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Résumé :

Le but de notre étude est de déterminer I’effet antimicrobien des huiles essentielles de la
plante citrullus colocynthis sur quelques bactéries pathogénes. Le test adopté, est basé sur la
méthode de diffusion sur milieu solide (antibiogramme), notre étude montre un maximum
d’inhibition chez Staphylococcus aureus avec une zone d’inhibition égale a 14+1,41 et un minimum
d’inhibition chez Listeria monocytogenes avec une zone d’inhibition égale a 9+1 ,41mm, pour
Pseudomonas aeroginosa, Escherichia coli et Proteus vulgaris, une inhibition moyenne égale a
10+1,41mm, 12+00mm et 13+1,41mm respectivement, cependant 1’ huile essentielle de la plante

citrullus colocynthis ne présente aucun effet sur la souche de Bacillus subtilis.

Mots clés : métabolites secondaires, huile essentielle, citrullus colocynthis, hydrodistillation,

souches bactériennes, effet biologique.

Summary:

The aim of our study was to determine effect of antimicrobial of essentials oils of plant Citrullus
colocynthis on some bacteria Pathology.

The test adopted is based on the diffusion method on solid milieu (sensitivity), our study shows a
maximum of inhibition in Staphylococcus aureus with an inhibition zone equal to 14 = 1,41mm and
minimum inhibition in Listeria monocytogenes with an inhibition equal to 9 + 1, 41mm, for
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli and Proteus vulgaris, the average of inhibition equal
10+1,41mm, 12+00mm and 13+1,41mm, respectively, but the essential oil of the plant Citrullus

colocynthis has no effect on Bacillus subtilis.

Keywords: secondary metabolites, essential oil, Citrullus colocynthis, hydrodistillation, bacterial

strains, biological effect.
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INTRODUCTION



Introduction

La lutte biologique est une discipline scientifique basée sur les connaissances de la biologie
de chacun des organismes impliqués mais aussi sur la prise en compte des relations complexes qui
s’instaurent entre ces organismes. Pour mettre en place des programmes de lutte biologique, il est
donc nécessaire de comprendre et évaluer les interactions entre organismes vivants ainsi que les
interactions environnementales. Il faut aussi améliorer la connaissance de la biodiversité et des

specificités d’hote et apprendre a geérer les diverses populations en présence (LYDIE, 2010).

Les ravageurs peuvent étre des insectes, des arachnides (comme les tétranyques), des micro-
organismes causant des maladies mais également des plantes comme certaines mauvaises herbes. Ils
sont essentiellement des ravageurs de cultures (agricole, sylvicole ou horticole) en champ et post-
récolte mais n’y sont pas restreint. L’utilisation de la lutte biologique peut aussi viser d’autres
ravageurs, comme par exemple les insectes piqueurs afin de limiter la propagation de maladies
(ex : virus du Nil occidental ou malaria ou les plantes invasives pouvant menacer la biodiversité

(ex : salicaire pourpre, Lythrum salicaria Linnaeus) (NOEMIE, 2010).

Le développement de nouveaux agents thérapeutiques s’avere indispensable pour lutter
contre les phénomenes de la résistance bactérienne et de 1’oxydation des aliments. Dans ce but,
I’investigation des plantes représente un potentiel inestimable pour la découverte de nouvelles
substances a pouvoir antimicrobien et antioxydant. Ainsi les huiles essentielles commencent a avoir
beaucoup d’intérét comme source potentielle de molécules naturelles bioactives Elles possédent de
nombreuses activités biologiques. Selon les travaux d’OCHOA (2005); FREEMAN et CAREL
(2006), ces activités sont liées essentiellement a la composition chimique, aux groupes fonctionnels

des composés majoritaires de ces extraits et a leurs effets synergiques (BRUNETON, 1999).

Par ailleurs et dans le but de promouvoir la valeur commerciale de plante Citrullus
colocynthis et I’étude de I’activité antimicrobienne de huile essentielle permettre de mettre en

évidence la qualité de cette huile.

La présente étude comporte trois parties. La premiére partie est consacrée aux études
bibliographiques incluant : des généralités sur les métabolites secondaires exactement les huiles
essentielles. Dans la seconde partie de notre étude, la méthodologie est représentée par les
techniques utilisées pour la réalisation de ce travail suivie des principaux resultats et leurs

discussions. L’étude est achevee par une conclusion générale et des perspectives.
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Chapitre | : Etude Bibliographique

|I.-Etude bibliographique :
I.1.-Généralités sur La lutte biologique :

En agronomie en appelle la lutte biologique I’utilisation d’organismes vivants ayant pour but
de limiter la pullulation et ou la nocivité des divers ennemis des cultures (JOURDHEHUIL et al.,
1991). Le but de la lutte biologique est de proposer des méthodes utilisant I’introduction volontaire
par ’homme de prédateurs, de parasites ou de microorganismes pour réduire ou supprimer des
espéces considérées comme nuisibles. En effet, en milieu naturel, chaque espece vivante a un ou
plusieurs ennemis ou compétiteurs naturels qui contribuent a maintenir cette espéce a des niveaux
de population en équilibre relativement stable. Toute modification du milieu, naturelle ou
provoquée, peut avoir des conséquences sur ces populations (LYDIE, 2010). La lutte biologique

peut se pratiquer de plusieurs fagons :

-La lutte passive reconnait les allies de culture et éviter de les déduire par les produits
chimiques elle donne une chance a 1’équilibre naturel en choisissant des traitements sélectifs

n’agissant que sur les parasites et inoffensifs pour les auxiliaires.

-La lutte active apporte les ennemis naturels sur le terrain lorsqu’ ils n’existent pas ou lorsqu’ils
sont en quantité insuffisante. Cette forme de lutte demande un état d’esprit soutenu par une
excellente technicité. Elle demande des connaissances solides en biologie, physiologie végétale et

une excellente maitrise des conduites culturales.

L’organisme vivant utilise comme agent de lutte est appelé (auxiliaire) de I’homme. En
distingue, en fonction de leur mode d’action, d’une part les parasites qui vivent aux dépends de leur
proies et peuvent provoquer leur mort (parasitoides) et d’autre part les prédateurs qui tuent leur
proies et les ingerent plus ou mois complétement (JOURDHEHUIL et al., 1991). Toute introduction
d’un auxiliaire de lutte biologique devrait se faire apres une évaluation préalable des répercussions
potentielles de cette introduction sur le milieu. La lutte biologique nécessite donc une approche
pluridisciplinaire qui va méler la biologie (microbiologie, biologie végétale, biologie animale), la
génétique, la dynamique des populations, 1’écologic et la pathologie, en particulier la
phytopathologie (LYDIE, 2010).



Chapitre | : Etude Bibliographique

1.2.-Les métabolites secondaires :

Une singularité des végétaux est de former de nombreux dont le r6le au niveau de la plante
est ma connu. Le fait que ces composés ne se par chez toutes les espéces indique qu’ils n’entrent
pas le métabolisme général et qu’ils n’exercent pas de fonction directe au niveau des activités
fondamentales de 1’organisme végétale ce sont métabolites secondaire. En fait les métabolite
secondaire sont des éléments essentiels de coévolution des plantes avec les organismes vivants tels
que parasites, pathogenes et prédateurs, mais aussi pollinisateurs et dissémination (JUDD et
al.,2002) ( CROTEAU et al., 2000) .ces différentes relation ont donné lieu a une extréme
diversification de ces composes (GUIGNARD, 2000 ). Parmi ceux les composés phénoliques, les

terpénes et les composes azotés dont les alcaloides (RAMDANE, 2008).

1.2.1.-Les terpénes :

Les terpénes formant un groupe de produits largement représenté et d’un intérét chimique
considérable, bien que de structures trés diverses (TEISSIER, 1991). Les dérivés terpéniques
peuvent étre considérer en tant que polymeéres du 5-carbone 2methyl-1, 3butadiéne ou isoprene
(HOPKINGS, 2003). Selon le nombre d’unités isopréniques qui les constituent on distingue : les
monoterpénes en Cio les sesquiterpénes en Cys les diterpénes en Cyo les tritérpénes Cso les
tetratérpenes en Cyo et les polytérpenes (=4000) (GUIGNARD, 2000). Les monotérpenes et les
sesquiterpéne volatils sont le principal composant des huiles essentielles (JUDD et al, 2002). Les
monotérpenes peuvent étre classés en acycliqgue monocycliques et bicyclique, dans chaque série on
rencontre les produits oxygénés tels que alcools, aldéhydes, cétones, esters connus depuis un siécle
environ (TEISSIER, 1991).

1.2.1.1.- les polyphénols :

L’appellation « poly phénols » ou « composés phénolique » regroupe une vaste ensemble
d’environ 8000 composés (H) depuis les simples acides phénoliques jusqu’ aux grands polymeres
complexes gque sont par exemple les tannins et la lignine en font également partie les flavonoides
(HOPKINGS, 2003) (JURISIC et al, 2005). Les différentes classes principales de ces composés
phénoliques sont montrées dans le tableau 1. Ils dérivent de 1’acide shikimique, ils ont tous en
commun la présence d’un ou de plusieurs cycles benzeniques portant un ou plusieurs fonctions
hydroxyles (MANCHADOE et CHEYNIER, 2006).
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Tableau 1 : Principales classes des composes phénoliques (MANCHADOE et CHEYNIER, 2006).

Nombre d’atome de carbone | Classe Structure

6 Phénols simples Cs
Benzoquinones

7 Acides hydrabenzoiques Cs Cy

8 Acétophénones, acides | Cs C»
phénylacetiques

9 Acides  hydroxicinamiques | Cs Cs
phenylpropanoides
(coumarines, isocoumarines,
chromones)

10 Naphtoquinones Cs C4

13 Xanthones Cs C1 Cs

15 Stilbenes Cs C, Cs
Anthraquinones

18 Flavonoides Cs C3 Cs
iso flavonoides

18 Lignanes (Cs Cs)2
Neolignanes

30 bi flavonoides (Cs C3 Ce)2

N Lignines (Cs Ca)n
Tannins condensés (Cs C3Cg) N

1.2.1.1.1.- Structure des polyphénols :

Pour pouvoir étudier les interactions moléculaires, et les propriétés physiologiques qui en
découlent, nous avons besoin de connaitre avec précision leur structure. Or, la chimie structurale
rencontre dans le cas des polyphénols, des problemes particulierement délicats. Le nombre de
structures polyphénoliques résultant d’une analyse radio cristallographique aux rayons X, qui
servent de modeles intangibles pour établir la structure des autres molécules d’une méme catégorie
de substances naturelles, est si faible que c’est une caractéristique propre a cette famille de
composés. En effet, il n’existe qu’une seule structure de dimére (le 6-bromo-B1), qui a pu jusqu'ici

étre cristallisée et nous livrer les secrets d'une telle étude (VERGE et al., 1999).
1.2.1.2.-Les Alcaloides :

Les alcaloides représentent un groupe de métabolites secondaires trés diversifiés retrouvés
chez les organismes vivants, ils ont un large rang de types structuraux, de voies de biosynthese et
d’activités pharmacologiques. En 1803, DEROSNE a isolé le premier alcaloide semi-pur du latex
sec de I’opium (Papaver somniferum), une drogue utilisée depuis des siecles pour des propriétes

analgésiques et narcotiques. En 1805, SERTURNER a caractérisé cet alcaloide et la nommée

4
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morphine, et puis, entre 1817 et 1820 plusieurs alcaloides comme la strychnine, brucine, et quinine
ont été isolés sous forme cristalline au laboratoire de PELLETIER et CAVENTOU en France
(WALTON et BROWN, 1999).

1.2.1.2.1.-Définition, Classification et distribution des alcaloides :

Selon PELLETIER en 1983, les alcaloides sont des composés cycliques contenant un ou
plusieurs atomes d'azote (ROBERTS et WINK, 1998). Typiquement comme les amines primaires,
secondaires, ou tertiaires et cela confere la basicité a I'alcaloide, en facilitant leur isolement et
purification comme sels solubles dans I'eau formes en présence des acides minéraux. Pourtant, le
degré de basicité varie beaucoup, selon la structure de la molécule d'alcaloide et la présence et

I'endroit des autres groupes fonctionnels.

Cette définition inclue les alcaloides avec un azote inclue dans 1’hétérocycle et aussi les
alcaloides avec un nitrogéne extra cyclique comme la colchicine, les alcaloides peuvent étre de

nature terpénique, stéroidique ou aromatique.

L'activité biologique de beaucoup d'alcaloides dépend souvent de la fonction amine étant
transformée en systéme quaternaire par ionisation aux pHs physiologiques (DEWICK, 2002). Alors
quatre groupes de composés azotés sont définis :

-Amines secondaires ou tertiaires qui sont hydrophiles a pH<7.0 ou plus généralement lipophiles a
pH>8.0, se sont les alcaloides classiques.

-Amines quaternaires, sont tres polaires et chargés a n’importe quel pH, et sont isolés sous forme de
sels, ex : berbérine et sanguinarine.

-Composés aminés neutres, incluent les amides-type alcaloides comme la colchicine, capsaicine et
la majorité des lactames comme la ricinine.

-N-oxides, sont généralement treés soluble dans Léau, retrouvés dans plusieurs classes d’alcaloides,

tel le groupe des pyrrolizidines.

Depuis leur découverte et jusqu’a maintenant plus de 10.000 alcaloides ont été isolés ou
détectés chez les plantes, les champignons et méme les animaux, pour cela et a cause de la grande
diversité de ce groupe de métabolites, leur classification est basee sur plusieurs critéres : I’origine
biologique, la voie de biosynthese, la structure et les propriétés spectroscopiques/spectrométriques
(chromophores dans la spectroscopie UV) (HESSE, 2002).

La classification la plus adaptée est basée sur 1’origine biogénétique, par exemple, les
indoles dérivent du tryptophane, sous le méme groupe on peut trouver les indoles non terpéniques et

5
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terpéniques (irridoides). Le groupe est aprés divisé en plusieurs sous groupes dépendant ainsi sur le
mode de cyclisation de la partie non glucidique de ’alcaloide.

Les alcaloides ne sont pas tous dérivés des acides aminés, et ainsi quatre groupes sont
reconnus :
1. Les alcaloides dérivés des acides aminés comme 1’ornithine/arginine, lysine, histidine,
phénylalanine/tyrosine, tryptophane, 1’acide anthranilique ou nicotinique.
2. Alcaloides purines, comme la xanthine cafeine.
3. Terpénes aminés, ex : di terpéne aconitine ou tri terpéne solanine.
4. Alcaloides poly-cétoniques ou 1’azote est inclus dans le squelette poly-cétonique comme la
coniine et la coccinelline (ATTOU, 2010).

1.2.1.3.-Les flavonoides :

Constituent un grand groupe de composés naturels qui sont quasiment universels chez les
plantes supérieures (BALLESTER et al, 2006). lls constituent des pigments responsables des
colorations des fleurs des fruits et parfois des feuilles (CROTEAU et al., 2000), (HADI., 2004) leur
découverte date de 1936 d’apres les travaux de professeur Szent Gyorgyi (YANEZ et al, 2007).

1.2.1.3.1.-Structure et classification des flavonoides :

Les flavonoides sont des dérives du phényle propane (JUDD et al., 2000). Représentent plus
de 4000 composés (YANEZ et al., 2007), (RIJKE et al., 2006). ont une composition de base a 15
atomes de carbones, constitué de deux unités aromatiques deux cycle en Cg (A et B) relies par une
chaine en C3 (Cs-C3-Cg) (TASAO et DANG, 2004), (REPPOLES et al., 2007). lls peuvent étre
regroupés en une douzaine sous classes selon le degré d’oxydation du noyau puranique (BRUNET,
1999) la composition du noyau benzénique(B) ou encore la nature de la substitution par des
groupements hydroxyle, méthyle, glycosyl et autre enrichissent la molécule du point de vue
diversité structurale (STOBIECKI et al., 2006) une ou plusieurs de leurs fonctions hydroxyles sont
alors glucosylés par de nombreux sucres tels que L-rhamnose. D glucose. Glucorhamanose
galactose et arabinose) (BALLESTER et al., 2006), (NARAYANA et al., 2001).

1.2.1.3.2.-Distribution et localisation des flavonoides :

Les flavonoides sont largement rencontres dans le regne végétal (STOBIECKI et al., 2006)
(ALEMAN, 2000). Ils sont cependant rares chez les végétas inférieure par contre on les trouve en
abondance dans les familles suivantes: polygonacées, rutacées, légumineuses, apiacées

(ombelliféres) astéracées es (composés) (HADI, 2004).les flavonoides sont largement présentes

6
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dans les fruite et les Iégumes (POUGET et al., 2001) (PINCEMAIL et al., 2007). lls constituent un
apporte de micronutriments intéressant pour la Sant » de I’homme (KHAN et al., 2004). Le tableau
2 regroupe la constitution de certains aliments en flavonoides .Les formes hétérosidiques des
flavonoides sont hydrosolubles et s’accumulent dans les vacuoles, lorsqu’ils sont présent au niveau

de la cuticule foliaire il s’agit presque des géniens libre (BRUNETON, 1999).

Tableau 2 : Distribution nutritionnelle de certains flavonoides dans quelques aliments

Aliments Flavonoides Références
Thé vert Catéchine, quercentine (KHAN et al., 2007).
Kaempeferol
Tomate Nitringenine (RVUIKE et al., 2006)
Nitringenine, Kaempeferol (Hartonen et al., 2007).
di glycoside
Mangue Kaempeferol, quercentine, (SHEIBER et al., 2000).
Mangefrine
Orange Nitringenine, hesperitine (REPPOLES et al., 2007)
Nitringenine, eriodictyole, (KLIMEZAK et al., 2007).
hesperitine
Apple Catéchine, rutine (RIIKE et al., 2006).

1.2.1.3.3.-Propriéte biologique des flavonoides :

Les flavonoides contribuent a la couleur des plante et notamment a celle des fleurs, or c’est
par la couleur de ses fleure que la plante exerce un effet attracteur sur les insectes pollinisateurs
(CROTEAU et al., 2000). Les flavonoides peuvent assurer des plantes contre le rayonnement UVB
(RIJIKE et al., 2006) (DAHOU et al., 2004) (RADU et al., 2006) certaines flavonoides jouent le
role de phytoalexines (HOPKINGS, 2003), (STOBIECKI et al., 2006). De nos jours plusieurs
activités sont attribuées aux flavonoides dans le Domain thérapeutiques. Dont on peut trouver des
activités anti oxydantes, anti-inflammatoires antiallergiques, et anticancéreux uses (ALEMAN,
2000), (CALABRO et al., 2004).

1.2.2.-Les huiles essentielles :

La norme AFNOR (association Francaise de Normalisation, Norme) NF T 75-006 définit
I’huile essentielle Et appelée aussi essences, comme « un produit obtenu a partir d’une maticre
premicre végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par Hydro distillation »
(ADOLPHE, 2012). Sont des mélanges de substances aromatiques produites par de nombreuses
plantes (BEKECHI et ABDELOUAHIDI, 2010). Le terme « Huiles essentielles » est un terme

géneérique qui désigne les composants liquides et hautement volatiles des plantes, marqués par une
7
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forte et caractéristique odeur (FANNY, 2008). L’huile essentielle est séparée de la phase aqueuse
par des procédés physiques, par exemple la décantation, par 1’utilisation d’un solvant plus volatil

que I’eau (éther di éthylique, pentane, etc.) (ADOLPHE ,2012).

Les huiles essentielles sont par définition des métabolites secondaires produits par les
plantes Comme moyen de défense contre les ravageurs phytophages. Ces extraits contiennent en
moyenne 20 a 60 composés qui sont pour la plupart des molécules peu complexes (mono terpenes,
sesquiterpenes,...). Il est admis que I’effet de ces composés purs peut étre différent de celui obtenu
par des extraits de plantes (BEKECHI et ABDELOUAHIDI, 2010). Environ cinquante familles
végétales, soit 10 % des végétaux supérieurs, contiennent des principes aromatiques ou essences.
Dans la plante, les huiles essentielles peuvent étre stockées dans divers organes : fleurs (origan),
feuilles (citronnelle, eucalyptus), écorces (cannelier), bois (bois de rose, de santal), racines (vétiver),
rhizomes (acore), fruits (badiane) ou graines (carvi) (ADOLPHE ,2012). il est important distinguer
entre les huiles essentielles, les huiles fixes (huile d’olive....) et les graisses contenues dans les

végétaux. En effet :

Seules les huiles essentielles sont volatiles.
Elles se distinguent des huile fixes per leur compositions chimiques et leur caractéristique physique.

Elles sont fréquemment associées a d’autre substance comme les gommes et les résines

(BEKECHI ET ABDELOUAHIDI, 2010).
1.2.2.1.-Composition chimique des huiles essentielles :

La composition chimique d’une huile essentielle est assez complexe, on y trouve
généralement de nombreux constituants appartenant principalement a deux grandes familles
chimiques: les composés terpéniques et les composés aromatiques, dérivés du phénylpropane
(CHAMI, 2005).

1.2.2.1.1.-Composés terpéniques :

Les composeés terpéniques sont constitués par :
- Les monoterpenes (C1oH1s)

-Les sesquiterpénes (CisH24)

-Les diterpénes (CoH3y)

-Les polyterpénes (CsHg) n (BOUGURRA et ZEGHOU, 2008).
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Dans le cas des huiles essentielles, seuls seront rencontrés les terpénes les plus Volatils,
c’est- a- dire ceux dont la masse moléculaire n’est pas trop élevée : mono- et Sesquiterpénes(6).
Méme les diterpénes ont une point d’ébullition peu élevé qui détermine leur caractére volatil, ainsi
les monoterpénes constituent, souvent avec les sesquiterpénes et les diterpenes, la plus grande partie
des huiles essentielle (BELYAGOUBI, 2012).

1.2.2.1.2.-Composés aromatiques :

Les composés aromatiques derives du phénylpropane ont une biogenése différente de celle
Des terpenes. Les deérivés du phénylpropane (C¢-C3) sont beaucoup moins fréquents que les
précédents, trés souvent des allyl- et propénylphénols, parfois des aldéhydes.

On peut également rencontrer dans les huiles essentielles des composés C6-C1 comme la
vanilline (assez fréquente) ou comme 1’anthranilate de méthyle (BEKECHI et ABDELOUAHIDI,
2010). Certaines huiles essentielles. Parmi les composés aromatiques, ces dérivés du phénylpropane
sont présents dans les huiles essentielles, on peut citer :

Acide cinnamique (dans 1’essence de cannelle)

Eugénol (chez le girofle)

Anéthol et aldéhyde anisique (chez I’anis)

Esters et les produits soufrés (dans les essences de la lavande) (BOUGURRA et ZEGHOU, 2008).

Les lactones dérivées des Acides cinnamiques (i.e. les coumarines) étant, au moins pour les
plus simples d’entre elles, entrainables par la vapeur d’eau, elles seront également présentes dans

certaines huiles essentielles (BELYAGOUBI, 2012).
1.2.2.1.3.-Composés d’origines diverses :

Il s’agit 1a de produits résultant de la transformation de molécules non volatiles (composés
issus de la dégradation d’acides gras ou de terpénes, autres composés). Ces composes contribuent
souvent aux ardbmes de fruits. Compte tenu de leur mode de préparation, les concretes et les
absolues peuvent en renfermer. Il en est de méme pour les huiles essentielles lorsqu’ils sont

entrainables par la vapeur d’eau.

La composition chimique des huiles essentielles varie avec le milieu et 1’époque de la

vegetation. Elle Peut aussi se modifier au cours de I’extraction et durant la conservation.
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1.2.2.2.-Caractéristique physico-chimique des huiles essentielles :

-Les huiles essentielles sont liquides a température ambiante et trés rarement colorées. Leur densité
est en général inférieure a celle de I’eau ; elles sont entrainables a la vapeur d’eau. Elles ont un
indice de réfraction élevé et la plupart dévient la lumiere polarisée.

-Les huiles essentielles sont volatiles, ce qui les différencie des huiles alimentaires. Elles sont
solubles dans I'alcool et dans I'huile, mais pas dans I'eau. Ce sont des substances Odorantes. Une
huile essentielle n'a rien & voir avec une huile végeétale obtenue par pression.

-Elle ne contient en effet pas de corps gras.

-Leur point d’¢ébullition varie de 160° a 240°C.

-Ce sont parfums, et sont de conservation limitée.

-Elle dissolvant les graisses, 1’iode, le souffre, le phosphore et réduisent certains sels.

-Elles sont tres altérables et sensible a 1’oxydation (mais ne rancissent pas).

-Ce sont des substances de consistance huileuse, plus ou moins fluides, voire rétinoides.

-A température ambiant, elles sont généralement liquides.

-Elles sont des produite stimulants, employés a I’intérieure, comme du extérieur des corps, quelque
purs, généralement en dissolution dans 1’alcool ou solvant adapté (BOUGURRA et ZEGHOU,
2008).

1.2.2.3.-Classification des huiles essentielles:

Tableau3 : Les différentes classes d’huiles essentielles (PRABUSEENIVASAN et
al.,2006)(SHIGEHARU et al.,2001) (CHASSAING,2006) (KEVILLE et GREE,1995)
(CLARKE,2008) (HIGLEY,2005).

Groupe Exemples Propriétés
Noms des composants dont le -A utiliser avec précaution car
suffixe est en éne : thuyéne, elles peuvent devenir
Camphéne, Cyréne et ses Dermocaustiques.
Les hydrocarbures mono | isoméres, Limonene, Ocimeéne, -Antalgique en usage
terpéniques Pinene et ses isoméres, Terpinéne | percutané.
et ses isomeéres, Terpinolene. -Antiseptique atmosphérique :

a utiliser en diffusion et
relativement agressives pour
les muqueuses.
-Microbicide par contact.
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Les hydrocarbures
sesquiterpeniques

Aromadendrene, Bisabolene,
Cadineéne et ses isomeéres,
Calamenéne, Cédrene et ses
isomeres, Chamazulene,
Curcumene, Zingibéréne

-Généralement ces huiles sont
colorées, elles donnent une
couleur vert sombre ou bleue
-Anti inflammatoire
-Calmant

-Légerement hypotenseurs.

Les alcools mono
terpéniques

Australol, Carvacrol, Chavicol,
Eugenol, Gaiacol, Thymol.

-Déséquilibrant a haute dose.
-Leur emploi exige une
association d’une huile
vegeétale (pour éviter leur
toxicite et faciliter leur
digestion).

-L’usage d’huile essentielle a
phénol doit étre associé a

Bornéo, Carvéol, Citronellol,
Géraniol, Lavandulol, Linalol,
Menthol, Myrténol, Nérol,
Pinacarveéol, Sabinol, Terpinéol et
ses isomeéres, Thuyanol.

-Anti infectieux (bactéricide,
virucide, fongicides).
-Excellent immunostimulant.
-Faiblement hypothermisant et
hypertenseur.

-Neurotoxique (dose élevee).
-Tonique général.
-Hémolytiques a fortes doses.

Les alcools
sesquiterpéniques

Bisabolol et ses isoméres, Cadinol
et ses isomeéres, Carotol, Cédrol,
Daucol Farnésol, Santalol.

-Faiblement anti infectieux.
-Immunostimulants.

-Non toxiques.

-Stimulants généraux.
-Toniques.

Les alcools di terpéniques

Diol, Manool, Salviol, Scalérol.

-Régulatrices hormonales.
-Faiblement volatiles.

Les aldéhydes

Chémotypes dont les noms se
terminent par al : Citral et ses
isoméres, Citronellal, Farsénal,
Myrténal, Aphélandra.

-Agissent favorablement sur le
systeme nerveux.

-Anti inflammatoires.
-Hypotenseur.
-Hypothermisant.

Les cétones

Artémisia cétone, Atlantone,
Borné one = camphre, Carbone,
Cryptone Menthonone,
Pinocamphone, Pinocarvone,
Pulégone, Thuyone, Verbénone,
Vétivone, Vulgarone et ses
dérivés.

-Leurs ventes sont reservées
aux pharmaciens.

-Faible dose : calmante,
sédative, hypothermisant.
-Forte dose : neurotoxique,
stupéfiante, épileptisantes,
abortive (les thuyones :
sauge...).

-Mucolytiques; Lipolytique.
-Anticoagulant tout en activant
le processus de cicatrisation.
-Vermifuge ; Antimycosique.
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Dicétone, Dimethyle, Méthyle,

-Antispasmodiques.

Les diones Tetraméthyl, Triméthyl et leurs -Anticoagulants.
dérivés.
Acides : Angelique, Anisique, -Anti inflammatoire puissant.
Campholénique, Cinnamique, -Diurétique.
Les Acides Citronnellique Géranique, -Hypotenseur.
Myrténique, Phtalique, Pinonique, | -Hypothermisant.
Rosmarinique, Salicylique.
-Antispasmodique.
Différents acétates, benzoates, -Calmant.
Les esters salicylates des Chémotypes des -Tonique.
huiles essentielles -Rééquilibrant nerveux.
-Décongestionnant cutané en
cas de manifestations
inflammatoires.
Apiol, Asarone, Elémicine, -Spasmolytique puissant.
Les différents méthyls et trans des | -Calmant : Sédatif (puissant),
chémotypes des huiles essentielles, | Décontractant.
Myristicine, Safrol. -Antidépresseurs psychique
Les éthers (excellent rééquilibrant
nerveux).
-L’apiol et la Myristicine :
1.4 Cinéol, 1.8 cinéol = -Décongestionnant a tropisme
eucalyptol, Ascaridol, Différents broncho pulmonaire.
oxydes des chémotypes des huiles | -Mucolytique.
Les oxydes essentielles. -Expectorant.

-Action hormonale (oxyde de
sesquiterpénols et diterpénols).

Les coumarines

Angélicine, Auraptene,
Bergamottine, Bergapténe,
Bergaptol, Byakangélicine
Célérine, Citroptene,
Umbelliférone.

-Sédatif nerveux, Anticonvulsif
; Hypothermisant ; Hypotensif ;
-Excellent anticoagulant ;

-Les furocoumarines ne doivent
pas étre

Les lactones

Différents lactones des
chémotypes des huiles essentielles,
Hélénine ou isoalantolactone,
Santonine ou santolactone.

-Les lactones agissent en
profondeur du terrain du
patient et certaines sont
allergénes par voie cutanée.

Les phthalides (ou
phthalydes)

Sédanolide, Ligustilide
sédanénolide

-Draineur des émonctoires :
foie, rein, intestins ;
Détoxiquant

Les composés a nombre de
carbone inférieur a 10

Alcool benzylique, Haxanol,
Isoamylol, Octanone, Nonanone,
Angeélate d’isobutyle, Vanilline,
Octanal, Haxanal, Nonanal,
Aldéhyde isovalérianique.

-Se trouvent dans les hydrolats
et en faible quantité dans les
huiles essentielles (sauf les
hydrocarbures) ;

-Leurs propriétés respectives
sont celles dues a leurs
fonctions biochimiques ci —
haut indiquées.
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diallyl disulfide, diallyl trisulfide, | -Odeur tres forte, pour cela leur
allylpropyl disuflide, méthylpropyl | prescription est délaissee ;

trisuflide, thiobenzoate de s- -Dermocaustiques (usage
méthyle externe)
Les composés soufrés -Révulsives (en usage externe)

-Irritant (en usage externe ;
-Antibactériens ;

-Anti parasitaires ;

-Usage dans les affections
respiratoires

Les composés azotés anthranilate de méthyle et ses -Calmante sur le systeme
dérivés, cynanide et ses dérivés, nerveux
indole.
Le composé bi fonctionnel | isothiocyanated’allyle -Toxique
(soufre + azote) isothiocyanate d’éthyle -Neurotoxiques

-Dermocaustiques

1.2.2.4.-Rdle biologique des huiles essentielles :

La fonction biologique des terpénoides des huiles essentielles demeure le plus souvent
obscure (BRUNETON, 1999). Les fonctions possibles des huiles essentielles sont multiples
(protection contre les prédateurs de la plante, attraction des insectes pollinisateurs, inhibition de la
germination et de la croissance, inhibition de la multiplication des bactéries et des champignons). Il
est souvent difficile de les préciser pour chaque cas particulier (RICHTER, 1993). Le role des
huiles essentielles n’a pas pu étre clairement démontré. En effet, on consideére qu’il s’agit de
produits de déchets du métabolisme. Toutefois, certains auteurs pensent que la plante utilise son
huile essentielle pour repousser les insectes, ou au contraire pour les attirer et favoriser la
pollinisation (BLEAICHE, 1979).

1.2.2.5.-Domaines d’utilisation des huiles essentielles :
1.2.2.5.1.-En pharmacie :

L’importance des plantes aromatiques est indiscutable. Leur contenu en essence et la nature
chimique des constituants de celle —ci leur conférent de grandes perspectives d’applications. Ces
substances sont d’un grand intérét pour le domaine médical et pharmaceutique (BEKHECHI et
ABDELOUAHID, 2010). Les spécialités pharmaceutiques a base d’huiles essentielles répondent a
la définition du médicament a base de plantes : « Les médicaments & base de plantes sont des
médicaments dont les principes actifs sont exclusivement des drogues végétales et/ou des
préparations a base de drogue(s) végétale(s) » (CATHERINE, 2008).
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1.2.2.5.2.-Industrie alimentaire :

Les huiles essentielles sont utilisés dans la conservation des denrées alimentaires, elles y sont
rajoutées pour rehausser le got et pour empécher le développement des contaminants alimentaires
(CHAMI, 2005). Le thym peut étre utilisé dans diverses préparations alimentaires comme le smen
par exemple. En effet, tous les secteurs alimentaires sont consommateurs : alcools, boissons non
alcoolisées, confiserie, produits laitiers, produits carnés, sauces, soupes, produits de boulangerie,
sans oublier la nutrition animale (BEKHECHI et ABDELOUAHID, 2010).

1.2.2.5.3.-Parfumerie et cosmétologie :

Un grand nombre d’huiles essentielles (400 a 500) est utilis¢é dans 1’élaboration de la
majorité des parfums et produits de toilette (CHAMI, 2005). Puisque la majorité des cosmétiques
contiennent une certaine quantité¢ d’huiles essentielle comme élément parfumant, il serait probable
gue ces essences servent aussi a préserver ces cosmetiques tout en leur assurant une odeur agréable
(BEKHECHI et ABDELOUAHID, 2010). De méme, certains constituants chimiques isolés a partir
d’HE peuvent faire I’objet de transformations chimiques donnant naissance a de nouvelles odeurs;
ainsi, a partir de I’eugénol tir¢ de I’essence de girofle, on aboutira a 1’isogénol qui a une odeur

d’ceillet (CHAMI, 2005).
1.2.2.5.4.-Aromathérapie :

L’aromathérapie est une branche de la phytothérapie qui utilise les huiles essentielles pour
traiter un certain nombre de maladies. Beaucoup d’ouvrages décrivent des préparations a base
d’huiles essentielles diverses prescrites pour le traitement de plusieurs maladies. Cependant, ces
prescriptions ne possédent pas de bases scientifiques rigoureuses car elles sont souvent tirées de
pratiques empiriques (CHAMI, 2005).

1.2.2.5.5.-Médecine dentaire :

En médecine dentaire, 1’exemple le plus couramment utilisé est la listerine: solution
constituée d’huiles essentielles de thymol et d’eucalyptol utilisée pour le lavage de la cavité orale et
des dents et qui possede une activité bactéricide sur les microorganismes de la salive et de la plaque
dentaire. Plusieurs huiles essentielles ont donné des résultats cliniques trés satisfaisants dans la

désinfection de la pulpe dentaire et dans le traitement et la prévention des caries (CHAMI; 2005).
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1.2.2.6.-Répartition et localisation des huiles essentielles :

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs : il y aurait, 17
500 especes aromatiques. Les genres capables d’élaborer les constituant qui composants les huiles
essentielles sont répartir dans un nombre limité de familles, ex: Myrtaceaa, Rutaceae, Laminaceae,
Asteraceae, Apiaceae, Cupressaceae, Poaceae, Zingiberaceae, Piperacaeca, (BRUNETON, 1999).
Environ cinquante familles vegétales, soit 10 % des vegétaux supérieurs, contiennent des principes
aromatiques ou essences. Dans la plante, les huiles essentielles peuvent étre stockées dans divers
organes : fleurs (origan), feuilles (citronnelle, eucalyptus), écorces (cannelier), bois (bois de rose, de
santal), racines (vétiver), rhizomes (acore), fruits (badiane) ou graines (carvi) (ADOLPHE, 2012).
La synthése et I’accumulation des huiles essentielles sont généralement associées a la présence de
structures histologiques spécialisées, souvent localisées sur ou a proximité de la surface
(BRUNETON, 1993). Le tableau3 montre les organes responsables de la sécrétion d’huile

essentielle chez certaines familles de végétaux.

Tableau 4: Familles botaniques avec les organes sécréteurs des huiles essentielles ainsi que

quelques exemples de végétaux (HAZZIT, 2002).

Familles Organes sécréteurs ou Plantes correspondantes
Excréteurs

Labiacées Poils sécréteurs Lavande, thym, sauge, menthe,
romarin, etc.

Ombelliferes Canaux excréteurs Cumin, anis, fenouil, coriandre,
etc.

Lauracées Cellules excrétrices Cannelle, camphrier, etc.

Myrtacées Poches excrétrices Eucalyptus, girofle, etc.

Coniferes Canaux excréteurs Pin sylvestre et maritime,
cypres, genévrier, etc.

Rutacées Poches excrétrices Citron, orange, mandarine, etc.

1.2.2.7.-Mode d’obtention des huiles essentielles :

Il existe plusieurs méthodes d'extraction des huiles essentielles mais la plus utilisée est
I'entrainement a la vapeur ou I'hydrodistillation a partir de la plante fraiche ou séeche (BRUNETON,
1993).

1.2.2.7.1.-La technique de la pression :

Peut étre est-ce la plus ancienne : les Egyptiens utilisaient la pression a 1’aide d’un sac pour
extraire I’essence des pétales de fleurs. Cette méthode consistait a écraser les parties odorantes

d’une plante fraichement coupée puis a les enfermer dans un sac en lin que I’on tordait a 1’aide de
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deux batons enfilés dans deux anneaux placés a I’extrémité du sac. L’essence filtrait a travers la

toile et était recueillie dans un récipient placé en dessous (PADIRINI et LUCHERONI, 1996).

Les huiles essentielle de fruits d’hespéridés ou encore d’agrumes tels que le citron, la
bergamote, ’organe, etc...., ont une trés grande importance dans I’industrie des parfums, des
cosmétiques, et également en aromathérapie. L’huile essentielle est contenue dans les sacs oléiferes
de I’écorce du fruit (péricarpe ou flavedo du fruit) que I’on désigne encore sous le terme de zeste.
Ces essences sont des produits trés fragiles en raison de leur composition terpénique et aldéhydique.
Aussi tous les procédés mis en ceuvre pour les obtenir sont-ils des procédés a froid que 1’on englobe
sous le terme générique de « procédés d’expression a froid». Pour ce faire, on emploie des machines
qui extraient 1’huile essentielle en créant dans les écorces des zones de compression et de

dépression suffisantes pour que I’huile végétale puisse étre libérée (GARNERO, 1991).
1.2.2.7.2.-Extraction par solvants :
1.2.2.7.2.1.-Extraction par solvants volatils :

Quant a I’extraction par solvants volatils, elle a I’inconvénient d’entrainer une récupération
plus difficile des huiles essentielles, mais par ailleurs, elle a I’avantage de pouvoir traiter des

végétaux présentant un pourcentage infime de principes odorants (CHIEJ ,1982).

Cette technique est elle aussi utilisée avec des fleurs ne supportant pas la chaleur, la
distillation ne convient que pour les végétaux dont le rendement en huile essentielle est
suffisamment important, les solvants trés volatils par exemple I'éther et I'nexane qui s'évaporent
rapidement sont employées. Le solvant lave la matiere premiére qui subira aprés décantation et
concentration une distillation partielle. Ce solvant volatil est alors séparé de la "concréte" par
filtrage, puis glagage de — 12°C a — 15 °C. La précieuse substance ainsi obtenue est & nouveau
filtrée et concentrée a faible pression (MOHAMMEDI, 2006). Le matériel végétal dont on veut
extraire une huile est placé sur des grilles puis dans des cuves appelées extracteurs. On les rempli de
solvant et on effectue ainsi plusieurs lavages successifs. Le mélange est ensuite envoyé dans un
décanteur ou on le laisse reposer : cette phase de repos va permettre d’obtenir deux phases. Celle au
fond contiendra I’eau contenue dans les plantes, I’eau étant plus lourde que le solvant celui-Ci Sera &
la surface. Les huiles essentielles étant tres solubles dans le solvant, elles se retrouvent dans la
méme phase. 1l suffit donc d’éliminer I’eau. Ensuite on fait s’évaporer le solvant afin d’obtenir un

composé pur (WERNER, 2002).
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1.2.2.7.2.2.-Epuisement par solvants fixes :
1.2.2.7.2.2.1.-Effleurage ou extraction par la graisse froide :

Cette méthode se rapproche quelque peu de I’extraction par solvants volatils mais dans ce
cas on utilise des graisses comme solvant, ces derniéres ayant elles aussi une forte affinité avec les
composes odorants, cette methode peut étre réalisée a froid ou a chaud, et on obtient ainsi des
absolues de pommade (LARDRY et HABERKORN, 2007).

Actuellement, cette technique n’est que rarement utilisé du fait de son colit élevé et on la
réserve a certaines fleurs extrémement délicates, comme le jasmin, la tubéreuse, les fleurs
d’oranger. La substance ainsi obtenue a une concentration tres élevée et elle est ensuite diluée et

traitée avec d’autres solvants qui dissolvent la mati¢re grasse (PADRINI et LUCHERONI, 1996).
1.2.2.7.2.2.2.-Extraction par macération dans la graisse chaude :

La technique dite de la « digestion » se pratique a chaud, par immersion des organes
végéetaux dans le corps gras fondu. Le produit obtenu est une pommade florale. Le lavage de la
pommade par un alcool fort aboutit & un extrait alcoolique. L’¢élimination de ’alcool se fait, comme
dans le cas d’enfleurage par concentration sous vide a basse température. On obtient ainsi un
« absolu de macération » (BRUNETON, 1993).

1.2.2.7.3.-Distillation :

La distillation convient aux huiles ayant une forte composante volatile et elle se fonde sur la
caractéristique que possédent ces composants qui peuvent étre facilement transportées par des
particules de vapeur d’eau en mouvement (PADRINI et LUCHERONI, 1996).

1.2.2.7.3.1.-Hydrodistillaiton :

L’hydrodistillation simple consiste a immerger directement le matériel végétal a traiter dans
un, alambic rempli d’eau qui est ensuite portée a ébullition. Les vapeurs hétérogenes sont

condensées sur une surface froide et I’huile essentielle se sépare par différence de densité
(BRUNETON, 1999).

1.2.2.7.3.2.-Entrainement a la vapeur d’eau (ou Vapo-hydrodistillation) :

La distillation par I'entrainement a la vapeur est largement connue comme technique
d'extraction des composés aromatiques du matériel végétal. Trés simplement, on pourrait supposer

que la vapeur d'eau pénétre dans les tissus de la plante et vaporise toutes les substances volatiles
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(BELLEAU, 1990). La distillation exerce une action non négligeable sur les caractéristiques des
huiles essentielles, et les réactions d’hydrolyse sont parmi les plus importantes. C’est ainsi que
qualitativement et quantitativement les huiles extraites par petites quantités au laboratoire sont
différents de celles obtenues industriellement (BELAICHE, 1979).

1.2.2.7.4.-Autres procédés d’extraction :
1.2.2.7.4.1.-hydrodiffusion :

Consiste a pulser de la vapeur d’eau a trés faible pression (0,02-0,15 bar) a travers la masse
végétale, du haut vers le bas. La composition des produits obtenus est qualitativement sensiblement
différente de celle des produits obtenus par les méthodes classiques. Le procede permet un gain de
temps et d’énergie (BRUNETON, 1999).

1.2.2.7.4.2.-Extraction assistée par micro-ondes :

Dans ce procéde récemment développé, la plante est chauffée sélectivement par un
rayonnement micro-ondes dans une enceinte dont la pression est réduite de fagon séquentielle. Tres
rapide et peu consommateur d’énergie, le procéde livre un produit qui, le plus souvent, est de
qualité supérieure a celle du produit d’hydrodistillation, traditionnelle (temps dix fois plus rapide et

température plus base) (BELYAGOUBI, 2006).
1.2.2.7.4.3.-Extraction a I’eau surchauffée :

Ce mode d’extraction utilise ’eau surchauffée a une température entre 125 et 175°C sous
pression. Il utilise de ’eau désoxygénée qui traverse une cellule ou se trouve la maticre végétale.
Cette cellule est maintenue a une pression d’environ 20 bras et a température constante dans une
étuve. Ce procédé utilisé avec du romarin donne un rendement plus élevé en composés oxygenés

que I’entrainement a la vapeur (BASIL et al., 1998).
1.2.2.7.4.4.-Distillation par extraction simultanée (SDE) :

L’extraction par distillation simultanée ou SDE (Simultaneous Distillation Extraction) est
une extraction liquide-liquide qui est menée dans un appareil de Likens et Nikerson modifié. Son
principe est le suivant : les composés volatils entrainés a la vapeur d’eau sont extraits par des
vapeurs de solvant que I’on condense ensuite dans un réfrigérant puis on recycle en continu le
solvant. Cet appareillage, initialement con¢u pour I’étude de la biére par la suite été étendu a un

grand nombre d’arémes (VERNIN, 1982).
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1.2.2.8.-Facteurs de variabilité des huiles essentielles :

Plusieurs parameétres interviennent dans la diversification des huiles essentielles dont le plus
fréquent est le nom donné a une huile essentielle, il faut préciser le nom latin de la plante d’ou elle
est tirée, parce que seul le langage scientifique international peut bien définir leur nom et leur
usage. Pour une méme variété botanique, il existe plusieurs plantes qui fournissent des huiles
essentielles de composition différente (BARRY, 2001).

La composition chimique et le rendement en huiles essentielles varient suivant diverses
conditions : I’environnement, le génotype, origine géographique, la période de récolte, le séchage,

sa température et sa durée (SMALLFIELD, 2001).
1.2.2.8.1.-Origine botanique :

La composition d’une huile essentielle varie selon I’espeéce productrice (PADRINI et
LUCHERONI, 1996). Ainsi, il semble utile de souligner I’importance qu’il convient d’accorder a la
nomenclature (BRUNETON, 1999).

1.2.2.8.2.-Cycle végetatif :

Une essence reste modulable en fonction des besoins particuliers de la plante. Sa
composition n’est pas statique (BRUNETON, 1987 ; PERRY et al., 1999).Des variations
importantes peuvent se produire au cours du cycle végétal autant en ce qui concerne le rendement et

la composition chimique en huile essentielle (GARNERO, 1991).

1.2.2.8.3.-Les hybridations ; Les facteurs de mutation, la polyploidie et les aberrations

chromosomiques :

Les hybridations introduisent 1’hétérogénéité dans un peuplement vegétal (GARNERO,
1991). Une race chimique peut apparaitre par mutation. Ce cas a «ét¢€ signalé avec I’exemple pour le
Houblon (Humulus lupulus L.). Dans la plupart des cas, la polyploidie augmente les rendements en
huile essentielle (Carvi, Menthe, Camomille) (GARNERO, 1991).

1.2.2.8.4.- Influence des facteurs extrinséques :

Il s’agit 1a de Dl’incidence des facteurs de 1’environnement et des pratiques culturales
(I’apport d’engrais et I’influence des variations N, P, K, régime hydrique), la température,

I’humidité relative, la durée totale d’insolation et le régime de vents exercent une influence directe
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(BRUNETON, 1999). Ainsi les facteurs géographiques et édaphiques influence
(GARNERO, 1991).

1.2.2.8.5.-Influence du procédé d’obtention :

La labilité 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 I’hydrodistillation, 1’eau, 1’acidité et la
température peuvent induire [’hydrolyse des esters mais aussi des réarrangements, des
isomérisations, des racémisations, des oxydations, etc. Il faut enfin signaler que la cinétique de
distillation n’est pas la méme pour tous les constituants d’une huile essentielle (carbures, alcools,

cétones, etc.), la composition du distillat varie en fonction du temps (BRUNETON, 1999).
1.2.2.9.-Activité 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. Sa valeur tient a son «totum» ;
c'est-a-dire, l'intégralité de ses constituants et non seulement a ses composés majoritaires
(LAHLOU, 2004).Les composés majoritaires des huiles essentielles présentent plusieurs activités
biologiques intéressantes. Cependant, les activités biologiques d’une huile essentielle ne sont pas

seulement dues aux composé€s majoritaires mais a ’ensemble des composées contenant dans cette

huile (AKROUT, 1999).
1.2.2.9.1.-Activité anti-microbienne :

L’objectif principal de cette partie est la présentation de I’action antimicrobienne des huiles
essentielles, des mécanismes d’action de ces composés sur les microorganismes et de certains
facteurs déterminant cette activité. Les huiles essentielles ou les volatiles, sont des liquides
aromatiques obtenus a partir de différentes parties de plantes (fleurs, bourgeons, graines, feuilles,
brindilles, écorce, fruits, herbes et bois) le plus souvent par la méthode de distillation a la vapeur
d’eau. Les terpénoides et les phénylpropanoides constituent les composants actifs les plus
importants des huiles essentielles, dont les mono- et sesquiterpénoides forment la majeure partie
(CALSAMIGLIA et al., 2007).

1.2.2.9.2.-Activité antioxydante :

Le pouvoir antioxydant de ces huiles est développé comme substitut dans la conservation

alimentaire. Ce sont surtout les phenols et les polyphénols qui sont responsables de ce pouvoir
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(RICHARD, 1992). Lorsque I’on parle d’activité antioxydante, on distingue deux sortes selon le
niveau de leur action : une activité primaire et une activité préventive (indirecte). Les composés qui
ont une activit¢ primaire sont interrompus dans la chaine auto catalytique de 1’oxydation
(MULTON, 1982). En revanche, les composes qui ont une activité préventive sont capables de
retarder 1’oxydation par des mécanismes indirects tels que la complexation des ions métalliques ou
la réduction d’oxygene... etc. (MADHAVI et al., 1996). Des études de 1’équipe constituant le
Laboratoire de Recherche en Sciences Appliquées a 1’Alimentation (RESALA), ont montré que
I’incorporation des huiles essentielles directement dans les aliments (viandes hachées, légumes
hachés, purées de fruit, yaourts...) ou ’application par vaporisation en surface de I’aliment (picce
de viande, charcuterie, poulet, fruits et 1égumes entiers...) contribuent a préserver I’aliment des

phénomeénes d’oxydation (CAILLET et LACROIX, 2007).
1.2.2.9.3.-Activité antibactérienne :

Dans de nombreux pays, les huiles essentielles sont actuellement étudiées pour mieux cerner
leur efficacité comme agents de conservation naturels pour les aliments. Une large gamme d’huiles
a été testée contre des dizaines de microorganismes (CAILLET et LACROIX, 2007). Une étude a
investigué ’activité de 52 huiles essentielles et extraits de plantes sur un large éventail de bactéries
a Gram + et — ainsi que sur des levures et, entre autres, sur Candida albicans, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Klebsiellia pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica et Serratia
marcescens. Les résultats ont été positifs et ont mis en évidence, pour la plupart d’entre elles, un
pouvoir inhibiteur. En particulier, les huiles essentielles de lemon-grass, d’origan et de laurier ont

exercé un effet inhibiteur sur tous les organismes (HAMMER et al, 1999).
1.2.2.9.3.1.-Bactéricidie et bactériostase :

Lorsque I’on parle d’activité antimicrobienne, on distingue deux sortes d’effets : une activité
létale ou bactéricide et une inhibition de la croissance ou activité bactériostatique. Le plus souvent
I’action des huiles essentielles est assimilée a un effet bactériostatique. Cependant, certains de leurs
constituants chimiques semblent avoir des propriétés bactéricides (ABDESSELAM, 2006). Selon
(GUESMI et BOUDABOUS, 2006), I’huile essentielle exercera son pouvoir antimicrobien par :
-Son interférence avec la bicouche lipidique de la cellule grace a sa propriété hydrophobe, ce qui
entraine une perturbation de la perméabilité et perte des constituants de la cellule ;

-Destruction de certains systemes enzymatiques incluant ceux qui participent dans la production

d’¢énergie cellulaire et la production des composes structuraux.
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-Inactivation et destruction du matériel génétique.
1.2.2.9.3.2.-Souches microbiennes :

La sensibilité des microorganismes peut varier selon le germe testé car une huile essentielle
peut étre biocide vis-a-vis de certaines souches, bio statique vis-a-vis d’autres ou n’avoir aucun
effet. C’est pour cela qu’il est important de mentionner la dénomination compléte ainsi que le Gram

des microorganismes, I’espece botanique et le chémotype de 1’huile essentielle (PIBIRI, 2005).
1.2.2.9.3.3.- Les actifs antimicrobiens :

L’activité antimicrobienne d’une huile essentielle est li€¢e a sa composition chimique, aux
groupes fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, composés terpéniques et
cétoniques) et a leurs effets synergiques (ABDESSELAM, 2006). Les composés avec la plus grande
efficacité antimicrobienne et le plus large spectre sont :

Les phénols entrainent notamment des lésions irréversibles sur les membranes et sont utiles dans
les infections bactériennes, virales et parasitaires, quelle que soit leur localisation. Le thymol et
I’eugénol sont responsables des activités fongicides et bactéricides des huiles essentielles qui en
contiennent. Ceci a été confirmé par un certain nombre de travaux, par exemple ont montré
I’apparition de fuites d’ions potassium dans des cellules microbiennes (Escherichia coli et
Staphylococcus aureus) en contact avec de 1’huile essentielle d’arbre a thé (tea tree). Cette fuite de
potassium est la toute premicere preuve de I’existence de lésions irréversibles au niveau de la
membrane de la bactérie (BOUGUERRA et ZEGHOU, 2008).

Les alcools Avec 10 atomes de carbone (ou monoterpénols) viennent immédiatement apres les
phénols, en terme d’activité, avec géraniol, linalool, thujanol, myrcénol, terpinéol, menthol et
pipéritol pour les plus connus. Molécules a large spectre, elles sont utiles dans de nombreuses
infections bactériennes (BOUGUERRA et ZEGHOU, 2008).

Les aldéhydes sont également quelque peu bactéricides. Les plus couramment utilisés sont le néral
et le géranial (des citrals), le citronnellal et le cuminal (BOUGUERRA et ZEGHOU, 2008).

1.2.2.9.4.-Activité antifongique :

Dans le domaine phytosanitaire et agro alimentaire, les huiles essentielles ou leurs composés
actifs pourraient également étre employés comme agents de protection contre les champignons

phytopathogenes et les microorganismes envahissant la denrée alimentaire.
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Les huiles essentielles les plus étudiées dans la littérature pour leurs propriétés
antifongiques appartiennent a la famille des Labiatae : thym, origan, lavande, menthe, romarin,
sauge, etc... Etant donnée la grande complexité de la composition chémotypique des huiles
essentielles, malgré de possibles synergies certains auteurs préférent étudier 1’effet d’un composé
isolé pour pouvoir ensuite le comparer a 1’activité globale de 1’huile. Ainsi 1’activité fongistatique
des composés aromatiques semble étre liée a la présence de certaines fonctions chimiques
(VOUKOU et al., 1988).

1.2.2.10.-Toxicité des huiles essentielles :

Toutes les huiles essentielles devraient étre employées avec prudence. Des effets secondaires
sont provoqués principalement par le surdosage ou I’administration incorrecte. La plupart des huiles
essentielles ne devraient pas étre utilisées sur la peau, elles peuvent causer I’irritation. Des huiles
essentielles contenant des phénols, tels que celle du thym, de la cannelle et du clou de girofle
devraient étre employées avec soin, la toxicité du foie peut se produire si les huiles essentielles sont
utilisées a des fortes doses pendant un temps prolongé. Un autre groupe chimique qui cause des
problemes est les cétones contenues dans les huiles essentielles de I’armoise, la sauge et celles

d’hysope (BRUNETON, 1993).
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Chapitre Il : Matériels et Méthodes

I1.-Matériel et Méthode :
I1.1.-Principe adopte :

Notre étude porte sur ’effet biologique des huiles essentielles des fruits de Citrullus

colocynthis sur quelques souches bactériennes.
11.2.-Choix de la matiere végétale :

Nous avons effectué nos études sur Citrullus colocynthis L prise de la région de Oued n’saa
wilaya de Ghardaia, le 12/04/2013 (photo 1).

La coloquinte (Citrullus colocynthis L. Schard) vraie est une plante herbacée vivace de la
famille Cucurbitacée. Elle est cultivée dans les pays tropicaux comme plante médicinale pour la
pulpe de ses fruits, qui est amére et toxique (SINCICH, 2002).

I1. 2.1.- Noms vernaculaires :

Arabe: Handal, Hadag, Handhal, Hantal, Hadjj. Berber : Taberka, Tefersite, Tadjellet. Francais :
coloquinte, chicotin. Anglais : Colocynth, bitter apple, bitter gourd. Allemand : Bitterzitrulle,
Bitterapfel. Inde : Tumba ou Gartoomba. Italien : coloquintida, popone amaro coloquinte
(SINCICH, 2002).

Photo1l: Citrullus colocynthis L.
(Oued N’saa, originale, avril, 2013).
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11.2.2.-Position systématique:

Embranchement : Spermaphyte

Sous embranchement : Angiosperme

Classe : Dicotylédones

Sous classe : Dilleniidae

Ordre - Violales

Famille : Cucurbitaceae

Genre : Colocynthis

Espéce : Citrullus Colocynthis Schard. (OZENDA, 1991).

11.2.3.-Description botanique:

Colocynthis vulgaris ou bien Citrullus colocynthis est une plante vivace a longues tiges
rampantes qui s’étalant sur le sol et pouvant dépasser 1 m de long (CHEHMA, 2006). C’est une
plante hispide mais a poiles non piquantes. Les feuilles sont profondément découpées dont les
marges sont souvent enroulées au début de dessiccation. Pendant la période de floraison, vers le
mois d’avril-mai, il apparait des fleurs composées de cing pétales jaune claire (OZENDA, 1991).
Les fruits sphériques de 7 a 10 cm de diametre, ressemblant a une petite pasteque, de couleur verte
panachée de jaune clair, devient complétement jaune a maturité. La chair Iégere, spongieuse, de
couleur jaune orangé. Une plante produit 15 a 30 fruits. Les graines de petite taille (6mm de
longueur), ovoides et aplaties, lisse, de couleur variant de l'orange au brun noiratre et ont une
saveur améere (DUKE, 1983).

11.2.4.-Répartition géographique :

Cette espéce se trouve en Arabie, en Syrie et en Egypte, ainsi que dans les étendues arides et
sablonneuses du Nord-Ouest, du centre et du Sud de I'Inde. Elle est aussi cultivée dans certaines
régions de I'Espagne et du Chypre (CHOPRA et al., 1960). La coloquinte est trés fréquente dans les
régions tropicales humides ou modérément séches, elle est peu présente dans les zones tempérées
(BRUNETON, 1996). La coloquinte est commune dans tout le Sahara, au niveau des terrains
sablonneux et sablo-argileux des lits d’oued et des dépressions (OZENDA, 1991),
(CHEHMA, 2006).

11.2.5.-Intéréts socioéconomiques :
Les feuilles et les fruits sont utilisés en infusion, en cataplasme, en pommade et en

compresse pour les traitements des piqueurs de scorpion, des indigestions, des dermatoses et des
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infections génitales. Elle est également utilisée par les populations locales pour soigner les
dermatoses des dromadaires. La coloquinte contient un principe alcaloidique qui a un effet
violemment purgatif, ainsi que de L’o-élatérine mais pas de B-élatérine (isomeére actif). La
colocynthixe ou la citrulene, qui est un glucoside, se compose d'un alcaloide et d'un alcool
cristallisable, le citrullol. Les racines contiennent de I’a €latérine et les graines une huile jaune
brunatre qui renferme notamment un alcaloide, un glucoside et de la saponine Signalent I'existence
d'un composé triterpéne tétracyclique appelé cucurbitacine isolé des feuilles et des fruits de
coloquinte et qui présente des effets anti-appétants. C’est un antagoniste des hormones
stéroidiennes des insectes (KEMASSI, 2008).

11.2.6.-Activités biologique de la plante :

Les extraits bruts éthanoliques des fruits, feuilles, tiges et les racines de Citrullus colocynthis
Schard ont été examinés pour leurs potentialités antibactériennes contre les bactéries bacilles Gram
positif et Gram négative. L’extraits éthanoliques des fruits, feuilles, tiges et les racines ont été jugée
active contre les bacilles & Gram positif, a savoir, Bacillus pumilus et Staphylococcus aureus, tandis
que les extraits des fruits et des racines donné des résultats positifs contre les bactéries Gram positif
(Bacillus subtilis). Les bacilles a Gram négatif, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa n’ont

montré aucune réponse (USMAN et al., 2003).

11.3.-Choix de la matiére biologique:

Notre étude porte sur quelques especes bactériennes fréquentes en pathologie humaine. Ces
souches des microorganismes fournis du laboratoire de ’universit¢ de Ghardaia, nous avons retenu
les especes suivantes :

Escherichia coli
Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus aureus
Lusteria monocytogenas
Bacillus subtilis

Proteus vulgaris
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11.3.1.-Escherichia coli (colibacille) :

11.3.1.1.-Définition :

Escherichia coli est I'espece bactérienne qui a été la plus étudiée par les fondamentalistes
pour des travaux de physiologie et de génétique. Cette bactérie est connue depuis longtemps comme
commensale du tube digestif et pathogéne pour I'appareil urinaire. Au cours des dernieres
décennies, le r6le de certaines catégories de E. coli dans les syndromes diarrhéiques a été précisé et
les mécanismes de ce pouvoir pathogéne ont été analysés, est un type des bactéries organisme
unicellulaire qui peut vivre dans de nombreux environnements différents (AVRIL et al., 1992).

11.3.1.2.-Position systématique :

Domaine: Eubacteria

Phylum: Proteobacteria

Classe:  Gammaproteobacteria

Order:  Enterobacteriaceae

Genre: Escherichia

Espéce: Escherichia coli (BELKASMI et KASMI, 2010).

11.3.1.3-Habitat :

Escherichia coli est une espéce commensale du tube digestif de I'homme et des animaux.
Dans l'intestin, E. coli est I'espéce aérobie quantitativement la plus importante, présente a raison de
10" 10° corps bactériens par gramme de selles. Cette population bactérienne ne représente
qu'environ 1 % de celle des anaérobies. La recherche d’E. Coli dans I'eau d'alimentation
(colimétrie) est fait pour apprécier sa potabilité. La présence d’E. coli dans 1'eau est le témoin d'une

contamination fécale récente et la rend impropre a la consommation (AVRIL et al., 1992).
11.3.1.4.-Caractéristiques :

Escherichia coliest une bactérie anaérobie facultative capable faire le métabolisme
fermentatif et respiratoire. Sa température optimale est de 37° C et il pousse facilement sur un large
éventail de milieu de culture simple et sur de simples supports synthétiques. Dans des conditions
anaérobies de croissance il ya une exigence absolue pour les glucides fermentés. Glucose est
fermenté a pyruvate, qui est converti en acide lactique, acétique et formique. Une partie de la lettre
est convertie en hydrogéne et dioxyde de carbone par hydrogenlyase formique, mais certaines
souches ne produisent pas de gaz (ana erogenes) (SUSSMAN, 1997).
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11.3.1.5.-Pouvoir pathogéne et toxicite :

En meédecine humaine, les Escherichia coli peuvent étre de banals commensaux ou
d’indiscutables agents pathogenes. Ils peuvent donner lieu a divers types d’infections
(FLANDROIS, 1997). Il cause parfois des infections des voies urinaires, certains souches
produisent des entérotoxines responsable de la turista (diarrhée des voyageurs) et provoquent

occasionnellement de trés graves maladies d’origine alimentaire telle que la maladie du hamburger

(TORTORA et al., 2003).
11.3.1.6.-Sensibilité aux antibiotiques :

La bactérie était initialement sensible a beaucoup d’antibiotiques, mais 1’acquisition de
résistance est fréquente, surtout en milieu hospitalier. Cependant la résistance aux
carboxipénicillines par production de pénicillinase défasse 40 des souches, une partie de ces
souches résistent a 1’association amoxicilline-acide clavulainique pour les autres antibiotiques, les
fréquences de résistance, sont faible a I’exception des sulfa-mides (50%), et tétracyclines (40%) et
du chloromphimcol (25%) (FAUCHERE et AVRIL, 2002).

11.3.2.-Staphylococcus aureus :
11.3.2.1-Définition :

L’espéce Staphylococcus aureus, est ainsi nommée a cause de la pigmentation jaune des
colonies (aureus=dorés) (TORTORA et al., 2003). La bactérie cultive facilement sur les milieux
usuels et aussi sur des milieux riches en NaCl. Elle doit son nom d’espece a I’aspect pigmenté de
ses colonies. Elle possede une coagulasse (enzyme provoquant la coagulation du plasma). Ce qui la
distingue de la plupart des autres espéces de staphylocoques, et peut produire de nombreuses
toxines (NAUCIEL et VILDE, 2005).

11.3.2.2.-Position systématique :

Domaine : Eubacteria
Phylum : Firmicutes

Classe : Bacilli

Ordre : Bacillales

Famille : Staphylococcaceaes
Genre : Staphylococcus

Espéce : Staphylococcus auereus (BELKASMI et KASMI, 2010).
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11.3.2.3.-Habitat :

C’est un germe ubiquitaire, retrouvé dans le sol, I’air. C’est un commensal de la peau et des
mugqueuses de ’homme. On le trouve a 1’état normal dans I’oropharynx, les fosses nasales, dans les

selles au niveau du périnée ou des aisselles (FAUCHERE et AVRIL, 2002).

11.3.2.4.-Caractéristiques :

Certaines caractéristiques des staphylocoques sont responsables de leur pathogénicite, qui
revét plusieurs formes. Les staphylocoques se développent relativement bien dans les conditions de
pression osmotique élevée et de faible taux d’humidité (TORTORA et al., 2003). Cocci a gram
positif, immobile, pigmenté a jaune, non sporulé en amas (grappes de raisin), température optimal a
37C°, PH optimal : 7.2-7.4, Na Cl : 7.5%, anaérobie facultatif, oxydase+, catalase+ (FAUCHERE et
AVRIL, 2002 ; NUCIEL et VILDE, 2005).

11.3.2.5.-Pouvoir pathogéne et toxicité :

Les manifestations pathogénes dues a Staphylococcus aureus sont trés nombreuses, elles

sont suppurations, nécrotiques ou entériques :

-Les suppurations localisées.

-Les septicémies et les endocardites.

-Les manifestations digestives.

-Le syndrome de choc toxique (FAUCHERE et AVRIL, 2002).

Staphylococcus aureus, le danger tient dans la capacité de la bactérie a synthétiser une
entérotoxines. Celle-ci est thermostable (un chauffage, méme conséquent pas a la détruire). Pour

fabriquer I’entérotoxines, les s. aureus doivent étre présents en nombre élevé (HASNA et al., 2007).
11.3.2.6.- Sensibilité aux antibiotiques :

Les souches communautaires sont généralement résistantes aux pénicillines G et A, mais
sensibles aux pénicillines M. Elles sont souvent sensible aux macrolides, aux synergistines, aux
fluoroguinolones (FAUCHERE et AVRIL, 2002).
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11.3.3.-Pseudomonas aeruginosa :
11.3.3.1.-Définition :

Le genre Pseudomonas est fait de bacilles (a ciliature polaire), aérobies stricts, cultivant
facilement sur les milieux usuels. Pseudomonas aeroginosa (ou bacille pyocyanique) se caractérise
par la pigmentation bleu-vert de ses colonies. En fonction de la nature des antigenes O (porté par le
lipopolysaccharide) on distingue différents sérotypes (NAUCIEL et VILDE, 2005). C'est I'espéce la
plus connue et la plus répandue du genre Pseudomonas. La plus pathogéne, elle constitue I'espece-
type du genre (AVRIL et al., 1992).

11.3.3.2- Position systématique :

Domaine : Eubacteria

Phylum : Proteobactéria

Classe : Grammaproteobacteria

Ordre : Pseudomonadales

Famille : Pseudomonadaceae

Genre : Pseudomonas

Espéce : Pseudomonas aeruginosa (BELKASMI et KASMI, 2010).

11.3.3.3-Habitat :

C'est une bactérie qui vit normalement a I'état de saprophyte dans I'eau et le sol humide ou
sur les vegétaux. Elle résiste mal a la dessiccation. Cette bactérie peut vivre en commensale dans le
tube digestif de I'nomme et de divers animaux. Le B.pyocyanique peut survivre et se multiplier dans
une infinie variété de liquides et de milieux, sur des supports et des matériels surtout s'ils sont
humides. Considéré comme une bactérie pathogéne opportuniste c'est le germe-type des infections
hospitalieres ou nosocomiales (AVRIL et al., 1992).Pseudomonas aeruginosa se trouve dans le tube
digestif et plus rarement dans la saline (FAUCHERE et AVRIL, 2002).

11.3.3.4.- Caractéristiques :

Bacille gram négatif, mobile a ciliature polaire monotriche, caractérisé par la pigmentation
bleu, vert, sporule, température optimale : 30 a 43°C, pH optimal 6,5-8, aérobie strict, chimio-
organotrophe, oxydas+, catalase+, gaz-, LDC-, AHD+, géatuie+, psychrotrophe (FAUCHERE et
AVRIL, 2002).
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11.3.3.5.- Pouvoir pathogeéne :

La bactérie peut provoquer des infections parfois sevéres chez les sujets dont les défenses
sont amoindries. Elle peut provoquer des infections urinaires, bronchiques (AUCIEL et VILDE,

2005). Responsable d’infection cutanée, d’infection de la sphére ORL et d’infection divers

(BELKASMI et KASMI, 2010).
11.3.3.6.- Sensibilité aux antibiotiques :

Pseudomonas aeroginosa est une bactérie généralement multi résistante, les antibiotiques
pouvant avoir une bonne activité sont: la pipéracilline, 1’azolocilline, la ceftazidime, la
cefuslodime, le cefépime, I’imipenéme et les aminosides. Les souches résistantes a la colistine sont
trés rares. La ciprofloxacine est la plus active des quinolones. L’activité de tous ces antibiotiques
n’est pas réguliére et doit toujours étre précisée par antibiogramme (FAUCHERE et AVRIL, 2002).
Pseudomonas aeruginosa n'est sensible qu'a quelques antibiotiques et le choix d'un traitement est
donc important. Malgré I'efficacité de certains, le succes n'est souvent que relatif et I'effort de lutte
contre les infections a B. pyocyanique doit passer avant tout par la prévention : mesures d'hygiene
voire la vaccination (AVRIL et al., 1992).

11.3.4.- Proteus vulgaris:
11.3.4.1.-Définition :

Ce groupe d'Enterobacteriaceae rassemble des especes qui ont en commun de posséder des
enzymes permettant la désamination oxydative des acides aminés en corps cétoniques. Ceux-Ci
forment des complexes colorés avec les ions
Deux de ces enzymes sont recherchées en pratique courante. Ce sont :

- la tryptophane-désaminase ou TDA,

- la phénylalanine-désaminase ou PDA.

Dans la suite de ce chapitre, ce groupe de bactéries sera désigné comme

« Entérobactéries TDA+ ». C'est un groupe trés hétérogéne. Ces bactéries sont en général mobiles,

donnent des colonies lactose négatif et sont ONPG négatif (Photo 2).
11.3.4.2.- Position systématique :

Domaine : bacteria
Phylum: proteobacteria

Classe : Gamma proteobacteria
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Ordre : Enterobacteriales
Famille : Enterobacteriaceae

Espeéce : Proteus vulgaris (HAUSER, 1885).
11.3.4.3.-Habitat :

Les Entérobactéries TDA+ sont extrémement répandues dans I'environnement.
On les trouve partout, sur le sol, dans les eaux de surface, dans les eaux d'égout etc. Ce sont des
hotes habituels du tube digestif de I'nomme et des animaux (AVRIL et al., 1992).

11.3.4.4.-Caractéristiques :

Proteus vulgaris sont des bacilles trés polymorphes. Dans une culture jeune, il peut exister
des formes courtes et des formes longues. Les souches trés mobiles sont pourvues de longs flagelles
(AVRIL et al., 1992).

Photo 2 : Proteus vulgaris (AVRIL et al., 1992).
11.3.4.5.- Pouvoir pathogene :

Ces bactéries sont avant tout responsables d'infections urinaires. P. mirabilis est de loin
I'espéce la plus fréquente. Les especes rencontrées ensuite sont M. morganii et les Providencia. Une
anomalie de l'appareil urinaire ou un diabéte sont des circonstances favorisant la survenue de ces
infections qui peuvent étre a l'origine de septicémies. Ces bactéries sont aussi isolées de produits
pathologiques variés : sécrétions trachéo-bronchiques, brilures, pus divers. Des meningites a
Proteus ont été décrites chez le nourrisson. Le pouvoir entéropathogéne des Proteus et des
Providencia est trés discutable. Ces espéces sont souvent présentes en grande quantité dans les
selles lors des diarrhées par dysmicrobisme intestinal. En raison de la grande fréquence des
Entérobactéries TDA+ dans I'environnement, il y a toujours lieu de s'interroger sur la qualité des

prélevements avant d'attribuer un role pathogene aux souches isolées (AVRIL et al., 1992).
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11.3.4.6.- Sensibilité aux antibiotiques :

Les Entérobactéries TDA+ ont une résistance naturelle & la colistine et a la tétracycline. I
est classique d'opposer les « Proteus indole (-) » (généralement plus sensibles aux antibiotiques,
notamment les béta-lactamines) aux « Proteus indole (+) » souvent multi résistants. P. stuartii et M.
morganii peuvent poser des problémes difficiles dantibiothérapie. Ils restent néanmoins
généralement sensibles a I'amikacine et aux céphalosporines de 3e génération. A I'exception des
souches de Providencia, les Entérobactéries TDA+ sont habituellement sensibles aux nouvelles
fluoroquinolones (AVRIL et al., 1992).

11.3.5.-Listeria monocytogenas :
11.3.5.1.-Définition :

Listeria est un petit bacille (0,5 - 2 um x 0,5 pm), Gram positif, isolé ou en chainettes,
mobile a 20-25 °C, non sporulé. Aéro-anaérobie facultatif, catalase positive sauf de rares souches,
hydrolysant 1’esculine, oxydase négative, Listeria fermente de nombreux glucides sans production
de gaz (CATHERINE D., 2008 ., 2005). La bactérie a été isolée lors d'une épizootie atteignant des
lapins et des cobayes qui présentaient une forte augmentation des monocytes circulants et des
Iésions de nécrose hépatique. Cette bactérie a été isolée ensuite chez différentes espéces animales
domestiques et sauvages. Chez I'homme, elle a été initialement isolée lors d'une méningite chez un
adulte ainsi que dans différentes circonstances pathologiques jusqu'a ce qu’en 1933 BURN montre
son rble dans l'infection en période néo-natale. Les travaux ont par la suite souligné la place

importante de L. monocytogenas en pathologie humaine (AVRIL et al ., 1992) (Photo3).
11.3.5.2.-position systématique :

Domaine: Bacteria

Phylum: Firmicutes

Classe : Bacilli

Ordre : Bacillales

Famille: listeriaceae

Genre : Listeria

Espéce : listeria monocytogenas (MURRY et al., 1926).
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11.3.5.3.-Habita :

L. monocytogenas est une bactérie saprophyte et ubiquitaire. Largement répandue dans la
nature, elle a été isolée dans le sol, I'eau, les végétaux (ensilage) mais aussi dans le lait, la viande de
poulet, les légumes (choux) et dans les matieres fécales de sujets sains (homme et nombreuses
especes animales). La bacterie survit dans I'environnement naturel, résiste a des conditions hostiles
et peut s'y multiplier méme a basse température (propriété utilisée comme méthode
d'enrichissement) (AVRIL et al., 1992).

11.3.5.4.-Caractéristiques morphologiques :

Les Listeria. se présentent sous la forme de petits bacilles droits, de 0,4 a 0,5 pm de
diamétre sur 0,5 a 2,5 um de longueur, aux extrémités arrondies, se présentant de maniére isolée ou
groupés en V ou en L ou en palissades ou, parfois, en courtes chaines ou petits amas. Ce sont des
bactéries a Gram positif, non acido-résistantes, non capsulées, non sporulées, aéro-anaérobies
facultatives mais cultivant mieux en aérobiose et mobiles lorsqu'elles sont cultivées a 20 °C
(ciliature périt riche), immobile 37° C, non capsulé, non sporulé (KAISMOUNE, 2009).

Photo 3 : Aspect de Listeria monocytogenas (KAISMOUNE N., 2009).

11.3.5.5.-Pouvoir pathogéne :

L. monocytogenas est une bactérie opportuniste responsable par diffusion hématogéne de
trois types d'infections chez I'homme :
- Listériose de I'adulte et de I'enfant : méningites, méningo-encéphalites, encephalites, septicémie.
La grande majorité de ces infections se produisent chez des malades porteurs de tares viscérales
(cirrhose, cancers, etc...). La listériose de l'adulte atteint essentiellement les personnes agées et

immunodéprimees.
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-Listériose de la femme enceinte : infection bénigne pour la femme, se traduisant souvent par une
simple fievre mais grave pour le feetus, pouvant provoquer un avortement, la mort in utero ou
I'accouchement prémature.

- Listériose néonatale : septicémie, méningite secondaires a la contamination dans les jours qui

précédent I'accouchement ou au moment de I'accouchement (AVRIL et al ., 1992).
11.3.5.6.-Resistance aux antibiotiques :

Sensibilité de L. monocytogenas a pénicilline G, amoxicilline et aminosides, mais résistance
aux cephalosporines et aux fluoroquinolones. Le traitement de base des infections a L.

monocytogenas repose sur I'association amoxicilline-gentamicine (AVRIL et al., 1992).
11.3.6.-Bacillus subtilis :

11.3.6.1.-Définition :

Bacillus subtilis (Figure 1) est une bactérie vivant dans le sol a des températures modérées
(5°C-65°C). Dans sa niche écologique, elle doit souvent faire face a des stress et des carences en
nutriments, ce qui lI'a conduite a développer diverses stratégies afin de survivre en conditions
défavorables. Elle est notamment capable de former des spores, qui lui permettent de survivre
longtemps dans des conditions extrémes telles que la dessiccation, la chaleur ou les radiations. Au
cours de I'évolution, sa compétence naturelle lui a également conféré une capacité d'adaptation par
recombinaison. A court terme, la bactérie est aussi capable d'affronter des situations telles que les

stress osmotiques, oxydatifs, acides ou les chocs thermiques, en particulier grace a des régulateurs

globaux de réponse au stress, les facteurs sigma (ELODIE., 2009) (Photo 4).

11.3.6.2.- Position Systématique :

Domaine : bacterias

Phylum : firmicutes

Classe : bacilli

Ordre : bacillales

Famille : bacillacées

Genre : Bacillus

Espeéce : subtilis (COHN., 1872).
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11.3.6.3.-Habitat :

C’est une bactérie du sol, facilement isolable de la rhizosphére de nombreuses plantes
(VULLO et al., 1991). Cet habitat naturel contient une grande variété de carbohydrates incluant de
nombreux polysaccharides issus des plantes, des animaux et des microorganismes. B. subtilis est
particulierement active dans les couches supérieures du sol (1- 3 cm) ou I’oxygeéne est encore
facilement accessible. Une des caractéristiques principales de la vie dans le sol et ayant eu un
impact important sur la physiologie de B. subtilis est ’oscillement permanent d’une vie se déroulant
entre je(ne et abondance (AVRIL et al., 1992).

Il. 3.6.4.- Caractéristique :

B. subtilis est capable d’autolyse car elle produit des enzymes capables de dégrader ses
propres peptidoglycanes. Elle a la capacité remarquable de former des spores afin de se protéger de
contraintes environnementales défavorables. La faible taille de son génome (4,2 Mb) alliée a des
conditions de culture simples et des possibilités de manipulations génétiques en fait un organisme
idéal & etudier en laboratoire (AVRIL et al ., 1992).

Photo 4 : Bacillus subtilis observé en microscopie électronique a balayage (ELODIE, 2009).

11.3.6.5.-Pouvoir pathogéne :

Bacillus subtilisa été isolé, chez I'homme, lors d'endocardites, de pneumonies, de
bactériémies, de septicémies, d’infections oculaires... Il est responsable de quelques cas de toxi-
infections alimentaires ou il a pu étre isolé en grand nombre (plus de un million par gramme) a
partir des aliments suspects (viandes froides, patés, farces, pizza, pains complets...). Les
symptémes, vomissements parfois séveres et diarrhées, apparaissent entre 15 minutes et 10 heures
aprés l'ingestion (moyenne 2 a 5 heures) et persistent 2 a 8 heures. Ce germe a été impliqué dans
des avortements chez les ovins et, chez les bovins, il est I'agent de mammites aigués, récidivantes
malgré un traitement antibiotique (pénicilline par exemple) qui, au vu des resultats obtenus in vitro,

aurait da étre efficace (TEYSSOU et al., 1992).
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11.3.1.5.6.-Resistance aux antibiotiques :

Les Bacillus subtilis. Sont généralement sensibles a I'amoxicilline-acide clavulanique, a la
gentamicine, a l'amikacine, a la kanamycine, aux fluoroquinolones, a la tétracycline, au
chloramphenicol, a la rifampicine et a la vancomycine. Ils sont souvent résistants a la lincomycine,
a la colistine et fregquemment a la fosfomycine. La production de béta-lactamases par de
nombreuses souches limite 1’intérét de la pénicilline (sauf pour Bacillus anthracis dont le nombre

de souches résistantes est faible) et des céphalosporines (TEYSSOU et al ., 1992).
11.4.-Préparation des extraits végétaux :

Pour la présente étude, il est adopté une méthode d’extraction de hydrodistillation pour

extraire les huiles essentielles.

11.4.1.-Hydrodistillation :

Elle est indiquée particulierement dans 1’extraction des huiles essentielle 1égeres. Dans un
ballon de 1 litre, mettre 300g des fruits avec 400ml d’cau distillée. L’eau est portée a ébullition a
I’aide d’un chauffe ballon, en prenant garde de ne pas chauffer jusqu’a sec. La vapeur d’eau
entraine les produits organiques volatils qui se condensent a I’aide de réfrigérant. Apres décantation

les huiles essentielles sont récupérées (photo 5).

Coude en verre Réfrigérant

Ballon

Chauffe-ballon

Photo 5 : Montage d’hydrodistillation pour 1’extraction des huiles essentielles
(Originale, avril, 2013).
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11.5.- Suivie de Pactivité antimicrobienne des extraits :

11.5.1.-Préparation du milieu :

Les milieux de culture de type Muller Hinton sont préparés au laboratoire (Annexe 1), ainsi
sont fondu au bain-marie a 80°C, ensuite coulés aseptiquement dans les boites de Pétri pour formé

6mm de diametre puis, refroidis progressivement (Photo 6).

o

A- Fondre les milieux au bain-marie B - Refroidissement de milieu de culture

C- Remnblissaae des boites Piétri

Photo 6: Etape de préparation de milieu de culture.

11.5.2.-Préparation de I’inoculum :

A partir d’une culture jeune, on préléve a ’aide d’une anse de platine deux a trois colonies
pures et isolées qu’on décharge dans un tube contenant 10ml d’eau physiologique stérile

(BELKASMI et KASMI ,2010) (Photo 7).
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A- Tube d’enrichissement B- Boites a testés

Photo 7: Etapes de préparation de I’inoculum.

11.5.3.-Ensemencement :

Sur des boites contenant le milieu gélos¢ Muller Hinton d’une épaisseur de 4mm bien
séchées, on introduit 3 a 5 ml de I’inoculum. On obtient ainsi, un étalement uniforme en nappe.
L’exces du liquide est aspiré a 1’aide d’une pipette pasteur et rejeté dans un bac d’eau de javel et les

boites sont mises a sécher pendant 15 minutes (BELKASMI et KASMI ,2010). (Photo 8).

A- Rejeter I’inoculum B- Versé I’inoculum

Photo 8: Etape d’ensemencement.

11.5.4.-Dépot des disques :

Les disques d’un diamétre de 6mm, sont prélevés a I’aide d’une pince stérile, puis imbibés
avec les huiles essentielles de Citrullus Colocynthis jusqu’a imprégnation total du disque. Les
disques ainsi traités sont déposés sur la surface de la gélose inoculée et laissés diffusés, puis incubés

a 37°C a I’étuve pendant 24 heure pour les bactéries (Photo 9).
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Photo 9: Etape de dép6t des disques.

11.5.5.-Analyse d’antibiogramme :
Elle consiste a mesurer avec précision les diamétres des zones d’inhibition a 1’aide d’une régle a

I’extérieure de la boite :

e Diameétre <5 mm : absence d’activité.
e Diameétre entre 5 et 10 : activité faible.
e Diametre entre 10 et 16 : activité moyenne.

e Diamétre > 16 mm : activité tres forte.
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I11.-Résultats et Discussions :

111.1.-Rendement des huiles essentielles :

L’hydrodistillation est réalisée sur les fruits de Citrullus colocynthis. Placées dans un

hydrodistillateur avec un rapport d’eau/matiere végétale.

Le rendement des huiles essentielles est le rapport entre le poids des huiles extraites est le
poids de la biomasse vegétale a traiter (HELLAL, 2011). Le rendement est exprimé en pourcentage

(%) et calculé par la formule suivante :
R = (Pn/Py) x 100

R = Rendement en huile essentielle en %.
Pn =Poids de I’huile essentielle en gramme.

P, = Poids de la biomasse végetale en gramme.

Les résultats relatifs au rendement de 1’extraction des fruits de Citrullus colocynthis est de
0,67 %.

Le rendement obtenu a I’aide d’une extraction par hydrodistillation a 1I’échelle du laboratoire
est faible, cette faible teneur serait probablement due a 1’age de la plante, a la période et a I’endroit
de récolte sans négliger la nature méme de ces plantes aromatiques ainsi que la méthode
d’extraction. Le rendement en huile essentielle de la plantes étudiée n’est pas fortement acceptable

a I’échelle industrielle.

L’hydrodistillation reste la méthode d’extraction des huiles essentielles la plus convoitée par
I’industrie. Cependant, I’extraction par le gaz carbonique(CO;) supercritique sous haute pression
engendre des rendements supérieurs et des huiles essentielles caractérisées par un profil
organoleptique naturel, néanmoins 1’utilisation de cette méthode reste limitée dans la pratique

industrielle pour des raisons de rentabilité économique (HALLAL, 2011).
111.2.- Activité antimicrobienne des huiles essentielles des fruits de Citrullus colocynthis :

L’évaluation de ’activité antimicrobienne de ces huiles essentielles de Citrullus colocynthis
en été effectuées via I’estimation de la surface de zone d’inhibition, cette dernicre est réalisée par la
méthode de diffusion sur la gélose (MH) sur des microorganismes pathogenes. I s’agit de
déterminer le diametre d’inhibition a I’aide d’une régle et les résultats de notre étude sont résumés

dans le tableau 5 et dans la (figurel). Les résultats sur 6 souches bactériennes dont : Escherichia
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coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Lusteria monocytogenas,
Proteus vulgaris, montrent un maximum d’inhibition par 1’extrait des huiles essentielles de
Citrullus colocynthis chez I’espece Staphylococcus aureus et un minimum d’inhibition chez
I’espéce Lusteria monocytogenas, alors que I’extrait des huiles essentielles de Citrullus colocynthis

ne présent aucun effet sur I’espece Bacillus.

Tableau 5: Résultats d’étude d’activité antimicrobienne d’extraits des huiles essentielles de

Citrullus colocynthis.

Les souches microbiennes Diamétre d’inhibition L’effet dans les boites
(mm) (sensibilité)
Escherichia coli 12+00 mm +
Staphylococcus aureus 14+1,41 mm +
Pseudomonas aeruginosa 10+1,41 mm +
Lusteria monocytogenas 9+1,41 mm +
Proteus vulgaris 13+1,41 mm +
Bacillus subtilis Omm -
= 144141 134141
£ 13 9+1,41 10141
€ 10
S '8
E 2 -
- 0
©
o o ) o
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Les souches bacteriennes

Figure 1: Représentation graphique des diamétres des zones d’inhibition (mm).
111.2.1.- Escherichia coli :

Cette souche bactérienne montre qu’il ya une zone d’inhibition de 12+1,41 mm observée
autour d’un disque imbibé de huile essentielle (photo 10), donc I’extrait des huiles essentielles des
fruits de citrullus colocynthis présente une activité moyenne contre cette espece par rapport aux
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autres especes, ce qui explique que cette espéce est sensible & ce huile essentielle, le résultat est
positif.

Photo 10 : Aromatogramme Escherichia coli.
111.2.2.-Staphylococcus aureus:

De méme 1’extrait des fruits de citrullus colocynthis présent une activité maximale contre
Staphylococcus aureus avec une zone d’inhibition del4+1,41 mm (photo 11), le résultat est aussi

positif.

Photo 11: Aromatogramme Staphylococcus aureus.

111.2.3.- Pseudomonas aeruginosa :

Concernant cette souche bactérienne il ya une trace d’inhibition del10£1,41mm autour de
disque (photo 12), de ce fait I’extrait des huiles essentielles testé exerce une activité antibactérienne
sur Pseudomonas aeruginosa cette activité est proche que 1’activité contre Lusteria monocytogenas,

c’est -a-dire il ya une sensibilité donc le résultat est positif.
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Photo 12: Aromatogramme Pseudomonas aeruginosa

111.2.4.-Lusteria monocytogenas:

Les mémes observations pour ce microorganisme il ya une zone d’inhibition de10+1,41mm
(photo 13), I’extraits des huiles essentielles des fruits de citrullus colocynthis présente une activité

minimale contre cette souche, donc le résultat est positif.

Photo 13: Aromatogramme Lusteria monocytogenas.

111.2.5.-Proteus vulgaris:

D’aprés la photo 14 on remarque que 1’extrait des huiles essentielles de citrullus colocynthis
représente une activité contre la souche Proteus vulgaris avec une zone d’inhibition de 131,41

mm, cette activité aussi plus proche que 1’effet des huiles essentielles sur Staphylococcus aureus, le

résultat est positif.
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Photo 14 : Aromatogramme Proteus vulgaris.

111.2.6.- Bacillus subtilis :

Aucune activité antibactérienne n’est constatée pour 1’effet des huiles essentielles des fruits

de citrullus colocynthis sur cette souche bactérienne (photo 15), le résultat est négatif.

Photo 15: Aromatogramme Bacillus subtilis.

Les résultats expérimentaux présentés, montrent que 1’huile essentielle du citrullus
colocynthis est active sur toutes les souches a I’exception de Bacillus subtilis. La souche de
Bacillus subtilis possede une résistance contre I’action antibactérienne des huiles essentielles de
citrullus colocynthis. Les autres souches se comportent différemment avec des diameétres compris

entre 9+1,41 mm et 14+1,41 mm.

Staphylococcus aureus et Proteus vulgaris Gram(+) sont donc plus sensible a I’effet de
I’extrait des huiles essentielle, L’activité de I’huile est importante sur cette espece par rapport aux
autres bactéries. Il est bien connu que les bactéries a Gram (+) sont plus sensible aux huiles

essentielles que les bactéries a Gram (-) (BEKHECHI et al., 2008). Des résultats similaires ont été
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enregistrés avec d’autres types d’huiles essentielles AKIN et AKTUMSEK (2009). En testant
I’huile essentielle d’Eucalyptus camaldulensis contre Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa et Escherichia coli, ces auteurs ont indiqué que Staphylococcus aureus était plus
sensible a I’huile essentielle. D’apres KALEMBA et KUNICKA (2003), la sensibilit¢ d’un
microorganisme aux huiles essentielle dépend des propriétés de 1’huile essentielle et le

microorganisme lui méme.

Le Pouvoir antimicrobien bactéricide est plus important contre Lusteria monocytogenas
Gram(+), ZAIKA (1988) montre qu’il est communément reconnu que les bactéries a Gram négatif

sont plus résistantes aux huiles essentielles.

An outre Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa gram(-) présente une sensibilité
moyenne a I’effet de I’extrait des huiles essentiel, plusieurs auteur ont démontré que les bactéries a

gram(-) peuvent étre sensibles a I’action des huiles essentielle.

Cependant CELIKEL et KAVAS (2008) ont souligné, que ’action des huiles essentielles

volatiles a peu d’influence sur I’inhibition de la croissance des bactéries a gram (-) et gram (+).

L’absence d’une zone d’inhibition chez Bacillus subtilis Gram(+) est due préalablement a
la résistance de cette souche ou a la dégradation des huiles essentielles qui semble étre due a I’effet

de la température ou a nos conditions expérimentales telles que la faible concentration utilisée.
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Conclusion générale

Au cours de ce travail, on a étudie ’activité biologique de citrullus colocynthis sur quelques
souches bactériennes a savoir : Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Lusteria monocytogenas, Proteus vulgaris, Bacillus subtilis.

Le rendement des huiles essentielles de citrullus colocynthis est de 0,67%.

L’activité antimicrobienne est importante chez la majorité des souches étudiées, avec un
diamétre d’inhibition égal a 12+00mm pour Escherichia coli, 14+1,41mm pour Staphylococcus
aureus, 10£1,41mm pour Pseudomonas aeruginosa, 9+1,41mm chez Lusteria monocytogenas et
13+1,41mm pour Proteus vulgaris par contre la souche Bacillus subtilis ne présente aucune
sensibilité vis-a-vis a I’extrait biologique. Il semble que ’espéce Staphylococcus aureus présente le
minimum de résistance a I’effet d’extrait des huiles essentielles de citrullus colocynthis, et ’espéce

Bacillus subtilis présente le maximum de résistance a I’effet toxique de 1’extrait biologique.

Donc d’aprés ces résultats, I’huile essentielle de cette plante qui est obtenu par la méthode
d’hydrodistillation possede un effet biologique sur la majorité des souches bactériennes étudiées,
pour mieux étudier 1’activité biologique des huiles essentielles de cette plante il faut augmenter le
rendement d’extraction des huiles essentielles par 1’utilisation d’autres techniques d’extraction

comme ’entrainement a la vapeur d’eau et il faut €largir le nombre des souches testées.
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Annexe 1

1-Préparation de milieu de culture utilisé : Muller Hinton gélosé

1.1-Produits chimiques :
Pour 400ml

Extrait de levure 49
Extrait de malate  1.6g
Glucose 1.69
Agar 79

1.2- Mode opératoire :

Dans un flacon de 400ml on mélange 1.6g d’extrait de malate et glucose et 4g d’extrait de
levure puis on remplit avec 1’eau distillée, il faut homogénéiser puis mesurer PH de ce milieu et on
ajoute NaCl jusqu’a PH=7.2. Puis on ajoute 7 g de poudre de Agar et mélanger le milieu et en fin

on met le milieu dans un autoclave pour la stérilisation durant 2heure.



