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Résumé

Dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales aromatiques de 1’ Algérie, nous nous sommes intéressés a ce travail qui
consiste a mettre en évidence I’évaluation du rendement des huiles essentielles d’une plante alimentaire, condimentaire et
médicinale : I'ail cultivé (Allium sativum L. var. la Rouge locale) ces huiles sont obtenues par I’extraction & la vapeur ainsi que

I’évaluation de ses activité antioxydante et antibactérienne vis-a-vis différentes souches bactériennes.

Les résultats ont montré, un rendement en huile essentielle de 0.86%. 1’étude du pouvoir antioxydant par la méthode de DPPH
a montré une activité antioxydante de ’huile essentielle de 1’ail var. Rouge locale. L’estimation de 1'activité antibactérienne des
extraits bruts et des huiles essentielles sur 4 souches cliniques : Pseudomonas Aeruginosa (G-) Escherichia coli (G-)
Staphylococcus aureus (G+) Staphylococcus aureus (G+) par la méthode de diffusion en disque, les résultats obtenus
présentent une différence significative entre les souches testées et les différents extraits et I’interaction entre les deux. Ainsi
I’effet inhibiteur le plus marqué est obtenu avec la souche Staphylococcus aureus par un diamétre 12mm par contre la souche

Pseudomonas Aeruginosa a présenteé une certaine résistante aux extraits testes.
Mots clés : Allium sativum L., Huiles essentielles, activité antioxydante, activité antibactérienne.

Summary

As part of the valorisation of aromatic medicinal plants in Algeria, we looked at this work of high lighting the performance
evaluation of the essential oils of plant food, condiment and medicinal: cultivated garlic (Allium sativum L. var local Red.)

obtained by the extraction steam and is antibacterial and antioxidant activity via different bacterial strains.

The results showed an essential oil yield of 0.85% .The study of antioxidant by the method of DPPH showed antioxidant
activity of the essential oil of garlic var. Local Red. The estimate of the antibacterial activity of crude extracts and essential oils
of 4 clinical strains Pseudomonas Aeruginosa (G) Escherichia coli (G) Staphylococcus aureus (G +) Staphylococcus aureus
(G +) by the disc diffusion method, results show a significant difference between the tested strains and the various extracts and
the interaction between the two. Thus the most marked inhibitory effect is obtained with Staphylococcus aureus strain with a

12mm diameter by Pseudomonas aeruginosa against the strain showed some resistance to the tested extracts.
Keywords: Allium sativum L., Essential oils, antioxidant activity, antibacterial activity.
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INTRODUCTION GENERALE

INTRODUCTION GENERALE

Le monde des végétaux est plein de ressources et de vertus d'ou I'hnomme puise non seulement
sa nourriture mais aussi des substances actives qui procurent souvent un bienfait a

sonorganisme parfois affecté de troubles insidieux [1].

La connaissance par I'homme de I'utilisation des plantes, qu'il s'agisse de plantes alimentaires,
médicinales ou toxiques, est trés ancienne [2]. Alors que se soigner par les plantes est un
instinct, qui se retrouve dailleurs dans le comportement des animaux. Cette pratique a
engendré d'innombrables croyances sur ce qui sauve la vie et sur les forces qui lui sont

néfastes.

L’ Ail Allium sativum L. est une plante légumineuse trés riche en huiles essentielles a origine
sauvage dont la production mondiale est largement répondue a travers le monde. A cause de
ces propriétés alimentaires, aromatiques et médicinales [5], 1’ail occupe la deuxiéme place
parmi les espéces les plus cultivées du genre Allium aprés 1’oignon. Il a des propriétés
antiseptique, bactéricides, cholagogues, hypotenseur et antidiabétique ainsi il exerce
également une action préventive anticancéreuse et conseillé pour lutter contre les trouble
digestifs... [6] car I’allicine est responsable du pouvoir antimicrobien de 1’ail principalement

sur les entérobactéries, les streptocoques et staphylocoques [7]

Le regain d'intérét aux plantes médicinales et leurs extraits telles les huiles essentielles, vient
essentiellement d'une prise de conscience des malades et de leur désir profond de revenir aux
moyens naturels et efficaces [3]. Car les plantes offrent un espoir de guérison dans le domaine
des maladies contemporaines, et le besoin d'information sur les nouveaux produits
phytothérapiquess'accroit [4]. Le malade tend de plus en plus a fuir les substances chimiques
et a éviter les dangers qu'elles peuvent induire [5].

Les indications données par la phytothérapie ou I'aromathérapie, n'ont pas pour but defaire
oublier ou sous-estimer l'importance de toute la profession medicale et de la médecine,

acondition que celle-ci soit avant tout humaine et respecte fidélement le serment d'Hippocrate:
"primum non nocere™:"d'abord, ne pas nuire".

La recherche de nouveaux médicaments utilise plusieurs approches parmi lesquelles
I'approche "Ethnopharmacologique”, qui consiste a recueillir des renseignements concernant

I'utilisation empirique aupres des populations, d'ethnies vivant encore prés de la nature [2]. Et
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comme Hippocrate a dit un jour " Il ne faut pas rougir d'emprunter au peuple ce qui peut
étreutile a I'art de guérir . L'Ethnopharmacologie ou I'Anthropologie Médicale visent a faire
connaitre I'emploi traditionnel des plantes médicinales, et valoriser rationnellement cet usage

dans le cadre d'études scientifiques.

Le présent travail est consacré comme contribution a 1’estimation du rendement des huiles
essentielles et a 1’étude du pouvoir antibactérien et antioxydants des extraits de 1’ail Allium
Sativum L. var. Rouge Locale, une plante alimentaire et médicinale utilisée depuis la nuit des

temps pour traiter divers affections.

Dans le cadre de la valorisation rationnelle des plantes médicinales a usages traditionnel,

notre mémoire est constitué de deux parties :

La premicére partie est consacrée a 1’étude bibliographique et botanique de la plante Allium
sativum L., les huiles essentielles, les activités biologiques des huiles essentielles et a la fin de
cette partie un apercu général sur les souches bactériennes testées ou utilisées pour la mise en

évidence du pouvoir antibactérien des huiles extraites.

La deuxiéme partie : la partie expérimentale, expose la situation géographique de la zone de
culture et de récolte de I’ail au niveau de I'ITCMI, puis et avant de présenter les résultats
obtenus, on a décrira le matériel et la méthodologie suivie dans cette étude, ensuite on a

discuté les résultats obtenus.
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1. Description botanique

Plante vivace herbacée, de 20 & 40 cm de haut (peut atteindre 1m [8], I'ail se compose d'un
bulbe a nombreux caieux (gousses) souterrains, rassemblés dans une méme enveloppe. De
feuilles planes linéaires (0.5 a 1.5 cm de largeur) partant du bulbe [9], et a gaines

embarrassantes.

D'une tige sortant du bulbe et se terminant en ombelle globuleuse [10], elle peut atteindre 1.2
m de haut [9]. Avec des fleurs blanches ou rougeatres entourées — avant la floraison [11]
Parmi les "Alliums", I'ail posséde la plus puissante et pénétrable odeur [12], les Grecs
I'appelaient "rose puante™ [13]. Le nom commun "ail" et le nom botanique "Allium", viennent

du mot celtique "All" qui signifie "qui brale™ [14].

L'ail est originaire d'Asie centrale [11] et cultivé partout dans le monde [9]. La partieutilisée

est le bulbe frais ou déshydraté, I'huile essentielle ainsi que son jus frais.

Figurel : l'ail avec la spathe membraneuse spécifique, terminée en pointe.
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1.1 Classification botanique

L’ail (Allium sativum L.) est une plante bisannuelle, Elle appartient a la famille botanique des

Alliacées. La partie consommeée est le bulbe constitué de caieux [15].

Régne : Plantae

Sous Reégne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

La classe : liliopsida

Sous classe : Liliidae

Super ordre : lililanae

Ordre : Liliales

Famille : Alliacées

Sous Famille : Allioideae

Tribu : Allieae

Genre : Allium

Espece : Allium sativum L. Var. Rouge locale

Le nombre de chromosomes chez 1’ail (Allium sativumL.) est de : 2n=16 [16].
2. Propriétés pharmacologiques et emplois

C'est une des plantes les plus étudiées et utilisées hier et aujourd’hui. Il posséde des
applications traditionnelles alimentaires et médicinales [17]. Durant plusieurs siecles l'ail était
un principal régime alimentaire, un condiment mais aussi un médicament, et dans plusieurs

cultures contre le mauvais ceil [18 ].

Du fait que l'ail est riche en fructosanes jusqu'a 75% du poids sec, il est diurétique. C'est un
hypotenseur dont I'effet est connu depuis longtemps chez I'homme, et a été confirmé chez
l'animal. Egalement un anti athéromateux capable de faire diminuer triglycérides et
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cholestérol sanguins et d'augmenter le taux des HDL [11]. Une alimentation suffisamment
riche en ail diminue l'agrégation plaquettaire et augmente l'activité fibrinolytique, d’ou

I'intérét de la plante dans la prévention des thromboses [11 ,19 ].

C'est aussi un expectorant, larvicide, insecticide[ 9 ], hypoglycémiant [11 ], antiviral [20], et

prévient de certains cancers [11], dont plusieurs études sur le cancer de I'estomac [21, 22, 23].

Ses propriétés antiseptiques ont été mises a profit depuis des siécles contre des maladies telles
que la peste ou le choléra [24, 25 ,26]. Louis Pasteur, était le premier a avoir constaté quel‘ail
tue les bactéries. Durant la Premiére Guerre Mondiale, I'armée Britannique utilisait I'ail pour
contrdler les infections. Les docteurs Russes traitaient leurs malades avec de l'ail & défaut de
Pénicilline [18]. Ces activités antibactériennes et méme antifongiques de l'ail ont été mis en
évidence in vitro [27, 28,29, 30,31,32,33].

L'huile essentielle posséde les mémes usages et propriétés que l'ail frais ou ses extraits [9, 34
]. Des études récentes montrent l'activité antimicrobienne de I'huile macérée de l'ail contre,
des bactéries a gram positif et a gram négatif, des levures et méme peut inhiber la croissance

de la bactérie Helicobacter pyloriresponsable du cancer de I'estomac [23, 35, 36 ].
Les composes soufrés volatils spécialement: allicine, diallyl disulfure, diallyl trisulfure,
ajoénes, vinyldithiines, sont généralement considérés responsables de la plupart des activités

pharmacologiques [37,38,39].
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1. Les huiles essentielles
1.1. Historique

L'huile essentielle est tres ancienne et assez universelle, son utilisation date de plus de 7000
ans (on trouve les premieres traces chez les aborigenes d'Australie avec fumigation) preuve en
est un alambic en terre cuite retrouvé au Pakistan datant de cette époque. On retrouve des
inscriptions datant de 4000 ans en Mésopotamie et des écrits Egyptiens datant de 3500 ans.

Les Egyptiens obtenaient les huiles essentielles en pressant les plantes [41].
1.2 Définition

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes et éminemment variables de constituants
qui appartiennent de facon quasi exclusive a deux groupes caractérises par des origines
biogénétiques distinctes: le groupe des terpénes d’une part et le groupe des composes
aromatiques dérivés du phenylpropane d’autre part. Les composes de la dégradation d'acide
gras et les composes de la dégradation des terpénes sont aussi fréquemment retrouves dans les
huiles essentielles [42, 43, 44,45].
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Figure 2:Voies responsables de la synthese de terpenes et phenylpropenes, les principaux

métabolites présents dans les huiles essentielles des plantes [40].
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1.3. Origine des huiles essentielles

Les plantes vertes puisent I’eau et utilisent 1’énergie solaire et le gaz carbonique présent dans
I’air pour synthétiser les glucides, ce processus est appelé photosynthése, il se déroule au
niveau des feuilles, plus précisément au niveau des chloroplastes qui renferment la
chlorophylle, les produits issus de la photosynthese sont (glucides, NADPH, ATP) constituent
2yne source d’énergies, ils contribuent a la génération de nouvelles cellules, ils interviennent
indirectement dans la biosynthése de divers composés secondaires tels que les lipides, les
hétérosides et les essences. Ainsi les huiles essentielles font parties des résidus du

métabolisme végétal [46].
1.4. Localisation et lieu de synthése

Les huiles essentielles n'existent quasiment que chez les végétaux supérieurs dont tous les

organes végétaux des plantes aromatiques peuvent les contenir :

* les fleurs : I'oranger, le rose et la lavande

* les feuilles trés souvent: l'eucalyptus, la menthe et le thym

* les organes souterrains: les racines (Vétiver) et les rhizomes (gingembre, acore)
* les fruits: le fenouil, l'anis et 1’épicarpe des citrus

* les graines: la noix de muscade

* le bois et les écorces: la cannelle, le santal et le bois de rose [47].

La synthése et I'accumulation des huiles essentielles sont généralement associées a la présence
des structures histologiques spécialisée s’appelées : les glandes des huiles essentielles qui sont

souvent localisées sur ou a proximité de la surface de la plante [48].

Les figures 3 et 4 representent des glandes sécrétrices des huiles essentielles.
Il existe trois types de structure sécrétrice dans la plante:

* les poils sécréteurs des Lamiaceae

* les poches sécrétrices des Myrtaceae ou des Rutaceae
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* et les canaux sécréteurs des Apiaceae ou des Asteraceae [7,47].

Figure 3: Glande simple entiérement Figure 4: Poiles épidermiques sur le

chargée d'huile essentielle [48]. calice d'une fleur d'un origan [49].
1.5. Repartition botanique

Les huiles essentielles n'existent quasiment que chez les végétaux supérieurs; il y aurait selon
LAWRENCE, 17500 espéces aromatiques. Les genres capables d'élaborer les constituants qui
composent les huiles essentielles sont répartis dans un nombre limité de familles. Exp:

Myrtacées, Lauracées, Rutacées, Lamiacees, Astéracées, Apiacées,

Cupressacées, Poacées, Zingibéracées, Pipéracées, les huiles essentielles peuvent avoir une
origine animale annonce Frant et Damelio et donnent I'exemple de celle rencontrée dans le

foie de poisson [50].
1.6. Réle dans la plante

La fonction biologique des huiles essentielles demeure le plus souvent obscure, il est toutefois
vraisemblablement qu’ils ont un role écologique. A I’appui de cette hypothése, on remarquera
que le role de certains d’entre eux a été établi expérimentalement en ce qui concerne le
domaine des interactions végétales (agents allélopathiques, notamment inhibiteurs de
germination); ces substances olfactives issues du métabolisme secondaire sur certains
végétaux renferment beaucoup de roles, certains sont recenses d’autres pas encore, parmi ceS
roles recenses: il y a celui de ’opposition plante-plante qu’on peut considérer comme une
guerre chimique, on prend le cas de Salvia leucophylla qui libére dans I’atmosphére le cinéole
et le camphre qui est absorbé par le sol sec ceci inhibe la germination des especes prairiales ;

celles-ci ne peuvent germiner et croitre que lors des pluies hivernales [51]
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Sur le plan du métabolisme, certains terpénes linéaires ont une fonction énergétique : mis en
réserve pendant le jour, ils sont dégradés pendant la nuit en acétyl-CoA. Par ailleurs, les
huiles essentielles participent a 1’adaptation des plantes xérophiles a leur milieu, par la
conservation de I’humidité indispensable a leur vie, cela grace aux vapeurs aromatiques qui
tendent a saturer 1’air autour de la plante empéchant ; le jour, la température de 1’air de monter
jusqu’a un degré insupportable pour la vie végétale et la nuit de baisser de fagon excessive

[52].
1.7. Propriétés physiques

Liquides a température ambiante, les huiles essentielles sont volatiles, ce qui les différencie
des huiles fixes. Elles ne sont que trés rarement colorées. Leur densité est en général
inferieure a celle de I’eau. Elles ont un indice de réfraction élevé et la plupart dévie la lumiére

polarisée. Solubles dans les solvants organiques usuels, elles sont liposolubles [53].
1.8. Rdle physiologique

Beaucoup de plantes produisent les H.Es en tant que métabolites secondaires. Leur role exact
dans le processus de la vie de la plante reste encore mal connu. Les H.Es peuvent avoir
plusieurs effets « utiles » pour la plante : repousser ou au contraire attirer les insectes pour
favoriser la pollinisation, comme source énergétique, facilitant certaines réactions chimiques,
permettant de conserver I’humidité des plantes désertiques, réduction de la compétition des
autres espéces de plante par inhibition chimique de la germination des graines, par protection
contre la flore microbienne infectieuse, action répulsive sur les prédateurs par godt et effets
défavorables [54].

1.9. Composition chimique

Sur le plan chimique, les H.Es sont des mélanges de structure extrémement complexe,
pouvant contenir plus de 300 composeés différents. Ces substances sont des molécules trés
volatiles appartenant pour la grande majorite a la famille des terpenes comme les
monoterpenes (myrcene, B-pineéne, y-terpinene) et les sesquiterpenes (B-caryophylléne, o-

humuléne, B-bisabolene etc.) [55].
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Figure 5: Structure de quelgues composés rencontrés dans les huiles essentielles [7]
1.9.1. Les terpenoides

L'immense famille de composés naturels connus sous le nom de "terpenes”, qui ont été
découverts dans les huiles essentielles, se sont avérés étre la source du parfum de nombre
d'entre elles. La caractéristique chimique commune aux terpénes réside dans leurs structures:
ce sont des multiples d'une unité a cing atomes de carbone ayant pour base un diene conjugué
dont le nom commun est "isoprene” (2-méthylbuta-1,3-diene). Les terpenes sont ainsi parfois
désignés sous le nom de "composés isoprénoides” [37], mais de préférence "terpénoides” pour
tous les composés constitués d'unités d'isopréne, sans prendre en considération les groupes

fonctionnels présents [38].

Les monoterpénes et leurs dérivés (alcools, esters, acétates, ...) sont les composés les plus
abondants dans les huiles essentielles, et sont responsables des saveurs caractéristiques et de
I'ardme que posséde la plante [39,37]. Leur étude chimique est compliquée, par la difficulté
d'obtenir ces produits purs du melange complexe dans lequel ils sont présents et les
réarrangements qu'ils peuvent subir [37]. Exemple de quelques monoterpénes: menthol, alpha

terpinéol, linalol, lavandulol, géraniol...
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Tableau 1 : Composition chimique de I'huile essentielle d'Allium sativum [56]

Composés Temps de rétention (mn) Structures
chimiques
1- Diallyl disulfide 3.823 S CH,
HQC/\/ \S/\/
(DADS)

2- Diallyl sulfide 4.024 HEC/\/S\/\\CHQ

(DAS)

3- Allyl méthyl 4.588

HzCMS\S/CHa
disulfide (AMDS)
4- Allyl méthyl 6.868 T e

(AMTS)

trisulfide < <

ch/f\/' ~g~” \\"/\\CHZ
5- Diallyl trisulfide 10.605 (DATS)
6' Dia”yl 22.120 HEC/\/S\S/S\S/\/CHQ

(DATTS)

tétrasulfide

7- NI 22.200

8- NI 23.056

1.10. Facteurs influencant la composition chimique

11 existe beaucoup de facteurs externes pouvant influencer la composition chimique de ’'H.E :
la température, le taux d’humidité, la durée d’ensoleillement, la composition du sol, la partie
de la plante utilisée, le cycle végétatif de la plante, la méthode utilisée pour 1’extraction ; sont

d’autant de facteurs susceptibles d’exercer les modifications chimiques.

Outre la composition, ces facteurs peuvent également avoir un impact sur la teneur en H.E,

par exemple : les citrus ont une teneur importante en H.E lorsque la température est éleveée.
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Les fleurs de Chrysanthemum caronarum sont riches en H.E sous ’effet de fertilisants [7].
1.11. Mode d'obtention
Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour 1’extraction des essences végétales.

En général le choix de la méthode d’extraction dépendra de la nature du matériel végétal a
traiter (graines, feuilles, ramilles), de la nature des composés (par exemple, les flavonoides,
les H.Es, les tanins), le rendement en I’huile et la fragilité de certains constituants des huiles

aux températures élevées.
1.11.1. Distillation

Il existe trois différents procédés utilisant le principe de la distillation : 1’hydrodistillation,

I’hydrodiffusion et I’entrainement a la vapeur d’eau [66].
1.11.1.1. Hydrodistillation

Il s’agit de la méthode la plus simple et, de ce fait la plus anciennement utilisée. La matiére
végétale est immergée directement dans un alambic rempli d’eau, placé sur une source de
chaleur, le tout est ensuite port¢ a 1’¢bullition. Les vapeurs sont condensées dans un
réfrigérant et I’H.E se sépare de 1’hydrolysat par simple différence de densité¢. L’H.E étant
plus légére que I’eau, elle surnage au-dessus de I’hydrolysat (figure 6). Cependant,
I’hydrodistillation possede des limites. En effet, un chauffage prolongé et trop puissant

engendre la dégradation de certaines molécules aromatiques [67].

12
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Hydrodistillation ou distillation simple

1- Chauffe ballon 5 - Entrée et sortie d’eau

2- Ballon 6 - Erlenmeyer

3- Thermometre 7 - Matiére a extraire ’essence

4- Réfrigérant 8 - La couche d’H.E

Figure 6: Schéma du principe de la technique d’hydrodistillation [67].

1.12.1.2. Distillation par entrainement a la vapeur d’eau

Dans ce type de distillation, le matériel végétal ne macere pas directement dans 1’eau.

11 est placé sur une grille perforée au travers de laquelle passe la vapeur d’eau (figure7:).

La vapeur endommage la structure des cellules végétales et libere ainsi les molécules volatiles
qui sont ensuite entrainées vers le réfrigérant. Cette méthode apporte une amélioration de la

qualité¢ de I’H.E en minimisant les altérations hydrolytiques [67].

13
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serpentin

vapeurs eau froide

Alambic pour Lavande.

Figure 7 : Schéma du principe de la technique de I’entrainement a vapeur [67].
1.12.1.3. Hydrodiffusion

Cette technique est relativement récente. Elle consiste a faire passer du haut vers le bas, et a
pression réduite la vapeur d’eau au travers la matic¢re végétale. L’avantage de cette méthode

est d’étre plus rapide donc, moins de dommageable pour les composés volatils [67].
1.12.2. Extraction a froid

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

obtenu porte le nom d’essence, car il n’a subi aucune modification chimique [68].
1.12.3. Extraction assistée par micro-ondes

Extraction assistée par micro-ondes est une nouvelle technique qui combine 1’utilisation des
micro-ondes et d’autres méthodes traditionnelles. Dans ce procédé, la matiere végétale est
chauffée par micro-ondes dans une enceinte close dans laquelle la pression est réduite de
maniére séquentielle. Les composés volatils sont entrainés par la vapeur d’eau formée a partir
de I’eau propre a la plante. Ils sont ensuite récupérés a ’aide des procédés classiques
condensation, refroidissement, et décantation. Des études démontrent que cette technique
possede plusieurs avantages tels que le gain de temps d’extraction, utilisation de petites

quantités de solvant, et un rendement d’extraction élevé [69].

14
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1.12.4. Extraction par les solvants et les graisses

Il s’agit d’extrait de plantes obtenu au moyen de solvants non aqueux (hexane, éther de
pétrole etc.), mais aussi de graisses, des huiles (absorption des composes volatils lipophiles
par les corps gras). Ces solvants ont un pouvoir d’extraction plus élevé que I’eau, si bien que
les extraits ne contiennent pas uniquement des composés volatils mais également un bon
nombre de composés non volatils tels que des cires, des pigments, des acides gras. Un lavage
a I’¢éthanol permet 1’élimination de ces composés non désirables. Apres distillation de 1’alcool,

le produit obtenu est appelé « absolu », et sa composition se rapproche de celle d’une H.E.

L’extraction a I’aide de solvants organiques pose de probleme de toxicité¢ et de solvants

Résiduels [70].
1.12.5. Extraction par fluides supercritiques

Extraction par fluides supercritiques a pris ces derniéres années, beaucoup d’essor concernant
I’extraction des extraits végétaux. Le principal avantage de cette technique est celui de

combiner les caractéristiques des gaz et des liquides pendant le processus d’extraction (figure:
8).

En outre tous les processus de dégradation possibles tels que I’oxydation ou isomérisation

sont réduits au minimum du fait que le temps d’extraction y’est réduit.
Toutefois, cette technique d’extraction présente un inconvénient la basse polarité du dioxyde
de carbone supercritique qui le solvant d’extraction le plus employé. Au-dela du point critique

(P= 73,8 bars, T°= 31,1°C), le CO2 posséde les propriétés intermédiaires entre celles des

liquides et celles des gaz, ce qui lui confére un bon pouvoir d’extraction [66].
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Figure 8: Schéma du principe de la technique d’extraction par le CO2 supercritique [71].
1.12. Méthodes d’analyse chimique des huiles essentielles

Une fois 1’extrait le plus représentatif obtenu, I’analyse permet d’identifier et de quantifier les
produits qui le composent. Les progres des méthodes analytiques permettent d’identifier

rapidement un tres grand nombre de constituants [72] par :
-Chromatographie en phase gazeuse monodimensionnelle [72].
-Chromatographie en phase gazeuse couplée a I’olfactométrie (CPG/O) [73].
-Chromatographie en phase gazeuse a deux dimensions [73].

-Chromatographie a deux dimensions heart-cutting CPG/SM [74].
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Figure 9: Chromatographe en phase gazeuse muni d’un détecteur a ionisation de flamme
1.13. Differentes utilisations des huiles essentielles

Outre I'emploi strictement médical des huiles essentielles, celles-ci sont utilisées dans de
nombreux domaines tels que la parfumerie, la cosmétologie, I'agroalimentaire et I'industrie
chimique. Deux industries se partagent ce marché mondial florissant ; il s'agit de I'industrie

agroalimentaire et la parfumerie.

Les huiles essentielles sont utilisées également pour leurs différentes propriétés et effets

thérapeutiques divers [57], tels que les effets anti-infectieux.

Parmi ces molécules antibactériennes les plus puissantes, nous pouvons citer: le Cavacol, le

Thymol et 'Eugénol, le Géraniol, le Linalool , Térpineol menthol, I’ail ,etc.
Cette activité antivirale se retrouve surtout dans les huiles essentielles contenant des

cétones, des monoterpenols ou certains aldéhydes ; des effets calmants et antispasmodiques;
les aldéhydes (citral de la verveine,...), les esters (salicylate de méthyle,..) ; des effets
antiparasitaires; surtout les phénols ; des effets antiinflammatoires; selon le type de douleurs,

on peut utiliser les esters, des alcools (menthol) ou des aldéhydes (cuminal).
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Les huiles essentielles possedent également des propriétés insecticides et insectifuges : c'est le
cas de I'huile essentielle de Cymbopogonschoenanthus, un biopesticide efficace contre

collasobruchus maculatus F., prédateur de niébé [58].
1. Emplois et Propriétés pharmacologiques

L'intérét pour les huiles essentielles s'est accru, et la demande est de plus en plus forte tant
pour I'enseignement de I'aromathérapie que pour les traitements [59]. Beaucoup d'entre elles
sont utilisées pour assaisonner et aromatiser les aliments [39]. Elles ont aussi une grande
importance économique comme saveurs, parfums et solvants [38], il est fabriqué aussi des
désodorisants, de I'encens et des produits pour le bain [59]. L'emploi des huiles essentielles est
en particulier dans le domaine des antiseptiques externes, mais peuvent étre destinées a
I'aromatisation des médicaments administrés par voie orale. Elles constituent aussi le support
d'une pratique de soins particuliere: I'Aromathérapie. De méme qu'elles sont utilisées dans

I'industrie agro-alimentaire comme conservateurs [60], et dans I'industrie chimique [61].

Sachant que les essences n'ont pas les mémes composants que les plantes dont elles sont
issues, elles ne peuvent donc pas avoir les mémes actions ni étre employées a leur place. Par
exemple, la feuille d'Eucalyptus, en infusion exerce un effet favorable certains chez les
diabétiques, alors que I'essence de cette méme plante est absolument sans effet antidiabétique.

Mais cette derniére est plus assainissante de I'atmosphére dans certains cas, que les vapeurs de
décoction des feuilles [60].

Cependant plusieurs activités sont attribuées aux huiles essentielles: cholérétique, cicatrisante,
neurosédative, spasmolytique, digestive, stomachique, antimicrobienne, antiinflammatoire
[62], désinfectante du systeme respiratoire [63,64,65], antioxydante [66], acidifiante,
tonicardiaque, oxydante des déchets du métabolisme, fluidifiante du sang, antivenimeuse,
antispasmodique, pour la conservation tissulaire (embaumement vivant), pouvoir de
protéolyse rapide, sedation épidermique locale, revitalisation par oxygénation et
défloculationdu sang [61].
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2. Domaine d’application des huiles essentielles
Actuellement les huiles essentielles trouvent des emplois dans trois secteurs principaux :
2.1. En pharmacie

Les drogues a huiles essentielles peuvent étre utilisées pour leurs actions physiologiques, en
particulier pour la préparation d’infusion (menthe, mélisse, verveine, camomille, fleurs
d’oranges) et sous la forme galénique simple. Elles sont également utilisées pour 1’obtention
des huiles essentielles ou pour isolement de quelques constituants (eugénol, anéthol, pinénes)
dont certains peuvent avoir un intérét médicamenteux (en particulier dans le domaine des
antiseptiques externes) mais qui, majoritairement, sont surtout destinées a I’aromatisation des

formes médicamenteuses destinées a la voie orale ou encore comme adjuvants [75].

Il faut souligner que la majorité des constituants des huiles essentielles sont lipophiles, de ce
fait, ils sont rapidement absorbées que ce soit par voie pulmonaire, voie cutanée ou voie

digestive. Il convient donc d’étre particulierement vigilant [76].

S’il est évident que la plus grande prudence s’impose lorsque les huiles essentielles sont
administrees par voie orale et a fortiori, en mélange, elles ne doivent pas non plus étre

utilisées inconsidérément par voie externe : 1’agressivité de certaines d’entre elles a ’encontre
des muqueuses et/ou de la peau doit inciter a ne les utiliser qu’apres dilution dans un véhicule

approprié. Il est impératif de ne pas laisser ces produits a la portée des enfants et il serait
souhaitable qu’ils soient systématiquement délivrés dans des conditions adaptés et toujours

correctement étiqueté [75].
2.2. En parfumerie

C’est le débouché des huiles essentielles, des concrétes absolues et autres résinoides fournis
par ces drogues. L’industrie des cosmétiques et le secteur des produits d’hygieéne sont

également des consommateurs, méme si le codt souvent élevé des produits naturels conduit

parfois a privilégier les formulations de grande diffusion des produits synthétiques [76].
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De nombreux parfums sont toujours d’origine naturelle et certaines huiles essentielles

constituent des bases de parfums irremplacables (exemple : Rose et Jasmin). [76].

A la limite de la pharmacie et des produits d’hygiéne, on notera la présence des huiles
essentielles dans les préparations pour bains (bains calmants, bains relaxant) on notera qu’il

y’a la une possibilité d’absorption percutanée des constituants terpéniques [76].
2.3. Dans les industries agro-alimentaires

Si certaines drogues sont utilisées en nature (épices et aromates), d’autres le sont sous forme

d’huiles essentielles ou de résinoides et d’oléorésine dispersés, en capsule, complexés.

Le développement de nouvelles pratiques culinaires (plats préparés, préparation surgelées
industrielles, etc), le golt pour I’exotisme, les qualités gustatives des produits d’une
agriculture intensive et d’autres facteurs conduisent a une augmentation rapide de la
consommation de ces aromatisants naturels. Tous les segments alimentaires sont
consommateurs : boissons, confiseries, produits laitiers, produits carnés, sauces, soupes,

snacks, produits de boulangerie, sans oublier la nutrition animale [76].

Depuis le début des années quatre-vingt, la part du naturel dans 1’aromatisation des produits

alimentaires ne cesse de croitre aux dépends des compositions aromatiques de syntheése.
3. Application des H.Es dans les produits alimentaires

Actuellement, les H.Es et leurs composants, représentent un outil trés intéressant pour
augmenter la durée de conservation des produits alimentaires. Ces substances naturelles sont
riches en composés antimicrobiens et antioxydants. Elles pourraient donc servir d’agents de
conservation alimentaires, et ce d’autant plus qu’ils sont pour la plupart classés «
géneralement reconnus comme GRAS » ou approuvés comme additifs alimentaires par
I’administration Américaine des aliments et des médicaments, FDA (Food Drug
Administration). Ils n‘ont pas par conséquent pas besoin d’autorisation d’emploi dans les
aliments, mais des études préalables sont nécessaires afin de mieux cerner leur activité sans

pour autant étre toxique pour 1’homme [79].
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1.15. La toxicité des huiles essentielles

Par leur composition chimique riche, les huiles essentielles doivent étre utilisée avec une
extréme prudence, du fait qu'elles peuvent présenter de tres graves dangers lors d'une
utilisation aléatoire autonome, surtout que le consommateur est attiré par la facilité d'emploi
de ces essences en absorption interne ou en application externe, en ignorant que certaines sont
plus rapidement dangereuses que les autres: absinthe, armoise, chénopode, sauge officinale,

hysope, thuya, tanaisie, aneth, rue, anis, carvi, romarin [61].

D'autres sont a éviter durant la grossesse, ou interdites aux personnes souffrant d'épilepsie,

d'hypertension ou d'affections dermatologiques [59].

Cet aspect de la connaissance des huiles essentielles est dautant plus important que le
développement de pratiques telles que I'aromathérapie et autres, conduisent a une utilisation
souvent abusive. L'automédication est dangereuse, souvent favorisée par le fait que bon

nombre de ces produits sont distribués en dehors du secteur pharmaceutique [60].
1.16. Facteurs de variabilité

La composition chimique et le rendement en huiles essentielles varient suivant diverses
conditions tels que: I'environnement, le génotype, l'origine géographique, la période de
récolte, le séchage, lieu de séchage et la contamination par des parasites, des virus et des
mauvaises herbes. C'est ainsi que l'action des huiles essentielles est le résultat de I'effet
combine de leurs composes actifs et inactifs, ces composes inactifs pourraient influencer la
disponibilité biologique des composes actifs et plusieurs composants actifs pourraient avoir

un effet synergique [77,78].
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1.Activités biologiques des huiles essentielles

Les vertus des huiles essentielles sont connues et utilisées depuis longtemps, mais cette
utilisation se basait sur des pratiques traditionnelles et des applications sans bases
scientifiques précises. De nos jours, leur emploi se fait sur des bases scientifiques et
rationnelles puisque de nombreux travaux de recherche ont porté sur les activités

antimicrobiennes et antioxydantes des huiles essentielles des plantes aromatiques.
1.1Activité antioxydante

1.2 Définition d’un antioxydant

Le progrés de I'oxydation a comme conséquence la détérioration compléte des aliments. La
dégradation oxydative des constituants de nature lipidique de nos aliments présente des
inconvénients a la fois aux plans organoleptique, nutritionnel, fonctionnel, économique et
hygienique[80 ,81,82]. La lutte contre 1’oxydation des lipides représente donc un enjeu
considérable pour les industriels alimentaires. Pour supprimer ou ralentir I’oxydation des
lipides, deux voies sont envisageables : tenter de réduire les facteurs favorables a cette
oxydation et/ou trouver un réactif qui ralentit 1’oxydation : c’est le role de 1’antioxydant [83].
Ce dernier est défini comme une substance qui, a de faibles concentrations comparées a celles
des substrats oxydables, prévient significativement ou retarde [l'initiation du processus
d'oxydation [83].

Essais de activité antioxydante dans les aliments

Quelques récentes publications ont rapporté que certaines huiles essentielles sont plus
efficaces que quelques antioxydants synthétiques [85]. Les effets antioxydants d'huiles
essentielles et d'extraits des plantes sont dus principalement a la présence des groupes

d'hydroxyle dans leur structure chimique [84].

Des ¢études de I’équipe du Laboratoire de Recherche en Sciences Appliquées a I’ Alimentation
(RESALA) de ’INRS-IAF ont montré que 1’incorporation des huiles essentielles directement

dans les aliments (viandes hachées, légumes hachés, purées de fruit...) ou I’application par
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vaporisation en surface de I’aliment (piéce de viande, charcuterie, poulet, fruits et légumes

entiers...) contribuent a préserver I’aliment des phénoménes d’oxydation [79].
Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante

Les méthodes utilisées pour évaluer I’activité antioxydante des huiles essentielles sont
relativement peu nombreuses et font intervenir en général la coloration ou la décoloration
d’'un réactif spécifique en présence d’agent antioxydant (huile essentielle). Selon la
bibliographie, les méthodes les plus utilisées sont celles de la réduction du 2,2-diphényl-1-
picryl-hydrazyl (DPPH¢), de I’inhibition de la peroxydation de 1’acide linoléique, de la

chélation des métaux et de blanchiment du f-caroténe dans 1’acide linoléique.

Le 2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyl (DPPH®) est un radical organique stable, coloré et centré
sur 1’azote le maximum de son absorption se situe vers 515 nm dans le méthanol et 1’éthanol
[87]. Les antioxydants donneurs d’atome H (RH) sont capables de réduire DPPHe, ce qui
conduit au 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH-H) et au radical Re.

Le DPPHe a une couleur violette ou rouge pourpre mais cette couleur disparait lorsqu’il est

réduit par un capteur de radicaux (figure :10 )[86].

Q

NO,
0gN N—N
& —, o)
+RH - +R*
DPPH?- (radical libre) DPPH (non radical)

Figurel0 .Réaction du DPPHe avec un antioxydant [88;89].

Le rapport DPPHe/antioxydant doit étre adapté a la steechiométrie du composé (nombre de
radicaux réduits par molécule d’antioxydant) et le DPPHe doit étre en exces. Ce test,
largement utilisé, est rapide et facile a réaliser ; il permet de comparer un grand nombre de

composés ou un seul composé a plusieurs dilutions.
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Les résultats peuvent étre exprimés en pourcentage de réduction de DPPHe, pour une
concentration en extrait donné et un temps donné. Le test de réduction du DPPHe permet aussi
de calculer la CE50 [90]. La valeur CE50 est définie comme étant la concentration du substrat
qui cause la réduction de 50% du DPPHe [90].

Activité antimicrobienne

2.2.1 Définition d’un antimicrobien

L’essor de la chimie a permis 1’apparition de nouvelles substances antimicrobiennes. Ces
derniéres sont définies comme étant des substances utilisées pour détruire les micro-
organismes ou empécher leur croissance, y compris les antibiotiques et autres agents
antibactériens et antifongiques [91]. Ces substances synthétiques ont été employées

couramment.

Cependant, en raison du souci croissant des consommateurs aux denrées contenant de tels
additifs chimiques, la recherche des additifs naturels, particuliérement d’origine végétale, a
notamment augmenté ces dernieres années. Par conséquent, le développement des produits

naturels possédant une activité antibactérienne s’avére nécessaire et utile [92].

Les huiles essentielles sont connues pour posséder I'activité antimicrobienne et certaines sont
classées comme des substances sires et pourraient donc étre employées pour empécher la

croissance des microorganismes pathogenes et contaminants [93;94].
Méthodes d’évaluation de I’activité antimicrobienne

L’examen des données bibliographiques fait apparaitre d’emblée la diversit¢ des
méthodologies utilisées pour mettre en évidence [’activité antibactérienne des huiles

essentielles.

Ces différentes techniques sont répertoriées et décrites dans des livres [95], des mémoires de

Magister et théses de Doctorat [96 ;97] ainsi que dans différentes publications [98 ;99 ;100]

Ces apercus édités prouvent qu'il n'y a pas une seule méthode qui est employée par tous les

chercheurs pour determiner quelle est la meilleure méthode pour des analyses in vitro.

Evaluation de P’activité antibactérienne
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I’huile essentielle et selon la nature du contact de I’huile essentielle avec le germe. La
majorité de chercheurs ont employé une des trois analyses suivantes : diffusion sur disque
J(dilution d'agar et dilution de bouillon [101]. Ces méthodes sont relativement rapides, peu
codteuses et n'exigent pas I'équipement de laboratoire sophistiqué ; cependant, elles ne sont

pas sans inconvénients [102].
Méthode de I’aromatogramme

La méthode de 1’aromatogramme consiste a utiliser des boites de Pétri contenant un milieu
gélosé convenable (10-25mL), déja solidifié et inoculé de la souche microbienne testée. Des
disques en papier filtre, papier buvard ou Wattman (6-8mm), préalablement imprégnés de
quantités connues d’HE (5-30uL), sont alors placés en surface de la gélose [102 ;97].
Généralement, les micro-organismes seront classés susceptibles, intermédiaires ou résistants,

selon le diamétre de la zone d'inhibition [102].
Méthode de dilution

La méthode par dilution a pour but d’évaluer des concentrations minimales inhibitrice. Elle
consiste a déterminer la plus faible concentration d’un agent antimicrobien, nécessaire pour

inhiber la croissance d’un microorganisme [99 ;100].

L’efficacité de I’huile essentielle testée est évaluée par la mesure de 2 concentrations : la

concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB).
Rappels sur les bactéries
Les bactéries

Une bactérie est un microbe formé d’une seule cellule, visible au microscope, appartenant a
une zone de transition entre le regne animal et le regne végétal. Comme toute cellule, les
bactéries sont constituées d’un noyau, isolé ou diffus, un protoplasme contenant des

granulations et des vacuoles, une paroi parfois d’une capsule. [103].
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Figure. 11. Paroi des bactéries a Gram-positif et a Gram-négatif [103].

La classification en bactéries a Gram positif et bactéries a Gram négatif refléte des différences
fondamentales basées sur leurs propriétés de perméabilité aux colorants, liée a la nature de
leurs composants de surface. Les différances les plus importantes sont due a la présence d’une
membrane externe chez les bactéries a Gram négatif et d’une épaisse membrane de Muréine
chez les bactéries a Gram positif. Ces derniéres retiennent le violet de gentiane, par contre les
bactéries a Gram négatif se décolorent. Ces micro-organismes peuvent encore étre divisés en

bacilles et cocci[104].
Geénéralités sur les souches bactériennes testées

Staphylococcies aureus

Staphylocogues est un genre appartenant au groupe des cocci a Gram-positif, et il pousse en
amas [105]. C’est un germe aérobie-anaérobie facultatif [106]. Les staphylocoques peuvent
provoquer des abces locaux. Ils font partie des bactéries pathogenes les plus résistantes et sont
difficiles a €éliminer de I’environnement humain. Ils sont a 1’origine de nombreuses infections

nosocomiales [104, 105, 106].
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Pseudomonas aeruginosa

Pseudomenasaeruginosaest un germe appartenant au groupe des bacilles a Gram négatif
(mobiles, aérobies), il pousse facilement sur les milieux usuels, cette espece se caractérise par
la pigmentation bleu-vert de ces colonies [105, 106]. Ce germe est considéré comme germe-

type des infections hospitaliéres ou nosocomiales [106].
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Figure 12 : Aspect microscopique de P.aeruginosa apréscoloration de Gram
Escherichia coli

E. coli est une bactérie qui fait partie de la famille des Enterobacteriaceae, germe que 1’on

trouve le plus communément dans les intestins de ’homme et des animaux a sang chaud.

Le plus souvent les souches d’E. coliqui colonisent ’appareil gastro-intestinal sont des
commensaux inoffensifs. Toutefois a I’intérieur de I’espeéce on trouve au moins quatre types

de souches pathogénes [106].
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1. Situation géographique de la zone de culture

La parcelle d’ail retenue pour cette étude se trouve au niveau de la station régionale de

I’institut technique des cultures maraicheres et industrielles (ITCMI), localisée a Bir Rogaa a

proximité de la route nationale N°10 reliant Oum EI Bouaghi et Ain El Beida. Elle est distante
de 16Km a I’ouest du chef lieu de la wilaya et de 10 Km a I’est de la ville d’Ain El Beida
(figurel3).

o 8 fhei e
it N

Limite de la station
¥V Localisation de I’expérimentation

(Image prise par satellite, 2014)
Figure 13: localisation géographique de station expérimentale ITCMI .OEB

2. Matériel expérimental

2.1. Matériel végétal

Sous les conditions controlées, L’essai a été mis en place en plein champ dans la station de
I’ITCMI d’Oum El Bouaghi avec une variété d’ail (Allium sativum L.), ¢’est la Rouge locale.
Le matériel vegétal utilisé (les bulbes) provient de la récolte de I’année précédente (2013-
2014).
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2.2. Mode opératoire et appareillage

2.2.1. Matériel technique

Balance électriques, étuve, rota vapeur, Spectrophotometre UV-VIS
Verrerie

Fioles, tube a essais, entonnoirs, pipette pasteur, bécher, Ampoule a décanter 250 ml, ballon

,burette graduée ,boites pétri

Produits chimiques

*Ethanol (CH-OH)

*Chloroforme (CHCI3)

*Acétone

*Chlorure ferrique FeClI3

*Hydroxyde d’ammonium (NH40H10%)
* acide acétique (AcOH)

*HCI

*Hydroxyde de sodium (NaOH).
*Reactif de mayer

*Reactif de Wagner

*acide sulférique (H,SO,)

*DPPH

3. Préparation de I’extrait éthanolique (extrait brut)

La matiere végétale placée dans un récipient en verre est macérée deux fois dans une solution

Eth aqueux (70%) 7:3 pendant deux nuits, apres la premiére et la deuxiéme filtration sur
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papier filtre, le filtrat est évaporé sous vide a sec en utilisant un rotavapeur a la température
45-50°C. Extrait brut sec destiné au screening phytochimique et a 1’activité antibactérienne

est récupéré par 1’éthanol.

4. Screening phytochemique de I’ail (Allium sativum L.)

4.1. Réaction de caractérisation en tube

Elle est indispensable de connaitre la composition des plantes pour comprendre
comment elles agissent sur la plantes.

4.1.1. Mise en évidence des tanins

A 2 ml de la solution a tester, ajouter 2 a 3 gouttes de solution de FeCl3 a 2%. Un test positif
est révélé par D’apparition d’une coloration bleue-noire et un précipité (laisser reposer

quelques minutes) [109].
4.1.2. Mise en évidence des saponosides
Test 1: 5 ml de la solution a tester sont bien mélangés avec 10 ml d’eau distillée

pendant 2 min. La formation d’une mousse persistante aprés 15 min confirme la présence des

saponosides [109].

Test 2 : 5 ml de I’extrait sont mélangés avec 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide sulfurique
concentré. Une couleur rouge-marronne de la couche d’interface indique la présence des

triterpenes hétérosidiques [110].
4.1.3. Mise en évidence des flavonoides

5 ml de I’extrait butanolique sont traités avec quelques gouttes d’A1CI3 (1%). La présence des

flavonoides est confirmée par 1’apparition d’une couleur jaune [110].
4.1.4. Mise en évidence des composés réducteurs

Ce test est basé sur la reaction de Keller-Kiliani. A 1 ml de I’extrait ajouter 5 ml d’acide

acétique contenant des traces de FeCl3 et 5 ml d’acide sulfurique contenant des traces de

FeCl3. La présence des composés réducteurs est confirmé par la formation de deux phases,
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une colorée en brun rouge (acide acétique) et la deuxiéme en bleu-vert (acide sulfurique)
[110].

Parmi les composés réducteurs on note les coumarines, la mise en évidence de ces dernieres
se fait selon la méthode décrite par [111].Placer 1 g d’échantillon de la plante humide dans un
tube a essai. Couvrir le tube avec un papier imbibé d’une solution de NaOH et le placer dans
un bain marie pendant quelques minutes. Ajouter 0,5 ml de NH4OH (10%). Mettre deux
taches sur un papier filtre et examiner sous la lumiére ultraviolette. La fluorescence des taches

confirme la présence des coumarines.
4.1.5. Mise en évidence des alcaloides

Ce test est fait pour révéler la présence ou I’absence des alcaloides sels. L’extrait sec, ajouter
5 ml d’HCI 2N au résidu et chauffer dans un bain marie. Filtrer le mélange et réaliser les tests
avec le réactif de Wagner (2g de KI et 1,27g d’I2 solubilisé dans 100 ml d’eau distillée). La

présence de turbidité ou de précipitation indique la présence des alcaloides sels [111].
5. L’extraction des huiles essentielles par I’entrainement a la vapeur

L’entrainement a la vapeur d’eau est 'une des méthodes officielles pour I’obtention des huiles
essentielles, cette technique ne met pas en contact direct I’eau et la matiere végétale a traiter
[67]. Durant le passage de la vapeur d’eau a travers la plante, les cellules éclatent et libérent
I’huile essentielle qui est vaporisée sous 1’action des vapeurs pour former un mélange eau et

huile essentielle en deux phase, une phase organique et une phase aqueuse.

L’avantage de cette technique est d’éviter certains phénoménes d’hydrolyse ou de dégradation

pouvant affecter la qualité des huiles essentielles.

Le distillat recueilli subit un relargage par 1’ajout de quelques cristaux de chlorure de
sodium (le NaCl ayant plus d’affinité a I’eau que 1’huile essentielle incite celle-ci a flotter,
puisque les huiles essentielles sont moins denses que 1’eau).

Le distillat est ensuite transvas¢ dans une ampoule a décanter ou I’huile essentielle est

séparée de 1’eau par une extraction liquide-liquide au moyen de diéthyléther (de formule brute
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), température d’ébullition 50°C, trés volatil et trés inflammable).

« Phase organique: huileuse et tres odorante appelée™ huile essentielle” contenant la majorité

des composés odorants.

« Phase aqueuse: odorante appelée " eaux aromatiques” contenant que tres peu des composés
odorants [17, 94,106].

On agite vivement I’ampoule a décanter en tenant bien le bouchon, il se produit alors une
surpression, on ouvre le robinet pour la dégazer (cela en la tenant renverser col bas robinet en
haut), on place I’ampoule sur un support (statif + anneau) puis on enléve le bouchon et on

laisse décanter apres quoi on récupeére la phase organique.

A noter que I’extraction des H.Es était réaliser au niveau du laboratoire physico-chimique de

Ain m’lila
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i

Figure 14.Montage d’extraction

Pour éliminer toute trace d’eau dans la phase organique on lui ajoute du sulfate de
magnésium anhydre et on laisse agir pendant 15 min. Aprés filtration sur papier filtre la phase
organique exempte d’eau est constituée de 1’huile essentielle plus le solvant, ce dernier est
éliminé grace a une distillation dans un évaporateur rotatif.

L’huile essentielle ainsi récupérée est conservée a basse température, a 1’abri de la
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lumiere dans un flacon en verre, hermétiquement clos pour éviter toute dégradation.

Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport de la masse huile

essentielle extraite et la masse de la matiére végétale.
6. Etude des huiles essentielles

D’apres les normes internationales ; les huiles essentielles doivent subir différents tests pour

confirmer leurs qualités.
7. Caractéres organoleptiques

Les caractéres organoleptiques des huiles essentielles d’Allium sativum L. obtenues par

hydrodistillation sont présentés dans le tableau ci-dessous

Tableau :2 . Caractéres organoleptiques d’Allium sativum L

Plante Caracteres organoleptiques
HE d’Allium sativum | Aspect Couleur Odeur
L. Var. la Rouge | _
Liquide limpide Jaune pale Dégage une forte
locale
odeur d’ail

caractéristique

7.1. Calcul du rendement
Le rendement en huile essentielle est le rapport de la quantité d’huile recueillie aprés

hydrodistillation sur la quantité de la plante a traiter exprimé en pourcentage par AFNOR
(1986), [32].

Le rendement est calculé par la formule suivante :
R =PB/PA X 100
R : rendement de I'huile essentielle en %
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PB: quantité de I'huile essentielle en g

PA : quantité de la plante en g

7.2. Mesure de la densite

La densité relative de I'huile essentielle est le rapport de la masse d'un certain volume de
I'nuile & 20°C et la masse d'un égal volume de I'eau distillée a 20°C.

8. Evaluation de I’activité antibactérienne

8.1. Souches bactériennes et milieux de culture

Les tests de I'activité antibactérienne ont été réalisés en deux étapes au niveau du

Laboratoire de biologie de 1'université de khanchela. Les bactéries utilisées dans ce travail

sont: Des souches de référence dans le tableau suivant:

Tableau 3 : les souches utilisées

Microrganismes téstées

Pseudomonas Aeruginosa(G-) ATCC 27853
Escherichia coli (G-) ATCC 25922
Staphylococcus aureus (G+) ATCC 43300

Staphylococcus aureus (G+) ATCC 25923

Ces bactéries sont conservées et maintenues en vie par des repiquages continus, sur divers

milieux de culture solides et liquides, selon les especes. Pour assurer la survie des bactéries et
tester les huiles essentielles, un seul milieu de culture est utilisé Gélose Muller — Hinton,

utilisée pour les tests de sensibilité aux agents antibactériens.
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8.2. Tests de l'activité antibactérienne

Ces procédés ont eteé réalisé suivant plusieurs références [112 ; 113 ; 114], et modifiées si

nécessaire selon les moyens existants.

8.2.1. Essais préliminaires

L'évaluation de l'activité antibactérienne d'un extrait passe par I'étape des disques, qui

est simple et pas codteuse, et la plus utilisée en routine dans les laboratoires de bactériologie
pour les testes de sensibilité aux antibiotiques.

Le but de ces expériences initiales est la recherche du pouvoir antibactérien des huiles

essentielles.
8.2.2. L'Aromatogramme ou Méthode des Disques

L'étude du pouvoir antibactérien par cette technique est identique a celui de I'antibiogramme,

la seule différence c'est le remplacement des antibiotiques par des extraits aromatiques.
L'inoculum

- A partir d’une culture pure de 18 heures sur milieu d’isolement, racler a I’aide d’une anse de

platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.
- Décharger I’anse dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%.

- Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0,5 Mc

Farland (illustré dans le control de I’inoculum) ou a une DO de 0,08 a4 0,10 lue a 625 nm.

- L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de 1’eau

physiologique stérile s’il est trop fort.
- L’ensemencement doit se faire dans les 15 minutes qui suivent la préparation de I’inoculum.
L'ensemencement

Le milieu de culture utilisé est Muller — Hinton, qui est le milieu le plus employé pour les
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tests de sensibilité aux agents antibactériens.

Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne (il évite la contamination du

manipulateur et de la paillasse).

L'essorer en le pressant fermement, en tournant sur la paroi interne du tube, afin de le

décharger au maximum.

Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries serrées.
répéter I'opération deux fois, en tournant la boite de Pétri a chaque fois, sans oublier de faire

Pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finir I'ensemencement en passant I'écouvillon sur la

périphérie de la gélose. Dans le cas de I'ensemencement de plusieurs boites de Pétri il faut

recharger I'écouvillon a chaque fois.

/’_\ sewr de {eniemencement

Feite de petr?

ceouriflorn

Figurel5 .: Ensemencement par écouvillon.

8.2.2.1. Préparation des disques d'aromatogramme
Les disques sont fabriqués a partir de papier Watman n°3 (ou autre type de papier buvard),
avec un diamétre de 6mm, suivant le diametre de I'emporte-piéce.

Ensuite ils sont mis dans un tube a essai (ou plus si nécessaire), et sterilisés a l'autoclave.
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Entre-temps, les agents antibactériens Pseudomonas A, Escherichia coli, Staphylococcus

aureus (1 et 2) sont préparés avec les doses suivantes:

* 1’huile essentielle est diluée dans I'éthanol a 1/4 : v/v d'huile dans l'alcool; ces doses sont

établies selon les expériences préliminaires.

Une fois les géloses Muller — Hinton sont ensemencees, les disques imbibés de chaque extrait

sont disposés sur la surface de la gélose a I'aide d'une pince stérilisée au bec bunsen.

8.2.2.2. Application des disques : [108]

- Nous avons utiliser une pince stérile pour appliquer les disques a la surfaces des milieux
déja ensemencés a raison d’un seul disque de chaque extrait et du témoin par souche cible et

par boite de pétri . Sans oublier de marquer le compartiment du témoin.

- les boites de pétri sont placées a 4°C pendant 2 heurs puis incuber a 37°C.

Culture bactérienne jeune

Figure.16: Schema représentant les différentes étapes de la réalisation d’un Aromatogramme
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Figure 17: Matériel utilisé pour I'ensemencement par écouvillonnage pince, écouvillon,

disques stériles, milieu de culture en boites de pétri.

8.2.3. Incubation et Lecture

Aprés de 18 a 24 heures a 37°C d’incubation, pour toutes les boites, les diametres de la zone

claire d’inhibition autour des disques ont été mesurés.
9. Evaluation de P’activité antioxydante

L’activité antioxydante a été évaluée par la mesure du pouvoir de piégeage du radical DPPH*.
Le test de DPPH est réalisé selon la méthode décrite par Bruits et Bucar [107] ; ou 30ul de
chacune des solutions méthanoliques des HE testées a différentes concentrations (200pg/ml,
400 pg/ml, 600 pg/ml, 800 pg/ml et 1000pug/ml) sont mélangées avec Sml d’une solution
méthanolique de DPPH (0,004%). Apres 30 min, ’absorbance est lue a 517nm.

9.1. Parametres de calcul de P’activité antioxydante

Pourcentage d’inhibition : Pourcentage d’inhibition du DPPH (I%) est calculé de la maniére
suivante [107] : 1%= (A blanc- A échantillon) x100/ A blanc

A blanc : Absorbance du blanc (DPPH dans le méthanol),

A échantillon : Absorbance du composé d'essai. IC50 : Ce paramétre est défini comme la
concentration d’antioxydant requise pour diminuer la concentration initiale de 50%, il est

inversement lié a la capacité antioxydante [107].
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10. Analyse statistique des données

Les analyses de variance des résultats de ’activité antibactérienne ont été réalisées par le

logiciel statistique MINITAB. Les différences considérées hautement significatives a p <
0.01.
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1- Screening phytochimique de I’Allium sativum L.

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de métabolites
secondaires au niveau des tissus végétaux de notre huile essentielle. La détection de ces
composés chimiques est basée sur des essais de solubilités des constituants, des réactions de
précipitation et de turbidité, un changement de couleur spécifique ou un examen sous la
lumiere ultraviolette. Les résultats expérimentaux des tests phytochimiques realisés sur le

matériel vegétal broyé (bulbes) sont mentionnés dans le tableau.

Tableau 4 : résultats du screening phytochimique de I’extrait brut de I’Allium sativum L.

Recherche Résultats

Extrait brut

Les tanins Apparition d’une
coloration bleue noir(+)

Formation d’une
Les saponosides mousse persistante(+)
Extrait brut
Les flavonoides Apparition d’une

couleur jaune (+)
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P |

Tableau5 : les métabolites détectés

Tanin | Saponoside | Tri Coumarine | Composés | Alcaloides
terpenes réducteurs
Allium + + + + + -
sativum
L.
+ : test positif - : test négatif de méthanol

L’existence des tanins dans les extraits est certifiée en présence de la solution de chlorure, par
I’apparition d’une coloration bleu noir, pour les tanins galliques ou vert pour les tanins

cathéchiques. Ce test révele la richesse d’Allium sativum en tanins galliques.

Les saponosides dont leurs présence est confirmé par 1’apparition d’'une mousse persistante

en, montrent, comme indique le tableau leurs présence dans I’extrait d’Allium sativum L.

Une couleur rouge-marronne de la couche d’interface est présente et indique la présence des

triterpenes hétérosidiques.

Le tableau illustre également les taux d’existence des flavonoides dans 1’extrait brute
d’Allium sativum L. En effet, ces composés sont présents dans 1’extrait étudié mais avec une
quantité variée. Cette constatation est témoignée par 1I’apparition d’une coloration jaune plus

ou moins intense dans le milieu réactionnel.

La présence des composés réducteurs est confirmé par la formation de deux phases, une

colorée en brun rouge (acide acétique) et la deuxieme en bleu-vert (acide sulfurique)

42



Partie expérimentale

CHAPITRE V. Résultats et discussion

Tandis que pour les alcaloides on remarque une pauvreté extréme et aucune absence de

turbidité ou de précipitation indique leurs présences
2-Calcul du rendement

L'hydrodistillation des bulbes d'Allium sativum L. var. la Rouge locale provenant aprés la
culture en plain champ au niveau de la station de I’'TTCMI sous les conditions contrdlées, a
donnée un rendement en huile essentielle égal a 0.85%. Ce rendement est assai bien en
comparaison d'une part, avec celui obtenu par Benkeblia N [119], qui a travaillé sur la méme
espece de la région de Mostaganem dont il a trouvé un rendement qui est de 0.86% et avec
celui obtenu par Hacise ferogullari H et al. en 2005 qui est de 0.14% [120], cette équipe a
porté également sur la plante d'Allium sativum originaire de Turquie et d'autre part, avec
d'autre plantes des différents genres beaucoup cités dans la littérature [44] pour leur
exploitation industrielle comme source des huiles essentielles comme: anise (1-3%), lavande
(0.8- 2.8%), menthe poivrée (0.5-1%), rose (0.1-0.35%). Le rendement obtenu dans ce travail
peut étre expliqué par l'influence de la région d'origine et la nature de la plante sur la sécrétion
de I'huile essentielles ou encore il est du au protocole d'extraction qui a été suivi au cours de

notre étude.
3- Mesure de la densité

La mesure de la densité relative de cette huile essentielle a révélé une densité égale a 1.028,
elle est supérieure a celle de I'eau ce qui a permis a I'huile de se descendre au dessous de I'eau
lors de I'extraction. Elle est supérieure a celle de I'eau ce qui explique son déplacement au
dessous de l'eau lors de I’extraction par entrainement a la vapeur d’eau, cette valeur de la

densité est similaire a celle trouvé par Ross Z.M. et al. en 2001 (1.037) [118].
4-1’activité antioxydante des huiles essentielles

La mise en evidence du pouvoir antioxydant des extraits des plantes a été realisée par le
piégeage du radical libre DPPH, Les résultats obtenus lors du test de mesure de pourcentage

d’inhibition du radical DPPH sont représentés dans la Figure 18.
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Figurel8 : Pourcentage d’inhibition des huiles essentielles de 1’Allium sativum L.
Il semble que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec I’augmentation de la

concentration de I’huile essentielle de I Allium sativum L.

Le paramétre : Pourcentage d’Inhibition de calcul de I'activité antioxydante est 1Cso =909,46pl/ml et
la concentration rationnelle 1C5,%=9.1ul/ml

Ces résultats montrent que I’huile essentielle de Allium sativum L. posseéde une activité
antioxydante. Cette activité est tributaire de la mobilit¢ de I’atome d’hydrogéne du
groupement hydroxyle des composés phénoliques de I’huile essentielle. En présence d’un
radical libre DPPH-, I’atome H est transféré sur ce dernier alors transformé en une molécule
stable DPPH, ceci provoque une diminution de la concentration du radical libre et également
I’absorbance au cours du temps de réaction jusqu’a 1’épuisement de la capacité d’antioxydant

donneur d’hydrogéne [31].

C’est une activité tres efficace comparé a celle de 1’acide ascorbique avec un 1Cso de 7.50ug/ml

et celle de I alphatocophérol qui raméne la stabilité au DPPH avec un 1C50 de 26ug/ml [123].
Cette Activité est peut étre due a la présence de deux composés majoritaires qui sont :

l'allyl méthyl trisulfide: 34.61% et le diallyldisulfide: 31.65% de 1’huile essentielle de I’Allium
sativum L. A la meilleure reconnaissance des auteurs, le diallyldisulfude constitué souvent le

composant dominant de I'huile essentielle d'Allium sativum .Ce n’est pas uniquement les
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composés majoritaires des HEs qui sont responsables de cette activité antioxydante, mais il
peut y avoir aussi d’autres composés minoritaires qui peuvent interagir d’une fagon

synergique ou antagoniste pour créer un systeme efficace vis-a-vis des radicaux libres [25].
5-L'étude de I'activité antibactérienne

Les résultats de I’analyse de variance de I’activité¢ antibactérienne sont illustrés dans le

tableau ci-dessous.

Tableau 6 : I’analyse de variance du diamétre de la zone d’inhibition (cm)

source DDL SC CM F P
Souches 3 55.56 18.52 7.47 0.001
Extraits 3 1409.56 469.85 189.52 0.000
Interaction 9 126.02 14.00 5.65 0.000
Erreur 32 79.33

Total 47 1670.48

L’analyse de variance des résultats de 1’activité antibactérienne en fonction des extraits et des
souches testées présente une différence significative entre les extraits testés ( extraits brut,
I’huile essentielle, test négatif et test positif) avec p=0.000, et une différence significative
entre les souches testées avec Pseudomonas Aeruginosa (G-) Escherichia coli (G-)
Staphylococcus aureus (G+)_ Staphylococcus aureus (G+) p=0.001, ainsi que 1’interaction
entre les souches et les extraits( p=0.000).

Les diameétres des zones d'inhibition des 4 souches sous l'action de la solution mére de I'huile

essentielle sont représentés dans le tableau7 .
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Tableau 7 : Moyennes des diamétres des zones d'inhibition en (mm) des extraits de I'Allium

sativum L.
Microorganismes Diamétre des zones d’inhibition
de I’ Allium sativum L. (mm)
HE EB T(+) T()
Pseudomonas Aeruginosa (G-) ATCC | - - 12.3 -
27853
Escherichia coli (G-) ATCC 25922 10 - 10.6 -
Staphylococcus aureus (G+) ATCC 43300 | 9 - 12.3 -
Staphylococcus aureus (G+) ATCC 25923 | 12 - 136 -

L’évaluation de l'activité antibactérienne des extraits d'Allium sativum par la méthode de
diffusion en disque vis-a-vis les souches suivantes: Pseudomonas aeroginosa , Escherichia
coli, Staphylococcus aureus a révélé une activité antibactérienne vis-a-vis de toutes les
souches testées avec des diameétres d'inhibition varie entre 9 et 12mm par contre 1’extrait brut
n’a montré aucun effet sur les souches testées donc elles ont présenté une résistance contre

cet extrait.

D'apreés les résultats nous constatons que I'huile essentielle d'Allium sativum L. a montré une

activité presque similaire a celle de 1’antibiotique (12 cm), car la souche Staphylococcus
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aureus ATCC 25923 a presenté les meilleurs résultats de I’activité, donc c’est la souche la
plus sensible des souches testées et par contre la souche Pseudomonas Aeruginosa ATCC
27853 a montré la meilleure résistance des souches sans aucune zone d’inhibition égale a 0
mm.

D'aprés ces résultats nous pouvons dire que la zone d'inhibition d'une huile essentielle peut
étre affectée par sa volatilisation, sa solubilité et par son degré de diffusion dans la gélose.
Ceci peut donc expliquer les diametres importants de la zones d'inhibition révélées dans nos
résultats et qui se rapprochent des résultats de ’antibiotique utilisé comme test positif et nous
pouvons deéduire que la zone dinhibition d'une huile essentielle dépend de I'espéce
bactérienne testée, Pseudomonas aeruginosa , est I'espéce la plus connue par sa résistance a

la plupart des huiles essentielles .

Bien que la méthode de diffusion soit simple, rapide et applicable a tout type de substance
antimicrobienne et tout micro-organisme, elle porte toujours des difficultés notamment dans
I'interprétation des résultats des huiles essentielle vu que dans ce cas les zones d'inhibition
doivent étre affectées par plusieurs facteurs tels que : la mauvaise diffusion des huiles
essentielles dans la gélose a cause de leur nature hydrophobe, leur volatilisation et la capacité

limité des disque a absorber un volume suffisant de I'extrait a examiner de ce fait.

1: test+ 2 : Pactivité des H.E
3 :l’activité de I’E.B 4 : test-

Figure 19 : Résultats de l'activité des extraits d'Allium sativum L. vis a vis de pseudomonas

aeroginosa
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1: test+ 2 : ’activité des H.E
3 :l’activité de ’'E.B 4 : test-

Figure 20: Résultats de l'activité des extraits d'Allium sativum L. vis a vis de la souche E.coli

1: test+ 2 : activité des H.E
3 :I’activité de I’E.B 4 : test-

Figure 20: Résultats de l'activité des extraits d'Allium sativum L. vis a vis de la souche

Staphylococcus aureus

L’activité antimicrobienne de I’huile essentielle peut étre attribuée principalement a son
constituant majoritaire, par exemple les alcools terpéniques qui sont particulierement actifs
contre les cellules microbiennes car ils sont solubles dans les milieux aqueux et ils provoquent
d’importants dégats sur les parois cellulaires des microorganismes [115].les alcools possedent
une activité bactéricide plutét que bactériostatique [116].
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Au cours des derniéres décennies, les chercheurs ont publié plus de 2 000 travaux
scientifiques [121] portant sur le potentiel thérapeutique de l'ail (Allium sativum L) qui est
I'une des plantes les plus répondues dans la médecine traditionnelle et la plus largement citée
dans la littérature pour ses propriétés médicinales. L'huile essentielle d'Allium sativum L
constitue I'extrait le plus connu principalement par son pouvoir antibactérien qui est attribué

notamment aux composés sulfides qui les contient [122].
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Conclusion et perspectives

Notre travail fait partie d’un long et important axe de recherche dont le but est de valoriser
davantage nos ressources locales, notamment [’utilisation des plantes aromatiques et
médicinales dans plusieurs domaines, parmi lesquels la technologie agro-alimentaire,
I’amélioration des différentes qualités des aliments ainsi que leur conservation. Dans cet axe,
nous continuons le travail sur 1’une des plantes a usage traditionnel alimentaire et médicinale,

qui est I’ail Allium sativum L.

Les résultats du criblage préliminaire a montré que 1’Allium sativum L. contient du Tanin

Saponoside , Triterpenes, Coumarine ,Composes réducteurs et aussi des Alcaloides.

Notre étude a montré que 1’huile essentielle d’Allium sativum L. est de couleur jaune pale,

avec une odeur des agréable et un godt fort.

Le rendement en huile essentielle obtenu par 1’extraction a la vapeur d’eau de plante est bien

d’envirent 0,1% (0.86%), comparé avec le rendement en huiles essentielles d’autre plantes.

L’huile essentielle d’Allium sativum L. présente un effet antibactérien intéressant vis-a-vis

des Escherichia coli (G-) et deux différentes souches de Staphylococcus aureus (G+) .

Alors que cette huile s’est révélée inactive contre les Pseudomonas Aeruginosa .Cette
méthode a été limité au criblage des activités antibactériennes qui doit étre complété ensuite par

une détermination de la CMI.

Le Pourcentage d’Inhibition de calcul de lactivité antioxydante est 1Cs, =909,46ul/ml et la

concentration rationnelle 1C5,%=9.1ul/ml

Nous espérons que ces études vont étre achevées pour bien cibler les molécules principales
responsables de ces effets antimicrobiens, ce qui fait appel a des techniques de purification et
d’identification via 1’étude photochimique et les analyses spectrales. La relation intime qui lie
la structure chimique et l'activité des huiles essentielles de 1’ail constitue le fondement de
I'aromathérapie scientifique et doit étre ¢tudiée dans d’autres travaux. Tel que I’application
pratique dans l'industrie alimentaire pour reduire les impacts indésirables sur propriétés

sensorielles et de prolonger la durée de conservation de I’aliment.
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