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Résumé :

Notre travail s'inscrit dans le cadre de I'étude des activités biologiques, et de la
composition chimique des plantes aromatiques et médicinales, afin de déterminer les indices
physico-chimiques et d'évaluer les activités antimicrobiennes et antioxydantes de I'huile
essentielle des plantes aromatiques Rosmarinus officinalis L et Ocimum basilicum L de la
région de Ghardaia.

Ces huiles essentielles extraites par hydrodistillation. Le rendement d’extraction
obtenu est de 0.47% pour le basilic et 0.83% pour le romarin, L'analyse par chromatographie
en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse a permis d'identifier 68 constituants
pour les HEs de basilic ou le composé majoritaire dans cette huile essentielle est le Linalool et

47 constituants pour les HEs de romarin avec 16,85 % de Borneol.

La capacité de nos huiles essentielles a inhiber les micro-organismes a été testée sur
six souches bactériennes. Les deux plantes ont montré un large spectre d'action sur les
bactéries testées. A noter que le pouvoir antibactérien de I'HEs d'Ocimum basilicum L s'est
révélé superieur a celui de Rosmarinus officinalis L. Et le potentiel piégeur de I'huile
essentielle de basilic était supérieur a celui de I'huile essentielle de romarin, les valeurs 1C50

sont respectivement égales a 1,4154mg/ml et 9,4750mg/mll.

Enfin, en raison de l'importance des huiles essentielles et de la possibilité de leur
évaporation, nous avons testé le procédé d'encapsulation par la méthode de gélification
inverse sur notre huile essentielle afin de la stabiliser et de la protéger (contre la lumiére,

I'oxygéne et la température).

Mots clés : Huiles essentielles, Ocimum basilicum L, Rosmarinus officinalis L,
CG/MS, Activité antimicrobienne, Activité antioxydante, Encapsulation.



Abstract :

Our work is part of the study of the biological activities, and the chemical
composition of aromatic and medicinal plants, in order to determine the physico-chemical
indices and to evaluate the antimicrobial and antioxidant activities of the essential oil of

aromatic plant Rosmarinus officinalis L and Ocimum basilicum L from the Ghardaia region.

The extraction yield of these essential oils by hydrodistillation is 0.47% for basil and
0.83% for rosemary. Analysis by gas phase chromatography coupled with mass spectrometry
made it possible to identify 68 constituents for the oil of basil where the majority compound
in this essential oil is Linalool and 47 constituents for the oil of rosemary with 16.85 % of
Borneol

The ability of our essential oils to inhibit microorganisms has been tested on six
bacterial strains. two plants showed a broad spectrum of action on the bacteria tested. Note
that the antibacterial power of the essential oil of Ocimum basilicum L proved to be greater
than that of Rosmarinus officinalis L. And the scavenging potential of basil essential oil was
superior to rosemary essential oil, the IC50 values are equal to 1.4154mg/ml and

9.4750mg/ml respectively.

Finally, because of the importance of essential oils and the possibility of their
evaporation, we tested the encapsulation process by the reverse gelation method on our
essential oil in order to stabilize it and protect it (against light , oxygen and temperature).

Keywords: Essential oils, Ocimum basilicum L, Rosmarinus officinalis L, CG/MS,

Antimicrobial activity, Antioxidant activity, Encapsulation .
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Introduction générale

Les plantes médicinales et aromatiques furent utilisées par I’homme depuis I’antiquité.
De nos jours leur utilisation a pris un essor considérable dans les industries de parfum,

produits cosmétiques et pharmaceutiques[1].

Les plantes sont la source principale de substances actives ou au moins 35 000 especes
sont utilisées dans le monde. L’Algérie avec sa diversité de climats et de sols, sa situation
géographique et ses reliefs, présente une flore de 3 510 espéces dont 450 espéces sont

répertoriées dans les hauts plateaux et le grand sud du pays [2].

La valorisation de ces ressources naturelles végétales passe essentiellement par

I’extraction de leurs huiles essentielles [3].

En effet, les huiles essentielles sont des principes actifs issus du métabolisme
secondaire, des plantes médicinales pour leurs propriétés biologiques (antimicrobienne,
antioxydante, analgésique, anti- inflammatoire, anti-cancérigene, antiparasitaire,

insecticide...)[4].

L’importance économique que représentent ces essences du fait de leurs propriétés
biologiques, thérapeutiques, odoriférantes..., de leur impact au niveau de 1’environnement et
de leur utilisation dans le traitement de certaines maladies infectieuses pour lesquelles les
antibiotiques de synthése sont de moins en moins actifs ou dans la conservation des aliments
contre 1I’oxydation comme alternatives aux produits chimiques de synthése suscitent de plus
en plus I'intérét des biologistes, des médecins et des chimistes. Par ailleurs, 1’utilisation de
nouvelles techniques faisant appel aux critéres de chimie verte et de développement durable
pour I’extraction ; le stockage et la conservation de substances bioactives, sont devenus
fortement intéressants car il répond aux enjeux scientifiques et aux problémes économiques et

environnementaux actuels [5].

L’objectif de ce travail est dans un premier temps, de réaliser la technique d’hydro-
distillation permettant d’extraire des huiles essentielles de deux plantes aromatiques et
médicinales Algérienne en genéral et de la région de Ghardaia en particulier, a savoir :
Rosmarinus officinalis L.et Ocimum basilicum L. qui appartient a la famille des lamiacées.

Elles se considerent parmi les familles de plantes les plus utilisées comme source mondiale
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d’épices et d’extraits & qualité médicale intéressante ; et de déterminer les propriétés physico-

chimiques et la composition chimique de ces huiles d’une autre part.

Et dans un second temps ; de déterminer 1’effet biologique des huiles extraites dans
différentes activités notamment I’activité antimicrobienne et antioxydante, finalement de

tester un procédé de I’encapsulation des huiles essentielles.

Le plan de travail de cette étude est articulé autour quatre chapitres :

v Les deux premiers chapitres sont consacrés a la partie théorique reliée a notre travail,
qui est relative a une étude geénérale sur les huiles essentielles et une description des plantes
étudiées.

v' La deuxieme partie représente la partie expérimentale ou nous présenterons les
techniques utilisées :

- Extraction des huiles essentielles des Rosmarinus officinalis L et Ocimum basilicum L
par I’hydro-distillation.

- Détermination de quelques caractéristiques physico-chimiques, organoleptiques et de la
composition chimique des huiles essentielles, par méthodes chromatographiques.

- L’étude I’effet : antibactérien et antioxydant des huiles essentielles.

Enfin les résultats obtenus des caractéristiques physico-chimiques ; de la composition des
huiles essentielles et leurs activités antibactériennes et antioxydants sont interprétés a la

lumiere de la littérature. Le travail est cloturé par une conclusion générale.
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1.1 Introduction :

L'énormité de territoire algérien (2,382 millions km?) et la caracteéristique de climat de
chaque région favorisent la diversité des ressources vegétale, notamment les plantes
médicinales qui poussent généralement a I’état spontané et pour mieux connaitre les
propriétés thérapeutiques d’une plante, il est nécessaire d’analyser la composition chimique
de ses principes actifs tel que les huiles essentielles qui nous permettra de lutter contre les

infections produites par les bactéries ou certains autres agents pathogenes[ 6 ].

1.2 Définition des huiles essentielles ( HES) :

Le terme "huile™ s'expliquer par la propriété de la solubilité dans les graisses et par

leur caractére hydrophabe . Le terme " essentielle™ fait référence au parfum (essence), a

I’odeur dégagés par la plante[7].

Les huiles essentielles (HES) sont des liquides organiques, lls sont également appelés
huiles volatiles qui sont sécrétés par de minuscules structures situées dans les diverses parties
d'une plante : les graines, les herbes, les racines, les écorces, les tiges, les fruits, les fleurs, les

résines, les zestes et les bois de plantes [8].

L'Agence Francaise de Normalisation (AFNOR) donne la définition suivante (NF T
75006) : L'huile essentielle est le produit obtenu a partir d'une matiére premiére vegétale. Elle
tire  son nom de la plante dont elle provient. Par exemple, « I'huile essentielle de la fleur de
lavande serait appelée huile de lavande ». Se compose généralement d’une combinaison
complexe, il est soumis a la réglementation des produit cosmétique, des biocides, ou des
médicaments. [9].

Elles ont des applications importantes en médecine soit par leur qualité odorante soit

pour soulager la douleur ou pour leur efficacité physiologique [10].

1.3 La répartition d’huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont généralement extraites a partir d’une ou des plusieurs

parties de la plante. Ces différentes parties sont [11] :
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e Les fleurs ( rose, jasmine, giroflier, mimosa, romarin, lavande ).

e Les feuilles ( menthe, Ocimum, jamrosa, Citronnel ).

e les feuilles et les tiges ( géranium, patchouli, verveine, cannelle).

e [’écorce (cannelle, cassia).

e le bois (cédre, pin).

e les racines (angélique, sassafras, vétiver, valériane).

e les graines (fenouil, coriandre, carvi, aneth, muscade).

e les fruits (bergamote, orange, citron, genévrier).

e les rhizomes (gingembre, calamus, curcuma).

e les gommes ou exsudats d'oléorésine (baumier du Pérou, baume de Tolu, styrax,

myrrhe, benjoin)

1.4 Le Role des huiles essentielles :

L’action des huiles essentielles dépend de la nature des actifs qu’elles contiennent.

La plupart des gens pensent que I’intérét des huiles essentielles se résume a leur pouvoir anti-

infectieux : elles peuvent étre antivirales, antibactériennes et antifongiques. Cependant, elles

assurent bien d’autres fonctions[12]:

e Anti-inflammatoires.
e Antispasmodiques.

e Antiparasitaires.

e Régulatrices du systéme immunitaire.

e Tonifiantes.Calmantes.

e Anxiolytiques.

e Cicatrisantes.

e Hypotensives et hypertensives.

e Régulatrices du systeme hormonal.

Actives sur la sphéere digestive.
Favorables a I’élimination des gaz
intestinaux.

Hépatorégulatrices et hépatostimulantes.
Régulatrices des fonctions de la vésicule
biliaire.

Fluidifiantes sanguines ou hémostatiques.
Antioxydantes

Insecticides.

.5 Composition chimique des huiles essentielles :

Les HEs sont des mélanges complexes et variables de constituants appartenant

exclusivement a deux groupes caractérises par des origines biogénétiques distinctes: Les

terpénes volatils et les composés aromatiques dérivés du phénylpropane[13].

4
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1.5.1 Les composés terpéniques :

Il s’agit d’une famille de composés largement répandus dans le régne végetal. lls sont

formés par la combinaison de 5 atomes de carbone (C5) nommeée : isoprene :

Isoprene C.:H,

H.C CH
3 \C_C// 2
4 X
H,C H

Figure 1.1 : Structure de I’isopréne (CsHg).
Juste les monoterpenes en Cyg et les sesquiterpénes en Cis peuvent étre extraits par
distillation, mais les autres terpénes (diterpenes en Cy et triterpenes en Cgp) n’étant pas

entrainés par la vapeur d’cau [14].

Ils sont classés selon :

e Leurs fonctions : alcools (géraniol, linalol), esters (acétate de linalyle), aldéhydes
(citral, citronellal), cétones (menthone, camphre, thuyone), éthers-oxydes (cinéole).

e Leur structure : linéaire (farnéséne, farnésol) ou monocyclique (humuléne,
zingiberéne), bicyclique (cadinene, caryophylléne, chamazulene) ou tricyclique

(cubébol, patchoulol, viridiflorol)

1.5.2 Composés aromatiques :

Les composes aromatiques dérivés du phénylpropane sont beaucoup moins fréquents

dans les huiles essentielles que les monoterpenes et sesquiterpenes. Citons [14] :

e [’acide cinnamique et ’aldéhyde cinnamique (HES de cannelle).
e [’eugénol (HEs de girofle).
e [’anéthole et I’aldéhyde anisique (HEs de badiane, d’anis, de fenouil).

e le safrole (HEs de sassafras).
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Composés aromatiques

~CH,
=
F = OCH,
Aldehyde Alcohol Phenol Chavicol OH
Cinnamaldehvde Cinnamvl alcohol
Phenol

m an\o <OD\/\ Eugenol
HsCO z ‘= O A

. Methoxy derivative .
Methoxy derivative Anethole - Methylene dioxy compound

Estragole Safrole

Figure 1.2 : Structure Chimiques de quelques composés aromatiques.

1.5.3 Composés d’origine variée :
A cause de leur mode d'extraction, les huiles essentielles peuvent renfermer divers
composés aliphatiques, en général de faible masse moléculaire, entrainables lors de I'nydro-

distillation. Ces produits peuvent étre azotés, soufrés, des carotenes ou des acides gras[15] .

e Alcools : Menthol, géraniol, linalal,...
e Aldéhydes : Géranial, citronellal,...

e Cétones : Camphre, pipéritone

e Phénols: Thymol, carvacrol ...

e [Esters : Acétate de géranyle,...

e Acides : Acide géranique,...

e Oxydes : 1,8-cinéole,...

e Phénylpropanoides : Eugénol.

e Terpeénes : Limonéne, para-cymene,...

e Autres : Ethers, composés soufrés, composés azotés, sesquiterpene,...
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1.6  Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles.

Les huiles essentielles sont généralement liquides et volatiles a température ambiante. La
volatilité dépendra de la composition chimique. Une huile essentielle riche en monoterpénes sera plus

volatile qu’une huile essentielle riche en sesquiterpénes. [16].

Elles sont plus ou moins colorées. Elles peuvent étre incolores lors de leur obtention
(ou légerement colorées en jaune) pour la majorité d’entre elles, et foncent au cours de la
conservation a I’air et a la lumicre. Dans les cas extrémes, 1’huile essentielle vieillie et oxydée
peut présenter des risques de toxicité. Notons cependant quelques couleurs caractéristiques :

rouge pour I’huile essentielle de cannelle, bleue pour la camomille et verte pour I’absinthe

[16].

Leur densité est en général inférieure a celle de 1’eau (celles de la cannelle de Ceylan
et des clous de girofl e, sont légérement supérieures a 1). Elles ont un indice de réfraction
élevé et la plupart dévient la lumiére polarisée[16,17] .

Elles sont en genéral solubles dans ’eau, solubles dans les alcools et dans la plupart
des solvants organiques. Leur solubilité dans I’eau est quasiment nulle (inférieure a 1 %) ; elle
dépendra de la présence de terpénes possedant des fonctions organiques polarisées (par
exemple, alcool, aldéhyde) [16,18].

1.7 Méthode d’extraction des huiles essentielles.

Différentes methodes sont mises en ceuvre pour I’extraction des essences végétales ;
Le tableau ci-dessous présente quelque méthode d’extraction des HES avec leurs avantages et

inconvénients :



Chapitre I : Geéneralités sur les huiles essentielles
Tableau 1.1 : avantages et inconvénients des différents procédés d’extraction des huiles essentielles [19, 20, 21].

Methodes Figures Avantages Inconvénients

Thessouihe Perte d’une partie
Eau \ 7 7 5 .
frigérant 3 I'eau Le rendement en HE tres_ eleve , | g’essence par vaporisation,
Essence en bonne qualité, trés | oxydation. Procédé
B, concentrée , Contact direct entre | yiolant.

Hydro-distillation

Plante —
Eau—

bouillante

—
—l

grad

Eprouvette
uée

Huile |
essentielle

Phase aqueuse

matiere végétale-eau.

Entrainement par la
vapeur d’eau

B
¥
1.Feu
2.Eau
3.Vapeur d'eau

4, Plantes aromatiques
5. Vapeur dieau chargée dHE.

6. Eau froide

7. Eau chaude
8.Eau + HE.

9. Huile essentielle
10, Hydrolat

Convient a la majorité des
plantes sauf jasmin , Gain de
temps : la distillation commence
juste aprés le chargement ;
Efficacité d’extraction.

Nécessité d'acquérir une
source de vapeur externe :
chaudiére vapeur gasoil,
gaz, bois ou électrique

Extraction  assistee
par micro-ondes

w enveloppe
chauffante

Eau aromatique

L’extraction assistée par micro-
ondes est plus rapide ; la
consommation de solvants est
plus faible et si besoin, des
températures  plus  élevées
peuvent étre utilisées .

Les colits de
I'investissement sont plus
élevés : Les matiéeres

thermosensibles
étre Dégradées.

peuvent
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Extracti Rapide & extraction efficace Les codts de
xtraction par , Processus doux et non B )

ultrasons I'investissement sont un

thermique ,Extraits de haute
qualité , Rendement éleve.

peu plus élevés.

Extraction par le
CO; supercritique

SCHEM/

ECHEMA DE PRINGIP
D'EXTRACTION PAR CO2 SUPERCRITIQUE

C’est un produit naturel,
abondant dans la nature et
disponible ; Il est non
toxique, inerte, inodore,
incolore et insipide.

les températures d’extraction
par CO, sont basses

le colt élevé des
équipements.

Enfleurage a froid

Les températures tres faibles
qu'elle nécessite. on 1’utilise
surtout pour des plantes
fragiles qu’une distillation
endommagerait.

Cette pratique,
entierement manuelle et
tres onéreuse ;Cout tres
éleve. La durée
nécessaire  est  trés
longue.
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1.8 Activités biologique des huiles essentielles :

L’activité biologique d’une huile essentielle est a mettre en relation avec sa

composition chimique et les possibles effets synergiques entre ses composants [22].

Les plantes aromatiques possédent plusieurs activités biologiques, parmi lesquelles on

peut citer les activités Fongicide, Insecticide, Herbicide, Bactéricide, Antioxydante...etc.

Certaines activités biologiques ont été rapportées pour des huiles essentielles, comme
I'activité antioxydante et I'activité antimicrobienne [23].

1.8.1 Activités antioxydante :

Un antioxydant est défini comme étant toute substance qui peut retarder ou empécher
I'oxydation des substrats biologiques .Ce sont des composés capables de minimiser
efficacement les rancissements, retarder la peroxydation lipidique, sans effet sur les propriétés
sensorielle et nutritionnelle du produit alimentaire. 1ls permettent le maintien de la qualité et

d’augmenter la durée de conservation du produit [24].

L’activité antioxydante peut étre primaire ou préventive (indirecte). Les composés qui
ont une activité primaire sont capables de donner des électrons a I’oxygeéne radicalaire afin
qu’ils puissent le piéger, empéchant ainsi la destruction des structures biologiques. Ils peuvent

agir comme agents réducteurs capables de passer leurs électrons aux ROS et les éliminer [25].

Le pouvoir antioxydant des huiles essentielles est développé comme substitut dans la
conservation alimentaire. Des études de 1’équipe constituant le Laboratoire de Recherche en
Sciences Appliquées a 1’Alimentation (RESALA) de I’INRS-IAF, ont montré que
I’incorporation des huiles essentielles directement dans les aliments (viandes hachées,
l[égumes hachés, purées de fruit, yaourts...) ou I’application par vaporisation en surface de
I’aliment (piece de viande, charcuterie, poulet, fruits et légumes entiers...) contribuent a

préserver I’aliment des phénomeénes d’oxydation [26].

1.8.2 Activités antimicrobienne :
Les qualités antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales ainsi que de

leurs huiles essentielles sont connues depuis longtemps. Toutefois, leur utilisation se basait

10
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sur des pratiques traditionnelles sans fondements scientifiques. Il a été rapporté que les HEs
contenant des aldéhydes ou des phénols, tels que le cinnamaldéhyde, le citral, le carvacrol,
I'eugénol ou le thymol comme composés majoritaires présentaient l'activité antibactérienne la

plus élevée [27].

Donc, Pactivité antimicrobienne des HEs est principalement fonction de leur
composition chimique, et en particulier de la nature de leurs composés volatils majeurs.
Jusqu’a présent, il n’existe pas d’étude pouvant nous donner une idée claire et précise sur le
mode d’action des HEs. Etant donné la complexité de leur composition chimique, tout laisse a
penser que ce mode d’action est assez complexe et difficile a cerner du point de vue
moléculaire. Il est trés probable que chacun des constituants des HEs ait son propre

mécanisme d’action [27].

1.9 Toxicités des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont présentées, généralement comme «sans danger». Mais

ces substances naturelles sont aussi des composeés puissants [28].

Malgre les activités bénéfiques des huiles essentielles, elles peuvent s’avarie plus ou
moins toxique, soit in situ (irritation, réaction allergiques et phototoxiques), soit au niveau
d’un organe (neurotoxicité, hépatotoxicité, néphrotoxicité...etc.). Il est nécessaire d’évaluer le
danger potentiel, qu’elles sont susceptibles de représenter a un certain niveau d’exposition

afin d’éviter tous risques [29].

1.10 Domaines d’utilisation des huiles essentielles :

Les huiles essentielles peuvent étre utilisés dans différents secteurs tel que :

1.10.1  Les industries agro-alimentation :

L'activité¢ antimicrobienne des extraits de plantes utilisées dans 1’assaisonnement des
aliments a été reconnue depuis longtemps. C’est pour cela, que I'on pense de plus en plus a les
utiliser dans la conservation des denrées alimentaire, sans pour autant en dénaturer le goGt

puisque ces aromates entrent dans la composition de la préparation alimentaire. [30].

11
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1.10.2 La médecine et I’industrie pharmaceutique :

L'importance des plantes aromatique est indiscutable. Leur contenu en essence et la
nature chimique des constituants de celle-ci leur conférent de grandes perspectives
d'application. Ces substances sont d'un grand intérét pour le domaine médical et

pharmaceutique [30].

1.10.3  L’industrie de la parfumerie et de la cosmétique :

Dans le domaine des parfums et cosmétiques les huiles essentielles sont employées en
tant qu’agents conservateurs grace a leurs propriétés antimicrobiennes et antiseptiques qui
permettent d’augmenter la durée de conservation du produit. Ces essences naturelles servent a
préserver ces cosmeétiques tout en leur assurant une odeur agréable grace a leurs composés
volatils [31].

1.11 Conservation des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont des substances trés délicates, et s’altérent facilement, ce
qui rend leur conservation difficile[32] . Cependant, I’utilisation industrielle en cosmétique et
parfumerie doit faire face a de nombreux problemes a cause de leur colt, la variabilité de leur
composition, leur instabilité au stockage et le potentiel allergene de certains de leurs
constituants. On reconnait que la température, la lumiére et la disponibilité en oxygéne ont un
impact prépondérant sur la préservation de 1’intégrité de I'huile essentielle [33]. Une autre
limite a I’utilisation des huiles essentielles est leur caractére volatil. Les constituants des
huiles essentielles sont majoritairement formés de terpenoides parmi les monoterpénes qui

présentent des tensions de vapeur élevée a 25°C [34].

Certaines techniques permettent de réduire 1’effet de ces problémes qui conditionnent
’utilisation industrielle des huiles essentielles. L’encapsulation et 1’adsorption sur un support
(argile, généralement) sont deux techniques couramment utilisées. Elles permettent de
stabiliser de I’huile essentielle et de la protéger (contre la lumicre, 1’oxygene et la

température) [35].

12



Chapitre I :

Généralités sur les huiles essentielles

.11.1  Définition et applications de I’encapsulation :

L’encapsulation est un procédé qui a pour but de piéger une substance ou un mélange

de substances précis a I’aide de matériaux adaptés. Les substances qui feront I’objet d’une

encapsulation peuvent étre liquides, solides ou gazeuses. Généralement, ce sont des principes

actifs sensibles ou instables a certains facteurs environnementaux et qui ont une action bien

ciblée. Il peut aussi s’agir de substances dont on souhaite modifier 1’état comme par exemple

la transformation d’un liquide en solide [35].

Les applications de ’encapsulation sont trés nombreuses et généralisées a plusieurs

secteurs d’activités partant de la chimie a 1’agroalimentaire. Suivant les domaines et les

applications, 1’encapsulation a pour but d’assurer la protection, la compatibilité et la

stabilisation d’une mati¢re active dans une formulation. Elle permet d’améliorer la

présentation d’un produit ou encore de masquer une odeur ou un gout. [36] [37].

Tableau 1.2 : Quelques Domaine d’application de I’encapsulation [36]

Domaine industriel

Exemples de composes encapsules

Pharmacie et médical

Antibiotiques, contraceptifs, enzymes,
vaccins, bactéries, vitamines, minéraux,
antigenes, anticorps

Cosmétique Parfums,  huiles  essentielles, anti
transpirants, agents bronzants, cremes
solaires, colorants capillaires, baumes
démélants, mousses a raser...

Alimentaire Huiles essentielles, graisses, épices,
aromes, vitamines, minéraux, colorants,
enzymes, levures, micro organismes...

Agriculture Herbicides, insecticides, engrais,

répulsifs, hormones végeétales...

Biotechnologie

Enzymes immobilisées,
microorganismes,  cellules  vivantes,
cellules artificielles, cultures tissulaires,
composes nutritionnels. ..

Chimie

Catalyseurs, enzymes, inhibiteurs de
corrosion, retardateurs d’incendie, colorants
et pigments, agents UV protecteurs, parfums,
huiles essentielles, agents lubrifiants...

13
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.11.2  Techniques d’encapsulation des huiles essentielles :

Plusieurs techniques permettant 1’encapsulation de principes actifs sont disponibles
donnant lieu a la formation des capsules de grandeurs et de formes variées suivant la
technique mise en ceuvre [36]. Elles peuvent étre basées sur la nature du solvant utilisé, le
colt énergétique ou encore les applications industrielles. Une des classifications les plus
courantes consiste a diviser ces technologies selon la nature du procéde mis en jeu (Tableau
1.3) [38].

Tableau 1.3 : classification des procédés de I’encapsulation

Procédés physico-chimiques Procédés physico-mécaniques Procédés chimiques
Coacervation (simple ou Seéchage par atomisation (spray- Polymérisation
complexe) drying) interfaciale

Polymeérisation en milieu
dispersé

Evaporation/extraction de e .
solvant Lyophilisation (freeze-drying)
Solidification thermique Enrobage en lit fluidisé

Utilisation de fluides

Gélification de gouttes o
supercritiques

(Co) Extrusion

En raison de I’essai de I’encapsulation des HEs dans cette étude; I’encapsulation par

gélification ionotropique sera détaillé de facon plus approfondie.

1.11.2.1  Encapsulation par gélification ionotropique [38] :

L’encapsulation par gélification ionotropique consiste a utiliser un composé capable
de former des hydrogels en présence d’ions divalents pour former la matiere enrobante. Le
procédé le plus courant est la gélification par I’alginate de sodium. En effet, I’alginate de
sodium est couramment utilisé pour sa bonne résistance mécanique et la stabilité des gels
qu’elle forme. Dans ce cas, des ions divalents sont utilisés (il s’agit généralement d’ions Ca®*
en raison de leur non-toxicité comparativement aux autres ions divalents) afin de s’associer

aux ’alginate de sodium pour former une structure de type « boite a oeufs »

La production de particules par gélification d’alginate de sodium comprend

généralement deux grandes étapes. La premiere étape consiste a disperser la solution
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contenant ’alginate de sodium ou les ions Ca®". Il existe une multitude de techniques
permettant d’effectuer ces dispersions. La deuxiéme étape est la gélification de 1’alginate de
sodium. Cette gélification peut se produire selon quatre mécanismes principaux qui sont les
gélifications externe, inverse, interne, et interfaciale. Dans cette étude, la gélification inverse a

été utilisée.

- -
I
- - -
¢ -
43\.
- - -
- -
r
- -
- - - - - E, . s ——
- - - - - o
Es - [
B Es by " s b
AP S r TN - 2
- - - = - - - .
e - -
-

- Cr E R - - S -

L |

Izl lon Ca? Matiére active Chaine d’alginate am Matrice d’hydrogel

Figure 1.3 : Mécanismes de gélification externe (A) et inverse (B) pour la fabrication de billes
d'alginate

> La gélification externe est le mécanisme le plus couramment utilisé (A). Dans ce cas,
des gouttes contenant la matiére active et la solution d’alginate sont plongées dans un bain
contenant des ions Ca*" Ces ions vont alors réticuler avec les chaines d’alginate situées en
péripheérie. Cette premiere étape va créer une membrane semi-solide enrobant un coeur encore
liquide. Les ions Ca** vont ensuite diffuser & travers les interstices pour initier la gélification a
I’intérieur de la goutte. Le produit final obtenu se présentera sous la forme d’une bille
d’alginate a I’intérieur de laquelle la matiere active sera enrobée de facon aléatoire entre les
chaines réticulées d’alginate.

> Dans le cas de la gélification inverse (B), une solution contenant la matiére active et
les ions Ca?* est plongée au goutte-a-goutte dans un bain de solution d’alginate. Lors du
contact de la goutte avec le bain, les ions Ca®* vont diffuser en périphérie de la goutte, et
réticuler avec les chaines d’alginate situées a I’interface entre la goutte et le bain. Le procédé
se poursuit jusqu’a épuisement du stock d’ions divalents. Les billes obtenues sont ainsi
constituées d’un cceur liquide entouré d’une membrane semi-perméable d’hydrogel

d’alginate.
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En fonction du procédé utilisé, les billes d’alginate pourront prendre différentes
morphologies. Les morphologies les plus classiques sont les structures de type « sphére »,
possédant un diamétre supérieur a 1 mm. On parlera de capsules lorsqu’elles sont constituées

d’une membrane continue d’alginate réticulé entourant un cceur liquide contenant la matiére

active.

Figure 1.4 : Morphologies des billes obtenues par gélification externe [38].
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Chapitre 11 : Aspect botanique des espéces végetales étudiées

1.1 Introduction :

L’aveénement des techniques innovatrices d’extraction des HEs, qu’on vient de
présenter dans le chapitre précédent, a permis a ces essences végétales d’occuper une place de
plus en plus importante dans diverses industries particuliérement celles de 1’agroalimentaire,

des cosmétiques, de la parfumerie et de la pharmacie.

Avant d’aborder I’extraction proprement dite de I’HEs de basilic et Romarin par

Hydrodistillation (HD), une étude botanique des plantes étudiées s’impose.

11.2  Famille des Lamiacées :

La famille des lamiacées connue également sous le nom des labiées, comporte
environ 258 genres pour 6900 espéces plus ou moins cosmopolites ; mais dont la plupart se

concentrent dans le bassin méditerranéen [39].

Les lamiacées sont des herbacées ayant la consistance et la couleur de I’herbe, parfois
sous-arbrisseaux ou ligneuses. Un trés grand nombre d’espéces appartenant toutes au méme
genre ; tel que les menthes, les lavandes et le romarin ou les basilics. Un bon nombre de ces
especes sont des plantes médicinales. Du point de vue chimique, cette famille a fait 1’objet

d’intenses investigations particulierement sur les Ocimum et les Rosmarinus [39,40].

1.3  Espéce Ocimum basilicum L :

L’ Ocimum basilicum L. a le nom commun « le basilic », le mot basilic a I’origine vient
de grec basilikon qui signifie plante royale. Est une plante aromatique annuelle ; de la famille
lamiacée plus utilisé comme plante condimentaire pour ces propriétés culinaires, par ailleurs

cette plante est utilisée en médecine traditionnelle. [40,41]
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Figure 1.1 : Ocimum basilicum L. (Basilic) [photo personnelle].

11.3.1  Historique d’Ocimum basilicum L :

Le basilic est originaire d’Asie, I’Amérique et I’Inde. Au début des années 1600, les
anglais utilisent basilic dans leur nourriture. Le basilic a une longue histoire de légende et
utiliser a échelle mondiale. Il est aussi référé comme sacré dans 1’Inde, car il est utilisé pour

désinfecter la maison contaminée par Paludisme lequel tue les moustiques [42,43].

11.3.2  Répartition géographique d’Ocimum basilicum L :

L’Ocimum basilicum L pousse a |’¢état sauvage dans les régions tropicales et
subtropicales incluant 1’Afrique centrale et le sud-est d’Asie, il est commercialisé dans
nombreux pays a travers le monde : la France, la Hongrie, la Gréce, I’Egypte, le Maroc,

I’ Algérie et I’Indonésie et dans plusieurs Etas Américains [40].

Figure 11.2: Répartition géographique d’Ocimum basilicum L.
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11.3.3 Description botanique du basilic :

Le basilic est une plante herbacée pouvant atteindre 30 a 60 cm de hauteur, son odeur
et sa saveur sont fortement aromatiques. Sa culture exige un climat chaud et ensoleillé, un sol

irrigable, riche en matieres organiques [44].

Les tiges sont anguleuses et ramifiées portent des feuilles longues de 2 a 5 cm
opposées de forme ovale a oblongue et couleur généralement verte a 1’aspect brillant. Ses
fleurs assez petites de couleur blanc rosé ou rouge-carmine ; sont disposées au sommet
comprend 4 a 6 fleurs, L’ensemble a 1’allure d’un épi qui peut atteindre 10 a 15 cm de long.
[40]

11.3.4 Classification d’Ocimum basilicum L:

Le genre Ocimum considéré comme 1’un des plus grands genres de la famille des
lamiacée compte plus de 150 especes de plantes herbacées annuelles. Parmi lesquelles
figurent : [45].

e Le basilic citron (Ocimum Canum L.)
e Le basilic Ceylan (Ocimum gratissimum)
e Le basilic sacré (Ocimum sanctum L.)

e Le plus connu le basilic commun (Ocimum basilicum L.)

La classification de la plante " Ocimum basilicum L. " dans le systématique est donnée dans le

tableau suivant [46]:
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Tableau I1.1 : Classification et systématique d’Ocimum Basilicum L.

Régne
Embranchement

Division

Classe

Ordre

Famille

Genre

Espéce

11.3.5

Plantae
Spermaphyte ( phanérogame )
Magnoliophta
Magnoliopsida
Lamiales
Lamiaceae
Ocimum

Ocimum basilicum L.

Noms et synonymes d’Ocimum basilicum L :

Tableau 11.2 : les noms et les synonymes d’Ocimum basilicum L [44].

Nom scientifiques

Synonyme

Noms vernaculaire

Autres noms

20

Ocimum basilicum L.

- Ocimum basilicum var. glabratum benth,
- Ocimum basilicum var. majus benth
- Lahbeq

- Habeq

- Hamahim

- Rehan

-Basilic

-Basilic commun

-Basilic officinal

-Basilic de jardin

-Herbe aux sauces

-Pisto ou pesto (en Italie)

-Reyhan (en Turqui)
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11.3.6 L’huile essentielle d’Ocimum basilicum L.

La composition et le contenu de I'huile de basilic varient largement avec les cultivars,
les régions géographiques, les tissus, les stades de croissance, la régulation de la croissance,
les conditions de culture, la fertilisation et I'amendement du sol et les conditions de récolte. Le

rendement en huile de basilic était d'environ 0,1-0,7% [47].

Les composants majoritaires de [I'huile de basilic comprennent le linalol,

I'estragole(méthyl chavicol), I'anéthole, I'eugénol et le méthylegénol [40,47]

114 Espece Rosmarinus officinalis L.:

Le nom latin Rosmarinus est interprété, comme deérivé de "ros" rosée et "marinus"
appartenant a la mer autrement rosée marin, ce qui fait référence a la présence du romarin sur
les cotes et les Tles de la Méditerranée [48]. Le Rosmarinus officinalis L. est une plante
aromatique et médicinale originaire du bassin méditerranéen. 1l fait partie des especes
veégetales des écosystemes terrestres qui se présentent a 1’état sauvage dans les zones littorales
prés de la mer, dans les milieux continentaux au climat semi humide, sec et arides. On le

reconnait aisément, toute 1’année [1,49].

Le romarin a fait I’objet de récentes recherches dans les domaines pharmaceutique et
agroalimentaire. Il possede des propriétés anti-inflammatoires et antispasmodiques et une
action sur le systeme nerveux . Le romarin, comme toutes les plantes aromatiques et

médicinales, contient des composés chimiques ayant des propriétés antibactériennes. [15].
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Figure 11.3 : Le Rosmarinus officinalis L [photo personnelle].

1141 Historique de Rosmarinus officinalis L :

Le romarin, chargé de symboles chez les Anciens qui en faisait des couronnes, a servi
a I’¢élaboration d’un remede longtemps réputé, « I’Eau de la reine de Hongrie » qui en fait est
un alcoolat : a I’aide de ce remede, la souveraine, agée de 72 ans, guérit des rhumatismes et de
la podagre. Les médecins arabes utilisaient beaucoup le romarin et ce sont eux qui réussirent

les premiers a en extraire I’huile essentielle [50].

11.4.2 Genre Rosmarinus :
Le genre Rosmarinus fait partie de la famille des Lamiacée,et ne regroupe que trois

especes[51] :

e Rosmarinus officinalis Linné, de loin I’espéce la plus aromatique et importante.
e Rosmarinus eriocalix Jord. & Fourr.
e Rosmarinus tomentosus Huber-Morath et Maire, morphologiquement trés proche de R.

eriocalyx.

11.4.3  Distribution géographique :

Le Romarin, plante commune a 1’état sauvage, est, sans doute, I’une des plantes les
plus populaires en Algérie, puisqu’on le trouve dans tous les jardins et les parcs en bordure
odorante. Plante indigéne poussant spontanément, le Rosmarinus officinalis L est originaire

du bassin méditerranéen Commun dans les maquis, les garrigues et les foréts claires, il est
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subspontané en plusieurs endroits privilégiant un sol calcaire, de faible altitude, ensoleillé et

modérément sec [52,53].

11.4.4 Description botanique du Rosmarinus officinalis L.

Le romarin est un arbuste aromatique toujours vert pouvant atteindre jusqu’a 1,50
metre de hauteur, voire jusqu’a 2 métres en culture. La tige est ligneuse et carrée. Les feuilles
sessiles et opposées, sont persistantes et vivaces. Elles sont enroulées sur les bords, vertes a la
face supérieure, velues et blanchatres a la face inférieure dont elle est parcourue par une
nervure médiane [54]. Elles posseédent des poils sécreteurs qui lui conférent une odeur

aromatique spécifique.

Figure 11.4 : Les Feuilles de Rosmarinus officinalis L [55].

Les fleurs de couleur bleu lavande a blanche sont disposées en courtes grappes a
’aisselle des feuilles, sur la partie supérieure des rameaux, la floraison a lieu presque toute

I’année, [54].

Figure 1.5 : Les fleurs de Rosmarinus officinalis L [55].
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11.4.5 Classification de Rosmarinus Officinalis L :

La classification de la plante " Rosmarinus Officinalis L. " dans la systématique est

donnée dans le tableau suivant [56].

Tableau 11.3 : Classification de Rosmarinus Officinalis L

Régne Plantae
Embranchement Spermaphytes
Classe Décotylédone
Ordre Lamiales
Famille lamiaceae (labiées)
Sous-famille Nepetoideae
Genre Rosmarinus
Espéce Rosmarinus officinalis

Noms vernaculaires : Cette plante communément appelé “El-Halhali”, et a connue par les
noms communs suivants : Iklil Al Jabal, Klil, Hatssalouban, Hassalban, Lazir, Azlir, Ouzbir,
Aklel, Touzala [57].

11.4.6 L’huile essentielle de Rosmarinus officinalis L :

Le romarin a été largement répandue pendant des siécles, comme un des ingrédients
en produits de beauté, savons, parfums, désodorisants, aussi bien pour l'assaisonnement et la

conservation des produits alimentaires [58].

D’autre part I’huile essentielle de romarin a fait 1’objet de récentes recherches dans les
domaines pharmaceutique et agro-alimentaire. Il posséde d’excellentes propriétés
antioxydantes dues a certains composés ; Diverses compositions ont été décrites en fonction
des constituants majoritaires, a savoir : cinéole supeérieur a 40% (Maroc, Tunisie, Turquie,

Greéce, Yougoslavie, Italie, France), a-pinéne, 1,8-cinéole et camphre en proportions voisines
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(Espagne, France, Italie, Grece, Bulgarie), myrcéne a une teneur élevée de (Espagne,
Portugal, Argentine) [59].
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Chapitre 111 : Materiels et Méthodes

I11.1 Introduction

Le présent travail consiste premierement a la détermination de la composition
chimique et les caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles issues de deux

especes végetales la famille des Lamiacées de la région de Ghardaia.

Deuxiéemement ce travail est consacré a effectuer le screening des propriétes
antiradicalaires et antibactériennes de ces huiles. Nos résultats sont comparés avec ceux de la

littérature.

Dans ce chapitre qui décompose en trois parties principales, nous avons présente les

matériels et les différentes techniques expérimentales utilisés dans ce travail :

- La premiére partie, est consacrée a presenter la méthode de I’extraction des huiles
essentielles, 1’analyse physico-chimiques de ces dernieres et la caractérisation par la méthode
chromatographique en phase gazeuse couplée a une spectrométrie de masse (GC/MS) des
huiles essentielles extraites.

- La deuxiéme partie présente les protocoles des tests biologiques notamment 1’activité
antiradicalaire et antibactérienne.

- Finalement la troisieme partie est consacrée a tester la méthode de 1’encapsulation de 1’huile

essentielle.

Les différentes étapes de ce travail ont été réalisées au laboratoire de génie des
procédés GP4 de la faculté des sciences et technologies et au laboratoire de microbiologie de
la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de I’Université de Ghardaia. La détermination
de la composition des huiles essentielles a été effectuée au laboratoire de recherche de génie
des procédes de la faculté des sciences appliquées de 1'université de Ouargla. Concernant

I’activité antibactérienne a été réalisee au laboratoire d’analyse médicales Essalam Ghardaia .
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Figure 111.1 : I’organigramme de la partie expérimentale
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1.2 Préparation du materiel végétal :

Notre étude porte sur la partie aérienne de /’Ocimum basilicum L qui a été récolté de la
région de Ghardara, et sur les feuilles de Rosmarinus officinalis L qui ont été colletées d'un
herbier existe au faculté de sciences et technologies de 1’université de Ghardaia, au mois de
Novembre 2021 .

Le matériel végétal aromatique a été nettoye, séché a une tempeérature ambiante a

I'abri du soleil.

Rosmarinus officinalis L Ocimum basilicum L

Figure 111.2 : Photographie des plantes étudiées.

111.3 Extraction des huiles essentielles :

Nous avons vu précedemment que les huiles essentielles sont extraites par diverses
techniques; la plus simple et la plus courante étant I'nydrodistillation. C'est cette méthode que

nous avons utilisée pour 1’obtention de nos essences.

L’extraction est réalisée par a un montage de type Clevenger composé d’une chauffe
ballon, un ballon de capacité de 1L, d’une colonne de condensation de la vapeur (réfrigérant)
et une ampoule & décanter qui regoit les extraits de la distillation. L’opération consiste a
immerger une masse échantillon végétale avec une quantité d’eau distillée correspondant a
2/3 du volume du ballon. Le ballon avec son contenu a été mis sur le chauffe-ballon, qui est

optimisé & une température qui correspond & un débit optimal. Les HEs entrainées par les
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vapeurs d’eau générées dans le ballon sont dirigées vers le coude qui relie le ballon avec le

réfrigérant.

Une fois les vapeurs arrivées dans le réfrigerant, elles se condensent rapidement et se
descendent dans I’ampoule a décantation qui permet la séparation immédiate de I’HEs par la

différence de sa densité avec celle de ’eau.

Aprés deux heures d’extraction, ’'HEs a été recueillie dans un petit et pour éliminer
toute trace d’eau, nous séchons le produit avec une aliquote de Sulfate de magnésium
anhydre. Le sulfate de magnésium anhydre a la capacité d’absorber ’humidité et d’éliminer
toute la quantité d’eau. Les échantillons des huiles essentielles sont conservés a 1’abri de 1’air

et de la lumiére a une température de 4°C.

111.4 Caractérisation des huiles essentielles :

La caractérisation d’une huile essentielle consiste a :

o Vérifier ses caractéristiques organoleptiques.
e Déterminer ses indices physico-chimique (Rendement, densité, indice de réfraction,

indice d’acide ; pH).

I11.4.1  Caractéristiques organoleptiques :

Les propriétés organoleptiques des HEs de Basilic et de Romarin ont été analysees par

une évaluation sensorielle suivant la couleur ; I’odeur et ’aspect.

I11.4.2  Caractéristiques physico-chimique :

Les constantes physico-chimiques des HEs de Basilic et de Romarin ont été
déterminées selon les normes AFNOR sur les huiles essentielles.

111.4.2.1 Détermination des rendements en huiles essentielles :

Le rendement en HEs est estimé par le rapport des masses de I’HEs et de la matiére
végétale utilisée [59]. Le rendement est exprimé en pourcentage. Sa valeur est donnée par

I’équation suivante :
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M %100

R(%) = 34

R : Rendement de I’HES en %.
M. : Quantité d’extraits récupérée en g.

Mo : Quantité de la matiére végétale utilisée pour I’extraction exprimée en g.

111.4.2.2 Indice de réfraction (norme NF T 75 — 112):

Les indices de réfraction sont mesurés a l'aide d'un refractometre (NAR-2T) a la

température ambiante puis ramenés a 20°C par la formule suivante [60]:

[n]pt = npt’ + 0.00045(t' —t)

Avec :
npt : indice réfraction de référence
npt’: indice de référence a la température de mesure.
t> : température au moment de mesure.
t : température de référence (20°C)
111.4.2.3 Indice d’acide :

Ce paramétre est une variable qui dépend essentiellement des conditions de
conservation et surtout des conditions d’extraction. Il est défini comme étant le nombre de mg
de KOH nécessaire a la neutralisation des acides libres contenus dans 1g d’huiles essentielles.
La mesure d’indice acide est réalisée par titrage ou les acides libres sont neutralisés par une

solution d’Ethanol titrée de KOH selon la norme AFNOR - NFT - 60 -2000 [60].

a) Matériels et produits

Tableau 111.1 : Produits et matériels utilisée dans I’analyse de I’indice d’acide

Matériels Produits

-Montage de titrage -les huiles essentielles ;
- Phénolphtaléine.

- éthanol ;

- KOH ;
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b) Mode opératoire :
On introduire 1g d’huile essentielle dans une fiole e on ajoute 10 ml d’éthanol.
Aprés on fait ’agitation et le titrage avec une solution éthanolique d’hydroxyde de potassium
titrte  ( (KOH) = 0.1 N ). En utilisant la phénolphtaléine comme indicateur coloré. La
couleur jaune clair du liquide (la couleur de I’huile essentielle) vers une couleur rose. Noter le

volume de la solution d’hydroxyde de potassium utilise.

L’indice d’acide est exprimé en mg de KOH par g d’huile par la formule suivante :

_ (56,11 x N x V)
B m

A

N : normalité de KOH.
V : Volume en ml de la solution éthanolique de KOH utilisée pour le titrage.
m : Masse en g de I’huile essentielle.

111.4.2.4 La Densité:

La densité est le rapport de la masse volumique d’un liquide a celle de I’eau. La
densité est mesurée selon la norme (NF T 75 - 111) a I’aide d’un densimétre a la température

ambiante puis rameneés a 20°C par la formule suivante [60] :

Dy = D, + 0.00068 (t' —t)

Avec :

D, : densité a 20°C .

D¢ : densité a la température de mesure.
t’ : température au moment de mesure.

t: température de reférence (20°C)
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111.4.2.5 Mesure de pH :

L'abréviation de potentiel hydrogene mesure I'activité chimique des ions hydrogéne H+ en

solution. Cette mesure est effectuée par un pH-metre.

111.4.3 Analyse de la composition chimique des huiles essentielles par
GC/MS :

La chromatographie en phase gazeuse est une technique d’analyse permettant de
séparer les différentes molécules d’un mélange. Elle s'applique principalement aux composés
thermorésistants et susceptibles de se vaporiser par chauffage sans se décomposer. Ces
molécules sont séparées en fonction de leur température de volatilisation et de leur affinité
pour la phase stationnaire. Le type de colonne, le débit du gaz vecteur ainsi que la température
du four sont des parameétres qui peuvent étre modifiés et optimisés afin d’avoir une bonne
résolution des pics. A cause de la volatilité de ses constituants, les huiles essentielles seront

particulierement adaptées pour les séparations en phase gazeuse.

L’analyse des huiles essentielles des plantes étudiées a été réalisée au Laboratoire de
recherche de Génie des Procédés de 1I’Université Kasdi Merbah Ouargla. L’appareil utilisé est
un adopté est un Bruker SCION 436 GC couplé a un détecteur de type spectrométrie de

masse a tension d’ionisation quadripolaire de 70 ev.

Le mode d’injection « split » est utilisé ; ’échantillon est introduit dans une chambre
d’injection chauffée en fonction des molécules qui doivent étre séparées. Le volume
d’injection dépend du mode utilisé et dans ce cas-Ci, 1 uLL d’huile essentielle pure est injectée.
La colonne utilisée est de type P-5MS; 5% Phenyl Methyl Siloxane (30m x 0,25 mm x 0,25
um). Le gaz vecteur utilisé est I’hélium avec un débit de 1,5 ml / min Et la température est

programmée : de 50 °C a 280 °C a une vitesse de 10 °C / min ;

Les indices de rétention linéaire (RI) pour tous les composés ont été déterminés en
utilisant des n-alcanes comme étalons. L’identification des composés individuels a été réalisée
en faisant correspondre leurs modeéles de fragmentation spectrale de masse avec les données

correspondantes disponibles (bibliotheque Wiley 275 (6éme édition)).
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I11.5 Activités biologique :
111.5.1  Activité antioxydante :
111.5.1.1 Méthode de DPPH :

L’activité anti-radicalaire a été évaluée en utilisant le DPPH, qui fut I’un des premiers

radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydante [61].

Le DPPH" (2,2 —diphényl -1- picrylhydrazyl) est un radical libre stable possédant un
¢électron non apparié sur un atome du pont d’azote. Cette délocalisation empéche la
polymérisation du composé, qui reste sous forme monomere relativement stable a température
ambiante. Ainsi, cet état induit ’apparition d’une couleur violet foncé bien caractéristique de

la solution DPPH.

Cette couleur disparait en présence d’antioxydant lorsque le DPPH est réduit, passant
au jaune pale du groupe pécryl ; et I’intensité de la couleur est inversement proportionnelle a
la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons. Le suivi de la
délocalisation est réalisé par spectrophotométrie a 517nm [62 , 63].

a) Matériels et produits

Tableau 111.2 : Produits et mateériels utilisée dans I’activité antioxydante

Matériels Produits

- balance électrique ;

- Micro-seringue ;

- vortex ;

- UV. Visible (UVILINE 9400C).
- tubes a essais ;

- fiole ;

- Spatule .

- huile essentielle ;
- éthanol ;
- DPPH .

b) Mode opératoire :

- Une solution de DPPH 0,1mM est préparée en dissolvant 2 mg de DPPH dans 50

ml d’éthanol.

- Une série des dilutions des huiles essentielles est préparée par 1’éthanol.
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- Des melanges del ml de solution de DPPH aves 1 ml d’huile essentielle de chaque
plante a différentes concentrations sont préparés.

- Aprés 30 minutes de I’incubation a ’obscurité a la température ambiante. Une
lecture de 1’absorbance a 517 nm par un spectrophotometre UV vis (UVILINE
9400C) ; est effectuée.

- un mélange de 1 ml de la solution de DPPH et de 1 ml d'éthanol est pris comme

témoain.

Le taux réduit du DPPH par ces molécules est exprimé en pourcentage suivant la formule

suivante :

A4, — A
1% = (u) % 100
Ay

Avec :
Ao Absorbance du témoin.
A¢ . Absorbance de I’échantillon.

A titre d’indication, 1’acide ascorbique comme standard connu pour son effet anti-
radicalaire a été testé en parallele. Quant aux concentrations inhibitrices (ICsp), elles sont

calculées a partir des courbes de régression linéaire.

111.5.2  Activité antibactérienne :

L’évaluation de I’effet antibactérien de huiles essentielles est testée par la méthode de
la diffusion sur gélose selon les recommandations NCCLS [64]. La méthode des disques est
une méthode de diffusion des produits a tester a partir d’un disque de papier (whatman N°3)
qui permet de mesurer qualitativement la sensibilité des souches aux effets antimicrobiens. La
méthode des disques est choisie dans cette étude pour sa fiabilité et sa simplicité. Cette
méthode nous fournit des résultats préliminaires sur la sensibilité des souches et les activités
antibactériennes du produit, grace aux diameétres des zones d’inhibition apparaissant autour

des disques mesurés en millimetres.
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a) Matériels et produits :

Tableau I11.3 : Produits et matériels utilisée dans 1’activité antibactérienne

Matériels Produits

- Boites pétries ; -huile essentielle ;

- Ecouvillon ; -les souches bactériennes ;
- Autoclave ; -Milieu Mueller Hinton ;

- Disque de papier whatman ; -Eau physiologique .

- Pince ;

- Bec bunsen ;

- tubes a essai ;

- hotte microbiologique ;

- vortex .

111.5.2.1 Souches bactériennes utilisées :

Le matériel microbiologique est constitué de six souches bactériennes du Gram
positifs et du Gram négatif. Elles proviennent du laboratoire de microbiologie de I’Université

de Ghardaia. Ces bactéries sont :

- Listeria monocytogenes ATCC 13932 G (+)
- Staphylococcus aureus ATCC 6538 G (+)

- Bacillus spizizenii ATTC 6633 G (+)

- Bacillus subtilis ATCC 6633 G (+)

- Escherichia coli ATCC 8739 G (-)

- Pseudomonas aeruginosa ATCC 7029 G (-)

111.5.2.2 Méthode de diffusion sur gélose

1- Préparation de I’inoculum :

L’activité antibactérienne doit étre réalisée sur des souches bactériennes jeunes en
phase de croissance exponentielle. La réactivation des cultures est effectuée par repiquage a la
surface de la gelose Mueller Hinton pré coulée en boite Petri ensuite incubée a 37C° pendant
24h.
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2- Préparation des disques :

Des disques de papier Wattman de 6mm de diameétre sont stérilisés par une Lampes de

stérilisation a I’UV pendant 10min.

3- Préparation des boites de gélose et le dépdt des disques :

Aprés incubation a 37°C pendant une nuit, quelques colonies bien isolées sont
transférées dans une solution saline dans un tube a essai. La suspension bactérienne est

ajustée.

Apres I’ajustement, un écouvillonnage est réalisé et la surface bactérienne est laissée
sécher pendant au moins 30 min. Les disques imprégnés dans 1’huile essentielle sont placés

sur le tapis bactérien a I’aide d’une pince stérile en appliquant une 1égére pression sur 1’agar.

Le controle positif utilisé est des agents antibactériens standards tel que I’ampicilline
(10 pg / disque) et du solvant (DMSO) comme témoin négatif pour toutes les souches.

L’incubation se fait a 37°C pendant 24h.

Disque de papier Tapis bactérien
imbibé dHE
—
Incubation a 37°C
Inoculum pendant 24 heures
bactérien
Boite de pétri avec Diamétre d'inhibition

milien gélosé

Figure 111.3 : Principe de la méthode de diffusion sur disques[40].

111.5.2.3 Principe de I'antibiogramme :

Le principe du test de I’antibiogramme consiste a tester la sensibilité des souches
bactériennes par utiliser des disques en papier buvard imprégnés d’une concentration fixe
d’antibiotique. Ces disques sont déposés a la surface d’une gélose inoculée par une
suspension bactérienne contenant une quantité fixe de bactéries (inoculum bactérien). Aprés

une incubation a 37° pendant 24 heures, il s’établit un gradient de concentration entre la

36



Chapitre 111 : Materiels et Méthodes

culture bactérienne et la diffusion du disque et qui s’exprime par un diametre d’inhibition de
la culture. La concentration d’antibiotique en bordure de la zone d’inhibition correspond & la
CMI de I’antibiotique pour la souche étudiée. Le diamétre de la zone d’inhibition est mesuré

en mm [65].

Tableau 111.4 : Valeurs critiques des zones d’inhibition des antibiotiques [ 66 ].

Antibiotique Sigle de Charge du | Diametres critiques (mm)
testés disque disque Sensibles Résistants
Ciprofloxacine CIP Sug >21 <15
Amikacine AK 30ug >17 <14
Lévofloxacine LE 5ug >21 <15
Ampicilline AMP 10ug >17 <13
Amoxicilline AMC 10ug > 18 <13
Clindamycine CD 219 >21 <14

Culture bactérienne en croissance

\
Disque \
d'antibiotique

| Mesure du diamé
ide 1a zone d'inhibition

Figure I111.4 : Tests de antibiogramme [ 67 ].

111.5.2.4 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :

La CMI est définie comme étant la plus faible concentration en extrait pour laquelle,
aucune croissance visible a 1’ceil nu n’est observée [68]. Principe du test consiste a effectuer

les étapes de la détermination du pouvoir antibactérien de nos huiles (la méthode de diffusion
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sur gelose Mueller—Hinton) ou les huiles essentielles sont diluées dans le DMSO (Dimethyl

sulfoxide) afin d’obtenir une gamme de concentration de 1— 0,6 ul d’HE/ml de DMSO.

Solution meére

(@pl/mi)
0.927 mg/ml 11%?,':,'
DMSO
[ ] I I I I L
0.9ml 0.7ml 0.5ml 0.3ml 0.1ml 0.08ml 0.06ml
+ + + + + + +
0.1ml 0.3ml 0.5ml 0.7 ml 0.9ml 0.92ml 0.94 ml
DMSO DMSO DMSO } DMsO DMSO DMSO DMsO
~— ~ N N N N N
0.9pul/ml 0.7 pl/ml| | 0.5 ul/ml 0.3 pi/ml || 0.1 pi/ml {| 0.08ul/ml || 0.06 pl/ml

Figure 111.5 : Réalisation de la gamme de dilution des huiles essentielles

I11.6 Essai de ’encapsulation des HES par gélification d’alginate de sodium

Cette partie d’étude ou exactement 1’essai de 1’encapsulation a été réalisée, selon les

travaux de Lorine Le Priol 2019 [38] avec quelques modifications.
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111.6.1 Matériels

1- Matieres actives
L’huile essentielle de Romarin a été sélectionnée comme matiere active principale a la

fois pour les travaux de d’encapsulation par gélification d’alginate.

2- Matieres enrobantes

Le polysaccharide I’alginate de sodium a été utilisé en tant de matiéres enrobantes pour cette

étude. Leurs caractéristiques sont présentées dans le Tableau I11-5.

Tableau I11-5 : Caracteristiques de polysaccharide utilisé comme matiéres enrobantes

Polysaccharide Caractéristique Origine = Apparence Solubilité Toxicité

Sel d’alginate | Faible Algues Poudre de | Soluble dans les Non

de sodium viscosité brunes | couleur beige = phases polaires toxique
inodore

3- Solvants et réactifs

De l’eau distillée a été utilisée pour réaliser toutes les formulations. Concernant la
sphérification par gélification d’alginate de sodium, toutes les réticulations calciques ont été réalisées

en présence de la solution de chlorure de calcium CaCl, en éthanol.

4- Appareillages et verreries

Agitateur ; Béchers ; barreau magnétique ;vortex ; seringue

I11.6.2  Production de billes par gélification inverse

La production des billes selon cette technique nécessite une préparation en deux étapes
principales[38].

» La premiere étape consiste a préparer les différentes solutions nécessaires au processus
de gélification. Pour cela, une solution d’alginate de sodium a 2,5% w/v est préparée par
dissolution des sels d’acide alginique dans I’eau distillée a 500 rpm a température ambiante
durant une nuit. Cette solution servira de bain réticulant. La préparation de la solution
comprenant ’huile et les ions Ca** nécessite tout d’abord de dissoudre le chlorure de calcium

(CaCly) dans de 1’éthanol absolu a une concentration de 18% w/v, afin de se rapprocher de la
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solubilité maximale (25,8% wi/v & 20 °C). Cette solution est agitée & 600 rpm durant 6 h. Une
fois la solubilisation terminée, 400 ul sont prélevés et ajoutés a 4,6 ml d’HE de romarin. Ce

mélange est ensuite homogénéisé au vortex durant 5 min.

» La deuxiéme étape concerne la production des billes. Pour cela, I’huile enrichie en
CaCl, est amenée dans une seringue.
L’aiguille de cette est plongée dans la solution d’alginate de sodium et son extrémité est
placée a proximité du barreau magnétique afin de faciliter le détachement des gouttes lors de
I’extrusion et de limiter le colmatage des billes nouvellement formées. Ces billes sont ensuite

agitées dans le bain réticulant durant 5 min a 250 rpm puis rincées a I’cau distillée
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IV. Résultats et discussion

IV.1 Les analyses physico-chimiques :

1IV.1.1 La détermination de rendement d’extraction :

La teneur en huile essentielle, obtenue a partir des parties aériennes (feuilles + fleurs)
d’Ocimum basilicum L. est de 0.47% et celle de Rosmarinus officinalis L. égale a 0.83%.

comme cela est montré dans la figure donnée ci-dessous:

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

® Ocimum basilicum L

m Rosmarinus officinalis L.

La teneur en huile essentielle %

Ocimum basilicum L Rosmarinus officinalis L.

Figure IV.1: Rendements en huiles essentielles de basilic et de romarin

Rosmarinus officinalis L. qui est cultivé a I’universit¢ de Ghardaia ; présente le
rendement le plus élevé (0,83 %) en comparaison avec Ocimum basilicum L. Aussi si en
compare cette valeur avec la méme espéce d’une autre région ; tel que celle de Atik
Bekkara et al [69]; et OUIBRAHIM Amira [17], ont obtenu une teneur en huile
essentielle respectivement de 0,6% pour le Romarin cultivé a Tlemcen, et 0.36% pour le
Romarin de région EL TAREF ; ce qui confirme que la région d’origine influe fortement sur
la production de I’huile d’une plante aromatique. HENNICHE Houda [7] a été réalisée une
extraction par hydrodistillation assistée par micro-ondes. Ou la teneur en huile essentielle de

romarin qui a été obtenue égale a 0.80 %
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En autre, Ocimum basilicum L a présenté un rendement tres proche de de celui
obtenu par Mohammed CHENNI [40] de 0,48% .

Abdoul Dorosso SAMATE [70] a obtenu une teneur en huile essentielle des feuilles
et de feuilles + fleurs d’Ocimum basilicum L. du Burkina Faso de 1,3 % et 0.3%

respectivement.

Donc on peut noter que la variabilité de la teneur en huile essentielle est en fonction
de la plante utilisée, la méthode d’extraction, et 1’origine de la plante ; aussi bien le matériel

employé pour I’extraction [71] .

IV.1.2 La détermination des constant physico-chimiques :

Les constantes physico-chimiques des HEs, extraites par HD, ont été déterminées
selon les normes AFNOR sur les huiles essentielles. Les résultats de la mesure des
propriétés physico-chimiques sont regroupés dans le tableau 1V.1

Tableau 1V.1: Caractéristique physico-chimique des huiles essentielles.

Caractéere Physico- Ocimum Rosmarinus Norme AFNOR
L basilicum L | officinalis L [71] [60] .
La densité relative a 20°C 0.927 0.926 Norme NF T 75 - 111
Le pH 5 5.35 5-6.5
Indice de réfraction 1.474 1.464 Norme NF T 75- 112
Indice d’acidité 2.244 1.123 Norme NFT-60 -2000

Selon le tableau 1V.1 la densiteé relative a 20 °C est entre 0.927 et 0.926 de nos huiles
essentielles d’Ocimum basilicum L et Rosmarinus officinalis L respectivement, donc la
densité des 2 HEs est presque identique. Les résultats obtenus montrent que sont

comparables a ceux révélés dans la littérature et conformes a la norme AFNOR [60][40] .

L’indice d’acide et le pH sont des caractéres indiquent la qualité d’huile essentielle ;
la valeur de I’indice d’acidit¢ de HEs de basilic est égale a 2.244 et de 1.123 pour
Rosmarinus officinalis L. Ces résultats se retrouvent dans les fourchettes des références

établies par les normes.
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Pour rendre I’identification des HEs un peu suffisante, il faut déterminer I’indice de
réfraction, qui dépend de la composition chimique, ou il augmente en fonction des longueurs
des chaines d’acides, de leurs degrés d'instauration et de la température, il varie
essentiellement avec la teneur en monoterpenes et en dérivés oxygénes. Une forte teneur en
monoterpénes donnera un indice élevé [71]. L’indice de réfraction de I’'HE de basilic est de
1.474 ; et de 1.464 pour I’'HE de romarin ; ces résultats sont similaires a celles qui sont
publiées par Mohammed CHENNI [40].

IV.2 Caractéres Organoleptiques :

Les huiles essentielles des plantes étudiées sont trés aromatiques. Les caractéres

organoleptiques de ces deux espéces végétales sont reportés dans le tableau suivant :

Tableau 1V.2 : Caractéristiques organoleptiques des HEs d” Ocimum basilicum L et de
Rosmarinus officinalis L .

Plantes Couleur Odeur Aspect
Ocimum basilicum L Jaune claire | Forte agreable Liquide mobile
Rosmarinus officinalis L Jaune Foncé | Forte Liquide mobile

D’aprés 1’association frangaise de normalisation (AFNOR, 2000) [60]. Les huiles
essentielles sont souvent des liquides plus ou moins colorées ; volatiles a température
ambiante. Les huiles essentielles de romarin et de basilic ont une odeur forte et elles sont

liquides et d’une couleur jaune claire a jaune fonce.

IVV.3 L’analyse de composition chimique des huiles essentielles

La determination des propriétés physico-chimiques (densité, indice d’acide, indice de
réfraction...) est une étape primordiale mais non suffisante pour caractériser les huiles
essentielles. 1l est donc nécessaire de la compléter par des analyses chromatographiques :
GC/SM, ces derniéres, sont souvent utilisées comme moyen analytique complémentaire
pour I’analyse structurale des substances volatiles, elles ont ét¢ employées pour identifier

qualitativement les huiles essentielles des plantes [40].
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Chapitre IV :
La caractérisation des huiles essentielles a été réalisée par GC/MS. nous a donné du

chromatogramme a plusieurs pic ; chaque pic est caractérisé par un temps de rétention et une

surfaces qui permettes de déterminer 1’identité du constituant ainsi que sa proportion dans le

mélange [40,71].
Les chromatogrammes de 1’huile essentielle d’Ocimum basilicum L et de Rosmarinus

officinalis L sont illustrés dans les figures IV.2 et IV.3

TIC; 4-26-2022 N-Alcane finall003.XMS; Filtered; Sample ID: Basilic

15 20
minutes

L .

Figure IV.2 : Chromatogramme en GC/SM d’HE de Ocimum basilicum L
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TIC; 4-26-2022 N-Alcane final1002.XMS; Filtered; Sample ID:

o ol

25 50 75 10.0 125 150

minutes

Figure 1V.3 : Chromatogramme en GC/SM d’HE de Rosmarinus officinalis L.

L’analyse chimique a fait dévoiler 68 constituants qui représentent environ 99.95 %

pour I’huile essentielle d’Ocimum basilicum L

La GC/MS a permis de recenser soixante-huit composés a partir de 1’essence de
Ocimum basilicum L. de la région de Ghardaia sont identifiés, ce qui correspond a un
pourcentage de 99,95 % de I'ensemble des constituants isolés. L’Estragole apparait comme
le constituant principal de I’huile essentielle (27,16%), suivi du Linalool (24,67%), du T-
cadinol (5,54%), et de Bornyl acetate (4.81%). Ces composés présent 62.18 % de la
composition total d’huile de basilic (Figure IV.5).
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H Linalool

M Estragole

m Bornyl acetate

i T-cadinol

FigurelV.4 : Distribution en fonction du pourcentage des différents composants

existant dans 1’huile essentielle de Ocimum basilicum L.

D’aprés Hadj Khalifa et al [72 ] en Algérie ; les principaux composés de I’HE

extraite des feuilles du basilic qui ont été signalé, sont le linalol et I’acetate de linalyle.

Dans le cas des huiles de basilic de Maroc, Belkamel et al.[73] ont présenté trois
princpaux constituants dans I’HE de basilic a savoir le linalol, le cinnamate de méthyle et le

1.8-cinéole.

D’une autre part, 1’analyse chimique a fait dévoiler quarante-sept constituants qui
représentent environ 98,15 % pour I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis L cultive a
I’université de Ghardaia. Cette huile composée principalement par Borneol (16.85%), suivi
de I’Eucalyptol (14.24%), du Camphor (13.71%) et du a-Pinene (10.09%). qui present 54.89

% de la composition total de notre huile (Figure 1V.4).

a-Pinene
200 Borneol

16,85%

Eucalyptol
14,24%

FigurelV.5 : Distribution en fonction du pourcentage des différents composants existant

dans I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis L.
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La composition chimique de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis L de la

région de Ghardaia montre quelques différences par rapport a certains travaux.

Dans la région de Bibans (Alger), le composé majoritaire est le 1,8-cineole (52.4%),
suivi du camphre (12.6%) [74] .

Un échantillon provenant de Bordj-Bou-Arreridj ne contient que 7,5% de cinéole a
c6té du camphre (12,1%), du bornéol (10,1%), de I’a- terpinéol (9,5%) et surtout du (E)-pB-
caryophyllene (13,9%) [75] .

Comparativement, les résultats obtenus par refelent que le romarin cultivé a

Telmcen montre que le composé principal est le camphre (13.8%), suivi de 1’a-pinéne
(12.6%), du cinéole (11.8%) et du bornéol (10.8%)[69].

Par ailleurs, les variations, rencontrées dans la composition chimique de nos
échantillons comparés a certains travaux antérieurs, peuvent étre dues a certains facteurs
¢cologiques, a la partie de la plante utilisée, a 1’age de la plante et la période du cycle

végétatif, le matériel végétal frais ou sec [7 , 40].

IV.4  Activités biologique :
IV.4.1  Activité antioxydante :

Le DPPH est un radical libre nous permettant de déterminer le potentiel de piégeage
de nos huiles essentielles grace a sa sensibilité a détecter les composants actifs a des basses

concentrations, L’activité antiradicalaire a été estimée spectrophotométrie en suivant la

réduction du DPPH a 517nm[ 69 ].
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Q NO, Q NO,
N—N‘ON% +(R):H — ““S‘QNOz +R-
g & eE T e

DPPH DPPH-H

| Rose,St7m Jaune

@'_ H  represents antioxidant

Figure 1V.6 : Mécanisme réactionnel du test DPPHe entre 1‘espéce radicalaire DPPHe et un
antioxydant (RH) [ 40 ].

Les figures IV.7 et IV.8 montrent I’efficacité des huiles essentielles et d’acide
ascorbique a piéger le radical DPPH, traduite par le taux d’inhibition (I%) en fonction des

différentes concentrations.
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Figure 1V.7 : Activité antiradicalaire des huiles essentielles d’ocimum basilicum L et
Rosmarinus officinalis L .
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Figure 1V.8 : Activité antiradicalaire d’ 1’ Acide Ascorbique.

La valeur 1Csy (autrement appelée concentration inhibitrice a 50%) été déterminée
graphiquement par régressions linéaire du graphe tracé des courbes des taux d’inhibition, et

regroupée dans le tableau 1V.3 pour nos huiles.
La valeur de I’'IC50 est inversement liée a la capacité antioxydante d'un composé, car
il refléte la quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de

50 %.

Tableau 1V.3: Concentration inhibitrice a 50% des huiles essentielles et de 1’ Acide

Ascorbique.
HEs | Ocimum basilicum L Rosmarinus officinalis L Acide Ascorbique
I1Cs 1.4154mg/ml 9.4750mg/mi 9.7339 pg/ml.

D’apres les résultats, on remarque que ’activité de piégeage du radical DPPH des
differentes huiles essentielles augmente proportionnellement avec 1’augmentation des
concentrations. Le potentiel antiradicalaire d’huile essentielle de basilic a été supérieure a

huile essentielle du romarin, les valeurs de ICs sont égales a 1.4154mg/ ml et 9.4750 mg/ml

respectivement.
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Il semble que I’acide ascorbique (la vitamine C) est I’antioxydant le plus efficace que

les huiles essentielles étudiée avec une valeur de 1Csp = 9.7339 pg/ml.

Plusieurs travaux antérieurs ont montré que I’HE d’Ocimum basilicum L possede des
propriétés antioxydantes remarquables. Nos résultats sont en bon accord avec ceux trouvés
par CHENNI Mohammed [40], qui a rapporté que I’HE d’O. Basilicum L contenant le
linalol comme composé majoritaire présentait des effets antioxydant avec une 1Csp = 8.1

mg/ml.

Pour le Rosmarinus officinalis L, Hussain et al. [76] montrent que I’ICso d’HE du
romarin est de 20.9ug/ml (0.02mg/ml) c’est une trés forte capacité antiradicalaire par
rapport a notre résultat, on note que cette HE est extraite des feuilles de romarin cultivé au
Pakistan et récolté pendant I'hiver; et contrairement pour les résultats obtenus par
Mohammed Tahar Haouam [77] . qui a rapporté que I’HE de Rosmarinus officinalis L de
la wilaya d’ Annaba présentait des effets antioxydant avec une ICsp = 27.12 mg/ml, ces effets

sont plus faible que nos résultats.

De nombreuses épreuves ont été rapportées dans la littérature pour expliquer la
relation structure-activité de certains composés naturels. 1l a été proposé que l'activité
antioxydante est en relation avec le nombre et la position des groupements hydroxyles sur le
noyau des flavonoides [77] Par conséquent les composés majoritaires ne déterminent pas
toujours 1’activité antioxydante de I’HE étudié. Il est possible que les composés majoritaires
présents a des concentrations plus faibles puissent étre implique par un effet de synergie

avec d’autres composés actifs[40].

IV.4.2  Activité antibactérienne :
Nous avons étudié le pouvoir antibactérien des extraits qui ont été obtenus a partir de
1I’Ocimum basilicum L et Rosmarinus officinalis L de la région de Ghardaia. Ce pouvoir a été
évalué contre 6 souches bactériennes, dont deux de Gram négatif et quatre de Gram positif,

en utilisant la méthode de diffusion de disque sur milieu de Mueller-Hinton gélosé.

Les résultats de I’activité antibactérienne de notre de I’huile essentielle, est regroupés

dans le tableau suivant :
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Tableau 1V.4 : Diamétre des zones d’inhibition en mm pour les micro-organismes testés.

Ocimum basilicum L Rosmarinus officinalis L
Zone CMI Zone CMI
Micro-organismes testé d'inhibition | (ug/ml) | d'inhibition (ul/ml)
(mm) (mm)
Escherchia coli 15 1 28 >1
Gram ATCC 8739
Negative | Psuedomonas aeruginosa | 30 >1 27 >1
ATCC 7029
Listeria monocytogenes | 32 >1 20 >1
ATCC 13932
SIE0 Bacillus Spizizenii | 21 1 25 0.08
Positive ATTC 6633
Bacillus subtilis 52 1 22 0.06
ATCC 6633
Staphylococcus aureus | 29 >1 10 >1
ATCC 6538

La sensibilité des bactéries vis-a-vis 1’huile essentielle est organisée selon le diamétre des

zones d’inhibition comme suit [78].

» Non sensible 6 mm
> Sensible 9 — 14 mm
> Tres sensible 15— 19 mm
> Extrémement sensible Plus de 20 mm

A Tissue des résultats obtenus dans le tableau V.4 il ressort que les bactéries
examinées sont sensibles a Extrémement sensible pour les HES pures. On remarque que les
huiles essentielles agissent aussi bien sur les bactéries Gram positives que sur les bactéries

Gram négatives.

L’HE de Rosmarinus officinalis a révélé une activité antibactérienne importante sur
I’ensemble des bactéries testées. Escherchia coli, Psuedomonas aeruginosa, Listeria
monocytogenes, Bacillus Spizizenii, Bacillus subtilis avec des zones d’inhibition de
(28 ;27 ;20 ;25 ;22) mm respectivement.
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Contrairement aux souches de Staphylococcus aureus qui ont montré de faible zone

d’inhibition avec diamétre de 10 mm.

Plusieurs auteurs ont rapporté que certains composes présents dans les extraits du
romarin possedent des propriétés antibactériennes Mohammed Tahar Haouam [77] .a
testé 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles du romarin, rassemblé de la région de
Annaba. Leurs résultats ont indiqué que les bactéries testées étaient sensibles aux huiles

essentielles.

L’HE de I’Ocimum basilicum L présente une forte activité antimicrobienne contre les
micro-organismes testés. Ces résultats montrent que les bactéries a Gram- positif ; Listeria
monocytogenes, Bacillus Spizizenii, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus ont été les
micro-organismes les plus sensible avec des zones d’inhibitions (32, 21, 52, 29) mm

respectivement ; et les valeurs de la CMI sont >1pl/ml.

La plus faible activité a été observée pour Escherchia coli avec la plus faible zone
d’inhibition 15mm. Par ailleurs, la zone d’inhibition de la souche du gram neégatif

Psuedomonas aeruginosa est de 30 mm.

Globalement, Les huiles essentielles de deux plantes ont présenté un large spectre
d’action sur les bactéries testées. Notons que le pouvoir antibactérien de I’HE d’Ocimum

basilicum L s’est révélé plus important que celui de Rosmarinus officinalis L.

L’He de basilic est connue pour avoir une bonne activité antimicrobienne contre un

large spectre de micro-organismes [40,70].

Les huiles essentielles extraites présentaient une activité modérée par rapport aux

antibiotiques testés (voir I’annexe 5)

Afin de visualiser 1’action des huiles essentielles de basilic et de romarin sur les
souches microbiennes testées ; il nous a semblé plus approprie de représenter les résultats de

nos expériences sous forme d’histogramme (figure IV.5)
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Figure IV.5: Diametre des zone d’inhibition des souches microbiennes testées vis-a-vis de I’HEs

Escherchia coli
ATCC 8739

Bacillus sﬁbtilis
ATCC 6633

Psuedomonas aeruginosa
ATCC 7029

Bacillus Spizizenii
ATTC 6633

Listeria monocytogenes
ATCC 13932

Staphylococcus aureus
ATCC 6538

Figure 1V.6 : Effet de I’'HEs de Basilic et de Romarin sir la croissance des différentes

souches bactériennes
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Enfin, plusieurs paramétres influencent la détermination de I’activité antimicrobienne
des huiles essentielles ou de leurs composants actifs tels que : la méthode d’évaluation de
I’activité antimicrobienne, le choix des plantes, le type et la structure moléculaire des

composants actifs, la dose ajoutée, le type des microorganismes ciblés [79].

Et Selon Oussalah, Caillet [80] I’activité biologique d’une huile essentielle est a
mettre en relation avec sa composition chimique, les groupes fonctionnels des composés

majoritaires (alcools, phénols, aldéhydes) et les effets synergiques entre les composants.

IV.5 Résultat de I’essai de production de capsules des HEs par gélification inverse :

La figure montre 1’obtention des billes d’une structure particuliere comportant un
ceeur actif constitué d’huile de romarin et entouré par une couche hétérogéne d’alginate
réticulé ayant été formée par migration des ions Ca®* & la périphérie de la goutte. Cependant,
il n’a pas été possible de limiter la migration de ces ions au-dela d’une certaine distance,
conduisant ainsi a la gélification des chaines d’alginate situées entre les gouttes et donc a la

formation d’un réseau unique.

En revanche, les billes produites présentent des morphologies sphériques de tailles

relativement homogénes avec des diameétres compris entre 4 et 5 mm .

En dehors des différences morphologiques observées, la principale limitation de ce
procédé réside dans la difficulté d’obtenir un ou plusieurs cceur(s) liquide(s) parfaitement

centré(s) au sein de la bille (visible a la Figure 1V.7).
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Figure V.7 : Les morphologies des obtenues par gélification inverse
(A) les billes de notre essai ; (B) Images acquises par microscopie optique des billes de [38].
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Le basilic et le romarin sont des plantes médicinales aromatiques trés recherchée par

les industries pharmaceutiques, 1’aromathérapie, et plusieurs domaines.

L'objet de notre travail a porté sur I’étude chimique et biologique des huiles
essentielles de basilic « Ocimum basilicum L » et Le romarin « Rosmarinus officinalis L »,
provenant de la région de Ghardaia. Extraite par hydrodistillation. Le but visé a effectuer une
comparaison en termes de rendement, de propriétés physico-chimiques, de composition
chimique, évaluation de leurs effet antioxydant par la méthode de (DPPH), la détermination
de leur pouvoir antibactérienne sur six souches du gram positive et négative.. Et en fin tester

un procédé de 1’encapsulation sur nos huiles essentielles.

Le rendement de I’HE de Rosmarinus officinalis L s’est le plus élevé a 0,83% et la
GC/SM a permis d’identifier 47 composés dont Borneol (16.85%), I’Eucalyptol (14.24%),
Camphor (13.71%) et a-Pinene (10.09%).

Pour [’Ocimum basilicum L avec un rendement de 0.47% son HE est constitué de 68
composants, le constituant principal de I’huile essentielle (27,16%), suivi du Linalool
(24,67%), du T-cadinol (5,54%), et de Bornyl acetate (4.81%).

En outre, I’é¢tude de D’activité antiradicalaire montre que la plus grande activité est

obtenue avec I’huile de /’Ocimum basilicum L avec un IC50 de 1.4154mg/ml.

L’estimation de 1’activité antimicrobienne des huiles de romarin et de basilic montre
une sensibilité bactérienne vis-a-vis a un ensemble de bactéries (4gram positif et2 gram
négatif) testées, Escherchia coli (ATCC 8739) est le plus sensible a I’huile essentielle de

Rosmarinus officinalis L avec une zone d’inhibition de 28mm .

Pour I’huile essentielle d’ocimum basilicum L. Bacillus subtilis (ATCC 6633) est la

souche la plus sensible a cette huile avec une zone d’inhibition de 52 mm.

En Générale , Les huiles essentielles de deux plantes ont présenté un large spectre
d’action sur les bactéries testées. Notons que le pouvoir antibactérien de I’HES d’Ocimum

basilicum L s’est révélé plus important que celui d’Rosmarinus officinalis L .
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En comparant la susceptibilité des micro-organismes étudiés, La souche d’Escherchia
coli a montré une résistance vis-a-vis d’huile essentielle d’Ocimum basilicum L, et

Staphylococcus aureus pour 1’huile essentielle d’Rosmarinus officinalis L.

Concernant le proceédé d’encapsulation, On a obtenu des billes d’une structure
particuliére comportant un cceur actif constitué¢ d’huile de romarin et entouré par une couche

hétérogéne d’alginate.

Finalement, et a partir de notre étude on peut conclure que les huiles essentielles
d’Ocimum basilicum Let de Rosmarinus officinalis L, ont des propriétés physico-chimiques
tres important, est fortes activités antioxydantes et antibactériens.  Qui peuvent exploitées
dans les domaines cosmétiques, alimentaires et pharmaceutiques. Cependant, il est nécessaire,

d'effectuer des autres recherches et testes comme :

e FEtude des autres activités biologiques de ces plantes, tel que I’activité
antifongiques, anti-inflammatoires, Anticoagulant .

e Autres méthodes des procédés d’encapsulation.
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Annexes 01 : Systéme adopté a I’extraction par hydro-distillation .

Annexes 02 : les huiles essentielles obtenus .

HE de Rosmarinus officinalis L.
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HE d’Ocimum basilicum L.



Annexes 03 : les appariels et montage d’analyse physico-chimique

Réfractometre pH métre

Vortex UV. Visible

Annexe 3 : la GC-MS utilisé pour la détermination de composition chimique .
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Annexe 04 : Dispositif de mesure d’indice d’acide
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Annexe 5 : Activité Antibactérienne.

Préparation de I’inoculum Dépot des disques

L’antibiogramme des souches testées.

68



Résultat d’antibiogramme des souches testées.

Les especes bactériennes

Escherichia coli Pseudomonas Staphyloccous aureus
(ATCC 8739) aeruginosa (ATCC (ATCC6538)
7029)
ATB D (mm) |Sig D (mm) |Sig D (mm) |[Sig
CIP 36 S 34 S 32 S
AK - - 28 S 28 S
LE - - 30 S - -
AMP 15 R - - - -
AMC 18 S - - - -
CD - - - - 23 S
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