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Introduction Générale

Depuis longtemps, les plantes médicinales ont été employées en phytothérapie
comme remeédes aux maladies humaines vue leur richesse en centaines, voire en milliers de
composants de valeur thérapeutique, a travers les siecles les traditions humaines ont su
développer la connaissance et I'utilisation de ces plantes dont leur savoir a été transmis de
génération en génération ( Larousse , 2001).

Actuellement, plusieurs questions se sont soulevées concernant la sécurité et
I'efficacité des produits chimiques utilisés en médecine. En effet, durant les 20 derniéres
anneées, il a été prouvé que l'efficacité des antibiotiques a fortement diminué. Les bactéries
en sont devenues de plus en plus résistantes (Matyar et al ., 2008).

Face aux limites thérapeutiques, des antibiotiques classiques ont poussé les
scientifiques a orienter les recherches vers des nouvelles voies et surtout l'utilisation des
principes actifs des plantes (composés phénoliques, alcaloides, huiles essentielles...)
comme agents antibactériens.

Les huiles essentielles comptent parmi les plus importants principes actifs des
plantes aromatiques, elles possédent des propriétés plus ou moins connues dont leur vertu
anti infectieuse est de loin celle qui est la mieux établie, cependant I'évaluation des
propriétés Phytothérapeutiques des huiles essentielles notamment leur activité
antibactérienne demeure une tache trés intéressante et utile en particulier pour les plantes
médicinales les plus connues et les plus utilisées en médecine traditionnelle, l'activité
thérapeutique des huiles essentielles dépend principalement de leur composition chimique
( Bruneton et al., 1999).

L'ail (Allium sativum) est I'une des plus anciennes plantes qui a été utilisée depuis
plus de 400 années comme condiment ou aliment ou en médecine. Ses propriétés
antibactériennes, antimicrobiennes et antiseptiques datent bien avant le début de I'histoire
humaine (Choi et al., 2005). Plusieurs auteurs (environ 7000 travaux publiés) se sont
intéressés a I'étude des substances bioactives de cette plante et leur mode d'emploi (Moore
and Atkins., 1977 ; Essman, 1984). Toutes les activités biologiques de I'ail, sont liées a la
présence des composés organosulfurés et phénoliques.

Dans le cadre de cette étude, ce mémoire est compose de deux parties. La premiére
partie propose une mise au point bibliographique. Elle est divisée en trois chapitres. Le
premier chapitre est consacré a 1I’étude des plantes médicinales. Le second chapitre traite
les huiles essentielles , le troisiéme chapitre est consacré a 1’étude de Dactivité

antibactérienne.
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Dans la seconde partie (pratique), nous avons décrit en détail le matériel végétal, puis

I’extraction des huiles essentielles et enfin, I’étude de son activité antibactérienne.
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Chapitre | Les plantes Médicinales

I.1.Historique :

Des plantes médicinales ont été employees pendant des siécles comme remedes pour
les maladies humaines parce qu’elles contiennent des composants de valeur thérapeutique.
Récemment, I’acceptation de la médecine traditionnelle comme forme alternative de santé
et le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques disponibles a mené des
auteurs a étudier 1’activité antimicrobienne des plantes médicinales ( Nostro et al .,2000)
et en raison d’une conscience croissante des effets secondaires négatifs infligés par les
drogues modernes, beaucoup cherchent les remedes normaux sans effets secondaires et
bien sOr cout élevé de médecine conventionnelle (Schnaubelt,1998).

Depuis toujours les plantes ont constitué la source majeure de médicaments grace a
la richesse de ce qu’on appelle le métabolisme secondaire. Cependant I’homme n’a
découvert les vertus bénéfiques des plantes que par une approche progressive, facilitée par
I’organisation des rapports sociaux, en particulier a partir du néolithique (8000 ans av
J .C.).L’observation liée a I’expérience et la transmission des informations glanées au
cours du temps font que certains hommes deviennent capables de poser un diagnostic, de
retrouver la plante qui soigne et finalement de guérir le malade (Fouché et al., 2000).

Dans les civilisations chinoise, indienne (médecine ayurvédique) ou azteque, on
trouve la trace d’utilisations médicinales trés anciennes. Le premier livre de matiere
médicales, le Shen Nung Ben Cao jing (Traité des plantes médicinales de 1’empereur Shen
Nung), fut rédigé vers 2900 avant J.-C. 4000 ans avant.J.-C., les populations babyloniennes
et sumériennes utilisaient les plantes pour se soigner : 600 tablettes d’argiles mentionnent
1000 plantes pour leurs vertus curatives et plus de 800 remédes sont décrits par les
Egyptiens (Fouché et al., 2000). Le soin de la peau a commenceé 3.000 ans avant naissance
du Christ, quand les Egyptiens ont enregistré en forme hiéroglyphique le soin de la peau
sur des peintures de mur de temple (Dweck, 2002).

Les grands médecins grecs, dont le plus célébre est Hippocrate (5° siécle av.J.-C.),
utilisaient couramment les narcotiques, les laxatifs ou des émétique (vomitifs). Théophraste
(370-285av.J.-C.) Classe les plantes dans son ouvrage Historia plantarum (Fouché et al.,
2000).

A I’apogée de I’empire arabe (dont les frontieres allaient de I’Inde a I’Espagne), tous
les documents écrits furent réunis a Bagdad dans la plus grande bibliotheque de 1’époque
(entre le 7° et 9° siécle).Les Arabes avaient aussi leurs spécialistes en médecins et en

pharmacie : Abu Bakr al-Rasi ou Rhazes (865-925), fut I’un des grand médecins de son
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Chapitre | Les plantes Médicinales

temps et aussi le précurseur de la psychothérapie. Il fut suivi par Ibn Sina ou Avicenne
(980-1037) qui écrivit le «Canon de la médecine ».Ce livre servira de base a
I’enseignement de la médecine dans les universités de Louvain et de Montpellier jusqu’aux
environs de 1650.1bn al Baytar (1197-1248) rédigea le tres complet Somme des Simples :
ce livre contenait une liste de 1400 preparations et plantes médicinales dont un millier
étaient connues des auteurs grecs (Fouché et al ., 2000).

1.2.Définition de la Phytothérapie :

La phytothérapie, du grec phyton = végétal et therapein = soigner, est
étymologiquement I’art de soigner par les plantes. Autrement dit, contrairement a
I'allopathie qui utilise majoritairement des principes actifs de synthese, la phytothérapie
emploie les plantes, donc des principes actifs végétaux (Olivier, 2014).

Traitement ou prévention des maladies par I'usage des plantes, la phytothérapie fait
partie des médecines paralléles ou des médecines douces (Zeghad, 2009).
1.3.Définition de la plante médicinale :

La définition d'une plante médicinale est trés simple. En fait il s'agit d'une plante
qui est utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les plantes médicinales
sont des drogues végétales dont au moins une partie posseéde des propriétés
médicamenteuses (Farnsworth et al ., 1986). Environ 35 000 espéces de plantes sont
employées par le monde a des fins médicinales, ce qui constitue le plus large éventail de
biodiversité utilisé par les étres humains. Les plantes médicinales continuent de répondre a
un besoin important malgreé l'influence croissante du systeme sanitaire moderne (Elqaj et al
., 2007).

Aujourd’hui, la thérapeutique continue de recourir aux plantes de deux fagons :
= [’extraction industrielle de substances naturelles pures.
= Les medications familiales simples (utilisant directement une partie de plante) ou
plus innovantes (poudre, extraits) dans les pathologies mineures ou en

thérapeutique d’appoint (Dutertre, 2011).

1.4.La famille de liliacée :

Les liliacées (liliaceae) sont des monocotylédones cosmopolites, comprenant plusieurs
milliers d'espéces. Vivaces le plus souvent caractérisées par un rhizome ou par un bulbe, surtout
dans les pays tempérés (ex : tulipe, jacinthe, muguet, oignon, ail, scille), elles sont parfois un port

d'arbre ou de liane dans les pays chauds (ex : aloes, yucca, dragonnier).

Page 4



Chapitre | Les plantes Médicinales

Le genre Allium comprend plusieurs centaines d'espéces (ex : poireau, oignon, ciboule) originaire
de I'némisphére Nord (Callery et Emma ., 1998).

Sous le nom de liliacées, donné par tournefort a 1’'une de ses classes, il comprenait
beaucoup des plantes qui forment aujourd’hui des familles particulicres, telles que les
narcis soides, les iridees, les colchicacées, etc. toutes ces plantes ont en effet, entre elles de
tres grands rapports, et leur ensemble forme le groupe le plus brillant de tout le régne
veégetal-Noblesse, élégance et pureté des formes, éclat et variété des conjeurs, délices du
parfum, la nature, d’une main prodigue, s’est plus a répandre tous ses dons sur cette belle
famille (Huitleme, 1818 ).

1.5. L’espéce Allium sativum L:
1.5.1. Classification: (Burdock ,1995).

Royaume : Plante

Sous royaume : Trachéophyte = plantes vasculaires
Embranchement : Spermatophytes ou Phanérogames = plantes a graines
Sous embranchement : Angiospermes = plantes a fleurs
Classe : Monocotyledonae

Sous classe : Liliidae

Ordre : Liliales

Famille : Liliaceae ou Liliacées

Genre : Allium

Espece : Allium sativum L.

Nom commun : Ail

Nom en anglais : Garlic

1.5.2.Description :

L'ail (Allium sativum) est une plante bulbeuse riche en composes soufrés; il est
cultivé depuis plusieurs centaines d'années, et est utilisé comme condiment et parfois
comme agent thérapeutique.

La qualité de I'ail est évaluée par ses caractéristiques sensorielles, principalement la couleur
et I'intensité de la saveur (Mendez Lagunas ,2007) .

L’ail (Allium sativum) a des feuilles plates, longues et étroites, la téte d’ail est un
bulbe constitué par des caieux, fixés sur un plateau d’ou partent les racines. L’ensemble
des caieux est enveloppé dans une fine pellicule blanche ou rose. Le nombre de caieux par
bulbe varie de 5 a 16 (Medjoudj, 2007).
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D'une tige sortant du bulbe et se terminant en ombelle globuleuse, elle peut atteindre
1.2 m de haut. Avec des fleurs blanches ou rougeéatres entourées, avant la floraison, d'une
longue spathe membraneuse caduque, terminée en pointe.

L'odeur, faible, se développe forte et soufrée dés que les tissus sont lésés. Parmi les
"Alliums", I'ail posséde la plus puissante et pénétrable odeur, les Grecs I'appelaient "rose

puante"(Benzeggouta, 2005).

Figure 01: I'ail avec la spathe membraneuse spécifique, terminée en pointe.
1.5.3.0rigine :

L'ail provient a l'origine d'Asie centrale. Il y a environ 10 000 ans, il s'est répandu
progressivement en Extréme, en Arabie, en Egypte et dans le Bassin méditerranéen,
transporté par les marchands au gré des routes commerciales. Ce bulbe est sans doute I'un
des légumes les plus anciennement cultivés par I'homme qui l'utilisait autant pour son
alimentation que pour sa santé. (Callery et Emma., 1998).
1.5.4.Situation économique :

Dans le monde, 1’ail est cultivé sur environ 380000 ha, dans les deux hémispheéres. Il
occupe le 14éme rang parmi les 15 espéces légumieres les plus cultivées dans le monde,
avec une production assez stable de 2,7 millions de tonnes. L’essentiel de la production
mondiale 80% sont trés dispersées mais se limitent aux zones bénéficiant d’un climat

méditerranéen (Chaux et Foury .,1994).
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La production mondiale en tonnes de 2003 et 2004 est présentée dans le tableau n°1.

Tableau 1 : Production mondiale de I'ail en tonne de 2003 et 2004.

Chine 10 080 049 74% 10578000 75%
Inde 500 000 3,6% 500000 4%
Corée du sud 391182 2,9% 378846 3%
Etats unis 283 090 2% 283090 2%
Russie 218 830 1,6% 220000 2%
Egypte 216 000 1,6% 216000 2%
Espagne 188 900 1,4% 157600 1%
Autres pays 1 818 260 13,2% 1612011 11%

Source : Données FAOSTAT, année 2004. (Microsoft ® Encarta ® 2007. © 1993-2006
Microsoft Corporation).

La production au niveau de la wilaya de Mila est de 4655 quintaux en 2003-2004 pour une
surface de 202 ha et de 4142,5 quintaux en 2004-2005 pour une surface de 287 ha
(Direction de I'agriculture de la wilaya de Mila).

1.5.5.Les sous especes de I’ail :

On distingue deux sous especes, qui se plantent a des époques différentes de 1’année :
Subsp.ophioscorodon, plantée en automne, et subsp.sativum, plantée au printemps. Les
deux sous especes sont respectivement appelée « ail d’automne »et « ail de printemps ».
Indépendamment de la couleur réel du bulbe, I’ail dit blanc est généralement I ail
d’automne, I’ail rose est 1’ail de printemps. Le premier est planté d’octobre a décembre
selon le climat .I’autre est mis en terre entre novembre et janvier. Dans les deux cas, la
récolte a lieu en juin-juillet.

Chacune d’elles comporte ses propres cultivars, en grande partie cultivées dans les régions
d’Europe méridionale, dont les plus connues en France sont :
e Subsp.Ophioscorodon

v Messidor

v" Thermidrome

v Germidour
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e Subsp.Sativum
v" Fructidor
v" Printanor
(Jean, 1999)
1.5.6.Mode de culture :

La plante aime les sols légers, profonds, riches en éléments nutritifs et bien drainés,
3 a5 cm de profondeur en rangs espacés de 25 cm. Distancer les plants de 10 en 10 cm. les
bulbes d’ail pourrissent dans les sols lourds et glaiseux. Il ne faut pas cultiver dans les sols
organiques ni utiliser des fumiers frais, cela les fait pourrir.

L’ail préfére les engrais granulaires minéraux. Ne jamais rechausser les bulbes d’ail, la
surface du bulbe doit se trouver a I’air. Utiliser les parties extérieures pour la plantation et
le centre pour la consommation. (Jean, 2003).

En France, on peut le planter a partir de mai. Dans les régions plus chaudes, la
plantation peut se faire jusqu’en automne si elle est fait dans un sol qui se drainera bien en
hiver. Les plantations automnales donnent de meilleures récoltes.

Au canada, la plantation se fait généralement en octobre sous un paillis qui est retiré
au printemps. Certains préferent planter au printemps des que le sol est dégelé. La récolte
se fait en juillet, début aout.

Il ne faut pas planter les gousses des épiceries, elles sont souvent traitées aux anti-
germinatifs (Jean, 2003).
1.5.7.Composition chimique :

La chimie de I'ail est tout a fait complexe (Amagase et al., 2001). Les études sur l'ail
ont commencé en 1844 avec Wertheim qui a extrait, examiné I'huile essentielle puis a
établi le terme "allyl" pour le radical C3H5 (Jansen et al., 1987). Son travail a été repris,
continué et corrigé par Semmler en 1892, qui a publié plus de détails sur les constituants
soufrés que contient I'huile de l'ail, il a trouvé des di- et trisulfures, dont le diallyl disulfure,
comme constituant majeur (Guenther , 1977), a la place du diallyl sulfure qu'a identifié
Wertheim en 1844 (Block, 1992). En 1909, Rundgvist avance une théorie (plus tard
réfutée) que le précurseur des disulfures était un glucoside qu'il a nommé "alliine" mais n'a
pas l'isoler sous une forme pure (Guenther , 1977).

Les premiers exposés sur les propriétés physiques et la structure chimique du
principal composé odorifiant et antibactérien de I'ail écrase, étaient donnés par Cavallito10
et al. en 1944. 1l a suggéré la structure: CH2=CH-CH2-S(0)-S-CH2-CH=CH?2, et a
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introduit le terme "Allicine™ pour ce composant (Benzeggouta, 2005). L'allicine est un
composé instable et hautement thermolabile qui se transforme rapidement pour produire de
nouveaux composés soufrés (Mendez Lagunas, 2007).D'autres investigations par Stoll et
Seebeck montraient que l'allicine est formée par une réaction enzymatique d'un amino

acide, appelé "Alliine" (Jansen ,1987) .

/\/s\iw

Figure 02:Allyl 2-propenethiosulfinate (allicine)

L'ail contient approximativement entre 0.1 a 0.36 % d'huile volatile (peut aller
jusqua 0.2-0.5% (Amagase et al., 2001), des enzymes exp: alliinase peroxydase, des
protéines 16.8% du poids sec, des minéraux, des vitamines: thiamine — riboflavine —
niacine ..., des amino acides (Leung Albert ,1980). Il renferme également des sucres:
fructanes, des saponosides (hétérosides de furostanol) mais connu surtout pour ses
composés soufrés.

Le constituant principal de I'ail frais non contusé est I'alliine ou sulfoxyde de S-allyl-
L- (+)-cystéine, il y a aussi le S-(E)-1-propenyl cysteine sulfoxyde et le S-methyl-cysteine
sulfoxyde. Ces trois composés sont des amino acides non protéiniques du métabolisme
secondaire de l'ail (Block ,1992).

HPN\[’/\N
i
HOCOC >

Figure03 :S-allylcysteine sulfoxide (alliine)
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Lorsque les tissus sont coupés ou broyés, l'alliine est dégradée par I'enzyme l'alliinase
(S-alkyl-L-cystéine sulfoxyde lyase), en acide pyruvique et acide 2-propenesulfénique, ce
dernier étant aussitot transformé en allicine (0.3 % de la masse fraiche) (Bruneton, 1999),
qui est un diallyl thiosulfinate (Shankaranarayana et al. ,1982), d'autres thiosulfinates sont
présents: méthanethiosulfinates, allyl méthanethiosulfinates, propyl propanethiosulfinates,
et autres... (Block ,1992).

L'huile essentielle, qui est obtenue par entrainement a la vapeur et sous pression,
contient une variété de sulfures: diallyl disulfure (DADS), diallyl trisulfure (DATS)...
(Amagase et al., 2001). Ses caracteristiques: liquide claire, jaune péle a rouge-orange
(Burdock, 1995), piquant, acide et odeur aromatique de l'ail (Shaath, 1995). Les disulfures
et les polysulfures sont moins volatils que les sulfures, mais possedent une odeur plus
offensive. lls surviennent a travers des transformations secondaires provoquées par des
enzymes de la plante et la chaleur de distillation (Robinson, 1991).

Les huiles macérées issues de lail, sont développées pour leur usage comme
condiment (Amagase et al ., 2001), mais trouvent aussi d'autres utilisations comme
antimicrobiens et comme Anticancéreux (Ohta et al., 1999).

Durant le processus de la fabrication de cette huile (macération de I'ail dans une huile
végétale), peu d'alliine est converti en allicine. Mais puisque cette derniére est instable, et
se décompose facilement, la préparation de I'nuile macérée contient les constituants de la
décomposition de I'allicine : vinyldithiines, composés majeurs des préparations a I'huile de
I’ail, ajoenes, diallyl disulfure et différents dialk (en) yl sulfures, qui sont liposolubles
(Benzeggouta, 2005).
1.5.8.Propriétés pharmacologiques et emplois :

C'est une des plantes les plus étudiées et utilisées hier et aujourd'hui. 1l possede des
Applications traditionnelles alimentaires et meédicinales (Ross et al ., 2001). Durant
plusieurs siécles I'ail était un principal régime alimentaire, un condiment mais aussi un
médicament, et dans plusieurs cultures contre le mauvais ceil (Shaath et al ., 1995).

Utilisé par les Egyptiens pour éviter les maladies (Richard et Loo ., 1992), sur le
Papyrus (1500 av. J.C.) il est inscrit que l'ail était un reméde contre plusieurs maladies.
Dans la Gréce antique et dans ITle de Cos, ou la 8e conférence internationale sur les
flaveurs s'est tenue, Hippocrate a recommandé plusieurs préparations a l'ail (Shaath et al .,
1995). Les Romains [I’utilisaient dans tous les potages et en distribuaient a leurs

Iégionnaires avant chaque combat. Preuve qu'ils lui attribuaient déja des vertus stimulantes
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(Satiadev, 1998). Le naturaliste romain, Pline I'ancien a inscrit plusieurs usages de l‘ail:
pour éloigner les scorpions, désinfecter les morsures de chiens, guérir la lépre, asthme et
épilepsie (Shaath et al ., 1995).

Dans la médecine chinoise il était utilisé contre la diarrhée, dysenterie (bactérienne
ou parasitaire), tuberculose pulmonaire, hématurie (sang dans les urines), diphtérie,
coqueluche, typhoide, hépatite, trachome, teigne du cuir chevelu ... (Leung Albert ,1980).
Les Irlandais, les Danois et les Russes utilisaient I'ail, il y a des centaines d'années pour
traiter la toux et le froid (Shaath et al., 1995).

L'ail était considéré comme une panacee (remede a tous), et ce jusqu'au Moyen Age,
quand les grandes épidémies de peste mirent alors ses vertus a rude épreuve. Il était utilisé
comme remede sous forme de vinaigre a l'ail, ou encore avec d'autres aromates et épices
pour combattre la contagion. Les gents pensaient que son odeur puissante éloignait les
puces et autres parasites vecteurs de maladies (Satiadev ,1998). Il était aussi utilisé pour
traiter la bronchite chronique, mal de dents, douleurs d'oreille, pellicules, hypertension,
artériosclérose, hystérie (Leung Albert, 1980).

Plusieurs de ces usages traditionnels ont été repris et vérifiés par des essais cliniques.
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
I'animal. Egalement un antiathéromateux capable de faire diminuer triglycérides et
cholestérol sanguins et d'augmenter le taux des HDL. Une alimentation suffisamment riche
en ail diminue 1'agrégation plaquettaire et augmente l'activité fibrinolytique, d’ou l'intérét
de la plante dans la prévention des thromboses (Bezanger et al., 1990).

C'est aussi un expectorant, larvicide, insecticide, hypoglycémiant, antiviral, et
prévient de certains cancers, dont plusieurs études sur le cancer de I'estomac.

Ses propriétés antiseptiques ont été mises a profit depuis des siécles contre des
maladies telles que la peste ou le choléra. Louis Pasteur, en 1858, était le premier a avoir
constaté que l'ail tue les bactéries. Durant la Premiere Guerre Mondiale, I'armée
Britannique utilisait I'ail pour controler les infections. Les docteurs Russes traitaient leurs
malades avec de l'ail a défaut de Pénicilline. Ces activités antibactériennes et méme
antifongiques de l'ail ont été mises en évidence in vitro (Benzeggouta, 2005).

L'huile essentielle possede les mémes usages et propriétés que l'ail frais ou ses
extraits (Elnima et al ., 1983). Des études récentes montrent I'activité antimicrobienne de

I'nuile macérée de I'ail contre, des bactéries a gram positif et a gram négatif, des levures et
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méme peut inhiber la croissance de la bactérie Helicobacter pylori responsable du cancer
de I'estomac (Yoshida et al., 1998).

Les composés soufrés volatils spécialement: allicine, diallyl disulfure, diallyl
trisulfure, ajoenes, vinyldithiines, sont généralement considérés responsables de la plupart
des activités pharmacologiques.

Enfin, il faut savoir que dés qu'il est cuit, I'ail perd une grande partie de ses propriétés
médicinales et antiseptiques. Mieux vaut donc le consommer cru et finement haché, dans
certaines pathologies — pour ne pas nuire aux gens avec l'odeur forte — comme le cas de
I'oignon, selon le livre de "la Médecine du Prophete™ ou "Tibb Ennabaoui” (Benzeggouta,
2005).
1.5.9.Récolte :

L’ail est considéré comme « mir » lorsque le tiers supérieur des feuilles est jaune ou
sec (Chaux et Foury., 1994 ; Renaud, 2003).

La récolte a lieu en juin -juillet, des rendements de 8 412 t/ha et 6 a7 tonnes/hectare sont
possible selon les variétés. Mais les rendements moyens sont souvent inférieurs de 30 a
40% de ces chiffres (Clement ,1981).

1.5.10.Conservation :

L’ail doit étre obligatoirement séché, d’abord au champ, pendant quelques jours puis
sous hangar ou en grenier ; soit au sol, soit -pour I’ail en botte- sur fil de fer ou en cellules.
(Chaux et Foury., 1994).La conservation a lieu dans un local bien aéré et sec ; au froid (de
-0,5a 1 °C) ou au chaud (plus de 18 °C) pour empécher tourte germination.

(Clement ,1981).
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Les molécules actives, impliquées dans les mécanismes de défense des plantes, sont
issues du métabolisme secondaire. Elles ne participent pas directement a la croissance des
plantes, mais ont évolué pour leur fournir une protection naturelle contre les attaques de
microbes ou d’insectes. Une partie de ces métabolites secondaires se concentre dans les
sacs oléiféeres, qui sont des poches sécrétrices d’huiles essentielles. L’exploration des
huiles essentielles pour la recherche de molécules & activité antibiotique semble donc étre
une voie intéressante (Elodie, 2010).
11.1.Définition :

Les huiles essentielles sont des mélanges naturels complexes de métabolites
secondaires volatiles, isolées des plantes par hydrodistillation ou par expression mecanique
(Kalemba et Kunicka., 2003). Elles sont obtenues a partir de feuilles (basilic) , de graines
(coriandre) , de bourgeons, de fleurs (rose) , de brindilles, d’herbes, d’écorces (cannelle),
de bois, de racines (ail) ou de fruits (citron) , mais également a partir des gommes qui
s’écoulent du tronc des arbres. L’hydrodistillation reste le moyen le plus employé pour
produire les huiles essentielles, en particulier a des fins commerciales (Burt, 2004). Les
métabolites secondaires sont extraits des plantes par un entrainement a la vapeur d’cau. Le
volume d’huile essentielle récupéré dépend du rendement de distillation, qui est variable,
chez une méme plante, en fonction de la saison (Gonny et al., 2004). Les huiles
essentielles peuvent aussi étre obtenues par expression a froid, comme pour les agrumes.
De nouvelles techniques, permettant d’augmenter le rendement de production, ont été
développées, comme I’extraction au moyen de dioxyde de carbone liquide a basse
température et sous haute pression (Santoyo et al., 2005) ou I’extraction assistée par
ultrasons ou mico-ondes (Kimbaris et al., 2006).
11.2.0rigine des huiles essentielles :

Les plantes vertes puisent I’eau et utilisent 1’énergie solaire et le gaz carbonique
présentent dans 1’aire pour synthétiser les glucides, ce processus est appelé photosynthese
il se déroule au niveau des feuilles, plus précisément au niveau des chloroplastes qui
renferme la chlorophylles, les produits issus de la photosynthése sont (glucide,
NADPH,ATP) constituants une source d’énergies, il contribuent a la génération des
nouvelles cellules, il interviennent indirectement dans la biosynthése des divers composes
secondaires tel que les lipides, les hétérosides et les essences. Ainsi les huiles essentielles

fond parties des résidus des métabolismes végétale (Lahrech, 2010).
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11.3. Répartition, localisation :

Les huiles essentielles n'existent quasiment que chez les végétaux supérieurs.ll y
aurait, selon Lawrencel7500 especes aromatiques. Les genres capables d'élaborer les
constituants qui composent les huiles essentielles sont repartis dans un nombre limité de
familles : Myrtacées, lauracées, rutacees, lamiacées, astéracées, opiacée , cupressacees,
zingibéracées, pipéraceées ...etc.

Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux:des
fleurs, des feuilles, des écorces, des bois, des racines et des rhizomes .

Dans le cas le plus simple, les huiles essentielles se forment dans le cytosol des
cellules ou, soit elles se rassemblent en gouttelettes comme la plupart des substances
lipophiles, soit elles s'accumulent dans les vacuoles des cellules épidermiques ou des
cellules du mésophile de nombreux pétales (Gehard ,1993). D'autre structures
histologiques spécialisées souvent localisées sur ou a proximité de la surface de la plante
sont impliquées dans l'accumulation des huiles volatiles.Ces structures regroupent les
poils et canaux secteurs et les poches sécrétrices (Bruneton, 1999).
11.4.Rdble physiologique :

Beaucoup de plantes produisent des huiles essentielles en tant que métabolismes
secondaires. Leur rble exact dans le processus de la vie de la plante reste encore mal
connu. Selon Bakkali (2008), les huiles essentielles 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 désertique , réduction de la compétition des autres especes
de plante par inhibition chimique de la germination des graines , par protection contre la
flore microbienne infectieuse ,action répulsive sur les prédateurs par gout et effets
défavorables.
11.5.Propriétés physico-chimiques :

On trouve généralement les HE incolores ou jaune pale a I’état liquide a température
ordinaire. Toutes les HE sont volatiles, odorantes et inflammables. Leur densité est le plus
souvent inférieure a 1. Seules trois HE officinales ont une densité supérieure a celle de
I’eau, ce sont les HE de cannelle, de girofle et de sassafras.

Elles sont peu solubles dans 1’eau, solubles dans les alcools et dans la plupart des

solvants organiques. Elles sont altérables et trés sensibles a I’oxydation (Rhayour, 2002).
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11.6. Composition chimique :

L'étude de la composition chimique des huiles essentielles révele qu'il s'agit de
mélanges complexes et variables de constituants appartenant exclusivement a deux
groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : les terpénoides et les
composés aromatiques dérivés du phenylpropane (Gildo, 2006).

11.6.1. Les terpénoides :

Le terme terpene rappelle la toute premiére extraction de ce type de compose dans
I'essence de térébenthine.Dans le cas des huiles essentielles, seuls les terpénes les plus
volatils, c'est a dire, ceux dont la masse moléculaire n'est pas élevee sont observés. lls
répondent dans la plupart de cas a la formule générale (C5H8) n. Les constituants des
huiles essentielles sont tres variés .On y trouve en plus de terpenes, des hydrocarbures,
des esters, des lactones, des aldéhydes, des alcools, des acides, des cétones, des phénols,
des oxydes et autres (Seenivasan, 2006).

11.6.2. Les monoterpeénes :

Les carbures sont presque toujours présent .lls peuvent étre acycliques
(terpinene,cyméne) ou bi cycliques (pinene camphéne ,sabinene ),ils constituent parfois
plus de 90 % de I'huile essentielle (citrus ,térébenthines) (Bruneton, 2008).

11.6.3. Sesquiterpénes :

Les Sesquiterpénes sont de structures tres diverses (C15) : les carbures, les alcools
et les cétones sont les plus fréquents (Chouitah, 2012).
11.6.4. Les composés aromatiques :

Contrairement aux dérivés terpéniques, les composés aromatiques sont moins
fréquents dans les huiles essentielles. Trés souvent, il s'agit d'allyle et de propénylphénol.
Ces composés aromatiques constituent un ensemble important car ils sont généralement
responsables des caractéres organoleptiques des huiles essentielles.Nous pouvons citer en
exemple l'eugénol qui est responsable de I'odeur du clou du girofle (Kunle et okogum.,
2003).

11.6.5. Les composés d'origines diverses :

Compte tenu de leur mode d'extraction, les huiles essentielles peuvent renfermer
divers composés aliphatiques, généralement de faible masse moléculaire, entrainables lors
de I'hydro distillation.Ces produits peuvent étre azotés ou soufrés.

-Alcools : menthol, géraniol, linalool...

-Aldéhydes : géranial, citronellal...
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-Cétones : camphre, pipéritone

-Phénols: thymol, carvacrol ...

-Esters : acétate de géranyle,...

-Acides : acide géranique,...

-Oxydes : 1,8-cinéole,...

-Phénylpropanoides ; eugénol.

-Terpénes : limonene, para-cymene,...

-Autres : éthers, composés soufrés, composes azotés, sesquiterpéne,... (Inouye et abe.,
2003).
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I. Terpenes
-Monoterpenes

Carbure monocyclic

Alcohol acyclic
Citronellol

MOH

-Sesquerpitenes

Carbure
Famesol

2. Aromatic compounds

Aldehyde
Cinnamaldehyde

O
= = H
—

Methoxy derivative
Anethole

U)o

3. Terpenoides (Isoprenoides)

Ascaridole

Cymene (“y") or p.cymene
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Figure 04: Structure chimique de quelques composés des huiles essentielles (Bakkali et

al., 2008)
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11.7.Méthodes d’extraction :
11.7.1. La distillation :

La technique d'extraction des huiles essentielles utilisant I'entrainement des
substances aromatiques grace a la vapeur d'eau est de loin la plus utilisée a I'neure actuelle.
La méthode est basée sur l'existence d'un azéotrope de température d'ébullition inférieure
aux points d'ébullition des deux composés, I'huile essentielle et I'eau, pris séparément.
Ainsi, les composés volatils et I'eau distillent simultanément a une température inférieure a
100 °C sous pression atmosphérique normale. En conséquence, les produits aromatiques
sont entrainés par la vapeur d'eau sans subir d'altérations majeures (Franchomme et
Pénoél., 1990). Il existe precisément trois différents procédés utilisant ce principe: I'nydro
distillation, I'nydro diffusion et I'entrainement a la vapeur d'eau.

-L’hydro distillation (water distillation). L hydrodistillation demeure la technique la plus
utilisée pour extraire les huiles essentielles et pouvoir les séparer a 1’état pur mais aussi de
fournir de meilleurs rendements (Ferhat et al., 2010). Le principe consiste a immerger
directement la matiere végétale a traiter dans un ballon rempli d’eau qui est ensuite porté a
ébullition, les vapeurs hétérogenes vont se condenser sur une surface froide et I’HE sera
alors séparée par différence de densité (Baser et Buchbauer., 2010). Cependant,
I’hydrodistillation possede des limites. En effet, un chauffage prolongé et trop puissant

engendre la dégradation de certaines molécules aromatiques (Lucchesi, 2005).

Systeme d'eau
pour refroidissemeni

Condenseur

Huile
essentielle

Matiére vegetale
+ Eau

Chauffe ballon

Figure 05 :Appareillage utilisé pour I'hydrodistillation de I’huile (Hernandez Ochoa, 2005)
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-La distillation par entrainement a la vapeur d'eau (steam distillation). Dans ce type de
distillation, le matériel végétal ne macere pas directement dans I'eau. Il est placé sur une
grille perforée au travers de laquelle passe la vapeur d’eau. La vapeur endommage la
structure des cellules végétales et libére ainsi les molécules volatiles qui sont ensuite
entrainées vers le réfrigérant. Cette méthode apporte une amélioration de la qualité de
I'huile essentielle en minimisant les altérations hydrolytiques: le matériel végétal ne
baignant pas directement dans I'eau bouillante (Franchomme et Pénoél., 1990).

-L’hydro diffusion : Cette technique relativement récente est particuliere. Elle consiste a
faire passer, du haut vers le bas (perdescendum) et & pression réduite, la vapeur d'eau au
travers de la matrice végétale. L'avantage de cette méthode est d'étre plus rapide donc
moins dommageable pour les composés volatils. Cependant, I'huile essentielle obtenue
avec ce procedé contient des composés non volatils ce qui lui vaut une appellation

spéciale: « essence de percolation » (Richard, 1992).

arrivée de
vapeur d'eau

|
vapenr d'eau satrée en
coOmposes aromatique

= L

I

I

|

matériel
végétal

réfrigérant
serpentin a
eau

i

i

I

|

*,l

|

\.

= o P |
arrivée de vapeur d'eau  [§ | huile essentielle huile essentielle
vapeur d'eau recondensé | EEE
Entrainement a la vapeur d'eau Hydrodiffusion

Figure 06 : Entrainement a la vapeur d’eau ascendante et descendante.
11.7.2. Extraction par micro-ondes :

C’est un procédé utilisant les micro-ondes et les solvants transparents aux micro-
ondes pour extraire de facon rapide et sélective des produits chimiques de diverses
substances (Paré, 1997). Le matériel végétal est immergé dans un solvant transparent aux
micro-ondes de maniére a ce que seul le végétal soit chauffé. Les micro-ondes vont
chauffer I’eau présente dans le systéme glandulaire et vasculaire de la plante, libérant ainsi

les produits volatils qui passent dans le solvant (non chauffé).
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On filtre et on récupére ensuite 1’extrait. L ’extraction par micro-ondes a le grand
avantage de réduire le temps d’extraction a quelques secondes (France Ida, 1996). Ce
procédé (Figure 07), trés rapide et peu consommateur d’énergie, livre un produit qui, est le
plus souvent, de qualité supéricure a celle du produit d’hydrodistillation traditionnelle
(Bruneton, 1999). Par ailleurs,l’analyse des huiles essentielles obtenues par cette méthode
a montré selon Scheffer (1996) que la composition qualitative des huiles essentielles était
la méme que celle des huiles obtenues par distillation mais le pourcentage des constituants

variait de maniere significative.

ontrao doe 'oau

2

sorte de 'eau

refnigeranta

“
hulle essoentuelle }
oau aromatiquo

agitataeur f' X oY raactour

Tour

Mauéare vaegeéetale -
thermometre .w

transformateur

Figure 07: Principe schématisé de 1’appareillage d’hydrodistillation sous micro-ondes
(Lagunez-Rivera, 2006)
11.7.3.Expression a froid :

L’expression a froid est réservée a ’extraction des composés volatils dans les
péricarpes. Il s’agit d’un traitement mécanique qui consiste a déchirer les péricarpes riches
en cellules sécrétrices (Basil et al ., 1998).

11.7.4. Extraction par solvants organiques :

L’extraction par solvant organique volatil reste la méthode la plus pratiquée. Les
solvants les plus utilisés a I’heure actuelle sont I’hexane, le cyclohexane, 1’éthanol moins
fréquemment le dichlorométhane et 1’acétone (Kim et Lee ., 2002).

En fonction de la technique et du solvant utilisé, on obtient (AFNOR, 2000) :
% Des hydrolysats : extraction par solvant en présence d’eau

¢+ Des alcoolats : extraction avec de 1’éthanol dilué
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« Des teintures ou solutions non concentrées obtenues a partir de matiéres premiéres
traitées par 1’éthanol ou des mélanges éthanol/eau.

« De résinoides ou extraits éthanoliques concentrés L’emploi restrictif de I’extraction
par solvants organiques volatils se justifie par son colt, les probléemes de sécurité et de
toxicité, ainsi que la réglementation liée a la protection de 1’environnement (Lagunez
Rivera, 2006).

11.7.5.Extraction par fluide a I’état supercritique :

L’extraction par gaz liquéfi¢ ou par fluide a I’état supercritique met en ceuvre
généralement le dioxyde de carbone (Aghel et al., 2004).

D’autres travaux de recherche de Luque de Castro et Jiménez (1998) ; Gamiz-Gracia
et Luque de Castro (2000) ; Ozel et al. (2003) ; Deng et al. (2005) montrent I’utilisation de
I’eau dans son état supercritique. Dans ce systéme, le solvant est utilis¢ en boucle par
interposition d’échangeurs de chaleur, d’un compresseur et d’un détendeur afin de porter le
solvant a 1’état désiré a chaque stade du processus. La séparation de ’extrait a lieu en
phase gazeuse par simple détente.

L’avantage de cette méthode est la possibilité d’éliminer et de recycler le solvant par
simple compression détente. De plus, les températures d’extraction son basses dans le cas
de dioxyde de carbone et non agressives pour les constituants les plus fragiles. A ces
différents avantages s’ajoutent ceux de 1’innocuité, d’inertie et d’ininflammabilit¢ de CO2

(Laib, 2011).

y : Vaue
Vanne ” . d'areét
B e it i sne
Foui
0 = = Restrictenr
: Récipient contenant le solvant dans Ll de débit
lequel plonge Ie sestricteur de débit
=

Figure 08 : Systeme d'extraction par les fluides supercritiques (Douglas et al ., 2003).
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11.8. Toxicité des huiles essentielles :

Les HE sont des molécules actives. Elles peuvent avoir de graves effets
secondaires. Il est important de respecter la posologie et la durée de la prise. Parmi ces
effets, citons : des allergisants ou hypersensibilisants, photosensibilisants dus aux
furocoumarines, neurotoxiques dus aux cétones, néphrotoxiques dus aux terpénes
majoritaires dans 1’huile essenticlle de Térébenthine et des rameaux de Genévrier,
hépatotoxiques dus aux phénols pris pendant des laps de temps trop importants ou a doses
massives L’eugénol, qui est ’'un des constituants du Thym, est hépatotoxique. Chez
I’enfant, 10 ml eugénol peut conduire a une insuffisance rénale. Il a ét¢ démontré que le
linalol, I’un des constituants d’une autre espéce de thym, est cytotoxique pour les cellules
de la peau humaine (Eisenhut, 2007 ; El kolli, 2008). En régle générale, les huiles
essentielles ont une toxicité aiglie par voie orale faible ou trés faible : la majorité des huiles
qui sont couramment utilisées ont une dose létale (DL50) comprise entre 2 et 5 g/kg (Anis,
Eucalyptus, Girofle...etc.) ou, ce qui est le plus fréquent, supérieure a 5 g/kg (Camomille,
Lavande...etc.). D’autres, une quinzaine, ont une DL50 comprise entre 1 et 2 g /Kkg :
Basilic, Estragon, Hysope (1,5ml/kg). Les plus toxiques sont les huiles essentielles de
Boldo (0,13 g/kg ; convulsions apparaissant dés 0,07 g/kg), de Chénopode (0,25 g/kg), de
Thuya (0,83 g/kg), ainsi que 1’essence de moutarde (0,34 g/kg) (Bruneton, 1999).

11.9. Domaines d’utilisation :
11.9.1. phytothérapie :

L’aromathérapie est une branche de la phytothérapie qui utilise les HE pour traiter
un certain nombre de maladies. Le terme aromathérapie vient du chimiste Francais René-
Maurice Gattefosse, qui a utilisé ’HE de lavande pendant la premiére guerre mondiale
pour soigner des blessures et des infections. Selon lui, la lavande était plus appropriée pour
traiter les infections que plusieurs antiseptiques utilisés a cette époque. Cette spécialité
préoccupe de plus en plus des médecins et des pharmaciens qui ont publié un nombre
important d’ouvrages d’aromathérapie (Roulier,1992).

Les HE sont largement utilisées pour traiter certaines maladies internes et externes
(infections d’origine bactérienne ou virale, troubles humoraux ou nerveux). En médecine
dentaire, plusieurs HE ont donné des résultats cliniques trés satisfaisantes dans la
désinfection de la pulpe dentaire, ainsi que dans le traitement et la prévention des caries

(Schwartz et al .,1992). La listerine qui est une solution constituée d’HE de thymol et

Page 22



Chapitre |1 Les huiles essentielles

d’eucalyptol possede une grande activité bactéricide sur les micro- organismes de la salive
et de la plaque dentaire (Kato et al.,1990).
11.9.2. Utilisation en aéro-ionisation :

Dans les locaux, on peut aseptiser I’atmosphére avec un ionisateur d’huiles
essentielles. 1l se forme ainsi des aérosols vrais aromatiques, ionisées, créant de 1’oxygene
naissant ionique, fortement bactéricide, tout en contribuant a dépolluer 1’atmosphére.

Elles servent dans la fabrication du ” paragerm ", solution volatile a base d’essences
naturelles (citron, lilas) a activité bactéricide, acaricide et fongistatique qui s’est révélée
sans aucune toxicité pour I’homme aux doses utilisées (Rhayour,2002 ).

11.9.3. Parfumerie et cosmétologie :

L’utilisation des HE dans les crémes et les gels permet de préserver ces cosmétiques
grace a leur activité antiseptique et antioxydante, tout en leur assurant leur odeur agréable
(Vargas et al .,1999).
11.9.4.Industrie alimentaire :

En industrie alimentaire, on cherche toujours a avoir une conservation saine et de
longue durée pour les produits consommeés ainsi qu’une qualité organoleptique meilleure.
Une nouvelle technique pour réduire la prolifération des micro-organismes réside dans
I’utilisation des HE (Lachowicz et al.,1998). Les plantes aromatiques et leur HE sont
utilisées dans la conservation des denrées alimentaires. Parmi le groupe diversifié des
constituants chimiques des HE (Hammer et al.,1999), le carvacrol, qui exerce une action
antimicrobienne bien distinguée, est additionné a différents produits alimentaires en
industrie agro-alimentaire (Fenaroli,1995). Ils y sont rajoutées pour rehausser le godt et
pour empécher le développement des contaminants alimentaires. (Bilgrami et al., 1992).
I1.10.Parametres influencant la composition quantitative et qualitative
des huiles essentielles :

Les huiles essentielles présentent une tres grande variabilité, tant au niveau de leur
composition, qu’au plan du rendement des plantes d’origine. Cette variabilité est
fondamentale car les activités biologiques qui découlent des huiles essentielles peuvent
étre trés différentes (Benini, 2007). Cette variabilité peut s’ expliquer par différents facteurs
d’origine intrinséque, spécifiques du bagage génétique de la plante ou extrinseque, lies aux

conditions de croissance et de developpement de la plante.
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11.10.1. Facteurs intrinséques :

Une huile essentielle doit avant tout autre chose étre rapportée au matériel botanique
d’ou elle est issue pour éviter toutes dénominations trompeuses du matériel végétal
(Bruneton, 1999). L’influence du stade végétatif (Stefanini et al., 2006), I’organe de la
plante (Barry, 2001 ; Chowdhury et al., 2009), les hybridations, les facteurs de mutation, la
polyploidie (Aprotosoaie et al ., 2010) et le polymorphisme chimique « chimiotypes ou
formes physiologiques » (Anton et Lobstein., 2005) sont les principaux facteurs
intrinséques qui influencent la composition et le rendement des huiles essentielles.

11.10.2 Facteurs extrinseques :

Les conditions environnementales influencent aussi la composition des huiles
essentielles. La température, la quantité de lumiére, la pluviométrie et les conditions
édaphiques représentent autant de causes potentielles de variations de la composition
chimique d’une plante aromatique donnée (Mohammad et al., 2009; Olle et Bender.,
2010). 11 n’y a pas eu mal des travaux ayant mis en évidence I’influence de 1’origine
géographique de la matiere premiere (Marzoukia et al.,2009), les conditions culturales
telles que la date de semis, la date de récolte, les traitements phytosanitaires, 1’emploi
d’engrais, ainsi que les techniques de récolte influencent aussi la composition et le
rendement des huiles essentielles (Lahlou, 2004).

L’instabilité des constituants des huiles essentielles explique que la composition du
produit obtenu par hydrodistillation soit, le plus souvent, différente de celle du mélange
initialement présent dans les organes sécréteurs du végétal. Au cours de 1’hydrodistillation,
I’eau, I’acidité et la température peuvent induire 1’hydrolyse des esters mais aussi des
réarrangements, des isomérisations, des racémisations, des oxydations, etc. (Lucchesi,
2005).

La méthode d’extraction (Abramson et al., 2007; Silano et Delbo ., 2008) et I’¢tat du
matériel végétal (Hettiarachichi, 2008) influent aussi sur la composition et le rendement
des huiles essentielles. Il faut aussi signaler que le stockage des matiéres premiéres avant
distillation peut également influencer la composition et le rendement des huiles essentielles
(Bouguerra,2012).
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11.11. Méthodes d’identification des composés des huiles essentielles :

Selon la Pharmacopée Francaise et Européenne, le contréle des huiles essentielles
s’effectue par différents essais, comme la miscibilité a 1’éthanol et certaines mesures
physiques : indice de réfraction, pouvoir rotatoire et densité relative. La couleur et I’odeur
sont aussi des paramétres importants (Pibiri, 2006).

La meilleure carte d’identité quantitative et qualitative d’une huile essentielle reste
cependant le profil chromatographique en phase gazeuse. Il permet de connaitre trés
exactement la composition chimique.

11.11.1 .Chromatographie en phase gazeuse(CPG) :

La séparation et I’identification des constituants volatils d’un extrait présente bien
moins d’alternatives que sa préparation. En effet, la CPG est la méthode de référence dans
I’analyse des huiles essentielles ; elle permet ’analyse de mélanges, qui peuvent étre trés
complexes, de nature et de volatilité trés variées. La diversité des méthodes d’injection, de
détection et le grand choix de colonnes permettent des analyses de plus en plus efficaces.
Comme toutes les méthodes chromatographiques, la CPG repose sur le principe de
migration différentielle des constituants d’un mélange a travers une phase stationnaire
(Fernandez et Cabrol-bass., 2007).

Dans un CPG, la séparation des composés est réalisée de maniére séquentielle selon
des critéres chimiques de polarité et de solubilité dans la phase stationnaire de la colonne.
La CPG permet I’individualisation et quantification des constituants a partir d’échantillons
de I’ordre du milligramme voire du microgramme. Chaque constituant est caractérisé par
des indices calculés a partir d’'une gamme d’alcanes ou plus rarement d’esters méthyliques
linaires, a température constante (indice de Kovats) ou en programmation de température
(indices de rétention) (Barboni, 2006).
11.11.2.Le couplage Chromatographie phase gazeuse/Spectrométrie de masse
(CPG/SM) :

Dans le secteur particulier des huiles essentielles, le couplage CPG/SM est,
aujourd’hui, la technique de référence (Longevialle, 1981 ; Constantin, 1996).

Lorsqu’on soumet un composé moléculaire a cette analyse, on déclenche un processus a
plusieurs étages (Pradeau et Cohen., 1992).
-lonisation : les molécules présentes dans I’échantillon se volatilisent sous I’effet du vide
et de la haute température (200°C), il en résulte un mélange d’ions issus de la

fragmentation de 1’échantillon de départ.
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-Accélération : Les ions formés se dirigent vers le dispositif de séparation sous 1’effet d’un
champ magnétique augmentant ainsi leurs énergies cinétiques.

-Séparation : Les ions seront distribués suivant leur rapport masse/charge.

-Détection : aprés séparation, les ions sont recueillis par un détecteur sensible aux charges
électriques transportées.

-Traitement du signal : le signal de sortie de I’appareil conduit au spectre de masse qui
constitue la représentation conventionnelle de 1’abondance des ions en fonction de leurs
rapports : masse/charge.

L’appareillage CPG/SM permet de fournir un chromatogramme accompagné d’un
ensemble de spectres de masse correspondants a chaque pic chromatographique, ce qui
permet 1’identification précise de la majorité des constituants séparés par la CPG.

11.12. Production mondiale :

Plusieurs pays tirent une grande partie de leurs ressources de I'exploitation des plantes
a huiles essentielles. On estime aujourd’hui a environ 40 000 le nombre d'especes
aromatiques croissant dans le monde dont 3 000 ont été étudiées et 300 sont exploitées
industriellement (Souza et al., 2006). Plus de 90 % des espéces a étudier et a valoriser
poussent dans les pays tropicaux (Ouamba, 1991). Les principales huiles essentielles
produites et les principaux pays producteurs sont resumeés dans le tableau n 2.
Tableau 2 : Récapitulation des principales huiles essentielles produites et des principaux

pays producteurs dans le monde en 2008 (Perfumer et Flavorist., 2009).

Huiles d'oranges 51000 USA, Brésil, Argentine

Huiles du citron 9200 Argentine, Italie, Espagne

Huiles de l'eucalyptus 4000 Chine, Inde, Australie, Afrique du Sud
Huile de la menthe poivrée 3300 Inde, USA, Chine

Huile du clou de girofle 1800 Indonésie, Madagascar

Essence de la citronnelle 1800 Chine, Sri Lanka

Huiles de la menthe verte 1800 USA, Chine

Huiles du bois de cédre 1650 USA, Chine

Huile du patchouli 1200 Indonésie, Inde

Huile de la lavande 1100 France
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Teneur: Le rendement des huiles essentielles est souvent de faible quantité 10ml/kg sauf

exception de quelques plantes comme par exemple: le bouton floral de girofle 150m1/kg
(Lahrech, 2010).

11.13.La conservation des huiles essentielles :

A cause de leur évaporation rapide, leur sensibilité a 1’air et a la lumiére, les huiles

essentielles doivent étre conservées dans des flacons opaques et fermés hermétiquement
(Valnet, 1984 ; Salle et Pelletier., 1991).
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Chapitre 111 Activité antibactérienne

II1.1.Définition de ’activité antibactérienne :

L’activité antibactérienne correspond a activité d’une molécule ou composé présente au
sein d’un végétal qui a trés faible concentration, inhibe le développement d’une bactérie ou
tue. La sensibilité d’une bactérie a un antibactérien varie selon la nature de 1’antibactérien.

Face a un antibactérien donné, la sensibilité d’une bactérie peut étre tres différente selon
la souche d’appartenance (Nicola et Daniel., 1998).
111.2.Quelques types des bactéries :

» Staphylococcus aureus :
v" Nom commun: Staphylocoque doré (staph.= grappe de raisin, aureus= doré).

Le genre Staphylococcus appartient a la famille des Micrococcaceae et se compose
de 34 especes et 13 sous-especes. Staphylococcus aureus est I'espéce la plus fréquente et
la plus connue. C'est une coque a Gram positif de 0,5 a 1 um de diametre, non sporulé,
immobile, aéro-anaerobie, T° optimale: 37, pH optimum: 6-7. Une espéce, Staphylococcus
aureus (staphylocoque doré), tient une place trés importante dans les infections
communautaires et nosocomiales (Chambers, 1997).

» Escherichia coli :

Escherichia coli (bacille @ Gram négatif), commensal du tube digestif, est la bactérie
la plus fréquemment impliquée dans les infections urinaires. Elle peut aussi provoquer des
diarrhées par des mécanismes tres divers, ainsi que diverses infections communautaires ou
nosocomiales . La plupart des E. coli se multiplient rapidement (18 a 24 h) sur les milieux
habituels. Les colonies ont en moyenne 2 mm de diameétre, elles sont rondes, plastes et a
bords réguliers (Nataro et Kaper., 1998).

» Pseudomonas aeruginosa :

Un certain nombre de bacilles a Gram négatif de I'environnement se comportent comme
des bactéries opportunistes et sont souvent a l'origine d’infections nosocomiales. Il s'agit
souvent de bactéries résistantes a de nombreux antibiotiques. Une des plus redoutables est
Pseudomonas aeruginosa , c’est une bactérie mobiles, les flagelles sont polaires, aérobie
Stricts. La température optimale de croissance se situe entre 4 °C et 42 °C. Les souches de
cette espece sont constituées de bacilles de 0,5 a 0,8 um de diametre sur 1,5 a 3,0 um de

longueur (Philippon, 1995).
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» Klebsiella pneumoniae :

Le genre Klebsiella rassemble des bacilles a Gram négatif de 0.3 a 1.0um de diameétre
sur 0.6 @ 6 um de longueur, se présentant de maniére isolée, ou groupés par deux ou en courtes
chaines et présentant les caractéres généraux de la famille des Enterobacteriaceae (Ayan et al.,
2003). Elles sont des germes non mobiles, capsulés avec des colonies a aspect de muqueuses
sensibles a la Gentamicine, Kanomycine, Céphalosporine et Polymyxine B mais pas sensibles
a la penicilline. (GIRARD, 2001).

K.p est responsable d'infections diverses : infections suppuratives, urinaires,
respiratoires, biliaires, hépatiques intra-abdominales , septicémies, fasciites nécrosantes
etc....et elle est responsable d'environ 10% des infections nosocomiales (Dong et al., 2003 ).
I11.3.Les activités antibactériennes des huiles essentielles :

La premiére mise en évidence de 1’action des huiles essentielles contre les bactéries a
été réalisée en 1881 par Delacroix (Boyle, 1955). Depuis, de nombreuses huiles ont été
définies comme antibactériennes.

Leur spectre d’action est trés étendu, car elles agissent contre un large éventail de
bactéries, y compris celles qui développent des résistances aux antibiotiques. Cette activité est
par ailleurs variable d’une huile essentielle a ’autre et d’une souche bactérienne a I’autre. Les
huiles essentielles agissent aussi bien sur les bactéries Gram positives que sur les bactéries
Gram négatives. Toutefois, les bactéries Gram négatives paraissent moins sensibles a leur
action et ceci est directement lié a la structure de leur paroi cellulaire (Elodie,2010). Il existe
cependant quelques exceptions. Les bactéries Gram négatives Aeromonas hydrophila (Wan et
al., 1998) et Campylobacter jejuni (Wannissorn et al., 2005) ont été décrites comme
particuliérement sensibles a 1’action des huiles essentielles. La bactérie reconnue comme la
moins sensible a leurs effets reste néanmoins la bactérie Gram négative P. aeruginosa
(Dorman et Deans., 2000).

La croissance des bactéries, résistantes et multi-résistantes aux antibiotiques, peut étre
inhibée par certaines huiles essentielles. Les huiles d’agrumes, de lavande, de menthe, de
genévrier, de I’arbre a thé, de thym et d’eucalyptus se révelent particulierement efficaces
contre les staphylocoques dorés résistants a la méthicilline (SARM) (Tohidpour et al., 2010).
Les huiles essentielles, isolées de deux espéces de thym de Corée, Thymus magnus et Thymus

quinguecostatus, sont egalement capables d’inhiber la croissance de bactéries résistantes
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comme Streptococcus pneumoniae, Samonella typhimurium, Salmonella entereditis et S.
aureus (Shin et Kim., 2005).
I11.4.Mode d’action antibactérien des huiles essentielles :

Les huiles essentielles ont un spectre d’action trés large due principalement a leur
grande affinité aux lipides membranaires grace a leur nature hydrophobe (Dormans et Deans,
2000). Trés peu d’études portant sur le mode d’action des huiles essentielles vis-a-vis des
microorganismes ont été réalisées. En général les huiles essentielles empéchent la
multiplication, la sporulation et la synthese des toxines des bactéries. Sur les levures, elles
agissent sur la biomasse et la production du pseudomycélium. Sur les moisissures, elles
inhibent la germination des spores, 1’élongation du mycélium et la toxicogénése (Hulin et al.,
1998).

Kim et al. (1995) in Hulin et al. (1998) rapportent que les huiles essentielles semblent
posséder plusieurs modes d’action sur les différents microorganismes. Ces modes d’action
sont (Figure 09):

*interférence avec la bicouche lipidique de la membrane cellulaire, provoquant une
augmentation de la perméabilité et la perte des constituants cellulaires.
*altération des différents systémes enzymatiques dont ceux impliqués dans la production de
I’énergie cellulaire et la syntheése des composants de structure.
*destruction ou inactivation du matériel génétique

Chalchat et al. (1997) constatent que 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles est
hautement dépendante de leur composition chimique notamment de leurs constituants majeurs
par 1’étude du pouvoir antimicrobien de 13 huiles essentielles d’origine africaine. Les résultats
de cette étude montrent qu’il y a une corrélation tres étroite entre la composition chimique de
ces huiles et leur activité vis-a-vis de 6 microorganismes testés (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa et
Candida albicans). Les huiles essentielles caractérisées par une faible activité contiennent une
grande quantité de composes hydrocarbones alors que les 3 huiles essentielles qui sont

montrées actives sont riches en composes 0Xygenés.
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Figure 09: Sites d'action antibactérienne des huiles essentielles (Burt, 2004)
I11.5. Evaluation de I’activité antibactérienne des huiles essentielles :

Les différents protocoles peuvent étre classés selon le milieu dans lequel se fait la
diffusion de 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, dilution d'agar et dilution de bouillon (Burt, 2004). Ces méthodes sont relativement
rapides, peu colteuses et n'exigent pas I'équipement de laboratoire sophistiqué ; cependant,
elles ne sont pas sans inconvénients (Wilkinson, 2006).

111.5.1. Méthode de ’aromatogramme :

En plus de I’appellation méthode de 1’aromatogramme, elle est appelée aussi technique
de I’antibioaromatogramme, méthode de VINCENT, méthode de diffusion dans la gélose
(agar). Elle est particulierement adaptée a 1’étude de 1’action antibactérienne. Elle permet de
déterminer la sensibilité des différentes espéces bactériennes vis a vis de I’huile essentielle
donnée. Elle peut étre aussi adaptée pour tester d’autres agents antimicrobiens
(Bouguerra,2012).

La méthode de I’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 imprégnes de

quantités connues d’HE (5-30pL), sont alors placés en surface de la gélose (kechkar, 2008).
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Généralement, les micro-organismes seront classés susceptibles, intermeédiaires ou résistants,
selon le diamétre de la zone d'inhibition (Wilkinson, 2006).

Une autre technique de diffusion sans disque, elle consiste en 1’aménagement d’une
cavité dans la gélose. Cette cavité est ensuite remplie d’un volume donné d’huile essentielle
qui va diffuser dans la gélose, et on procede, apres incubation, a la mesure du diameétre

d’inhibition comme dans la technique précédente (Rhayour, 2002).

/_,:——:_V Boite de Pétri

'.,\

——" Souches test

Milieu de culture gelose

{(Agar)

Dis gue anbibe
d'huik
essentelie

Zon= dhinbition

Croiss ancs
micorobic nne

Figure 10 : Illustration de la méthode des aromatogrammes sur boite de Pétri (ZAIKA, 1988)
111.5.2. Méthode de microatmospheéres :

Dans cette méthode, les disques imprégnés par I’huile essentielle sont déposés au centre
du couvercle de la boite de Pétri, renversée pendant la durée de I’expérience (couvercle en
bas), cette méthode est appelée « Méthode de microatmosphéres ». Le disque n’est donc plus
en contact avec le milieu gélosé. Il se produit une évaporation des substances volatiles et on lit
apres incubation, la croissance des germes ou I’inhibition de leur croissance (De Billerbeck et
al., 2002). Cette méthode est rarement citée car les auteurs qui se sont penchés spécifiqguement

sur ’activité de la phase vapeur sont encore peu nombreux.
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111.5.3. Méthode de dilution :

La méthode par dilution a pour but d’évaluer des concentrations minimales inhibitrice
(CMI). Elle consiste a déterminer la plus faible concentration d’un agent antimicrobien,
nécessaire pour inhiber la croissance d’un microorganisme (Derwich et al., 2010). 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). Ces
concentrations nous permettent de connaitre la nature de 1’activité antimicrobienne de I’huile
essentielle : bactériostatique ou bactéricide.

» Méthode de dilution d’agar :

La méthode de dilution d'agar est plus économique que celle qui se pratique sur milieu
liquide, parce qu’elle a beaucoup d’avantages : un grand nombre de souches peuvent étre
testées immédiatement, la contamination est facilement détectée et le milieu peut contenir des
matériaux opaques. Elle consiste a réaliser des dilutions des huiles essentielles, et les
incorporer dans le milieu gélosé fondu et refroidi a 45°C, et a tester sur ce milieu les souches
bactériennes a étudier (Tepsorn, 2009). Ces dernieres sont ensemencées a la surface, soit en
stries avec une anse calibrée (Benzeggouta, 2005), soit en point avec des micropipettes
(Mayachiew et Devahastin., 2008).

Cette méthode est utilisée comme un indicateur de I'activité antibactérienne, en plus de la
recherche de la valeur réelle lorsque c'est possible. Dans la littérature, les études publiées sur
la méthode de dilution d’agar pour évaluer l'activité antimicrobienne des extraits de plante
aromatiques ou de leurs huiles essentielles ont employé différents dissolvants pour incorporer
les extraits dans le milieu (Su et al., 2008).

» Méthode de dilution de bouillon :

La méthode de dilution en bouillon est utilisée aussi pour déterminer les concentrations
minimales inhibitrice. Une gamme de dilution de 1’huile essentielle est additionnée a une série
de tubes contenant un milieu de culture liquide, de composition convenable. Aprés inoculation
des especes microbiennes étudiées et incubation dans les mémes conditions, la concentration
minimale inhibitrice est indiquée par le tube de la dilution & partir de laquelle aucune
croissance microbienne n’est constatée. C’est-a-dire qu’aucune turbidité ou trouble n’est

observé dans le milieu (kechkar, 2008).
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1. Matériel :
1.1. Matériel végétal :
*Bulbes d*Allium Sativum :
Notre étude a porté sur les bulbes de quatre variétés d'Allium sativum , ces variétés
(Germidour, Messidrom ,Mocpta Bulgar et rouge locale ) ont été fournis par I’Institut

Technique des Cultures Maraichéres et Industrielles ( ITCMI) D’Oum El Bouaghi ,(de la
part de notre Promoteur M*™ Boukaria.S) .

Figure 11 : Les bulbes d’Allium Sativum

*Localisation géographique de la station de récolte :
L’Institut Technique des Cultures Maraichéres et Industrielles (ITCMI) station

régionale d’Oum EI Bouaghi a été crée en 22/10/1987(arrété ministériel N° 237/ CAB/M).

La station se localise au niveau de Bir Rogaa. (Commune de Berriche), située a 16
Km a I’Est du chef lieu de la wilaya d’Oum El Bouaghi (figure 12). Le site expérimental
de I’institut sétend sur une superficie de 22 ha dont 18 ha SAU, dans une vaste plaine dont
I’altitude varie entre 950 a 1000 m.
v Coordonnées géographiques : 25° 51.783 NORD et 7°5.496 EST
v' Les limites géographiques:

= Limite Nord: Route Nationale RN°10

= Limite Nord, sud, est et ouest : exploitations agricoles collectives (EAC) issues

de la ferme pilote KOUAH

Le champ d’action de la station est constitué de dix wilayas suivantes : Oum EIl Boughi ,

Khenchela , Batna , Constantine , Mila , Setif , Tebessa,Biskra , M’sila Et El Oued.
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Limite de la station
V¥V Localisation de I’expérimentation

(Image prise par satellite, 2014)
Figure 12 : Localisation géographique de station expérimentale ITCMI .OEB
1.2.Matériels du test de I’activité antibactérienne:
1.2.1. Souches bactériennes :

Les souches bactériennes sur lesquelles nous avons testé l'activité des huiles
essentielles (Tableau n° 3), sont des lots de I'ATCC (American Type Culture Collection),
ont été choisies pour leur haute pathogénicité et leur multi résistance. Ce sont des espéces
Gram négatif /ou Gram positif, pathogenes et responsables d’infections graves chez
I’homme et dont la plupart sont résistantes aux antibiotiques. Elles sont activées a 37 °C
pendant 24 heures par repiquage sur milieu gélosé Muller-Hinton (MH). Ces souches
bactériennes appartiennent a la collection du laboratoire de microbiologie de 1’hopital
CHU de Constantine.

Tableau n° 3: Liste des souches bactériennes étudiées.

Enterobacteriacees | £ orichia coli ATCC 25922 | Négatif
Enterobacteriacées |Klebsilla pneumoniae ATCC 700603 Negatif
Pseudomonadacees Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Négatif

. Staphylococcus aureus ATCC 25923 Positif
Staphylococcacées
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1.2.2. Les antibiotiques :

Les antibiotiques utilisés dans ce travail sont : Gentamicine (CNy, ) et Cotrimoxazol
(SXT2s).

1.2.3. Milieux de culture :

Selon les souches bactériennes nous avons utilisé les milieux de cultures suivants :

Mueller Hinton (MH), Bouillon nutritif et I’eau physiologique. La composition chimique

de ces milieux de culture est décrite dans Annexe 02.
2. Méthodes :

2.1. Extraction :

L'extraction des huiles essentielles de quatre variétés de I’ail a été effectuée par notre
Promoteur M®*™ Boukaria.Sabah au niveau du Laboratoire privé « Lacip groupe » a Ain
Mlila wilaya d’Oum EI Bouaghi .

L’extraction a effectuée par la méthode d'hydrodistillation en utilisant un dispositif de type
clévenger.

2.1.1. Préparation du matériel vegétal :

Les bulbes d'Allium sativum ont été coupés en petits morceaux puis écraser dans un

mortier.

Figure 13: Préparation du matériel végétal.
2.1.2. Hydrodistillation :
Les HEs de I’ail sont extraités par la méthode d’hydrodistillation, par ébullition
pendant 2 heures d’un mélange de 700 g de mateériel végétal et d’eau distillée.
Cette technique se base sur le pouvoir que possede la vapeur d’eau a transporter les
huiles essentielles. L’opération consiste a immerger une quantité de la masse végétale
dans un grand ballon en verre, on y ajoute une quantité suffisante d’eau distillée sans pour

autant remplir le ballon pour éviter les débordements de 1’ébullition. Le mélange est porté
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a ébullition a I’aide d’un chauffe ballon. Les vapeurs chargées d’huile essentielle passent a
travers le tube vertical puis dans le serpentin de refroidissement ou aura lieu la
condensation. Les gouttelettes ainsi produites s’accumulent dans le tube rempli auparavant
d’eau distillée. L’huile essentielle de faible densité par rapport a 1’eau, surnage a la surface
de cette derniére. L huile ainsi obtenue est récupérée puis traitée par un déshydratant, le
sulfate de sodium, pour éliminer le peu d’eau susceptible d’avoir été retenue dans 1’huile et
enfin conservée dans des flacons opaques bien scellés a température basse (4-5 C°) sous I'
abri de la lumiere jusqu'a son usage (Haciseferogullari et al.,2005). L’opération

d’extraction dure deux a trois heures a partir du début d’ébullition.

Figure 14: Les étapes de I'extraction de I’HE de 1’ail par la méthode d’hydrodistillation.
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2.1.3. Calcul de rendement:

Le rendement en H.E est le rapport de la quantité d’huile recueilliée apreés
I’hydrodistillation par rapport & la quantité de la plante a traiter ,exprimé en pourcentage
(%) (Caree , 1953), et calculé par la formule suivante:

R=Pg/Pa X 100

R : Rendement en huile essentielle en %.

Pg : quantité de I’huile essenticlle en gramme.
Pa: quantité de la biomasse végétale en gramme.
2.2 Activité antibactérienne :

Dans notre travail I'étude de Il'activité antibactérienne de I'huile essentielle d'Allium
Sativum in vitro vis a vis des différentes souches bactérienne Escherichia coli, Klebsiella
Pneumoniae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, a €té réalisée par la
méthode de I'aromatogramme dans le laboratoire pédagogique du centre universitaire de
Mila.

2.2.1. Méthode de diffusion par disque (I'aromatogramme) :

Cette méthode permet d’évaluer 1’activité antibactérienne d’une huile essentielle.
Elle consiste a déposer un disque stérile, imbibé d’huile essentielle, sur un tapis bactérien
au tout début de sa croissance et de mesurer la zone ou les bactéries n’ont pas pu se
développer. Le diamétre d’inhibition, qui traduit D’activité antibactérienne de 1’huile
essentielle, est ainsi déterminé (Hayes et Markovic. , 2002) .

» Préparation de I'inoculum :

L'inoculum a été préparé a partir de culture les souches bactérienne dans le bouillon
nutritif aprés incubation pendant 24 heures & 37°C dans I’étuve, quelques millilitres de
cette culture sont ajoutés dans 5 a 10 ml d'eau physiologique stérile, et agité au vortex
pendant quelques secondes , I’opacité de la suspension doit étre équivalente a 0.5 Mc
Ferland, pour cela la concentration bactérienne des différentes solutions ou inoculums est
évaluée par turbidité est exprimée par la mesure des densités optiques de 0.08 a 0.10. a une
longueur d’onde de 625 nm , I’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. Il est a signaler d’une
part que la suspension ajustée devra contenir 10 UFC /ml (units forming colony /ml) et
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d’autre part que I’inoculum ainsi préparé ne doit pas étre utilisé au-dela de 15 minutes
faute de quoi la concentration et donc I’opacité risque d’augmenter a cause de la croissance
bactérienne.

» Ensemencement :

Cet inoculum sert a ensemencer des géloses de Mueller Hinton coulées dans des
boites de Pétri. L’ensemencement est effectué¢ par écouvillonnage, a partir de 1’inoculum
fraichement préparé. Il consiste a tremper un écouvillon de coton stérile dans la suspension
puis le frotter, apres I’avoir essoré a I’intérieur du tube, a trois reprises sur la totalité de la
surface gélosée de facon a former des stries serrées, en tournant la boite a environ 60°
aprés chaque application pour obtenir une distribution égale de I’inoculum. Pour chaque
souche testée, 10 boites de pétri, sont écouvillonnées par le méme écouvillon a la condition
d’étre recharger pour chacun d’elles.

» Préparation des disques d'aromatogramme:
v' les disques sont fabriqués a partir de papier Watman n°3 avec un diamétre de 6 mm.
v' ensuite ils sont mis dans un tube a essai (ou plus si nécessaire), et stérilisés a
I'autoclave.

Les disques sont déposés délicatement sur la surface de la gélose MH inoculée a 1’aide
d’une pince stérilisée au bec bunsen. Puis a 1’aide de micropipette 1 disque imprégné par
les huiles bruts d’ail (RL, Gd, Md, M B) et 3 disques imprégnés par les HE diluée dans du
DMSO (dimethylsulfoxide) a 1/2, 1/4 et 1/8 (v/v). De méme les antibiogrammes réalisés
avec des disques contenants des antibiotiques (témoin positif) appropriés préts a 1’emploi
ont été utilisés pour la comparaison avec les résultats des huiles testés, le test est répété
trois fois pour avoir des résultats fiables. Finalement, les boites de pétri sont incubées
pendant 18 a 24 heures a 37°C dans I’étuve .
» Lecture:

La lecture des résultats se fait par la mesure de la zone d'inhibition (a I'aide d'une
regle a l'extérieure de la boite ) qui est représentée par une auréole formée autour de

disque ou aucune croissance n'est observéee (Najjaa et al .,2007).
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Tableau n°4: Evaluation de I’activité antibactérien selon le diamétre d’inhibition.

Non sensible ) >8 mm
Sensible +) 84 14mm
Tres sensible (++) 154 20mm
Extrémement sensible (+++) <20mm

» Deétermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) :

Cette technique consiste a inoculer, par un inoculum standardisé, une gamme de
concentration décroissante en huile essentielle. Aprés incubation, 1’observation de la
gamme permet d’accéder a la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI), qui correspond a
la plus faible concentration en huile essentielle capable d’inhiber la croissance bactérienne.
» Préparation de la gamme de concentration de I'huile essentielle :

Le principe de la méthode consiste a réaliser une série de dilutions (1/2,1/4 et 1/8) de
I'nuile dans du diméthylsulfoxide (DMSO).

Une gamme de concentration de notre huile essentielle allant de : 500ul/pl a 125 pl/pl
(tableau n°5).
Tableau n°5: Valeurs des dilutions utilisées pour déterminer la CMI.

% 50 25 12,5

pl.HE/ ul.DMSO 500 250 125

Les étapes de réalisation du tests de 1’activité antibactérienne sont résumées dans la

figure 15.
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ancede platme scouvillon
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Croissance microbienne
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Disposition des disques imbibés de Sul d"huile essentielle:
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puis I'incubation 4h a 37C

Figure 15 : Etapes de réalisation du test de I’activité antibactérienne
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Résultat et discussion

Au cours des derniéres décennies, les chercheurs ont publié plus de 2 000 travaux
Scientifiques ( Lefrancois et Ruby ., 2006) portant sur le potentiel thérapeutique de I'ail
(Allium sativum) qui est l'une des plantes les plus répondues dans la médecine
traditionnelle et la plus largement citée dans la littérature pour ses proprietés médicinales.
L'huile essentielle d'Allium sativum constitue I'extrait le plus connu principalement par son
pouvoir antibactérien qui est attribué notamment aux composés sulfides qui les contient
(Camille ,1998).

Dans le souci de valoriser et améliorer cette plante médicinale Allium sativum dans
notre pays nous avons réalisés une étude comparative entre quatre variétés - appartenant a
I’espéce Allium sativum- par I’evaluation de son pouvoir antibactérien vis-a-vis de quatre
souches bactériennes.

1. Résultats de I’extraction de I’huile essentielle :
e Calcul du rendement :

L'hydrodistillation des bulbes de quatre variétés d'ail fournit par I’ ITCMI d’OEB
permet de récupérer un rendement en huile essentielle qui se differe d'une variété a 1’autre
(Tableau n° 6).

Tableau n°6 : Les pourcentages des rendements en huile essentielle des variétés étudiées.

Les huiles ) .

) Messidrom Rouge Locale | Mocpta Bulgare | Germidour
essentielles
Les rendements % 0,46% 0,51% 0,52% 0,63%

Selon les résultats du tableau n°6 nous remarquons que le rendement le plus élevé est
obtenu chez la variété Germidour (0,63%), suivi par la variété Mocpta Bulgare (0,52 %),
puis la Rouge Locale (0,51%), un faible rendement a été obtenu par la variété Messidrom
(0,46 %) (Figure 16). Cette variation concernant les résultats de rendements peut étre
expliquée d’une part par le comportement génétique de la plante ou encore il est di au

protocole d'extraction qui a été suivi au cours de ce travail.
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Figurel6: Pourcentages en HEs de quatre variétés de 1’ail obtenus par 1’hydrodistillation.

Nos résultats sont tres élevés en comparaison avec celui obtenu par la
littérature, sachant que la plupart des travaux scientifiques réalisés portant sur /’Allium
sativum mais sans citer la variété utilisée. Les rendements en I’huile obtenus par ;
Benkeblia (2004), Haciseferogullari et al (2005), Khadri (2009) et par Derbal et Medjaldi
(2014) sont respectivement de 0.2%, 0.14%, 0.09% et 0 .4%.

Cependant nos résultats sont trés faibles comparativement a ceux obtenu par
Benmedour et al., 2015 qui ont trouvé un rendement de 1%.

Selon Amagase et al., (2001), I’ail contient approximativement entre (0,1 a 0.36%)
d’huile volatile (peut aller jusqu’a 0.2-0.5%). donc on peut dire que nos résultats sont
proches a celui obtenu par la recherche référentielle .

e Lescaractéres organoleptiques de I’huile essentielle d’Allium sativum:
Les caracteres organoleptiques de l'huile essentielle d’Allium sativum obtenu par

I'nydrodistillation sont représentés dans le tableau n°7.
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Tableau n°7 : Caracteres organoleptiques de différentes huiles essentielles d’Allium

sativum.
Les caractéres
couleur Odeur Aspect Saveur
Les huiles
. Jaune d’orée , , Liquide .
Messidrom (foncé) Forte et désagréable mobile piquent
\ . ] . Liquide .
Rouge Locale Jaune tres claire | Forte et désagréable mobile piquent
Jaune d’orée , , Liquide .
Mocpta Bulgare (foncé) Forte et désagréable mobile piquent
. Jaune d’orée , , Liquide .
Germidour (foncé) Forte et désagréable mobile piquent

L’huile essentielle de Germidour ,Mocpta Bulgare et Messidrom est d’une couleur
jaune d’orée (foncé) alors que celle de I’ail Rouge Locale est de la méme couleur mais plus
claire. Les quatre huiles ont une odeur ,Aspect, Saveur identique.

Selon Soubeiran (1857) et Bechet (1844): I'huile dil

couleur jaune, et une odeur forte et acre. Ceci est similaire aux résultats obtenus dans notre

est caractérisée par une

travail .
2. Resultats de I’activité antibactérien :

L’activité antibactérien des HEs de quatre variétés d’ail a été estimée en termes de
diametre de zone d'inhibition autour des disques contenant les huiles a tester vis-a-vis de
quatre  souches bactériennes étudiées (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus ,klebsiella Pneumoniae ). La détermination de zone d’inhibition
permet une estimation du caractere de sensibilité ou de résistance de la souche bactérienne
contre les huiles testés.

2.1. Résultats de I’activité antibactérienne des antibiotiques :
Les résultats de I'antibiogramme par la méthode de diffusion en disque de quatre souches

testés sont représentés dans le tableau n°8 et la figure 17.
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Tableau n°8: Diametres des zones d’inhibition en mm en présence de deux antibiotiques.

Les antibiotiques

Les bactéries Gentamicine Cotrimoxazol
(CNio) (Sxtzs)
Escherichia coli 24 16
Klebsiella Pneumoniae 22 13
Staphylococcus aureus 25 31
Pseudomonas aeruginosa 21 11

Figurel? : Effet des antibiotiques sur les bactéries étudiées.
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D'aprés les resultats obtenus (tableau n°8 et la figurel7 ) nous soulignons une
variabilité dans la réponse des souches étudiées (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, klebsiella Pneumoniae ) vis-a-vis de deux
antibiotiques testés.

v La bactérie E. coli est extrémement sensible a gentamicine (CNy ) avec un diamétre
de zone d’inhibition de 24mm , alors qu’elle est trés sensible & la Cotrimoxazol (SXTgs
) avec un diametre de 16 mm.

v" Pseudomonas aeruginosa est une bactérie a Gram -, elle est extrémement sensible a
I’antibiotique gentamicine (diamétre de zone d’inhibition de 21mm), alors qu’elle a
montré une sensibilité vis-a-vis de SXT,s(diamétre de zone d’inhibition dell mm).

v" Staphylococcus aureus est une bactérie a Gram +, elle est extrémement sensible aux
antibiotiqgue SXT,s(diamétre de zone d’inhibition de 31 mm) et au CNy; avec un
diamétre de zone d’inhibition de 25 mm.

v" Klebsiella pneumoniae est extrémement sensible vis-a-vis de CNjp avec un diamétre de
zone d’inhibition de 22 mm, alors qu’elle a montré une sensibilité a 1’antibiotique
SXTys (diamétre de zone d’inhibition de 13 mm).

v’ La sensibilité de souche S. aureus aux deux antibiotiques testés a montré un meilleur
résultat par rapport aux autres bactéries étudiées avec un diamétre de zone
d’inhibition de 31mm pour SXT,s , et 25mm pour CNjq .suivi par E. coli avec un
diameétre de zone d’inhibition de 24mm pour CNjp , et 16mm pour SXTys,et
K.pneumoniae avec un diamétre de zone d’inhibition de 22mm pour CNyg , et 13mm
pour SXT,s ,et enfin P-aeruginosa avec un diamétre de zone d’inhibition de 21mm

pour CNo, et 11mm pour SXTs (Figurel8).
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Figurel8 : représentation graphique des diameétres des zones d’inhibition (en mm)

des deux antibiotiques sur les différentes souches testées.

2.2. Résultats de I’activité antibactérienne de I’extrait brut des quatre variétés de I’ail

et de leurs dilutions :

Les diamétres des zones d'inhibition des souches étudiées sous l'action de I'extrait brut de

I’huile essentielle de I’ail sont représentées dans le tableau n°9.

Tableau n°9: Diamétres de zones d'inhibitions en (mm) de I’extrait brut des quatre

variétés d'Allium sativum.

Les huiles
Rouge locale Messidrom | Mocpta-Bulgare | Germidour
Les bactéries
E. coli 10 7 9 8
K .Pneumoniae 8 - 8 10
S. aureus 7 - 7 8
P. aeruginosa 9 - 7 -

(-): Absence d'une zone d'inhibition
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v' Résultats de Pactivité de I’extrait brut de I’huile essentielle de la variété Rouge
locale sur les souches testées :

Les résultats obtenus indiquent que 1’huile brute de 1’ail RL a un effet inhibiteur
Vis-a-vis tous les souches testées, avec des zones d'inhibition allant de 07 mm a 10 mm
sont observées. Le meilleur résultat obtenu est celui observé chez la bactérie E. coli avec
un diamétre de 10mm, suivi par P. aeruginosa, puis K .Pneumoniae et enfin I’effet vis-a-
vis de S. aureus avec un diametre des zones d’inhibition de 9mm, 8mm et 7mm
respectivement.

o Effet des différentes dilutions de I’huile essentielle de la variété rouge locale sur
les souches testées :

La CMI obtenues par les dilutions de I’huile de cette variété (RL) est représentée dans le

tableau n°10.

Tableau n°10:Valeurs des CMIs de I'huile de l'ail RL.

CMIpul/ul
500 250 125

Les bactéries

E. coli + + -
K.Pneumoniae - + +
S. aureus + + +
P. aeruginosa - + +
(+) présence de croissance (-) absence de croissance.

L’absence de la croissance bactérienne de la souche K.pneumoniae et P. aeruginosa
dans la dilution 50% qui correspond a une CMI équivalente a 500 pl/pl, cela confirme que
I'huile de cette variété montre qu’il ya une activité vie-a-vie de ces bactéries avec un
diamétre de zone d’inhibition de 7mm. Alors que nous remarquons la croissance des autres
bactéries dans cette dilution, donc il n’ya aucune activité antibactérienne de I’huile de la
variété RL contre ces bactéries.

Les quatre bactéries montrent une croissance dans la dilution 25% qui correspond a
une CMI équivalente a 250 pl/pl c¢’est-a-dire aucun effet antibactérienne de 1’huile RL sur
toutes les bactéries. Le méme résultat pour la dilution 12,5% qui correspond a une CMI
équivalente a 125 pl/pl a I’exception de la bactérie E. coli qui ne montre aucune croissance
dans cette dilution ce qui confirme la présence d’ une activité antibactérienne de I’huile RL
contre cette bactérie avec une zone d’inhibition de 8mm ,supérieure de celle donnée par la
dilution 50%.
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D’apres ces résultats nous constatons que I’huile brute de 1’ail RL a une activité
antibactérienne plus forte que celle de I’huile diluée de la méme variété. Cette derniere
perde son efficacité mais I’extrait brut posséde un pouvoir puissant vis-a-vis de toutes les

souches étudiées (figure 19).

Figure 19 : Effet de I’HE de la variété Rouge Locale sur les bactéries étudiées.

v Résultats de I'activité de I’extrait brut de I’huile essentielle de la variété Messidrom
sur les souches testées :
L’activité antibactérienne de I’huile brute de Md est avérée qu’aucune zone
d’inhibition autour des disques n’a été observée vis-a-vis des K .Pneumoniae, S. aureus et
P.aeruginosa .Cependant la souche E. Coli donne une 1égére zone d’inhibition autour de

disque estimeée par 7mm.

Page 49



Résultat et discussion

e Effet des différentes dilutions de ’huile essentielle de la variété Messidrom sur les
souches testées :
La CMI de I’HE de cette variété est représentée dans le tableau n°11.

Tableau n°11 : Les valeurs des CMIs de I’huile essentielle de la variété Messidrom.

CMIpul/ul
500 250 125
Les bactéries
E. coli + - -
K.Pneumoniae + + +
S. aureus + + +
P. aeruginosa + - +

La présence de la croissance des quatre bactéries dans la dilution 50% qui correspond
a une CMI équivalente a 500 pl/ul cela indique qu’il n’ya aucun effet de I’huile essentielle
de Md sur les bactéries. Alors que dans la dilution 25% (CMI250pul/ul) absence de la
croissance de la bactérie E. coli et P. aeruginosa donc I’HE de Md a montré un effet
inhibiteur sur ces bactéries avec un diamétre de zone d’inhibition de 7mm et 10mm
respectivement.
L’absence de la croissance d’E. coli dans la dilution 12,5% (CMI125ul/ul) confirme la
présence d’un effet antibactérienne de 1’huile essentielle de Md sur cette souche avec un
diameétre de zone d’inhibition de 8mm supérieure de celle donnée par la dilution 25% sur
la méme bactérie, tandis qu’il est ne montre aucun effet sur les autres bactéries.

D’apreés ces résultats nous constatons que 1’extrait brut de I’HE de la variété Md a
une activité antibactérienne plus faible que celle de I’huile diluée de cette variété (figure
20).
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Figure 20 : Effet de I’'HE de la variété Messidrom sur les bactéries étudiées.

v Résultats de I’activité de ’extrait brut de ’HE de la variété Mocpta Bulgar sur les
souches testées :

L’extrait brut de I’HE de Mocpta-B montre une activité antibactérienne avec toutes
les souches testés, il s’est avérée active contre E. Coli et K .Pneumoniae avec des zones
d’inhibition de 9mm et 8mm respectivement. En revanche S.aureus et P. aeruginosa une
1égére zone d’inhibition a été observée autour des disques (7mm).

e Effet de différentes dilutions de I’huile essentielle de la variété Mocpta Bulgar sur
les souches testées :
La CMI obtenu par les dilutions de I’huile essentielle de Mocpta Bulgar est représentée dans

le tableau n°12.
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Tableau n°12 : Valeurs des CMlIs de I’HE de Mocpta Bulgar.

CMI pl/ul
500 250 125
Les bactéries

E. coli - - -
K.Pneumoniae + + -
S. aureus + + -
P. aeruginosa + + -

D’aprés ces résultats nous remarquons la croissance des bactéries K.Pneumoniae, S.
aureus et P. aeruginosa dans les dilutions 50% et 25% (CMI : 500ul/pl, 250ul/ul
respectivement) ce qui confirme la résistance de ces bactéries contre 1’activité de I’huile
de MB, cependant elle ne montre aucune croissance dans la dilution 12,5%, et cela
indigue qu’il ya une activité antibactérienne de cette dilution sur ces bactéries avec des
diamétres des zones d’inhibitions de 9mm,7mm et 9mm respectivement. Concernant I’E.
Coli, s’avérée sensible avec toutes les dilutions.

D'aprés les résultats obtenus nous soulignons que 1’extrait brut de ’'HE de Mocpta
Bulgar présente un effet sur les bactéries étudies presque égal a celui donné par les huiles
diluée (figure 21).
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Figure 21 : Effet de I’HE de Mocpta Bulgar sur les bactéries étudiées.
v Résultat de Pactivité de ’extrait brut de I’huile essentielle de la variété Germidour
sur les souches testées :

L’extrait brut de I’HE de la variété Gd présente une activité antibactérienne sur les
souches : E. coli, k. Pneumoniae, S. aureus. Avec un diamétre des zones d’inhibition
respectivement de 8 mm, 10 mm, 8 mm. Pour la souche P. aeruginosa aucune zone
d’inhibition n’a été enregistrée autour de disque.

o [Effet de différentes dilutions de I’huile essentielle de la variété Germidour sur les
souches testées :

Les valeurs des CMIs de I’huile essentielle de cette variété sont représentées dans le

tableau n°13.
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Tableau n°13 : Valeurs des CMIs de I’huile essentielle de Germidour.

CMI pl/pl
500 250 125
Les bactéries
E. coli - + -
K.Pneumoniae + + +
S. aureus + + +
P. aeruginosa + + +

Nous remarquons la croissance des trois bactéries K.Pneumoniae, S. aureus et P.
aeruginosa dans toutes les dilutions ce qui signifie que I’huile essentielle de Gd ne possede
aucune action sur ces bactéries, alors que les dilutions 50% et 12,5% se révelent active que
contre I’E. coli avec un diameétre de zone d’inhibition de7mm et 8mm respectivement ,la
dilution 25% ne révele aucun effet sur cette bactérie .

Selon ces résultats nous pourrons conclure que I’extrait brut de I’'HE de la variété Gd

agisse bien sur les bactéries que I’huile diluée de cette variété (Figure 22).

Figure 22 : Effet de I’'HE de la varieté Germidour sur les bactéries étudiées.
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D’aprés les résultats de 1’effet des antibiotiques et les résultats de 1’activité
antibactérienne de I’extrait brut de I’HE des quatre variétés de I’ail sur les bactéries
étudiées nous remarquons que I’effet de ’extrait brut de I’HE des quatre variétés et leur
dilutions (le plus grande diametre 10mm est noté chez E .Coli, K. Pneumoniae et P.
aeruginosa) est tres faible comparativement a celui obtenu par les antibiotiques (le
meilleure diamétre 31mm est noté chez S. aureus).

» Comparaisons de I’effet des huiles essentielles de 1’ail Rouge Locale, Messsidrom,

Mocpta-Bulgare et Germidour sur les quatre bactéries testés :

D’apres le Tableau n° 9 et I’histogramme de la figure 23. on peut montrer que les
huiles essentielles des variétés étudiées sont douées d'une activité antibactérienne contre

les souches utilisées dans cette étude.

Les résultats montrent clairement ’effet significatif de l'extrait brut de la variété
rouge locale et la variété Germidour sur les quatre souches étudiées, donnent un effet plus
fort que celui donné par les autres extraits bruts des autres variétés, avec un maximum
d’inhibition de 10 mm de diametre. Suivi par 1’extrait brut de Mocpta-Bulgare qui exerce
un effet antibactérien sur toutes les souches étudiées, avec des zones d’inhibitions
comprises entre 7 mm et 9mm. Et enfin I’extrait brut de Messidrom n’exerce aucun effet
sur les bactéries étudiées a 1’exception sur E.coli qui manifeste une légére zone

d’inhibition autour du disque estimée par 7mm.
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Les diamétres des zones d'inhibition en mm

HRL
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E. coli

K .Pneumoniae S. aureus P. aeruginosa

Figure 23: représentation graphique des diametres des zones d’inhibition(en mm)

de I’extrait brute de quatre variétés de 1’ail testés avec différentes bactéries.
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Conclusion

Dans le but de rechercher de nouveaux agents naturels antibactériens aux intéréts
thérapeutiques, les huiles essentielles de quatre variétés appartenant a 1’espéce Allium Sativum,
Rouge Locale, Messidrom, Mocpta Bulgar et Germidour. Ont fait l'objet d'une étude
phytochimique. Deux analyses sont appliquées a ces variétés : extraction des huiles essentielles,
et détermination de leur pouvoir antibactérienne in vitro sur des souches pathogenes: il s'agit de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia
coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), puis on a comparé les résultats
de I’activité antibactérienne de ces variétés entre eux, enfin on a fait une comparaison entre ces
résultats et ceux obtenues avec les antibiotiques .

L'extraction des huiles essentielles par I'nydrodistillation (en utilisant un dispositif
d’extraction type Clevenger) permet d’obtenir des rendements en huile essentielle de
(0,63%), (0,52%), (0,51%) et (0,46%) Pour les varietés Germidour, Mocpta Bulgar, Rouge
Locale et Messidrom respectivement. Les propriétés organoleptiques (Aspect, Saveur, couleur,
odeur) de ces essences ont été déterminées. Nous avons ensuite testé 1’activité antimicrobienne
des huiles a 1’aide de la technique de diffusion par disques.

L'évaluation de l'effet antibactérienne montre que la plupart des souches bactériennes
utilisées sont trés sensible aux antibiotiques utilisés.

Les huiles essentielles de quatre variétés de 1’ail sont actives avec toutes les souches
testées. Des zones d'inhibition de diametres variables sont observées, I’extrait brut de I'huile
essentielle de la variété Rouge Locale et Germidour présente une meilleure activité
antibactérienne que les autres variétés avec un diamétre de zone d’inhibition de 10 mm ce
dernier supérieur a celui de leur dilution qui est de 8 mm. Les bactéries Gram negatives sont
plus sensibles a I'action des huiles que les bactéries Gram positives ainsi que I’extrait brut de
I’HE inhibent mieux que I’HE diluée,

En conclusion, les variétés étudiée possede une activité antibactériennes sur les bactéries
testés (le meilleure diamétre de zone d’inhibition de 10 mm) mais cette activité reste trés
faible comparativement avec celle des antibiotiques testés (le meilleure diametre de zone

d’inhibition est de 31mm).
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Résumé :

Dans ce travail on a fait une étude comparative entre les activités antibactérienne de
quatre variétés d’Allium Sativum (Germidour, Mocpta Bulgar, Rouge Locale et
Messidrom) appartenant a la famille de liliacée vis-a-vis de quatre souches bactériennes
(Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Escherichia coli (ATCC 25922) et Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) ), cette étude a
été réalisée au niveau des laboratoires pédagogiques du centre universitaire de Mila.

L'extraction des huiles essentielles, a partir des bulbes des variétés étudiés , a été
réalisée par la méthode d’hydrodistillation en utilisant un dispositif d’extraction de type
Clevenger, les rendements en huile essentielle pour les variétés : Germidour, Mocpta
Bulgar, Rouge Locale et Messidrom étaient de 0,63% , 0,52% , 0,51% et 0,46%
respectivement.

A T’aide de la technique de diffusion par disques et la technique de dilution nous
avons testé D’activité antibactérien des huiles essentielle qui a donnée des résultats
intéressants, les quatre varietés se sont révélées actives contre toutes les bactéries étudies
a I’exception de la variété Messidrom qui n’a aucun effet avec toutes les bactéries sauf I’E.
Coli. L'extrait brut de I’'HE de la variété Rouge Locale et de la variété Germidour étaient
les plus actifs parmi les autres extraits avec un diamétre d'inhibition de croissance de 10
mm pour la bactérie E. coli et K. pneumoniae.

Concernant la CMI obtenus avec toutes les variété contre 1’ E.Coli (ATCC 25922) est
del2.5 % ,qui est de méme a celui obtenus avec la variété Mocpta Bulgar contre
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) et
Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603).

Les résultats de I’activité antibactérienne des huiles essentielles des quatre variétés
étudies sont tres faibles comparativement a ceux des antibiotiques testés (gentamicine et
cotrimoxazol avec de diamétre de zone d’inhibition de 25mm et 31 mm respectivement).
Mots clés: Allium Sativum, Rouge Locale , Messidrom ,Germidour, Mocpta Bulgar, Huile
essentielle ,Extraction, Hydrodistillation , Activité antibactérienne, Concentration

minimale inhibitrice .



Abstract:

In this work we made a comparative study of the antibacterial activities of four
varieties of Allium sativum (Germidour, Mocpta Bulgar, Red and Local Messidrom)
belonging to the lily family vis-a-vis four bacterial strains (Staphylococcus aureus ( ATCC
25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 25922) and
Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603)), this study was conducted at the teaching
laboratories of the University Centre of Mila.

The extraction of essential oils from the bulbs of the studied varieties was conducted
by the steam distillation method using an extraction device types Clevenger, the yields of
essential oil to the varieties: Germidour, Mocpta Bulgar, Red Locale and Messidrom were
0.63%, 0.52%, 0.51% and 0.46% respectively.

Using the disk diffusion technique and the dilution technique we tested the
antibacterial activity of the essential oils that gave interesting results, the four varieties
proved to be active against all bacteria studied except Messidrom the variety that has no
effect with all bacteria except E. Coli. HE The crude extract of the variety Rouge Local
and variety Germidour was the most active of the other extracts with a growth inhibition
diameter of 10 mm for E. coli and K. pneumoniae.

Regarding the MIC obtained with all the variety against the E. coli (ATCC 25922) is
del2.5%, and that obtained with the variety Mocpta Bulgar against Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) and Klebsiella pneumoniae
(ATCC 700603).

The results of the antibacterial activity of the essential oils of four study varieties are
very low compared to that of the tested antibiotics (gentamycin and cotrimoxazole with
25mm inhibition zone diameter and 31 mm respectively).

Key words: Allium sativum, Red Locale, Messidrom, Germidour, Mocpta Bulgar,
essential oil, extraction, steam distillation, Antibacterial activity, minimum inhibitory

concentration.
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.K.pneumoniae
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Annexe 01 :

s Appareillage:

Agitateur

Bec bunsen

Spectrophotometre

% Verreries:
Anse de platine
Baguette d’agitation
Baraux

Boites de pétrie
Ecouvillon
Eprouvettes

Fioles

Flacons (1000 ml)

Annexes

Etuve

Vortex

Micro-onde



Annexes

Papier Watman N°3
Pince

Micropipette

Tubes a culture

Tubes a essais
Spatules

% Produits:

Bouillon nutritive poudre (BN)

Chlorure de sodium (NaCL)

Dimethylsulfoxide (DMSO)

Eau distillé

Gélose Muller Hinton poudre (MH)

Annexes 02 :

%+ Composition des principaux Milieux de culture utilisés

e Milieux liquides

Eau physiologique stérile

Composition en g/l

Chlorure de sodium (NaCL)..........ooiiiiiii e, 0,99
Bau distill€e. . ....oovirii e 100ml
Bouillon nutritive (BN)

Composition en g/l:

Bouillon nutritive poudre. ... .. ..ot 129
Eau diStill€e. ... 600ml
PH=7.2

Stérilisation & 121°C/15min

e Milieux solides

Gélose Muller Hinton (MH)
Composition en g/l

Gélose Mueller HInton poudre. ...........ooovvvininiiniii e 389
BaU distillée. .. ..o 1L
PH=7.3

Stérilisation a 121°C/15min
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