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Introduction

1. Introduction

Les plantes utilisées en médecine sont maintenant une source precieuse pour découvrir
de nouveaux ingrédients actifs pour traiter une variété de maux. Les traitements a base de
plantes sont de plus en plus populaires, et ils connaissent une hausse de popularité en

raison de la croissance d’utilisation des plantes comme médicaments.

Les plantes médicinales sont une éventuelle ressource naturelle pour une large gamme
de médicaments potentiels. L’extraction de leurs huiles essentielles ainsi que les analyses
chimiques sont les principales méthodes d’évaluation de ces ressources végétales. Elles
contiennent une large gamme de composés chimiques différents .Certains d'entre eux sont

capables de s'engager dans une activité biologique.

Selon la pharmacopée, les huiles essentielles sont des produits de composition
complexe, renfermant des molécules volatiles contenues dans les végetaux. Elles sont bien
connues pour leurs propriétés antiseptiques et pharmacologiques (Masotti et al., 2003 ;
Tuberoso et al., 2006)

Dans ce contexte, notre étude s’est focalisée sur la caractérisation de 1’huile essentielle
d’Atriplex halimus poussant a 1’état sauvage dans le Nord Ouest Algérien. Ce choix
s’explique d’une part par I’abondance de cette plante dans la région du Chott Ech
Chergui, class¢é comme une zone d’importance internationale ; et d’autre part par son
utilisation comme traitement traditionnel par la population locale notamment par les
nomades. .Cette plante xérophile appartenant a la famille des Amaranthacées
(chénopodiacées pour I’ancienne classification), est appelée Guettaf. Elle est souvent
cultivée comme plante fourragéere car elle tolere les conditions de salinité et de

sécheresse (Talamali et al.,2001)

L’Atriplex halimus est connue depuis longtemps pour ses vertus médicinales, elle est
utilisée pour le traitement du diabete (Chikhi et al., 2014), des maladies cardiaques
(Chikhi et al., 2014), I’anémie (Aouissat et al., 2011), rhumatisme (Aouissat et al.,
2011), infections urinaires (Emam, 2011). La raison pour laquelle, cette plante est parmi
les plantes les plus utilisées par la population steppique pour soigner plusieurs maladies
(Aharonson et al., 1969).
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Dans ce contexte, notre étude porte sur la caractérisation des activités biologiques de
I’huile essentielle de 1’Atriplex halimus, afin de contribuer a la valorisation de cette plante

qui présente plusieurs intéréts.
1.1. Objectifs
1.1.1. Objectif principal

L’objectif principal assigné par cette étude est I’évaluation de 1’activité antimicrobienne de

I’huile essentielle de I’Atriplex halimus.
1.1.2. Obijectifs spécifiques
e Extraction de I’huile essentielle de 1’ Atriplex.
e Evaluation du rendement en huile essentielle

e Caractérisation de D’activité antibactérienne Vis-a-vis deux souches bactériennes

Escherichia coli et Staphylococcus aureus

e Caractérisation de I’activité antifongique vis-a-vis deux souches fongiques Aspergillus

et Fusarium

Ce mémoire est divisé en deux parties dont chacune est subdivisée en deux chapitres.

La premiére partie aborde une synthese bibliographique sur des notions théoriques de
base. Elle se divise en deux chapitres englobant toutes les informations nécessaires pour
comprendre les huiles essentielles et la plante étudiée.

e Le premier illustre un aspect global sur différentes techniques utilisées pour
déterminer les propriétés biologiques des huiles essentielles, leurs méthodes
d’extraction, leur classification, leur utilisation et leur toxicité.

e Le deuxiéme décrit la plante étudiée, sa classification botanique, son utilisation, son
origine, son huile essentielle.

La deuxieme partie est consacrée a la description du protocole expérimental adopté pour

I’étude des activités antibactériennes et antifongiques de la plante et aux resultats qui en

dérivent. Elle se divise en deux chapitres.
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e Le premier correspond a la description détaillée de la méthodologie adoptée en
expliquant les différentes techniques expérimentales utilisées.

e Le deuxieme englobe tous les résultats obtenus par la présente étude.
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Chapitre | Huiles essentielles et leurs propriétés biologiques

1. Introduction

Une huile essentielle, souvent connue comme un « légume essence », est une volatile
essence extraite d'une plante par distillation. Il s’agit d’un composé complexe contenant des
molécules aromatiques présentant des effets bénéfiques sur la santé qui ont été prouvés par
I’aromathérapie. Les HE combinent une large gamme de molécules (en moyenne une centaine
de molécules différentes pour une méme essence : terpenes, cétones, alcools, esters,
aldéhydes...).

Selon de I’AFNOR, le terme « essence » devrait étre utilisé, bien que les francais et
européens Pharmacopées utilisent le terme « essentiel du pétrole » Le nom " huile essentielle *
a été choisi par les experts en pharmacognosie (Bougueffa et Mebarki, 2012 ; Bruneton,
2016 ; Laurent, 2017).

2. Historique

Les huiles sont connues depuis des millénaires pour leurs effets bénéfiques sur
I'homme. Quatre mille ans avant J.C. Les Egyptiens utilisaient déja les huiles comme parfums
dans la momification du corps. Ce n'est qu'au XVle siecle que la production et l'utilisation des
huiles essentielles se généralisent grace aux travaux sur les huiles essentielles de romarin, de

genévrier et de lavande (Lamaty et al., 1997).

Selon Ntezurubanza (2000), I'histoire de l'aromathérapie, ou des huiles essentielles,
peut étre résumée aux quatre époques suivantes: Moment ou les plantes aromatiques étaient
utilisées telles quelles ou sous forme d'infusions ou de décoctions: Celui dans lequel les
plantes aromatiques ont été torréfiées ou infusées, ou macérées dans de I'huile végétale. A ce
moment, le concept d'activité parfumante intervient. Le troisiéme concerne la recherche de
I'extraction de cette substance parfumée. Puis le concept d'huile essentielle apparait, qui se
traduit par la formation et le développement de la distillation: Enfin, la derniére, qui est la
période moderne, dans laquelle la connaissance des ingrédients des huiles essentielles
interfére et explique les effets physiques, chimiques, biochimiques, physiologiques et méme

électroniques des arbmes végétaux.

Enfin, la valeur médicinale des plantes est de plus en plus prouvée scientifiguement,

c'est un argument de poids pour leur utilisation en médecine.



Chapitre | Huiles essentielles et leurs propriétés biologiques

3. Définitions

Le terme « huile essentielle » est défini a la fois par I'Agence nationale de sécurité du
médicament (ANSM) pour les usages pharmaceutiques et cosmétiques et par 'AFNOR/ISO
pour les usages aromatiques et alimentaires. Selon la Commission de la Pharmacopée
européenne (Conseil d’Europe, 2008) : « Produit odorant, généralement de composition
complexe, obtenu a partir d’'une matiere premiere vegétale botaniquement définie, soit par
entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation séche, soit par un procédé mécanique
approprié sans chauffage. L huile essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse
par un procédé physique n’entrainant pas de changement significatif de sa composition »
(Bruneton, 2016).

Répartition, localisation

Les huiles essentielles se trouvent presque exclusivement dans les plantes supérieures.
Selon Lawrence (2012), il existe 17 500 espéces aromatiques. Les genres qui peuvent
produire les composants des huiles essentielles sont divisés en un nombre limité de familles:
Myrtaceae, Lauraceae, Rutaceae, Labiatae, Compositae; Opium; Compositae, Zingiberaceae,
Piperaceae, ...etc (Bellakhdar, 1997).

Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux : fleurs,
feuilles, écorce, bois, racines et rhizomes. Dans le cas le plus simple, les huiles essentielles se
formeront dans le cytoplasme des cellules, et elles s'accumuleront sous forme de gouttelettes
comme la plupart des substances.Lipophile (Gonzalez-Trujano et al., 2007), s'accumulent
dans les vacuoles des cellules épidermiques ou dans les cellules mésophiles de nombreux
pétales (Gerhard, 1993). D'autres structures histologiques spéciales généralement situées a la
surface ou a proximité de la plante sont également impliquées dans I'accumulation d'huile

volatile. Ces structures rassemblent la zone des cheveux et des canaux et le sac sécrétoire.
4. Classification des huiles essentielles
Les huiles essentielles sont divisées en trois catégories (Turgeon, 2001)

5.1. Pétrole brut ou huile naturelle: obtenus par distillation d'une certaine quantité

(branches, aiguilles, écorce, bois, etc.), ils ne sont pas raffinés
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5.2. Huiles distillées: Ce sont des huiles brutes purifiées, c'est-a-dire que certains résidus

laissés au cours du processus de distillation sont éliminés par stripping a la vapeur.

5.3. Huiles fractionnées: Elles sont obtenues en séparant les composés volatils en différentes
fractions en fonction de leurs points d'ébullition spécifiques.

6. Domaine d’Utilisations des huiles essentielles

Les domaines d'application des huiles essentielles varient en fonction de la plante dont
elles sont issues, mais surtout de la partie de la plante dont elles sont extraites (fleurs, feuilles,
racines et graines) (Richard, 1992 in Babouri et Bensadia, 2012). Généralement, les essences
extraites de racines sont reconnues pour leurs effets sur le systéme nerveux, les essences
extraites de graines et de fleurs sont reconnues pour leurs effets sur I'ensemble du systéeme
digestif, et les essences extraites de feuilles sont reconnues pour leurs effets sur le systéeme

respiratoire et le coeur. Bénéfique et reconnu (Richard, 1992).

Pour cette raison, il est recommandé d'utiliser I'huile essentielle a des fins
antibiotiques, antivirales, antiseptiques, bactéricides, cicatrisantes, digestives, anti-

inflammatoires, sédatives et autres (Richard, 1992).
6.1. Industrie agroalimentaire

Certaines parties des aliments utilisent des huiles essentielles a des degrés divers, ce
qui leur offre un grand potentiel pour des ardmes variant a I'infini. lls existent dans presque
tous les domaines alimentaires: boissons non alcoolisées, confiseries, produits laitiers, soupes,
sauces, patisseries, produits carnés, etc (Richard, 1992). Cependant, jusqu'a récemment, une
grande attention a été accordée a l'application potentielle de I'extrait organique comme
conservateur en raison de la présence de composés aux propriétés antibactériennes et

antioxydantes (Smith-Palmer et al., 1998).

6.2. Aromathérapie

Alors que les micro-organismes deviennent de plus en plus résistants a la structure
moléculaire synthétique des antibiotiques, ils sont confrontés a de plus grandes difficultes
avec la diversité et la complexité infinies des HE (Richard, 1992). lls fournissent au corps
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humain I'essence naturelle la plus précieuse, qui peut restaurer ou maintenir I'équilibre

nécessaire a la santé.
6.3. Pharmacologie

De nombreuses HE se retrouvent dans les formulations de nombreux médicaments :
sirops, gouttes, gélules. Ils peuvent également étre utilisés pour préparer des solutions

d'infusion telles que : verveine, thym, menthe et autres.
6.4. Phytothérapie

Les huiles essentielles sont utilisées pour traiter les patients internes et externes, tels
que les infections virales, les maladies neurologiques. Il peut étre utilisé pour la désinfection
dentaire en dentisterie et peut fournir des résultats plus satisfaisants dans le traitement et la

prévention de la carie dentaire (Boutayeb, 2013)
6.5. Cosmétique et parfumerie

L'utilisation d'huiles essentielles dans les crémes et gels cosmétiques, leur activité

antiseptique et anti-oxydante et leur odeur agréable les rendent parfumées (Roulier, 1999).
7. Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

En termes de propriétés physiques et chimiques, I'HE forme un groupe trés uniforme,
comme indiqué ci-dessous (Bruneton, 1993; Bernard et al, 1988).

« Elles sont généralement liquides a température ambiante ;

« Elles n'ont pas la sensation grasse et le crémeux des huiles non volatiles;
« Elles sont volatiles et rarement colorés ;

* L'HE a haute teneur en monoterpenes a une faible densité ;

* L'indice de réfraction dépend principalement de la teneur en monoterpénes et dérivés
oxygénés. Une teneur élevée en monoterpénes produira un indice plus élevé, mais une teneur

élevée en dérivés oxydés aura l'effet inverse.
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* Elles sont solubles dans les alcools & haute teneur en alcool et la plupart des solvants

organiques, mais pas facilement solubles dans I'eau ;

» La solubilité dans 1'éthanol a 80 % est directement liée a la teneur en hydrocarbures
aliphatiques, mono et sesquiterpéniques. Plus leur teneur est élevée, plus la solubilité est
faible.

« Elles ont une rotation puissance car ils sont la plupart du temps fait jusqu'a des asymétriques
composés; HE sont trés malléable, sujette a 1’oxydation, et ont une tendance a polymériser,

résultant dans le développement des toxiques produits.

8. Facteurs de variabilité de la composition chimique des huiles essentielles

Le contenu chimique et le rendement des huiles essentielles varient en fonction d’un

certain nombre de facteurs: facteurs intrinseques et extrinséques :

8.1. Facteurs intrinséque

-la matiére végétale est la partie d’une plante qui est utilisée (Bruneton, 1993)
-le stockage des principaux matériaux avant a I’extraction (Besombes, 2008)
- Influence de I’état végétatif et de la forme physiologique (Garnéro, 1991)
8.2. Facteurs extrinséques

Température, humidité, durée de [I’ensoleillement, composition du sol et méthode
d’extraction utilisée (Bruneton, 1993), aussi bien que culturelles conditions: la date de demi -
finales, récolte la date, et I’utilisation des engrais (Barry, 2001).

9. Conservation des huiles essentielles

Les huiles essentielles doivent étre bien conservées car le stockage des huiles
essentielles nécessite des précautions particulieres. Elles doivent étre conservées a une
température d’environ de 4 C° dans un tube en verre de couleur foncée qui est

hermétiquement fermé et a I' abri de la lumiére et de 1’air (Burt, 2004).
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10. Fonction de I’huile essentielle dans la plante

Méme si leur fonction n'est pas entierement comprise, la présence des huiles
essentielles dans les plantes pourrait répondre aux besoins d’espéces qui nécessitent une
protection spécifique en fonction de leur environnement (Bruneton, 2016 ; Couic-Marinier,
2013).

* Parce que les plantes sont stationnaires, ils ont développé HE comme un produit chimique
de défense contre les micro - organismes. Ils repoussent les parasites et protegent la plante de
certaines maladies grace a leurs propriétés antifongiques, antivirales, antibactériennes et

insecticides.
* [Is aussi défendre eux - mémes contre d’autres plantes.

* IIs, de ’autre coté, attirent les pollinisateurs (odorantes fleurs qui sont fécondates par

particulier les insectes butineurs) et permettent a la plante de se reproduire.

* IIs seraient aidés a la guérison de diverses blessures et attaques a laquelle les plantes sont

soumises;
* IIs fourniraient une protection contre les brilures solaires ;

« IIs pourraient étre en mesure de permettre a des plantes de communiquer avec un autre.  Ils
fonctionnent comme un mobile d’énergie de réserve (par exemple, dans le cas de défavorables

climatiques circonstances).
11. Techniques d’extractions des huiles essentielles

L’analyse des huiles essentielles émises par une plante comporte trois étapes:
I’extraction des composés aromatiques, 1’analyse de 1’extrait et le traitement des résultats pour
identifier et quantifier les composés. Les composés organovolatiles se trouvent a de tres
faibles concentrations dans la matrice végétale, et leurs polarités, solubilités, volatilités et

stabilité sont tous trés variées.

Les huiles essentielles sont principalement extraites par deux méthodes de distillation :
expression a froid et vaporisation de I’eau: hydro distillation. Elles peuvent étre utilisees dans
des systéemes discontinus ou continus, a pression ambiante, en surpression ou en dépression

9
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(Pollien, 1998). Le temps nécessaire pour la distillation peut varier de quelques minutes a 30

heures, en fonction de la variable qui entrent en jeu au cours du processus.
11.1. Extraction proprement dite, appelée hydro-diffusion

Ces repositionnement de la volatilité des composés dans aqueux environnements est
causée par un physique 1’action qui provoque le gonflement de la plante matiére (phénomenes
d’eau d’absorption ou osmotiques) via interne pressure, comme bien comme un produit
chimique I’action exercée par I’cau (Pollien, 1998). La séparation de 1’essentiel huile a partir

des produits de condensation entraine la coalescence et la décantation. (Mazza et al.,1992).
11.2. Distillation

Sauf pour les agrumes essentiels huiles (citron, oranges) et cade huile, la majorité des
essentiels huiles sont obtenues par distillation et entrainement a 1’eau vapeur. Il est supposé
que la vapeur imprégne la de la plante des tissus et vaporise les volatils composés, avec
I’isolement de plantes essences nécessitant seulement une suffisante quantité de vapeur.
Distillation par entrainement a la vapeur d’eau en utilisant une série de procédures physiques

et chimiques.
11.3. Hydro distillation

Le principe de I' hydro distillation est la distillation de non miscibles binaires
mélanges. Il implique I’immersion de plante de la biomasse dans un rempli d’eau alambic, qui
est ensuite soumis a 1’ébullition. La vapeur d’eau et I’essence libérée par la mati¢re végétale
se combinent pour générer un mélange non comestible. Les constituants de tels un mélange se
comportent comme si elles étaient seulement a la de mélange de température, qui moyens que
la partie en phase vapeur la pression d’une composante est égale a la totale vapeur pression de
I’organisme. Le principe de cette méthode est simple, et il ne pas nécessite 1’utilisation de tout

colteux équipement.

Cependant, il est possible de produire hydrolyse, réarrangement, racémisation
d'oxydation, isomérisation, et d’autres réactions comme un résultat de 1’eau, 1’acidité, et

ambiant température, qui peut tout de plomb a la dénaturation (Bruneton, 1993).

10
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11.3.1. Entrainement a la vapeur d'eau

La majorité des composés volatils présents dans les plantes sont entrainables par 1’eau
vaporisée en raison de leur faible point d’¢ébullition et de leur nature hydrophobe .L' essence
de la plante est libérée et déclenchée par I’action de 1’eau vaporisée introduite ou formée dans
I’extracteur. Le mélange vapeur est condensé sur une surface froide, et I’huile essentielle se
sépare par décantation (Afnor, 2000). Elle peut étre collectée sur deux niveaux, en fonction de
sa densité :

-un niveau de distillation plus élevé, si elle est plus 1égére que 1’eau, ce qui est courant ;

- a un niveau inférieur, si elle est plus dense que ’eau.

Les principaux types d’extraction a la vapeur d’eau comprennent 1' hydrodistillation, la

distillation a la vapeur saturée et I' hydrodiffusion (Teuscher et al., 2005).
11.4. Distillation a vapeur saturée

La maticre végétale n'est pas en contact avec I’eau sous cette forme. La vapeur d’eau
est injectée a travers une masse vegétale qui est déposée sur des plaques perforées .Le plus
largement utilisé la méthode dans 1’industrie pour extraire essentielles huiles de aromatiques
ou médicinales des plantes est saturée de vapeur distillation. En général, elle est utilisée en
conjonction avec l’atmosphére de pression ou sa proximité, comme bien comme une
température de 100 ° C pour I’eau ¢ébullition. Son avantage est que la quantité¢ d’huile
essentielle collectée est tres peu altérée (Wichtl et Anton, 2003). Pour certaines cultures
(lavande, menthe), on utilise des alambics mobiles, qui sont des bacs de récolte destinés a étre
intercalés par 1’agriculteur lui-méme, apres remplissage, dans un dispositif de distillation
(Bruneton, 2008)

11.5. Hydro diffusion

I1 consiste en pulvérisant de 1’eau la vapeur comme il passe a travers une de 1’usine de
masse de haut au bas. En un résultat, la vapeur de flux a travers la biomasse est en baisse, en
revanche a traditionnelles distillation procédures, ou la vapeur de flux est en augmentation.
Les avantages de ce processus comprennent augmenté la qualite et la quantité de la récolte

d’huile, de méme que le temps, la vapeur, et I’énergie des économies (Bassereau, 2007).

11
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11.6. Expression a froid

L'extraction par expression a froid est couramment utilisée pour extraire les huiles
essentielles d’agrumes tels que le cédrat, I’orange et la mandarine, entre autres. La
décantation ou la centrifugation sont utilisées pour séparer 1’huile essentielle .D' autres
dispositifs utilisent la pression pour déchirer a part les sachets et recueillir I’essentiel I’huile

directement, en évitant la dégradation causée par 1’eau action (Chaintreau et al., 2003).
11.7. Extraction par solvants

La méthode d’extraction est basée sur le fait que les essences aromatiques sont
solubles dans la plupart des solvants organiques. La procédure consiste a évaporer la matiere
végétale a I’aide d’un solvant a faible bouillonnement, qui est ensuite éliminé par distillation
sous pression réduite .L'évaporation du solvant produit un odorant pateux mélangé avec
I’huile extraite par 1’alcool. Un autre inconvénient du solvant d’extraction est son manque de
sélectivité, que de nombreux lipophiles des composés peut se terminer jusqu'a dans la pate et

nécessitante autre purification (Shellie et al., 2004).
11.8. Extraction par les corps gras

La méthode d’extraction par la graisse corporelle est utilisée dans le traitement des
parties délicates des plantes telles que les fleurs, qui sont extrémement sensibles aux
changements de température .Elle prend davantage de la liposoluble composants de plantes

odorants dans le gras corporel.

Dans cette approche, la différence entre les enfleurages et la digestion est que
enfleurage est accomplie par la diffusion de Ardmes a la graisse corporelle a la chambre
température, tandis que la digestion est réalisée par immersion des végétaux organes dans la

graisse corporelle a une haute température (Cordero et al., 2007).
11.9. Extraction par micro- ondes

Le vide Micro avec Hydro distillation (VMHD) est un procédé d’extraction de 1’huile
essentielle par micro-Ondes, en utilisant une constante de micro-onde de 1’énergie
rayonnement et une série de sublimation. Seule I’eau de constitution de la matiere végétale

traitée entre dans le processus d’extraction .L' effet de la combinaison de la sélection de

12
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chauffage de micro-ondes avec la progressive réduction de la pression dans 1’extraction

chambre provoque I’eau de constitution de la nouvelle plante matériau a éclater violemment.
11.10. Extraction par les gaz supercritiques

Un fluide peut avoir la densité d’un liquide et la viscosité d’un gaz, résultant en une
bonne infusibilité en matiéres solides et un bon solvant capacité. Alors que plusieurs gaz
pouvaient théoriquement étre utilisés, I’intérét s'est d' abord porté sur le dioxyde de carbone,
. produit naturel, chimiquement inerte, inflammable, strictement atoxique, facile a éliminer

complétement, sélectif, facilement disponible, faible réactivité, et a faible codt.

Les avantages sont nombreux: la capacité a produire des extraits avec une composition
qui est trés similaire a celle des produits naturels, la capacité de varier la sélectivité et la
viscosité en manipulant la température et la pression, I’absence d’hydrolyse et de

réarrangements (Bruneston, 2008)

Cette méthode assure I’extraction d’extraits non hydrolysés, oxydés ou estérifiés, et
comme la température critique du CO2 est de 37°C, les risques de dégradation thermique
sont éliminés. Dans une opération de fabrication, une pression critique est facilement atteinte
(Reverchon ,1997). Cette technique n'est pas facilement recommandée pour le matériel
végeétal qui produit un produit de faible valeur ou a faible rendement (Benjilali et al. ,2004).

13. Toxicité des huiles essentielles

Une huile essentielle a des propriétés qui sont similaires a celles de 1’usine de laquelle
elle a été extraite. Sa toxicité est la plus essentielle, car sa concentration est élevée. De
nombreuses précautions doivent étre prises avant toute utilisation, en particulier en ce qui

concerne la posologie et I’application de style (interne ou externe) (Bachelot et al., 2006).

Dans la plupart des cas, la consommation de 10 a 30 ml d’huile essentielle peut étre
mortelle. A des doses plus faibles, des troubles digestifs, une hypotension, une hypothermie et

une désorientation mentale sont observés (Bruneton, 1999).

La toxicité des huiles essentielles peut étre divisée en trois catégories, a savoir :

13
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e Toxicité aigle

Les huiles essentielles ont une toxicité aigue tres faible lorsqu'elles sont prises par voie
orale. Elle est fréquemment le résultat de produits phénoliques, qui sont a I' origine de lésions

nerveuses et de nécrose hépatique (Bruneton, 1999).
e Toxicité chronique

Malgre le fait que la dose de journalette administrée soit assez faible, leurs
accumulations dans le foie, les reins et les poumons peuvent provoquer des toxicités dans ces

organes (Bruneton, 1999).
e Toxicité cosméto-dermique

Fréquente I’utilisation des essentiels huiles peut conduire a un potentiel de toxicité
(aggravation, chronique) par locale application qui se manifeste comme la peau et la

mugqueuse membrane irritation (Hilan et al., 2009)
14. Activités biologique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont connues pour avoir des propriétés antiseptiques et
antimicrobiennes .Des propriétés antitoxiques, antivenimeuses, antivirales, anti-oxydantes et
antiparasitaires se retrouvent dans plusieurs d' entre elles. Récemment, des propriétés

anticancérogenes ont éteé découvertes chez eux (Valnet, 2005).

L’activité biologique d’une huile essentielle doit étre considérée en conjonction avec
sa composition chimique et les effets synergiques potentiels entre ses constituants.Sa valeur
est basée sur son "Totum", ou la totalité de ses constituants, plutét que simplement sur ses

constituants clés. (Lahlou, 2004).
14.1. Activité antibactérienne

Les huiles essentielles sont bien connues pour leurs propriétés antimicrobiens, ce qui
est la raison pour laquelle ils ont été utilisés pour une longue durée. Cette demande est fondée
sur deux pratiques: traditionnelles et spécifiques scientifiques applications, avec le dernier
étant plus importante, car plusieurs recherches etudes ont été menées sur les antimicrobiens

propriétés de HE de aromatiques des plantes (Roulier, 1992). L’effet microbactéricide de
14
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I’HE a été lié a une résistance accrue aux antibiotiques .Ils ont également un vaste domaine
d’activité (Carson, 1995). Cette activité varic d’une personne a I’autre, et la souche

bactérienne varie d’un type d’huile essentielle a I’autre (Guinoiseau, 2010)

Les molécules antibactériennes les plus connues comprennent le linalol, le menthol,

Cavacole, thymol, et le géraniol, entre autres. (Anton, 2006).
14.2. Activité antifongique

De Billerbeck (2002) et Zambonelli et al. (2004) a confirmé que les essentiels huiles
de médicinales des plantes ont de puissants anti - fongiques propriétés contre pathogénes et
opportunistes champignons. En outre, leurs activités varient en fonction de la teneur des

essentiels huiles et gras acides (Zhiri, 2006).

Les huiles essentielles peuvent également étre utilisées comme agents antifongiques
dans I’industrie phyto-agro-alimentaire (Zambonelli et al, 2004) Candida (C. albicans),
Aspergillus (A. niger, A. flavus, A. fumigatus) et Pénicillium chrysogenum ont tous bien
performé dans un test antifongique sur les composants volatils des huiles essentielles.
(Kalemba et al., 2003).
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1. Généralités

Les Atriplex sont des plantes fourrageres arbustives vivaces appartenant a la famille des
Chénopodiacée. lls sont des plantes naturellement adaptées aux milieux salés (Flowers et al.,
1986). Le Genre Atriplex comprend environ 417 espéces dont 48 parmi elles se trouvent sur

le bassin méditerranéen (Houérou, 1992).

L’Atriplex halimus L est I'une des plantes médicinales utilisées en phytothérapie
traditionnelle (Slamani et Gherbi, 2018). Elle présente la particularité de se développer dans
des conditions environnementales tres séveres ce qui justifie son utilisation comme source de

fourrage et de broutage pour le bétail dans ces régions (Walker et al., 2014).
2. Répartition des Atriplexs dans le monde

Le genre Atriplex se rencontre dans la plupart des régions du monde en grande Bretagne,
en Sibérie, en Alaska, en Patagonie, en Norvege et aussi en Afrique du Sud (Franclet et Le
Houerou, 1971). Mais il est largement répandu dans les écosystemes salins tempérés et sub-
tropicaux, en particulier dans les régions littorales de la Mer méditerranéenne, de la Mer
Caspienne et de la Mer Rouge, dans les steppes arides de 1’Asie centrale et orientale, aux
margex du désert du Sahara, dans les prairies alcalines des Etats unies, dans le Karoo en
Afrique méridionale, en Australie et dans les pampas Argentienes (Rosas, 1989 ; Mulas et
Mulas, 2004)

Quand a DAtriplex halimus L est une espéce spontanée, pérenne des régions
méditerranéennes arides et semi-arides (Kinet et al., 1998). Elle est Trés répandue dans le
secteur du Sahara septentrional, secteur du Sahara occidental, secteur du Sahara central et les
montagnes du Sahara central et dans les sols un peu salés (Quezel et Santa, 1962).
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Tableau.1. Répartition des Atriplexs dans le Monde (d’aprés Choukr-Allah, 1996 ;
Bouchoukh, 2010 ; Bouchoul et Hezla, 2017)

Pays ou régions Nombre d’espéces | Pays ou régions Nombre d’espéces
OU SOUS-especes OU SOUS-especes
Australie 78 Beja 25
Bassin méditerranéen | 50 Afrigue du Nord 22
Europe 40 Texas 20
Proche orient 36 Afrigue du Sud 20
Mexique 35 Iran 20
Argentine 35 Syrie 18
Californie 32 Palestine / Jordanie 17
Chili 30 Algérie /Tunisie 17

3. Répartition des Atriplexs en Algérie

En Algérie, les Atriplexs sont spontanés dans les étages bioclimatiques semi-arides et
arides. Les des plus grandes superficies se trouvent entre les isohyétes de 100 et 400 mm/an
qui correspondent aux zones dites steppiques (Batna, Biskra, Boussaada, Djelfa, Saida, M'sila,
Tébessa, Tiaret) (Pouget, 1980 ; Berri, 2009 ). Ils s’installent aussi sur le littoral, au Sahara

(Hoggar) et au niveau des dépressions d’oued dans la région de Béchar (Mahrez, 1997)
4. Origine

L’Atriplex halimus est un arbuste natif d’Afrique du Nord (kinet, 1998) et aussi les
pays du proche et Moyen-Orient. Elle s’installe sur I’ensemble du pourtour méditerranéen ou

Selon Martinez et al. (2003), elle est I’espéce la plus représentée dans cette région.

5. Description botanique de la plante

La plante est un arbuste de 1 a 3 métre de hauteur a port tres ramifié, étalé ou dressé.
Les touffes formées peuvent atteindre 1 a 3meétre de diamétre (Henni, 2009, Al-Turkis et al.,

2000). Les feuilles sont alternes, brievement mais nettement pétiolées, plus ou moins
17
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charnues, luisantes, couvertes de poils vésiculeux et blanchatres. Le limbe foliaire est entier
ou légérement sinué, parfois aigue au sommet, il mesure de 0,5 a 1cm de largeur et de 2 & 4
cm de longueur. Les fleurs monoiques sont situées sur des inflorescences terminales
composées de panicules d’épis. Les fruits sont des akénes (Benrebiha, 1987 ; Nedjmi et al.,

2013). La floraison - fructification se déroule de mai a décembre (Nedjmi et al., 2013).

Figure.l. Fleurs d’Atriplex halimus. Crellin, 2005
http://www.floralimages.co.uk/page.php?taxon=atriplex halimus,1

Il existe deux sous-espéces, subsp halimus et subsp Schweinfurthii (Mulas et Mulas,

2004 in Henni, 2009) :
e Subps halimus est facilement identifiable grace a son habitus droit
caractéristique et aux branches fructiferes trés courtes (20 cm) et recouvertes

de feuilles Elle est tres commune le long des cotes du Bassin Méditerranéen.

e En revanche, la subsp.schweinfurthii. présente un habitus broussailleux avec
des branches tres enchevétrées; les branches fructiféeres ont une longueur
d’environ 50 cm et sont dépourvues de feuilles. La subsp.schweinfurhii est trés

répandue dans les zones arides et désertiques
6. Taxonomie

Selon la classification classique basée uniquement sur les caractéres morphologique, le
Genre Atriplex comprend plus de 417 especes dont la famille le plus répandue est celle

des Chenopodiaceae (Franclet et Le Houerou, 1971).

18


http://www.floralimages.co.uk/page.php?taxon=atriplex_halimus,1

Chapitre 11

Généralités sur I’Atriplex halimus

Tableau.2. Classification préphylogénétique de I’Atriplex halimus (Quezel et Santa,

1983)

Classification classique

Atriplex halimus

Régne

vegétal

Embranchement

Spermaphytes

Sous- embranchement

Angiospermes

Classe Dicotylédones
Sous-classe Apétales

Ordre Centrospermales
Famille Chenopodiaceae
Genre Atriplex

Selon la classification récente (A.P.GIl), basée uniquement sur des bases
phylogénétiques et la biologie moléculaire (analyse cladistique), la famille des
Chenopodiaceae est incluse dans la famille des Amaranthaceae dont le genre Atriplex
comrend 300 espéces.

Tableau.3. Classification phylogénétique de I’Atriplex halimus (Guignard et Dupont,

2004)

Classification APG

Atriplex halimus

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Embranchement Spermatophyta

Sous —embranchement

Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida
Sous-classe Caryophyllidae
Superordre Caryophyllanae
Ordre Caryophyllales
Famille Amarathaceae
Genre Atriplex
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7. Nomenclature
Nom scientifique : Atriplex halimus L.
Nom vernaculaire francais : Pourpier de Mer
Nom vernaculaire arabe : G’ttaf

Nom vernaculaire anglais : Mediterranean saltbush, sea orache, shrubby orache, silvery
orache

8. Composition chimique de I’huile essentielle de I’Atriplex halimus

La composition chimique de I’Atriplex halimus est en étroite relation avec les conditions
climatiques telles que le climat, la saison et aussi avec son 1’age. L’huile essentielle de cette
plante possede 13 composés chimiques qui ont été identifiés par Zian et al. (2020), ces

composés sont :
e Octane
e 3-Furancarboxaldehyde
e 2-vinyl-5-methylfuran
e 1,1 4ATrimethylcycloclohexane
e Camphene
e B-Pinene
e Myrcene
e A-Terpinene
e Pelargonaldehyde
e P-Menthan-3-one,cis-p-
e Thiophene,2-ethynyl
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e Germacrene D
e Myristicin
9. Composition nutritionnelle de I’Atriplex halimus

Les feuilles d’Atriplex halimus, sont trés riches en protéines et iodes, en gomme, en vitamines
A, C et D, en Chrome, en saponines, en acide oxalique, en caroténes et en oligo-éléments
(Laouedj, 2017).

Tableau.4. composition minérale d’Atriplex Halimus L selon (Niekerk et al, 2004)

Calcium (Ca) (g/kg) 215 (=3.7)
Phosphate (P) (a/kg) 1.92 (=0.3)
Magnésium (Mg) (g/kg) 20.3 (=4.3)
sélénium (Se) (g/ka) 22(=8)
Zinc (Zn) (g/kg) 103(=27)
Manganése (Mn) (g/kg) 395(=49)

La valeur nutritionnelle de cette plante est récapitulée dans le tableau.5.

Tableau.5. Valeur nutritionnelle de I’Atriplex halimus

Protéines | Protéines | Azote Energie Energie
bruts digestibles | digestible | digestible métabolisable
(%ms) (%ms) (%N) (Mcal.kg™) | (Mcal.kg?)

Atriplex halimus 20,5 14,5 49,7 2,19 1,79

10. Effets thérapeutiques de I’Atriplex halimus

Depuis trés longtemps, Les arabes du Moyen Orient utilisaient I’ Atriplex en phytothérapie
traditionnelle. Elle était utilisée dans le traitement des malades présentant un diabete (soif,

fréquence urinaire élevée, fatigue). Son extrait aqueux provoque un effet hypoglucémiant
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chez les diabétiques (Aharonson et al., 1969). Un mélange d’extrait aqueux des feuilles
d’Atriplex halimus L. avec les feuilles de Juglans regia L., de ’0Oléo europea et de 1’Urtica
dioica L., diminue le taux de glucose dans le sang (Said et al. in Ighilhariz, 2008). Elle est

aussi utilisée pour traiter la maladie du trypanosomiase (Bellakhdar. 1997)

Cette plante est trés connue pour ses vertus hypoglycémiantes et hypolidémiante
(Aharonson et al., 1969) et aussi pour ses propriétés anti-oxydantes (Said et al., 2002). Elle
est treés riche en fibres qui interviennent dans le transit digestif, la réplétion gastrique et aussi
I’hydratation du bol fécal (Slamani et Gherbi, 2018)
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L’objectif assigné par le présent chapitre est la mise en évidence des aspects
techniques permettant d’extraire 1’huile essentielle de I’Atriplex halimus et d’en évaluer ses

activités antimicrobiennes. Pour ce faire, nous nous sommes basés sur :

e Des travaux antérieurs anciens et récents issus de recherches déja faites sur I’espéce
choisie, nous citons les travaux de: Esplin et al., 1937 ; Belenkii 1939 ; Harie 1947.
Abbade et al., 2004 ; Emam, 2011, Ben djamia et al., 2020 ; Benali et Taoui, 2020 et
Abour et al., 2020.

e Des protocoles expérimentaux décrivant toutes les techniques utilisées pour extraire et

évaluer les activités biologiques de I’huile essentielle de I’ Atriplex halimus.

e Des enquétes effectuées aupres des deux laboratoires (biochimie et microbiologie) de
notre faculté pour Vvérifier la disponibilité des moyens matériels nécessaires pour la

réalisation de la partie expérimentale du travail.

Notre étude expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire de biochimie au sein
de la Faculté de Sciences de la Nature et de la Vie, de I’Université d’Ibn Khaldoun-Tiaret,
durant la période allant du 23 mai 2021. Tandis qu’une partie de 1’extraction de 1’huile
essentielle a été faite au niveau du Laboratoire de Biochimie de la faculté des Sciences et de la
Technologie de I’Université de Tssemsilt; Et ce, suite a un évenement imprévu lié a la non
disponibilité de I’appareil d’hydrodistillation apres le 25/05/2021.

1. Matériel Expérimental
1.1. Matériel biologique
1.1.1. Matériel végétal

La plante d’Atriplex halimus a été récoltee de la région Nord- Est du Chott Chergui au
niveau de la commune d’Ain Skhouna qui se rattache administrativement a la wilaya de Saida
(figure.2). La partie aérienne de la plante a été coupée le mois de Mars de 1’année en cours,

durant lequel la végétation atteint son pic.
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Nous avons utilisé¢ 1’échantillonnage subjectif dans notre travail car nous possédant
des connaissances préalables sur le terrain de la zone d’étude. Le principe consiste a choisir
des zones représentatives. L’arrachage de la partie aerienne de la plante s’est effctué
manuellement a 1’aide d’un sécateur, cette technique permet d’obtenir des huiles essentielles

en gardant leur qualité
1.1.1.1. Séchage et conservation

Les tiges et les feuilles, fraichement récoltées sans séchées a I’air libre dans un endroit
sec et bien aéri¢ afin d’étre utilisées ulterieurement pour I’extraction de 1’huile essentielle

(figure.3).

Figure.3. Atriplex halimus utilisée dans notre étude

Photos originale

Apreés le séchage de la plante récoltée, elle est broyées en poudre par un broyeur puis

conservée jusqu’a ’utilisation (figure.4).
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Figure.4. Atriplex halimus séchée puis finement broyée
Photos originale

1.1.2. Matériel microbiologique
1.1.2.1. Souches bactériennes

L’évaluation in vitro de ’activité antibactérienne de 1’huile essentielle de I’Atriplex

halimus a été faite sur deux souches bactériennes sensibles, a savoir :
e Escherichia coli.
e Staphylococcus aureus.
1.1.2.2. Souches fongiques
Le test antifongique a été effectué sur deux souches fongiques :
e Aspergillus
e Fusarium.
1.2. Matériel de laboratoire

La réalisation de ce travail a nécessité I’utilisation du matériel suivant : (Tableau.6)
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Tableau.6. Matériel de laboratoire

Balance

Réfrigérateur

Eprouvette graduée
Fiole
Flacon et verre de montre

Matériel

Méthode Appareillage Verrerie Milieu de culture
Extraction de Hydrodistillateur Ballon
I’huile essentielle de type simple Béchers

Activité
antimicrobienne

Agitateur
magnétique

Vortex
Autoclave
Spectrophotometre
incubateur

bec bunsen

Boites de pétri
Tubes a essais
Beéchers

Pipette pasteur

Micropipette

Gélose nutritif : pour I’isolement des bactéries.

Gélose Chapman : est un milieu sélectif des bactéries du genre
staphylococcus.

Gélose Hektoen : est un milieu sélectif pour I’isolement des
bactéries bacilles Grame négatif.

Gélose de Muller Hinton: est une gélose standardisée
recommandé pour ’étude de la sensibilité des bactéries aux
agents antimicrobiens par la méthode d’antibiogramme.

Gélose de sabourand : favorise la lecture de I’isolement des
champignons et des moisissures et pour réaliser le test
d’aromatogramme.
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1.3. Produits

Eau distillé stérile.

2. Méthodes

L’approche méthodologique retenue repose sur trois phases essentielles dont le
protocole expérimental adoptée est résumé dans 1’organigramme ci-dessous (figure.5). Le but
est de montrer la technique d’extraction de I’huile essentielle de 1’Atriplex halimus et de

caractériser ses activités microbiennes.

Choix de ’espéce

« Atriplex Halimus »

A

Séchage

A 4

Hydrodustilation

1 ] | ]

Propriété physique Estimation du Carajlct_erlsaFlon del ac_thlte_ microbienne
rendement (antimicrobienne ; antifongique)
|
e l ¢
7 Diffusion Dilution
Densité
relative ! !
Diameétre Milieu solide
Indice de d’inhibition
réfraction

Figure.5. Organigramme montrant les étapes de I’étude

2.1. Extraction de I’huile essentielle
2.1.1. Principe d’Hydrodistillation

Nous avons choisi la méthode d’extraction d’huile essentielle par hydrodistillation
simple. La méthode consiste a immerger de la matiére végétale seche dans un ballon rempli

d’eau distillée et placé a proximité d’une source de chaleur (chauffe-ballon).
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L’huile essentielle est alors entrainée par 1’eau en phase vapeur, qui, quand elle vient
en contact avec un réfrigérateur, se condense et est récupéré dans la forme d’une émulsion
(Eau + L’huile essentielle). La séparation des huiles essentielles commence par une fine

couche d’huile sur le dessus, qui est ensuite séparée (Bruneton, 1993).
Le montage d’hydrodistillation comprend les parties suivantes:
e Ballon est rempli de matic¢re végétale immergée dans 1’eau distillée.

e Reéfrigérant une la source et le régulateur de la chaleur qui transporte toute la vapeur

en liquide provenant du ballon.

La figure ci-dessous (figure.6), illustre clairement I’appareillage de 1’hydrodistillation

disponible au niveau de notre laboratoire d’analyse.

Réfrigerent

Ballon

Erlenmeyer ]

Chauffe Ballon ]

Figure.6. Dispositif utilisé pour hydrodistulation simple.

Photo originale
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2.1.1.2. Mode opératoire pour I’extraction de I’huile essentielle de I’Atriplex halimus

e On mit une quantité de 100g de la matiére végétale dans un ballon d’un volume de 2L

et on a ajouté 1000 ml d’eau distillé jusqu’a couverture de toute la matiére végétale.

e Mettez les glagons dans un bain marie jusqu’a ce que le processus de refroidissement

soit terminé pour le réfrigérant.
e Séchez le ballon pour qu’aucun accident ne se produise.
e On met le ballon dans le chauffe ballon et on met le coude.
e Couvrir le bécher de papier d’aluminium.
e On regle la température.
e Laisser reposer 3a 4 h.

e Une fois terming, nous vidons le contenu obtenu dans des éprouvettes, les enveloppent

dans du papier aluminium, et les laissons reposer pendant 24h.
e Avec une micropipette, nous retirons 1’huile flottée et la mettons dans un petit flacon.
2.1.2. Rendement en huile essentielle

Selon I’ Afnor (1986) standard, le rendement en huile essentielle (RHE) est déterminé
par le rapport de la masse de I’huile essentielle obtenue aprés extraction (Me) de la masse de
la plante matériau utilisé (Mv). Le bénéfice est exprimé en un pourcentage et est calculé en

utilisant la suivante équation (Smallfield, 2001).

R HE = (MHE /MMV )*100 N°1

R : rendement en huile essentielle ou extrait %.
Mye : masse d’huile essentielle (g).

Mwmv : masse de matiére végétale seche (g)
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2.2. Caractérisation physique
2.2.1. Mesure de PH
2.2.1.1. Mode opératoire

Nous avons mis une quantité dans un bécher de I’huile essentielle, puis pesé la partie
d’appareil qui mesure le pH, aprés nous attendons quelques secondes pour que la valeur se

stabilise.

2.2.2. Mesure la densité de 20C°

La densité relative d'un liquide a 20°C est le rapport volume/masse a 20°C. Nous

avons mesuré la densité de I'huile essentielle a I'éthanol avec un pycnometre.

2.2.2.1. Mode opératoire

La mesure a été effectuée par un pycnométre, gardé la température de I’huile

essentielle a 20C°.

e Mesure le poids de pycnomeétre vide.
e Remplir I’appareil par I’huile essentielle jusqu'a que la colonne soit remplie.
e Mesure le poids de pycnométre avec 1’huile essentielle

. ® Calculer la valeur a partir d’équation suivante :

D®'=m/v

Avec :

D? : la densité

m : la masse de la plante (en gramme)

Vv : le volume de I’eau distillée (en millimétre)
2.2.3. Indice de réfraction

L'indice de réfraction est mesuré a l'aide d'un réfractometre, il est lié a la température,
comme un thermostat, il est mesuré a travers l'huile fluide a 20 °C et a travers la graisse a
40°C (Olle ; 2002)
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L'indice de cette huile varie selon son établissement et augmente avec le degré
d'établissement des acides gras contenus dans la matiére grasse, l'indice de réfraction est
déterminé a l'aide d'une lampe a vapeur de sodium, et la longueur d'onde de 589 nm a 20°C. Il
permet le suivi de I'nydrogénation et du fractionnement des corps gras. Il permet deux

groupes différents de corps gras :
e Graisses lauriques végeétales (R =1,448 a 1,458) ou animales (R=1,471 a 1,458)

e Huiles végétales (R =1,468 a 1,490) ou animales (R=1,471 a 1,485) (Adrian et al.,
1998).

2.2.3.1. Mode opératoire

L'indice de réfraction est mesuré avec 3 ou 4 décimales. L'équipement le plus
couramment utilisé pour mesurer l'indice de réfraction, I'indice de réfraction est déterminé
dans la plage de 1.300 a 1.700. Pour le calculer, calibrer d'abord le réfractometre avec de I'eau
distillée d'indice de réfraction connu (Ir (eau) = 1,335) a une température réglée a 20°C. Le
prisme est ensuite séché et quelques gouttes d'huile essentielle d'Atriplex Halimus sont
placées entre les deux faces du prisme. A l'aide de I'oculaire et du bouton de réglage, amenez
I'interface entre les zones sombres et lumineuses au centre du réticule. Retirez l'irisation pour
obtenir une ligne claire entre les deux zones. Relevez ensuite la valeur de l'indice a travers
I'échelle de lecture, et notez la température a 20°C et le temps toutes les 15 secondes (le temps
nécessaire pour stabiliser I'appareil & 20°C).

2.3. Activité antimicrobienne

Le terme "agent antimicrobien" est défini comme toute substance utilisée pour détruire
ou empécher la croissance de micro-organismes, y compris les agents antimicrobiens. Pendant
des décennies, ils ont été utilisés pour traiter les maladies infectieuses et prévenir les
infections (CCE, 2001). Le mode d'action de I'agent antibactérien peut étre : antibactérien,
lorsque la substance inhibe la reproduction des bactéries ou des fongicides : lorsque la

substance detruit completement les bacteéries.

Afin d'évaluer l'activité antibactérienne in vitro de I'huile essentielle de 1’Atriplex
halimus contre différentes souches bactériennes et fongiques, il est nécessaire de suivre deux

méthodes différentes :
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e Meéthodes de diffusion
e Meéthodes de dilution

Selon Michel (2011), Ces deux méthodes sont communément employées pour
I’évaluation de 1’activité antimicrobienne d’une substance naturelle ou d’un extrait végétal.

2.3.1. Méthodes de diffusion sur disque

La méthode du disque est lI'une des plus anciennes méthodes d'évaluation de la
sensibilité des bactéries aux antibiotiques et reste I'une des méthodes conventionnelles les plus
utilisées. 1l permet de sélectionner plusieurs antibiotiques et ne nécessite aucun équipement
particulier. Cette technologie est basée sur le principe suivant : Chaque disque a une
concentration spécifique d'agent antibactérien qui va diffuser dans le milieu de culture et
inhiber la croissance des micro-organismes sensibles, formant ainsi une zone d'inhibition
autour du disque. Cette technologie utilise un disque de papier buvard imprégné d'une
concentration donnée d'antibiotiques, déposé a la surface d'une gélose spécifique (Mueller-
Hinton), coulé dans une boite de Pétri, et uniformément inoculé avec la suspension

bactérienne a I'étude.

Le principe de cette technique est relativement simple. Lorsque le disque imbibé
d'antibiotiques est place sur la gélose pré-ensemencée avec les bactéries a tester, il deviendra
humide et les antibiotiques diffuseront relativement dans la gélose, formant ainsi un gradient
de concentration. Les antibiotiques existent a des concentrations élevées a proximité des
disques intervertébraux, affectant méme les micro-organismes faiblement sensibles. En
revanche, les organismes résistants se développent jusqu'au disque intervertébral. Plus on
s'éloigne du disque intervertébral, plus la concentration d'antibiotique diminue, et seuls les
agents pathogeénes les plus sensibles sont touchés (Harley et al., 2010). Le diametre de la zone
d'inhibition permet d'évaluer la sensibilité des bactéries. Reporter la lecture du résultat en
mesurant le diamétre (mm) de la zone d'inhibition. Ces zones doivent étre uniformément
circulaires (Richard et al., 2007).

Selon Barros et Coll (2007), L’activité antimicrobienne est exprimée en zones

d’inhibition comme suit :

— Diametres inférieurs a 7 mm : aucune activité antimicrobienne (),
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— Diametres de 7 a 9,9 mm : activité antimicrobienne faible (+),
— Diametres de 10 a 11,9 mm : activité antimicrobienne modeste (+ +),
— Diamétres de 12 & 15 mm : activité antimicrobienne élevée (+ + +),

— Diametres supérieurs a 15 mm : activité antimicrobienne forte (+ + + +)

Souche

<ﬂ

Gélose sélective

<ﬂ

Méthode optionnelle :

Mueller-Hinton

<1

Ensemencement de la gélose-Hinton

:

Placer les disques sur la gélose

24h 37C*°

=

Mesure de la taille des zones

:

Interprétation

Figure.7. Procédure du test de la sensibilité aux antimicrobiens par la méthode de

disques. (Jorgensen, 1999)

2.3.2. Méthode de dilution

En utilisant la méthode de dilution, les valeurs MIC et CML (CMB) peuvent étre
déterminées. Ces méthodes peuvent étre utilisees pour la gélose et le bouillon. La

concentration la plus faible de chaque partie ne montrant aucune croissance sera considérée

34



Chapitre 111 Matériel et méthodes

comme la concentration minimale inhibitrice (CMI). L'étude du CMB I'a confirmé. La CMB
est définie comme la plus faible concentration d'antibiotique qui détruit 99,9 % de la
concentration cellulaire finale. La sensibilité des bactéries est mesurée par la concentration
minimale inhibitrice (CMI) de I'antibiotique considéré. Il s'agit de la méthode de référence
recommandée par I'Organisation mondiale de la santé. La CMI d'une bactérie donnée peut étre
mesurée par différentes méthodes (CLSI-M7-A7, 2006).

2.3.2.1. Mode opératoire
2.3.2.1.1. Résolument des souches microbiennes

2.3.2.1.1.1. Test antibactérien

e Les souches «Echrichia coli et Staphylococcus aureus » sont entretenues par

repiquage sur la gélose nutritive.
e Apportez deux tubes a essai avec de 1’eau distillée stérile 9 ml.

e Nous prélevons des échantillons des deux types sous forme de disque et les mettons

dans les tubes susmentionnés.
e Mélanger-le avec vortex.
¢ Nous prenons quatre boites de pétri et on y met une solution de gélose Mueller Hinton.
¢ Nous prenons 3 a 4 gouttes de la solution mére et on les met dans une boite pétri.
¢ Nous faisons un ensemencement de surface.
e FEtalement avec un raton.
e Laissez-le pendant 20 minutes.
e Dans un verre de montre, nous imbibons 1’huile essentielle.

e Ensuite, nous mettons les disques imprégnés d’huile dans les boites pétries

susmentionnée.

e Les boites de pétri sont placees dans une étuve a 37C° pendant 24 heures.
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Tableau.7. Liste des souches bactériennes testées

Escherichia coli Bactéries a Gram négative

Staphylococcus aureus Bactéries a Gram positif

Figure.8. (a) Echrichia Coli, (b) Staphylococcus aureus

Photos originale

2.3.2.1.1.2. Test antifongiques
» Les souches Fusarium et Aspergillus sont entretenues par repiquage sur la gélose

sabouraud.
e Apportez deux tubes a essai avec de 1’eau distillée stérile 9 ml.

e Nous prélevons des échantillons des deux types sous forme de disque et les mettons

dans les tubes susmentionnés.
e Mélanger-le avec vortex.
e Nous prenons quatre boites pétri et on y met une solution de PDA.
e Nous prenons 3 a 4 gouttes de la solution mére et on les met dans une boite pétri.
¢ Nous faisons un ensemencement de surface.

e Etalement avec un raton.
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e Laissez-le pendant 20 minutes.
e Dans un verre de montre on imbibe 1’huile essentielle.

e Ensuite, nous mettons les disques imprégnés d’huile dans les boites pétries

susmentionnée.
e Les boites de pétri sont placées dans une étuve a 30C° pendant 72 heures.

Tableau.8. Liste de souches fongiques testées

Fusarium Fusaruim oxysprum

Aspergillus Aspergillus slavus

..\— --4 Jk‘ﬂh_a

4 W
r( g
" hd®

Figure.9. Fusaruim et Aspergillus

Photos originale
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Chapitre 1V Résultats et discussion

1. Rendement en huile essentielle

Les extractions des huiles essentielles de la partie aérienne (feuilles, tiges) de
I’Atriplex halimus, récoltée en Mars 2021 dans la région de Skhouna (wilaya de Saida), sont
réalisées par la technique d’hydrodistillation simple. Le rendement faible obtenu est de 1’ordre
de 0,02% par rapport a la masse de la matiere seche, a temps de 4h. Nous avons calculé le
rendement d’extraction d’huile essenticlle d’Atriplex Halimus obtenue par hydrodistilation.
Les résultats obtenus sont presentés dans le (tableau.9), puis ils sont comparés aux des travaux

antérieurs (tableau.10).

Tableau.9. Rendement en huile essentielle de 1’Atriplex Halimus

Huile essentielle Rendement %

Atriplex Halimus 0.02%

Tableau.10. Rendement en huile essentielle d’Atriplex Halimus par hydrodistillation

selon plusieurs auteurs.

Auteur Rendement en huile essentielle (%)
Chikhi, 2013 0.02%
khaldi et al ? 2015 0.06%
Benallou Farah et al, 2018 0.01%

La plupart des huiles essentielles sont des liquides plus ou moins transparents ou
visqueux, généralement des liquides incolores, jaune clair ou Iégerement orangés, ou sont
colorées par des molécules de liaison "insaturées”, qui donnent aux huiles essentielles une

couleur spécifique plusieurs fois (Faucon, 2015).

L’examen montre que notre huile essentielle (figure.10) est un liquide mobile, se
caractérisant par une couleur brun-rougeatre et trés forte odeur similaire a celle de I'aldéhyde
cinnamique, ce qui conforme avec les propriétés organoleptiques citées dans la pharmacopee

européenne (2008).
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:
Figure.10. Huile essentielle de I’Atriplex halimus obtenue par hydrodistillation.
Photo originale
2. Détermination des propriétés physiques

Dans cette partie, la valeur du pH, la densité relative et I'indice de réfraction de 1’huile

essentielle obtenue par hydrodistillation simple sont mesurés. Les résultats obtenus sont
présentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau.11. Caractéristiques physiques de I’huile essentielle Atriplex Halimus

Parameétre mesuré Atriplex Halimus
pH 4.66

Densité relative 0.87906

Indice de réfraction 1.3695

2.1. pH

L’huile essentielle d'Atriplex Halimus présente un pH acide (pH = 4,667). En raison de
défauts, ce pH joue un réle décisif dans les réactions chimiques et biochimiques, mais par
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conséquent, il peut conduire aux caractéristiques d'une bonne stabilité microbienne ; ce qui

donne a I’huile essentielle le role d’un conservateur.
2.2. Densité relative

Nous avons remarqué que la densité relative de I’huile essentielle d'Atriplex halimus
était de 0,87906 g/l. Ce paramétre est lié & la composition chimique de cette huile, et il est
affecté par de nombreux facteurs, tels que le phénotype, le moment de la récolte, le type de

sol, le stockage, le traitement et I'extraction pour s'adapter (Boukhatem et al., 2010).
2.3. Indice de réfraction

L'indice de réfraction est un parametre qui renseigne sur la pureté de 1’huile essentielle
ainsi que la qualité de sa distillation. Il évolue en fonction de la composition chimique et de la
densité et augmente avec I'établissement (AFSSAPS, 2008). L'indice de réfraction mesuré au
réfractomeétre a une température de 20°C, est de 1,3695, ce qui est supérieur a 1,333 de I'eau.
La valeur de cet 'indice est généralement élevé, et supérieur a celui de I'eau a 20°C (Saibi et
al, 2000).

3. Evaluation de I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de 1’ Atriplex
3.1. Evaluation de ’activité antibactérienne

L’évaluation de D’activité antimicrobienne de notre huile essentielle d’Atriplex
Halimus a été réalisée sur deux bactéries par la méthode des aromatogramme en milieu
gélosé. Notre objectif est de définir 1’activité antibiotique de I’huile essentielle avec les
bactéries, et la zone inhibition. Les résultats montrent qu’aucun spectre n’inhibe des souches

testées par une maximale concentration de I’huile essentielle.

Tableau.12. Résultats du test antibactérien sur les deux souches bactéries

Les souches bactériennes Spectre d’inhibition
Escherichia coli (Gram -) 0.00
Staphylococcus aureus (Gram +) 0.00
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Figure.11. Résultats du test antibactérien sur les deux souches bactérienne (a)

Echerichia coli, (b)Staphylococcus aureus)

Photos originale

L'huile essentielle d’Atriplex Halimus a un faible effet inhibiteur sur les souches
testées d'Escherichia coli, de Salmonella typhimurium, d'Acinetobacter baumannii et de
Bacillus cereus, et le résultat est le méme a 5,2 mg/ml. A noter que Pseudomonas aeruginosa
est la souche la plus vulnérable, avec une concentration inhibitrice minimale de 2,6 mg/ml .
(Fagherazzi, 2011) avons confirmé que I'extrait ou I'huile d'A.halimus est faible dans la
culture bactérienne, donc la plante n'a pas d'effet antibactérien, mais elle contient un autre
effet.

1V.3.2. Evaluation de I’activité antifongique

L’évaluation de I’activité de notre huile essentielle d’Atriplex Halimus a été réalisée
sur deux souches fongiques par la méthode des aromatogramme en milieu PDA. Notre but est
de confirmer P’activité antifongique de I’huile essentielle avec les champignons, et la zone
d’inhibition. Les résultats montrent que les souches fongiques testées sont trés résistantes aux
huiles essentielles d’Atriplex halimus, notamment vis-a-vis de Fusaruim et Aspergillus. Donc
I’Atriplex Halimus n’a aucun spectre qui inhibe les souches testées par une maximale

concentration de ’huile essentielle.
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Résultats et discussion

Tableau.13. Résultats du test antifongique sur les deux souches fongiques

Les souches bactéries

Spectre inhibition

Fusaruim

0.00

Aspergillus

0.00

Figure.12. Résultats du test antifongique sur les deux souches fongiques (a)Fusaruim et

(b)Aspergillus

Photos originale.
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Conclusion générale

L’Algérie bénéficie de sa situation géographique exceptionnelle avec une grande
richesse en plantes aromatiques et médicinales. Notre étude vise a valorisation cette richesse,

notamment dans 1’état du Nord-ouest de 1’ Algérie (willaya de Saida).

Ce travail réside dans 1’étude de ’extraction et I’analyse microbiologique de I’huile
essentielle de I’Atriplex Halimus et ces effets curatifs. L’extraction a été faite selon la
méthode de 1’hydrodustilation simple, qui donne un trés fiable rendement (0.02%). L’examen
des caractéristiques organoleptiques distinctives (odeur, couleur) a été effectué d’ou la

couleur obtenue est brune rougeatre avec une forte odeur.

La détermination des caractéristiques physiques de I’huile essentielle (indice de
réfraction, densité relative et détermination de PH).reléve qu’elles sont conformes aux normes

établies par les différentes pharmacopées et proches de certains travaux antérieurs.

Quand aux activités antimicrobiennes et antifongiques des huiles essentielles qui ont
été mises en ceuvre sur les souches pathogenes de référence et que 1’effet est faible, il n’y pas
de changement dans le spectre d’inhibition et donc les bactéries et les champignons résistent a

toutes les activités antimicrobiennes.
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Résumé

Les travaux présents dans ce mémoire contribuent a la valorisation d’une plante
médicinale I’Atriplex halimus qui se trouve dans Nord-Ouest de 1’Algérie (Saida), dont

I’extraction des huiles essentielles est réalisée par la technique d’hydrodistillation simple.

Le rendement en huile essentielle extraite dans cette plante est de 0.02% par

hydrodistilation, ce taux est jugé trés faible.

Les tests antimicrobiennes réalisées par la méthode de diffusion (méthode des disques)
par les bactéries Escherichia coli et staphylococcus aureus et les champignons Fusaruim et
Aspergillus, ont permit de constater que notre huile essentielle a une trés faible activité

antimicrobienne sur les deux types de souches bactériennes et les fongiques.

Mots clés : Extraction, huile essentielle, activité antimicrobienne, Atriplex halimus

Summary

The works present in this contribute to the valorization of a medicinal plant Atriplex halimus which is
found in Northwest of Alegria and more precisely in Saida, where extraction of essential oils is carried
out by the technique of hydrodistillation .

The yield of essential oil present in this plant and extracted by hydrodistilation is very low
0.02%.

The antimicrobial tests carried out by method of diffusion on solid medium (disc method) by
the bacteria Escherichia coli and staphylococcus aureus and the fungi Fusaruim Aspergillus,
made it possible to note that our extract has a very weak antimicrobial activity on this
bacteriand fungi.

Keywords: Extraction, essential oil, antimicrobial activity, Atriplex halimus
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