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Introduction

Introduction

Depuis des temps immémoriaux, les humains ont utilisé les plantes médicinales pour
atténuer et traiter diverses pathologies. Leur efficacité repose principalement sur la présence
de nombreux composés naturels bioactifs, connus sous le nom de métabolites secondaires.
Ces substances bioactives, souvent localisées dans divers organes et parfois dans des cellules
specialisées des plantes, sont responsables de leurs propriétés thérapeutiques (Boudjouref,
2011).

Actuellement, face a l'augmentation de la résistance des micro-organismes aux
antibiotiques et aux preoccupations liées a la toxicité des antioxydants synthétiques, les
chercheurs se tournent de plus en plus vers le regne végétal. Ils explorent les plantes
médicinales et culinaires pour y trouver des molécules naturelles présentant une efficacité
sans risque d'effets indésirables (Boudjouref, 2011). Le régne végétal constitue une source
précieuse de substances dotées d'activités biologiques bénéfiques pour le traitement des
pathologies humaines (Baba Aissa, 1990).

Les plantes médicinales ont joué un réle crucial dans le maintien de la santé humaine
et la survie de I'humanité a travers les ages. Elles ont fourni aux sociétés des ressources telles
que des huiles pour la cuisine, du combustible, des onguents pour la peau, ainsi que des fibres
pour la fabrication de textiles. De plus, elles étaient employées pour traiter diverses affections,
notamment les bronchites, les rhumes, les furoncles et les troubles digestifs. En raison de
leurs propriétés curatives, il est compréhensible que les civilisations traditionnelles leur aient
souvent attribué des pouvoirs magiques, tout comme a de nombreuses autres plantes. Pendant
des millénaires, les plantes ont été récoltées autant pour leurs attributs mystiques que pour

leurs bienfaits thérapeutiques (Debuigue, 1984).

L'Algérie abrite une diversité végétale comprenant plus de 3000 especes réparties dans
différentes familles botaniques (Dobignard et Chatelain, 2010-2013). L’objectif de La
recherche sur les effets des huiles essentielles sur les activités antibactériennes constitue un
domaine complexe et fascinant de la phytothérapie. Ces huiles, extraites de plantes,
contiennent une variété de composés bioactifs possédant des propriétés antimicrobiennes,
notamment antibactériennes. Les études scientifiqgues ont montré que certaines huiles
essentielles peuvent inhiber la croissance de diverses souches bactériennes, y compris des

souches résistantes aux antibiotiques.
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Chapitre 1 Généralités sur les huiles essentielles

1  Généralités sur les huiles essentielles

1.1  Définition de I’huile essentielle
Selon la définition de la Commission de la pharmacopée européenne, une huile

essentielle est un produit odorant, généralement complexe, obtenu a partir d'une matiere
premiére végétale botaniquement definie. L'extraction de ces huiles peut se faire par
entrainement a la vapeur d'eau, distillation seche ou par un procédé mécanique approprié sans
chauffage. L'huile essentielle est habituellement séparée de la phase aqueuse par un procédé
physique qui ne modifie pas significativement sa composition (Bouarfa, 2019). Ces huiles
sont des substances naturelles, complexes et volatiles, extraites de plantes aromatiques, et sont
caractérisees par leur forte odeur (Bakkali et al. 2007).

1.2 Répartition et localisation

Les huiles essentielles sont essentiellement présentes chez les végétaux supérieurs et
totalisent prés de 17 500 espéces aromatiques, d'aprés Lawrence. Les genres capables de
synthétiser ces huiles essentielles (HES) sont concentrés dans un nombre restreint de familles
telles que les Myrtacées, Lauracées, Rutacées, Lamiacées, Astéracées, Opiacées,
Cupressacées, Zingibéracées, Pipéracées, et autres.

Ces substances peuvent étre stockées dans divers organes végéetaux comme les fleurs,
les feuilles, les écorces, les bois, les racines et les rhizomes. Elles se forment habituellement
dans le cytosol des cellules, ou elles peuvent se regrouper en gouttelettes, a l'instar de
nombreuses substances lipophiles, ou s'accumuler dans les vacuoles des cellules épidermiques
ou du mésophylle de nombreuses pétales.

D'autres structures spécialisées, souvent situées a la surface ou a proximité des plantes,
jouent un réle dans I'accumulation des huiles essentielles. Parmi ces structures, on compte les
poils glandulaires, les canaux sécréteurs et les poches sécrétrices, comme I'a mentionné
Bruneton (1999).

1.3 Propriétés physiques

Les huiles essentielles, selon Bruneton (1999), se caractérisent par leur volatilite, leur
texture liquide a température ambiante, leur nature hydrophobe, leur faible coloration et leur
forte odeur. Leur indice de réfraction est élevé, elles sont peu miscibles a I'eau et se dissolvent

bien dans les solvants organiques
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1.3.1. Toxicité des huiles essentielles

La toxicocinétique des huiles essentielles est difficile a établir. Tandis que les effets
biologiques et pharmacologiques d'un monoterpéne ou sesquiterpéne pur peuvent étre étudiés,
il est complexe d'analyser la pharmacologie, la pharmacocinétique ou le métabolisme des
huiles essentielles, en raison de leur composition complexe de plusieurs dizaines de composés
différents (Bruneton, 1993).

Il n'existe pas encore d'étude exhaustive et rigoureuse sur la toxicité des huiles
essentielles. Les recherches, menées par divers laboratoires avec des objectifs et des
conditions expérimentales variés, compliquent la synthese des informations disponibles.

L'action d'une huile essentielle est souvent comparée a celle de ses principaux
composants ou a leurs métabolites issus des biotransformations (Labaune, 1993), rendant
difficile la compréhension globale de leur toxicité en tant que mélanges complexes.

2 Compositions chimiques des huiles essentielles
Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de composés chimiques qui

varient selon plusieurs facteurs, notamment les variations climatiques et géographiques des

plantes utilisées.

2.1 Composés terpéniques
Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de composés chimiques qui

varient selon plusieurs facteurs, notamment les variations climatiques et géographiques des
plantes utilisées. Parmi ces composés, on trouve les terpénes, produits par diverses plantes
comme les agrumes, les pins et les sapins. Les terpénes sont classés en hemiterpénes (C5),
monoterpénes (C10), sesquiterpénes (C15) et diterpenes (C20). Ils possedent diverses
propriétés bénéfiques, comme des effets expectorants, tonifiants, balsamiques et assainissants

de I'air ambiant.

2.2 Composés aromatiques
Les huiles essentielles contiennent divers composés aux propriétés pharmacologiques
distinctes.

2.2.1 Aldéhydes
Les aldéhydes sont divisés en deux categories :
Les aldéhydes aromatiques et les aldéhydes terpéniques :

Aldéhydes aromatiques : Ces aldéhydes, tels que I'aldéhyde cinnamique de la cannelle, sont
réputés pour leurs propriétés anti-infectieuses, immunostimulantes et toniques (Daniéle, 2014
; Vercauteren, 2011 ; Huet, 1991).
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Figure 1. Structures de quelques composés rencontrés dans les huiles essentielles (Bruneton,

1999)

2.2.2 Aldéhydes terpéniques

Présents dans des plantes telles que la verveine citronnée et lI'eucalyptus citronné, les

aldéhydes terpéniques possedent des propriétés anti-inflammatoires, anti-infectieuses et
insectifuges (Daniele, 2014 ; Huet, 1991).

Alcools : Des exemples tels que le linalol et le thujanol possédent des capacités
antibactériennes, antivirales et antifongiques (Huet, 1991 ; Amarti et al., 2008 ; Bezza
etal., 2010 ; Daniele, 2014 ; Soro et al., 2015).

Phénols : Présents dans des plantes comme le giroflier et le thym, ils démontrent des
activités  antibactériennes,  antifongiques,  antivirales,  antiparasitaires et
immunostimulantes (Huet, 1991 ; Daniéle, 2014).

Cétones : Retrouvées dans des herbes comme la menthe poivrée et le romarin, elles
offrent des propriétés mycolytiques, gynécologiques et respiratoires, ainsi que des
vertus antivirales et désclérosantes (Huet, 1991 ; Daniele, 2014).

Esters : Présents dans la lavande et la camomille, ils sont réputés pour leurs effets
antistress, antalgiques, anti-inflammatoires, antispasmodiques nerveux, hypotenseurs
et somniferes (Huet, 1991 ; Daniéle, 2014).

Phénols méthyl-éther (éthers) : Trouvés dans des plantes comme I'estragon et le
basilic, ils possédent des effets antispasmodiques musculaires et nerveux,
antiallergiques et antalgiques (Huet, 1991 ; Daniéle, 2014).

Ether-oxydes : Tels que I'eucalyptol, ils présentent certaines propriétés spécifiques,
comme celles trouvées dans I'eucalyptus (Huet, 1991).

3 Classification des huiles essentielles

Selon Jean (1991), les huiles essentielles peuvent étre regroupées en trois catégories en

fonction de leur indice aromatique :
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a- Les huiles majeures : Elles présentent une action bactéricide constante et forte,
agissant efficacement sur les bacilles a Gram (+) ou a Gram (-). Leur indice aromatique se
situe entre 0,45 et 0,88.

b- Les huiles médianes : Elles possedent des propriétés antiseptiques modeérées,
assurant une transition entre les huiles majeures et les essences spécifiques nécessaires a
chaque individu. Elles sont particulierement utiles en thérapie de relais. Leur indice
aromatique varie entre 0,45 et 0,10.

c- Les huiles de terrain : Leur indice aromatique est inférieur a 0,1 (Belaiche, 1979).

Concernant une autre classification des huiles essentielles basée sur la fonction de leur
composant principal :

o Carbures terpéniques et sesquiterpéniques : Par exemple, I'huile essentielle de

térébenthine principalement constituée de pinénes (80 a 95%) et de camphene.

e Alcools : Dans I'nuile essentielle de coriandre, le composant principal est le linalol,

représentant entre 70 et 80% de sa composition.

o Meélanges d'esters et d'alcools : Dans I'huile essentielle de lavande, on retrouve

notamment le linalol-acétate de linalyle, représentant plus de 35% de sa composition.

o Aldéhydes : Dans I'huile essentielle d'eucalyptus citriodora, le principal composant est

le citronellal, constituant environ 70% de la composition.

o Cétones : Dans I'huile essentielle de sauge, la thuyone peut représenter jusqu'a 50% de

sa composition.

o Phénols : Dans I'huile essentielle de thym, le thymol constitue plus de 30% de sa

composition.

« Ethers : Dans I'huile essentielle de fenouil, le composant principal est I'anéthol.
Divers peroxydes : L'ascaridol est un composé présent dans I'huile essentielle de chénopode.
3.1 Le role des huiles essentielles chez les plantes

Les huiles essentielles jouent un r6le crucial dans Il'adaptation des plantes a leur
environnement ainsi que dans leur défense ultime. Leur contribution écologique est multiple,
influengant les interactions entre les plantes, telles que l'inhibition de la germination et de la
croissance, ainsi que les interactions entre les plantes et les animaux, en assurant leur

protection contre les prédateurs (Fouché et al., 2008).

3.2 Les activités biologiques des huiles essentielles
Les huiles essentielles ont été étudiées pour leur activité antibactérienne, définie

comme l'inhibition de la croissance bactérienne. Cette activité est évaluée in vitro a l'aide de

la méthode de diffusion des disques vis-a-vis des bactéries. Les résultats des études montrent

6
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que les huiles essentielles peuvent avoir un effet antibactérien, qui peut étre soit bactéricide
(tuant les bactéries) soit bactériostatique (inhibant leur croissance). Ces conclusions sont
appuyees par plusieurs sources de recherche (Deans et Ritchie, 1987 ; Mourey et Canillac,
2002 ; Mighri et al., 2009 ; Oussou et al., 2009 ; Carson et Hammer, 2011 ; Toure, 2014 ;
Soro et al., 2015 ; Bertella, 2019).

3.3 Activité antifongique
Les huiles essentielles sont largement reconnues pour leur effet significatif contre les

champignons, et sont utilisees dans le traitement des infections fongiques chez les humains,
les animaux et les plantes. Parmi les composés des huiles essentielles qui sont actifs contre les
champignons, on trouve notamment les aldéhydes aromatiques et les monoterpenes. Ces
observations sont étayées par diverses études de recherche (Hammer et al., 1996 ; Preuss et
al., 2005 ; Piochon, 2008; Bezza et al., 2010).

3.4 Activité antivirale
Les huiles essentielles ont démontré une activité antivirale remarquable. Plusieurs

composés, tels que les phénols terpéniques et aromatiques, les alcools monoterpéniques, ainsi
que les aldéhydes monoterpéniques et aromatiques, ont été identifiés comme ayant cette

activité. Ces résultats sont soutenus par des études menées par Carson et Hammer (2011).

3.5  Activité antiparasitaire
Les alcools monoterpéniques, les phénols et certains oxydes présents dans les huiles

essentielles ont demontré une action efficace contre les parasites protozoaires et métazoaires,
tels que les leishmanies et les vers. Ces observations sont soutenues par des études menées par
Bezza et al. (2010) ainsi que Fabre (2017).

3.6 Activité insecticide
Les principaux composants des huiles essentielles, tels que les monoterpénes et les

éther-oxydes (comme l'eucalyptol et le limonene), ont démontré une toxicité significative
contre les insectes nuisibles aux grains. Cette activité a été observée dans des études menées
par Lee et al. (2001), Burt (2004) et Seri-kouassi et al. (2004).

3.7 Activitée antioxydante
Les phénols et les polyphénols présents dans les huiles essentielles possédent une

capacité antioxydante. Cette caractéristique a été exploitée comme alternative dans la
conservation des aliments. De plus, ces composés sont utilisés pour traiter les maladies
causées par les réactions d'oxydation. Ces informations sont étayées par des recherches
menees par Richard (1992), Mighri et al. (2009) et Shaaban et al. (2012).
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3.8 Activité anti-spasmolytique et sédative
Certaines huiles essentielles ont la capacité de supprimer les spasmes gastro-

intestinaux et d'augmenter les sécrétions stomacales, ce qui contribue a améliorer les
symptémes associés d'ordre psychosomatique. Ces informations sont soutenues par des études
menées par Bezza et al. (2010) et Vercauteren (2011).

4 Techniques d’extraction et production des huiles essentielles
Les huiles volatiles peuvent étre extraites des plantes par divers procédes.
4.1 Distillation
e L’hydrodistillation : Cette méthode consiste a chauffer un mélange de matiére végétale

et d'eau dans un ballon, avec un systéme de réfrigération pour condenser la vapeur. L'huile
essentielle ainsi obtenue est séparée de I'hydrolat par décantation en raison de leur
différence de densité, puis séchée avec du sulfate de sodium anhydre (Amarti et al., 2008 ;
Bourkhiss et al., 2009 ; Haouari et Ferchichi, 2009 ; Mighri et al., 2009 ; Boukhatem et
al., 2010 ; Vercauteren, 2011 ; Daniele, 2014 ; Soro et al., 2015).

e L’hydrodiffusion : Est également utilisée, ou la vapeur d'eau traverse le matériau végétal
de haut en bas a pression réduite, préservant ainsi la qualité des composeés volatils. Cette
technique est réputée pour sa rapidité et sa conservation des composés volatils
(Franchomme et Pénoel, 1990 ; Richard, 1992).

e Entrainement a la vapeur d’eau : Cette méthode nécessite I'utilisation d'un dispositif
semi-pilote. Contrairement a d'autres techniques, la matiére végétale n'est pas directement
immergeée dans I'eau, mais placée au-dessus de celle-ci. La vapeur générée endommage la
structure cellulaire de la plante, libérant ainsi les composants volatils. Ces composés sont
ensuite entrainés par la vapeur, se condensent et se décantent (Franchomme et Pénoel,
1990 ; Aberchane et al., 2001 ; Brada et al., 2005 ; Bezza et al., 2010).

4.2 Expression a froid
La méthode décrite est un traitement mécanique souvent employé pour extraire les

huiles essentielles des agrumes et des péricarpes des hespéridés. Il consiste a presser la peau,
riche en cellules sécrétoires, pour obtenir le produit désiré. Ce dernier est collecté avec un

courant d'eau et entrainé par la vapeur d'eau (Huet, 1991 ; Vercauteren, 2011 ; Samate, 2002).

4.3  Extraction par les solvants et les graisses
Cette méthode repose sur l'utilisation de solvants organiques non aqueux, tels que les

graisses, les huiles et les gaz, pour extraire les huiles essentielles des plantes. Ces solvants
peuvent offrir un rendement supérieur a celui de I'eau. L'extrait obtenu est genéralement riche
en composes volatils ainsi qu'en composés non volatils tels que les pigments, les cires et les
acides gras (Richard, 1992 ; Robert, 2000).
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4.4  Extraction par CO2 supercritique
Cette méthode d'extraction repose sur l'utilisation du dioxyde de carbone a I'état

supercritigue comme solvant. Le dioxyde de carbone supercritique agit comme un solvant
capable d'extraire les composés des plantes dans un état liquide supercritique, puis de les
séparer dans un état gazeux. Le processus commence par l'injection de CO2 liquide dans un
extracteur contenant le matériel végétal. Ensuite, ce liquide se détend pour passer a I'état
gazeux, puis est dirigé vers un séparateur ou il est séparé en essence et en solvant (El Haib,
2011 ; Fernandez et Chemat, 2012).

4.5 Utilisation des huiles essentielles
Les huiles essentielles offrent une multitude d'applications possibles, notamment en

friction, inhalation, vaporisation, bain aromatique, diffusion, bain de pieds, compresse,
massage, et soin de la peau. Une utilisation interne est envisageable dans certaines situations,
mais il est recommandé de ne pas dépasser trois gouttes par jour, sauf sur avis prealable d'un
thérapeute (Huard et Huard, 1981).

4.6  Les huiles essentielles dans les cosmétiques
En cosmétologie, les huiles essentielles sont utilisées en différentes concentrations

0,0001% dans une creme pour la rendre commercialisable, 0,5% a 2% pour les soins du
visage, 2% a 5% pour les soins corporels, et jusqu'a 10% pour des traitements spécifiques en

cosmétologie aromatique. (Huard et Huard, 1981).

4.7 Utilisations sanitaires
Les huiles essentielles sont appréciées pour leurs effets stimulants ou inhibiteurs,

notamment sur les micro-organismes, en tant qu'agents de désinfection, ainsi que sur les
processus cellulaires des plantes ou des animaux. Elles sont utilisées comme agents
phytosanitaires pour combattre les infections fongiques, bactériennes ou virales dans les
cultures végétales, offrant des alternatives en agriculture biologique pour réduire les impacts
négatifs des pesticides synthétiques tels que la pollution ou l'apparition de résistances
(Benchaa et Bouzada, 2010).

En paralléle a leur utilisation chez I'homme, les huiles essentielles sont également
intégrées dans des traitements destinés aux animaux. Elles peuvent, par exemple, aider a
limiter I'émergence de résistances aux antibiotiques conventionnels ou atténuer leurs effets

secondaires.

4.8 Utilisations industrielles
Les industries de la parfumerie, des aromes et de la cosmétique exploitent largement

les huiles essentielles. Elles les utilisent comme ingrédients de base pour leurs propriétés
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volatiles et non grasses, parfaites pour ajouter des fragrances. Dans le domaine
agroalimentaire, elles servent a aromatiser les aliments, tandis que dans les produits ménagers
comme les détergents et les lessives, elles sont utilisées pour masquer les odeurs désagréables
des produits purs. L'utilisation des huiles essentielles dans les ardbmes alimentaires est en
constante augmentation, ces arémes étant présents dans une variété de produits pour rehausser
les saveurs, que ce soit dans les cafés, les thés, les tabacs, les vins, les yaourts, les plats

cuisinés, et bien d'autres (Benchaa et Bouzada, 2010).

4.9 Conservation des huiles essentielles
Les huiles essentielles conservent leur efficacité pendant plusieurs années dans des

flacons en verre teinté, a I'abri de la chaleur et de la lumiére. Leur longeévité est attestée par
des découvertes dans les pyramides d'Egypte. Cependant, aprés un & deux ans, il est
préférable de ne plus les utiliser en interne, bien qu'elles restent ideales pour les diffuseurs
d'ardbmes. En revanche, les eaux florales sont plus fragiles et doivent étre utilisées dans un

délai d'environ trois mois (Huard et Huard, 1981).
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La résistance croissante aux antimicrobiens a stimulé la recherche de nouvelles
molécules pour lutter contre les pathogenes bactériens. Les huiles essentielles (HE) offrent
une alternative prometteuse pour contrdler la propagation des bactéries pathogénes. Leur
efficacité contre un large spectre de bactéries, y compris les bactéries a Gram positif et
négatif, a été démontrée dans plusieurs études (Basavegowda et al., 2020). Cependant, les
différences dans la structure de la paroi cellulaire des bactéries influent sur leur sensibilité aux
HE (Bouzid, 2018). Les HE agissent en perturbant la membrane cellulaire bactérienne,
entrainant une altération de I'intégrité et du contenu de la cellule, ce qui conduit a leur mort.
Les constituants des HE, tels que les phénols, les aldéhydes et les alcools, possédent des
propriétés antibactériennes en raison de leur capacité a traverser la membrane cellulaire et a
perturber la respiration cellulaire. Ainsi, les HE et leurs composants bioactifs représentent un
agent antibactérien potentiel dans la lutte contre les infections bactériennes (Basavegowda et
al., 2020).

1. Propriétés antibactériennes des huiles essentielles
Les défis posés par les maladies infectieuses, notamment la résistance bactérienne aux

antibiotiques, ont incité a rechercher de nouvelles alternatives antimicrobiennes. Les huiles
essentielles (HE) et leurs principaux composants se sont révélés efficaces pour controler la
propagation de divers agents bactériens. Leurs propriétés antibactériennes sont bien
documentées, avec des effets bactériostatiques et bactéricides confirmés, méme a de faibles
concentrations. Les molécules telles que les phénols (carvacrol, thymol, eugénol), les alcools
(linalool) et les aldéhydes (cinnamaldéhyde) présentes dans les HE jouent un réle crucial dans
ces propriétés. Cependant, l'action antibactérienne des HE est influencée par plusieurs
facteurs, notamment leur composition chimique, la méthode expérimentale et la souche
bactérienne considérée, ainsi que les interactions entre les différents composés présents dans
I'HE (Bouyahya et al., 2017)

2. Mécanismes d’action antibactérienne des huiles essentielles
Les huiles essentielles (HE) agissent sur les bactéries en perturbant la morphologie

cellulaire et en régulant les processus cellulaires. Leur hydrophobicité leur permet de cibler la
membrane cellulaire, augmentant sa perméabilité et perturbant le potentiel énergétique, le
transport des solutés et la régulation metabolique. Elles peuvent aussi inhiber les médiateurs

des auto-inducteurs, influencant ainsi I'expression des opérons (Bouyahya et al., 2017).
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Chapitre 3. Matériel et Méthodes

Cette étude se propose d'analyser et de comparer I'activité antibactérienne spécifique
des huiles essentielles provenant de deux especes d'Artemisia distinctes. L'objectif principal
est de déterminer leur potentiel inhibiteur contre diverses souches bactériennes, dans I'optique
d'explorer de nouvelles alternatives naturelles aux agents antimicrobiens conventionnels pour

lutter contre les infections bactériennes.

1. Récolte et Préparation du Matériel VVégétal

Récolte : Les espéces choisies sont Artemisia herba-alba et Artemisia campestris.

Des données sur ces espéeces, les régions et les parties récoltées sont mentionnées dans le

tableau 1.
Tableau 1. Les régions et les parties récoltée des plantes utilisées.
Le non La date La région de | La pariée
La classification
vernaculaire de récolte | récolte utilisé
el Famille : Asteraceae
Artemisia G A .
: enre : Artemisia
herba alba Armoise
blanche Espéce : A.h. alba
Famille : asteraceae | 27 mars AIN fares - La partie
. - . {2024 Msila aérienne
Artemisia Genre : Artemisia
campestris Armoise
P Espéece : 4.
rouge
Compestris

Les parties aériennes des plantes étudiées ont été récoltées de maniére aléatoire le matin, puis
placées dans des sacs en plastique noir pour le transport.
2. Séchage
Les parties aériennes d'Artemisia herba-alba et Artemisia campestris (figure B) ont été
séchées a lI'ombre et a température ambiante dans un environnement bien ventilé. Cette

méthode a pour objectif de préserver au maximum l'intégrité des molécules. La durée de cette
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étape a été déterminée en fonction de la teneur en eau des plantes et de la température

ambiante.

4 )
1’; JRGRRE

Figure 2. Séchage des plantes : A. Artemisia herba-alba et B.
Artemisia campestris

3. Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles a été réalisée par entrainement a la vapeur d'eau.
Cette méthode, sélectionnée pour son efficacité, consiste a faire passer de la vapeur d'eau a
travers les plantes pendant une période de 3 a 5 heures, en utilisant un appareil de Clevenger
(figure2). Des quantités égales de plantes séchées ont été utilisées pour chaque extraction,
avec une répétition de 'opération pour une quantité totale de 1000 g de plantesl.(laboratoire

de génetique , Dbiotechnologie et valorisation de  bio  ressources).
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Figure 3. Extraction des I’huile essentielles par entrainement a la vapeur d'eau

L’huile essentielles a été récupérée dans des flacons en verres (figure4 ) et conservée a

4°C.

Figure 4. Récupération des huiles

4. Le rendement en huiles essentielles
Le rendement des huiles essentielles a eété déterminé en pourcentage par rapport au
poids des plantes seches utilisées. Il est calculé selon la formule utilisée par Benmeddour
(2016) :
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- Rendement (masse/masse) = (poids de I'huile essentielle / poids du matériel végeétal
sec) x 100

5. Activité antibactérienne

5.1 Origine des souches bactériennes
L'Activité antibactérienne des huiles essenticlles a été évaluée en utilisant deux

souches bactériennes fournies par I'Hopital de Tolga. Les souches utilisées sont les suivantes :
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, , Staphylococcus aureus. Quelques caractéristiques
de ces souches sont mentionnées dans le tableau 2

Tableau 2. Les caractéristiques des souches testées

Famille Espéce Gram Pouvoir pathogene

] E. coli Negative Infections gastro-intestinales
Enterobacteriaceae

] ] o Infections respiratoires,
Klebsiella pneumoniae Négative o ) )
Urinaires et intestinales.

Staphylococcaceae Staphylococcus aureus. Positif Infections nosocomiales

5.2 L’activité antibactérienne des huiles essentielles
5.2.1 Méthode de diffusion sur disques « Aromatogramme »

L'activité antimicrobienne des huiles essentielles (HES) étudiées a été évaluée par la
méthode de diffusion sur disque, également connue sous le nom d'« aromatogramme ». Cette
technique est couramment utilisée en laboratoire pour évaluer l'activité antimicrobienne des
HEs (Kaloustian et al, 2008). Elle est similaire a un antibiogramme, sauf que les antibiotiques
sont remplacés par les HEs (Lakhdar, 2015). (laboratoire de Département des sciences de la

nature et de la vie).
Procédure:

1. Préparation des Disques : Des disques de papier Whatman sont imprégnés d'une

concentration spécifique d'huile essentielle.

2. Inoculation de la Gélose : La gélose est uniformément inoculée avec le

microorganisme a tester.

3. Placement des Disques : Les disques imprégnés d'huile essentielle sont placés sur la

geélose inoculée.
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4. Incubation : Les plaques sont incubées pendant 24 heures a une température de 37°C.
5. Evaluation de I'Inhibition : Aprés incubation, le diamétre de la zone d'inhibition (en
mm) autour des disques est mesuré. Ces valeurs sont les moyennes de trois mesures

pour chaque répétition.

Interprétation : L'inhibition de la croissance microbienne se manifeste par une zone claire
autour du disque, correspondant a la sensibilit¢ du microorganisme a I'huile essentielle
diffusée. La limite visible de cette zone d'inhibition indique le point ou la croissance

bactérienne commence a étre observable a I'ceil nu (Massiaen et al., 1981).

L'interprétation des zones d'inhibition se fait a I'aide d'une régle, en comparant les
diametres obtenus avec des valeurs de référence pour classer les germes en « sensibles », «
intermédiaires » ou « résistants » (Biondi et al., 1993). Cette méthode est reconnue pour sa
fiabilité et sa reproductibilité, constituant une étape initiale cruciale pour des études plus

approfondies, et permettant d'obtenir des résultats principalement qualitatifs (Dima, 2016).

5 Mode Opératoire
5.1 Revivification des Souches

Les souches bactériennes ont été revivifiées dans un milieu de gélose nutritive pendant
24 heures.

5.2 Préparation des Disques

Cette méthode implique l'utilisation de papier Whitman, découpé avec précision en
disques circulaires mesurant environ 6 mm de diametre. Cette taille spécifique est choisie

pour faciliter la mesure d'une zone d'inhibition distincte.

5.3 Stérilisation du Matériel

Les tubes a essai utilisés pour la préparation des solutions bactériennes ont été
stérilisés a sec dans un four pasteur. Les disques en papier Whatman (6 mm de diamétre)

et la gélose nutritive ont été stérilisés a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes (figure).
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5.4 Preéparation du Milieu de Culture

Le milieu de culture approprié pour cette étude est le milieu Muller-Hinton. Nous avons
dissous 39 grammes de milieu de culture dans un litre d'eau distillée. Le mélange a été porté a

¢bullition jusqu'a dissolution compléte, suivi d'une stérilisation a 1’autoclave avant utilisation.

Nous avons utilisé de I'eau physiologique stérile (NaCl a 9 g/L) pour préparer et diluer

les suspensions bactériennes.

5.5 Préparation des Huiles Essentielles
Nous avons éetudié I'effet de chaque huile seule, puis I'effet des deux huiles ensemble.
5.6 Préparation de I'Inoculum
Les souches bactériennes ont été cultivées dans des bouillons nutritifs et incubées a

37°C pendant 24 heures jusqu'a ce que leur densité atteigne I'équivalent de 0.5 de l'unité
de McFarland. L'inoculum a ensuite été ajusté en ajoutant soit de la culture si la densité

était trop faible, soit de I'eau physiologique stérile si elle était trop forte.

5.7 Ensemencement et Dép6t des Disques
Les suspensions bactériennes ont été étalees a la surface de la gélose Muller-

Hinton a l'aide d'écouvillons. Des disques stériles de papier Whatman de 6 mm de
diametre, imprégnés de 5 pl des huiles essentielles, ont été deposés délicatement sur la
surface de la gélose inoculée a l'aide d'une pince stérile. Les boites ont été placées dans un
réfrigérateur a 4°C pendant une heure pour assurer une bonne diffusion de I'huile dans la
gélose. Les boites de Pétri ont ensuite été incubées pendant 24 heures a 37°C.
L'expérience a été répétée trois fois pour chaque huile, chaque mélange d'huiles et pour

chaque espéce bactérienne.

Figure5. Préparation des dilutions et le dépdt des disques
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6 Lecture des Résultats

La lecture des résultats a été effectuée 24 heures apres I'incubation en mesurant les
diamétres des zones d'inhibition autour de chaque disque a I'aide d'une régle en
millimétres. Le diamétre détermine I'efficacité des huiles.

Apres mesure de la zone d’inhibition, les souches sont classées en :

- Non sensible (-) ou résistante : diameétre moins de 8 mm.

- Sensible (+) : diamétre entre 9 a 14 mm.

- Tres sensible (++) : diametre compris entre 15 a 19 mm.

- Extrémement sensible (+++) : diametre plus de 20 mm (Ponce et al., 2003).
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Chapitre 4 : Résultats et Discussions

Resultats des diamétre d’inhibitions des huiles étudiées

L'évaluation de l'activité antimicrobienne des huiles essentielles a I'étude a été réalisée par

la méthode de diffusion sur milieu gélosé (figure 7).

Figure 6. Activité antibactérienne contre Escherichia coli des huiles essentielles d’Artemisia
herba-alba (AA), Artemisia campestris (AC) et de la combinaison (S : (AA + AC)). Huiles
100% (HAC, HAC et H+H (S)). Les dilutions : 1/2, 1/3 et 1/10. T : témoin (DMSO)

Figure7. Activité antibactérienne contre Staphylococcus aureus des huiles essentielles
d’Artemisia herba-alba (AA), Artemisia campestris (AC) et de la combinaison (S: (AA +
AC)). Huiles 100% (HAC, HAC et H+H (S)). Les dilutions : 1/2, 1/3 et 1/10. T : témoin
(DMSO)
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Figure 8. Activité antibactérienne contre Klebsiella pneumoniae des huiles essentielles
d’Artemisia herba-alba (AA), Artemisia campestris (AC) et de la combinaison (S: (AA +
AC)). Huiles 100% (HAC, HAC et H+H (S)). Les dilutions : 1/2, 1/3 et 1/10. T : témoin
(DMSO)

Les diametres des zones d'inhibition obtenus sont présentés dans le Tableau 3.

Tableau 3. Résultats des diamétres des zones d’inhibition (en mm).

) . Concentration en Huile Concentration de la
Concentration en Huile

essentielles d’Artemisia essentielles d’ combinaison (Syn) :
herba-alba (AA) Artemisia campestris (AA+AC)
(AC)
AA | AA | AA | AA| AC|AC | AC| AC | Syn | Syn | Syn | Syn
B 10 |11 |12 |19 |1/0 | w1 |22 |19 | L0 | 11| 12|19
. 10,3 | 8,6 7,3 7,3 73,186 |7,3|73|73
E. coli 3 |6 2| 3[8|3|8|3|6]|3]|3]3

Interprétation S S S |[NS| S |[NS| S [NS|NS| NS |NS|NS

Staphylococcu 7,3 63|76 |76 |63

S aureus 3 3 6 6 3 0 8,66 ! ! 0

Interprétation | NS | NS | NS [ NS| NS | NS| NS |NS| S NS | NS | NS

Klebsiella 83 |18,6 53183 4.6
pneumonieae 10 3 6 3 3 0 0 0 8 6

Interprétation S S S | NS| S | NS|NS|NS| NS | NS |NS|NS

Les dilutions sont données en rapport (v/v) : volume de 1’huile /volume DMSO
Interprétation :
Non sensible (NS) : (@ <8 mm)
Sensible (S) : (9 <@ < 14 mm)
D'apres les résultats obtenus dans I'étude de I'effet de I'huile essentielle d'Artemisia herba

alba blanche, de I'nuile essentielle d'Artemisia campestris et de leur effet combiné, nous
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avons constaté que I'Escherichia coli est sensible a I'effet de 1'huile essentielle d’Artemisia
herba alba pure avec un diametre d'inhibition de 10,33 mm. Cependant, les diamétres
d'inhibition lorsque I'huile est diluée étaient entre 7,33 et 8,66 mm. L'effet de huiles
d’Artemisia campestris était de 8 mm pour I'huile pure et a la concentration AC1/3, tandis que
le diamétre d'inhibition pour les autres concentrations était de 7,33 mm. L'effet combiné des
deux huiles était inférieur a I’effet d Artemisia herba alba seule, cela indique I'absence d'un
effet synergique. Concernant le K. Pneumoniae, I’huile d HHA a eu le plus grand effet avec
un diaméetre d'inhibition de 10,33 mm, tandis que pour ses différentes concentrations, les
diamétres d'inhibition étaient compris entre 5,33 et 8,66 mm. L'effet AC était de 8,66 mm,
tandis que l'effet de ses différentes concentrations était nul. L'effet des huiles ensemble était
trés faible par rapport a I'effet de chaque huile seule, le diametre d'inhibition variant entre nul
et 4 et 4,66 mm et pour le Staphylococcus aureus L’effet combiné des deux huiles était plus
important que leur effet individuel. L'huile de HAA avait un diamétre d'inhibition de 7 mm et
I'huile d’AC avait un diametre d'inhibition de 7,66 mm, tandis que leur effet combiné était de
8,66 mm. Cependant, la bactérie n'était pas sensible aux différentes concentrations, le
diamétre d'inhibition variant entre 0 et 7,66 mm.

L'effet inhibiteur se manifeste par la formation d'une zone d'inhibition autour du disque.
Le diametre de cette zone varie selon la bactérie testée. Conformément a ce qui a été rapporté
dans la littérature, la bactérie est résistante si le diamétre < 8 mm (Moreira et al., 2005).

A la lumiére de ces résultats, I'huile essentielle est jugée modérément active contre les
souches d'Escherichia coli, avec des diamétres inhibiteurs de 12,2 mm, respectivement, ainsi
que des concentrations minimales inhibitrices de 0,83 mg/mL, respectivement. Seules les
souches de Staphylococcus aureus ont montré une resistance plus élevée, ce qui explique
I'absence d'effet de notre composition d'huile essentielle sur ce type de souches microbiennes.

La majorité des recherches portant sur I'étude du mécanisme d'action des composes actifs
des huiles essentielles indiquent que leur principal site d'action est la membrane plasmique
bactérienne (Shunying et al., 2005).

L'activité antimicrobienne de notre huile pourrait étre attribuée a sa concentration élevee
en trois composés principaux (Davanone, Camphre et Thujone), reconnus pour leur efficacité
antibactérienne contre diverses souches bactériennes testées (Juteau et al., 2002 ; Delamare et
al., 2007 ; Lopes-Lutz et al., 2008). Il est suggére que ces molécules agissent principalement
de maniére synergique ou individuelle dans I'huile essentielle. De plus, ces composés mineurs
pourraient apporter une contribution significative aux propriétés des huiles essentielles
(Lahlou, 2004 ; Kordali et al., 2005).
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Chapitre.4 Reésultats et Discussions

Tableau 4. Les valeurs minimales de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
(mg/ml) des huiles essentielles

R L. Huile essentielle
Especes bactériennes

0.46
S. aureus

] 0.75
E. coli

L'hypersensibilité de la souche Staphylococcus aureus peut étre attribuée a la sensibilité
accrue des bactéries Gram (+) aux variations environnementales externes, telles que la
température, le pH et les composes naturels, en raison de I'absence de membrane externe
(Athamena, 2008).

Cependant, l'intensité de cette sensibilité varie selon la souche. Le diametre d'inhibition
fluctue en fonction de la densité de I'inoculum et de I'épaisseur du milieu de culture. Ainsi, il
est crucial de standardiser ces conditions afin de comparer les résultats de maniére
significative (Belaiche, 1979 ; Hulin et al., 1998).

L’extraction par hydrodistillation des huiles essentielles de 1’armoise rouge récoltée de la
région d’Ouenza (Wilaya de Tébessa), a donné des rendements variables en fonction des

conditions climatiques et du stade végétatif de la plante.

L’étude de Dl’activité antibactérienne a montré que la souche Escherichia coli est trés
sensible vis-a-vis a I’huile essentielle brute ainsi que, la dilution 1/2 , Il semble également que
cette huile essentielle a eu une activité notable vis-a-vis les souches sensibles et les souches
résistantes , cela s’explique par la capacité de celle-ci a inhiber ’enzyme de résistance
bactérienne. Ce large spectre d’action peut étre expliqué par la diversité chimique des
composants de cette huile avec prédominance des composants terpéniques qui sont des
puissants antibactériens. ; Cette activité antibactérienne des HE pourrait étre expliquée par
I’interaction moléculaire des groupements fonctionnels des composants des HE avec la

paroides bactéries ce qui provoque de profondes Iésions.
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Conclusion

Conclusion

Les effets de I'huile sur les bactéries dépendent de plusieurs variables, notamment le type
d'huile utilisé, sa concentration, et les especes bactériennes impliquées. En général, les huiles
possédent des propriétés antimicrobiennes grace a des composés comme les phénols et les
terpénes, qui peuvent altérer les membranes cellulaires bactériennes et bloquer les processus
cellulaires. Cependant, I'efficacité de I'nuile en tant qu'agent antimicrobien peut varier en
fonction des souches bactériennes. Certaines souches peuvent étre plus résistantes a I'huile en
raison d'adaptations spécifiques.

Notre travail est de but d’Etude de 1’effet de 1’huile essentielle (Artemisia herba alba et
Artemisia campestris) sur les bactéries (Escherichia. Coli ; Staphylococcus aureus ; Klebsiella

pneumoniae,) par Méthode de diffusion sur disques « Aromatogramme »

Les résultats des expériences ont donné des rendements : I'Escherichia coli est sensible a
l'effet de I'huile essentielle d’Artemisia herba alba pure avec un diametre d'inhibition de
10,33 mm et le K. Pneumoniae avec un diamétre d'inhibition de 10 mm . Par contre le

Staphylococcus aureus résistance pour les deux I’huile et pour tous les concentrations.

En conclusion, les huiles essentielles d'Artemisia herba alba et d'Artemisia campestris
présentent un potentiel prometteur en tant qu'agents antibactériens naturels. Leur utilisation
pourrait étre explorée davantage dans le développement de nouveaux agents antimicrobiens
pour combattre les infections bactériennes, tout en prenant en compte les aspects de sécurité et

de stabilité pour une application pratique
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Abstract \

This study evaluates the antibacterial activity of the essential oils from Artemisia herba alba and Artemisia
campestris against Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and Klebsiella pneumoniae. The results indicate that the
essential oil of Artemisia herba alba inhibited Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae, but not Staphylococcus
aureus. Antibacterial activity profiles varied based on the chemical composition of the oils and the tested bacterial
strains, suggesting their potential for developing antimicrobial agents, contingent upon safety and stability considerations
for practical application.

Keywords : antibacterial activity, essential oils, Artemisia herba alba, Artemisia campestris.
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Résumé \

Cette étude évalue I'activité antibactérienne des huiles essentielles d'Artemisia herba alba et d'Artemisia campestris
contre Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Klebsiella pneumoniae. Les résultats montrent que I'huile essentielle
d'Artemisia herba alba a inhibé Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae, mais pas Staphylococcus aureus. Les profils
d'activité antibactérienne varient selon la composition chimique des huiles et les souches bactériennes testées, indiquant
leur potentiel pour le développement d'agents antimicrobiens, sous réserve de considérations de sécurité et de stabilité
pour une application pratique.

\ Les mot clés : I'activité antibactérienne, huiles essentielles, Artemisia herba alba , d'Artemisia campestris. /







