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Résumé-

Notre travail porte sur I'étude de I'effet de I'état et la technique de séchage de la plante Pituranthos
chloranthus sur les propriétés biologiques des huiles essentielles obtenues par hydrodistillation.
L'étude vise trois points dont le rendement en huiles essentielles, le pouvoir antioxydant (test de

pouvoir réducteur, DPPH) et le pouvoir antimicrobienne.

Les rendements obtenus, montrent que le séchage a I’ombre représente la meilleure technique de
séchage pour cette plante; un rendement en huiles de 1,08% est noté, suivi par la plante fraiche
0,88%. Le sechage au soleil affecte négativement le rendement en huiles essentielles; un rendement

de I'ordre de 0,46% est estimé.

L’activité antimicrobienne est mise en évidence par la méthode de diffusion sur disque
.L’huile essentielle de Pituranthos chloranthus(fraiche, séchée a 1’ombre, séchée au soleil) s’est
avérée inactive sur la souche bactérienne testée Pseudomonas aeruginosa, et les souches
bactérienne Escherichia Coli (10mm) et Staphylococccus aureus(11lmm)qui présentes une faible
sensibilité. En effet, les diamétres des zones d’inhibition varient entre 10 et 11mm. On remarque
également que toutes les souches microbiennes testées sont sensibles a I’antibiotique (Ampicilline)

a I’exception de Pseudomonas aeruginosa.

Les propriétés antioxydants sont estimées via le test de pouvoir réducteur, DPPH. A la
concentration 0,5 ug/ ml, les pourcentages d’inhibition (a neutraliser leradical DPPH) sont égales a
17,66 %pour des huiles essentielles extraie a partir d'une plante fraiche et presque le méme pour les
HE extraites a partir de la plante séchée a I’ombre 17,5%. Par contre, les HE extraites a partir de la
plante séchée au soleil, le pourcentage d’inhibition (a neutraliser le radical DPPH) est égale & 16,52
%. La concentration ICsy correspond a chaque extrait pour mieux caractériser le pouvoir
antioxydant est, pour la plante fraiche et séchée a ’ombre est égale a 13,11 pg/ml et 13.25ug/ml, et
la valeur ICs de I’extrait de la plante séchée au soleil est égale 14 ,17ug/ml.

Mots clés: Pituranthos chloranthus, huiles essentielles, séchage, antioxydant, antimicrobien.



Abstract-

Much of the currentre search interest is in studying antioxidant and antimicrobial molecules of

natural originin .

Our work foucuses on the study of the effect of the state and the drying technique of the
plant Pituranthos chloranthus on the biological properties of essential oils obtained by

hydrodistillation.

The study focuses on three points including the yield of essential oils, antioxidant power

(reducing power test, DPPH) and antimicrobial power.

The yields obtained show that drying in the shade represents the best drying technique for
this plant; an oil yield of 1.082% is noted, followed by the fresh plant 0.88%. Sun drying

negatively affects the yield of essential oils, a yield of about 0.46% is estimated.

The antimicrobial activity is demonstrated by the disk diffusion method. The essential oil
of Pituranthos chloranthus (fresh, dried in the shade, dried in the sun) proved to be inactive on the
bacterials train tested Pseudomonas aeruginosa, and the bacterials train Escherichia Coli
(10mm) and Staphylococcus aureus (11mm) which have a low sensitivity. Indeed, the diameters of
the inhibition zones vary between 10 and 11 mm. Itis also noted that all the microbials trains

tested are sensitive to antibiotics (Ampicillin) with the exception of Pseudomonas aeruginosa.

The antioxidant properties are estimated via the reducing power test, DPPH. At the
concentration of 0.5 pg / ml, the inhibition percentages (to neutralize the DPPH radical) are equal to
17.66 % for essential oils extracted from a fresh plant and almost the same for the extracted HEs.
from the plant dried in the shade 17.5%. On the other hand, the HE extracted from the plant dried
in the sun, the percentage of inhibition (to neutralize the radical DPPH) is equal to 16.52%. The
ICso concentration corresponds to each extract to better characterize the antioxidant power is, for
the fresh plant and dried in the shade is equal to 13.11 pg/ ml and 13,25 pg / ml, and the I1Csg

value of the extract of the sun-dried plant isequals 14, 17pg / ml.

Key words: Pituranthos chloranthus; essential oils ; drying ; antioxidant ; antimicrobial.
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Introduction

A Torigine, la nature constituée d’étres végétaux, servait d’alimentation aux animaux et aux
hommes peuplant la terre. Mais a c6té de cette fonction nutritionnelle, I’homme découvrit bien
d’autres fonctions que pouvaient lui procurer les plantes, notamment le pouvoir de guérison. En
effet cette faculté de guérison des plantes fut connue longtemps de nos ancétres depuis les temps
reculés. Elle deviendra plus tard la médecine traditionnelle avec toutes les avancées notoires qu’on
peut lui attribuer ( BELOUED, 1998)

Aujourd'hui, diverses maladies sont traitées uniquement par les seules thérapies naturelles qui font
appel non seulement aux plantes aromatiques, mais aussi a leurs huiles essentielles obtenues

généralement par hydrodistillation

Il existe un grand nombre d’huiles essentielles connues dans le monde et plusieurs milliers d’entre
elles ont été caractérisées. Cependant, de ce nombre, une faible proportion seulement présente un
intérét commercial. Cela s’explique par la composition chimique des huiles, les différentes

utilisations possibles et leur colt de production

La flore algérienne est caractérisée par sa diversité florale : Méditerranéenne , Saharienne et
une flore Paléo Tropicale, estimée a plus de 3000 especes appartenant a plusieurs familles
botanique. Ces especes sont pour la plupart spontanées avec un nombre non négligeable (15%
) d’espeéces endémiques. Ce qui a donné a la pharmacopée traditionnelle une richesse
inestimable. Les objectifs fixés sont I’inventaire ainsi que 1’évaluation chimique et
pharmaceutique des plantes médicinales algériennes dans le double but de valoriser et de

rationaliser leur usage traditionnel et d’isoler des composés d’intérét thérapeutique potentiel
(BENKIKI, 2006).

Les molécules du métabolisme secondaire des plantes appartiennent a des familles chimiques trés
diverses telles que les terpenes, les alcaloides, les phénols, les flavonoides, les stéroides.

Les huiles essentielles ont, a toutes époque une place importante dans la vie quotidienne des

hommes qui les utilisaient autant pour se parfumer aromatiser, la nourriture ou méme se soigner.

A T’heure actuelle, la recherche de nouveaux médicaments d’origine naturelle passe par I’inventaire

des plantes et I’examen systématique de leur activité biologique.

Un des guides du chimiste dans la problématique d’une recherche phytochimique est la recherche a

I’empirisme et plus particuliérement aux usages traditionnels liés aux activités humaines.




Pour cela, notre étude basse sur 1’étude de pouvoir antimicrobienne et antioxydant d’huile
essentielle de Pituranthos chloranthus poussant spontanément dans la région de Zelfana. Dans

divers cas (fraiche, séché a I’ombre, séché au soleil) et la comparaison entre elles.

De plus, le peu de travaux effectués sur cette espéce, nous a encouragés a étudier le pouvoir
antimicrobien et antioxydant des huiles essentielles isolées de cette plante dans divers cas (fraiche,
séché a ’ombre, séché au soleil) et la comparaison entre elles afin d'enrichir les connaissances sur

les activités biologiques de cette plante.

Dans la premiére partie, nous aborderons, 1’état des connaissances bibliographiques incluant une
présentation botanique de la famille des Apiacées, de I’espece Pituranthos chloranthus et son usage
thérapeutique. Nous étudierons également, les genéralités sur les huiles essentielles. Cette étude
inclus : la définition et la classification de ces derniers, leurs activités biologiques ainsi que leur

biosyntheése.

Dans la deuxiéme partie, qui est la partie expérimentale, nous appliquerons les méthodes utilisées

pour :

e L’extraction des huiles essentielles par hydrodistillation
e La détermination des rendements en huiles essentielles

e L’étude du I’activité biologique des huiles essentielles

Dans la troisieme partie, nous discuterons les résultats obtenus lors de cette étude.
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Chapitre I.- Apercu bibliographique sur Pituranthos chloranthus

Le Sahara se caractérise par des conditions édapho-climatiques tres contraignantes a la survie
spontanée des étres vivants. Néanmoins, cet écosystéme reste un milieu vivant pourvu d’un couvert
vegétal particulier, adapté aux conditions désertiques les plus rudes, caractérisées par de fortes
chaleurs et des pluviométries faibles et rares (QUEZEL, 1963 ; OZENDA, 1991) avec une
alternance de deux saisons relativement bien marquées. Un hiver saharien court, et un été qui

dépasse six mois dans 1’espace saharien.

Le Sahara dispose d’une biodiversité¢ floristique exceptionnelle, constituée de plus de 500
especes végetales (OZENDA, 1991), dont il est dénombreé 162 especes vegétales endémiques dans le

Sahara septentrional seul.

Plusieurs especes sont connues pour leurs propriétés thérapeutiques remarquables (QUEZEL,1963

).

Les plantes spontanées des zones arides sont considérées comme I'une des ressources
phytogénétiques qui présentent un intérét agronomique, économique, écologique mais aussi
stratégique ( UNESCO, 1960).

Nombreux sont les chercheurs qui ont fourni des efforts consentis pour 1’étude de la flore, ces
derniers qui sont tres importants pour connaitre les grands traits biologiques des plantes et leur
répartition biogéographique, Cependant plusieurs aspects d’un nombre considérable d’especes
végétales restent méconnus sur certains plan : biologique, taxonomique et écologique
(KOUZMINE,2007).

I.1.- Origine et synonyme de Pituranthos chloranthus

Le mot Pituranthos dérive de 2 mots grecs, anthus= fleur et Pituron= son de blé
(BENISTON, 1984), mais aussi Deverra chlorantha Coss. & Dur (=Pituranthos chloranthus Benth
& Hook.) (=Deverra denudata) Deverra: déesse de I'accouchement ; Chloranthus :vert-fleuri.
Arabe : Gouzah (Guezzah). Berbére : Tattayt (IUCN., 2005; SBF., 2011)

1.2.- Ecologie de Pituranthos chloranthus

Est une espéce du Sahara septentrional et central d’Afrique du nord. Deverra
chlorantha pousse dans des habitats désertiques avec des précipitations n'excédant pas 120mm par

an. La plante prospere dans des sols pierreux, des oueds non salins, parcours de lits d’oueds (Oued
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Metlili), Parcours de hamadas (CHEHMA et al.2005; IUCN., 2005; TOUIL et al., 2006; DAHIA,
2009). Plantes pérennes broutées par le dromadaire dans le sud-ouest algérien (plante
occasionnellement appétée) (BOUALLALA et al.2011)

1.3.-Description botanique de Pituranthos chloranthus

Les Ombelliféres sahariennes sont différentes les unes des autres et leur détermination n'offre pas
de grandes difficultés. Exclusivement, la distinction entre les especes de Pituranthos est souvent
difficile (OZENDA, 1991). En effet, elles ne se distinguent les unes des autres que par la couleur
des fleurs et la taille de leur pédoncule (HABA, 2002). Le genre Pituranthos possede plus de vingt
especes dont certaines sont spécifiques a I'Afriqgue du nord (QUEZEL, et SANTA, 1962,
KAABECHE, 1990), et sont souvent rencontrées dans les régions arides ou désertiques. Le

potentiel floristique algérien de ce genre comporte les espéces suivantes:
- Pituranthos chloranthus,
- Pituranthos scoparius : espece abondante dans les Aures.

- Pituranthos battandieri (Maire): endémique au Sahara marocain et lI'oranie (BELLAKHDAR,
1997).

QUEZEL et SANTA (1962) ont décrit le genre Pituranthos comme une plante vivace, totalement
aphylle, a tige trés ramifiées, portant des ombelles a involucre et involucelles polyphylles est des
pericarpes ovoides a six bandelettes. L'espéce Pituranthos chloranthus(Coss. et Dur.) Benth. &
Hook., est une plante dont les tiges sont ramifiées dés la base, plus ou moins dichotomes et portant
des ombelles longuement pédonculées; pétales verdatres a nervures dorsales pubescentes et larges,
fruits poilus (Ozenda, 1958).

1.4.- Position systématique de Pituranthos chloranthus

L’espéce P. chloranthus est classée d’aprés QUEZEL et SANTA (1963) et DUPON et
GUIGNARD (2007) comme suit :

Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiosperme
Classe : Eudicot

S/classe: Euasteridées 11

Famille: Apiaceae




Chapitre I.- Apercu bibliographique sur Pituranthos chloranthus

Ordre : Apiale.
Genre : Pituranthos

Espece : Pituranthos chloranthus (Coss et Dur) Benth et Houk)

Figure 1 : Pituranthos chloranthus dans les régions sahariennes

1.5.- Importance socioéconomique de Pituranthos chloranthus

La médecine traditionnelle demeure le recours principal pour une grande majorité des
populations pour résoudre leurs problemes de santé. Elle a été transmise d'une génération a l'autre
par la communication orale, posant le danger de perte d’une certaine connaissance. Les études
ethnobotaniques et ethno médicinales sont aujourd’hui reconnues comme des méthodes de choix

pour la connaissance des plantes médicinales et leurs utilisations.

Les especes du genre Pituranthos sont utilisées en médecine traditionnelle algérienne
(VERITE et al., 2004; HAMMICHE et MAIZA, 2006; BENMEKHBI et al., 2008; YANGUI et al.,
2008; KRIFA et al., 2011; LOGRADA et al., 2013).

Au Sahara Algérien I’espéce Pituranthos chloranthus est employée, en cataplasmes sur la téte,
contre les céphalées (BELLAKHDAR, 1997 cité par NAIT SAID, 2007).

Les Touaregs consomment les jeunes pousses et l'intérieur des racines crues, ils I'utilisent comme
aromatisant dans la viande et la galette (BOUTAGHANE et al. 2004). Les fleurs sont placées dans

I'eau pour extraire le composant doux.
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Au Maroc, les parties aériennes sont mélangées avec les cendres pour aromatiser les viandes
(IUCN., 2005). Elle est également utilisée dans les assaisonnements (VERITE et al. 2004; IUCN.,
2005; BENMEKHBI et al., 2008).

Les tiges de P. chloranthus ont été, traditionnellement, utilisés comme paille par les
agriculteurs pour sécher les figues et les raisins. Cette plante a un double avantage : tout d'abord,
elle est utilisée pour son aréme et le godt distinctif qui adherent aux fruits secs. Ensuite, elle a un
effet insecticide. Dans le sud tunisien, une touffe de P. chloranthus était, traditionnellement,
suspendue a la surface de I'eau pour désinfecter des citernes souterraines de stockage de I'eau de
pluie utilisée pour les boissons (YANGUI et al., 2009).

Dans la région de Djannet (sud algérien), les gens font traiter les morsures des scorpions grace a
cette plante (DAHIA, 2009).

Les huiles essentielles obtenues des tiges et des graines de Pituranthos scoparius sont
largement utilisées comme remede contre le rhumatisme et la fievre. Les especes triradiatus et
tortuosus, sont utilisées par la population bédouine contre les douleurs d'estomac, les parasites
intestinaux ou comme agent régulateur de la menstruation chez les femmes (NOVAK et al., 1966 et
AL KADI, A. A. 1989 cité par NAIT SAID, 2007).

I.6.- Toxicité de Pituranthos chloranthus

Les nomades connaissent le haut pouvoir allergisant des plantes du genre Pituranthos pour
les animaux, en période de leur floraison .En effet, le pollen des espéces P. chloranthus et P.
scoparius engendrent des ophtalmies graves, quand il pénetre dans les yeux des animaux. Le
dromadaire en particulier y est treés sensible. Tres allergisant, ce pollen rend les animaux aveugles
pendant plusieurs jours. Les nomades traitent ces ophtalmies en instillant dans les yeux du

dromadaire, du jus de tabac ou en introduisant du sel sous les paupieres (BELLAKHDAR, 1997).

1.7.- Distribution géographique

Pituranthos chloranthus est une espéce propre a I’Afrique du Nord, qu’on rencontre dans les

régions arides pré désertiques et désertiques (OZANDA,1991).
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Chapitre 11.- Généralités sur les huiles essentielles
11.1.- Definition

Les huiles essentielles, appelées aussi essences, sont des mélanges complexes de substances
odorantes et volatiles(CATIER et ROUX, 2007). 1l s’agit de mélanges de composés lipophiles,
volatils et souvent liquides, synthétisés et stockés dans certains tissus vegétaux spécialisés (poches,
canaux, poils). Extraites de la plante grace a des procédés physiques, les huiles essentielles sont
responsables de 1’odeur caractéristique de la plante (TEUSCHER et ANTON, 2005).

Les huiles essentielles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et
s’accumulent en général dans des cellules glandulaires spécialisées, situées en surface de la cellule
et recouvertes d’une cuticule (TEUSCHER et ANTON, 2005).

Elles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux : fleurs, feuilles, écorces, racines,
rhizomes, fruits et graines. Si tous les organes d’une méme espéce peuvent renfermer une huile

essentielle, la composition de cette derniere peut varier selon sa localisation (BRUNETON, 2009).

La norme francaise AFNOR NF T75-006 définit I’huile essentielle comme: «un produit
obtenu a partir d’'une maticre premicre végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit par des
procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des Citrus, et qui sont séparés de la phase aqueuse par
procédés physiques» (GARNERO, 1996)

11.2.-Usage des huiles essentielles

Les essences peuvent étre utilisées a faibles doses comme aromatisant en pharmacie et dans
’alimentation. A doses plus élevées, elles peuvent étre utilisées pour leur propriété
pharmacologique, c’est le principe de I’aromathérapie. Il existe alors un risque de toxicité (CATIER
et ROUX, 2007).

Les Huiles essentielles étaient souvent appelés les solutions de nettoyage naturelles et
écologiques. Ils sont utilisés comme substitut aux produits chimiques, désinfecter et de diffuser un
agréable parfum dans l'air (SEGVIC KLARIC et al.,, 2007). lls sont également utilisés pour
contrler les maladies humaines d'origine microbienne et a guérir des maladies comme
I'atherosclerose et le cancer (WARNKE et al., 2006). Propriétés insecticides des huiles essentielles

ont été largement étudiées contre diverses espéces d'insectes (YANGUI et al., 2009).
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Dans le domaine alimentaire elles deviennent des épices ou des aromates. Il faut a ce propos

remarquer que ’activité d’une huile essentielle peut étre tout a fait différente de celle de la plante

dont elle est issue (CATIER et ROUX, 2007).

11.3.- Propriéetés physiques des huiles essentielles

Malgré leurs différences de constitution, les huiles essentielles possedent en commun un
certain nombre de propriétés physiques : les différents indices, pouvoir rotatoire, viscosité, densité,

solubilité dans l'alcool, point d'ébullition et congélation.

Un indice de densité
Leurs densités sont inférieures a « 1 » sauf exceptions (huiles essentielles de cannelle, girofle en

particulier)

Un indice de réfraction

L’indice de réfraction (changement de direction de la lumiére au passage d’un milieu a un autre)
d’une huile essentielle est le rapport entre le sinus de 1’angle d’incidence et le sinus de I’angle de
réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde déterminée, passant de 1’air a I’huile essentielle

maintenue a une température constante. Cet indice peut étre mesuré par un réfractometre.

Voici a titre indicatif quelques intervalles pour les huiles essentielles suivantes:
Eucalyptus : 1.458 a 1.470

Lavande (aspic) :1.463 a 1.468

Thym : 1.495 a 1.505

Un pouvoir rotatoire

Le pouvoir rotatoire d’une huile essentielle est ’angle exprimé en milli radians et /ou degrés
d’angle dont tourne le plan de polarisation d’une radiation lumineuse de longueur d’onde 1 = (589,3
*0,3) nm, correspondant aux raies D du sodium, lorsque celles-ci traversent une épaisseur de 100
mm d’HE dans des conditions déterminées de température. On peut mesurer le pouvoir rotatoire
avec un polarimétre appareil de mesure de la polarisation (Propriété des ondes électromagnétiques)

d’un corps
Point d’ébullition

Leur point d’ébullition varie, mais s’éléve ordinairement a 160° ; quelques-unes exigent méme une

température plus élevée
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Point de congélation

Le point de congélation des huiles essentielles varie beaucoup ; quelques-unes ne se solidifient

qu’au- dessous de 0, d’autre a 0, et il en est qui sont solides a la température ordinaire de I’air

(JONS, 2009)

Elles sont généralement incolores ou jaune pale lorsqu’elles viennent d’étre préparées, peu
solubles dans 1’eau mais lui communiquent leur odeur, solubles dans la plupart des solvants
organiques et dans les huiles fixes et sensibles a 1’oxydation et donc de conservation limitée. De ces
propriétés découlent les principales précautions a prendre pour les conserver, dans des flacons de
petite taille, bien boucheés, colorés ou en aluminium et si possible a basse tempeérature (CATIER et
ROUX, 2007).

11.4.- Composition chimique des huiles essentielles

o Clest un mélange de molécules variées, comprenant en particulier
des terpénes (hydrocarbures non aromatiques), c'est-a-dire dérivés de l'isoprene et non du
benzene, et des composés oxygenés (alcools, aldéhydes, cétones, ester) (CATIER et ROUX,
2007 ; HELLAL, 2011) :

e Les composés terpéniques

On trouve surtout des Monoterpénes. Les carbures peuvent étre acycliques, monocycliques ou
bicycliques et porteurs de groupements fonctionnels variés

- Alcools : exemples, géraniol, menthol, borneol.
- Cétones : camphre, thuyones.
- Esters : acétate d’isobornyl.
- Phénols : thymol.
e Les composés aromatiques dérivés du phénylpropane

Ils sont moins répandus que les précédents, ce sont souvent des allylphénols quelquefois aussi des
aldéhydes tels 1’anéthol, D’eugénol. La vanilline est assez fréquente parmi les composés

aromatiques.
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Les composés d’origine diverses

Il s’agit 1a de produits résultant de la transformation de molécules non volatils. Ces composés

contribuent souvent aux aromes de fruits (BRUNETON, 2009 ; HELLAL, 2011).

11.5.- Facteurs de variabilité des huiles essentielles

Selon BRUNETON (2009), de nombreux facteurs influent sur la teneur et la composition des huiles

essentielles; des facteurs liés a I'espece (la génétique, 1'état nutritionnel, etc...) et d'autres liés aux

conditions de I'environnement dont la température, la sécheresse, I'ensoleillement, la salinité du sol

et de I'eau, le vent, les différentes agressions biotiques.

Influence du cycle végétatif :

Pour une espéce donnée, la proportion des différents constituants d’une huile essentielle
peut varier tout au long du développement.

Parties de la plante:

Une plante peut donner des huiles essentielles de composition chimique tres différente en
fonction des organes dont elle est issue.

Existence de chimiotypes :

Les chimiotypes, dits aussi races chimiques, sont tres fréquents chez les plantes a huiles
essentielles

Influence des facteurs extrinseques:

I1 s’agit 1a de I’incidence des facteurs 1’environnement et des pratiques culturales.

Influence de la durée de stockage :

Le stockage des matieres premiéres avant distillation peut également influencer la
composition et le rendement des huiles essentielles.

Influence des procédés d’obtention :

La labilit¢ des constituants d’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.

11.6.-Utilisation des huiles essentielles

Ces produits naturels présentent un grand intérét économique comme matiére premiere destinée a
différents secteurs d’activit¢ (CAVALLI, 2002) tels que:
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e En pharmacie
Les huiles essentielles peuvent étre utilisés dans :
-I'aromatisation des médicaments destinés a la voie orale (ZIMING WANG,2006)
- Pour leurs actions physiologiques (Menthes, Verveine, Camomille) (HURABIELLE,1981)

e Dans I'industrie
Parfumerie et cosmétologie: De nombreux parfums sont toujours d'origine naturelle et certaines
huiles essentielles constituent des bases des parfums. Exemples: Rose, Jasmin, Vétiver, Ylang-
ylang, etc... (HURABIELLE, 1981)

e Alimentation

Les huiles essentielles (huile de citron, de menthe, de girofle) sont trés utilisées dans 1’aromatisation

des aliments (jus de fruits, patisserie) (ZIMING WANG et al., 2006 ; HURABIELLE,1981).

11.7.- Toxicité des huiles essentielles

Cet aspect de la connaissance des huiles essentielles est d'autant plus important que le
développement thérapeutique telles que I'aromathérapie (définie comme le traitement des maladies
par les essences de plantes ainsi que la connotation " produit naturel” attaché a ces produits
conduisent a une utilisation souvent abusive. La toxicité chronique des huiles essentielles est assez
mal connue; on manque aussi des données sur leurs éventuelles propriétés mutagénes, tératogenes
ou cancérogenes. On connait par contre beaucoup mieux le risque de toxicité aigle lie a une
ingestion massive, en particulier la neurotoxicité des huiles essentielles a thuyone (thuya, absinthe,
sauge officinale) ou a pinocamphone (hysope). Ces cétones induisent des crises épileptiformes et
tétaniformes, des troubles psychiques et sensoriels nécessitant 1’hospitalisation. De telles

intoxications ne sont pas exceptionnelles.

D'autres Monoterpénes sont également toxiques a doses fortes, exemples: camphre, menthol
(qui entrainent un risque de spasme de glotte chez le jeune enfant), cinéole, E-anéthol. Cette toxicité
non négligeable conduit a adopter une attitude prudente face aux pratiques telles que
I'aromathérapie lorsqu'elles utilisent des huiles essentielles -pures et a fortes doses - par voie orale
et, a fortiori, en mélange (BRUNETON,1993).
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11.8.- Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des produits obtenus soit a partir des matiéres premieres naturelles
par distillation a 1’eau, soit a partir des fruits de citrus par des procédés mécaniques et qui sont
séparés de la phase aqueuse par des procédés physiques (AFNOR, 1992). Les huiles essentielles

sont extraites principalement par les méthodes suivantes:

= Distillation

=  Extraction a froid

Extraction assistée par micro-onde

Extraction par des solvants organiques (Soxhlet)

11.8.1.- Distillation

Il existe deux différents procédés utilisant le principe de la distillation : I’hydrodistillation
et ’entrainement a la vapeur d’eau(PIOCHON , 2008) .

a- Hydrodistillation : L’hydrodistillation proprement dite est la méthode normée pour
I’extraction d’une huile essentielle, ainsi que pour le contrdle de qualité (AFNOR, 1992). Le
principe de I'nydrodistillation correspond a une distillation hétérogene. Le procédé consiste a
immerger la matiére premicre végétale dans un bain d'eau. L’ensemble est ensuite porté a

ébullition généralement a pression atmosphérique.(figure 03) (LAGUNEZ Rivera, 2006).

1- Erlenmeyer 2- L'eau et la plante 3- Chauffe-ballon 4- Sortie de
I'eau 5- Entrée de I'eau  6- Réfrigérant7- Support du réfrigérant 8- L'huile
essentielle 9- L'eau aromatique (Hydrolat) 10- Ampoule a décanter

Figure 02: Montage de I'hydro-distillation
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La durée d’une hydrodistillation peut considérablement varier, pouvant atteindre plusieurs heures
(8h)[( LUCCHESI et al.,2004),selon le matériel utilisé et la matiere végétale a traiter. La durée de
la distillation influe non seulement sur le rendement mais également sur la composition de
I’extrait(LUCCHESI,2005).Les principales raisons de cette préférence sont liées a la facilité de
mise en ceuvre du procédé, son sélectivité et donc la qualité des produits obtenus. Cependant
I’hydrodistillation posséde des limites. En effet, un chauffage prolongé et trop puissant engendre
une détérioration de certains végetaux et la degradation de certaines molécules aromatiques. C’est
ainsi que pour certains végetaux fragiles, comme par exemple les pétales de fleurs, une technique
d’extraction plus appropriée est utilisée. Il s’agit de la « distillation dite séche ». Cette technique
ancestrale, utilisée autrefois par les alchimistes arabes (FRENCH,1651),consiste a extraire les
huiles essentielles de plantes fragiles a I’aide d’un alambic par 1’effet de la chaleur du soleil. Plus
récemment, en Herzégovine (KAPETANOVIC et al.,1984), une technique toute proche a permis
I’extraction d’une huile essentielle de rose de trés grande qualité, cependant cette technique,
possede elle aussi ses limites. En effet, technique écologique par excellence, le chauffage par les
rayons du soleil est tres faiblement productif car plusieurs jours sont nécessaires pour extraire les

précieuses gouttelettes d’essences de rose.
b- Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

L’entrainement a la vapeur d’eau est I’une des méthodes officielles pour I’obtention des huiles
essentielles des plantes aromatiques. A la différence de 1’hydrodistillation, cette technique ne met
pas en contact direct ’eau et la matiére végétale a traiter (LEGUNEZRIVERA, 2006).La vapeur
d’eau fournie par une chaudiere traverse la matiere végétale située au-dessus d’une grille. Durant le
passage de la vapeur a travers le matériel, les cellules éclatent et liberent 1’huile essentielle qui est
vaporisée sous I’action de la chaleur pour former un mélange « eau + huile essentielle ». Le
mélange est ensuite véhiculé vers le condenseur et ’essencier avant d’étre séparé en une phase
aqueuse et une phase organique ( I’huile essentielle). L’absence de contact direct entre 1’eau et la
matiere végétale, puis entre 1’eau et les molécules aromatiques évite certains phénomenes

d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la qualité de I’huile (LUCCHESI, 2005).
11.8.2.- Extraction a froid

Elle constitue le plus simple des procédés, mais ne s’implique qu’aux agrumes dont 1I’écorce
des fruits comporte des poches sécrétrices d’essences. Ce procédé consiste a broyer, a 1’aide de

presses, les zestes frais pour détruire les poches afin de libérer I’essence (ROUX, 2008).
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11.8.3.- Extraction assistée par micro-onde

Le mécanisme du chauffage diélectrique repose sur le fait que les molécules polaires, telles
que l'eau, ont des extrémités négatives et positives : ce sont des dipoles. En 1’absence de champ
¢lectrique, les dipoles d’un milieu diélectrique se trouvent orientés au hasard sous l’effet de
I’agitation thermique du milieu. Sous l'effet d'un champ électrique continu, les molécules tendent a
s'orienter dans la direction du champ électrique. Plus le champ électrique est intense, moins
l'agitation thermique qui tend a désorganiser l'alignement a d’importance. Lorsque toutes les
molécules sont orientées, il apparait un moment dipolaire global induit. Sous l'effet d'un champ
électrique alternatif de fréquence, les dipdles s'orientent dans la direction du champ sur une demi
alternance, se désorientent lorsque le champ s'annule et se réorientent dans l'autre sens pendant la

seconde demi alternance : c'est la rotation dipolaire.

L'énergie électrique est convertie en énergie cinétique par la rotation des dip6les. L'énergie
cinétique est transformée partiellement en chaleur : l'alignement des dipdles par rapport au champ
électrique est contrarié par les forces d'interactions entre molécules. Ces forces peuvent étre
assimilées a des forces de frottement internes qui existent dans les contacts solide-solide. Elles
s'opposent ainsi a la libre rotation des molécules. De la friction produite, nait le dégagement de
chaleur (LUCCHESI,2005).Cette chaleur dilate les glandes qu’éclatante. Ce processus donc libére
les huiles essentielles (LUCCHESI et al. 2004).

11.9.- Activité biologique des huiles essentielles

Les huiles essentielles possédent de nombreuses activités biologiques (ZIMING WANG et al.
2006).

En phytothérapie, elles sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies
infectieuses d'origine bactérienne, par exemple contre les bactéries endocanalaires ( PELLECUER
et al.,1980), ou au niveau de la microflore vaginale( VIOLLON et CHAUMONT,1994) et d'origine
fongique contre les dermatophytes (CHAUMONT et LEGER,1989).Cependant, elles possédent
également, des propriétés cytotoxiques(SIVROPOULOU et al. 1996), qui les rapprochent donc des
antiseptiques et des désinfectants en tant qu’agents antimicrobiens a large spectre. Par exemple dans
des préparations pharmaceutiques, les terpenes phénoliques, comme le thymol et le carvacrol, sont
souvent utilises comme des antiseptiques, des antibactériens et des antifongiques (AGNIHOTRIET
al.2003).
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Le thymol est trés irritant, astringent et caustique. La dose de thymol applicable sur la peau et les
muqueuses est de 0,5%. Ingéré a la dose de 2 g ou a plus fortes doses, il est responsable de
gastralgies avec nausées (ZAMBONELLI et al. 2004).

Les huiles essentielles les plus étudiées dans la littérature pour leurs propriétés
antibactériennes et antifongiques appartiennent a la famille des lamiacées: thym, origan, lavande,

menthe, romarin, sauge... etc.

L'essence de thym est souvent rapportée comme étant parmi les huiles essentielles les plus actives
(AGNIHOTRI et al.2003).

L’activité des huiles essentielles est en corrélation avec leur fonction chimique.

Les travaux de ZAKARYAET ses collaborateurs (1993)sont montré 1’importance de la
spécification du genre et de I’espece, ainsi que de la variété de la plante d’ou provient ’extrait. En
effet, l’activité biologique d’une huile essentielle est liée a sa composition chimique, aux

groupements fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, aldéhydes et cétones).

Les composés minoritaires jouent aussi un role important dans 1’activité des huiles essentielles et

semblent agir en synergie avec les composés principaux (ZHIRI, 2006).

Les composés chimiques qui ont plus d’efficacité et, a large spectre sont d’abord les phénols
(thymol, carvacrol, eugénol), ensuite les alcools (]- terpinéol, terpinén-4-ol, linalol), les aldéhydes et
dans une faible mesureles cétones (DORMAN et DEANS, 2000).
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Chapitre 111.- Matériels et Méthodes

I11.1.- Matériel végétal

L’organe végétal ayant servi a I’extraction de I’huile essentielle dans la présente étude est la partie
aérienne de la plante Pituranthos chloranthus fraiche et séche (Photo 1). La plante a été récoltée de
la région de Zelfana (Wilaya de Ghardaia) en février, Mars, Avril 2018. Elle a été récupérée dans
un sac en tissu épais propre, puis divisé en trois groupes I’une reste fraiche le deuxiéme est séché a
I’ombre et le troisieme séchés au soleil aprés un ringage par de I'eau de froide. Puis découpée en

petits morceaux (2 a 3 cm) (Photo 1) pour servir a I’extraction de 1’huile essentielle.

Photo 01 :Fragments de Pituranthos chloranthus récoltés dans Oued Zelfana(Wilaya de Ghardaia)

(1 : Fragments fraiches, 2 : Fragments séchés a ’ombre, 3 : Fragments séchés au soleil)

111.2.- Dispositif d’extraction

L’extraction de 1’huile essentielle a partir des parties aériennes de la plante Guezzah est
effectuée par hydrodistillation dans un montage simple dont les différentes pieces constitutives
sont: un ballon a fond rond de deux litres (2L), un chauffe-ballon, un régulateur de température, une

colonne de condensation de la vapeur (réfrigérant a eau),un coude de 90°, une ampoule a décanter

et un erlenmeyer (Photo 02).
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BENABBES .H & SLAMAT:H (2018)

Photo 02 : Dispositif d’hydrodistillation utilisé pour I’extraction de 1’huile essentielle

de P. chloranthus.

111.3.-Extraction des huiles essentielles (Hydrodistillation)

Une quantité de partie aérienne de la plante Guezzah coupées en morceaux sont introduites
dans un ballon a fond rond de 2L imprégnés d’eau distillée (environ 1,3L). Le mélange est ensuite
porté a I’ébullition environ 6 heures. Les vapeurs, entrainant avec elles I’huile essentielle, se
condensent en traversant le réfrigérant et chutent dans une ampoule a décanter. Dans cette derniére
se recueille deux phases (Photo 3) : le distillat avec une couche d’huile trés mince, leur séparation
se fait par différence de densité aprés décantation du mélange pendant 30 min. Apres leur séparation
L’huile essentielle se récupere par une seringue et conservée a 4°C dans des flacons en verre

emballés avec du papier aluminium.
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BEN ABBES .H et SLAMT . H (2018)

1- Phase organique comprenant 1’huile essentielle de P. chloranthus.

2- Phase aqueuse (hydrolat).

Photo 03 : Huile essentielle de P. chloranthus en phase de séparation

I11.4.- Calcul du rendement

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de 1’huile extraite et le poids

des parties de la plante utilisées pour I'extraction (CAREE, 1953. Cité par MOHAMMEDI, 2006).

Le rendement d’extraction de 1’huile essentielle est déterminé par mesure de la quantité obtenue de

I’huile essentielle durant I’hydrodistillation par unité de masse de maticre traitée.
Le rendement, exprimé en pourcentage, est calculé par la formule suivante :
RHEs% = P1 /P2 X 100
Ou:
RHESs% : rendement de 1’huile essentielle en pourcentage.

P1 : poids de I’huile essentielle en g.

P2 : poids des parties utilisées de la plante en g.
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111.5.-Tests d'activité biologique (activité antimicrobienne et anti-oxydante)

111.5.1.-Etude du pouvoir antimicrobien

Les traitements antimicrobiens par les plantes reviennent au premier plan, car 1’efficacité des
médicaments tel que les antifongiques et les antimicrobiens et en particulier les antibiotiques
décroit. Pour cela, nous avons jugés intéressant de tester ces huiles essentielles vis-a-vis de souches

bactériennes, et de comparer leur activité a celle des antibiotiques utilisés.

111.5.1.1.Souches étudiées

L’huile essentielle de Pituranthos chloranthus a été testée contre les souches microbiennes

mentionnées dans le tableau (Tableau 01) :

Tableau 01 : Souches bactériennes étudiées

. Référence Provenance
Souches utilisées o
/origine
A Gram positif | Staphylococcus aureus ATCC 25923 MNHN
) Escherichia coli ATCC 25922
A Gram négatif :
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

MNHN : Muséum National d’Histoire Naturel, Paris
111.5.1.2.- Aromatogramme (méthode de diffusion sur disque)

Afin de tester ’activité antimicrobienne des huiles essentielles, nous avons utilisé la méthode de

diffusion sur disque.

Des disques de papier filtre de 6 mm de diametre imprégnés de 5 pl d’huile essentielle et 5 pl de
DMSO, sont déposés a la surface d’un milieu gélosé (Mueller — Hinton pour les bactéries), en
boite de pétri, préalablement ensemencées en surface en nappe avec 1 ml d’inoculum et 1’excédent

est éliminé par aspiration.

En parallele, nous avons utilisé un disque témoin négatif imbibé par le DMSO (5ul) et des témoins

positifs Ampicilline (Am : 30ug/disque).

Aprés incubation a 37°+1° C pendant 24 h pour les bactéries, la lecture des résultats se fait par la

mesure du diamétre de la zone d’inhibition en mm, disque inclus.
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111.5.1.2.1.-Préparation de ’inoculum
a. Pour les bactéries

Les souches, conservées sur gélose nutritive inclinée a 4°C, sont revivifiées dans du bouillon
nutritif a 37° C £1° C pendant 24 h, puis ensemenceées sur boites contenant de la gélose nutritive
pour vérifier leur pureté. Aprés 24h d’incubation a 37°C, les souches bactériennes sont
ensemencées sur bouillon nutritif puis remettre en incubation a 37° £ 1° C pendant 18 h. De cette
derniere culture, on préleve quelques gouttes et on les mets dans 9 ml d'eau physiologique stérile a
0.9. La suspension bactérienne est bien homogenéisée, et la densité optique lue a 625 nm est
justifiée & 8 % a 10 %, soit environ 10® UFC/ml (PESSINI et al. 2003 cit¢ par BEN
ABDELKRIM,2013).

Photo 04 : Préparation de I’inoculum

> Incubation

Les boites de pétrie préalablement coulées dans des conditions asepsies sont incubées pendant 24 h

a 37°C pour les bactéries.
» Lecture

Apres 24 heures d'incubation, il est mesuré avec précision les diamétres des zones d’inhibition a

I’aide d’une regle graduée sur le fond de la boite de pétrie.

e Les résultats des mesures des zones d'inhibition sont comparés avec les valeurs critiques
citées dans la littérature. Selon le diametre des zones d'inhibition, les souches bactériennes
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testées sont classées selon leurs réponses a I’antibiotique (Ampicilline )en 3 catégories
dont:

e Sensible (si le diamétre est > 21) ;

e Intermédiaire (si le diametre est entre 16 et 20 ) ;

e Résistante (si le diametre est< 16 ) (SFM, 2012 ).

Nous avons considéré qu’une huile essenticlle a une action bactériostatique si son diametre
d’inhibition est supérieur a 15 mm (ROSSI, 2003).

I11.6.- Test de ’activité anti-oxydante

Plusieurs méthodes sont utilisées pour mesurer les activités anti-oxydantes des extraits
volatils des plantes aromatique. L’activité anti-radicalaire de I’huile essentielle de P. chloranthus a

été évaluée par la capacité de balayage du radical libre DPPH.

Cette méthode décrite pour la premiere fois par BLOIS (1958) et modifiée par la suite par
BRAND WILLIAMS et al. (1995), MASUDA et al. (1999) et MOLYNEUX (2004) consiste a
suivre la réduction du radical libre DPPH (2,2- diphenyl -1- picrylhydrazyl) par un antioxydant a
I’aide de spectrophotométrie UV-visible, en mesurant la diminution de 1’absorbance a 517 nm

provoquée par la présence de 1’huile essentielle.

Le DPPH est initialement violet, se décolore lorsque I’électron célibataire s’apparie. Cette
décoloration est représentative de la capacité des composés de I’huile essentielle a piéger ces
radicaux libres indépendamment de toute activité enzymatique. Ce test nous permet donc d’obtenir

des informations sur le pouvoir anti radicalaire direct de notre huile essentielle.

. 0 . 0
SRS

Diphenylpicrylhydrazyl (radical libre) Diphenylpicrylhydrazyl (non radical)

Figure 03 : Forme libre et réduite du DPPH (KALLA, 2012)
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111.6.1.- Protocole expérimental

L’activité anti-radicalaire de I’huile essentielle de P. chloranthus a été mesurée par la méthode
modifiée de MANSOURI et al. (2005), la solution de DPPHe est préparée par la solubilisation de
3,5 mg de DPPHe dans 100 ml de méthanol a 99%. Un volume de 100 pl prélevé a partir de chaque
dilution réalisée sur I’huile essentielle a été mélangé avec 3.9 ml de la solution de DPPHe dans des
tubes a essai secs. Aprés 30 min d’incubation a une température ambiante et a 1’obscurité,

I’absorbance a été mesurée a 517nm.

Comme il n'existe pas de mesure absolue de la capacite antioxydante d'un composé, les résultats
sont souvent portés par rapport a un antioxydant de référence, comme l'acide ascorbique (vitamine
C), Quercétine ou le Trolox (acide-6-hydroxy-2,5,7,8tetramethylchroman-2-carboxylique) (
MOLYNEUX ,2004) .

La courbe tracée a partir des concentrations en huile essentielle et en I'acide ascorbique (vitamine
C) en fonction du % d’inhibition du radical DPPH permet de calculer le parameétre ICs
(concentration inhibitrice a 50%). Ce paramétre est défini comme étant la concentration inhibitrice
du substrat qui cause la perte de 50% d’activité de DPPHe (couleur) et s’obtient a partir de la droite

tracée.

BEN ABBES. H et SLAMAT.H (2018)

Photo 05 : Préparations pour le test antioxydant
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111.6.2.- Expression des résultats

L’activité anti-radicalaire ou le pourcentage d’inhibition (I %) est estimé selon la formule

suivante :
1 % = [(Abs517 ¢ — Abs517 e) / Abs517 c] x 100

Absé517 ¢ : absorbance du control lue a 517 nm
Abs517 e : absorbance de 1’échantillon lue 4 517 nm

La courbe tracée a partir des concentrations en huile essentielle et en I'acide ascorbique (vitamine
C)en fonction du % d’inhibition du radical DPPH permet de calculer le parameétre ICsp

(concentration inhibitrice a 50%).
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Chapitre 1V.- Résultats et Discussions

1VV.1.- Calcul les rendements des huiles essentielles

Les extractions des huiles essentielles de « Pituranthos chloranthus » ont été réalisées en

utilisant la méthode d’Hydrodistillation.
Les rendements moyens obtenus, sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 02:Variation du rendement d"extraction en huiles essentielles de Pituranthos chloranthus

en fonction des conditions expérimentales

Durée Températu | Longueur | Rendement
Expérience Date de re de coupage A
I’extraction | d’extractio (cm)
n C°
% Ex; 26/02/2018 3 250 1 Négligeable
E Ex; 01/03/2018 3 400 1 Négligeable
§ Exs 05/03/2018 7 200 2 0,6
E” = 07/03/2018 7 200 2 0,6
5 Exs | 11/03/2018 6 200 2 0,6
g Exe 13/03/2018 7 200 3 1
Exy 14/03/2018 4 200 3 1,17
Exs 15/03/2018 6 200 3 1,54
Exg 26/03/2018 6 200 2 0,66
Ex; 18/03/2018 6 200 3 1,25
% E Exz 20/03/2018 7 200 3 1,66
:;';’? E Exs | 21/03/2018 6 200 3 1
% S = 22/03/2018 3 200 3 0,5
§ g Exs 25/03/2018 7 200 3 1
P Exy 09/04/2018 7 200 3 0,5
8 3 [ Ex, | 10/04/2018 7 200 3 04
o ©
2 £ B | 1200472018 7 200 3 05
s @
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On remarque que le rendement varie en fonction des conditions expérimentales :

1. La peériode de récolte affecte sur le rendement : Au mois de février et au début de mars, le
rendement était négligeable car la plante était riche en eau et n'était pas stressée

2. Ladurée de I'extraction affecte sur le rendement

3. La température d’extraction affecte sur le rendement : dans des températures élevées on’
épuisent la plante

4. Lalouangeur de coupage affecte sur le rendement : dans un louangeur de coupage inferieure
a 2 cm les parties de la plante sont placées les unes sur les autres, ce qui empéche le passage
de la vapeur a travers ces piéces, Cela affaiblit le rendement

En générale ces fluctuations dans les rendements en huiles essentielles de ’espéce P. chloranthus
peuvent étre lié aux principaux facteurs environnementaux qui influent de fagon significative sur la
végétation, dont le climat (précipitation, température, vent, radiation solaire, etc.), le sol et
I’altitude. C’est surtout 1’équilibre délicat de ces facteurs qui joue un réle primordial a la fois dans
le développement individuel des plantes et dans leur distribution (BENISTON, 1984) mais aussi a
la méthode d’extraction par hydrodistillation et aux conditions de séchage de la plante (la
température de séchage, le temps et I’endroit prévu a cet effet). Le procédé d’hydrodistillation est
largement employ¢ pour I’extraction des huiles essentielles. Cependant la perte en composés
aromatiques volatils, la faible efficacité d’extraction et la dégradation des composés insaturés a
travers des effets thermiques et hydrolytiques sont, dans plusieurs cas, soulevées (OZEL et
KEYMAZ, 2004 ; DAMJANOVIC’ et al, 2005).

Les rendements obtenus, montrent que le séchage a I’ombre est la meilleure technique de
séchage pour cette plante; un rendement en huiles de 1,082% est noté, suivi par la plante fraiche
0,88%. Le séchage au soleil affecte négativement le rendement en huiles essentielles, un rendement
de I'ordre de 0,46% est estimé.

V1.2.- Etude de Pactivité antimicrobienne

Notre étude consiste a la recherche de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles de
Pituranthos chloranthus. L’étude de cette activité antimicrobienne a été réalisée par la technique de
diffusion des disques qui est une technique quantitative basée sur la mesure des diametres

d’inhibitions, en mm (Tableau 03).
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Tableau 03 :Moyennes des diamétres des zones d’inhibition (en mm) des huiles essentielles de

Pituranthos chloranthus relatives aux souches microbiennes testées(diameétre du disque inclus).

Souches AM DMSO HE
bactériennes (30pg/disque HE extraie a HE extraie a HE extraie a
) partir une plante | partir une plante | partir une plante
fraiche Séché a I’ombre | Séche au soleil
Dilutions des Dilutions des Dilutions des
extraits ml /ml extraits ml /ml | extraits ml /ml
12 (15 |1/10 | 1/2 |1/5 |1/20 |1/2 | 1/5 | 1/10
E. Coli 21 6 13 | 12 11 | 10| 9 8 10 | 7 7
ATCC 25922
P. Aeruginosa 8 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
ATCC 27853
S. Aureus 21 6 12 | 12 7 9 | 9 8 8 7 7
ATCC 25923

A.- Escherichia coli ATCC 25922 :

Selon les résultats de I’antibiogramme présentés dans la figure ci-dessous et dans le tableau 02,

I’antibiotique 1’ampicilline posséde le zone d’inhibition le plus élevée avec une valeur de 21mm.

Diameétre de la zone
d'inhibition(mm)

25

N
o

[any
wu

=
o

w

o

B HE extraie a partir une plante fraiche

21 | HE extraie a partir une plante séchée a I' ombre
. HE extraie a partir une plante séchée au soleil
. 12
9
| 6
AM EXTRAIE DMSO

Lots

Figure04: Diametres des zones d’inhibition observés au niveau des lots d'Escherichia coli témoins
et traités par les huiles essentielles P. chloranthus
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B.- Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 :

Cette souche a Gram négatif est résistante a tous les extraits et I’antibiotique.

B HE extraie a partir une plante fraiche

20
t B HE extraie a partir une plante séchée a I' ombre
£
s 16 1 HE extraie a partir une plante séchée au soleil
kS
=
= 12 -
e
%]
g 8
R
o 87 6 6 6 6
e
8
@ 4 -
£
i
a

0 . . . 1
AM EXTRAIE DMSO
Lots

Figure05 : Diamétres des zones d’inhibition observés au niveau des lots de Pseudomonas
aeruginosa témoins et traités par les huiles essentielles P. chloranthus

C.- Staphylococcus aureus ATCC 25923 :

B HE extraie a partir une plante fraiche

E 25 -
£ 21
o B HE extraie a partir une plante séchée a I' ombre
5 20 -
K=
£ HE extraie a partir une plante séchée au soleil
T
@ 15 A
9 10
E 10 =
S 6
2
Ig 5 -
8
[=)
O T T T T
AM EXTRAIE DMSO

Lots

Figure 06 : Diamétres des zones d’inhibition observés au niveau des lots de Staphylococcus
aureus témoins et traités par les huiles essentielles P. chloranthus
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Pour la souche S. aureus, nous avons vu qu’il y a une inhibition par I’ampicilline et une faible

inhibition par les trois extrais.

D’apres la littérature, nous avons considéré qu’une huile essentielle a une action bactériostatique

si son diamétre d’inhibition est supérieur a 15 mm (ROSSI, 2003).

Ainsi, I’huile essentielle de Pituranthos chloranthus (fraiche, séchée a 1’ombre, séchée au soleil)
s’est avérée inactive sur la souche bactérienne testée Pseudomonas aeruginosa, et les souches
bactérienne E. Coli (10 mm) et Staphylococccus aureus(11mm) qui présentes une faible sensibilité.

En effet, les diamétres des zones d’inhibition varient entre 10 mm et 11mm.

On remarque également que toutes les souches microbiennes testées sont sensible a I’antibiotique
(Ampicilline) a D’exception de Pseudomonas aeruginosa qu’est résistent 1’antibiotique

I’ Ampicilline .

ABDEL GHANI et HAFEZ en 1995, ont testé 1’activité de I’huile essentielle de P. tortuosus vis-a-
vis des souches microbiennes suivantes : S. aureus, Bacillus subtilis , E. coli, C. albicans et
A.niger. lls ont trouvé que cette huile essentielle présente un faible pouvoir antimicrobien. Les

diamétres des zones d’inhibition varient entre 10 et 12 mm.




Chapitre IV.- Résultats et Discussions

BEN ABBES .H et SLAMAT . H
(2018)

BEN'ABBES .H et SLAMAT .
H (2018)

g 4l
RHeed
BEN ABBES .H et SLAM H
(2018)

Réaction de Pseudomonas aeruginosa vis-a-vis des huiles essentielles de P. chloranthus testées

Photo 06 : Sensibilité des souches microbiennes selon la méthode de diffusion sur disque
(1 : HE extraie a partir une plante fraiche, 2 : HE extraie a partir une plante séché a I’ombre , 3 :HE extraie a
partir une plante séché au soleil)
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V1.3.-Test de Pactivité antioxydant

V1.3.1.- Evaluation de I’activité antiradicalaire par le DPPH

La capacité de piégeage des radicaux libres (DPPHe*) a été mesuré a partir du changement de la
couleur violette de la solution méthanoliqgue de DPPH sous I’effet des composés présents dans
I’huile et pouvant céder un atome d’hydrogéne ou un électron. La mesure de I’activité s’effectuant
par spectrophotométrie (BURITS et BUCAR, 2000 et SACCHETTI et al. 2005 cité par NEFFATI
et al. 2009).

Ces antioxydants donneurs d’¢lectrons aux radicaux libres conduisent a des especes non radicalaires
et par conséquent inhibent la propagation de I'oxydation des lipides (LUGASI et al. 1998 cité par
FABRI et al., 2009).

Les résultats de calcul des pourcentages d’inhibition du radical DPPHe a partir de différentes

mesures de [’absorbance (A) effectuées par spectrophotométric a 517 nm, sont illustrés en

(Figures).
25 ~
y =5,954x + 4,56 y =3,602x + 2,76
R2=0,5619 ° R2=0,5617
o 40 - c 20 -
= o
5 35 - £
2 30 - £ 15 -
€ 25 - ©
b [J]
g 20 - EP 10 -
g 10 - 5 51
3 <
o O T T T 1 O T T T 1
0 0,1 0,125 0,25 0,5 0 0,1 0,125 0,25 0,5
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Figure 07 : Variation du pourcentage Figure 08 : Variation du pourcentage
d’inhibition du DPPHe en fonction de I'acide d’inhibition du DPPHe en fonction des
ascorbique (vitamine C). concentrations de 1’huile essentielle extraie a

partir une plante fraiche
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Figure 09 : Variation du pourcentage Figure 10 : Variation du pourcentage
d’inhibition du DPPHe en fonction des d’inhibition du DPPHe en fonction des
concentrations de 1’huile essentielle extraie a concentrations de 1’huile essentielleextraie a
partir une plante séchée a I'omber partir une plante séchée au soleil

Les valeurs obtenues de ce test exprimées en pourcentages d’inhibition (%) en fonction des
concentrations ont permis de tracer des courbes ayant une allure exponentielle avec la

présence d’une phase stationnaire (Figures 7 ,8,9,10).

A la concentration 0,5ug/ ml, les pourcentages d’inhibition a neutraliser le radical DPPH sont
égales a 17,5% pour des huiles essentielles extraie a partir une plante fraiche et presque le mémé
pour des HE extraie a partir une plante séché a I’ombre 17,66 %. Par contre, les HE extraie a partir
une plante séchée au soleil le pourcentage d’inhibition a neutraliser le radical DPPH sont égales a
16,52 %.

A partir de ces courbes illustrées dans les figures nous pouvons calculer la concentration 1Cs

correspond a chague extrait pour mieux caractériser le pouvoir antioxydant.

Tableau 04 : Concentration ICsg correspond a chaque extrait

Extraits 1Cso (ug/ ml)
Huile essentielle extraie a partir une plante fraiche 13,11
Huile essentielle extraie a partir une plante séché a 13,25
I’ombre
Huile essentielle extraie a partir une plante séchée au 14 17
soleil
Vitamine C 7,63
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Nous avons exprimé 1’activit¢ antioxydante de cet extrait en ICsy, cette derniere définit la
concentration inhibitrice du substrat qui cause la perte de 50% d’activité de DPPHe (couleur) et
s’obtient a partir de la droite tracée. Plus la valeur 1Cspest petite, plus I’activité de 1’extrait testé est
grande (BLOIS, 1958 et UCHIYAMA et al., 1968 cité par KALLA, 2012).

Nous remarquons que la valeur ICsp de I’extrait de la plante fraiche et séchée a ’ombre est égale a
13,11 pg/ml et 13,25 pg/ml, nous avons comparé nos résultats a I’acide ascorbique pris comme
antioxydant de reférence justifié par la valeur 1C50 = 7,63 pg/ml, et la valeur 1Cso de I’extrait de la

plante séchée au soleil est égale 14,17ug/ml.

Par rapport aux résultats cités dans les travaux de NEFFATI et al(2009) et YANGUI et al(2009), ou

les ICsp sont de 1’ordre de 0,078 mg/ml et 0,059 mg/ml respectivement pour la méme espéce.

YANGUI et al. (2009) indiquent que I’activité antioxydant et I’activité de piégeage du radical
DPPH de I’huile essentielle de P. chloranthus peut étre attribuée a la présence de quelques
composés qui sont responsables de l’activité antioxydante. Ces différents composés cités par
plusieurs auteurs sont: terpinen-4-ol (RUBERTO et BARATTA, 2000), myrtenol (LEE et
SHIBAMOTO, 2001), p-menth-2-en-1-ol (TUZUN et YEGEN, 2000), 8-hydroxy-pcymene
(BEDOUKIAN et WELDON, 2007cité par SABOUNI, 2015).

Ces composés sont considérés comme étant les constituants principaux ou majoritaires de 1’huile
essentielle de P. chloranthus et la plupart appartiennent au groupe des monoterpenes(YANGUI et
al., 2009cité par SABOUNI, 2015).

De méme, NEFFATI et al. (2009) ont étudié la composition chimique de 1’huile essentielle de P.
chloranthus et ont rapporté que la plupart des composés étaient des monoterpénes et que le thymol
et le carvacrol sont les composés majoritaires. Les composés qui sont majoritaires et appartenant
aux classes des monoterpénes, cyclopentanes et des aldéhydes dans une huile essentielles expriment
une forte activité antioxydant (RICCI et al. 2005 cité par SABOUNI, 2015).
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Conclusion

La présente étude porte sur I'étude de l'effet de la technique de séchage de la plante
Pituranthos chloranthus sur les propriétés biologiques des huiles essentielles obtenues par
hydrodistillation. L'étude vise trois points dont le rendement en huiles essentielles, le pouvoir
antioxydant (test de pouvoir réducteur, DPPH) et le pouvoir antimicrobienne

Les rendements obtenus, montrent que le séchage a 1’ombre représente la meilleure
technique de séchage pour cette plante; un rendement en huiles de 1,082% est noté, suivi par la
plante fraiche 0,88%. Le séchage au soleil affecte négativement le rendement en huiles essentielles,

un rendement de I'ordre de 0,46% est estimé.

L’activité antimicrobienne est mise en évidence par la méthode de diffusion sur disque.
L’huile essentielle de Pituranthos chloranthus (fraiche, séchée a 1’ombre, séchée au soleil) s’est
avérée inactive sur la souche bactérienne testée Pseudomonas aeruginosa, et les souche bactérienne
Escherichia Coli (10mm) et Staphylococccus aureus (11mm) qui présentes une faible sensibilité.
En effet, les diamétres des zones d’inhibition varient entre 10 et 11mm. On remarque également
que toutes les souches microbiennes testées sont sensibles a 1’antibiotique (Ampicilline) a

I’exception de Pseudomonas aeruginosa.

Les propriétés antioxydantes sont estimées via le test de pouvoir réducteur, DPPH. A la
concentration 0,5 ug/ ml, les pourcentages d’inhibition (a neutraliser le radical DPPH) sont égales a
17,66 %pour des huiles essentielles extraie a partir d'une plante fraiche et presque le méme pour les
HE extraites a partir de la plante séchée a I’ombrel17,5% . Par contre, les HE extraites a partir de la
plante séchée au soleil, le pourcentage d’inhibition (a neutraliser le radical DPPH) est égale a 16,52
%. La concentration ICso correspond a chaque extrait pour mieux caractériser le pouvoir
antioxydant est, pour la plante fraiche et séchée a I’ombre est égale a 13,11 pg/ml et 13,25 pg/ml, et

la valeur 1Csg de I’extrait de la plante séchée au soleil est égale 14 ,17ug/ml.

Ces résultats ouvrent des perspectives intéressantes pour approfondir les recherches sur cette
plante afin de confirmer les résultats trouvés, et d'exploiter cette plante dans les différents domaines
de I’alimentaire et d’appliquer cette huile essentielle dans I'industrie alimentaire, de sorte a éviter au
maximum I’utilisation d’antioxydants artificiels tels le BHT (butyle hydroxy toluene) et le BHA

(butyle hydroxy anisole).

3



Conclusion

Ainsi cette étude mérite d’étre poursuivie et de lever le voile sur les différents bénéfices
technologiques et de santé de I’huiles essentielles de cette plante surtout lors que le rendement est

acceptable.

Il est souhaitable d’évaluer et tester ces molécules actives pour d’autres propriétés biologiques in
vivo et de mettre en exergue l’effet des techniques de séchage sur les caractéristiques et la
composition chimiques de ces extraits via les analyses fines dont la chromatographie en phase
gazeuse couplé au spectrophotométre de masse (CPGMS).

E
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