement sensible. Cependant aucune activité
antibactérienne n’a été enregistrée sur le reste des souches, alors que les souches :
Escherichia coli (ECas), Escherichia coli (ECas ), Escherichia coli (ECa7), Escherichia

coli (ECasg) sont trouvées résistantes avec des zones d’inhibition inférieur a 8 mm.

Notre huile essentielle de SMg a présenté des activités variables, une activité

antibactérienne modérée sur Escherichia coli (ECas) avec un diametre de 9 mm , une

K
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activité antibactérienne importante sur Staphylococcus aureus (SAa1), traduite par un

diamétre de la zone d’inhibition de 15 mm.

Néanmoins aucune activité antibactérienne n’a été enregistrée sur le reste des especes
bactériennes (Klebsiella pneumoniae (KPa2), Escherichia coli (ECa4), Escherichia coli
(ECAa7), Escherichia coli (ECaeg).

croissance |
bactérienne

Zone
d'ihnibition

Staphylococcus aureus (SAA1) SM.B Escherichia coli (ECA6) SML.B

Figure 26: Effet de I’huile essentielle SMB sur la croissance des bactéries.
1.2.1.2.Les huiles essentielles en combinaison

Quant a Pactivité du mélange des deux huiles essentielles (SMkn ) et (SMg), aucune
action antibactérienne n’a été observée sur la plupart des espéces (klebsiella
pneumoniae (KPaz2), Escherichia coli (ECa4), Escherichia coli (ECas), Escherichia coli
(ECa7), Escherichia coli (ECag) ) a I’exception de I’espéce Staphylococcus aureus
(SAa1) qui a montré une importante activité antibactérienne avec une zone d’inhibition

supérieure a 20 mm (25 mm), elle est trés sensible.
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Zone
d’'inhibition

Croissance
bactérienne

Staphylococcus aureus (SAA1) SML.LM

Figure 27: Effet de mélange des huiles essentielles sur la croissance des bactéries.
1.2.2 Méthode de microatmosphere

La technique de microatmosphére a été appliquée pour mettre en évidence 1’activité
antibactérienne de la fraction volatile des huiles essentielles, les souches testées dans
cette méthode étaient celles présentant une sensibilité dans la technique de diffusion par

disque, traduite par un diamétre de la zone d’inhibition supérieur a 8 mm.

Nos résultats regroupés dans le Tableau 04 montrent qu’une importante activité
antibactérienne revient a I’huile essentielle SMkn principalement, sur 1’ensemble des
souches testées notamment pour la souche Klebsiella pneumoniae (KPa2) traduite par
un diamétre de zone d’inhibition de 20 mm (Figure 30). Alors que la souche de
Staphylococcus aureus (SAa1) a montré une certaine résistance et aucune zone

d’hinibition n’a été observée.

L’huile de SMg a maintenu son effet antibactérien trés sensible sur les souches
Staphylococcus aureus (SAai1) et Escherichia coli (ECas) avec des diametre de 39 mm

et 55 mm respectivement.

L’huile de mélange a présenté une activite trés sensible avec notamment un diametre de

la zone d’nihibition de 43 mm sur la souche de Staphylococcus aureus (SAaz).
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Tableau 04: Résultats de ’aromatogramme des trois HE testées sur cinq souches bactériennes.

Souches Zone d’ihibition Zone d’ihibition Zone d’ihibition
bactériennes (mm) (SMkH) (mm) (SMB) (mm) (SMwm)
Klebsiella 20

pneumoniae (KPa2)

Staphylococcus 0 39 43
aureus (SA a1)

Escherichia coli

(EC ag)

Escherichia coli 55

(EC ae)

“

R
\_\‘ Zone d'inhibition
roissance bactérienne

Staphylococcus aure(SAAl),SM.B Escherichia coli (ECA6),SM.B Staphylococcus aureus (SAA1),SM.M

aucune zone
d'inhibition

Klebsiella pneumoniae (KPA2),SM.Kh Staphylococcus aureus (SAA1) ,SM.Kh

Figure 28: Zones d’inhibition par méthode de microatmosphére.
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1.2.3 Détermination de la CMI et CMB

Figure 29: La lecture de la concentration minimale inhibitrice.

Présence : Absence d'une
d'une ’ roissance
croissance bactérienne

Présence
d'une

croissance
bactérienne

. )
Kiebsiella pneumoniae (KPA2). KH

Absence d'une Absence d'une
Lroissance -+ —1) i ‘ - ” roissance

bactérienne bactérienne

Figure 30: La lecture de concentration minimale bactéricide des huiles essentielles.
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Tableau 05 : Concentrations minimales inhibitrice (CMI) et bactéricide (CMB) des huiles

essentielles.

SMkn SMg SMwm

) CMiI CMB CMiI CMB CMiI CMB
Bactéries testées
H/ml H/ml /ml /ml H/ml M/ml

Gram +

Staphylococcus aureus 187.5 4F 187.5 187.5 187.5 187.5
(SAa1)

Gram -

Klebsiella pneumoniae 375 +
(KPa2)

Escherichia coli 93.75 93.75
(EChae)

+ : Croissance Bactérienne.

Les concentrations minimales inhibitrices et bactéricides ont été determinées par la
méthode de dilution en milieu liquide. Les valeurs des CMI et CMB obtenues sont

regroupes dans le tableau 05 .

En présence de I’huile essentielle de SMkp, ’ensemble des souches bactériennes ont
été inhibées a une concentration de 187.5 pl /ml pour Staphylococcus aureus (SAaz) et
375 pl/ml pour Klebsiella pneumoniae (KPa2), alors que cette huile n’a aucune activité

bactéricide sur Staphylococcus aureus (SAaz1) et Klebsiella pneumoniae (KPa2).
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L’huile essentielle de SMpg a présentée une concentration minimale inhibitrice et

bactéricide élevée de 187.5 pl/ml pour Staphylococcus aureus (SAai) et 93.75 pl/ml
pour Escherichia coli (ECas).

Quant a le mélange de SMky et SMg, la souche Staphylococcus aureus (SAa1) a été

inhibée a une concentration minimale inhibitrice et bactéricide élevée de 187.5 pl/ml.
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2 . Discussion

A rappeller que le rendement en huile essentielle de la plante Schinus molle de notre
étude est de 1,58 % et 1,48 % pour la plante de la région de Khenchela et de la région
de Batna respectivement. Ce rendement est Iégerement moins important que celui
trouvé par Zerrouk (2019) pour la plante récolté dans la région d’El Eulma, alors qu’il
est plus élevé que les rendement trouvés par le méme auteur pour la plante collectée
dans les regions de Hassi Messaoud, Sougueur et de Laghouat qui sont de 1.43% ,
1.35 %, 1.29 %, respectivement.

Les variations observées dans les valeurs de rendement en huiles essentielles peuvent
étre dues a la région de collecte de la plante ainsi qu’a une multitude de facteurs
(biotique et abiotique). Parmi ces facteurs, le milieu et la période de récolte, la
température, I’humidité relative, la durée totale d’insolation et le régime des vents, les

pratiques culturales et la méthode d’extraction (Zerrouk, 2019).

Les résultats de I’activité antibactérienne de I’huile essentielle de SMg ont montré un
effet inhibiteur modérément actif contre la souche Escherichia coli (ECas) avec un
diamétre d’inhibition de 9 mm et extrémement actif contre la souche Staphylococcus
aureus (SAa1) avec une zone d’inhibition de 15 mm, cela peut justifier que la
composition de cette huile essentielle posséde un pouvoir sur ce type des souches

microbiennes.

En effet, une étude antérieure par zerrouk, (2019) sur cette méme espéce mais de
différentes regions a été réalisée. L’huile essentielle de Schinus molle de Laghouat a
montré un effet important contre la souche Escherichia coli (ECas) par rapport a ’huile
essentielle de SMg dont le diamétre de la zone d’inhibition était de 17,33 mm, et contre
Staphylococcus aureus (SAa1) avec un diamétre de 12,75 mm. Aussi 1’huile essentielle
de SMg était de moindre activité antibactérienne que celle de Schinus molle de Hassi
Messaoud ou les diamétres de la zone d’inhibition étaient 18,45 et 12,75 (mm) sur
Escherichia coli et Staphylococcus aureus respectivement, ce qui peut étre di a la

résistance intrinséque a l'antimicrobien.

Le pouvoir antibactérien de 1’huile essentielle de SMkn dans notre étude est différent de
celui trouvé dans des travaux précédents, 1’huile essentielle était plus active sur
Staphylococcus aureus en comparant le diamétre de la zone d’inhibition avec ceux

trouvés par zerrouk, (2019) sur Schinus molle d’El Eulma qui était de 12,75 mm. Par
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contre, selon Benzeggouta, (2015), le pouvoir antibactérien de 1’huile essentielle des
clous de girofle dans leur étude est différent de celui trouvé dans notre travail, elle était

plus active sur Klebsiella pneumoniae (KPaz) par rapport a I’huile essentielle de SMk.

On note également une activité antibactérienne importante des huiles essentielles en
combinaison (SMw) sur la souche Staphylococcus aureus avec un diamétre d’inhibition
de 25 mm par rapport a I’huile essentielle de Schinus molle de Sougueur qui semble
avoir le méme effet antibactérien que les huiles essentielles de Schinus molle de Hassi
Messaoud , Schinus molle de Laghouat et Schinus molle d’El Eulma avec une zone

d’inhibition autour du disque de 12,75 mm sur la méme souche.

L’activit¢ des composés volatils de I’huile essentielle de SMg sur les souches
Staphylococcus aureus et Escherichia coli est plus importante que celle exercée en
contacte directe, cette différence peut étre due au fait que la technique de diffusion sur
disque est une méthode directe qui dépend de la diffusibilité et de la solubilité de I’huile
essentielle, contrairement a la méthode de microatmosphére qui dépend de la volatilité
des composés de I’huile essentielle (Dorbe et al, 2010). Il a été déja prouvé que
I’activité antibactérienne des composés volatils résulte de I’action de la vapeur directe
sur les microorganismes et de I’effet indirect a travers le milieu qui absorbe la vapeur
(Moleyar et Narasimham, 1986). De méme cette action est beaucoup plus efficace,
quand les microorganismes sont exposés a une forte concentration pendant une courte

période de temps (Inouye et al, 2001).

Les concentrations minimales inhibirices (CMI) et bactéricides (CMB) de 1’huile
essentielle de SMg sont plus élevées que I’huile essentielle de Schinus molle d’El Eulma
trouvée auparavant, Zerrouk, (2019) a obtenu une CMI et CMB de (1,0 et 1,5) pl/ml sur
Escherichia coli et (0,12 et 0,25 ) pl/ml sur Staphylococcus aureus. En revanche notre
huile essentielle de SMkn ne posséde aucun effet bactéricide alors qu’elle possede un
effet inhibiteur similaire 8 SMg et SMwm sur la méme souche Staphylococcus aureus dont
la CMI était de 187,5 pl/ml, sachant que I’huile essentielle de Schinus molle de
Sougueur sur cette méme souche est révéle plus efficace par rapport au notre huile
(SMkw) sur lequelle nous avons travaillé avec une CMI et CMB, respective de (0,13 et
0,16) pl/ml .

Suite a ces résultats, I’huile essentielle de SMkn @ montré un effet inhibiteur plus élevé

sur Klebsiella pneumoniae par rapport a I'huile essentielle des clous girofle trouvé par
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Benzeggouta, (2005) qui est inférieure a 0,125 pul/ml, alors les résultats de Benzeggouta
sont plus important que notre résultats. A rappelé qu’aucune activité bactéricide de

I’huile essentielle de SMkn n’a été enregistrée sur cette souche.

Finalement, nos huiles essentielles en combinaison ont montré une concentration
minimale inhibitrice et une concentration minimale bactéricide plus élevé sur
Staphylococcus aureus par rapport aux résultats trouves par Zerrouk, (2019) pour
I’huile essentielle de Schinus molle de Laghouat avec une concentration minimale
inhibitrice et bactéricide de 0,13 et 0,33 pl/ml respectivement. Ces résultats indiquent la
présence de différents mécanismes d’action des huiles essenticlles sur les cellules

bactériennes (Burt, 2004).

Globalement, nos huiles essentielles ( SMg, SMkn et SMy) ont présenté un pouvoir
antibactérien modéré sur les bactéries testées. en le comparant avec le pouvoir
antibactérien des huiles essentielles de Schinus molle d’El Eulma, Laghouat, Hassi
Messaoud, Sougueur (Zerrouk, 2019) et de I’huile essentielle des clous de girofle
(Benzeggouta, 2005) qui se sont montrés plus importants. Cela peut étre justifier par la
différence de la composition chimique des huiles essentielles, le type des souches
bactériennes et leur degré de résistance.
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Conclusion et perspectives

Le travail que nous avons entrepris porte sur 1’étude de 1’activité antibactérienne des
huiles essentielles de la plante Schinus molle qui appartient a la famille des
anacardiacées, collectée dans deux régions de 1’ Algérie ; Batna et Khenchela.

L’extraction des huiles essentielles par 1’hydrodistillation a partir de la partie aérienne
de plante a montré un rendement en huile de 1.48 % pour Schinus Molle de la région de

Batna et 1.58 % pour Schinus Molle collectée a Khenchela.

L’activité antibactérienne a été déterminée sur six souches bactériennes, a savoir
Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Klebsiella Pneumoniae et cela selon trois
techniques ; la méthode de diffusion sur disque, La méthode de microatmosphere et la
détermination de concentration minimale inhibitrice sur milieu liquide et bactéricide sur

milieu solide.

Les résultats de I’activité antibactérienne de nos HEs varie d’une plante a 1’autre et
aussi selon les souches testées, une activité puissante revient a 1’huile essentielle de
Khenchela, notamment sur les souches de Klebsiella pneumoniae et Staphylococcus
aureus avec des diamétres de la zone d’inhibition allant jusqu'da 37 mm. L’huile
essentielle de la région de Batna était de moindre activité antibactérienne avec des
diamétres les importants de 15 mm et 9 mm sur Staphylococcus aureus et Escherichia

coli respectivement.

Alors qu’une faible activité antibactérienne a été remarquée pour le mélange de I’huile
essentielle des huiles des deux régions, par un diametre de la zone d’inhibition de 25
mm sur la souche de staphylococcus aureus. Une activité remarquable des composés
volatils de I’huile essentielle de Schinus molle de Batna s’est révélée par la méthode de
microatmosphére, notamment sur la souche d’Escherichia coli avec un diametre de la

zone d’inhibition de 55 mm.

Les valeurs de CMI et CMB les plus importantes de 93,75 pl/ml sont enregistrées sur la
souche d’Escherichia coli pour I’HE de la région de Batna, et de 187,5 pl/ml sur la
souche de Staphylococcus aureus pour la région de Khenchela.

D’un point de vue générale, les huiles essentielles des deux plantes ont présenté une
action antibactérienne modérée sur les bactéries testées, et reste aussi a noter que le
pouvoir antibactérien de I’huile essentielle de Schinus Molle de la région de Khenchela

s’est révélé plus important que celui de I’huile essentielle collectée a Batna.




Conclusion

Nos résultats tres encourageants, nous motivent a faire des expériences plus
approfondies sur le pouvoir antibactérien par d’autres méthodes et sur d’autres souches

bactériennes.

Le pouvoir antifongique de ces HEs semble trés important et mérite d’étre étudié sur les
souches fongiques d’importance industrielle et économique, pour pouvoir penser a des

éventuelles applications pratiques.

L’analyse de la composition chimique de ces HEs est trés intéressante comme
perspective, pour rechercher les composés responsables de cette activité antibactérienne

et qui peuvent étre aussi liés a d’autres activités biologiques.

Enfin, d’autres activités biologiques seront envisageables telles que, 1’activité anti-
oxydante, anti-inflammatoire.... etc, pour prévoir des éventuels usages thérapeutiques

de cette plante.
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Theme: Etude de DPactivité antibactérienne de
quelques huiles essentielles extraites de plantes

médicinales.
Résumé

Ce travail est une contribution a la valorisation des plantes médicinales utilisées en
médecine traditionnelle en Algérie, et vise a étudier I’activité antibactérienne des
huiles essentielles obtenues a partir de ’espece Schinus molle des deux régions
Khenchela et Batna.

Les huiles essentielles ont été testées seules et en combinaison sur six souches
bactériennes, par la méthode de diffusion sur disque et la méthode de
microatmosphére, ainsi que la détermination de concentration minimale inhibitrice
(CMI) en milieu liquide et bactéricide en milieu solide (CMB).

L’évaluation de I’activité antibactérienne des huiles essentielles seules par la
méthode de diffusion sur disque a montré un effet remarquable de 1’huile de Schinus
molle colléctée a Khenchela et Schinus molle de la région de Batha sur
Staphylococcus aureus traduite par un diamétre de la zone d’inhibition de 37 mm et
15mm, respectivement. Cependant une concentration minimale inhibitrice (CMI) de
187,5 pl/ml a été enregistrée sur cette souche pour les deux huiles . Alors I’hue de
Schinus molle de la région de Batna a présenté une faible concentration minimale
inhibitrice et bactéricide sur la souche Escherichia coli qui est de 93,75 pl/ml.

La combinaison des huiles des deux régions (Batna et Khenchela) a montré que ce
mélange a une activité tres significative sur Staphylococcus aureus par une zone
d’inhibition de 25 mm, et une concentration minimale inhibitrice (CMI) de
187,5ul/ml. A la lumiére des résultats obtenus on confirme que les extraits du
Schinus molle présentent des activités antibactériennes modérées sur les germes
pathogenes testés.

Mots clés : activité antibactérienne, Schinus molle, huile essentielle, Mélange d’huile

essentielle.
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