REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

Université El-wancharissi de Tissemsilt

. “hi*\,g
\,cf\

Sy, <
7Srpy unyY

s

- o~
~
=

Institut Des Sciences et Technologies

Département des Sciences de la Nature et de la Vie

Filiére : Sciences Biologiques — Spécialité : Biologie Végétale

THESE

Présentée pour I’obtention du diplome Doctorat 3°™ cycle LMD
Par

M" MEHARRAR Nadjet

Théme

Contribution a I’étude chimique et biologique des huiles
essentielles de Cistus salviifolius L.

Soutenue publiquement le Jeudi 08-07-2021devant le jury d’examen composé de:

Président Pr. AICHOUNI Ahmed Université de Tissemsilt
Directeur de these Pr. BEKADA Ahmed Med Ali Université de Tissemsilt
Examinateur Pr. BEGHALIA Mohamed Université de Tissemsilt
Examinateur Pr. HASSANI Abdelkrim Université de Tiaret
Examinatrice Pr DOUKANI Koula Université de Tiaret

Année universitaire : 2020-2021



REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

Université El-wancharissi de Tissemsilt

; “hi*\.<\
\,cf\

Sy, <
7Srp v unyY

s

- o~
“~
=

Institut Des Sciences et Technologies

Département des Sciences de la Nature et de la Vie

Filiere : Sciences Biologiques — Spécialité : Biologie Végétale

THESE

Présentée pour I’obtention du diplome Doctorat 3°™ cycle LMD
Par

M"™ MEHARRAR Nadjet

Théme

Contribution a I’étude chimique et biologique des huiles
essentielles de Cistus salviifolius L.

Soutenue publiquement le Jeudi 08-07-2021devant le jury d’examen composé de:

Président Pr. AICHOUNI Ahmed Université de Tissemsilt
Directeur de these Pr. BEKADA Ahmed Med Ali Université de Tissemsilt
Examinateur Pr. BEGHALIA Mohamed Université de Tissemsilt
Examinateur Pr. HASSANI Abdelkrim Université de Tiaret
Examinatrice Pr DOUKANI Koula Université de Tiaret

Année universitaire : 2020-2021






Remerciements

Tous d'abord merci @ &) de nous avoir guidé a accomplir ce travail,

Mes vifs remerciements vont a mon directeur de thése Mr BEKADA Ahmed Med Al Professeur a [université de
Tissemsilt quim’a fait honneur et le plaisir de diriger ce travail, il soit assuré de ma plus profonde reconnaissance et de
mes chaleureux remerciements pour son soutien et sa disponibilité tout au long de cette étude.

Ses conseils pertinents, sa compétence scientifique et sa compréhension m’ont permis de mener d terme ce travail.

Je tiens particulierement a remercier les membres du jury d’avoir accepté de juger ce travail et en étre les examinateurs de
cette theése:

Pr AICHOUNI Ahmed, 4 avoir accepté de juger ce travail et de me faire [honneur de présider ce jury de thése. Veuillez
trouver ici le témoignage de mon profond respect.

Pr. BEGHALIA Mohamed, professeur a [université de Tissemsilt, PrDOUVKANI Koula, Professeur a [université de
Tiaret, Pr. HASSANI Abdelkrim professeur a [université de Tiaret, d avoir accepté de juger ce travail et de participer
aux_ jurys de cette theése. Soyez assurée de ma profonde gratitude.

Je voudrais également adresser mes remerciements d toute ['équipe des ingénieurs du Parc National de Theniet el had et
plus particuliérement Mr BELKAID Boualem et Mr BEGHOUL qui m’ont aidé dans ['identification de [espéce
végétale sélectionnée.

Je tiens a remercier Mr AIT SAADA Djamal professeur a [université de Mostaganem et directeur du laboratoire de
technologie alimentaire de m’avoir accueillir dans son laboratoire, sa disponibilité et son soutien, sans oublier toute
[équipe de laboratoire.

Mes plus profonds remerciements s'adressent au Mr ARABI Abed de ['université de Mostaganem pour son aide matériel
qui m’a permis de mener a bien la partie d hydrodistillation de ce travail.

Je remercie vivement Mr. Le Doyen de la Faculté des sciences de la matiére de [université IBN Khaldoun- Tiaret ainsi
toute [” équipe de laboratoire de chimie de cette faculté pour laqeuil, [ aide et ' accompangement tout au long de ce
travail, je remercie tout particulierement Mr BOUHADIAR, Mr Aoued et Mr LARBI, pour leur aide.

Mme Andria BASIL. Mr DOMMES J, je leurs expriment ici toute ma reconnaissance pour leurs réles importants
dans Cachévement de ce travail.

Enfin, mes remerciements vont également a [ensemble du personnel du centre universitaire de Tissemsilt et tous les

enseignants du département Science de la nature et de la vie.



.. Dédicaces

Je dédie ce travail a mes parents ;
Al esprit de mon pére BRAHIM qui restera toujours dans mon caeur.
A la lumiére de mes jours, la source de mes efforts, la flamme de mon ceeur, ma vie et mon bonheur ; maman que j adore.
Aucune dédicace ne saurait exprimer [amour,
L'estime, le dévouement et le respect que j'ai toujours eu

Pour vous.

A mon trés chére professeur : Mr BEKADA Ahmed Med Ali, qui a fait preuve d’une grande patience et a été d’un
grand apport pour la réalisation de ce travail. Ses conseils, ses orientations ainsi que son soutien moral et scientifique
nous a permis de mener d terme ce projet. Son encadrement était des plus exemplaires. Qu'il trouve ici, le témoignage
d’une profonde gratitude.

Votre encadrement a toujours suscité mon profond respect. Je vous remercie pour votre accueille et vos conseilles puisse

dieu, le tout puissant te préserver et t'accorder santé, langue vie et paradis.

Aux personnes dont j’ai bien aimé la présence dans ce jour, mon futur mari, a tous mes fréres et mes seeurs, mes belles-

soeurs, mes beaux-fréres, mes niéces, et mes neveux Sans exceptions.
Je dédie ce travail dont le grand plaisir leurs revient en premier lieu pour leurs conseils, aides, et encouragements.

Aux personnes qui m’ont toujours aidé et encouragé, qui étaient toujours d mes cotés, et qui m’'ont accompagnaient

durant mon chemin d études supérieures.



gila

4l a5 Cistaceae dle ) i Gl Gl il e & 55 G pdie s e Sl sana Cistus ebinl an

Jows sidll () jad) dakaie eladl gaes 8 1

Jin (8 cillal) dshaia 3 3 gasall CiStUS Luin e g 58 8 Ll sl | 83le anns « Cistus salviifolius L

lisand 44Y 5 A aall gl (8 4k gl Anaall & dawalls ¢ (O el o Jladl) sl

C. salviifolius all g il (e Galiiusall pulal) 50 L A Saliaall il Al apdil sl jall 038 <y ol

sda i) e Jhll 8 cadaill iy 55 (and Gl el 4uS 55 aaat s (Clevenger) (Sl kil 48 )k

oniiall 481 jalldrala pe Jli e Wle )y dalead) s Gauad Jal e 4y jhanl) < gy 30

Apa g jela) Cadadll e GBI a gl b an gl il (5315 70.02 £ 0.07 Jdeall ol a3l dalil cialy

L8639 25a s A Cadall (i il ) el Ll e sila g S Aol 5

A S5om s S sne Gl ¢ (7£17.94) danS 50 Glin Yigisas ¢ (£30.76) daS e Slin ji S Gl

12,82 iy Aabae A (AT LS ja g i s g ¢ < i 5 ¢

monoterpénes ¢ (% 30.76) z=S34ll sesquiterpenes ) it Al Gle saae Qlle JSG e (s

12,82 Jalat A Jaast (Al g (o pid ¢ Dl i) ¢ i i€ &30S 5508 ¢ (7 17.94) gnS sal)

ST kel Al 4 pal) laliadl G HLEEY) Ao siall Hla¥) 48 sk Aol 5 05 ) a8 @3 (5 saall dliaddl ekl

2 Kanamycin ¢(30.20mm) Staphylococcus aureus = Fosfomycin & Jiasi banfll glalic
Pseudomonas aeruginosa = Rifampicin s Ceftazidime «(28.50mm) Bacillus subtilis

(S5 e ale 27,10 527.10)

& G (CMI) Jail) halia Uil 5 ¢ aga idall 8 Lowld & Al Apla) gy U L il sliaal) aliall of <

enterica .~ s 2 5k 9,00 ¢« 12.00 « 14.74 ¢« 16.07 « 23.6 « 24.7 <Al (4w A lgle J panll
s Bacillus cereus s Staphylococcus aureus s E .coli s Pseudomonas aeruginosa s Salmonela

.(v/v) 1/250,1/250 ,1/4000 ,1/250 ,1/2000 ,1/3000 ~# <xilS Leiw « Bacillus subtilis

&t C. salviifolius L ahadiul amidi s afl jall sdbias 30 dalse skl (Say Al jall oda #1056 s

Jreadll @ joantii g 4 oY) Cilelia

el all slime Bl ¢ AbiasS 4 5 caaliil cadad ¢ ulul Cu ) <Cistus salviifolius L A ) LSl




Abstract

Abstract

The genera Cistus present groups of about twenty species of shrubs. They belongs to
the family of Cistaceae, which are very common throughout the Mediterranean region.

Cistus salviifolius L, commonly called Cfeira or Melliya. It is a species of the genus Cistus
which is found in the forest region of Mount Ouarsenis (north-west Algeria), exactly in the
National Park of Theniet El Had in the Wilaya of Tissemsilt.

This study was undertaken to evaluate the antibacterial effects of the essential ulcer of C.
salviifolius L. obtained by hydrodistillation (Clevenger type), and to identify its chemical
composition as well as the examination of the effect of the drying time in the shade on the
yield of essential oil, in order to optimize this parameter which will most often remain
uncontrolled for producers.

The optimum yield recorded is about 0.07+0.02%, obtained during the third day of drying.
The characterization of the essential oil by gas chromatography coupled with mass
spectrometry, shows the existence of 39 components, dominated essentially by chemical
groups belonging to oxygenated sesquiterpenes (30.76%), oxygenated monoterpenes
(17.94%), hydrocarbon sesquiterpenes, esters, diterpenes which register an equivalent
percentage of 12.82%.

Antibiogram performed by the agar diffusion method revealed that the antibiotics with the
largest inhibition zones are Fosfomycin against Staphylococcus aureus (30.20mm),
Kanamycin against Bacillus subtilis (28.50mm), Ceftazidime and Rifampicin against
Pseudomonas aeruginosa (27.20 and 27.10 mm respectively).

The antibacterial activity of the essential oils measured in vitro was interesting, the
diameters of inhibition zones obtained being of the order of 24.7, 23.6, 16.07, 14.74, 12.00, 9.
00mm against the respective germs Salmonella enterica, Pseudomonas aeruginosa, E. coli,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus and Bacillus subtilis, while the respective MIC values
recorded were 1/3000, 1/2000, 1/250, 1/4000, 1/250,1/250 (v/v).

Based on the results of this study, new antibacterial agents could be developed and the use of

C. salviifolius L should be encouraged in the pharmaceutical, and cosmetic industries.

Keywords: Cistus salviifolius L; essential oil; drying; yield; chemical composition;

antibacterial activity
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Résumé

Résumé

Les genres Cistus présentent des groupes d'une vingtaine d'espéces d'arbustes,
appartenant a la famille des Cistacées, qui sont trées communs dans toute la région
méditerranéenne.

Cistus salviifolius L, communément appelé Cfeira ou Melliya est une espéce du genre Cistus
qui se trouve dans la région forestiere du Mont Ouarsenis (nord-ouest de I'Algérie),
exactement dans le Parc National de Theniet EI Had dans la Wilaya de Tissemsilt.

Cette étude a été entreprise pour €valuer les effets antibactériens de I’huile essentielle de
C. salviifolius L.obtenue par hydrodistillation (type Clevenger), et d’identifier sa composition
chimique, ainsi que 1’examination de l'effet du temps de séchage a I'ombre sur le rendement
en huile essentielle afin d'optimiser ce parameétre, qui restera le plus souvent non contrélé
pour les producteurs.

Le rendement optimal enregistré est d'environ 0,07+0,02%, obtenu durant la troisieme
journée de séchage. La caractérisation de I’huile essenticlle par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse, montre 1’existence de 39 composants, dominés
essentiellement par les groupements chimiques appartenant aux sesquiterpenes oxygenés
(30.76%), les monoterpenes oxygenés (17.94%), les sesquiterpenes hydrocarbonés, les esters,
les diterpenes qui enregistrent un pourcentage équivalent de 12.82%.

L'antibiogramme effectué par la méthode de diffusion en milieu gélose a révelé que les
antibiotiques ayant donné les plus grandes zones d’inhibition sont représentés par la
Fosfomycine contre Staphylococcus aureus (30.20mm), la Kanamycine contre Bacillus
subtilis (28.50mm), la Ceftazidime et Rifampicine contre Pseudomonas aeruginosa (27.20 et
27.10 mm respectivement).

L'activite antibactérienne des huiles essentielles mesurée in vitro s’est montrée
intéressante, les diamétres de zones d’inhibition obtenus étant de 1’ordre de 24.7, 23.6, 16.07,
14.74, 12.00, 9.00 mm a I’encontre des germes respectifs Salmonella enterica, Pseudomonas
aeruginosa, E. coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus et Bacillus subtilis, alors que les
valeurs de CMI respectives enregistrées étant de 1/3000, 1/2000, 1/250, 1/4000, 1/250,1/250
(V/v).

Compte tenu des résultats de cette étude, de nouveaux agents antibactériens pourraient
étre développés et I'utilisation de C. salviifolius L. devrait &tre encouragée dans les industries
pharmaceutiques et en cosmétique.

Mots-clés: Cistus salviifolius L ; huile essentielle ; séchage ; rendement ; composition

chimique ; activité antibactérienne.
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Introduction

Les plantes ont été la principale source de remede pour de nombreuses maladies ayant
affecté I'numanité tout au long de son histoire pendant des milliers d'années; contrairement
aux médicaments traditionnels, les plantes médicinales se comportent avec douceur et offrent
rarement des effets secondaires, elles sont d'une grande importance pour la santé de la

population (Edeoga et al., 2005).

En général, la région méditerranéenne et I'Algérie en particulier, se distingue par sa
diversité florale, dans les régions cétiéres, les massifs montagneux, les hauts-plateaux, la
steppe et les oasis sahariennes: on y trouve plus de 3000 especes végétales.

Certains chercheurs suggérent que les deux tiers des especes végétales du monde ont
une valeur médicinale (Duduku et al., 2011). Ces plantes médicinales occupent une large
place et jouent un grand réle dans 1’économie nationale. Elles sont utilisées dans différents
domaines tels que : I’industrie alimentaire, pharmaceutique et phytothérapie (Duraffourd et
al., 1990).

La valorisation de ces ressources est devenue indispensable. A cet égard nous nous
sommes intéressés a une espece poussant a 1’état sauvage au nord-ouest du pays, a savoir,
Cistus salviifolius L. et plus particulierement, a leur métabolites secondaires dont les huiles

essentielles.

De nos jours, la tendance a 1’utilisation des produits naturels issus des plantes est en
pleine croissance face au souci des effets secondaires des composés synthétiques qui peuvent
étre nocifs a la santé humaine et a I’environnement.

A ce titre, les huiles essentielles et les ardOmes constituent la majeure partie des
composés aromatiques naturels qui aujourd’hui sont de plus en plus utilisés dans différents
secteurs.

Ces HEs peuvent étre extraites de différentes parties de plantes; les feuilles, les écorces,
les fleurs, les bourgeons, les graines, etc. (Tongnuanchan et Benjakul., 2014). 1l existe au
moins 150 types d'huiles essentielles commercialisées sur le marché international (Kusuma et
Mabhfud., 2017).

Elles sont obtenues par différentes méthodes d’extraction essentiellement par
distillation et ou extraction aux solvants cependant le rendement en huile essentielle peut étre
affecté par plusieurs facteurs notamment par la durée de séchage de la plante fraiche avant sa
mise en distillation et qui demeure un facteur non maitrisée pour les producteurs (Asekun et
al., 2007 ; Shahpour et Ayotollah., 2008 ; Mastino et al., 2017).

1
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En outre ces HEs sont dotées d’un large éventail d’activités biologiques (antioxydante, ,
antifongique, antimicrobienne) (Mantle et al., 1998 ; Lis-Balchin., 2002 ; Shin et al., 2005 ;
Karioti et al., 2006).

Le genre Cistus comprend plusieurs plantes médicinales utilisées en médecine
traditionnelle pour traiter plusieurs pathologies y compris le diabéte hyperglycémiant (Polat
etal., 2012).

Dans la médecine populaire méditerranéenne, toutes les espéces de cistes sont
fréquemment utilisées en infusion pour le traitement de diverses maladies de la peau, des
rhumatismes, de la fieévre et de la diarrhée (Lendeckel et al., 2002 ; Attaguile., 2004).

La plupart des études sur la fraction volatile de Cistus spp. portent sur I'huile essentielle
obtenue soit par distillation a la vapeur (Oller-Lopez et al., 2005), soit par hydrodistillation
(Demetzoset et al., 2002 ; Paolini et al., 2008 ; Greche et al., 2009 ; Viuda-Martos et al.,
2011 ; Verdeguer et al., 2012 ; Loizzo et al., 2013 ; Bechlaghem et al., 2020), ainsi que
d'autres techniques d'extraction courantes impliquant l'utilisation de solvants tels que I'nexane
(Ben Jemia et al., 2013).

Cistus salviifolius L. (Ciste a feuilles de sauge), est un sou arbusseau mediterranéen
tres répandu dans la région méditerranéenne (Sayah et al., 2017), appartient au sous-genre
Leucocistus, est traditionnellement utilisé comme astringent et cicatrisant dans certains pays
de la Méditerranée, en plus fréquemment utilisé comme substitut du thé (Quer., 2005), aussi

il a été utilisé pour le traitement de la goutte (Al-Khalil., 1995)

Des études antérieurs montrent I’efficacité de 1’huile essentielle de C salviifolius contre
les bactéries Gram positif testées vu que les staphylocoques étaient les plus sensibles, tandis
que les bactéries Gram négatif étaient moins inhibées (Demetzos et al., 2002).

Par ailleurs dans les HEs de C. salviifolius L. les composés non terpéniques sont
dominants, en particulier les acides non terpéniques et leurs dérivés, ce qui offre une
meilleure activité de I’'HE contre les souches d’Acinetobacter baumannii (Olivera et al.,
2010).

D’autres travaux ont montré 1'efficacité de I'extrait d'éthanol de C salviifolius poussant

en Espagne contre E. coli et S. aureus (Tomas., 2013).
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Aussi il a été démontré dans une étude menée au Maroc, qu’elles sont dotées d’une
activité anti-mycobactérienne contre Mycobacterium aurum A+ et Mycobacterium smegmatis
(Haouat et al., 2013).

En outre, des études phytochimiques sur C salviifolius L. ont révélé leur capacité a
produire de grandes quantités de métabolites naturels, principalement des composés
flavonoides, des tanins et des terpénoides (Papaefthimiou et al., 2014) qui sont connus pour
avoir de nombreux avantages pour la santé.

Malgré son importance, les recherches sur la composition chimique ainsi que l'effet
antibactérien des huiles essentielles de C salviifolius L sont peu abondantes en Algérie. Pour
cela et dans le cadre de cette étude, nous essayerons d’apporter des éléments de connaissances
chimiques approfondis relatifs a cette espece par 1’identification de la composition chimique
des huiles essentielles de C salviifolius L. récoltée dans la région de Theniet El had
(Tissemsilt), ainsi que leur effet antibactérien a I’encontre de certaines espéces. En outre,
I’évaluation de I’effet de la période de séchage sur le rendement en huiles essentielles afin
d’optimiser ce parameétre a été également abordee a ce titre, on lance comme problématique
Est-ce que les composants en HEs de C salviifolius L, justifient leur utilisation dans la
médecine traditionnelle ? Dans quelle mesure le séchage de la plante peut influencer sur le
rendement en HEs ? Et ces HEs de cette espece sont-elles capables de faire face au
phénomeéne d’antibiorésistance ?

Le présent travail est structuré en deux parties. La premiere partie est consacrée a une
synthése bibliographique mettant 1’accent sur quatre chapitres. Le premier chapitre aborde des
généralités sur les huiles essentielles, les méthodes d’extraction et d’analyses des HEs sont
présentées dans le deuxieme chapitre.

Le troisieme et le quatriéme chapitre s’intéressent a la description botanique de 1’espeéce
végétale étudiée et a I’activité antimicrobienne des huiles essentielles respectivement.

La partie expérimentale est subdivisée en deux chapitres, le premier (cinquiéme
chapitre) présente le matériel et les méthodes utilisés pour la réalisation de ce travail, a savoir:

» Extraction des huiles essentielles du C salviifolius L. par hydrodistillation
> Analyse et identification de la composition chimique des huiles essentielles par
CPG-SM ;
» Etude de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles par la méthode de
I’aromatogramme ;
Le second (sixieme chapitre) est consacré a la présentation et a la discussion des

résultats obtenus.
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I. Les huiles essentielles
I.1. Historique

L'histoire des plantes aromatiques et médicinales "P.A.M" est liée a I'évolution des
civilisations. L'histoire des peuples témoigne que ces plantes ont toujours eu une importance
en médecine, dans la composition des parfums et dans les préparations culinaires.

Les premieres preuves de fabrication et d'utilisation des huiles essentielles datent de I'année
3000 AV. J-C. (Baser., 2015).

Il semble donc que les huiles essentielles aient accompagné la civilisation humaine des ses
débuts.

Les grands berceaux géographiques de la civilisation aromatique sont I'inde, la Chine et le
bassin méditerranéen. Ces berceaux ont apporté a I'humanité des acquis dans le domaine des
huiles essentielles, dont la validité est encore valable aujourd'hui.

En 1931, dans son livre "Aromathérapie”, Gattefosse décrit ses expériences et ses
découvertes, il est le premier a mettre en évidence les relations entre la structure et l'activité
des molécules aromatiques et de déterminer les grandes propriétés des arémes naturels
comme antitoxiques, antiseptiques, tonifiants, stimulants, calmants, etc. (Bardeau., 1976).

A cette époque il a predit que les huiles essentielles réserve un rdle important dans cette
thérapie a l'avenir ; c'est bien ce que I'on constate aujourd'hui.

Depuis longtemps, les hommes avaient cherché le moyen de séparer les éléments huileux

des produits aromatiques. Ils réussirent en soumettant la maticre a I’action de la chaleur. Les
substances aromatiques étaient transformées en vapeur ; il suffisait de les recueillir et de les
refroidir pour les obtenir sous forme liquide (Bousiba., 2011).

Ce procédé qui se faisait a feu nu, prit le nom de distillation. 1l était certainement connu
des Chinois et des Indiens depuis 20 siécles avant J.C. Les Egyptiens et les Arabes ont
prévalu des caractéristiques médicinales et aromatiques des plantes: la conservation des
momies, 1’aromatisation des bains, la désinfection des plaies avec les onguents, les parfums et
la fabrication des boissons aromatiques (Mdéller., 2008).

A I’apogée de leurs conquétes en Afrique du Nord et en Espagne, les arabes le firent
connaitre aux Espagnols, lesquels a leur tour le propagérent en Europe, a travers les
possessions du Royaume d’Aragon, échelonnées tout le long des Cotes du Nord de la
Méditerranée (Berthier., 1980 ; Moéller., 2008).
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Comme le montre Ntezurubanza (2000), I'histoire de I'aromathérapie, qui est celle des
huiles essentielles, peut se résumer aux guatre époques suivantes:
- L'époque au cours de laquelle étaient utilisées des plantes aromatiques telles quelles ou sous
forme d'infusion ou de décoctions.
- Ensuite 1I’époque dans laquelle les plantes aromatiques étaient bralées ou mises a infuser ou
a macérer dans une huile végétale. A cette époque, intervient la notion d'activité liée a la
substance odorante
- La troisieme correspond a la recherche de I'extraction de cette substance odorante. Il
apparait le concept "Huile essentielle” qui aboutit & la création et au développement de la
distillation.
- En fin, la derniere qui est la période moderne dans laquelle les connaissances des
composants des huiles essentielles intervient et explique les effets physiques, chimiques,
biochimiques, et physiologiques.
Enfin la valeur médicinale des plantes est de plus en plus prouvée scientifiquement ; c’est ce

qui constitue d’ailleurs un argument de taille pour leur usage en médecine.

1.2. Définition

Il existe plusieurs définitions d'une huile essentielle qui se rapprochent du fait qu'une
huile essentielle est décrite en tant que produit obtenu a partir d'une matiére premiere
d'origine végétale, suite a des procedés physiques qui le séparent de la phase aqueuse.
Les huiles essentielles sont, pour la plupart, générées par I'organisme végétale (Charabot et
al., 1899); mais il en existe (comme les essences d'amandes et de moutarde) qui
n‘apparaissent que lorsque les parties de la plante sont amenées en contact avec I'eau
(Durvelle., 1930).

Pour Naves (1976), aucune des définitions d’HE n'a le mérite d'étre claire, ni précise.
Les HEs sont des mélanges de divers produits issus d'une espece végétale, ces mélanges
passant avec une certaine proportion d'eau lors d'une distillation effectuée dans un courant de
vapeur d'eau.

Cette définition peut étre étendue aux HES obtenues par expression a froid de 1’écorce
ou zeste des fruits de Citrus, a cause de I’intervention de I’eau dans les procédés mécaniques

pour entrainer le produit libéré des alvéoles oléiferes.
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Les arbmes sont des molécules organiques de faible masse moléculaire, avec une
tension de vapeur élevée pour que ces molécules puissent provoquer un stimulus au contact de
la muqueuse olfactive (Richard., 1992). Elles ont des propriétés et des modes d’utilisation
particuliers et ont donné naissance a une branche nouvelle de la phytothérapie;
I’aromathérapie (Cimanga et al., 2002).

Burt., (2004) a décrit les huiles essentielles en tant que des extraits volatiles et
odorants que 1’on extrait de certains végétaux par distillation a la vapeur d’eau ou incision des
vegetaux qui les contiennent. Elles sont obtenues a partir de feuilles, de graines, de
bourgeons, de fleurs, de brindilles, d’herbes, d’écorces, de bois, de racines ou de fruits.

Elles ont des applications importantes en médecine soit par leur qualité odorante soit pour
soulager la douleur ou pour leur efficacité physiologique (Valnet., 2003).

La nouvelle Encyclopédie Funk et Wagnalls, (2004) décrit les huiles essentielles
comme des liquides volatils, la plupart du temps insolubles dans I’eau, mais librement
solubles dans I’alcool, 1’éther et les huiles végétales et minérales. Elles sont habituellement
non huileuses au contact de la peau. Leurs composants peuvent étre regroupés en six classes
selon leur structure chimique.

D’aprés Meierhenrich et al., (2005), ces aromes sont formés de dizaine de composés
odorants, ayant une polarité faible, une certaine solubilité dans 1’eau et un caractére lipophile
éleve.

La distinction entre les huiles essentielles et les essences est tres importante. Cette
derniere est une sécrétion naturelle produite par l'organisme végétal, contenue dans divers
types d'organes producteurs, qui varient selon la partie de la plante considéree. Une huile
essentielle, par contre, est le résultat de I'extraction de l'essence, c'est-a-dire de I'essence
distillée (Carette., 2000). Et contrairement a ce que le terme pourrait suggérer, I'huile
essentielle ne contient pas de substances grasses comme I'huile végétale (Anton et Lobstein.,
2005).

Le mot huile est attribué a son caractére hydrophobe et a ses propriétés de
solubilisation dans les graisses, alors que le mot essentiel refléte 1’odeur distinctive dégagée

par la plante productrice (Talbaoui et al., 2012)
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1.3. Répartition des huiles essentielles

Les huiles essentielles se retrouvent dans tout le régne végétal. Cependant, leur
abondance est particulierement élevee dans certaines familles: Coniferes, Rutacées,
Ombelliféres, Myrtacées, Lamiacées, Poaceae. (Mann., 1987).

Au contraire, Bruneton., (1999) et Degryse et al., (2008) ont indiqué que les huiles
essentielles ne sont pas présentes en général dans les plantes et parmi les 1.500.000 especes
de plantes identifiées, seulement 10% sont capables de synthétiser une essence. Ces plantes
sont alors appelées "aromatiques”.

Les mémes constatations sont rapportées par Samate., (2002) et Chouitah., (2012)
lorsqu'ils affirment que les huiles essentielles n'existent pratiquement que dans les plantes
supérieures et que les genres capables d'élaborer les constituants qui les composent sont
répartis en une cinquantaine de familles dont beaucoup appartiennent aux ordres des

Lamiales, des Astérides, des Rutales, des Laurales... des Magnoliales...

— | Fleurs: oranger, rose, lavande, le '
bouton floral (girofle), _
.. | Feuilles: eucalyptus, menthe, thym,
laurier, sarriette, sauge., |
= F.rmts: fenouil, anis, épicarpe des .
citrs, o ]
o) . —]
= =
S — ‘ =
‘s—:"_. ———=| Tiges: Citronnelles._, i—) 5
w 7
‘_'O i ]
ol
= - - : . I
E || Rhysome et racines: gingembre, ‘_'E
= \ = ) - .
o
— | (Graines: noix de muscade, corandre —
Bois et écorces: cannelle, santal, bois
L= S
de rose, _

Figure 1.1: Provenance des huiles essentielles en fonction des différentes parties de plantes.
(Benchikh., 2017)
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I.4. Role des huiles essentielles chez les plantes

Les plantes utilisent les HES pour se protéger contre les virus et tous pensent qu’il s’agit
d’hormones végétales. D’autres consideérent que les huiles sont des messagers entre sorte de
parasites et de microbes (Willem., 2009).
Les huiles essentielles permettent aux plantes de s’adapter a leur environnement et assurer
leur ultime défense, des travaux ont montré que les monoterpenes et les sesquiterpénes
peuvent jouer des roles importants dans la relation des plantes avec leur environnement.
Elles jouent plusieurs réles écologiques :

» Interaction plante-plante (inhibition de la germination et de la croissance) par
exemple, le 1,8-cinéole et le camphre inhibent la germination des organes infectés ou
la croissance des agents pathogenes issus de ces organes (Holley., 1999 ; Nicholas.,
1973).

» Interaction plante animale, pour leur protection contre les prédateurs. (Fouché et al.,
2008).

I.5. Localisation et origine des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont stockées dans des structures cellulaires spécialisées (cellules
a huile essentielle, cellules a poils sécréteurs comme dans la menthe), canaux sécréteurs et ont
vraisemblablement un réle défensif: protection du bois contre les insectes et les champignons,
action répulsive contre les animaux herbivores.
La concentration dans les plantes est en général faible, aux alentours de 1 a 2% voire moins,
mais il y a des exceptions comme le clou de girofle avec 15% d'huile essentielle ou la noix de
muscade, 5-15%. Parmi les familles végétales les plus productrices d'huiles essentielles, on
distingue les labiateae (famille du thym, de la lavande, de la menthe, du basilic), les
asteraceae (camomille, absinthe), les myrtaceae (eucalyptus, melaleuca, myrte, girofle), les
lauraceae (cannelle, laurier).
Beaucoup de végétaux contiennent des huiles essentielles ou des substances voisines mais en

pratique peu d'especes sont utilisées (Hurtel., 2006).
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Les huiles essentielles se localisent dans toutes les parties vivantes de la plante et se
forment dans le cytoplasme de cellules sécrétrices variables selon I’organe végétal considéreé.
Puis, elles s’accumulent en général dans des cellules glandulaires spécialisées recouvertes
d’une cuticule. Ensuite, elles sont stockées et emmagasinées dans des structures histologiques
specialisées, souvent localisées sur ou a proximité de la surface de la plante, a savoir, des
cellules a huiles essentielles (Lauraceae et Zingiberaceae), des poils glandulaires
épidermiques qui produisent les essences dites superficielles (Labiaceae, Geraniaceae et
Rutaceae), des poches sécrétrices (Myrtaceae, Auranthiaceae, Rutaceae) ou encore des
canaux sécréteurs (Apiaceae, Ombelliferaceae et Asteraceae) (Bruneton., 1999 ; Boz et al.,
2009).

Selon Couic et al (2013), ces huiles essentielles sont contenues dans des structures

spécialisées a savoir : les poils, les canaux sécréteurs et les poches.

1.6. Fonction

La fonction biologique des terpénoides des huiles essentielles demeure le plus souvent
obscure. Il est toutefois vraisemblable qu’ils ont un role écologique. A I'appui de cette
hypotheése, on remarquera que le réle de certains d’entre eux a été établi expérimentalement
aussi bien dans le domaine des interactions vegétales comme agents idiopathiques,
notamment inhibiteurs de germination, que dans celui des interaction végétales-animales

contre les insectes et les champignons (Bruneton., 2008).

1.7. Chimie et voie métabolique de synthese

Les huiles essentielles sont généralement composées de métabolites secondaires de
terpéne et de phénylpropéne. En général, les composés d’une classe domine. Par exemple,
I'nuile essentielle de girofle (Syzygium aromaticum) est composée principalement de
phénylpropenes (Dewick., 2002), alors que l'origan (Oreganum vulgare) est composé
principalement de terpénes (Vokou et al., 1993).
Les isoprenes (C5), le diphosphate d'isopentényle et le diphosphate de diméthylallyle sont les

éléments constitutifs de base des terpénes (Fig.l.2).
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Chez les plantes, elles sont synthétisées en utilisant I'acétyl-CoA (voie du mévalonate),
intermédiaire du cycle de I'acide citrique, et le glycolytiques intermédiaires glycéraldéhydes
3-phosphate et pyruvate (voie de désoxyxylulose) comme précurseurs (Dewick., 2002). La
condensation du diphosphate d'isopentényle et du diphosphate de diméthylallyle produit le
monoterpéne (C10) géranyl diphosphate, a partir duquel le diphosphate de linalyle et le
diphosphate de néryle sont formés par des réactions d'isomérisation. A partir de ces trois
monoterpenes, une gamme de monoterpénes linéaires et cycliques sont formés (par exemple,
limonene, thymol, carvacrol, linalool, carvone, acétate de géranyle). Les sesquiterpénes
(C15), plus grands et moins volatils, sont formés par addition de diphosphate d'isopentényle a
le diphosphate de géranyle, qui donne le diphosphate de farnésyle, le précurseur d'autres
sesquiterpenes, dont la zingerbérine et I'artémisinine.

Les phénylpropenes sont synthétisés par la voie du shikimate (Fig.l1.3), qui est utilisée
par les plantes et les microorganismes (Sangwan et al., 2001) pour synthétiser les acides
aminés aromatiques phénylalanine et tyrosine. La désamination de la phénylalanine donne
I'acide cinnamique, l'unité de construction pheénylpropyle de base (c'est-a-dire un cycle
aromatique 6C auquel est attachée une chaine 3C; qui, sur hydroxylation, donne de I'acide 4-
coumarique. On pense que c'est la voie la plus courante par laquelle I'acide 4-coumarique est
synthétisé (Dewick., 2002), mais elle peut également étre formée par la désamination de la
tyrosine. De l'acide 4-coumarique, via une série de réactions,

Les phénylpropénes sont synthétisés (par exemple, cinnamaldéhyde, eugénol, anéthole,
myristicine et safrole. (Fig.l.3).

Si les terpenes et les phénylpropénes dominent la composition des huiles essentielles, ils ne
sont pas les seuls types de composes dans les huiles essentielles. Par exemple, I'huile
essentielle d'ail contient une série de composés organo-soufrés (par exemple, le sulfure de
diallyle (DAS), disulfure de diallyle (DADS), trisulfure de diallyle (DATS), vinyl-dithiines et
adjoenes (Corzo-Martinez et al., 2007). Ces dipeptides sont hydrolysés et oxydés en

sulfoxydes de cystéine ; alliine, isoalliine et méthionine (Jones et al., 2004).
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L'alliine est le principal sulphoxyde de cystéine de l'ail. Lors de la transformation (c'est-
a-dire le broyage et la coupe), les cystéine sulfoxydes sont rapidement clivés par I'enzyme
alliinase pour donner des thiosulfinates (par exemple, I'allicine),
le pyruvate et I'ammoniac (Amagase et al., 2001). Les thiosulfinates sont instables et se

décomposent rapidement en sulfures, qui sont abondantes dans I'huile essentielle d'ail.

=

Figure 1.2: Les unités de construction de base des terpenes et des phénylpropénes, 1'unité
d’isopréne C5 (a) et I'unité de phénylpropyle C6C3 (b), respectivement
(Benchaar et al., 2011)
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1.8. Caractéres physico-chimiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont liquides a température ambiante mais aussi volatiles, ce qui
les différencie des huiles dites fixes. Elles sont liposolubles et solubles dans les solvants
organiques usuels ainsi que dans I’alcool, entrainables a la vapeur d’eau mais trés peu
solubles dans I’eau (Afssaps., 2008). Il existe toutefois des exceptions comme par exemple
I’huile essentielle d’écorce de cannelle de Ceylan (Cinnamomum verum L.) et I’huile
essentielle de clous de girofle (Syzygium aromaticum L.). Plus la différence de densité entre
I’eau et I’huile essentielle sera importante plus il sera simple de les séparer au niveau de
I’essencier (Perillaud., 2018).

Un indice de réfraction élevé caractérise ces huiles essentielles qui sont pour la plupart
colorées : ex: rougeatre pour les huiles de cannelle et une variété de thym, jaune pale pour les
huiles de sauge sclarée et de romarin officinal. Elles sont altérables et sensibles a 1’oxydation.
Par conséquent, leur conservation nécessite de 1’obscurité et de I’humidité. De ce fait,
I’utilisation de flacons en verre opaque est conseillée (Couic-Marinier., 2013).

Elles sont constituées de molécules a squelette carboné, le nombre d’atomes de carbone étant
compris entre 5 et 22 (le plus souvent 10 ou 15) (Afssaps., 2008).

Les huiles essentielles ont parfois un toucher gras ou huileux mais ce ne sont pas des
corps gras. Par évaporation, elles peuvent retourner a I'état de vapeur sans laisser de traces, ce
qui n'est pas le cas des huiles fixes (olive, tournesol...etc) qui ne sont pas volatiles et laissent
sur le papier une trace grasse persistante (Bernadet., 2000).

La nouvelle Encyclopédie Funk et Wagnalls., (2004) décrit les huiles essentielles
comme les « liquides volatils, la plupart du temps insolubles dans I’eau, mais librement
solubles dans 1’alcool, 1’éther et les huiles végétales et minérales. Elles sont habituellement
non huileuses au contact de la peau. Leurs composants peuvent étre regroupés en six classes
selon leur structure chimique :

a) Les hydrocarbures, tel que le limonéne dans 1’huile de citron;

b) Les alcools, tel que le bornéol dans le camphrier de Bornéo;

c) Les esters, tel que le salicylate de méthylique dans 1’huile de wintergreen;
d) Les aldéhydes, tel que I'aldéhyde benzoique dans I’huile d’amandes ameres;
e) Les cétones, telle que la menthone dans 1’huile de menthe poivrée;

f) Les lactones et oxydes, telle que la coumarine des haricots de Tonka.
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1.8.1. Composition chimique d’une huile essentielle

La composition chimique d’une huile essentielle peut varier au sein d’'un méme genre

botanique, ces variations peuvent s’observer au sein d’une méme espéce. Elle dépend en fait
de différents paramétres extrinséques (le sol, I’environnement, le climat), intrinséques (le
degré de maturité, les facteurs génétiques, la localisation), technologiques (le type de culture,
le mode de récolte), ainsi que les modes d’extraction. Les huiles essentielles et les ardbmes
sont issus du métabolisme secondaire de la plante et peuvent étre stockés dans diverses
structures telles que les cellules épidermiques, les cellules sécrétrices internes, les poils
sécréteurs ou les trichomes (Caissard et Baudino., 2012).
Elles sont des mélanges complexes de substances volatiles constituées d’environ de 20 a 60
composes a des concentrations différentes et qui se caractérisent essentiellement par leurs
poids moléculaires faibles, au—dessous de 300 Daltons, et par leur hydrophobicité (Sell.,
2010).

Ces constituants appartiennent, de facon presque exclusivement, a deux groupes
caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : le groupe des terpénoides (Fig.1.4)
(isopréniques, monoterpénes, les sesquiterpénes, les diterpenes et les triterpénes) d’une part
(Bruneton., 1999 ; Croteau et al., 2000 ; Seguin., 2001; Rhayour., 2002; Bowles., 2003;
Chami., 2005; Clarke., 2008; Baser et Buchbauer., 2010) et le groupe des composes
aromatiques dérivés du phénylpropane beaucoup moins fréquents d’autre part. Elles peuvent
également renfermer divers produits issus de processus dégradatifs mettant en jeu des

constituants non volatils (Bruneton, 1999).

1.8.1.1. Les composées terpéniques

Il représente une famille de composés grandement répandus dans le regne végetal.
Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette d’une unité
isoprénique a 5 atomes de carbone (CsHs) (Fig.l1.4) (Lamarti et al., 1994).
Cet isopréne est a la base du concept de la «regle isoprénique» énoncée en 1953 par Ruzicka
in Lamarti et al. (1994). Selon cette regle, le diphosphate l'isopentényle (IPP), connu sous le

nom d'isopréne actif, comme le véritable précurseur de la molécule de terpene.

14



Chapitre | Généralités sur les huiles essentielles

HsC CH
3 // 2
C—C
g\
HoC H

Figure 1.4: Structure de I’isopréne (CsHg) (Lakhdar., 2015)

Les systemes enzymatiques responsables de cette conversion (IPP en composés
terpéniques dans les trois compartiments: cytoplasmes, mitochondries et plastes) sont
hydrosolubles ou membranaires. Ces derniers permettent 1’élongation de la chaine
isoprénique conduisant a tout I’éventail des composés terpéniques a 10, 15, 20 et 30 atomes

de carbones (Lamarti et al., 1994).
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Les dérivés oxygénés des terpénes s’appelent terpénoides. Une grande variété de
structures caractérisent les terpénoides selon le nombre de carbones présents, le caractére
saturé ou insaturé des liaisons, la configuration spatiale (forme de chaise, bateau..) et la nature
du groupe fonctionnel. Ces térpénoides sont des terpénes avec une ou plusieurs fonctions
chimiques (alcool, aldéhydes, cétone, acide) (Bakkali et al., 2008).

Les terpénoides sont classés selon le nombre d’unités isoprénes dans leur structure de base

dans le Tableau I.1.
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Tableau 1.1: Classification des terpénoides (Touhami., 2017)

Classe Formule brute Nombre Exemples
d’isopreéne

Hémiterpenes CsHs 1 Isoprene

Monoterpenes C1oH16 2 Linalool, limoneéne,
citronelle

Sesquiterpénes CisH24 3 B-Cadinéne, aFarniséne

Diterpenes C20H32 4 Sclaréol, kaurene

Triterpénes CaoHas 6 Sclaréol, a-amyrine

Polyterpenes (CsHsg) n 45-30000 Polyisopréne
(élastomere)

Seuls les terpénes dont la masse moléculaire est relativement faible (mono — et
sesquiterpenes) sont rencontres dans les huiles essentielles et beaucoup plus rarement, les
diterpénoides (Bruneton., 1999 ; Couic-Marinier et Lobstein., 2013) et leur confére un

caractére volatil et est a la base de leurs propriétes olfactives (Pibiri., 2006).

e Les monoterpenes

Les monoterpenes sont volatils, entrainables a la vapeur d’eau, d’odeur souvent

agréable et représentent la majorité des constituants des HEs, parfois plus de 90%
(Bruneton., 2008).
Ils contiennent plus de 900 composés connus se trouvent principalement dans 3 catégories
structurelles: les monoterpenes linéaires (acyclique): (myrcene, ociménes), les monoterpénes
avec un cycle unique (monocycliques) : (o- et y-terpinéne, p-cymene) et ceux avec deux
cycles (bicycliques) : (pinénes, As-careéne, camphéne, sabinéne). lls résultent d’une fusion
typique téte-a-queue des unités d’isopréne (Allen et al., 1977). D’aprés Bruneton (1999), la
réactivit¢ des cations intermédiaires justifie [’existence de nombreuses molécules
caractérisées par différentes fonctions: alcools, cétones, esters, aldéhydes, éthers, peroxydes,
phénols.

Les monoterpénols possedent des propriétés anti-infectieuses mises en évidence in vitro
sur différents types d’agents infectieux. En outre ils agissent notamment sur les bactéries en

perturbant I’activité membranaire de ces derniéres (Kaloustian., 2012).

16




Chapitre | Généralités sur les huiles essentielles

e

o )
I\-t[}ﬁ‘célle Limonéne
L
T —— o __L__
L L __ 1
I’L o] r _“"‘1]""’ o
—~ T /'fl‘“"*- /LR /’A‘x\

\ Pipériténone Menthol Carvone Pulegone /

Figure 1.5: Structure chimique de quelques monoterpéenes extraits des HES.
(Fekih., 2014)

e Lessesquiterpenes

Les sesquiterpenes comportent trois unités d’isopréne, leur formule est CisH24 soit une
fois et demie(sesqui) la molécule des terpenes (Belaiche., 1979).
I1 s’agit de la classe la plus diversifiée des terpenes. Elle contient plus, de 3000 molécules,ils
peuvent étre également, comme les monoterpenes, acycliques (farnésol), monocycliques
(humuléne, a-zingiberéne) ou polycycliques (matricine, artéannuine, B-artémisinine). lls
renferment aussi des fonctions comme alcools (farnésol, carotol, B-santalol, patchoulol),
cétones (nootkatone, cis-longipinane-2.7-dione, B-vétivone), aldéhydes (sinensals), esters
(acétate de cédryle) (Bruneton., 1999; Laouer., 2004).

D’apres Kaloustian., (2012), un des molécules sesquiterpeniques posséde des propriétés
antibactériennes mises en évidence in vitro ainsi que des propriétés anti-inflammatoires chez

le rat par inhibition de la synthése des médiateurs de 1’inflammation.
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Figure 1.6: Structure chimique de quelques sesquiterpénes extraits des HEs.
(Fekih., 2014)

1.8.1.2. Les composés aromatiques

A T’opposition aux dérivés terpéniques, les composés aromatiques sont moins abondants
dans les huiles essentielles. Ces composés aromatiques des huiles essentielles sont
principalement des dérivés du phénylpropane Cs-Cs. lls sont beaucoup moins fréquents que
les terpénes. Ils peuvent comprendre des phénols (chavicol, eugénol), des aldéhydes
(cinnamaldéhyde), des alcools (alcool cinnamique), des dérivés méthoxy (anéthol, estragol)
ou méthylene dioxy (myristicine, safrole) (Bakkali et al., 2008). La structure des différentes

molécules est présente dans la Figure 1.7.
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Figure 1.7: Structure chimique de quelques composés aromatiques extraits des HEs.
(Fekih., 2014)

1.8.1.3. Composes d’origine variée
I1 s’agit de produits résultant de la transformation de molécules non volatiles (composes
issus de la dégradation d’acides gras ou d’autres composés).
Ces composes contribuent souvent aux arémes de fruits. Compte tenu de leur mode de
préparation, les concretes et les absolues peuvent en renfermer ces types de composés. Il en
est de méme pour les huiles essentielles lorsqu’elles sont entrainables par la vapeur d’eau

(Bruneton., 1999).

Le chémotype d’une HE est une forme de classification chimique, biologique et
botanique désignant la molécule majoritairement présente dans une huile essentielle.
Cette classification dépend des facteurs liés directement aux conditions de vie spécifiques de
la plante & savoir le pays, le climat, I’exposition des végétaux, les facteurs phytosociologiques
et la période de récolte qui peuvent influencer la composition de I’huile essentielle.
A titre d’exemple, le basilic cultivé en pleine lumiére & Madagascar a un taux de chavicol de
57% tandis que la méme plante cultivé a 1’abri de la lumiére en contient 74% (Franchomme
et Denoél., 1990), cette variabilité peut étre affecté eégalement par la composition du sol et la
position géographique , le lippiamutiflora au Togo a révélé les chémotypes a citral, a thymol
(acétate de thymyle), a para-cymene, al-8 cinéole (Inouye et Abe., 2003).
Ce polymorphisme chimique existe chez certaines espéces : Thymus vulgaris, Romarin

officinalis, et ’eucalyptus (Zhiri et baudoux., 2005).
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1.8.2. Facteurs influencant la variabilité de la composition chimique des huiles
essentielles
La composition chimique de I'huile essentielle de certaines plantes peut varier a

l'intérieur d' une méme espece, ces variétés chimiques sont communément appelées
chémotypes. Le mot chémotype est dérivé de chimiotype ou chimiovariété (Fekih., 2014).
Cette variation peut étre due a des nombreux facteurs, dont nous les regroupons en deux
types:

1.8.2.1. Les facteurs endogenes

Les facteurs endogenes sont liés au site de production et d'accumulation des HEs dans
l'usine, I'dge de la plante et les caractéristiques génétiques qui régulent le métabolisme
secondaire.

L'environnement pourrait également affecter I'ADN des plantes aromatiques allant des
chémotypes aux différentes génotypes.

Peu d'études ont signalé I'influence du facteur endogéne, la partie de la plante utilisée pour
obtenir des HEs doit étre considérée comme un facteur endogéne car elle est liée aux
caractéristiques anatomiques et physiologiques des plantes. Par exemple, chez les Lamiacées,
les HEs sont situées dans les parties aériennes des plantes, mais chez le genre Citrus des
Rutacées, les HEs sont situées dans les pelures et les feuilles. En outre, I'emplacement et la
nature des structures de sécrétion varient d'une espece a autre (Barra., 2009).

Peu d'études ont signalé l'influence du facteur endogene "&ge des plantes” sur la

composition chimique des HE. L'HE obtenue a partir de plantes de deux ans de Thymus
vulgaris L., était plus riche en thymol que I'HE obtenue a partir de plantes de cing ans dans le
méme cycle végétatif (Hudaib., 2002). Les principales différences entre les HE des plantes de
quatre ans et de onze ans d’ Eucalyptus camaldulensis ont également été signalés (Pagoula.,
2000).
Afolajan (2008), a indiqué la variation dans la composiition chimique des tissus végétaux
"nouveaux" par rapport aux "anciens", McConkey (2000), a rapporté que, dans les feuilles de
menthe poivrée, la teneur en monoterpénes augmente rapidement entre 12 et 20 jours, puis se
stabilise en pleine expansion et reste ensuite stable pour le reste de la période de vie des
feuilles.

Aussi, un des facteurs endogéne les plus importants est celui de polymorphisme

chimique
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«variétés chimiques ou formes physiologiques ». Il est mis en évidence lorsque les mémes
especes cultivées au méme endroit peuvent avoir des compositions chimiques différentes : ce
sont des chémotypes. Ce phénomene de variabilité chimique a été observé chez plusieurs
espéces telles que Melaleuca quiquenervia, ce qui permet la possibilité d’une sélection de la
biodiversité (Razafindrakoto., 1988 ; Ramanoelina et al., 1992 ; Dethier., 1996).

1.8.2.2. Les facteurs exogenes

Les facteurs exogenes, tels que la lumiere, les précipitations, le site de culture (altitude,
latitude) et la nature du sol (pH, constituants) sont généralement liés a la I'environnement.
Lumiere, précipitations, site de culture et sol
La lumiére est responsable de l'augmentation de la concentration de monoterpénes et de
phénylpropanes dans Ocimum basilicum L (Johnson., 1999), et provoque une augmentation
de la concentration de monoterpenes dans Satureja douglasii Benth (Peer., 1998). En général,
ces résultats sont en accord avec I'observation que de nombreuses enzymes de métabolisme
des voies secondaires sont dépendantes des UV-B (Kun., 1984).
La disponibilité de I'eau peut influencer le déroulement des voies secondaires, car les
réactions biosynthétiques se produisent dans un milieu aqueux. On sait que les augmentations
de la disponibilité de I'eau augmente la production de monoterpenes (Pala-Paul., 2001 ;
Taveira., 2003).

Selon Barra (2009), l'huile essentielle variait considérablement de plantes poussant a
200-900m et de celles qui s'étend de 0 a 100m.

Certains documents traitent de I'influence du calcaire et les sols siliceux sur la variation de la
la composition des HEs. Les HEs de Thymus spinulosus cultivées en sol calcaire ont été
caractérisées par une forte teneur en monoterpénes, alors que les huiles des plantes cultivées
en sol siliceux se caractérisaient par sesquiterpenes comme leurs principales composantes (De
Feo., 2003).

D’autres facteurs tels que, les techniques sylvicoles (la densité de plantation,
I’irrigation, les traitements phytosanitaires, 1’utilisation d’engrais, les techniques de
récolte..etc) (Barry., 2001 ; Lahlou., 2004 ; Stefanini et al., 2006 ; Aprotosoaie et al.,
2010).

Les parasites, les virus et les mauvaises herbes qui influent sur le rendement et la composition
chimique des huiles essentielles (Smallfield et al., 2001).
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Le rendement et la composition chimique des huiles essentielles varient également en
fonction de la méthode d’extraction (Khajeh et al., 2004 et 2005 ; Viljoen et al., 2006 ;
Sefidkon et al., 2007 ; Rout et al., 2007). La durée de séchage affecte aussi bien le
rendement que la composition (Yayi et al., 2004).

D’aprés Fantino (1990), lors d’un stockage prolongé au congélateur, des pertes
considérables d’huile essentielle peuvent étre constatées
En tenant compte des conditions de stockage des huiles essentielles aprés leur extraction
décrites par Carette (2000), lorsqu’ il a mentionné que les huiles essentielles se conservent
entre 12 et 18 mois apres leur obtention car avec le temps leurs propriétés tendent a décroitre,
en outre, il s’est révélé que le temps de stockage des huiles essentielles aprés extraction tend

aussi a modifier leur composition.

1.9. Application des huiles essentielles

Les plantes aromatiques donnent les huiles essentielles (HE), essences destinées a
I’utilisation industrielle. Ces HES ne sont pas forcément des produits finaux dans la mesure
ou, une fois produites, elles peuvent servir d’intrants a la fabrication de plusieurs produits :

elles sont destinées en effet a quatre grands secteurs industriels (Grysole., 2004).

1.9.1. Secteur médecine

Les huiles a utilisation médicinale peuvent étre vendues pures en petits flacons ou sous
forme de vaporisateurs, de pastilles, de bonbons... ces huiles peuvent également étre utilisées
comme inhalant pour soulager les difficultés respiratoires, comme dentifrice (dans 1’eau),
ainsi que pour rafraichir ou soulager la gorge (Grysole., 2004).
De nombreux produits tels que les pommades, les crémes et les gels a base d’huiles
essentielles permettraient de faciliter D’administration des médicaments par voie
transdermique étant donné la propriété de ces huiles a pénétrer aisément dans la peau
(principalement due aux terpéenes). Ces produits sont généralement destinés a soulager les
entorses, les courbatures, les allergies articulaires ou musculaires (Razafindrakoto., 1988 ;
Dethier., 1996 ; Edris., 2007).

Par conséquent, les huiles essentielles ont une variété d’applications et elles se trouvent

employé pour:
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Des propriétés antiseptiques pour les poumons et les reins ou comme bain de bouche
dépuratives, cicatrisantes, analgésiques et anti-inflammatoires ; des activités
antimicrobiennes, antifongiques, antiparasitaires et antihelminthiques; et aussi des propriétés
antioxydantes; un effet anesthésiant pour soigner les douleurs rhumatismales; action
stimulante sur 'uterus, effet abortif en cas d’intoxication ; action sur le systéme nerveux
central, en exercant des effets sédatif, relaxant et déstressant ; effet anticancéreux, en
stimulant 1’apoptose des cellules tumorales (Daniel., 2006; Husnu et al., 2010). ainsi que
pour leurs effets guérissant (Teuscher et al., 2005).

Plusieurs études ont montré que I’utilisation des huiles essentielles peut diminuer les
troubles menstruels, le stress post-partum ainsi que les troubles ménopausiques (Lardry et
Haberkorn., 2007).

L’huile essentielle d’Immortelle est réputée comme étant particuliérement efficace contre les
hématomes (Zhiri., 2013) ainsi que son utilisation dans la lutte contre les probléemes
circulatoires (Miles., 2013).

En effet, les huiles essentielles ont un champ d’activité trés large, elles inhibent la
croissance des bacteéries, et des levures (Duarte et al., 2005) et également des moisissures
(Koba et al., 2004), de plus elles sont trés efficaces sur les microorganismes résistants aux

antibiotiques.

1.9.2. Secteur alimentation

L’industrie alimentaire utilise les huiles essentielles pour rehausser et conférer le gout
des denrées alimentaires, pour parfumer et colorer. Le secteur des boissons gazeuses s’avere
un gros consommateur d’huiles. Aussi, les fabricants d’aliments préparés les utilisent de plus
en plus parce que le nombre de produits augmente et le consommateur recherche d’avantage
les produits avec des ingrédients naturels. Dans ce secteur, les volumes d’huiles essentielles
peuvent étre trés importants. Elles ont aussi une place prépondérante dans les confiseries, les
produits laitiers, les produits carnés, les produits de boulangerie mais également pour la
nutrition animale (Bruneton., 1999), tout particulierement en aviculture (Alleman et al.,
2013).

Les huiles essentielles possédent des profils de composition chimique différents. Elles sont
utilisées comme agents naturels de conservation des aliments. Leur utilisation comme agents

de conservation est due a la présence de composés ayant des propriétés antimicrobiennes et
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antioxydantes (Conner., 1993 ; Hammer et al., 1999). L’huile essentielle la plus utilisée

dans le monde est celle de 1’orange (Grysole., 2005).

1.9.3. Secteur parfumerie/ cosmétique

L’utilisation des huiles essentielles comme base dans la fabrication de parfums
constitue une pratique courante depuis des sieécles dans la plupart des civilisations. L’Europe
et les Etats-Unis ont développé des industries importantes qui démarquent par leur haut
niveau d’exportation dans ce domaine. L'huile essentielle dérivée de plantes aromatiques a
recu une augmentation l'attention en tant que parfums ou ingrédients actifs alternatifs
comparés aux odeurs synthétiques dans les industries de la parfumerie et des cosmétiques
(Viciolle., 2012 ; Suetsugu., 2013).

L’utilisation des HES commence a prendre son essor en tant que conservateur en raison de
leurs propriétés antioxydantes et antimicrobiennes, qui permettent d'augmenter la durée de
conservation du produit.

De plus, leurs caractéristiques olfactives en font des produits largement utilisés dans la
formulation des produits. Toutefois, leur utilisation peut avoir des contre-indications : des
concentrations plus élevées du pourcentage recommandé peuvent genérer des odeurs tres
prononcées ou bien provoquer des réactions cutanées telles que des allergies. Le comité
scientifiqgue des produits de consommation contréle leur utilisation puisque parmi les 26
substances classées comme allergenes, 17 se trouvent en HE (eugénol, linalol,
cinnamaldéhyde, géraniol, citral, etc.) (André et Bettenfeld., 2012). La septiéme
modification de la directive cosmétique impose leur étiquetage s'ils sont présents a plus de
0,0001% dans les produits rincés (savons, shampoings, etc.) et a plus de 0,01% dans les
produits non rincés (créemes, lotions) (Afssaps., 2008).

La consommation d’huiles dans ce domaine reste toujours d’une trés grande variété de

produits, de quantités relativement faibles et de prix souvent élevés

Le domaine de la parfumerie technique (qui comprend les produits d’entretien ménager
domestiques ou industriels) a également recours aux huiles essentielles pour I’'image de
propreté a laquelle elles sont associées, mais aussi parfois pour leurs propriétés antiseptiques.
Par exemple, la citronnelle dégage un parfum qui indique au visiteur que I’endroit a été

fraichement lavé. Dans ce secteur, 1’industrie consomme de grandes quantités d’huiles, au
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meilleur prix possible, car I’industrie désire garder le prix de revient de son produit au

minimum.

1.9.4. Secteur agronomie
Les huiles essentielles et leurs constituants comme bioinsecticides

La lutte chimique contre les espece d'insectes considérée comme nuisible pour les
cultures agricoles et les jardins est une stratégie efficace dans la vie quotidienne, cependant,
I'utilisation généralisée des insecticides chimiques de synthese a entrainé de nombreuses
conséquences négatives pour I’homme et son environnement (Pavela., 2008).
Ces produits chimiques peuvent entrainer des résidus toxiques dans les plantes. De méme, ils
peuvent provoquer la pollution de I’environnement a cause de leur lente dégradation et avoir

des effets néfastes sur la santé humaine (Kordali et al., 2008).

Ceci a conduit a des réglementations de plus en plus sévéres visant la restriction de leur
utilisation ou leur interdiction totale en se basant sur des produits naturels (Pirali-
Kheirabadi., 2010). Parmi les bio insecticides, les végétaux qui connaissent actuellement un
regain d’intérét en raison de leurs propriétés éco-toxicologiques (Cosimi et al., 2009) en effet,
les vertus thérapeutiques des plantes médicinales et aromatiques ont été expérimentées depuis
des siecles et la valorisation de leurs huiles essentielles dans différentes applications
notamment en tant que insecticides et insectifuges, a été rapportée (Haddouchi., 2008 ; El
Ouali Lalami et al., 2013)

Le marché des biopesticides est en croissance a 1’échelle de la planéte pour pallier aux
inconvénients issus de I’utilisation des produits synthétiques. Plus d’une centaines d’especes
végétales dotées de propriétés insecticides sont répertoriées. La recherche s’est alors orientée
vers les composés naturels issus des plantes comme produits alternatifs (Nerio et al., 2010).
Les propriétés phytosanitaires des diverses huiles essentielles et extraits des plantes sont
rapportées. Parmi les différents axes étudiés, la famille des Lamiacées s’est montrée avoir des
HEs ayant des effets répulsifs sur les diptéres et les coléoptéres. A titre d’exemple, I’'HE de la
menthe est efficace sur une large gamme d’insectes (Tribolium castaneum, Sitophilus oryzae,

Acanthoscelides obtectus, etc.) (Kumar et al., 2011).
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L’HE du basilic et d’orange (Rutacées) sont toxiques sur les deux coléopteres fréquemment
trouvés dans les graines stockées, le Sitophilus zeamais et le Tribolium castaneum (Kim et
al., 2014)

L’HE de I’origan a causé la mortalité de 68,3 et 36,7% des adultes des coléoptéres
Sitophilus granarius et Tribolium confusum respectivement (Kordali et al., 2008). L’HE de la
sauge sauvage s’est montrée efficace contre le coléoptére Tribolium castaneum (EI Abdouni
et al., 2014). D’autres travaux publiés montrent que I’HE de I’anise (Apiacées) et son
composeé majeur trans-Anéthole, a accéléré la mortalité des larves et des adultes de Culex
quinquefasciatus (diptéres) (Pavela., 2014). L’application de I’'HE de I’ail (Alliacées) est
toxique sur les coléoptéres Sitophilus oryzae et Tribolium castaneum (Yang et al., 2010).
L’HE d’eucalyptus (Myrtacées) exerce une activité toxique sur les larves et les nymphes du

diptére Musca domestica (Kumar et al., 2012).

Les activités repulsives des HEs sont liées généralement a la présence des monoterpenes
et sesquiterpénes. Dans certains cas, les composés peuvent agir en synergie améliorant leur
efficacité. Par exemple, les fortes activités des HES du basilic et de I’eucalyptus sont dues aux
composants présents dans leurs fractions montrant de forte activité répulsive tels que 1’a-
pinene, le limoneéne, le citronellol, le citronellal, camphor et le thymol (Nerio et al., 2010).
Le mode d’action des HES peut étre par contact, inhalation (Kim et Lee., 2014), ingestion ou
par combinaison de ces modes (Werdin et al., 2014).

Les techniques de détermination de I’activité insecticide d’une huile essentielle ont une
grande influence sur les résultats. Elles se répartissent en deux catégories principales, la
méthode de micro- atmosphére et de contact direct. Quel que soit la technique utilisée, la
lecture porte sur le nombre d’insectes morts apreés un temps bien déterminé d’exposition a

I’HE (Prates et al., 1998).

1.10. Toxicite des huiles essentielles

Comme tous les produits naturels: "ce n'est pas parce que c'est naturel que c'est sans
danger pour l'organisme"”. A cet égard s’installe les huiles essentielles qui se présentent en
tant que produits naturels qui ne peuvent pas étre utilisé sans danger, en effet, bien que
naturelle, il est capital d’intégrer la notion de la dualité «efficacité-toxicité» car toutes

substance thérapeutiquement active est potentiellement toxique (Bruneton., 2009).
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Ainsi gue nous l'avons vu ci-avant, les HEs sont des concentres des molécules actives issues
des plantes dont elles sont extraites. Leurs précautions d'emploi doivent étre donc en
adéquation avec leur puissance. De trop nombreux accidents surviennent a cause du
phénomene de mode qui les entoure, et du manque de conseils et d'encadrement qui
accompagne leur vente. En outre, la toxicité des HEs est directement liée a leur composition
chimique, les composés poly-insaturés étant plus toxiques que les autres (cétones, lactones,
phénols..).

Les huiles essentielles qui contiennent des phénols, aldéhydes, phénols méthyl tel que
les huiles issues de Citron, Clou de Girofle, Cyprés de Provence, Encens,
Estragon,Galbanum, Genévrier, Gingembreéthers doivent étre absolument diluées.si non elles
vont cauer des dermocausticité. Des Hépatotoxicité sont causés par des huiles essentielles de
Lavandula Stoechas, Muscade, Origan Compact, Origan d'Espagne, Origan Vert, Romarin si
elles sont administrées par voie orale pour les personnes ayant une sensibilité hépatique ainsi

que chez les enfants en dessous de 10 ans.

Les cétones et les lactones contenues dans ces huiles peuvent franchir les enveloppes de
protection autour du cerveau, causant une neurotoxicité surtout si elles sont appliquées autour
de la téte. (Miles., 2013 ; De bonneval et Dubus., 2014 ; Maillard., 2017).

Plusieurs facteurs jouent un role dans la dangerosit¢ d’une huile essentielle comme la
teneur en molécules toxiques, la maniere d’appliquer I’huile essentielle, le dosage ou encore
la durée de I’application. Il convient donc de tester une huile essentielle avant toute
utilisation. De plus, il convient de ne jamais appliquer une huile essentielle pure sur les
muqueuses (nez, yeux...etc), ce type d’application nécessite une dilution systématique de
I’huile essentielle. Elle est déconseillée aux femmes enceintes et aux femmes qui allaitent
(Chavanne., 2011; Muther., 2015).

Au titre d’exemple, chaque année le centre de controle des poisons de I'Association
américaine (AAPCC) publie un rapport sur toutes les intoxications ayant été reportées aux
USA. Dans ces données figurent celles concernant les huiles essentielles.

En analysant ces données, il s’est démontré que le nombre d’expositions est chaque année en
constante augmentation, passant de 3990 cas recensés en 1997 cas a 12392 cas en 2014,soit
plus du triple. Une autre donnée qui ressort de cette étude est celle de I’age des victimes. Si

1I’on en croit les valeurs ci-dessus, la proportion moyenne des victimes de moins de 6 ans aux
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USA sur la période étudiée approche les 75 %. Généralement a cause de la curiosité naturelle
des jeunes enfants les amene a examiner ce qui se trouve a leur portée, souvent en portant a la
bouche I’objet de leur curiosité ; leur sensibilité aux substances toxiques et majoritairement,
le métabolisme des jeunes enfants est immature.

Un autre exemple, 10ml eugénol peut conduire a une insuffisance rénale chez 1’enfant,. Il
a ¢ét¢ démontré que le linalol, I'un des constituants d’une autre espéce de thym, est

cytotoxique pour les cellules de la peau humaine (Eisenhut., 2007 in Elkolli., 2008).

En regle générale, les huiles essentielles ont une toxicité aiglie par voie orale faible ou
trés faible: la majorité des huiles qui sont couramment utilisées ont une dose létale (DL50)
comprise entre 2 et 5g/kg (Anis, Eucalyptus, Girofle...etc.) ou, ce qui est le plus fréquent,
supérieure a 5 g/kg (Camomille, Lavande...etc.). D’autres, une quinzaine, ont une DL50
comprise entre 1 et 2g /kg : Basilic, Estragon, Hysope (1,5ml/kg). Les plus toxiques sont les
huiles essentielles de Boldo (0,13g/kg ; convulsions apparaissant dés 0,07g/kg), de
Chénopode (0,25g/kg), de Thuya (0,83 g/kg), ainsi que ’essence de moutarde (0,349/Kg)
(Bruneton., 1999).
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I1.1. Procédés d’extraction des huiles essentielles et des molécules aromatiques

Il est important d'éliminer les composés aromatiques de leur matrice avant de pouvoir
les utiliser. Plusieurs méthodes d'extraction sont en cours de développement. La plus ancienne
méthode utilisée pour extraire les huiles essentielles est la distillation (Wilson., 2010 ; Baser
et Buchbauer., 2010).

Malgré la mise au point de plusieurs méthodes d'extraction innovantes, seules trois
méthodes d’obtention d’HE a usage thérapeutique sont autorisées par la pharmacopée
européenne : I’entrainement a la vapeur d’eau, la distillation seéche et 1’expression a froid pour
les HE des péricarpes des plantes du genre Citrus (Afssaps., 2008).
lIs peuvent étre appliqués a la pression ambiante, en surpression ou en dépression sur des
structures discontinues ou continues (Romdhane et Tizaoui., 2005 ; McDonald et al., 2016).
En fonction des parameétres impliqués dans le processus, la période de distillation peut étre
réduite de quelques minutes a 30 heures. Ainsi les principes des techniques traditionnelles et

des procédés innovants d’extraction sont décrits ci-dessous.

Il .2. Choix de la méthode d’extraction

Selon Fernandez et Cabrol-Bass., 2010, la complexité et la diversité des huiles
essentielles rendent délicat le choix des procédés d'obtention. La méthode choisie ne doit pas
entrainer de discrimination entre les composés polaires et apolaires, ni induire de réactions
biochimiques, de dégradation thermique, d'oxydation, de réduction, d'hydrolyse, de
modification du pH ou de perte de composés volatils. A cette fin, différents paramétres et
propriétés sont & prendre en compte tels que: la volatilité, la solubilité, la taille et la forme des
molécules constitutives et la nature de la matiére premiére. Les principales opérations

industrielles ont été résumées dans la figure 11.1 (Peyron., 2002).
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Figure 11.1: Principales opérations industrielles d’extraction (Peyron., 2002)

Les techniques les plus couramment utilisées et quelques types de produits fabriqués
sont résumés dans le tableau.ll.1 (Peyron., 2002). Ces techniques d’extraction mettent en
ceuvre la plupart du temps, plusieurs types d’opérations fondamentales. Les principales

opérations industrielles ont été résumées dans le méme tableau.
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Tableau I1.1: Paramétres mise en ceuvre dans les opérations d’extraction. (Source: Peyron., 1992).

Techniques Propriétés Produits fabriqués
Evaporation Résinoides, concrétes
Déshydratation — Séchage o

Concentration de miscella (S/pres. atm. ou réduite) Oléorésines
Concentration de jus de fruits

Distillation Isolats, déterpénés
Rectification (S/pres. atm. ou réduite) Volatilité Huile empyreumatique
Distillation séche

Co-distillation Huiles essentielles Eaux
Avec eau (S/pres. atm. ou en surpression) aromatisées
Hydrodistillation et & vapeur humide

Vapeur seche Alcoolats

Avec un autre fluide (S/pres. atm. ou réduite)

Alcool Distillats moléculaires
Polyols

Extraction liquide / solide Pommade

Solvant conservé : Corps gras Alcool Infusion — Teinture

Solvant éliminé: Fluide liquide
Fluide liquéfié (ou supercritique) Concréte, résinoide

Extraction liquide / liquide

Discontinue Solubilité Essences déterpénées
Continue
Cristallisation aprés concentration partielle et Menthol — Anéthol

refroidissement

Broyage — tamisage

Expression — Filtration

Glacage — Filtration Formes et taille Huiles essentielles
Séparation au moyen de membranes des particules d’agrumes
Séparation chromatographique Adsorption Huiles essentielles
Décoloration Absolues
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11.3. Mode d’extraction

Les composes aromatiques doivent étre extraits de leur matrice avant de pouvoir les
utiliser. Plusieurs méthodes d’extraction sont mises au point. La distillation est le procédé le
plus anciennement utilisé pour 1’extraction des huiles essentielles (Baser et Buchbauer.,
2010; Wilson., 2010). Bien que plusieurs méthodes d’extraction innovantes aient été mises
au point, seules la distillation et 1’expression a froid permettent d’obtenir des huiles
essentielles conformes a la pharmacopée européenne. Méme si les procédés innovants
n’aboutissent pas a des huiles essentielles au sens réglementaire, ils permettent 1’obtention de
plusieurs constituants des HEs et des principes aromatiques intéressants. Ainsi les principes

des techniques traditionnelles et des procédés innovants d’extraction sont décrits ci-dessous.

11.3.1. Distillation

La distillation peut étre caractérisée comme la séparation des constituants d'un mélange
de deux ou plusieurs composants en fonction de leur température de passage gazeux
(ébullition ou sublimation) selon I'application de la loi de Dalton (Bocchio., 1985) (Annexe
1). Clest la procédure d’extraction la plus ancienne, et toujours la plus utilisée.
(Franchomme et Penoel., 1990 ; Bruneton., 1999).
Selon Piochon., 2008 trois différents procédés utilisant ce principe, présentés par:

I’hydrodistillation, 1’entrailnement a la vapeur d’eau et I’hydrodiffusion.

11.3.1.1. Distillation par entrainement a la vapeur

L’entrainement a la vapeur d’eau est 1'un des moyens officiels d'obtenir des huiles
essentielles (Fig. 11.2).
La plupart des composés volatils contenus dans les plantes peuvent étre entrainés par la
vapeur d'eau; en raison de leur point d'ébullition relativement bas et de leur caractére
hydrophobe, nous pouvons utiliser des méthodes d'extraction par entrainement de la vapeur
d'eau. (Bruneton., 1993)
Dans cette méthode d'extraction, la matiere végétale est placée dans I'alambic sur une plaque
perforée située a une certaine distance au-dessus du fond rempli d'eau a un certain endroit.
La plante est en contact avec de la vapeur d'eau saturée mais n'est pas en contact avec de I'eau

bouillante.
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L'absence de contact direct entre l'eau et la matiere végétale, puis entre l'eau et les
molécules aromatiques évite certains phénomeénes d'hydrolyse ou de dégradation pouvant
nuire a la qualité de I'huile (Neffati., 2010).

La vapeur provoque la rupture d’un grand nombre de glandes qui liberent leurs
composés aromatiques. Ensuite, les huiles essentielles migrent a travers la plante pour entrer
en contact avec la vapeur d'eau qui s'écoule a I'extérieur. Jusqu'a la décantation, les vapeurs
remplies de composés volatils sont alors condensées. Du fait de leur différence de densité, les
HE et I’eau sont séparées en deux phases et les HEs sont ensuite récupérées (Nixon et
McCaw., 2001).

Cette technique permet d'éviter les réactions lorsque les constituants des huiles essentielles
entrent en contact avec l'eau, ce qui entraine des modifications de la composition finale de
I'extrait.

Elle fonctionne également mieux avec les huiles essentielles qui se trouvent dans les glandes a

la surface de la plante.
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Figure 11.2: Schéma du principe de la technique de I’entrainement a la vapeur d’eau
(Lucchesi., 2005)
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11.3.1.2. Hydrodistillation

L’hydrodistillation est la méthode normée par la Pharmacopée Européenne. C'est de

loin la procédure la plus appropriée, car elle convient a la plupart des plantes.
A la différence de I’entrainement & la vapeur, la matiére végétale a distiller se trouve en
contact direct avec I’eau car le procéde consiste a immerger la matiére premiere végétale dans
un bain d’eau (Fig.11.3). L’ensemble est ensuite porté a ébullition généralement a pression
atmosphérique, et comme les HEs sont insolubles dans 1’eau mais soluble dans la vapeur,
lorsqu’on envoie de la vapeur d’eau sur la plante, elle se charge au passage des huiles (Fasty.,
2007).

La chaleur permet I’éclatement et la libération des molécules odorantes contenues dans
les cellules végétales. Durant 1’hydrodistillation, I’eau bouillante pénétre dans les cellules
vegetales et solubilise une partie de I’huile essentielle contenue dans les cellules de la plante.
La solution aqueuse chargée de composes volatils, diffuse ensuite a travers le tissu de
I’organe végétale vers la surface extérieure ou I’huile essentielle sera vaporisée. Ces
molécules aromatiques forment avec la vapeur d’eau un mélange azéotropique. A la
température d'ébullition, les pressions de vapeurs combinés sont égales a la pression
d’> évaporation. Ainsi, les huiles essentielles, dont les points d'ébullition varient normalement
de 200 a 300°C, s’évaporent a une température proche de celle de I'eau. Le mélange est
ensuite refroidi. L’eau et les HES, une fois condensées, se séparent en deux phases
(Bruneton., 1999 ; Baser et Buchbauer., 2010). Le contact du matériel végétal avec I’cau
dans cette technique engendre notamment des phénomeénes d’hydrolyse.

Méme si la distillation (hydrodistillation ou distillation a la vapeur) est la méthode de choix
pour standardiser I'extraction des huiles essentielles, Le chauffage, prolongé et trop puissant,

engendre la dégradation de certaines molécules aromatiques (Lucchesi., 2005).
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Figure 11.3: Schéma du principe de la technique d’hydrodistillation (Lucchesi., 2005)

11.3.1.3. Méthode d’ hydrodiffusion

L ’hydrodiffusion est une variante de ’entrainement a la vapeur. Dans ce procédé, le
vegetal est disposé dans un parallélépipede métallique grillagé (Fig.11.4). Sa réalisation
consiste a faire passer du haut vers le bas et a pression réduite (0.02-0.15 bar) la vapeur d’eau

a travers une matrice végeétale.

L’huile essentielle est recueillie grace a un collecteur qui permet un équilibre avec la
pression atmosphérique. On peut également affirmer qu'il existe un cycle de cohobation, qui
renvoie dans la chaudiere toute I'eau extraite des huiles (Wijesekara et al., 1997).

L’avantage de cette technique est traduit par 1’amélioration quantitative et qualitative de

I’huile essentielle (Bassereau et al., 2007).
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Figure 11.4: Schéma du procédé d’hydrodiffusion (Bousbia., 2011).

11.3.2. Turbo hydrodistillation

Le processus d' hydrodistillation peut étre amélioré par l'installation d'un agitateur
électrique dans le mélange d'eau et de plantes pendant toute 1’opération d'extraction.
Il est équipé de lames pour cisailler et déstructurer la matrice végétale (Fig. 11.5).
Il est donc préférable d'utiliser I'agitation, ce qui permet de réduire le temps de distillation
d'un facteur 2 ou 3, ce qui entraine une réduction de la consommation de vapeur de chauffage
et donc une réduction de la consommation d'énergie.
Cette technique offre en outre l'avantage d'extraire les huiles essentielles des plantes

distillable (racines, bois, ail et bulbes d'oignons) (Chemat et al., 2012).
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Figure 11.5: Extraction par turbo hydrodistillation (Mnayer., 2014)
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11.3.3. L’expression a froid

Cette méthode est également utilisée pour I'extraction des huiles naturelles des agrumes.
Il s'agit d'une extraction sans chauffage, le concept étant la séparation mécanique des poches
de substance.
L’huile essentielle est séparée par décantation ou centrifugation. D’autres machines rompent
les poches par dépression et recueillent directement 1’huile essentielle, ce qui évite les
dégradations liées a 1’action de 1’eau (Chaintreau et al., 2003).
Le but de cette technique est d'obtenir une essence qui n'a subi aucune modification chimique
liée a la chaleur. De méme, elle est combinée a la production de jus de fruits. (Wilson., 2010 ;
Baser et Buchbauer., 2010).

Lames

< Huile exsentielle
<—FEau

Figure 11.6: Extraction par expression a froid. (Mnayer., 2014)
11.3.4. Extraction des molécules aromatiques (concreétes et absolues)

Certaines plantes contiennent peu de molécules aromatiques qui rendent difficile
I'obtention d'une huile essentielle. De plus, les composés odorants au cours de la distillation
peuvent étre sensibles et s'ajuster sous I'action de la chaleur.

C'est également le cas des fleurs (jasmin, rose, fleur d'oranger) dont le rendement en HEs est
tres faible, ou de nature odorante trompeuse par rapport au parfum de la fleur.

Par exemple, I'extraction sous forme d'absolue permet a ces fleurs de trouver leur
parfum plus fidélement et plus efficacement. Deux procédés, I'enfleurage et I'extraction par

solvant, sont utilisés a cet effet.
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11.3.4.1. Enfleurage

L'enfleurage est une technique ancienne utilisée principalement en parfumerie pour
I'extraction des plantes aromatiques destinées surtout a la parfumerie. Le principe consiste a
placer les fleurs odorantes dans la graisse, afin que les arébmes puissent y pénétrer. Une fois
saturée, celle-ci est ensuite lavée a I’alcool pour extraire les composés odorants. L’alcool
obtenu est ensuite évaporé pour donner I’absolue.

Cette méthode est peu utilisée de nos jours a cause de I’utilisation de la graisse animale et du
cotit de production élevé. Elle a été remplacée par I’extraction aux solvants (De Silva., 1995;

Wilson., 2010).

11.3.4.1.1. L'enfleurage a froid

Ce procédeé d'extraction est réservé aux produits de tres haute qualité et n'est plus utilisé
tres fréquemment. Les parfums particulierement délicats peuvent également étre captés dans
la graisse froide par enfleurage.

Le meilleur moyen d'y parvenir est de suspendre les plantes dans un linge immerge dans de
I’huile froide et de changer celui-ci aprés 12 a 24 heures.

Pour pouvoir utiliser la fragrance a la fin, il convient de la délaver de la graisse avec de
I’alcool puis de distiller finalement cet alcool selon ses besoins pour intensifier encore plus la
senteur.

L'enfleurage est l'aspect royal de la production de parfums, car il permet également de
préserver des fragrances particulierement délicates dans leur grande qualité et leur pureté.. La
macération dans 1’alcool est sensiblement plus simple et moins dispendieuse ; toutefois, cette
méthode n’est en rien comparable a I’extraction des senteurs par enfleurage au niveau de la

qualité (Mdller., 2008).

11.3.4.1. 2. L'enfleurage a chaud

Alternativement a la macération, il est également possible de procéder par I’enfleurage a
chaud dans la graisse. Pour cela, il convient de chauffer une graisse animale clarifiée (a défaut
de la vaseline ou de la paraffine, substances plus modernes) dans une chaudiére en cuivre a 60

degreés.
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Les plantes y sont incorporées et détrempées pendant 12 a 24 heures. Afin d’obtenir un
résultat de qualité, il faut pressurer les plantes et remplir de nouveau la chaudiére. Ce
processus est répété autant de fois que nécessaire pour assurer le passage d’un maximum
d’ardmes dans la graisse. Aprés une opération de filtration est nécessaire pour séparer la
graisse des fleurs. Une pate parfumée appelée « pommade » qui va étre traitée avec la méme

technique d’extraction que pour un enfleurage a froid (Méller., 2008).

11.3.4.2. Extraction aux solvants

Le processus est utilisé pour les organes végétaux présentant une faible concentration
en essence ou pour les essences que 1’on ne peut extraire par distillation.
Cette méthode consiste a faire macérer les fleurs dans un solvant hydrocarboné apolaire
On utilise comme solvant organique volatil ’hexane, qui est le plus utilis¢ actuellement; le
benzéne tres utilisé dans le passé mais interdit pour des raisons de toxicité; le propane; le
toluéne, etc (Stagliano., 1992 ; Peron et Richard., 1992).
Les essences étant de nature huileuse, ils sont solubles dans les solvants organiques. Un
épuisement des plantes est effectué a I’aide d’un solvant volatil dont I’évaporation laisse un
résidu cireux, trés coloré et tres aromatique appelé «concrete» (Belaiche., 1979 ; Duraffourd
et al., 1990)

Cette derniere comprend des composés aromatiques, des cires et des composés huileux
de la plante. A ce niveau, la concréte ne peut pas étre utilisée dans la parfumerie.
Les cires présentées dans leur composition rendent la solution trouble et donc peu soluble
dans la base de parfum. La macération de la concrete dans 1’alcool permet de réduire la cire et

de recueillir I'absolue.

La solution alcoolique est ainsi homogeénéisée par une forte agitation entre 30-60°C puis

réfrigérée entre -5 et -10°C de sorte que les cires peuvent étre éliminées par précipitation.

Les cires ne sont pas solubles dans I'alcool & des températures inférieures a-1 °C.
L’alcool est ensuite évaporé pour donner 1’absolue trés prisée des parfumeurs (De Silva.,

1995; Nixon et McCaw., 2001; Wilson., 2010).
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11.3.5. Extraction aux ultrasons

Les ultrasons sont des ondes mécaniques qui peuvent se déplacer dans un milieu
élastique a des fréquences supérieures au niveau d'audibilité moyen de I'oreille humaine (16
kHz). Les ultrasons de puissance qui fonctionnent a une intensité comprise entre 20 et 100
kHz sont utilisés pour éliminer les aromes des plantes et de nombreuses autres molécules.

La cuve ou la sonde ultrasonore sont les deux types d'équipement largement utilisés dans les
laboratoires (Fig.l1.6).

Au fur et a mesure que les ultrasons se propagent dans un liquide, les oscillations
moléculaires provoquent la formation de zones de compression et de dépression (raréfaction).
Lorsque les cycles de raréfaction augmentent, les forces qui maintiennent le liquide ensemble
sont surmontées et des bulles de cavitation émergent.

Cette condition est connue sous le nom de cavitation. A proximité de la surface solide
(matiére végétale), les bulles peuvent imploser et provoquer I'éclatement des membranes
cellulaires, envoyant leur contenu vers l'extérieur (Dolatowski et al., 2007).

Etant donné que les glandes d'huiles essentielles sont généralement situées a la surface des
plantes aromatiques, lI'implosion des bulles de cavitation tue les glandes qui libérent I'HE

dans le milieu environnant. (Veillet et al., 2010).

La technologie des ultrasons connait un essor important l'industrie alimentaire.
(Chemat et al., 2011; Pingret et al., 2013). Elle contribue a résoudre certains problemes
rencontrés par la distillation traditionnelle, notamment la grande consommation d’eau, les
longues durées d’extraction, la difficulté d’extraction de molécules thermosensibles et les

rendements faibles (Lagunez-Rivera., 2006 ; Da Porto et al., 2009).
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Figure 11.7: Extraction aux ultrasons: bac et sonde.
11.3.6. Extraction sans solvant assistée par micro-ondes

L'extraction par micro-ondes sans solvant a été développée pour I'extraction d'huiles
essentielles de plantes aromatiques pour une utilisation en laboratoire.

Les micro-ondes constituent, par ailleurs, une méthode d’extraction en plein développement
(Fig.11.7). Dans ce procéde, la matrice végétale est chauffée par micro-ondes dans une
enceinte close dont les micro-ondes sont combinées aux autres méthodes traditionnelles
d’extraction.

Cette méthode permet de réaliser des extractions du matériel vegétal frais a pression
atmosphérique, sans ajout d’eau ou de solvant. Seule I'eau de constitution de la matiere
végétale traitée entre dans le processus d'extraction des essences. Sous I'effet conjugué du
chauffage sélectif des micro-ondes et de la pression réduite de fagon sequentielle dans
I'enceinte de I'extraction, I'eau de constitution de la matiere végétale fraiche entre brutalement
en ébullition (Brian., 1995).

Un systéme de refroidissement situé a l'extérieur du four a micro-ondes provoque la
condensation continue du distillat, puis le mélange est dirigé vers I'appareil Clevenger ou les
composés aromatiques sont recueillis par simple séparation des phases.

L’exces d’eau est réintroduit dans le réacteur de maniére a restaurer la quantité d’eau

initialement présente dans la plante.
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A la différence de la distillation classique, I'extraction assistée par micro-ondes sans
solvant permet 1’obtention d’une huile essentielle quantitativement et qualitativement
similaire aux autres méthodes en une durée d’extraction plus courte toutefois, I’extraction des
composes oxygenés, de valeurs odorantes plus significatives que les monoterpénes est

favorisée (Lucchesi et al., 2004).
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Figure 11.8: Schéma du principe de la technique
d’extraction assistée par micro-ondes (Lucchesi et al., 2004)

11.3.7. Extraction par le CO,

Cette technique trouve son originalité dans le solvant utilisé: il s’agit du CO, en phase
supercritique. En tenant compte qu’au-dela du point critique, un fluide peut avoir la densité
d’un liquide et la viscosité d’un gaz, d’ou une bonne difusibilité dans les solides et un bon
pouvoir solvant.

Le CO, a I'état supercritique, ne se présente ni sous forme liquide ni sous forme gazeuse, ce
qui lui confére une excellente puissance d'extraction, modulable a volonté en jouant sur la
température de mise en ceuvre.

L’extraction consiste a comprimer le dioxyde de carbone a des pressions et a des
températures au-dela de son point critique (P=72.8 bars et T=31.1°C) (Lorrain., 2013)
(Fig.11.8).

La matiere végétale est chargée dans I'extracteur ou est ensuite introduit le CO,
supercritique (sous pression et réfrigéré). Le mélange est ensuite recueilli dans un vase

d'expansion ou la pression est considérablement réduite.
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Le CO, s'évapore et il ne reste plus que I'huile essentielle (Grosso et al., 2008 ;
Safaralie et al., 2008). Sachant que la température et la pression a ne pas dépasser 60°C et 60
bars. (Richard., 1992).

Les fluides supercritiques comme le CO, sont de bons solvants a I'état supercritique, et de
mauvais solvants a I'état gazeux (Peron., 1992). Les avantages de ce procédé sont les

suivants:

- Le CO, est totalement inerte chimiquement, il est naturel, non toxique et peu codteux
(Bruneton., 1999 ; Wichtel et Anton., 1999).

- En fin de cycle, la séparation entre le solvant d'extraction et le soluté pour obtenir 1’extrait
est facile (simple détente qui ramene le CO, a 1’état gazeux), avec une récupération quasi-

totale et peu coldteuse (Bruneton., 1999).

Comparativement aux méthodes classiques d’extraction, [’extraction des huiles
essentielles par le CO, supercritique fournit des huiles de trés bonne qualité et en temps
d’extraction relativement court (Scheffer., 1996).

Cependant I’installation industrielle de ce procédé reste onéreuse, et I’appareillage est encore

envahissant.

CO. a I'état supercritique + Extrait CO: a I'état gazeux

> < >

Séparateur

Extracteur Condenseur

Pompe
CO: a I'état supercritique CO: al'état liquide

Figure 11.9: Schéma du procédé de I’extraction par CO, supercritique
(Meullemiestre et al., 2015).
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11.3.8. Détente instantanée controlée

Une autre méthode d’extraction visant aussi 1’avantage de réduction du temps, une
moindre consommation d’eau et d’énergie et une augmentation de rendement est représenté
par le procédé de la détente instantanée contrdlée (Fig.11.9), qui consiste en un traitement du
matériel végétal frais pendant une courte durée a haute température (180°C) et a haute
pression (10 bars) suivie d’une détente abrupte vers le vide qui provoque 1’auto-vaporisation
instantanée d’une partie de 1’eau et des composants volatils (Besombes et al ., 2010).

En conclusion, il n’existe pas de méthode meilleur que d’autres. Chaque processus posséde
sa propre indication selon le végétal ou la partie du végétal, et 1’utilisation du produit obtenu

commande ainsi que I’aspect économique qui est tout aussi important (Collin., 2000).
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Figure 11.10: Extraction par détente instantanée contrélée. (Mnayer., 2014)
11.4. Identification de la composition des huiles essentielles

En matiére d'utilisation des huiles essentielles (industries pharmaceutique et alimentaire,
parfumerie, cosmétiques), une parfaite connaissance de leur composition chimique est
prépondérante pour en contrbler la qualité et y déceler une éventuelle spécificité en vue de
leur valorisation. Une phase importante reste donc l'analyse des huiles essentielles qui

consiste en des méthodes de séparation et des méthodes d'identification des composants.
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Cependant, elle demeure une opération délicate nécessitant la mise en ceuvre de diverses
techniques (Joulain., 1994).
Diverses techniques et méthodes permettent d'évaluer quantitativement et qualitativement les
huiles essentielles.

Parmi ces méthodes, on peut citer les méthodes micro-analytiques qui permettent
d'identifier et le dosage des produits méme a I'état de traces.
On peut utiliser les méthodes suivantes: CG, GC/MS, HPLC, RMN, IR, etc. ces dernieres
concernent l'identification quantitative et qualitative des différents constituants d'une huile
essentielle cependant la chromatographie représente le procédé fréquemment utilisé afin de

séparer les constituants des huiles essentielles (Schwedt., 1993)
11.4.1. Principe de fonctionnement de principales méthodes existantes

11.4.1.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La chromatographie en phase gazeuse demeure une des techniques clés de

l'identification et I’individualisation de nombreux composés volatils contenus dans les
huiles essentielles. Elle permet leur quantification et le calcul de leurs indices de rétention
(Ir). Cette technique s’applique a des échantillons gazeux ou susceptibles d’étre vaporisés
sans décomposition dans I’injecteur (Arpino et al., 1995).
Le principe est basé sur la séparation des différents solutés gazeux par migration différentielle
le long de la phase stationnaire. Le chromatographe en phase gazeuse est composé de trois
modules: un injecteur, une colonne capillaire dans un four et un détecteur (Fig.11.10)
(Bouchonnet et al., 2002).

La solution est injectée au moyen d'une seringue soit manuellement, soit avec un
injecteur automatique qui permet d'obtenir une meilleure reproductibilité, la température de la
chambre d'injection est réglée telle que la vaporisation de 1’échantillon se fasse dans un temps
le plus court possible. L’élution est assurée par un flux de gaz inerte qui sert de phase mobile
(hélium, azote, argon ou hydrogene) (Audigie et al., 1995 ; Skoog et al., 2003).

Le mélange traverse une colonne ou s’effectue une opération entre les différents constituants,
a la sortie de la colonne de chromatographie, les analytes sont séparés dans le temps en
fonction de leurs pressions relatives de vapeur et de leurs affinités pour la phase stationnaire.
Au moment ou les analytes arrivent au niveau de détecteur (le détecteur a ionisation de

flamme DIF ou FID est le plus fréquemment utilisé).
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Un signal est enregistré engendrant un chromatogramme sous forme de pics qui sont
caractérisés par un temps de rétention qui correspond au temps écoulé entre I’injection de
I’analyte et D’instant de son arrivé au détecteur en outre une surface le caractérise qui
permettent de déterminer 1’identité du constituant ainsi que sa proportion dans le mélange

(Chenni., 2016).

Carrier Injector Detector
gas
Column
Flow/ r
pressure
control Data

system

Figure 11.11: Schéma descriptif d’une Chromatographie en phase gazeuse (CPG)
(Tidjani., 2016)

11.4.1.2. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(GPC/SM)

La CPG couplée a la SM est la technique de routine la plus utilisée pour I’analyse des
huiles essentielles (Fig.11.11). Ce couplage est traité dans de nombreux ouvrages généraux de
spectrométrie de masse (Millard., 1978 ; Sparkman., 2000 ; Downard., 2004 ; Traldi et al.,
2008).

Le but de cette association apres séparation chromatographique, est d’ajouter a la
chromatographie une deuxiéme dimension analytique (De Maack et Sablier., 1994).

Considérant que la spectrométrie de masse SM peut étre déterminée comme 1’étude des
systemes par la formation d’ions gazeux, avec ou sans fragmentation qui sont ensuite
caractérisés par leur rapport masse sur charge m/z et I’abondance relative, I’analyte peut étre

ionisé par voie thermique, par un champ électrique ou par impact énergétique d’électrons, des
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ions ou des photons la GC-MS est tres bien connue pour la détermination des composes
volatils contenus dans les échantillons complexes de parfums, d’arémes et d’HEs (Lianga et

al., 2004 ; Senatore et al., 2004 ; Chenni., 2016).

Le concept consiste & transférer les composés séparés par chromatographie en phase
gazeuse via la phase mobile (le gaz vecteur) dans le spectrometre de masse ou ils seront
décomposés en ions de masse variable dont la séparation dépendra de leur masse. (Desjobert
etal., 1997 ; Bruneton., 1999).

L’identification est ensuite effectuée en comparant les indices de rétention (Ir) et les
données spectrales (masse spectres) des constituants individualisés avec les caractéristiques
de produits de référence contenus dans des bibliothéques de spectres (Paolini et al., 2005).
Les indices de rétention demeurent un outil efficace afin d’augmenter la fiabilité des résultats
de I’analyse et d’aborder la détermination qualitative des compositions d’échantillons par la
GC-MS, leur combinaison avec les informations structurales.

Cependant, Cavallli a affirmé en 2002 que la grande différence de pression reste la
principale difficulté rencontrée lors de ce couplage. En effet, la spectrométrie de masse
nécessite un niveau de pression trés bas, alors que la chromatographie en phase gazeuse se fait
a un niveau de pression plus élevé, ainsi, le couplage CPG/SM en mode impact électronique

(SM-IE) est la technique la plus utilisée dans le domaine des huiles essentielles.
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Figure 11.12: Schéma d'un systéme GC-MS (Shubin et al., 2014)
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Chapitre I Ciste a feuilles de sauge Cistus salviifolius L.

II1.1. Cistus salviifolius L.
II.1.1. Synonyme

Cistus salviifolius L. = Cistus corbariensis Rchb. (Burnat., 1892).

II.1.2. Noms communs

Du latin salvia: sauge; feuilles ressemblant a celles de cette plante (Fig. II1.1) (Rameau
et al., 2008).

Berbere: agallid, tuzzalt, tuzzale (Ait Youssef., 2006) ; Arabe: Cfeira, irgel (Quezel et

Santa., 1963) ; chtib (Alaoui et Laaribyia., 2017), aussi appelée "Melliya" (Rebaya et al.,
2016).

Francais: Ciste a feuilles de sauge, ciste femelle; Anglais: Sage-Leaved, Rock-rose ;
Espagnole: Jaguarzo marisco; Itali: cisto femmina; Allemand: salbei blattige

cistrose (Rameau et al., 2008).

Figure III.1: Cistus salviifolius L. (Bayer et al., 1990)
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II1.1.3. Classification systématique
La classification de C salviifolius L. est mentionnée dans le tableau ci-dessous.

Tableau HI.1: Classification systématique du C salviifolius L. (Guignard., 2001)

Regne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Dilleniidae
Super ordre Eurosidées Il
Ordre Violales

Famille Cistaceae

Genre Cistus

Espéce Cistus salviifolius

III.2. Apercu de la famille des Cistacées

Les cistacées sont une famille méditerranéenne indigéne comprenant environ 200
espéces darbustes (Ferrandis et al., 1999), réparties dans les zones tempérées et
subtropicales de 1’hémisphere nord, spécialement dans les climats méditerranéens (Guzman
et Vargas,. 2009).

Cette famille se compose de différents genres, dont Halimium et Cistus (Guzman et
Vargas., 2005), recouverts par un tas de fleurs. (Bedoya et al., 2009).

Les especes de cette famille sont arbustives ou herbacées, vivaces ou annuelles, velues
ou poilues, avec un réceptacle en forme de cone bas, portant de bas en haut le périanthe, I
androcea et le gynécée. Elles portent des fleurs axillaires ou terminales, solitaires, en épi ou
disposées en cymes racémiques ou paniculiformes (Baillon., 1872 ; Herrera., 1992).

Elles possédent un calice qui est a trois ou a cing divisions tres profondes, leur corolle
a cing pétales libres est trés feuillus et tres délicats, étalés et sessiles, souvent dessinés, mais

généralement dans le sens inverse de la fleur (Brizicky., 1964 ; Raynaud., 1987 ;
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Glemes., 1999 ; Arrington et Kubitzki.,, 2003). Les fleurs sont généralement
hermaphrodites ou bisexuées (Guzman et VVargas., 2009).

Pour cette famille, les spécialistes reconnaissent généralement huit genres: Cistus,
Fumara, Halimium, Helianthemum, Tuberaria, Crocanthemum, Hudsonia et Lechea
(Arrington et Kubitzki., 2003 ; Guzma'n et Vargas., 2009).

II1.2.1. Genre Cistus L

Les cistes sont de petits arbustes ligneux a la tige droite, dont les branches opposées
s'étendent en largeur et peuvent atteindre en moyenne un metre de hauteur.

Sur les branches poussent des feuilles généralement ondulées, simples et indivisibles, soit
pétiolées soit sessiles, poussant en opposition ou en alternance, et portant de simples poils
épidermiques (trichomes) soit en astéroide soit en grappes.

Dans les Cistes, deux types de trichomes apparaissent, le non-glandulaire ou stellaire et le
glandulaire, qui sécrétent un exsudat résineux, le ladano, auquel ils doivent leur odeur
aromatique caractéristique (Gulz et al., 1996).

Les plantes ont une inflorescence terminale ou axillaire en cymose, chez certaines
especes en ombelle, avec une cyme scorpioide unilatérale, et par réduction des fleurs
solitaires. Les fleurs sont éphémeres, stimulées par la lumiére du matin, ont des pétales blancs
ou rose/violet. Il y a de multiples étamines alors qu'il y en a 5 carpelles dans l'ovaire
(cependant il peut en avoir jusqu'a 6-12). Le style est droit, généralement long et discret, et le
stigmate est grand, discoide avec 5-12 lobes (Demoly et Montserrat., 1993).

En Algérie, le genre Cistus est présenté principalement par les especes suivantes :
Cistus ladaniferus, C. sericeus, C. libanotis, C. villosus L., C. heterophyllus, C. salviifolius,
C. crispus, C. albidus, C. varius Pourret, C. monspeliensis, C incanus (Quézel et Santa.,
1963 ; Zitouni., 2010).

Concernant la réaction de cette plante vis-a-vis des contraintes environnementales, les
especes de cistes présentent également une série d'adaptations spécifiques aux
environnements méditerranéens, telles que la germination des graines dépendante du feu, la
pollinisation dépendante des insectes, la reproduction dépendante des fleurs et la phénologie

dépendante du printemps (Fernandez-Mazuecos et VVargas., 2010).
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II1.3. Description botanique de Cistus salviifolius L.

Cistus salviifolius L. est un sous-arbrisseau bas pouvant atteindre 1m de haut, avec des
feuilles ovales a arrondies, opposeées et pétiolées (Damerdji., 2012) et des fleurs rassemblées
dans des cymes de 1 a 3 fleurs, a I’aisselle des feuilles. Elles possedent 5 sépales inégaux, les
extérieurs ovales en cceur. Les 5 pétales forment une corolle blanche de 4 a 6cm de diametre
avec un style trés court dont la floraison s’étale de mars a juin, et la pollinisation se fait par les
insectes, en outre le fruit est une capsule pentagone (Beniston et Beniston., 1984), de 5-7 mm
de long, incluse dans le calice (Fig.IIl.2). Les graines sont disséminées par les fourmis, les
granivores. C’est l'espéce du genre la plus répandue dans le bassin méditerranéen
(Papaefthimiou et al., 2014).

Au moins trois colonisations intercontinentales sont responsables de sa large répartition,
ce qui entraine un faible isolement géographique avec une grande diversité génétique au sein
des populations, mais aucune différenciation génétique entre les différentes populations de C.

salviifolius (Farley et McNeilly., 2000 ; Fernandez-Mazuecos et Vargas., 2010).

Cistus salviifolius L

Fruits

Figure III.2: Description botanique de Cistus salviifolius L.
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II1.4. Répartition geographique

Il s'agit de I'espéce la plus répandue dans le genre (Rol et Jacamon., 1968). Elle est
présente dans les régions méditerranéennes de 1I’Europe, de 1’Asie et de I’ Afrique (Coste et
Flahault., 1937) (Fig.111.3).

En Algérie, elle est trées commune dans le tell (Ait Youssef., 2006), elle se développe
principalement au sein des foréts clairs et parmi les broussailles (Beniston et Beniston.,
1984).

Figure 111.3: Carte de distribution du Cistus salviifolius L. (Marco et al., 2006)

T . -\ . —V' = -
| = Répartition de Cistus salviifolius L

r
-

Figure I1.3: Carte de distribution du Cistus salviifolius L. (Marco et al., 2006)
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Ciste a feuilles de sauge Cistus salviifolius L.

II1.5. Caractéristiques autoécologiques, biotope et phytosociologie

C salviifolius L est a la fois une espéce opportuniste, héliophile et pyrophile (Moretti et

al., 2006).

Cet arbuste pionnier qui n'est pas particulierement tolérant a la concurrence, a la

capacité de coloniser rapidement les milieux perturbés et les sites fraichement brdlée, sur sols

pauvres en substances nutritives et acides a humus de type mull acide a morder. Bien que non

calcifuge, elle préfere les sols siliceux grossiers (plus ou moins pierreux), issus de schistes,

micaschistes, gneiss, altérites de calcaire silicieux ou dolomitiques (Zitouni., 2010).

En Algerie elle pousse surtout dans les foréts clairs et parmi les broussailles (Fig.I11.4)

(Beniston et Beniston., 1984).
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Les facteurs a l'origine de la dispersion de cette espéce autour de la Méditerranée
étaient essentiellement écologiques (Fig.III.5), comme le climat et le sol. Elle pousse dans
des sols silicieux et calcaires et se trouve sur les sols sableux d'un large éventail d'habitats
(Guzméan et al., 2009), alors qu' elle est souvent situé dans le sous-bois dans les zones
boisees (Farley et McNeilly., 2000).

Elle affectionne les maquis bas, garrigues, versants rocheux, praires seches, lisiéres

forestieres, bois clairs (Bayer et al., 1990 ; Rameau et al., 2008).

Cette plante a été régulierement signalée comme plante héte pour diverses espéces de
Terfezia, rendant cette plante I'un des meilleurs choix pour la culture planifiée de Terfezia
dans une grande variété d'habitats (Alsheikh., 1994 ; Farley et McNeilly.,, 2000 ;
Comandini et al., 2006).

Les caractéristiques climatiques ainsi que les caractéristiques du sol qu’ exigent cette

espece sont illustrées dans la figure HI.5.
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Figure III.5: Conditions écologiques de développement de Cistus salviifolius L
(Julve., 2020)
A: caractéristiques climatiques B: caractéristiques du sol.
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II1.6. Propriétés, fonctions biologiques et usage

Historiquement, de nombreuses préparations a base de ciste ont été utilisees en
médecine traditionnelle dans le bassin méditerranéen, notamment en Italie, en Greéce, en
Turquie, et en Espagne.

Parmi les affections et les maladies ciblés, on peut citer: les infections bactériennes et
fongiques, les cardiopathies, les catarrhes, la diarrhée, la duodénose, la dysenterie, la dyspnée,
fractures, hépatose, hernie, hystérie, infection, inflammation, insomnie, I'anxiété, l'arthrose,
I'asthme, la bronchose, divers types de cancer, leucorrhée, myalgie, névralgie, arthrose,
polype, proctose, rhinose, utérus, plaie, spasme, splénose, ulcére (Duke et al., 2008).

Ainsi, les propriétés pharmacologiques de la résine sécrétée par les feuilles du ciste ont fait
I'objet d'un grand nombre d'études (Papaefthimiou et al., 2014).

Barrajon-catalan et al (2010), ont démontré que les espéces de Cistus ont été utilisés

comme recours généraux, grace a leurs propriétés anti-inflammatoires, antiulcérogeéne,
cicatrisation des plaies, anti-microbien (Demetzos et al., 1999), antifongique (Bayoub et al.,
2010), antiviral, anti-tumoral (Dimas et al., 2000), cytotoxiques (Ben jemia et al., 2013) et
antinociceptifs (Barrajon-Catalan et al., 2010)
En outre, les composés de ces especes ont des actions allergisantes, anti-agrégantes , anti-
leucémiques, anti-oxydantes,  anti-peroxydantes, anti-prolifératives, antiseptiques,
astringentes, candidicides, cardio-protectrices, dermo-protectrices, inhibitrice de la
dipeptidylpeptidase-1V, inhibitrice de I'alanyl-aminopeptidase, diurétique, gastro-protectrices,
myorelaxante (Duke et al., 2008).

Les pousses de C salviifolius sont consommées et appréciées par le bétail au Maroc. Les
feuilles sont utilisées pour le tannage des peaux et la teinture des tissus en Libye, séchés et
réduits en poudre, puis imprégnés d'eau (Ait Youssef., 2006). Elles sont également utilisées
pour préparer un thé et pour le traitement du cancer (Baslar et al., 2002).

Les fruits sont utilisés, en usage externe, mélangés avec des fruits de I'espece Juniperus
phoenica pour la préparation de la farine a tatouage appelée harkas, dans le Nord du Maroc.
Les graines sont écrasées et consommees en apéritif par les agriculteurs marocains, ou utilisés
comme chapelure sur les gateaux.

Ils sont consommeés en apéritif a Marrakech et préparés avec des épices, et sont également

utilisés en tant qu'aphrodisiaque (Ait Youssef., 2006).
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La résine est trés aromatique, cependant ce n’est pas toutes les espéces de cistes qui
vont produire systématiquement de la résine et il semble bien qu’au sein d’une méme espece,
la production puisse varier en fonction de diverses conditions non clairement identifiées a ce
jour. (Nicolas et Elisabeth., 2013)

Cette espéce est utilisée également dans les soins de la bronchite et des hémorragies et (Ait
Youssef., 2006).
Selon Hamel et al., (2018), les fleurs de Cistus salviifolius L. sont utilisées dans le

traitement des douleurs d’estomac.

II1.7. Etude chimique de C salviifolius L. ainsi que quelques espéces de Cistaceae

Les études sur l'effet des espéces de Cistaceae contre les agents pathogenes sont
limitées.

Une étude réalisée par Rebaya et al., (2016) afin d'évaluer les activités
antimicrobiennes et antifongiques des extraits bruts de feuilles et de fleurs de I'Halimium
halimifolium, et comparées a celles du C salviifolius et du C monspeliensis contre des
bactéries Gram® (Listeria monocytogenes, Bacillus subtilis et staphylococcus aureus) et
Gram™ (Salmonella enterica, Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli), ainsi que deux
champignons pathogenes (Candida albicans et Aspergillus niger), a montré que les feuilles de
C salviifolius L. avaient la plus puissante action bactéricide. En revanche, Candida albicans
et Aspergillus Niger étaient les micro-organismes les moins sensibles a tous les extraits de
Cistus.

D'autres travaux ont testé I'efficacité d'un extrait & I'éthanol de Cistus salviifolius L. poussant
en Espagne et se sont averés avoir un effet inhibiteur contre E. coli et S. aureus (Tomas et al.,
2013).

En outre, dans le but d’estimer les éventuels effets anti-inflammatoires in vivo et les
effets analgesiques des extraits aqueux de C salviifolius L. et C monspeliensis L, une étude a
été réalisée par Sayah et al., (2017) au Maroc et dont l'activité anti-inflammatoire a été
étudiée a l'aide du test de 1'eedéme des pattes induit par la carraghénine chez le rat. De méme
que, l'effet analgésique in vivo a été évalué a l'aide des tests de torsion et d'émersion de la
queue induits par l'acide acétique.

Les résultats indiquent que les extraits aqueux de C salviifolius L. et de C.
Monspeliensis L. ont des propriétés anti-inflammatoires et analgésiques centrales et

périphériques qui favorisent I'utilisation traditionnelle de ces plantes.
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Des études antérieures ont montrés ’existence des composants glycosidiens suivants.

Il s’est révélé qu’il s'agit d'un glycoside flavonoide: quercétine 3-O-a- arabinopyranoside
(Demetzos et al., 1997).

Deux glycosides de phénylbutanon: 4-(4'-O-[6"-O-galloyl-S-galactopyranosyl]-3'-
hydroxyphényl)-butan-2-on (Bouamama et al.,, 2006), 4-(3'-O-g-glucopyranosyl-4'-
hydroxyphényl)-butan-2-on (Guvenc et al., 2005), un phloroglucinol glycoside: 1-O-p-
glucopyranosyl-3,5-diméthoxybenzéne (Hannig et al., 2008) et un glycoside stéroide :
sitostérol-3-O-(6"-Obutanoyl)-S-galactopyranoside (Kalus et al., 2009).

En plus de ces composés, trois flavonol aglycones: quercétine (Coode., 1988), myricétine
(Baytop., 1999) ; trois glycosides flavonoides; kaempférol 3-O-- (6"-O-trans-p-coumaroyl)-
glucopyranoside (Yesilada et al., 1995), quercétine 3-O-f-galactopyranoside (Lendeckel et
al., 2002), myricétine 3-O-f4- galactopyranoside (Barrajon-Catalan et al., 2010) ; un
phloroglucinol glycoside: 1-O-$-glucopyranosyl-3,5-diméthoxybenzene (Mrabet et al., 1999)
; un aglycone stéroide: B-sitostérol (Droebner et al., 2007) ; un glycoside stéroide :
Sitostérol-3-O- B-glucopyranoside ont été isolés des parties aériennes du Cistus salviifolius L..
Leurs structures ont été identifiées a l'aide de méthodes spectrales (UV,IR, 1D- et 2D-NMR,
et ESI-MS) (Ehrhardt et al., 2007).

La comparaison des activités anti-inflammatoires (anti-5-lipoxygénase (5-LOX)) et
cytotoxiques (OVCAR et MCF-7) entre les feuilles et les bourgeons floraux (FB) de Cistus
salviifolius extraits séparément avec du méthanol (MeOH) a 80% a été étudiée par ElI Euch
et al., (2015).

La teneur la plus élevée en phénols (305,30+ 4,68mg d'équivalent acide gallique (E)/g
poids sec (ps) et en flavonoides (76,21+ 1,26mg de quercétine E/g ps) a été obtenue dans
I'extrait de FB, mais les feuilles présentent une quantité de tanins neuf fois plus élevée (56.
36+ 0,67mg de catéchine E/g ps) et une concentration plus importante d'anthocyanes (0,31+
0,02mg de cyanure-3-glucoside E/g ps).

Il a été constaté que l'extrait de méthanol de FB présentait de meilleures activités
antioxydantes. En outre, le FB possédait une activité cytotoxique plus évidente contre les
cellules OVCAR et MCF-7. Cependant, les feuilles ont montré des activités inhibitrices plus
puissantes envers les acétylcholinestérase.

Les résultats montrent que le facteur organique influence considérablement la composition

chimique et les activités biologiques de C salviifolius L.
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Une recherche a été menée par Rebaya et al (2016), dans le but d’analyser la capacité
antioxydante du Cistus salviifolius L. tunisien (feuilles et fleurs) et leur composition
antioxydante, y compris la teneur totale en polyphénols, flavonoides et proanthocyanidines.
Pour cela cinq extraits ont fait I'objet de ces travaux: éthanol, butanol, acétate d'éthyle,

dichlorométhane et extrait aqueux, pour trouver de nouvelles sources d'antioxydants.

Les résultats obtenus ont montré que l'extrait aqueux et I'extrait alcoolique ont été
détectés avec la meilleure capacité antioxydante (Cl 50= 2,18 et 3,52ug.mL-1). Une relation
positive entre l'activité antioxydante (DPPH, ABTS et FRAP) et les composés
polyphénoliques des feuilles et des fleurs de C. salviifolius testées a été trouvée. Une
correlation linéaire positive élevée a été constatée entre la DPPH et le total des composeés
phénoliques des fleurs.

La richesse de C salviifolius L en antioxydant permet de justifier les utilisations
traditionnelles de cette plante dans les traitements des rhumatismes, et des maladies
inflammatoires. C'est pourquoi le C. salviifolius pourrait étre une bonne source d'antioxydant
naturel.

Afin de trouver une relation de chémotype entre différentes espéces du genre Cistus,
Barrajon-Catalan et al., (2010) ont effectué une analyse comparative de la composition
polyphénolique qualitative et quantitative des parties aériennes de I'espece de ciste espagnole,
la plus répandue dont Treize extraits aqueux dérivés de 10 espéces différentes de Cistus ont
été analysés par HPLC avec diode.

Trois groupes principaux de composés ont été trouvés, a savoir les ellagitannines, les
flavonoides et les dérivés d'acides phénoliques.

Le profil polyphénolique était specifique a chaque espéce, bien que I'abondance de
certains composes varie également en fonction du type de sol. Alors que C. ladanifer, C.
salviifolius, C. populifolius et C. libanotis étaient particulierement riches en ellagitannines, C.
clusii, C. laurifolius et C. monspeliensis contenaient des quantités importantes de flavonoides
et beaucoup moins d'ellagitannins.

Les extraits méthanoliques et hexaniques de C salviifolius aient montré une action
vasodilatatrice, sachant que I'existence des polyphénols et des flavonoides a été prouvée par

I'analyse phytochimique des différents extraits obtenus par sonication.
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Il a été aussi montré qu’il existe une relation importante entre la teneur en polyphénols
et en flavonoides de ces extraits, qui sont probablement les agents responsables de I'effet
vasodilatateur (El yousfi et al., 2020).

Dans leurs travaux, Khalil et al., (2014), ont montré que I'extrait éthanolique de Cistus
salviifolius L. présentait la zone d'inhibition la plus élevee contre Agrobacterium tumefaciens
avec 27,35mm de diametre a une concentration de 159/100ml.

En Anatolie, l'analyse qualitative et quantitative des extraits méthanoliques de trois
espéces de Cistus (C creticus L., C laurifolius L. et C salviifolius L.) pour la caractérisation
des composés flavonoides a été réalisée pour la premiere fois par RP-HPLC. Le trans-
tiliroside, un glucoside mono-coumaroyl kaempférol, s'est révélé étre le flavonoide le plus
abondant chez C. salviifolius (0,276+0,0039/100 gextract) (Gurbuz et al., 2018).

II1.8. Huile essentielles de Cistus salviifolius L.

La composition des huiles essentielles de quinze populations de C salviifolius L. et leur
variabilité entre les populations a été étudiée par GC-MS en Grece par Demetzos et al.,
(2002).

167 composés ont été identifies, représentant en moyenne 96 a 100% de la composition
de I'huile. Des diterpénes de labdane ont été détectés et identifiés dans les huiles essentielles
de Cistus salviifolius L, pour la premiere fois. Les résultats obtenus a partir de I'analyse des
huiles par GC-MS ont été soumis a une analyse en composantes principales. Trois
chémotypes principaux (clusters) ont été différenciés.

Le groupe des sesquiterpénes oxygénés a la composition en pourcentage la plus élevée.
Toutes les espéces de Cistus sécrétent des huiles essentielles en quantités diverses qui sont
principalement constituées de composés monoterpéniques, sesquiterpéniques et diterpéniques,
mais elles ne sont pas toutes entiérement caractérisées.

Plusieurs espéces de  Ciste sécrétent également du "labdanum” (Fig.Ill.6), un
exsudat collant qui recouvre les feuilles et les racines, principalement en été, et qui partage la

composition terpénoide avec I'huile essentielle.
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CH2OR CH2 OH
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Figure III.6: Structures des diterpénes de type labdane.
1: manool ; 2: 13-epi-manool ; 3: manoyl oxide ; 4: 13-epi-manoyl oxide ; 5: labda-13(E)-en-
8a—15-diol ; 6: labda-13 (E)-en-8a —15-yl acetate ; 7: labda-7,13 (E)-dien-15-ol. (Demetzos et
al., 2002).

De nombreuses études ont révélé une importante activité antioxydante et une activité
antimicrobienne potentielle des huiles essentielles de Cistus contre une grande variété
d'infections bactériennes et fongiques, ce qui est probablement dd a la présence de terpénes
(Barrajon-Catalén et al., 2016)

La majorité des études phytochimiques effectuées sur un nombre important d’espéces
de la famille des Cistacées montre la richesse ainsi que la diversité structurale de ces dernieres
en métabolites secondaires incluant en particulier les terpenes, les composés phénoliques
constituant principalement les flavonoides, les pro-anthocyanidines, les terpenoides et les

tannins (Bouzergoune., 2010).

60



Chapitre I Ciste a feuilles de sauge Cistus salviifolius L.

Dans une premiére étude traitant la composition chimique du genre Cistus en
Sardaigne par Politeo et al., (2018), six profils différents ont été démontré, il s’est révélé
que les huiles essentielles de C. salviifolius et de C. villosus ont comme dominants des
composés non terpeniques, en particulier des acides non terpéniques et des dérivés, tandis que
C. creticus et C. monspeliensis ont des composés diterpéniques de type labdanien comme
composés dominants.

Les huiles de ciste testées ont un large spectre des activités antimicrobiennes qui dépendent
de la dose.

Les huiles de C. salviifolius L. et de C. creticus se sont avérées les plus efficaces, en
particulier contre les pellicules de plomb des agents pathogénes tels que Staphylococcus
aureus, Acinetobacter baumannii et Candida albicans. Ces données présentées dans cette
étude ont permis de mettre en évidence des potentiels aromatique des huiles essentielles de

ciste pour leur utilisation ultérieure en médecine traditionnelle.

I .9. Toxicité

Certains métabolites secondaires produits par le Cistus sp. exercent des effets toxiques
sur les mammiféres. Les composés les plus toxiques sont I'acide gallique et les tanins, qui sont
nocifs pour le foie et les reins. Plusieurs cas de toxicoses mortelles ont été signalés chez le
bétail, causés par I'ingestion de Cistus sp., dont C. salviifolius L (Yeruham et al., 2002).
Convulsions et lipofuscinose dans le systéme nerveux central ont été signalés chez les
moutons comme étant directement liés au paturage sur Cistus sp. (Riet-Correa et al., 2009).
En outre, un extrait de C. laurifolius riche en flavonoides était responsable d'effets
dégéneratifs sur le systeme nerveux périphérique, provoquant un syndrome convulsif chez les
souris (Bregante et al., 1981).

Comme nous l'avons vu précédemment dans cette section, de nombreux métabolites
secondaires produits par Cistus sp. sont toxiques et peuvent donc étre utilisés a faible
concentration pour exercer leurs fonctions biologiques. La consommation directe des plantes
ou de leurs extraits (sous forme d'infusion de thé) en plus grande quantité peut devenir nocive

et méme mortelle.
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1V. Généralités

L'une des principales causes de consultation médicale est l'infection bactérienne, d'ou
I'importance de I'antibiothérapie, qui est une pratique courante en médecine curative.
En outre, 1l est connu que le traitement des infections bactériennes se base principalement sur
I’'usage des antibiotiques, cependant, I’utilisation de ces derniers de fagon incontrélable peut
engendrer une résistance bactérienne a ces derniers.
Actuellement, et en plus de leurs vertus thérapeutiques dans plusieurs domaines (usages
religieux, cosmétiques, thérapeutiques, ..), les plantes aromatiques sont utilisées comme un
traitement alternatif de I’antibiothérapie pour les souches bactériennes résistantes aux
antibiotiques. Ces plantes aromatiques sont caractérisées par la synthese de molécules

odorantes qui constituent essentiellement des huiles essentielles (Echchaoui., 2018).

IV.1. Infections bactériennes

Une infection bactérienne est un ensemble de troubles qui résultent de la pénétration d’une
bactérie pathogéne dans un organisme. Elle peut étre:
- Locale, lorsqu’elle se manifeste uniquement au niveau ou les germes ont pénétré;
- Générale, lorsqu’un germe franchit les barriéres opposées par 1’organisme a son entrée (peau,
mugueuses) ou au niveau des ganglions, il penétre dans le sang et se dissemine par celui-ci dans
tout I’organisme ;
- Focale: c’est I’infection en foyer dans les tissus ou organes ou les germes sont apportés par la

circulation sanguine. (Pocidalo et al., 1989 ; Marc et al., 2001).

IV.1.1. Les toxi-infections alimentaires

Une infection alimentaire ou toxi- infection est une maladie causée par 1’ingestion
d’aliments ou boissons contaminées par certains agents infectieux ou leurs toxines,
représentant un probléme courant et croissant de santé publique aussi bien pour les pays
industrialisés que pour les pays au cours de développement (Bouhi et al., 2007).
Cette contamination peut avoir lieu lors de diverses étapes: de la production jusqu'a la
conservation de 1’aliment. Si I’infection alimentaire est commune a plusieurs personnes on
parle de TIAC c'est a- dire une Toxi-Infection Alimentaire Collective, le plus souvent de type

gastro-intestinal dont on peut rapporter la cause a une méme origine alimentaire.
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Un foyer de TIAC est défini par ’apparition d’au moins deux cas groupés d’une
symptomatologie similaire, en générale digestive, dont on peut rapporter la cause a une méme
origine alimentaire (Buisson et Teyssou., 2002).

Les TIAC sont des maladies a déclaration obligatoire. Leur signalement permet de prendre
des mesures rapides, en Algérie, la déclaration obligatoire des maladies est régie par 1’arrété
N° 179/MS/CAB du 17/11/90 fixant la liste de maladies a déclaration obligatoire et les
modifications de notification et la circulaire N° 1126/MS/DP/SDPG du 17/11/90 relative au
systeme de surveillance des maladies transmissibles. Chaque année, le ministere de la santé
enregistre entre 4.000 et 5.000 cas de toxi-infections alimentaires collectives (TIAC),
en 2017, plus de 10.000 cas avec six déces. Elles sont définies par 1’apparition d’au moins
deux cas groupés similaires d’une symptomatologie, en générale gastro-intestinale
(vomissements, douleurs abdominales, diarrhée, éventuellement sanglante, céphalées,
nausees), dont on peut rapporter la cause a une méme origine alimentaire ou hydrique
(Belabed., 2018).

IV.1.2. Infection nosocomiale

Les infections nosocomiales ou infections hospitalieres sont des infections contractées

dans un établissement de santé. Cette définition a été complétée en novembre 2006 et
I’infection nosocomiale est désormais intégrée dans I’ensemble des infections associées aux
soins (Descenlos., 2009) et qu’elle apparait apres un délai de 48h aprés 1’admission.
On considére qu'une infection est associée aux soins (IAS) si elle survient au cours ou au
décours d’une prise en charge (diagnostique, thérapeutique, palliative, préventive ou
¢ducative) d’un patient, et si elle n’était ni présente ni en incubation au début de la prise en
charge (Fartoukh et Ricard., 2009).

Les quatre types d’infections nosocomiales les plus fréquentes sont : urinaires,
septicémiques, pneumopathies et celles du site opératoire (Word Health Organization.,
2001).

Pour les infections du site opératoire (1ISO), on considere habituellement comme associees
aux soins les infections survenant dans les 30 jours suivant I’intervention (Beaucaire., 2001)
ou, s’il y a mise en place d’un implant ou d’une protheése dans 1’année qui suit 1’intervention

implant (Bouvet et al., 1989 ; Berche et al., 1991 ; Beaucaire., 1997 ; Popi., 2003).

63



Chapitre IV Activité antibactérienne des huiles essentielles

Ces derniers posent un veéritable probleme de santé publique du fait de leur fréquence,
leur gravité et aussi de leur colt socio-économique qui représente une charge considérable
pour les patients et pour le systeme de santé (Haley et al., 1985 ; Vosylius., 2003).
Escherichia coli , Staphylococcus auréus , Pseudomonas aeruginosa , Enterococcus spp sont
considéres comme ces quatre espéces représentent 56% des microorganismes principaux

micro-organismes responsables des infections nosocomiales.

1VV.2. Modes de transmission

IV.2.1. Transmission par contact direct ou infections endogenes
Les infections endogénes sont causées par des organismes présents dans la flore
normale du patient et du personnel hospitalier. En effet, les mains du personnel peuvent
contenir entre 100 & 1000 bactéries/cm? (Conly et al., 2009).
IVV.2.2. Transmission par contact indirect ou infections exogenes
Les infections exogénes sont celles causées par les appareils médicaux comme le

matériel destiné au sondage, aux injections et les instruments de chirurgie.

IV.3. Les antibiotiques
L’avénement de I’antibiothérapie, dans les années 1940, a complétement révolutionné le
domaine médical et entraine une réduction significative de la mortalité associée aux maladies

infectieuses (Avorn et al., 2001).

1VV.3.1. Définition

Un antibiotique (ATB) est une substance antibactérienne d'origine biologique ou de
synthese chimique, qui est capable d'inhiber la croissance des micro-organismes
(bactériostatique) ou de les détruire (bactéricide), elle agit a de faibles concentrations et n’est
pas toxique pour 1’héte (Mouton et al., 2000).

Les ATB agissent au niveau de certaines structures ou dans diverses reactions du
métabolisme, a un niveau précis, dénomme site d’action ou cible moléculaire, propre a chacun
d’eux. Il en résulte que tous les ATB ne sont pas actifs sur tous les agents pathogenes (Duval
et Soussy., 1993). Certains agissent sur de nombreuses espéces bactériennes a Gram positif et
a Gram négatif sont dits a «large spectre» ; d’autres agissent sur un nombre beaucoup plus

limite d’espéces sont dits a «spectre étroit» (Singleton., 2005).
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IV.3.2. Antibiotiques naturels et synthétiques et leur mode d’action

Les antibiotiques sont majoritairement représentés par des molécules d’origine naturelle
et leurs dérivés. Ils peuvent aussi étre d’origine synthétique ou semi-synthétique (Singh et
Barett., 2006). Les antibiotiques sont groupés par familles ou classes en fonction de leurs
propriétés structurales (Fig.IV.1). Pratiquement toutes les classes d’antibiotiques ont été
découvertes dans un « age d’or », qui s’est étendu de 1936 a 1962.
Les cibles des antibiotiques sont impliquées dans les fonctions physiologiques ou
métaboliques de la bactérie.

L’¢étendue de I’activité antibactérienne d’un antibiotique définit son spectre d’action.
Plus un antibiotique agit sur des especes bactériennes différentes, plus son spectre est large.
L’action des antibiotiques peut s’exercer sur des structures ou des mécanismes essentiels a la
croissance ou a la survie des bacteéries.
L’administration d’antibiotiques bactériostatiques suffit généralement pour arréter un
processus infectieux, le syst¢tme immunitaire de I’hote se chargeant d’éliminer les bactéries
restantes. Cependant, chez les sujets immunodéprimés, le recours a un antibiotique bactéricide

est recommandé. (Guinoiseau., 2010)
Les antibiotiques peuvent inhiber la biosynthése des acides nucléiques (ADN et ARN),

interférer avec les voies métaboliques de synthése de I’ADN, mais leurs cibles principales

sont la paroi cellulaire et les ribosomes bactériens (Tab. 1V.1).
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Figure 1V.1: Les différents modes d’action des antibiotiques sur les cellules microbiennes.
(Peters et al., 2010).

(A) Perturbation de I’intégrité membranaire : (1) insertion dans la membrane, (2) alignement
des séquences hydrophobes, (3) formation de pores.
(B) Inhibition de la synthése de I’ADN.
(C) Inhibition de la synthése de I’ARN.
(D) Blocage de la synthese de la paroi bactérienne.
(E) Inhibition des fonctions ribosomiques et de la synthese protéique.
(F) Blocage des protéines chaperonnes nécessaires au repliement adéquat des protéines.
(G) Ciblage de la mitochondrie : (1) Blocage de la respiration cellulaire et induction de la
formation de dérivés réactifs de 1’oxygene, (2) perturbation de I’intégrité membranaire de la
paroi de la mitochondrie et de I’efflux de I’ATP et du NADH.
Les antibiotiques peuvent inhiber la biosynthése des acides nucléiques (ADN et ARN),
interférer avec les voies métaboliques de synthése de I’ADN, mais leurs cibles principales

sont la paroi cellulaire et les ribosomes bactériens.
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Tableau IV.1: Mode d’action des principales classes d’antibiotiques (Singh et Barrett., 2006)
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IV.4. Antibiorésistance

Les bactéries, comme tous les organismes vivants, évoluent pour s'adapter aux
contraintes environnementales. Parmi ces contraintes, la pression de sélection exercée par les
antibiotiques provoque 1’émergence de bactéries résistantes, a 1’origine d’une situation
préoccupante lorsqu’il s’agit de bactéries pathogenes.

Parmi les bactéries pathogénes qui sont devenues de vrais problemes pour la santé
humaine, on trouve des especes appartenant aux familles des Entérobactéries, des
Pseudomonadacés et des bactéries de la famille des Acinetobacter qui sont quasiment
résistantes a tous les antibiotiques prescrits (Chaudhary., 2016).

Ce phénomeéne de résistance est di a plusieurs facteurs tels que 1’utilisation suboptimale
des antibiotiques au cours des traitements (Finland., 1979). Son émergence est due également
a I’hospitalisation prolongée, la longue durée des séjours, et les comorbidités, le non-respect

des pratiques hygiéniques et le transfert des malades entre les hopitaux (Palumbi., 2001)

En Europe, il s’est démontré que 25000 décés par an sont dus au phénomene de
I’antibiorésistance ; le colt annuel avoisinerait les 1,5 milliards d’euros (Sanders., 2005).
L’augmentation de la résistance des bactéries aux antibiotiques est un probleme mondial
sérieux qui a orienté la recherche pour I'identification de nouvelles biomolécules avec une
large activité antibactérienne.

Les plantes et leurs dérivés, tels que les huiles essentielles (HE), sont souvent utilisés
dans la médecine populaire. Dans la nature, les HEs jouent un role important dans la
protection des plantes. Elles contiennent une grande variété de métabolites secondaires

capables d’'inhiber ou de ralentir la croissance des bactéries (Bouyahya et al., 2017)
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1V.4.1. Résistance naturelle

Il s'agit d'une résistance intrinséque commune a une population, due principalement a la
présence de génes spécifiques (Allen., 2010).
Elle se caractérise par des modifications structurales, dans le cas de la membrane externe des
bactéries a Gram négatif, et métaboliques, dans le cas du bacille de la tuberculose insensible a
un grand nombre d’antibiotiques en s’opposant a I'action des antibiotiques par le biais de son
métabolisme original. Les génes de résistance sont exprimés de maniére constitutive ou
induits en réagissant a un signal enzymatique généré par un processus d'échappement
d'antibiotique (Doyle., 2006).

IV.4.2. Résistance acquise

Les résistances acquises sont a la base de la compréhension de la dissémination des
résistances dans des espéces bactériennes différentes.
Elles survient lorsque, seules quelques souches d’une méme espece, normalement sensibles a
un antibiotique, deviennent résistantes. Cette résistance peut étre acquise par mutation ou par
transfert de genes (Muylaert et Mainil., 2012).
Ce type de résistance est d0 a des modifications dans le profil d’expression génique via des
mutations ponctuelles ou acquises. Grace a ce processus, les bactéries partagent entre elles
des informations génétiques, ce qui leur confere un tres grand pouvoir d’adaptation aux
milieux environnementaux qu’elles habitent (Springman et al., 2009).

Les bactéries possedent différents modes de résistance qui sont regroupé dans la figurelV.2
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Figure 1V.2: Schéma genéral des mécanismes de résistance aux antibiotiques (Bouyahya et
al., 2017)

IVV.5. Les huiles essentielles et leurs constituants comme antimicrobiens

C'est en 1875 que Buchholtz a démontre pour la premiére fois que Les HEs sont douées
d’une activité biocide envers les microorganismes (Pauli et Schilcher., 2010).
La rareté des maladies chez les plantes sauvages s’explique par I’élaboration d’un systeme de
défense naturelle, qui leur permet de lutter efficacement contre les pathogénes. Pour se
protéger contre les bactéries, les champignons et les virus, les plantes synthétisent de maniere
constitutive ou induite, une multitude de molécules antimicrobiennes (Jones et Dangl., 2006 ;
Gibbons., 2008).

Comme tous les extraits naturels, l'activité antimicrobienne d'HEs dépend de leur
composition chimique et la quantité des différents composants.
Les plantes synthétisent plus de 100 000 petites molécules (MM < 500Da) dotées pour la
plupart d’une activité antibiotique. (Tegos et al., 2002 ; Lewis et Ausubel., 2006).
De nombreux composés antimicrobiens sont exprimeées par les plantes, et d'autres peuvent

étre synthétisées comme meécanisme d'autodéfense en réponse aux agents pathogenes.
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Les légumes, les épices et les fruits a forte teneur en HEs sont d'excellentes sources
d'éléments naturels ayant une activité contre les microorganismes d'intérét agricole et sanitaire
(Rauha et al., 2000).

Ces molécules peuvent étre naturellement présentes dans la plante sous leur forme active ou
peuvent étre stimulées par des enzymes spécifiques lorsque I'organisme végétal est soumis a
un stress biotique ou abiotique particulier (Holley et Patel., 2005)

L'activité antimicrobienne des HEs peut étre altérée par des quantités variables de composés
spécifiques.

Par exemple, des niveaux élevés d'aldéhyde cinnamique, L'eugénol ou le citrus conférent des
propriétés antimicrobiennes aux HEs. (Lis-Balchin et Deans., 1998 ; Davidson., 2001).

Les HEs de thym, de sauge et de romarin, les monoterpenes et les phénols ont une activité

antimicrobienne, antifongique et antivirale importante (Pina-Vaz et al., 2004 ; Burt.., 2004).

Certaines HEs, notamment celles que I'on trouve dans le basilic, la sauge, I'hysope, le
romarin, l'origan et la marjolaine, sont actives contre E. coli, S. aureus, B. cereus et
Salmonella spp. mais elles sont moins efficaces contre Pseudomonas spp. en raison de la
formation d' exopolysaccharides qui augmentent la résistance aux HEs (Burt., 2004; De
Martino., 2009).

Le mécanisme d'action des HEs dépend de leur composition chimique, et leur activité
antimicrobienne n'est pas attribuable a un mécanisme unique mais plutét a une cascade de
réactions impliquant la cellule bactérienne entiere (Burt., 2004) ; ensemble, ces propriétés
sont appelées la "polyvalence des huiles essentielles".(Fig. 1V.3).

Les HEs ont pour fonction d'inhiber la croissance des cellules bactériennes et également
inhiber la production de métabolites bactériens toxiques. La majorité des HEs ont un effet
plus puissant sur les bactéries a Gram positif que sur les espéces a Gram négatif, et cet effet
est tres probablement da aux différences de composition des membranes cellulaires
(Marino et al., 2001 ; Cristiani et al., 2007 ; Gutierrez., 2008 ; Chorianopoulos., 2008).
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Figure 1V.3: Principales localisations des sites d’action des constituants des HEs (Chenni.,
2016).

La barriére de perméabilité fournie par les membranes cellulaires est indispensable a de
nombreuses fonctions cellulaires, y compris le maintien de I'état énergétique de la cellule, les
processus de transmission d'énergie couplés aux membranes, le transport des solvants et le
contrble métabolique. La membrane cellulaire est également essentielle pour contréler la
pression de turgescence (Poolman et al., 1987 ; Trumpower et al., 1994).

Les effets toxiques sur la structure et la fonction des membranes sont communément utilisé
pour décrire l'activité antimicrobienne des HEs (Andrews et al., 1980 ; Knobloch et al.,
1988).

En effet, les mécanismes d'action des HEs comprennent la dégradation de la paroi
cellulaire (Helander et al., 1998 ; Gill et al., 2006) I'endommagement de la membrane
cytoplasmique, la coagulation du cytoplasme (Gustafson et al., 1998 ; Ultee et al., 2000 ;
Ultee et al., 2002).
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Il s’agit également de I'endommagement des protéines membranaires, I'augmentation de
la perméabilité conduisant a la fuite du contenu cellulaire (Juven et al., 1994 ; Lambert.,
2001), réduisant la force motrice des protons (Ultee., 2001), réduisant le pool d'ATP
intracellulaire par une diminution de la synthése de I'ATP, et une augmentation de I'nydrolyse
séparée de l'augmentation de la membrane et la réduction du potentiel de la membrane par
l'augmentation de la permeéabilité membranaire (Burt., 2004).

En particulier les huiles riches en phénols, sont capables d'insérer dans la bicouche de

phospholipides des parois cellulaires des bactéries, ou elles se fixent aux protéines et les
empéchent d'effectuer leurs fonctions (Juven et al., 1994).
Dans certains cas, les HEs altérent souvent la perméabilité des membranes par la destruction
du systeme de transport des électrons (Tassou et al., 2000), et un certain nombre de
composants des HEs, tels que le carvon, le thymol et le carvacrol, entrainent une
augmentation de la concentration intracellulaire d’ATP, un événement qui est lié a la
destruction de la membrane microbienne (Helander et al., 1998).

L'inhibition du transport d'électrons pour la production d'énergie et la perturbation de la
force motrice des protons, la translocation des protéines et la synthese des composants
cellulaires sont toutes des changements physiologiques qui peuvent entrainer la lyse et la mort
des cellules (Ben Arfaetal., 2006 ; Turina et al., 2006).
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V.1. Présentation de la zone d’étude (Parc national de Theniet El Had)

Le Parc National de Theniet-el-Had (PNTEH) représente le plus ancien espace protégé
en Algeérie, il a été créé le 03 aolt de I’année 1923, par les autorités frangaises pendant la
période coloniale. Créé le 23 juillet 1983 par les autorités algériennes, il est devenu le premier
Parc National de I’ Algérie indépendante. 1l portait également le nom de «Paradis des Cedres»
(Berthonnet., 2010).

V.1.1. Situation géographique
Le PNTEH est situé sur le versant sud de I’ Atlas tellien dans le prolongement du massif

de I’Ouarsenis (Loukkas., 2006). Il se trouve a une cinquantaine de kilometres du chef-lieu
de la wilaya de Tissemsilt et & 147Km de la capitale Alger.
Selon Meziane (2017), il s’étend sur les communes de Theniet El Had et celle de Sidi
Boutouchent. Suivant les coordonnées géographiques:

> Latitude: 35° 54° 4 et 35° 49’ 41’ de latitude Nord

» Longitude: 02° 02’ 4" et 01° 52” 45" de longitude Est

» Altitude: varie entre 858 a4 1787m.

A sa création en 1983, le PNTEH a eu une superficie de 1500ha (Berthonnet., 2010).

Actuellement, sa superficie est 3425ha dont 2968ha sont recouvert de végétation (Loukkas.,
2006).
La flore comprend 450 espéces dont beaucoup sont endémiques a 1’ Algérie. La strate arborée
comprend 1000ha de cédre de 1’Atlas (Cedrus atlantica), 1000ha de chéne vert (Quercus
ilex), 504ha de chéne zéen (Quercus faginea), 460ha de chéne liege (Quercus suber) et 460ha
d’autres especes (PNTEH., 2018).

V.1.2. Caractéristiques climatiques

D’une fagon générale, le PNTEH se situe dans 1’étage bioclimatique subhumide ou
humide a hiver froid et ce en fonction de I’altitude ainsi que le versant. La quantité de pluie

est irréguliere durant I’année, elle s’éléve en moyenne a 792mm (Loukkas., 2006).
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Figure V.1: Situation géographique du parc national de Theniet EI Had (Mairif., 2013).
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Le parc national de Theniet ElI Had est divisé en dix cantons, dont la grande partie de

superficie se trouve au niveau du versant Sud.

Carte des cantons - Parc National des Theniet El Had
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Figure V.2: Carte des cantons - Parc national de Theniet EI Had (PNTEH., 2018).

V.2. Matériel végétal

V.2.1. Récolte

Le ciste de feuilles de sauge (Cistus salviifolius L.) faisant I’objet de cette étude, est

situé dans le canton Rond-point, versant a exposition nord dont les précipitations annuelles

totales sont de I’ordre de 792mm (Loukkas., 2006).
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Figure V.3: Cistus salviifolius L. de Theniet Elhad, Tissemsilt, Algeérie.

Les échantillons des parties aériennes (feuilles) de Cistus salviifolius.L, ont été identifié
par Mr BELKAID B au niveau du PNTEH, récoltés au mois de Mai 2017 en pleine
inflorescence durant la période matinale vers11,00 heures. A une température moyenne de
19,9°C.

Le tableau ci-dessous résume des informations sur le site d’échantillonnage.
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Tableau V.1: Fiche technique du site d’échantillonnage (PNTEH., 2018).

Canton Altitude Exposition  Pente Type de peuplements Type de Sol

Rond-point 1200 - Nord 30-33° cedre, Chéne vert, ciste de argilo-
1400 m feuilles d(laigglége, Chéne sableux

V.3. Extraction et caractérisation chimique des huiles essentielles de Cistus

salviifolius L.
V.3.1. Extraction par hydrodistillation

V.3.1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal a été nettoyé et débarrassé de tous éléments étrangers, placé dans
des sacs et transporté au laboratoire.

L’extraction de I’huile essentielle des feuilles de Cistus salviifolius a été effectuée a
I’aide d’un hydrodistillateur de type Clevenger (Fig.V.4), au niveau de laboratoire de
technologie alimentaire & Mostaganem, Cette technique se base sur le pouvoir que posséde la
vapeur d’eau a transporter les huiles essentielles. L’opération consiste a introduire 80g de
masse végétale séchée dans un ballon en verre de 01 Litre, on y ajoute une quantité suffisante
d’eau distillée sans pour autant remplir le ballon pour éviter les débordements de I’ébullition
(Duru., 2003).

L’ensemble est porté a ébullition pendant 03heures a 1’aide d’un chauffe-ballon. L'huile
essentielle obtenue a été séchée en utilisant le sulfate de sodium anhydre (Na;S0,). (Al -
Jaber., 2012).

Puis stockée a I'obscurité a 4°C dans des flacons en verre opaque (Oke et al., 2009).
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Figure V.4: Dispositif d’hydrodistillateur de type Clevenger pour 1’extraction de 1’huile
essentielle
V.3.1.2. Calcul du rendement

Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en huile essentielle est défini comme étant
le rapport entre la masse d’huile essentielle obtenue aprés extraction et la masse de la matiére

végétale utilisée. Il est exprimé en pourcentage et calculé selon la formule suivante:

x 100

SN

'y:

y : Le rendement en huile essentielle (%, p/p),
V: Le poids de I'huile extraite (g),
W: Le poids des parties végétales fraiches (g).
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Figure V.5: Schéma du montage d’hydrodistillation (Clevenger)
(Mengal et Mompon., 1994).

V.4. Méthodes d’étude de I’effet de séchage

Apres la récolte de la plante, Les feuilles et les branches ont été nettoyées, purifiées de
tout élément étranger la plante est séchée au laboratoire a une température ambiante.
L'expérience a lieu en mai 2017. La premiere extraction est faite sur la plante fraiche, la
seconde est réalisée 24 heures plus tard. Les autres extractions sont effectuées pendant un

intervalle de 24 heures.

Les huiles essentielles ont été utilisées pour réaliser la suite de I’é¢tude (détermination de

la composition chimique et I’activité antimicrobienne).
V.5. Caractérisation chimique des HEs de Cistus salviifolius L

L’analyse et I’identification de la composition chimique des huiles essentielles de
I’espece étudiée ont été effectuées par la technique chromatographique. I s’agit de la
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-SM), ce qui
nous a permis de séparer, de quantifier et d’identifier les composés en se référant aux banques

de données spectrales.
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V.5. 1. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CPG-SM)

L'analyse CG-SM a éte effectuée sur un chromatographe en phase gazeuse 7890A.
(Agilent, américain) équipé d'un spectrometre de masse 5975C Plus (Agilent, américain).
au niveau de 1’unité de recherche de biologie végétale Université Federico Il, Italie
Une technologie Agilent & capillaire de silice fondue HP-5 ms (5% phényl méthyl siloxane)
colonne (30mx0,25 mm de diamétre, épaisseur de film 0,1m) a été utilisée pour la séparation.
La température de I’injecteur était de 150°C et la température du détecteur était de 250°C
La température initiale a été maintenue a 100°C pendant 4 minutes, et la température a été
graduellement augmentée a 130°C a un taux de 5°C /min et de 5°C /min. puis elle a ensuite
été tenue pendant 20 minutes a 130°C.
Le gaz porteur était I'hélium avec une vitesse linéaire de 1,2mL min-1 a un rapport de
fractionnement de 30:1 ; volume d'injection: 0,2uL
L’identification des différents composés par une comparaison du spectre de masse et des
indices de rétention (Ir) des échantillons authentiques avec ceux fournis dans les publications
(Adams., 2007). La quantification de la quantité relative de chaque composé a été effectuée

en fonction du pourcentage de surface, sans tenir en compte le facteur d'étalonnage.

Figure V.6: Chromatographe en phase gazeuse 7890A.

(Agilent, américain) équipé d'un spectrometre de masse 5975C Plus (Agilent, américain).
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V.5. 2. Identification des composés chimiques

L’identification des différents constituants des huiles essentielles a été faite sur la base
de leurs indices de rétention et de leurs spectres de masse par comparaison avec les données
de la littérature et confirmation par I'Institut national des normes et de la technologie (NIST)
V.2.0 Bibliothéque GC-MS (Babushok et al., 2011).

V.6. Procédés d’étude microbiologique

V.6.1. Souches microbiennes testées

Pour notre étude, nous avons testé la sensibilité des souches bactériennes de
référence provenant de I’Institut Pasteur d’Alger vis-a-vis des agents antimicrobiens standards
(antibiotiques) et biologiques (huiles essenticlles). Il s’agit de six souches
bacteriennes dont trois a coloration de Gram-positive et trois a coloration de Gram-négative
(Tab.V.2). L’ensemble des souches testées sont connues par leur pouvoir pathogéne et

d’altération alimentaire, le plus souvent incriminées dans diverses infections et intoxications

alimentaires.
Tableau V.2 : Liste des souches microbiennes testées.
Bactérie Souche Code Source
ATCC 14028
Salmonella enterica
Gram négatif
ATCC 27853
Pseudomonas aeruginosa
ATCC 25922
Escherichia coli _
Institut
ATCC 25923 Pasteur
Staphylococcus aureus
Gram positif
ATCC 14579
Bacillus cereus
Bacillus subtilis ATCC 6633
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V.6.2. Principales caractéres des souches testées

V.6.2.1. Staphylococcus aureus

S. aureus ou «staphylocoque doré» en référence a son aspect en culture (colonies
jaunes) représente l’espéce la plus rencontrée en pathologie humaine. C’est une cocci,
bactérie Gram positif, aéro-anaérobie facultatif appartenant a la famille des
Staphylococcaceae. Elle a un diamétre d’environ 0,5 & 1,5um, immobile, asporulé; et
habituellement disposé en grappes. (Murray el al., 2003 ; Becker et al., 2004).
elle est présente a plusieurs endroits chez les humains: nez, aine, aisselle, région périnéale
(hommes), muqueuse, bouche, glandes mammaires, cheveux, tractus intestinal, appareil
génito-urinaire et voies respiratoires supérieures (Spendlove et Fannin., 1983 ; Murray et
al., 2003 ; Le Loir et al., 2003).

Selon Nauciel et Vildé., 2005, Staphylococcus aureus peut étre trouvé chez 30a 40%
des individus particulierement dans les fosses nasales antérieurs et la gorge, il est pathogéne
et responsable d’infections nosocomiales, cutané, ostéomyélites, septicémises et

pneumopathies

V.6.2.2. Bacillus cereus

Il s’agit d’un batonnet a coloration Gram positive, sporulant et aéro-anaérobie facultatif,
appartenant a la famille des Bacillaceae, genre Bacillus comprenant des bactéries étroitement
apparentées qui présentent des propriétés pathogenes tres divergentes.

Les souches de Bacillus cereus sont constituées de bacilles de 1,4um habituellement observés
en paires ou en chainettes courtes (Logan et Rodrigez-Diaz., 2006; Murray et al., 2007).

De nombreuses bactéries classées comme B. cereus sont largement répandues dans
I'environnement, avec des réservoirs probables dans le sol (Vilas-Boas et al., 2002), et
comme habitants commensales des intestins des insectes (Margulis et al., 1998). Elles sont
parfois associées a des intoxications alimentaires (Granum et Lund., 1997) et a des
infections des tissus mous, notamment de 1'ceil (Drobniewski et al., 1993).

Le bacille peut produire six types de toxines, a savoir cing entérotoxines et une toxine
émétique, qui peuvent étre thermostables ou thermolabiles, selon les souches (From et
Rodrigez-Diaz., 2005 ; Logan et al., 2006).
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V.6.2.3. Bacillus subtilis

Est une espéce de bactéries du genre Bacillus et de la famille des Bacillaceae. C’est un
bacille a Gram-positif groupée en chaine, mobile, aérobie strict, qui est bien connu pour son
capacité a se différencier en spores métaboliquement inactives qui sont tres résistantes aux
stress environnementaux. (Lopez et al., 2009).

Ces spores lui permettent de survivre longtemps dans des conditions extrémes telles que
la dessiccation, la chaleur ou les radiations. Au cours de I'évolution, sa compétence naturelle
lui a également confere une capacité d'adaptation par recombinaison (Marchadier., 2009).
Bacillus subtilis n’est pas considéré comme pathogéne pour ’homme cependant il peut
contaminer des aliments en outre il a le pouvoir exceptionnellement de provoquer des
intoxications alimentaires. Ce bacille est impliqué dans diverses infections cliniques tel que la
méningite, I’infection urinaire, 1’endocardite, la pneumonie, la panophtalmie, 1’abcés de

I’orbite (Devine., 2004 ; Piggot., 2009).
V/.6.2.4. Escherichia coli

Escherichia coli est un bacille a gram négatif, radiorésistant appartenant a la famille des
Enterobacteriaceae, asporulé. Sa taille varie en fonction des conditions de croissance (entre
0,5 a 3um), pesant de 0,5 a 5 picogrammes (Farmer et al., 2007).

E. coli est I’espece prédominante de la flore aérobie-anaérobie facultative du tube
digestif chez 1’homme et chez de nombreuses espéces animales. La combinaison des
antigenes de surface, flagellaires et capsulaires déterminent en théorie environ 700 000 E. coli
différents.

Le genre Escherichia comprend cing especes dont une seule, I'Escherichia coli, est utilisée a
titre d’indicateur de la qualité des eaux (Ishii et Sadowsky., 2008).

La grande majorité des E. coli appartiennent a la flore commensale digestive et certains
peuvent acquérir des facteurs de virulence particuliers et donner soit des pathologies extra-
intestinales (méningites, infections urinaires) soit des pathologies intestinales, telle que les
diarrhées (Mariani-Kurkdjian et Bingen., 2012). Cette bactérie est également responsable

d’infections communautaires et nosocomiales (Avril et al., 1992 ; Avril et Fauchére., 2002)
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V.6.2.5. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) est une bactérie a gram négatif de 1 a 5um de
long (Lyczak et al., 2000), se présentant de maniére isolée ou groupée par deux ou en courtes
chaines, tres mobiles grace a une flagelle polaire : ciliature monotriche, dépourvue de spores
et de capsules. Elles apparaissent la plupart du temps isolées ou en diplobacilles (Schachter.,
1999).

En raison du développement de la pyocyanine, un pigment qui donne aux plaies infectées une
couleur bleu-vert caractéristique de P. aeruginosa, il est également appelé "bacille
pyocyanique".

C’est une bactérie mésophile qui se développe dans une plage de température allant de 4°C a
45°C. La température de croissance optimale varie entre 30°C et 37°C. Elle toléere également
des variations du pH dans son environnement.

Cette adaptation a I’environnement (pH, température, substrat) lui permet d’étre une bactérie
ubiquitaire capable de coloniser différents habitats (sols, eaux douces) ou différents hotes
(végétaux, animaux, nématodes, insectes) (Green et al., 1974 ; Lyczak et al., 2000 ; Filloux
et Vallet., 2003).

P.aeruginosa est une des principales causes de nombreuses infections
environnementales et nosocomiales (Bonten et al., 1999 ; Pirnay et al., 2003), elle est
capable d’infecter différents organes, comme les poumons, le sang, le systéme urinaire ou
encore la cornée dont les principales causes d’infection sont les dispositifs médicaux
(cathéter, chambre implantatoire, sonde, intubateur, lentille de contact). (Mulcahy et al.,
2014).

Ainsi que I’¢tat de santé du patient (plaies chirurgicales et traumatiques, grands brilés,
dysfonctionnements du systéeme immunitaire) qui peut faciliter I’implantation de la bactérie

dans I’organisme et sa multiplication.
V.6.2.6. Salmonella enterica

Salmonella enterica est une bactérie gram-négative, en forme de batonnet et flagellée
qui peut étre divisée en 6 sous-espéces différenciables par leurs caracteres biochimiques
(Grimont., 1992).

Cette bactérie présente un intérét en raison de sa capacité a provoquer des maladies

infectieuses chez les humains et les animaux, l'infection est principalement causee par la
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manipulation et la digestion incorrectes des aliments non cuits et un grand nombre de sources
alimentaires animales différentes ont eté identifiées comme des reservoirs de bacteéries
(Humphrey., 2000).

La salmonellose humaine, infection a S. enterica, touche environ 1,3 million de

personnes par an, soit environ 30% de toutes les maladies d'origine alimentaire, et cause
environ 500 déces. Son codt est estimé a 2,4 milliards de dollars par an (Callaway et al.,
2008).
Plus de 2 500 Des sérovars de S. enterica ont été identifiés et la plupart d'entre eux ont été
décrits comme étant la cause d'infections humaines. Toutefois, la plupart des rapports ont
mentionné S. enterica serovar Typhimurium et S. enterica serovar Enteritidis comme étant les
causes les plus fréquentes de salmonellose humaine dans le monde (Galanis et al., 2006;
Humphrey., 2000 ; Olsen et al., 2001).

Les maladies infectieuses causees par S. enterica dépendent largement des protéines
sécrétées et de l'adhésion des sources fimbriales et non fimbriales pour créer un biofilm et un
contact avec la cellule héte (Hensel., 2009). Les cellules bactériennes pénétrent dans les
cellules qui tapissent l'intestin, et la membrane de la cellule héte se froisse en réponse a la
fixation initiale des bactéries. Le voltigeur est lié a une réaction de déclenchement qui
entraine la macropinocytose.

En cas de complications abdominales comme la gastro-entérite, lorsque I'équilibre entre
I'absorption et la sécrétion est altéré, les premiers symptomes sont des crampes abdominales,
de la diarrhée, de la fievre et des nausées. La plupart des cas causés par une contamination
alimentaire se résolvent d'eux-mémes en une semaine, mais les cas plus graves nécessitent
souvent I'administration de fluoroguinolone ou de céphalosporines, deux antibiotiques a large
spectre qui peuvent respectivement tuer I'organisme en empéchant la formation de la paroi
cellulaire (CFDCP., 2011).

V.7. Milieux de culture utilisés
Gélose nutritive et Gélose Mueller Hinton (M.H) (Annexe 2) sont les milieux de culture

utilisés pour les différents tests microbiologiques.
V.7.1. Préparation de la suspension bactérienne (I’inoculum)

La suspension est préparée a partir d’une culture jeune en milieu de gélose nutritive de
18 a 24H, ou quelques colonies des souches cibles ont été prélevées, diluées dans un tube a
essai contenant 5ml d'eau physiologique stérile a 0.9%, puis bien homogénéisées par la suite.
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FigureV.7: Préparation de I’inoculum

La suspension bactérienne a été par la suite standardisée a 0.5McF (McFarland), soit
une Densité Optique de 0,08 a 0,10 lue a une longueur d’onde de 625nm sur un

spectrophotomeétre UV (Jenway 670).

V.8. Etude de la sensibilité des souches vis-a-vis des antibiotiques
(Antibiogramme)

V.8.1. Principe

C’est une méthode qui refléte 1’aspect quantitatif de sensibilité bactérienne aux
antibiotiques.

Elle est d’un intérét capital pour le clinicien qui doit établir ou rectifier une thérapie déja
entreprise. (Labiod., 2016)

Le but de la réalisation d’un antibiogramme est de prédire la sensibilité d’un germe a un ou
plusieurs antibiotiques dans une optique essentiellement thérapeutique.

La sensibilité aux antibiotiques est étudiée par la méthode de diffusion en milieu solide
par la méthode de disque, selon les recommandations du Comité de 1’Antibiogramme de la
Société Francaise de Microbiologie (CASFM., 2012). Cette méthode permet de déterminer la
sensibilité des bactéries a croissance rapide vis-a-vis d’une gamme d’antibiotiques (Francois.,

2000). Les antibiotiques testés sont montres dans le tableau V.3.
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»> Ensemencement

Apres avoir introduit un écouvillon stérile dans 1’inoculum ajuste au témoin d’opacité
standard, on rejeter 1’excés de bouillon par pression sur les parois du tube. Ensemencer la
gélose. L écouvillon doit passer 2 a 3 fois sur toute la surface en tournant la boite 3 fois de
60° afin d’assurer une bonne répartition de I’inoculum. puis laisser sécher 10 a 15min a la
température ambiante (Denis et al., 2011).

> Dépot des disques et incubation

On pose les disques d’antibiotiques correspondants en appuyant légérement pour qu’ils
adherent bien a la gélose. Les disposer a 1’aide d’une pince stérile a la surface de milieu a 15
mm minimum de la périphérie de la boite de maniére a ce que les zones d’inhibition ne se
chevauchent pas.
Les boites de Pétri ont été fermées et laissées diffuser a température ambiante pendant 1H.
Elles ont été par la suite portées a incubation a 37°C pendant 24 a 48H (Fig.V.9).

Figure V.8: Dépo6t des disques Figure V.9: Incubation 24H a 37°C
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La lecture des résultats a été faite par la mesure de la zone d’inhibition, qui est
représentée par une auréole formée autour de chaque disque ou aucune croissance n’est
observee.

Les résultats obtenus sont comparés aux valeurs critiques figurant dans les tables de lecture
correspondantes, ce qui permet de classer la bactérie dans I’une des catégories; sensible (S),
résistante (R) ou intermeédiaire (I). selon la standardisation nationale de I’antibiogramme en
médecine humaine et vétérinaire de 1’année 2011 et le comité de I’antibiogramme de la

société francaise de microbiologie (2015) (Ammari et al., 2011 ; Jehl et al., 2015).

Tableau V.3: Les antibiotiques utilisés pour 1’antibiogramme
(Ammari et al., 2011 ; Jehl et al., 2015)

Antibiotique Sigle Charge du disque en
ng
Amikacine AK 30
Gentamycine CN 15
Tobramycine TMN 10
Sulfaméthoxazole-Trimethoprime SXT 25
Fosfomycine FF 50
Ampicilline AM 10
Amoxicilline AML 25
Ticarcyline TI 75
Ceftazidime CAZ 30
Kanamycine K 30
Colistine COL 10
Rifampicine RA 5
Pristinamycine RP 15
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V.9. Etude du comportement des souches bactérienne vis-a-vis les principes actifs
des huiles essentielles
V.9.1. Evaluation qualitative de ’activité antibactérienne par la méthode

d’ aromatogramme

L'aromatogramme est une méthode inspirée de I'antibiogramme, il permet de déterminer
I' activité inhibitrice de I’huile essentielle par mesure du diamétre d'inhibition, autour d'un
disque imprégné de celle-ci, ou d’un produit & base d’huile essentielle (Vincent., 1991).
plus précisément d’un test de laboratoire qui permet aux phytothérapeutes d'analyser in vitro
I'activité antibactérienne des huiles essentielles et de sélectionner plus précisément les huiles
essentielles capables de supprimer ou de détruire les germes pathogenes (Damian et
Damian., 1995).
Différents types d'aromatogrammes, des milieux solides, liquides, sont exploitables.
Cependant, dans la pratique quotidienne, le milieu solide est le plus simple et le plus
facilement reproductible (Pibiri., 2005).

V.9.1.1. Principe

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé a effet antibactérien en

milieu solide dans une boite de Pétri, aprés un certain temps de contact entre le produit et le
microorganisme cible. L’activité antibactérienne sur la cible est appréciée par la mesure du
diamétre de la zone d’inhibition.
L'activité antibactérienne des huiles essentielles a été déterminée par la méthode de diffusion
en gélose (Hazzit et al., 2009). On prépare des boites de pétri (90 mm de diamétre) en versant
20ml de milieu Agar Mueller Hinton (MHA) et on laisse solidifier et sécher pendant 30
minutes.

Entre-temps, la densité des suspensions bactériennes a été ajustée par [’eau
physiologique stérile en utilisant un spectrophotomeétre UV (Jenway 670) pour atteindre la
concentration finale de  10° UFC/ml (Mohapatra et al., 2011). Un volume de suspension
microbienne standardisée a été ensemencé par étalement et étendu uniformément sur la gélose
(MH) et laissé sécher pendant 5min.

Des disques stériles de papier Wattman de 6mm de diameétre, contenant 10ul d’huile
essentielle pure, sont déposés a 1’aide d’une pince stérile a la surface des boites ensemencées

(un disque par boite).
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Les boites sont ensuite fermées et laissées diffuser pendant 15min a température
ambiante puis incubées a 37°C pendant 24 heures. Trois essais sont réalisés pour chaque test

avec témoins utilisés comme contrdle négatif.

La lecture s’effectue en mesurant le diametre de la zone d’inhibition autour de chaque disque
a I’aide d’un pied a coulisse. Le résultat étant la moyenne des trois essais et peut étre
symbolisé par des signes selon la sensibilité des souches vis-a-vis des huiles essentielles
(Ponce et al., 2003) (Fig.V.10).

- Non sensible (-) ou résistante (R): diamétre < 8mm

- Sensible (+) diameétre compris entre 9 a 14mm

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

- Extrémement sensible (+++): diamétre > 20mm

Disque imprégné d"HE CToissance microbienne
L Zone d'inh1hi[i¢.-u_)|

Figure V.10: Schéma simplifié¢ du principe de la méthode de 1’aromatogramme

V.9.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Sur la base des résultats, la concentration minimale inhibitrice correspond a la plus
faible concentration d'huile qui est corrélée a une absence de croissance (Joffin., 1996).
Selon Skandamis et Nychas., (2001). La CMI est définie comme étant la plus faible
concentration en huile essentielle capable d’inhiber la croissance microbienne de 90%
(Benchikh., 2017)
Pour déterminer les CMI (concentration minimale inhibitrice), nous avons suivi les mémes
étapes que pour I'évaluation de l'activité antibactérienne selon la méthode de diffusion sur

milieu gélosé, en variant les concentrations des huiles essentielles.

Cette détermination a été réalisée en milieu solide selon la méthode rapportée par Remmal et
al., (1993) et Farah et al., (2001).
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L'huile essentielle est émulsionnée a raison de 10% (DMSO) afin de disperser les

composeés et d'améliorer leur contact avec les microorganismes testes.

Les dilutions ont été préparees a 1/10, 1/25, 1/50, 1/100, 1/200, 1/300, 1/400 et 1/500 dans la
solution de DMSO (Fig.V.11). Un volume de 1,5ml de chacune des dilutions est versé dans
une boite de Pétri vide, est ajouté par la suite 13,5ml du milieu MH préalablement stérilisée
pendant 20 minutes a 120°C, refroidie a 45°C, et on fait tourner les boites d’un mouvement
circulaire jusqu’a obtention d’un milieu homogéne. Les concentrations finales d'huiles
essentielles sont de ’ordre de 1/100, 1/250, 1/500, 1/1000, 1/2000, 1/3000, 1/4000 et 1/5000
(v/v) (Tab.V.4). Des contrdles négatifs (témoins), ne contenant que le milieu de culture et le

DMSO ont été également préparés. (Chaque test est réalisé en triplé).

Les boites préparées font 1’objet d’un ensemencement des bactéries testées a 1’aide
d’une anse calibrée de 1l (dont la densité des suspensions est ajustée de la méme manicre).
Aprés incubation a 37°C pendant 24-48h.

La lecture des résultats se fait a I’ceil nu par observation et la CMI correspond a la plus faible

concentration d’huile a laquelle aucune croissance microbienne n’est visible (CLSI., 2002 ;

Oussou et al., 2004).

Tableau V.4: Concentrations finales des huiles essentielles de Cistus salviifolius L.

Tube 1 2 3 4 5 6 7 8 témoin

Huile 150 |60 30 15 7.5 5 3.75 3 0
essentielle (ul)

D.M.S.O | 1350 | 1440 | 1470 | 14485 | 14925 |1495 |[1496.25 | 1497 | 1500
(k1)

Concentrations | 1/10 | 1/25 | 1/50 1/100 1/200 1/300 1/400 1/500 |0
(viv)

Gélose MH 13500
coulé (ul)

Concentrations | 1/100 | 1/250 | 1/500 | 1/1000 | 1/2000 | 1/3000 | 1/4000 1/5000 | O
finales (v/v)
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1/10 HE+ 9/10 DMSO
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Figure V.11: Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) des
huiles essentielles de Cistus salviifolius L.
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Chapitre VI Résultats et discussion

VI.1. Extraction et caractérisation chimique des huiles essentielles de Cistus
salviifolius L.
VI1.1.1. Extraction des huiles essentielles

VI1.1.1.1. Rendement d’extraction
Les huiles essentielles ont été extraites par la technique d’ hydrodistillation, dont les

principales caractéristiques organoleptiques sont résumées dans le tableau ci-dessous.

TableauV1.1. Propriétés organoleptiques de I'HE de Cistus salviifolius L.

Parametres HEs de C salviifolius L.
Aspect liquide

Couleur jaune clair

Odeur forte et persistante

Les quantités d'huile essentielle ont été obtenues pour chaque essai, aprés 3 heures d'
hydrodistillation de 80g de matiere végétale, ce qui a permis de calculer le rendement (R) de

I'extraction selon la formule ci-dessous (Putri et al., 2017).

Masse d'huile essentielle (g)
x100

"~ Masse du matériel végétal utilisé (g)

Le rendement en huile essentielle de la partie aérienne (feuilles) de Cistus salviifolius
L. est de I’ordre de 0,070 %. Dans des études similaires rapportées par Demetzos et al.,
(2002) en Grece, Loizzo et al., (2013) sur des plantes poussant en Sicile (ltalie) et
Fanourioua et al., (2018) en Turquie, les rendements moyens en huiles essentielles
enregistrés étaient de 1’ordre de 0.074, 0.15, et 0.07% respectivement.

Cependant la valeur du rendement que nous avons obtenu est inférieure a celle obtenue
par Mastino et al. (2016), en Sardaigne soit 1.36% et celles rapportées par Demetzos et al.,
(2002) dans une étude sur 15 populations de la méme espece et dans la méme région, se
situant respectivement entre 0,1 et 0,44%

En Algérie, les études sur les huiles essentielles de C salviifolius L. demeurent peu

fréguentes, néanmoins, Bechlaghem et al., (2019) ont, suite a une étude menée sur trois
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autres espéeces de cistes dont C. ladaniferus, C. albidus et C. monspeliensis poussant dans le
nord-ouest de I'Algérie, obtenu des rendements en huiles essentielles extraites des parties
aériennes fraiches (feuilles, fleurs, tiges), de 1’ordre de 0.08, 0.02 et 0.003 respectivement.

On peut déduire que le rendement en huile essentielle d'un méme genre ou d’une méme
espéce peut varier en fonction de plusieurs facteurs, parmi lesquels 1’origine géographique, les
facteurs écologiques notamment climatiques tels que la température et I’humidité, le stade de
croissance, la conservation du matériel végétal, la méthode d’extraction ainsi que la génétique
de la plante (Vekiari et al., 2002 ; khajeh et al., 2005 ; Viljoen et al., 2006 ; Sefidkon et al.,
2007 ; Kelen et Tepe., 2008).

D’autres facteurs tels que la lumiére stimulent aussi la production des huiles
essentielles. Des études sur Mentha piperita L. ont montré que 1’obscurité tend a diminuer le
rendement en huiles volatiles de 1.43% a 1.09 %. De méme, le pourcentage du menthol dans
I’huile essentielle chute de 61.8 % a 57.5 %. Il en est de méme pour I’irrigation qui exerce un
effet positif sur la croissance végétative. Il a été démontré que le manque ou I'exces d'eauont
un effet défavorable sur le rendement des huiles essentielles. (ElZakhem., 2003).

Dans une autre étude, une expérience menée au Brésil concernant I’impact des
différents environnements lumineux sur les huiles essentielles des feuilles de poivre de singe
(Piper aduncum L.) a révélé des différences importantes dans les rendements et les
caracteristiques chimiques des huiles essentielles lorsque la plante est cultivée dans des
conditions de lumiére différentes. Ainsi les plantes a feuilles poussant dans des conditions de
faible luminosité et dans un environnement dominé par une plus grande quantité de lumiére
bleue procuraient une production d'huiles essentielles plus éleveée.

Par ailleurs, la plupart de la production d'huile essentielle a été observée dans des
racines ou l'influence de la lumiére n'était pas présente (Pacheco et al., 2016).

La teneur en huiles essentielles dépend également de la date de récolte. Les bourgeons
et les feuilles doivent étre récoltés avant la floraison. En effet, selon Salle et Pelletier.,
(1991), apres la floraison, 70% des huiles essentielles s'évaporent dans I'air. Selon Fliick.,
(1942), la plante entiere est généralement récoltée pendant la floraison.

Par ailleurs, Okoh et al., (2007), ont montré que le rendement maximal en huiles essentielles
est obtenu au stade de pleine floraison (0,97%), contrairement au stade de la pré-floraison ou

le rendement est a son minimum (0,13%).
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V1.1.1.2. Effet de la période de séchage sur le rendement en huiles essentielles

D’apreés les résultats mentionnés dans la Fig.V1.2, on remarque clairement I’effet du
séchage sur le rendement d’extraction des huiles essentielles. En effet, les rendements
d’extraction de I’huile essenticlle de Cistus salviifolius subissent une variation notable en
fonction du temps de séchage de la matiere végétale. C’est ainsi qu’a 1’état frais, le rendement
est de I’ordre de 0,038% et passe a 0,04% aprés 48 heures de séchage. Par ailleurs, le
rendement maximal en huiles essentielles de la partie aérienne de C. salviifolius L. de I’ordre
de 0.07% est atteint au cours du troisieme jour de séchage, suivi par une baisse dans les jours
qui suivent.

Il apparait ainsi que le séchage influe sur le rendement en huiles essentielles de la plante avant

sa mise en distillation et plusieurs travaux de recherche ont confirmé ce phénomeéne.

Rendement %

0,08

0,07

0,06 A
0,05 / \
[\

0,04 —
sl Rendement %
0,03
0,02 \
0,01
o T T T T 1
o 2 4 =1 B 10

Figure V1.1: Variation du rendement des huiles essentielles de la plante Cistus salviifolius L.
au cours de la période de séchage.

Le rendement augmente d'abord jusqu'a atteindre un equilibre puis diminue dans le sens
de I’évolution de la teneur en eau ou la perte de poids pendant le séchage et par conséquent du

rendement.
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D'aprés Asekun et al., (2007), la teneur en huiles essentielles des feuilles séchées de
Mentha longifolia est plus important que la matiere en feuilles fraiches. La rentabilité de la
plante sechée étant plus élevee en terme de rendement de 1’ordre de 0,592% par rapport a la
plante fraiche soit 0,136% (Mastino et al., 2017).

Plusieurs études ont été entreprises a ce sujet, et une tendance générale a été vérifiee.

Le rendement en huile essentielle exprimé par rapport a la matiere séche, varie avant la
distillation pendant le sechage de la matiere vegetale. C’est ainsi qu’il débute progressivement
dans une premiére phase par une nette ¢élévation, atteint un maximum, puis s’abaisse
régulierement.

Le niveau du rendement optimal et la durée de la premiére phase sont en relation avec
I’espéce végétale et les conditions de séchage mises en ceuvre (séchage direct au soleil ou
naturel a I’air). Cette constatation a été confirmée pour Teucricum polium (Bencheikh et al.,
2015), la verveine (Edwardien et al., 1993), I’eucalyptus (Zrira et al., 1991 ; Zrira., 1992),
la lavande (Raiss., 1998 ; Valnet., 2003), et la tanaisie annuelle (Elamrani et al., 1997 ;
Greche., 1999).

En outre, la méme observation sur le romarin a été confirmée par Elamrani et al., 1997 ;
Amrani., 1999).

Au Maroc, une seule espece a défié cette loi, au cours d’un travail mené sur ce theme au
niveau des laboratoires des plantes aromatiques ou le rendement en huiles essentielles a
demeuré constant pendant plusieurs semaines (M’Rabet., 1999).

Néanmoins, le temps de séchage du matériel végétal n'affecte en aucun cas la composition
qualitative de I'huile essentielle, cette constatation a été confirmée pour 1’espéce Artemisia
herba-alba Asso par Mighri et al., (2009).

Par contre, une recherche menée par Essaqui et al., (2016) a montré que le temps de
séchage au soleil et & I'ombre d’Warionia saharae exerce une variation assez importante sur
le rendement en huiles essentielles et affecte les constituants qualitatifs et quantitatifs de leur

composition.

Dans la recherche de la compréhension de ce phénomeéne et apres avoir vérifié plusieurs
hypothéses, il a été montré qu’il s’agit d’un phénoméne biologique étant donné que la plante,
apres sa récolte continue a vivre et la biosynthese des huiles essentielles continue et
s’accélere, ce qui est a I’origine de I’accentuation de son activité de biosynthése des terpenes

et dérivés. Il s’agit pour la plante d’un moyen de défense contre le stress hydrique (Zrira et
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al., 1991), c’est ce qui est a I’origine de I’augmentation des rendements en huiles essentielles

pendant les premieres phases.

Apres la mort définitive de la plante, toute 1’activité de biosynthese s’arréte et les pertes
d’huiles essentielles par évaporation ne sont plus compensées, d’ou les baisses des
rendements de distillation a cause de la réduction ou l'arrét de l'activité enzymatique causant
la mort des cellules suite a une forte déshydratation. De ce fait, on peut considérer le séchage
comme étant la méthode la plus courante et la plus fondamentale pour la conservation des
plantes médicinales aprés leur récolte (Muller et Heindl., 2006).

Tanko et al., (2005), ont rapporté que les plantes fraichement récoltées occupent de
grands volumes et posent des difficultés de transport et de stockage. Par conséquent, le
séchage des plantes médicinales est nécessaire pour la manipulation et la conservation, mais
les protocoles de séchage doivent étre concus de telle sorte qu'ils n'entrainent pas la

diminution des concentrations phytochimiques.

Suite a ces résultats, pour une exploitation industrielle, il est impératif donc d'extraire
I'huile essentielle des feuilles de C salviifolius L. environ trois jours apres la récolte, puisque
la teneur en huiles essentielles est a son maximum. Au-dela de cette période, elles perdent

quantitativement leurs huiles essentielles.
VI1.1.2. Détermination de la composition chimique de ’HE de Cistus salviifolius L.

L'analyse GC-MS de I'huile essentielle de Cistus salviifolius L. a permis de détecter 39

composants (Tab.V1.2).
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TableauV1.2: Composition chimique de I’huile essentielle de Cistus salviifolius L.

N° RI Composants %

1 1100 nonanal 0.7

2 1143 Camphor 13.2
3 1165 neo-mentho 0.4
4 1183 1-a-terpineol 0.7

5 1290 thymol 0.4
6 1298 carvacrol 0.5
7 1351 iso-neocarvomenthylAcetate 0.9
8 1395 Trimnal 1.8
9 1401 methyleugenol 0.5
10 1453 geranylacetone 0.3
11 1460 cis-muurola-4(14),5- diene 0.2

12 1461 allo-aromadendrene 0.1
13 1495 a—muurolene 0.2

14 1513 y-cadinene 0.1
15 1532 cadina-1,4-diene 0.2

16 1549 elemol 0.3
17 1584 [3-copaen-4-ol 1.0
18 1581 caryophylleneoxide 4.4
19 1590 Viridifloro 0.1
20 1592 longiborneol 3.2
21 1573 dodecanoicacid 1.31
22 1627 epi-cubenol 0.5
23 1641 a- epi-muurolol 1.8
24 1645 a-muurolol 0.6
25 1652 a-eudesmol 4.1
26 1653 a-cadinol 1.3
27 1649 B-eudesmol 0.9
28 1676 n-tetradecanol 0.5
29 1762 benzyl benzoate 1.2
30 1777 tetradecanoicacid 3.4
31 1978 ethylhexadecanoate 5.6
32 2090 Octadecanol 0.2
33 2100 heneicosane 0.8
34 2200 N-docosane 3.2
35 2259 epidehydroabietol 3.2
36 2271 3B-hydroxy- manoyloxideisomer 1.3
37 2325 trans-ferruginol 10.6
38 2357 trans-ferruginylacetate 2.7
39 2278 Cis- totarol 2.8
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Les résultats de l'analyse qualitative des huiles essentielles montrent que les
sesquiterpenes oxygénés ont été detectés dans des pourcentages plus élevés soit (30.76%)
représentés essentiellement par le caryophyllene oxide (4.4%) et I’a-eudesmol (4.1%), suivi
par les monoterpénes oxygénés avec un taux de 17.94%.

Parmi les autres composes, on retrouve les sesquiterpéniques hydrocarbonés, les esters,
les diterpenes principalement avec un pourcentage équivalent de 12.82%, dont les constituants
majoritaires sont cadina-1,4-diene (0.2%), trimnal (1.8%), trans-ferruginol (10.6%),
ethylhexadecanoate (5.6%) (Fig.V1.2).

Les structures chimiques des composants majoritaires de I’HE sont représentées dans la
figure V1.3.

M sesquiterpenes oxygénés
B Monoterpénes oxygénés

m Sesquiterpenes hydrocarbonés

12,82%

Esters
Ml Diterpenes

M autres

FigureV1.2: Proportions des différents groupes chimiques de I’huile essentielle
de Cistus salviifolius L.
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FigureV1.3: Structure chimique des composants majoritaire de I’HE de Cistus salviifolius L.

De nombreuses études dont celle menée en Tunisie par Loizzo et al., (2013) a montré la
richesse de I’huile essentielle en sesquiterpénes (hydrocarbures 12,5% et oxygénés 31,5%)
avec un profil assez complexe. Parmi les sesquiterpénes, le principal composé était le
germacrene D (9,1%). Par ailleurs Demetzos et al., (2002) en Gréce, rapportent que les huiles
essentielles étaient caractérisées par des pourcentages élevés de sesquiterpénes, en particulier
de sesquiterpenes oxygénes. La méme constatation a été rapportée par Pistelli et al.,(2018),
qui ont signalé une teneur plus élevée en sesquiterpenes oxygénés (38,1%) dans la
composition chimique des huiles essentielles de trois especes spontanées de C. salviifolius
dans une mine abandonnée de I'lle d'Elbe et moins de non-terpénes (16,5%, NT) par rapport a
I'échantillon prélevé.

Dans d’autres travaux, 53 composants (soit 81,27% de I'huile) ont été détectés dans
I’HE de la méme plante en Sardaigne (Mastino et al., 2017). Les mémes auteurs ont rapporté
une teneur élevée en denorisoprénoides (10,44%), soient des métabolites similaires a ceux qui
sont identifiés dans des populations crétoises. L’analyse de I’huile essentielle de feuilles de
cette plante a permis d’identifier l'acide pentadécanoique et I'acide hexadécanoique comme
composés majoritaires avec un pourcentage de 18,1%, 14,1% respectivement (Politeo.,
2018).

En Espagne, et dans le but de fournir une caractérisation compléte du profil volatil de

différentes plantes de Cistus cultivées, un systeme combinant la micro-extraction en phase
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solide et la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (HS-
SPME-GC-MS) a mis en évidence la présence abondante du camphre (43.86%) (Aranzazu.,
2015).

Par comparaison avec de nombreuses espéces de C. salviifolius L. étudiées, nos
résultats ne se conforment pas a la composition de I’huile essentielle d’une population étudiée
par Demetzos et al (2002), ou les monoterpenes oxygénés ont été détectés avec des
pourcentages plus élevés que les hydrocarbures monoterpéniques.

Cette composition n’était pas la méme chez d'autres especes du méme genre Cistus ou
les composés comme 1'a-pinéne, le B-pinéne et le y—terpinene représentent le pourcentage
majeur (Robles et al., 2003).

Il est a signaler que non seulement entre deux genres, mais aussi dans le méme genre récolté
dans deux régions différentes, la composition chimique des huiles essentielles des différentes
espéces de C salviifolius L. différe.

Cette variation du point de vue qualitatif et quantitatif peut étre due a de nombreux
facteurs. Des travaux de recherche ont montré que la composition chimique des huiles
essentielles est trés fluctuante. En effet, elle dépend d’un grand nombre de facteurs d’ordre
naturel (génétique, localisation, durée totale de I’insolation, maturite, sol, climat, etc..).

En revanche, des facteurs technologiques peuvent aussi affecter les variations
qualitatives et quantitatives rencontrées dans les huiles essentielles tels que le mode de culture
ou d’extraction d’huile essenticlle de la plante (Lopes et al., 1997 ; Vasconcelos et al.,
1999 ; Bruneton., 1999).

I1 s’est démontré que les stress biotiques et abiotiques et tous ces facteurs exercent une
influence considérable sur la production de plusieurs métabolites secondaires des plantes et
avoir des conséquences sur la proportion relative des principaux composes caractéristiques).
Et tous ces facteurs peuvent influencer les voies de biosynthése des plantes et avoir des
consequences sur la proportion relative des principaux composés caractéristiques (Jaleel et
al., 2008 ; Ennajar et al., 2009; Oliva et al., 2010 ; Viuda-Martos et al., 2011).

V1.2. Etude de Pactivité antimicrobienne
V1.2.1. I’Antibiogramme

Les résultats obtenus apres incubation a 37°C pendant 24-48 heures sont indiqués dans
le tableau V1.3
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TableauV|1.3: Résultats de I’antibiogramme exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition (mm)
Diametre critique Pseudomonas | Bacillus | Bacillus | Salmonella | E.coli | Staphylococcus
aeruginosa cereus subtilis enterica aureus
Antibiotique R | S
AK <15 15-17 >18
23.60 0 19.40 11.23 6.10 24.7
CN <16 >16
21.33 - 17.50 22.33 9.00 19.6
TMN <16 >16
- - 10.30 - 12.44 21.3
SXT <10 11-15 >16
6 18.60 18.30 17.5 8.25 -
FF <16 / >16
7 17.40 15.30 11.20 8.00 30.2
AM <13 16-14 >18
22.34 11.22 10.25 19.20 - 12.5
AML <13 17-14 >18
B B 19.40 12.30 26.50 9.50 6.00 19.5
TI <23 >23 0 - - 10.5 - -
CAZ <21 25-22 >26 97.20 0 i 0 i 6
K <15 16 226 - 12.40 28.50 12.30 13.45 0
COL <15 >15
10.25 0 - - - -
RA <21 25-24 >26 -
27.10 0 26.50 0 23.8
RP <21 20.21 >26
18.50 15.30 - 0 0 22.5

AML : AmoxicillineTI : Ticarcyline, CAZ : Ceftazidime, AK : Amikacine, CN : Gentamycine, K : Kanamycine, TMN : Tobramycine,

RP : Pristinamycine, COL : Colistine, AM : Ampicilline, RA : Rifampicine, FF : Fosfomycine,SXT:Sulfaméthoxazole-Trimethoprime
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A travers les résultats des tests d’antibiogramme effectués par 1’emploi d’un certain
nombre d’antibiotiques vis-a-vis des souches bactériennes testées, on constate une large
variation des diamétres des zones d'inhibition allant de 0 & 30.20mm.

Les antibiotiques ayant donné les plus grandes zones d’inhibition sont représentées par
la Fosfomycine contre Staphylococcus aureus (30.20mm), la Kanamycine contre Bacillus
subtilis (28.50mm), la Ceftazidime et Rifampicine contre Pseudomonas aeruginosa (27.20 et
27.10mm respectivement).

En revanche, certains antibiotiques se sont montrés inactifs contre certaines especes
bactériennes. Et autres bactéries se sont montrées résistantes contres certains antibiotique,
C’est le cas d’Ecoli qui a montré une résistante a 1’Amikacine, la Gentamycine, la
Tobramycine, le Sulfaméthoxazole Trimethoprime, la Fosfomycine, I’Amoxicilline et la
Kanamycine. Alors que 1’espece Salmonella entericaa exprimé une nette résistancea
I’Amikacine, 1’Amoxicilline et la Ticarcyline, tandis que Pseudomonas aeruginosas’est
montré résistante au Sulfaméthoxazole - Trimethoprime et a la Colistine. Par ailleurs, d’autres
résistances ont été observées a I’Ampicilline et la Ceftazidimepar les espéces Staphylococcus
aureus et a I’Ampicilline par Bacillus subtilis. Enfin, Bacillus cereusa montre une résistance
vis-a-vis I’Amoxicilline, I’ Ampicilline, la Kanamycine et la Pristinamycine.

Cette résistance est aussi marquée pour Staphylococcus aureus contre Ceftazidime et

Salmonella entericacontre Ticarcyline.

V1.2.2. Paromatogramme

Les propriétes antimicrobiennes des huiles essentielles étant bien connues, plusieurs
travaux de recherche ont mis en évidence leur puissante action antiseptique qui agit sur les
bactéries, les champignons pathogenes ainsi que les virus (Belletti et al., 2008 ; Safaei-
Ghomi et Ahd., 2010).

L'activité antibactérienne in vitro de I'huile essentielle de Cistus salviifolius L. a été évaluee
qualitativement par la présence ou I'absence de zones d'inhibition et quantitativement par la
détermination de la concentration minimale inhibitrice.

L’analyse des résultats de [I’évaluation de D’activité antibactérienne des huiles
essentielles (Tab.VI1.4 et Fig. V1.4), révéle que les bactéries testées ont montré une certaine
sensibilité vis-a-vis de I'huile essentielle avec des diametres de zones d'inhibition qui varient
de 9.00 a 24.70mm. Néanmoins, les especes Staphylococcus aureus et Pseudomonas

aeruginosa se sont montrées les plus sensibles comparativement aux autres especes soient des
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diamétres moyens de 1’ordre de 24.70 et 23.60 mm, respectivement, suivies a un degré moins
de sensibilité par les especes Bacillus subtilis, Salmonella enterica, Bacillus cereus et E Coli
avec des diametres d’inhibition respectifs de 1’ordre de 16.07, 14.74 ,12.60 et 9.00mm.

Tableau V1.4: Valeurs des diamétres d’inhibition (en mm) de I’huile essentielle
de Cistus salviifolius L. vis-a-vis les bactéries testées.

Souches bactériennes Diametre (mm) Sensibilité
Staphylococcus aureus 24.70 EXS
Pseudomonas aeruginosa 23.60 EXS
Bacillus subtilis 16.07 TS
Salmonella enterica 14.74 TS
Bacillus cereus 12.60

E.Coli 09.00

EXS : Extra sensible ; TS : Tres sensible ; S : Sensible

105



Chapitre VI Reésultats et discussion

. Staphylococcus aureus

: Pseudomonas aeruginosa
: Salmonella enterica

: Bacillus cereus

: Bacillus subtilus

: E coli

A
B
c
D
E
E

Figure VI1.4: Aromatogramme des bactéries testées par 1’huile essentielle de Cistus
salviifolius L.
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Dans des études antérieures, les résultats concernant l'activité antimicrobienne des

huiles essentielles de C. salviifolius ont montré que les staphylocoques étaient les plus
sensibles, tandis que les bactéries Gram négatives étaient moins inhibées (Demetzos et al.,
2002).
D'autre part, I’activité antimicrobienne des HES de C salviifolius L. contre S. aureus ATCC
25923, MDR E. coli FSSTO07 et A. baumannii ATCC 19606pourrait étre liée a la présence de
diterpénes de type labdanien dans I’HE (8,1%) consistant enl13-épi-manool, I'oxyde de
manoyle et I'oxyde de 13-épi-manoyle. (Politeo., 2018).

En comparant ces résultats avec d’autres especes du méme genre étudiées en Algérie, il
a été rapporté que les huiles essentielles de ciste présentaient un degré variable d'activité
antimicrobienne, I'huile de C. monspeliensis a montré une importante efficacité
antimicrobienne en comparaison avec l'activité des autres huiles (Bechlaghem et al., 2019)..
Globalement, les bactéries a Gram positif se sont révélées plus sensibles aux huiles
essentielles que les bactéries Gram-négatif.

Les études sur ’activité biologique des huiles essentielles de C salviifolius L. sont peu
abondantes, cependant des études réalisées sur des extraits de cette plante ont démontré leur
richesse en mono et sesquiterpénes, signalés comme de puissants agents anti-microbiens
(Tomas-Menor et al., 2013 ; Aranzazu et al., 2015 ; Mahmoudi et al., 2016).

Par ailleurs, ils possédent également une activité antifongique, (Rebaya et al., 2016)
ainsi que des effets antioxydants élevés contre les radicaux DPPH et ABTS et un fort pouvoir
réducteur ferrique par rapport aux antioxydants synthétiques (El Euch et al., 2015 ; Sayah et
al., 2017).

Ce qui explique leur utilisation comme sources naturelles de composés antimicrobiens pour la
production industrielle de produits cosméceutiques, ainsi que d’autres applications. Cela est
dd essentiellement a la présence de polyphénols des, composés tels que les diterpenes de type

labdan et les ellagitannines pouvant étre considérés comme des agents thérapeutiques.

V1.2.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Apres le temps d’incubation, une observation a I’ceil nue a été effectuée pour
I'évaluation des résultats antibactériens contre six taches bactériennes et la plus faible
concentration pour laquelle aucune croissance bactérienne n’a été observée correspond a la

concentration minimale inhibitrice (CMI) (Kouadio et al., 2017).
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L’effet significatif de Cistus salviifolius L. sur certaines souches étudiées, est illustré dans le
tableau VI1.5.

Les valeurs de CMI montrent que I'huile essentielle de Cistus salviifolius L. a révélé une
forte activité inhibitrice contre tous les microorganismes testés. Bien que les germes étudiés
n'expriment pas la méme sensibilité.

D’aprés les résultats obtenus dans le tableau V1.5, on constate que Staphylococcus
aureus a été inhibée avec la plus faible concertation de1/4000 (v/v) suivie par Salmonella
enterica avec une concentration de 1/3000 (v/v). Cependant, Bacillus subtilis, Bacillus
cereus et E. coli ont été inhibées avec la plus grande concentration de 1/250 (v/v).

Par ailleurs, une concentration moyenne de 1/2000 (v/v) a été obtenue avec Pseudomonas

aeruginosa.

Tableau V1.5: Concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’huile essentielle de Cistus
salviifolius L. vis-a-vis les six bactéries testées.

Bactéries Concentrations de I’huile essentielle (v/v)

1/100  1/250 1/500  1/1000 1/2000 1/3000 1/4000 1/5000 T
Pseudomonas - - - - - + + + +
aeruginosa
Bacillus cereus - - + + + + + + +
Bacillus - - + + + + + + +
subtilis
Salmonella - - - - - . + + +
enterica
E.coli - - + + + + + + +
Staphylococcus - - - - - - ; + +

aureus

- . Absence de croissance ; + : Présence de croissance.

A D’exception d” E coli (Gram-) qui s’est montrée plus ou moins résistante, on peut
globalement déduire que les huiles essentielles de C. salviifolius L. exercent un effet plus
marque sur les souches Gram-négatives que sur les souches Gram-positives.

Ces résultats sont partiellement en accord avec la littérature selon laquelle les bactéries

a Gram positif montrent la plus grande résistance par rapport aux bactéries a Gram négatif

108



Chapitre VI Résultats et discussion

(Russel., 1991 ; Burt., 2004 ; De Souza et al., 2005 ; Holley et Patel., 2005 ; Bakkali et al.,
2008).

Plusieurs chercheurs ont en effet affirmé que I'huile essentielle testée avait une relation
entre les composes volatils les plus abondants et I'activité antimicrobienne (Koutsoukadi et
al., 2005 ; Ghalem et Mohamed., 2009).

Dans cette étude, le camphre est le principal composé d'huile essentielle de Cistus
salviifolius L. (13.2%). En effet I’activité antimicrobienne des HEs a été signalée comme
étant liée spécifiqguement a la présence de composés antimicrobiens. Récemment, des essais
ont été faits pour classer les composés responsables de la bioactivité.

En général, les molécules oxygénées retrouvées dans la composition des huiles essentielles
sont plus actives que les molécules d'hydrocarbures, qui sont connues pour leurs faibles
propriétés antimicrobiennes, d'autre part (Kalemba et kunicka., 2003).

Les résultats concernant I'activité antimicrobienne des trois principaux chémotypes de
C. salviifolius L. réalisés par Demetzos et al., (2002) ont montré que les staphylocoques
étaient les plus sensibles, tandis que les bactéries Gram négatif étaient moins inhibées.

Par ailleurs, I’huile essentielle de C. salviifolius L. a montré une activité légérement
meilleure (diminution de 2 fois la CMI) contre S. aureus et E. coli, cela semble étre lié a la
présence de diterpenes de type labdane dans I’HE (8,1%) (Politeo et al., 2018).

Cependant le profil antimicrobien des Cistus est assuré par 1’abondance des mono et
sesquiterpenes qui ont été décrites dans les résultats d’étude réalisée par Aranzazu et al.,
(2015) comme de puissants agents anti-microbiens, ce qui favorise leur utilisation potentielle
comme sources naturelles de composés antimicrobiens pour la production industrielle de

produits cosméceutiques.
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Conclusion

Depuis longtemps, les plantes médicinales et aromatiques sont utilisees comme remédes
des maladies humaines en raison de leur teneur en composants chimiques de valeur
thérapeutique. Selon I’OMS, plus de 80% de la population mondiale dépendent encore de la
médecine traditionnelle pour prendre soin de leur santé.

De nombreuses plantes sont définies pour leurs vertus médicinales en Algérie, gréce a sa
situation géographique, qui leur offre une végétation riche et diverse.

Le climat aussi, est un facteur trés important dans la répartition et cette végétation. Celui de
la région de Theniet El Had est de type méditerranéen tempéré, ou se localise le Parc national
(wilaya de Tissemsilt) qui se caractérise par une flore dotée d’une biodiversité considérable,
elle posséde de nombreuses plantes médicinales et aromatiques riches en métabolites
secondaires, avec des propriétés thérapeutiques et pharmacologiques.

Dans le but de la valorisation de ces ressources phytogénétiques, nous avons effectué un
travail contribuant a la mise en évidence de 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles
d’une espéce végétale de la famille des cistacées a savoir Cistus salviifolius L, apres avoir
identifié leur composition chimique, ainsi que 1’étude de I’influence de la période de séchage

de la plante fraiche avant sa mise en distillation sur la rentabilité en huile essentielle.

L’extraction par hydrodistillation des huiles essentielles de la partie aérienne (feuilles)
de C salviifolius L. a donné un rendement trés faible de I’ordre de 0.07+ 0,02%.

C’est ainsi que pour une exploitation industrielle, il convient donc d'extraire I'huile essentielle
des feuilles de C. salviifolius L. environ trois jours apres leur récolte, puisque la teneur en
huiles essentielles serait & son maximum.

L’analyse de ces huiles essentielles par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (CPG-SM) a permis d’identifier 39 composés, dont les plus
importants sont représentés par des groupements chimiques appartenant aux sesquiterpenes
oxygénés (30.76%), les monoterpenes oxygénés (17.94%), les sesquiterpénes hydrocarbones,
les esters, les diterpenes ainsi que d’autres composés qui enregistrent un pourcentage

appreéciable équivalent de 12.82%.
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En comparant les résultats de 1’analyse chimique des huiles essentielles avec des
résultats antérieurs, on a constaté beaucoup de similitudes, mais également des controverses
liées a I’absence de certains groupements chimiques.

La variabilité de la composition chimique observée d'un point de vue qualitatif et quantitatif
dans les huiles essentielles est vraisemblablement liée a un ensemble de facteurs a la fois
extrinseques et intrinséques.

L’¢évaluation de I’activité antimicrobienne a montré un effet inhibiteur contre les six souches
de référence testées, par la méthode d’aromatogramme, La plus sensible est Staphylococcus
aureus25923 avec une zone d’inhibition de 24.70mm.

Concernant les valeurs des CMI (concentrations minimales inhibitrices), Il s’est
démontré que Staphylococcus aureus a été inhibée avec la plus faible concertation de1/4000
(v/v) suivie par Salmonella enterica avec une concentration de 1/3000 (v/v). Cependant,
Bacillus subtilis, Bacillus cereus et E. coli ont été inhibées avec la plus grande concentration
de 1/250 (v/v).

Par ailleurs, une concentration moyenne de 1/2000 (v/v) a été obtenue avec Pseudomonas
aeruginosa.
L’activité antimicrobienne exercée par les huiles de C salviifolius L semble étre liée au

camphre, trans-ferruginol, éthyle-hexadecanoate, caryophyllene oxide.

Par comparaison aux huiles essentielles de C salviifolius L, les antibiotiques n’étaient
pas tous actifs contre les souches testées, certains étaient méme inactifs, le cas de Ticarcyline,
I’Amikacine, le Ceftazidime. Le plus grand diametre d’inhibition a été enregistré chez la
Fosfomycine (30.20mm) contre Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Cette étude reste évidemment préliminaire; elle pourrait constituer une contribution pour
d’autres etudes. Pour cela, nous recommandons en perspectives:
> FEtude comparative de la composition chimique et de I’effet antimicrobien des huiles
essentielles a différentes périodes du cycle végétatif et d’espeéces provenant de
différentes régions;
> Identifier les molécules responsables des activités biologiques afin d’élucider leur
mécanisme d’action en vue de supplanter les substances synthétiques utilisées en
thérapeutique ou en industrie;
> FEtude des activités antibactériennes de ’association huile / antibiotique pour d’autres

antibiotiques par d’autres méthodes;
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Etude des autres activités biologiques de cette plante telles que I'activité anti oxydante,
antivirale, antifongique, anti-inflammatoire, afin de montrer leurs importance et la
possibilité de leurs exploitation dans les domaines pharmaceutique, cosmétique,
insecticide et alimentaire;

Evaluer la cytotoxicité des huiles essentielles de cette plante sur des modéles animaux;
Etude des mécanismes d’action et les facteurs influengant I’efficacité des huiles
essentielles;

L’étude du pouvoir antibactérien et antifongique des vapeurs de ces huiles sur
plusieurs souches microbiennes en vue d’une éventuelle désinfection de 1’air

contaminée des hopitaux ou des canaux d’aération des batiments.
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Annexe 1

Loi de Dalton
La pression de vapeur P sur une solution est égale i la somme des tension de vapeur des
constituants Fi.

P=)"R

i
Sous I'hypothése d'un comportement idéal, la pression de vapeur de constituants est
définie par la loi de Raoult:

E=wP= XiPiﬂ

Ou xi et y: sont les fractions molaires de composant i dans la phase liquide et gaz
respectivement, et Pi0 est la tension de vapeur saturante du composant { pur a la

température donnée. Donc le rapport molaire de I'huile et 'eau entrainée s'exprime :

nmoleshuiles B, yn XpPy
nmoleseau P, y. x.P?

Le rapport massique R est donné par :

_ My

R =
PEME'

Ot M:sont les masses molaires,

La température d'ébullition d'un mélange est atteinte lorsque la somme des tensions de
vapeur de chacun des constituants est égale a la pression d'évaporation. Elle est donc
inférieure & chacun des points d'ébullition des substances pures. Ainsi le mélange « ean +
huile essentielle » distille 3 une température inférieure 3 100°C 4 pression atmosphérique
(généralement voisine de 100°C en raison de la faible tension des constituants
aromatiques volatils) alors que les températures d'ébullition des composés aromatiques

sont pour la plupart trés élevées.

—+— H.E

—i— HZ

P {alm}

a— HE +HZD

o 50 100 150 200 250

T(“C)

Evolution des températures de distillation de I’eau et de I’huile essentielle ainsi que du
mélange eau/huile essentielle en fonction de la pression du milieu.
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Annexe 2

Milieux de culture
Gélose nutritive (GN) (g/l)

PeptONe. ...t 10g
Extraitde viande..........oooooiiiiiii e 39
EXtraitde levure. ... ..o 39
Chlorure de SOOIumL. ........ooviiiiii e e 59
N 18g
Bau distillée. ... ..o 1000ml
pH=7,3+£0,2

Mueller Hinton gélose (M-H) (g/l)

Extraitde viande.............ooiiiiiii e 39
Hydrolysat acide de caséing..............coovviiiiiiiiiiiiii e e 17,59
AMIAON. ... e 1.5g

AT 19
Eau distillée. .......ooieiii 1000 ml
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ABSTRACT

The genera Cistus present groups of about twenty species of shrubs belon-
ging to the Cistaceae family are very common throughout the Mediterranean
region. Cistus salviifolius, known as Melliya is a species of this genus that
occurs in the forest region of Mount Ouarsenis (northwest Algeria), exactly
in Thniet El Had National Park in the Wilaya of Tissemsilt. This study was un-
dertaken to evaluate the antibacterial effects of C. salviifolius and its chemi-
cal composition in addition the effect of shade drying time on essential oil
yield in order to optimize this parameter which is most often not controlled
for producers. The optimal yield recorded is about 0.07+ 0.02%. Its characte-
rization by gas chromatography coupled with mass spectrometry shows a
dominance of hydrocarbon compounds. The minimum inhibitory concentra-
tion (MIC) is established using 6 strains of Gram-positive and negative bacte-
ria. The antibiotic susceptibility test is performed using the giliose-
environment diffusion method, a bacterial suspension is prepared and
subsequently well homogenized. Opacity must be adjusted to 0.5 McF
(McFarland), from a young exponential culture (18 to 24 hours). The antimi-
crobial activity of C. salviifolius EO was tested against three Gram-positive
and three Gram-negative bacteria. In fact, a strong inhibitory and bacterici-
dal effect has been demonstrated against all Gram-positive and Gram-
negative bacteria tested. It appears from this study that the EO of C. salviifo-
lius has a very high antimicrobial activity, it shows a wide spectrum covering
Gram positive and Gram negative bacteria. Taking into account the results of
this study, new antibacterial agents could be developed and the use of
C.salviifolius should be encouraged in the pharmaceutical and perfumery
industries.

1. Introduction

Medicinal plants are of great importance for the
health of the population (Edeoga et al., 2005). They
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have been used in traditional medical treatments
for centuries (Arabi et al., 2017). Some researchers
suggest that two thirds of the world's plant species
have a medicinal value (Duduku. et al.,, 2011)
Knowing that since ancient times, plants have been
considered a rich source of effective and safe medi-
cines (Sudhanshu, 2008). Indeed, the therapeutic
virtues of medicinal and aromatic plants have been
experimented for centuries as well as the valoriza-
tion of their essential oils in different applications
(EL-Akhal., 2014). The Cistaceae family, known as
the cistus, is composed of eight genera and 175
species, includes the genus Cistus, which includes
about twenty species of shrubs that are highly res-
ponsive throughout the Mediterranean semi-arid
ecosystem (Tomas-Menor et al., 2013).

The majority of the species in this family, which is i

distinguished by its fragrance and sweet smell, are
highly valued in perfumery (Ben Jemia et al., 2013;

El Euch et al., 2015). These plants are able to grow

under difficult conditions (Agnieszka. et al.,2008).
The genus Cistus includes several medicinal plants
used in traditional medicine to treat several diseas-
es including high blood sugar and diabetes (Polat et
al., 2012). These include Cistus salviifolius (Sayah et
al., 2017), which is a widespread Mediterranean
shrub found in a wide variety of environments. Giv-
en the degree of habitat differentiation, the geo-
graphical isolation of certain populations, the adap-
tation to local conditions and therefore the adapta-
tion to the environment. (Farley et al., 2009). This
species, like other rockrose species, grows in un-
contaminated areas, but is also well adapted to
areas subject to environmental disturbances such
as recurrent fires and mine contamination (Abreu.,
2012)

The constituents of C. salvifolius also activate re-
ceptors which are activated by peroxisome prolifer-
ators and stimulate the absorption of enadipocyte
glucose (Kihn et al., 2011), also it presents a source
of metabolites that can be used in human health
care.especially as astringent and healing (El Euch et
al., 2015). Haouat et al., (2013) have demonstrated
that this plant has a higher anti-mycobacterial ac-
tivity. Despite its importance, research on the
chemical composition, as well as the antibacterial
effect of C.salviifolius essential oils, is not very
abundant in Algeria. For this reason, the aim of this
study is to provide in-depth chemical knowledge of
this species by identifying the chemical composi-
tion of the essential oils of this plant, as well as
testing their antibacterial effect, and to evaluate

the effect of the drying period on the yield of es-
sential oils in order to optimize this parameter.

2. Materials and Methods

2.1. Collection of plant material

The leaves and branches of C.Salviifolius were
collected during flowering periods in the wilaya of
Tissemsilt on 10/04/2017 in Thniet El Had National
Park located between the geographical coordi-
nates: X|=2°18' East X2=I°52"' 45" East Yi=35° 49' 41"
North Y2=35° 54' 44" North (X: latitude Y: longi-
tude).

% - ,___,‘ Lo
Figure 1: Cistus salviifolius located at the national park of
thniet el had tissemsilt.

2.2. Methods for studying the drying effect

After the harvest of the plant, the leaves and
branches have been cleaned, purified from any
foreign element and the plant is dried in the labo-
ratory at room temperature. The experiment takes
place in May 2017. The first extraction is done on
the fresh plant, the second is done 24 hours later.
The other extractions are performed during a 24-
hour interval.

2.3. Isolation of the essential oil

The essential oil obtained was dried on anhydrous
sodium sulphate (Na,SO,) (Al - Jaber., 2012).

The yield is calculated from the weight of the es-
sential oil in relation to the weight of the dried
plant used in hydrodistillation (Putri., 2017).

MeO

= = 100
Mwvd

¥

Y: the yield in essential oil (%)
MeO: Mass of the essential oil (g)
Mvd: Dry vegetable mass (g)

Then the essential oil obtained is stored in amber
glass vials at 4°C (Oke.F et al., 2009).
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2.4. Analysis of essential oil by gas chromato-
graphy/mass spectrometry

The GC-MS analysis was performed on a 7890A gas
chromatograph. equipped with a 5975C Plus mass
spectrometer (Agilent, American). Agilent techno-
logy with HP-5 ms fused silica capillary (5% phenyl
methyl siloxane) column (30 mx0.25 mm diameter,
film thickness 0.1m) was used for the separation.

The injector temperature was 150°C and the detec-
tor temperature was 250°C.

The initial temperature was maintained at 100° C
for 4 min, then gradually increased to 130° C at a
rate of 5° C/min and 5° C/min, then held for 20 min
at 130°C

The carrier gas was helium with a linear velocity of
1.2 mL.min" at a fractionation ratio of 30:1; injec-
tion volume: 0.2 L

Identification of the different compounds by com-
paring the mass spectrum and retention indices (RI)
of authentic samples with those provided in the
publications (Adams.R., 2007). The quantification of
the relative quantity of each compound was per-
formed as a function of the percentage of surface
area, without taking into account the calibration
factor.

2.5. Determination of antibacterial activity

The evaluation of the antibacterial activity of the
essential oil of C. Salviifolius leaves was performed
against 3 Gram-positive (Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC 14579 and Bacil-
lus subtilis ATCC 6633) and 3Gram-negative
(Salmonella ATCC 14028, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, E.Coli 25922).

For antibacterial tests, all bacterial stains were sub-
jected to a growth culture for 24 hours at 37°C; a
bacterial suspension was prepared and then well
homogenized with an opacity of 0.5McF
(McFarland).

2.6. Determination of the minimum inhibitory con-
centration (MIC)

For inhibition tests of essential oil C.salviifolius
against the bacteria tested These were performed
with Mueller-Hinton agar mentioned in previous
studies (Essid et al., 2015).

The minimum inhibition concentrations (MICs)
were determined by the serial dilution method des-
cribed by TM.(Chaouche et al., 2016).

3.Results and Discussion
3.1. Extraction of essential oils of C. salviifolius

After 3 hours of hydrodistillation of 80g of vege-
table matter, we obtained the quantities of essen-
tial oils and therefore the extraction yield (R) is cal-
culated with the formula :

EzzentialDilMass (g)

x100

-

- UszedVegetalMatrerMass (g)

The average yield of the essential oil extracted
from the leaves of C. salviifolius was 0.07 (+ 0.02%).

This value is in line with the results demonstrated
in a population examined in Greece (Demetzos et
al., 2002) and the yields obtained by Loizzo et
al.,2013.and E. Fanourioua et al., 2018

However, our value remains lower than the re-
corded vyield of a population of the same species
and in the same region, which were respectively
between 0.1 and 0.44% (Demetzos et al., 2002).

Our values correspond to the results of Mastino et
al., (2016) who also indicated that the dried plant
has a higher profitability than the fresh plant.3.2
Influence of the effect of shade drying time on the
essential oil yield.

From the results obtained (Figure2), we can clearly
see the effect of drying on the extraction yield of
essential oils.

0.08

0.06

-}
s 0.04 *
=

0.02 * @ yield

0

0 2 4 6 8 10
days

Figure 2: Change in yield as a function of drying time.

The maximum vyield of essential oils from the aerial
part of C.salviifolius is about 0.07% recorded on the
third day of drying.

Drying the plant before it is distilled as a treatment
that has a net effect on the yield of essential oil.
Several studies have been carried out on this issue
and they have confirmed a general phenomenon.

The yield of essential oil expressed in relation to
the dry matter changes during the drying of the
plant material before its distillation, this yield be-
gins in a first phase with a very clear increase then
it reaches a maximum (0.07% * 0.02%) during the
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second phase after it decreases regularly.

Mastino et al., (2017) also indicated that the dried
plant has a higher profitability (about 0.592%) com-
pared to the fresh plant (0.136%).

The optimal level of yield and the duration of the
first phase are related to the plant species and the
drying conditions used (direct sun drying or natural
air drying). This finding was confirmed for Teu-
cricum polium (Bencheikh et al.,, 2015), For Ver-
bena (Bélanger et al.,, 1993), Eucalyptus (Zrira.,
1992; Zrira et al., 1991), in addition El Amrani con-
firmed the same observation for rosemary (1999).

In the search for the understanding of this pheno-
menon and after having verified several hypotheses
it has been shown that it is a biological phenome-
non because the plant, after its harvest continues
to live and the biosynthesis of essential oils, conti-
nues and accelerates,

This is at the origin of the increase in its activity of
biosynthesis of terpenes and derivatives.

It is a plant's defence against water stress (Zrira et
al., 1991). This is the reason for the increase in es-
sential oil yields during the first phases.

After the final death of the plant, all biosynthesis
activity stops and losses of essential oils by evapo-
ration are no longer compensated, hence the de-
creases in distillation yields due to the reduction or
cessation of enzymatic activity causing cell death
due to high dehydration

3.3. GC-MS Composition of C. salviifolius oil

The results of the analysis of the chemical com-
pounds of essential oils via GC-MS indicated that a
total of 39 components were identified. Table 1
shows the chromatogram of the oil of C. salviifo-
lius.

The main components identified were Camphor
(13.2%), trans-ferruginol (10.6%), ethyl hexadeca-
noate (5.6%), caryophyllene oxide (4.4%), o-
eudesmol (4.1%), tetradecanoic acid (3.4%), longi-
borneol, epi dehydro abietol, N-docosane with a
percentage of 3.2.

This oil in previous studies was very rich in sesqui-
terpenes (12.5% hydrocarbons, and oxygenates
(31.5%) with a rather complex profile. Among ses-
quiterpenes the main one was germacréne D
(9.1%), in Tunisia (Loizzo et al., 2013).

Demetzos et al.,(2002) in Greece suggest that es-

PIC | RI COMPPOSANTS %
1 1100 | nonanal 0.7
2 1143 | Camphor 13.2
3 1165 | neo-mentho 0.4
4 1183 | 1-a-terpineol 0.7
5 1290 | thymol 0.4
6 1298 | carvacrol 0.5
7 1351 | iso-neo carvomenthyl Acetate 0.9
8 1395 | Trimnal 1.8
9 1401 | methyl eugenol 0.5
10 1453 | geranyl acetone 0.3
11 1460 | cis-muurola-4(14),5- diene 0.2
12 1461 | allo-aromadendrene 0.1
13 1495 | a-muurolene 0.2
14 1513 | ,-cadinene 0.1
15 1532 | cadina-1,4-diene 0.2
16 1549 | elemol 0.3
17 1584 | B-copaen-4-ol 1.0
18 1581 | caryophyllene oxide 4.4
19 1590 | Viridifloro 0.1
20 1592 | longiborneol 3.2
21 1573 | dodecanoic acid 1.31
22 1627 | epi-cubenol 0.5
23 1641 | a- epi-muurolol 1.8
24 1645 | a-muurolol 0.6
25 1652 | a-eudesmol 4.1
26 1653 | a-cadinol 1.3
27 1649 | B-eudesmol 0.9
28 1676 | n-tetradecanol 0.5
29 1762 | benzyl benzoate 1.2
30 1777 | tetradecanoic acid 3.4
31 1978 | ethyl hexadecanoate 5.6
32 2090 | octadecanol 0.2
33 2100 | heneicosane 0.8
34 2200 | N-docosane 3.2
35 2259 | epidehydro abietol 3.2
36 2271 | 3B-hydroxy- manoyl oxide isomer 1.3
37 2325 | trans-ferruginol 10.6
38 2357 | trans-ferruginyl acetate 2.7
39 2278 | Cis- totarol 2.8

Table 1: Chemical composition of the essential oil.

sential oils were characterized by high percentages
of sesquiterpenes, especially oxygenated sesquiter-
penes.

Pistelli et al., (2018) also reported a higher content
of oxygenated sesquiterpenes (38.1%) in the essen-
tial oil composition of three spontaneous species of
C. salviifolius in an abandoned mine on Elba Island
and less non-terpenes (16.5%, NT) than the sample
taken.

53 components (81.27% of the oil) were detected
in the essential oil described in the results obtained
by Mastino et al.,(2017) in Sardinia which showed
a high amount of norisoprenoids (10.44%),
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In Croatia, the analysis of the essential oil of the
leaves of this plant made it possible to identify pen-
tadecanoic acid and hexadecanoic acid as the main
compounds with a percentage of 18.1%, 14.1% res-
pectively (Politeo et al., 2018).

In Spain, and with the aim of providing a complete
characterization of the volatile profile of different
cultivated Cistus plants, a system combining solid
phase microextraction in the head space and gas
chromatography coupled with mass spectrometry
(HS-SPME-GC-MS) has shown the most abundant
presence of camphor (43.86%) (Aranzazu et al.,
2015).

With the exception of many species of C.salviifolius
our results do not confirm the composition of the
essential oil in a population studied by Demetzos et
al., (2002) whose oxygenated monoterpenes have
been detected with higher percentages than mono-
terpenic hydrocarbons.

This composition was not the same in other species
of the same genus Cistus whose a-pinene, B-pinene
and gterpinene have the highest percentage.
(Christine et al., 2002).

Although oxygenates take the largest amount
(Verdeguer et al.,2012).

3.4. Antibacterial effect and MIC

The in vitro antimicrobial activity of selected essen-
tial oils against the micro-organisms used, was eva-
luated qualitatively and quantitatively by the pre-
sence or absence of inhibition zones, zone diame-
ters and MICs.

After this incubation period, an observation with
the naked eye was made to evaluate the antibacte-
rial results against six bacterial spots and the lo-
west concentration for which no bacterial growth
was observed corresponds to the Minimum Inhibi-
tory Concentration (MIC) (Kouadio et al.,2017).

The MIC of C. salviifolius essential oil has been
tested at concentrations ranging from 5% to
0.156%, the results are presented in Table 2.

All bacteria tested were sensitive to the essential
oil. However, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa were more sensitive than the other test
bacteria with an inhibition zone corresponding to
24.70 and 23.60 mm, respectively.

The essential oil of C. salviifolius was found to be
active against all bacterial strains, with the lowest

Bacteriea Diameter | CMI %
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 | 23.60 2.20
Bacillus cereus ATCC 14579 12.00 1.10
Bacillus.s. ATCC 6633 16.07 0.80
Salmonella ATCC 14028 14.74 0.65
E.Coli 25922 09.00 0.45
Staphylococcus aureus25923 24.70 2.25

Table 2: Diameters of microbial growth inhibition zones and
minimum inhibitory concentration (MICs) obtained for pure
EO.

average values on Bacillus cereu, Bacillus.s, Salmo-
nella strains, with the average MIC= 1.10 - 0.80-
0.65- 0.45% respectively.

On the other hand, it is important to note that this
essential oil was active against Staphylococcus au-
reus which was inhubated at a concentration of
2.25% followed by Pseudomonas aeruginosa with a
concentration of 2.20%.

According to Politeo et al., (2018), C. salviifolius EO
showed slightly better activity (decrease of 2 times
the 1JC) against S.aureus ATCC 25923, MDR E. coli
FSSTO7 which may be related to the presence of
labdane-type diterpenes in EO (8.1%) composed of
13-epi-manool, oxide manoyl and oxide 13-epi-
manoyl, while only 13-epi-manoyl (1.2%) was de-
tected in EO from this plant.

The results concerning the antimicrobial activity of
the three main chemotypes of C.salviifolius de-
monstrated by Demetzosa et al.,(2002) showed
that staphylococcus were the most sensitive, while
Gram negative bacteria were less inhibited.

The antimicrobial activity of the essential oil ana-
lysed can be attributed mainly to its majority com-
ponent, in fact, Mahmoudi et al., (2016) attributed
this antimicrobial activity against the activity of P.
aeruginosa ATCC 27853 (MIC 3.1 mg/ml) to ethanol
extract with 70% C. salvifolius.

Staphylococcus aureus 25923 and 29213 were the
most inhibited by lyophilized extracts of this plant
according to work done by Aysegiil et al., (2005).

4, Conclusion

On the basis of the above data, it can be concluded
that the essential oil extracted from the leaves of C.
salviifolius reveals a very low yield (of 0.07 £ 0.02%)
which depends on many factors, especially the
drying time of the plant before it is distilled, which
has been studied, so for an industrial operation, it
is therefore appropriate to extract the essential oil
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from the leaves of C. salviifolius about three days
after their harvest, since the essential oil content
would be at its maximum

GC/MS analysis revealed the major presence of
sesquiterpenic carbides, other chymotypes have
been characterized in previous studies this varia-
tion may be due to environmental conditions as
well as climatic and soil conditions.

Through our study it has been shown that the es-
sential oil of C. salviifolius was able to inhibit the
growth of a wide spectrum of bacterial strains,
known for their implications in human and animal
infections. Its content of several active antimicro-
bial compounds and their likely interactions explain
its bioactivity. Thus, this essential oil can be a pro-
mising agent to control microbial growth, and could
well make it interesting for the perfumery and
pharmaceutical industry respectively.
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Abstract

The genera Cistus present groups of about twenty species of shrubs. They belongs to the family of Cistaceae,
which are very common throughout the Mediterranean region.
Cistus salviifolius L, commonly called Cfeira or Melliya. It is a species of the genus Cistus which is found in the
forest region of Mount Ouarsenis (north-west Algeria), exactly in the National Park of Theniet El Had in the
Wilaya of Tissemsilt.
This study was undertaken to evaluate the antibacterial effects of the essential ulcer of C. salviifolius L. obtained
by hydrodistillation (Clevenger type), and to identify its chemical composition as well as the examination of the
effect of the drying time in the shade on the yield of essential oil, in order to optimize this parameter which will
most often remain uncontrolled for producers.
The optimum vyield recorded is about 0.07+0.02%, obtained during the third day of drying. The characterization
of the essential oil by gas chromatography coupled with mass spectrometry, shows the existence of 39
components, dominated essentially by chemical groups belonging to oxygenated sesquiterpenes (30.76%),
oxygenated monoterpenes (17.94%), hydrocarbon sesquiterpenes, esters, diterpenes which register an equivalent
percentage of 12.82%.
Antibiogram performed by the agar diffusion method revealed that the antibiotics with the largest inhibition
zones are Fosfomycin against Staphylococcus aureus (30.20mm), Kanamycin against Bacillus subtilis
(28.50mm), Ceftazidime and Rifampicin against Pseudomonas aeruginosa (27.20 and 27.10 mm respectively).
The antibacterial activity of the essential oils measured in vitro was interesting, the diameters of
inhibition zones obtained being of the order of 24.7, 23.6, 16.07, 14.74, 12.00, 9. 00mm against the respective
germs Salmonella enterica, Pseudomonas aeruginosa, E. coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus and
Bacillus subtilis, while the respective MIC values recorded were 1/3000, 1/2000, 1/250, 1/4000, 1/250,1/250
(VIv).
Based on the results of this study, new antibacterial agents could be developed and the use of C. salviifolius L
should be encouraged in the pharmaceutical, and cosmetic industries.
Keywords: Cistus salviifolius L; essential oil; drying; yield; chemical composition; antibacterial
activity

Résumeé

Les genres Cistus présentent des groupes d'une vingtaine d'espéces d'arbustes, appartenant a la famille des
Cistacées, qui sont trés communs dans toute la région méditerranéenne.

Cistus salviifolius L, communément appelé Cfeira ou Melliya est une espéce du genre Cistus qui se trouve dans
la région forestiére du Mont Ouarsenis (nord-ouest de I'Algérie), exactement dans le Parc National de Theniet El
Had dans la Wilaya de Tissemsilt.

Cette étude a été entreprise pour évaluer les effets antibactériens de 1’huile essentielle de C. salviifolius L.
obtenue par hydrodistillation (type Clevenger), et d’identifier sa composition chimique, ainsi que 1’examination
de l'effet du temps de séchage a lI'ombre sur le rendement en huile essentielle afin d'optimiser ce parameétre, qui
restera le plus souvent non contr6lé pour les producteurs.

Le rendement optimal enregistré est d'environ 0,07+0,02%, obtenu durant la troisiéme journée de
séchage. La caractérisation de I’huile essentielle par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse, montre ’existence de 39 composants, dominés essentiellement par les groupements
chimiques appartenant aux sesquiterpenes oxygénés (30.76%), les monoterpénes oxygénés (17.94%), les
sesquiterpénes hydrocarbonés, les esters, les diterpénes qui enregistrent un pourcentage équivalent de 12.82%.

L'antibiogramme effectué par la méthode de diffusion en milieu gélosé a revelé que les antibiotiques
ayant donné les plus grandes zones d’inhibition sont représentés par la Fosfomycine contre Staphylococcus
aureus (30.20mm), la Kanamycine contre Bacillus subtilis (28.50mm), la Ceftazidime et Rifampicine contre
Pseudomonas aeruginosa (27.20 et 27.10 mm respectivement).

L'activité antibactérienne des huiles essentielles mesurée in vitro s’est montrée intéressante, les diamétres
de zones d’inhibition obtenus étant de I’ordre de 24.7, 23.6, 16.07, 14.74, 12.00, 9.00 mm a I’encontre des
germes respectifs Salmonella enterica, Pseudomonas aeruginosa, E. coli, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus et Bacillus subtilis, alors que les valeurs de CMI respectives enregistrées étant de 1/3000, 1/2000, 1/250,
1/4000, 1/250,1/250 (v/v).

Compte tenu des résultats de cette étude, de nouveaux agents antibactériens pourraient étre développés et
l'utilisation de C. salviifolius L devrait étre encouragée dans les industries pharmaceutiques et en cosmétique.

Mots-clés: Cistus salviifolius L ; huile essentielle ; séchage ; rendement ; composition

chimique ; activité antibactérienne.



