République Algérienne Democratique et Populaire
Ministére de ’Enseignement Supérieur et de la ;
v ", Recherche Scientifique - -
* Centre Universitaire El-wancharissi de Tissemsilt /
/ . !

Institut de Sciences et de la Technologie
Département des Sciences de la nature et de la vie

Mémoire de fin d’études pour I’obtention du diplome
de Master académique
Filiere : Biologie
Spécialité : biochimie appliquée
Présente par :

BENAISSA Cherifa
ZEDAK Saida
BELKHEIR Zohra

Theme

Evaluation de P’activités biologique de I’huile essentielle de Tetraclinis

articulata de la région de Tiaret

Soutenu le, ....coooviiiiiiiiii
Devant le Jury :
IMOUSSAOUDANE Asmahane Présidente M.C.B CU-Tissemsilt
BENSAADI Nawal Encadreur M.A.A. CU-Tissemsilt
ZEMOUR Kamel Examinateur M.C.B. CU-Tissemsilt

Année universitaire : 2019-2020



(Remerciement

En tout premier lieu, nous remercions le bon Dieu tout puissant de nous avoir donné
courage, volonté et patience pour dépasser toutes les difficultés.

Nous voudrons remercier particulierement notre promoteur M™ BENSAADI NAWAL,
d’avoir accepté de nous encadrer, pour toute son aide, sa disponibilité, son suivi et sa
confiance.

Nous remercions aussi chaleureusement et avec sinceres a l’égard de
Dr.IMOUSSOUDANE Asmahane d’avoir accepte de présider le jury de notre
soutenance et nous remercions aussi M" ZEMOUR Kamel qui nous a fait [’honneur de
juger notre travail.

Nous tenons a remercier également toute personne ayant contribué de pres ou de loin a la
realisation de notre travail.

En guise de reconnaissance, nous tenons a témoigner nos sinceres remerciements a
toutes personnes ayant contribués de pres ou de loin au bon déroulement de ce modeste
travail.

Sans oublier d’adresser nos remerciements a Dr.LAABAS S., Dr.HALLAL N.,Dr.
HARICHE Z., Dr. NOUARI B., pour leurs aides précieuses et leurs disponibilités.

Merci a tous.



Dédicace

J'exprime ma reconnaissance envers mon DIEU le Tout Puissant.
Pour chaque début il y a une fin, et ce qui est beau dans toute
Fin c'est la reussite et I'atteinte du but.
Je dédie ce modeste ouvrage, fruit de trés longues années de travail a :

Ceux qui méritent le plus ma reconnaissance, ma gratitude et mon grand amour,

ceux qui m'ont apporté toujours soutien et bonheur dans la vie :

Pour toi, tres chers parents pour leurs sacrifices et leurs soutiens tout au long de
mes études. Vous les plus chers de mon ceeur, vous qui m'aviez entouré de nobles

sentiments.

A mes fréres et mes seeurs qui m’ont toujours soutenu et cru en moi le long de mes

jours.

Aux personnes que je n‘oublierais jamais la famille de BENAISSA, LAFER et BADIR

Zohra et tes enfants
Pour mon oncle FEDOULE Sallah

A mes amis « Saida, Zohra, Tourkia, Faiza, Fatiha, Hadjira, Houria et Lotfi et toutes
celles que je n’ai pas cité »

A tous ceux qui ont fait un bout de chemin avec moi, amis d’un jour ou d’une vie.

Cherifa



Dédicace
Je dédie ce modeste travail a :
Mes parents, que Dieu les protege et les gardes

Tous les membres de la famille ZEDAK et BENNA et tous mes amis

Saida



Dédicace
Pour chaque début il y a une fin, et ce qui est beau dans toute fin c'est la réussite et
I"atteinte du but.

Je dedie ce modeste ouvrage, fruit de trés longues années de travail a :
Ceux qui méritent le plus ma reconnaissance, ma gratitude et mon grand amour,
ceux qui m'ont apporté toujours soutien et bonheur dans la vie :

Pour toi, trés chére meére Saadia , sa la plus chers de mon ceeur, sa qui m'aviez
entouré de nobles sentiments.

Mes chers fréres : Mohamed , Ahmed, Abdelhak .

Pour vous ma chere seeur.

Aux personnes que je n'oublierais jamais ; mes amis : Naziha , Raghda ,Fatiha
,Naima et MARZINE Halima.

Zohra



Résumé

Le Thuya de Berberie « Tetraclinis articulata » est une espece des plantes appartenant a la famille des
Cupressacees, c¢’est une plante éndémique d’Afrique du nord (Maroc, Algérie, Tunisie ),largement utilisée
dans la médecine traditionnelle de plusieurs pays méditerranéens.

En outre, le but du présent travail est la valorisation de cette plante en Algérie particulierement dans la
wilaya de Tiaret (Sdama Chergui) a travers 1'évaluation de I’activité antimicrobienne et antioxydante de
I’huile essentielle des feuilles de cette plante.

Les résultats comparatifs entre les différents régions du Nord d’Afrique (Maroc , Algérie, Tunisie )

démontrent que L’évaluation du pouvoir antibactérienne et antioxydante du thuya montre que 1’huile

essentielle des feuilles seches possédent un pouvoir antibactérien sur les bactéries testés Staphylococcus

aureus ;Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa,aussi 1’huile essentielle de thuya renferme un effet

antioxydante .

Mots clés : Tetraclinis articulata, huile essentielle, activité antimicrobienne, activite antioxydante
Summary

The Thuya of Berberie « Tetraclinis articulata » is a species belonging to the Family of Cupressaceae, it
is endemic to North West Africa (Morocco, Algeria, Tunisia), widely used in traditional medicine of
several Mediterranean countries. In addition, the purpose of this work is the enhancement of this plant in
Algeria especially in the wilaya of Tiaret (Sdama Chergui) through the evaluation of antimicrobial and
antioxidant activity of the essential oil of the leaves of this plant. Comparative results between the
different regions of northern Africa (Morocco, Algeria, Tunisia) show that the evaluation of the
antibacterial and antioxidant power of thuya shows that the essential oil of dry leaves has an antibacterial
power on the bacteria tested Staphylococcus aureus; Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa, also
the essential oil of thuya contains an antioxidant power.

Keywords : Tetraclinis articulata, essential oil, antimicrobial activity, antioxidant activity
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Introduction

Introduction

Les plantes médicinales restent le premier réservoir de nouveaux médicaments, elles sont
considérées comme source de matiere premiére essentielle pour la découverte de nouvelles
molécules nécessaires a la mise au point de futurs medicaments (Chenni, 2010).

L’ Algérie recéle d’un patrimoine végétal important par sa richesse et sa diversité dans les
régions cotieres, les massifs montagneux, les hauts-plateaux, la steppe et les oasis sahariennes : on
y trouve plus de 3000 espéces vegétales. Parmi ces ressources naturelles les plantes médicinales et
aromatiques occupent une large place et jouent un grand réle dans 1’économie nationale. Elles sont
utilisées dans différents domaines : industrie alimentaire, pharmaceutique et phytothérapie
(Duraffourd et al., 1997).

Dans le cadre de la valorisation des espéces végétales algériennes, et compte tenu

des vertus thérapeutiques que représentent les Cupressacées, nous sommes intéressés a I’huile
essentielle de « Tetraclinis articulata » provenant de la wilaya Tiaret.
Tetraclinis articulata (\Vahl) Masters, communément appelé Thuya de Berberie, est endémique de
la Méditerranée Sud occidentale (Dakak , 2002). . En dehors de son aire Nord-africaine, on ne
rencontre que deux stations limitées, I’'une dans la province de Carthagéne en Espagne et I’autre a
Malte (Achhal et al.,1985). Le Thuya de berbérie (ou du Maghreb), Tertraclinis articulata (\Vahl)
Mast, appartient a 1’ordre des Pinales, famille de Cupressacées, sous famille des Callitroidées,
genre Tetraclinis. C’est la seule espéce représentant ce genre dans [’hémispheére nord
(Boudy,1950).

Différentes parties de Thuya sont employées en médecine populaire en raison de ses
multiples effets thérapeutiques. Il est principalement utilisé contre les fievres enfantines, les
infections respiratoires et intestinales, les douleurs gastriques, le diabéte et 1’hypertension
(Touayli, 2002 ; Ziyyat et al., 1997).

Au cours de ces derniéres années, I'augmentation de la demande du consommateur pour des
produits naturels sans conservateurs a conduit I'industrie agroalimentaire a envisager
I'incorporation de substances naturelles. Ainsi, les huiles essentielles commencent a avoir beaucoup
d'intérét comme source potentielle de
molécules naturelles bioactives. Elles font I'objet d'étude pour leur éventuelle utilisation comme
antioxydants, antimicrobiens et donc comme conservateur naturel qui préserve ’aliment des
différentes altérations oxydatives ou microbiennes (Dung et al., 2008).

Actuellement, la toxicité des antioxydants synthétiques et le développement de la résistance

microbienne aux antibiotiques ont augmenté le risque des effets néfastes des radicaux libres et des
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microorganismes sur la santé humaine. A cet égard, les plantes peuvent fournir une bonne
alternative a la recherche de nouveaux produits chimiques avec un large éventail d’activités
(Ferdjioui, 2014).

C’est pourquoi, le présent travail a été entrepris afin de mettre en exergue les vertus de Tetraclinis
articulata plante médicinale largement distribuée en Algérie.

L’objectif de cette étude s’intéresse a présenter le Thuya de berberie (Tetraclinis articulata)
qui se trouve en abondance dans la Méditerranée Sud occidentale et particulierement en Algérie, et
valoriser son huile essentielle en étudiant ces activités biologiques, entre autres son effet
antioxydant et antibactérien.

Le travail réalisé s’articule de la fagon suivante :

La premicre partie est consacrée a une synthése bibliographique mettant 1’accent sur trois

chapitres :

. Le premier chapitre aborde la description botanique de 1’espéce végétale étudice,

. Le deuxiéme est consacré a des généralités sur les huiles essentielles tandis que

. Le troisieme chapitre, s’intéresse aux activités biologiques des huiles essentielles et

particulierement, 1’activité antimicrobienne et antioxydante.
La partie expérimentale est subdivisée en deux chapitres :
Le premier est consacré a I’identification de la zone d’étude tandis que le second comprend

Matériels et Méthodes, Résultats et discussion et ont finalisé par une conclusion.
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Chapitre | Généralités sur la plante

I. Généralités sur la plante
1.1.Historique
Thuya de Berbere (Tetraclinis articulata), a été decrit par Vahl en 1791, sous le nom de
Thuya articulata = Callitris articulata (\Vahl) Link ; par la suite il a été reporté au genre Tetraclinis
par Maire en 1926.
Aussi, Quezel et Santa (1962-1963), rattachent I’espéce au genre Callitris qui a été décrit par
Vent en 1808. Ce dernier lui donne le nom de Callitris quadrivalvis Vent (Hadjadj et Letreuch,
2017).
1.1.1 Systématique de la plante
v Systématique
Embranchement : Spermaphytes
Sous Embranchement : Gymnospermes
Classe : Coniferes
Ordre : Coniférales
Sous ordre : Taxales
Famille : Cupressacées
Genre : Tetraclinis
Espéce : Tetraclinis articulata(Vah).
v" Autres noms
Nom Latin : thuja
Nom arabe : sball 8l - (i n e o= s paiss - jo 0
Nom berber: Azouka, Imijad, Tazout,
Nom anglais: arar tree, sandarch tree, thyia, sandarc tree, sandarc gum tree, ghardar, Thuya
from berberie.
Nom frangais : thuya de Berbérie, thuya, callitris, thuia articulé, thuia a la sandarque, vernix
(Lamnaour et Botanouny, 2005).
1.2.Description de la plante
Le Thuya est une espéce résineuse a croissance tres lente, longévive et qui peut dépasser 400
ans. En hauteur, ’accroissement annuel est estimé de 20 cm/an jusqu’a 25 ans, et de 10 cm/an
jusqu’a 60 ans. En diametre, il est de 3 a 4 mm/an jusqu’a 30 ans et de 1,5 a 2,5 mm/an jusqu’a 60
ans (El Mouridi,2011).
Le thuya de Berbérie est une plante rustique et xérophile.de la famille des coniferes « qui
porte des cones ». On dit également un résineux, ¢’est-a-dire qui produit de la résine

(ex : cédres, cypres, pins, sapins, thuya...) (Garcia, 2011).

=
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Il est caractérisé par une cime claire et un port pyramidal irrégulier, son feuillage est

persistant ; les feuilles paraissent verticillées par quatre, longuement soudées a la tige. Les

rameaux, verts, aplatis et couverts par les feuilles, sont articulés, d’ou leur nom de Tetraclinis

articulata (Hedjal, 2014).

Figure 01: les différents organes du Thuya. De gauche a droite : aiguilles, cone, écorce
(Hadjadj,2005).

1.3.Répartition géographique
1.3.1.Dans le monde
Tetraclinis articulata est une essence endémique de la méditerranée dont la majeure partie est
en méditerranée occidentale. Cette espece se cantonnant essentiellement dans la partie méridionale
du bassin méditerranéen, a I’exception de deux ilots, I’'un au Sud-est de I’Espagne (Almeria) et
I’autre a I’ile de Malte (Abi-Ayad, 2009).
1.3.2.En Algérie
Le Thuya de Berbérie reste une espéce peu estimée en Algérie. En 1950, il occupe une
Superficie de 161 000 ha. Ces derniéres décennies, il s’étend encore sur un peu plus de
140 000ha et occupe la quatrieme place en matiére de superficie, apres le pin d’Alep, le chéne vert

et le chéne-liege. Les agressions permanentes (dégradation, et incendies) qu’a subi cette essence
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forestiere rustique et utile dans des zones marginales, sont a 1’origine de son déclin. Il est important
dans le Tell Oranais et dans 1’Ouarsenis. Toutefois, il existe par pieds isolés ou par petits bouquets
jusqu’ a I’entrée de la Kabylie (Dellyet Lakhdaria), dans la vallée de 1’oued Sahel jusqu’au
M’Chedallah ainsi que dans les gorges de Kherrata. Il manque dans le Tell constantinois et dans la
partie centrale et orientale du tell Algérois (Chikhoune et al., 2013).
1.3.3En Tunisie
Le Thuya de Maghreb ne couvre que 30.000ha (Boudy, 1950) des collines du Nord —Est
jusqu’a une ligne allant de Bizerte aux monts de Zaghoune et a Hamemet (Maire, 1952).
1.3.4.Au Maroc
Les plus vastes peuplements de thuya sont observés au Maroc. D'aprés (Benabib, 1976 ;
Fenane, 1989) I’aire de répartition du thuya est subdivisée en six grandes zones : zone Rifaine,
zone du Maroc oriental, zone du moyen Atlas oriental, zone des vallées du plateau central et la
Mesta occidental, zone du moyen Atlas occidental et haut Atlas, et zone de ’anti Atlas. L'aire
actuelle de sa répartition au Maroc, est d'environ 607 900 ha (DREF, 2002).
On note que cette espéce a connu un recul extraordinaire et une élimination dramatique depuis les

années 1950.

Figure 02 : Aire de répartition du Thuya de Berbérie en méditerranée sud —occidentale
(Harbouche et al., 2017).
I.4.Caractéristiques écologiques
1.4.1.Facteurs climatiques
Du point de vue bioclimatique, I’espéce a certaines exigences, elle est trés largement
préférentiel du bioclimat semi-aride, mais va, localement, jusque dans 1’aride supérieur. (Terras et
al., 2008).

(n
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Elle supporte les climats relativement chauds et sec, et doux en hiver. La sécheresse dépendra
de I‘exposition et de la pente du sol ; pas de Thuya dans les fonds d'oueds profondément encaissés
(a cause du froid et des condensations abondantes).

Le Thuya est éliminé par le froid surtout humide, par ’humidité du sol et par les sables
mobiles. C'est une espéce thermophile et xérophile.

Le Thuya supporte mal les précipitations élevees (supérieures a 800 mm par an). (Terras et
al., 2008).

1.4.2.Facteurs édaphiques

Le Thuya de Maghreb est indifféeré a la nature chimique du substratum
(Boudy, 1950) il se localise sur les sols les plus secs et les plus pauvres, il semble cependant
manifesté une préférence pour les sols calcaires et les sols fersialitiques meubles plus au moins
profonds.

Il redoute les sables mobiles mais pousse bien sur les dunes fixes, dans le milieu qu’il lui est
favorable, il arrive a éliminer toutes les autres especes arborescentes et arbustives et ceci grace a
son extréme rigueur.

1.4.3.Facteurs orographiques

Il est présent, du point de vue altitudinal, du littoral jusqu’a 1100 m. Il s’observe
essentiellement au thermo-méditerranéen, mais pénétre au méso-méditerranéen.

Il pousse a des hauteurs qui oscillent du niveau de la mer jusqu’a 1800 m d’altitude dans un
climat méditerranéen en zone semi-aride (Terras et al., 2008)

I.5.Régénération du Thuya
La régénération de thuya est assurée par rejet de souche, par semi et par plantation
1.5.1.Régénération par semi

La régénération naturelle par semis ne participe qu’a titre occasionnel et complémentaire aux
autres modes de multiplication de thuya (Boudy, 1950).

Elle ne se manifeste que rarement en raison de I’influence du surpaturage, de la dégradation du
couvert végétal et par conséquent 1’érosion du sol (Benabib, 1976).

1.5.2.Régénération par rejets de souche

Le Thuya est parmi les rares résineux qui ont la faculté d’émettre des rejets de souches. La
régénération est assurée par rejets de souche, il en résulte qu’a 1’état actuel, la majorité des
tétraclinaies est traitée en taillis. La faculté de rejeter les souches peut aller jusqu’a I’age de 250 ans
(El-Mouridi, 2011).

1.5.3.Régénération par plantation
A I’exception de quelques plantations réalisées au cours des années 1950-1960 & I’Est du
pays, cette essence a été délaissée par le reboiseur (EI-Mouridi ,2011).

|.6.Utilisations traditionnelles
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Le Thuya de Berberie est réputé dans la médecine traditionnelle des populations locales
maghrébines. Les différentes parties de 1’arbre, principalement les feuilles et les rameaux, sont
utilisées dans le traitement des infections intestinales et respiratoires (Bellakhdar et al., 1991) et
aussi comme hypoglycémiantes et hypotensives (Ziyyat et al., 1997 ; Bnouham et al., 2002).

Toutes les parties des plantes sont utilisée pour les maladies de la peau, y compris le prurit,
les parasitoses, les mycoses, les piqlres d'insectes et la pathologie de la sphere bucco-dentaire
(maux de dents, prévention des épidémies) (Bellakhdar, 1997 ; Bourkhiss et al., 2007).

Les feuilles en décoction sont utilisées contre la fievre (Lahsissene, 2009). La poudre de
feuilles est utilisée, en usage externe, sur les blessures et sur la plaie ombilicale du nouveau-né,
comme cicatrisant. La résine est utilisée pour colmater les dents cariées ou perforées.

Un morceau de sandaraque humecté d'eau de rose est passé sur les paupiéres, contre
Iinflammation des yeux (Bellakhdar, 1997). Traditionnellement, elle est utilisée comme
insecticide (Aouinty et al., 2006).

On extrait du Thuya une résine «la gomme sandaraque » qui est utilisée pour la fabrication
de vernis. Autrefois, les Egyptiens I’employaient pour embaumer les momies (Seigue, 1985).
I.7.Propriétés pharmaceutiques

Elle exerce des activités anthelminthique, antipyrétique, antipaludéenne, antiseptique, anti-
infectieuse, laxative et purgative. Ainsi que des propriétés antimicrobiennes, antifongiques
(Bourkhiss et al., 2007 ; Ben Ghnaya et al., 2016), antitumorales et anti-inflammatoires
(Buhagiar et al., 1999 ; Djouahri et al., 2014) ont été signalées par I’utilisation de ses huiles
essentielles. Le potentiel le plus important a été représenté par son activité antioxydante (Rached
et al., 2010).

1.8. Importance écologique, industriel et économique

Tétralinis articulata joue un rdle écologique trés important grace a sa capacité a former des
rejets de souches, il résiste bien aux incendies. Ses racines développées permettent la stabilisation
des sols et limitent ainsi les effets de 1’érosion. Il est vigoureux et pratiquement indifférent aux
substrats.

Du point de vue industriel et économique ; le Thuya produit un bois d’excellente qualité qui

est utilisé en menuiserie, en ébénisterie, en industrie et comme bois de chauffage (Kacem ,1991).
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I1.Généralités sur les huiles essentielles (HE)

Reconnues pour leurs puissantes propriétés thérapeutiques et utilisées depuis des millénaires
en Chine (cannelle, anis, gingembre,...), en Inde, au Moyen Orient (Khella, pin, fenouil,...) en
Egypte, en Gréce, en Amérique (bois de HO, sassafras,...) et en Afrique (encens, myrthe,
ravintsara,...), les HE tombent dans 1’oubli au Moyen Age. Il faudra attendre ’arrivée des Arabes
pour assister & un nouvel essor de la médecine par les plantes qui retrouvent alors une place de
choix dans I’arsenal thérapeutique de I’époque.

Lextraction des HE par distillation a la vapeur d’eau nait a I’époque de la révolution
industrielle et permet le développement de produits alimentaires et de parfums.

Les pionniers de I’aromathérapie sont Gattefossé puis Valnet et ses disciples (Franchomme
et al., 2001).
11.1.Définition

Le terme «huile essentielle» a été inventé au 16iéme siécle par le médecin Suisse Parascelsus
Von Hohenheim pour désigner le composé actif d’un reméde naturel (Burt, 2004).

De trés nombreux auteurs ont tenté de donner une définition des huiles essentielles.

D’apres William Naves (1874 - 1936), aucune des définitions des huiles essentielles n’a le
mérite de la clarté, ni celui de la précision. Cet auteur définit les huiles essentielles comme « des
mélanges de divers produits issus d’une espéce végétale, ces mélanges passent avec une certaine
proportion d’eau lors d’une distillation effectuée dans un courant de vapeur d’eau ».

Selon la norme AFNOR NF’T 75-006 (2000), « I’huile essentielle désigne le produit obtenu
a partir d’une matiére premiére d’origine végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit par des
procédés mécaniques a partir de I’épicarpe, soit par distillation « seche ». Elle est ensuite séparée
de la phase aqueuse par des procédés physiques ».

Selon la pharmacopée européenne, ce sont des produits de compositions généralement
assez complexes renfermant des principes volatiles dans les contenus des végétaux et plus ou
moins modifiés au cours de la préparation.
11.2.Répartition systématique des huiles essentielles

Les huiles essentielles n’ont pas une présence générale chez les végétaux. Parmi les 1 500
000 especes végétales recensees, seulement 10% sont capables de synthétiser une essence. Ces
plantes sont alors dites « aromatiques » (Degryse et al., 2008).

Certaines familles se caractérisent par le grand nombre d’especes a essences qu’elles regroupent, en
particulier les Lamiacées, les Ombelliféres, les Myrtacées et les Lauracées (Baser et Buchbauer,
2010).
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11.3.Localisation et lieu de synthése des huiles essentielles

Les huiles essentielles se localisent dans toutes les parties vivantes de la plante (El
Kalamounni, 2010), et se forment dans le cytoplasme de cellules sécrétrices variables selon
I’organe végétal considéré. 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 spécialisées, souvent localisées sur ou a proximité de la surface de la
plante, a savoir, des cellules a huiles essentielles, des poils glandulaires épidermiques qui
produisent les essences dites superficielles, des poches sécrétrices ou encore des canaux sécréteurs
(Boz et al., 2009)

Les huiles essentielles peuvent étre extraites de divers organes de la plante , Elles peuvent
étre stockées dans tous les organes végétaux: les fleurs [oranger, rose, lavande; le bouton floral
(girofle)], les feuilles (eucalyptus, menthe, thym, laurier, sarriette, sauge, aiguilles de pin et sapin),
les racines (vétiver), rhizomes (gingembre, acore), les fruits (anis, fenouil, badiane), le bois et les
écorces (cannelle, santal, bois de rose.) et les graines (noix de muscade, coriandre) (Lamamra
,2018). En effet, une plante peut donner des huiles essentielles de composition chimique trés
différente en fonction des organes dont elle est issue (Roux-Sitruk et al., 2008).

I1.4.Rdle des huiles essentielles

Les plantes aromatiques produisent des huiles essentielles en tant que métabolites
secondaires (Roberts et Marjorie, 1977), mais leur role exact dans les processus de la vie de la
plante reste mal connu (Rai et al ., 2003). Ces derniers ne sont pas essentiels pour la croissance des
plantes (Croteau et al., 2000).

Elles sont en général considérées comme des déchets du métabolisme cellulaire de la plante
(Amiot, 2005).

D’autres auteurs affirment que les huiles essentielles jouent un role hormonal, régulateur et
catalyseur dans le métabolisme végétal et semblent aider la plante a s’adapter a son environnement
(Belaiche, 1979).

D’autres consideérent I’huile comme source énergétique, facilitant certaines réactions
chimiques, et conservant I’humidité des plantes dans les climats désertiques (Guignard et
al.,1985).

Derniérement, des études ont montré que dans les plantes, les huiles essentielles ont pour
fonction d’attirer les insectes pollinisateurs ou repousser les insectes hostiles. Un certain nombre
d’entre elles ont également des propriétés antiseptiques, insecticides, fongicides et bactéricides
(Carson et Hammer, 2011).

I1.5.Production des huiles essentielles
A I’échelle mondiale, la production des huiles essentielles est d’environ 30 tonnes par an. Les

principaux pays producteurs sont les Etats-Unis, la Chine, le Maroc, la Bulgarie, 1’Inde, la France,
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I’Egypte et L’Espagne. L’Algérie se hisse a la 10°™ place avec 8000 dollars de capitaux générés
par I’exportation d’huiles essentielles, a la fin des années 70 (Tchoumbougnang et al., 2009).
Djeddi (2012), affirme que les huiles essentielles exportées par 1’Algérie provenaient soit des
cultures familiales ou des plantes spontanées, tels que la menthe, le jasmin, le rosier, le géranium,
la lavande, le romarin, I’origan...etc.

Actuellement, la production d’huiles essentielles est limitée a quelques producteurs privés
artisanaux qui ne subvient pas au marché national.
11.6.Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de constituants, elles contiennent 20 a
60 composants avec des concentrations différentes et sont caractérisées, généralement, par deux ou
trois composants majoritaires représentant 20 a 70 % de I’huile essentielle totale, alors que les
autres composés se trouvent sous forme de traces.

Les constituants des huiles essentielles appartiennent & deux principaux groupes : les terpénes
et les composés aromatiques (Bakkali et al., 2008).

11.6.1.Les terpénes et les terpénoldes

Environ 30 000 terpénes ont été decrits dans la littérature (Connolly et Hill, 1991). Les
terpenes sont des hydrocarbures naturels, de structure cycliqgue ou de chaine ouverte, leur
particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette d’unité isoprénique a
5 atomes de carbone (CsHsg) . Ils sont subdivisés selon le nombre d’entités isopréne en monoterpéne
formés de deux isoprénes (CioHis), en sesquiterpenes, formés de trois isoprénes (CisHzs), en
diterpénes, formés de quatre isoprenes (CaoHsy), en tétraterpénes, huit isopenes qui conduisent aux
caroténoides, en polyterpénes (CsHg)n ou n peut-étre de 9 a 30 (Hernandez Ochoa, 2005) .
Les terpénoides (Figure n°03) sont les terpénes dérivées des composés ayant un ou plusieurs

groupes chimiques fonctionnels (alcool, aldéhyde, cétone, acide, ...) (Bayala ,2014).
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Figure 03 : Représentation de molécules caractéristiques des diffeérentes structures rencontrees
chez les mono-et sesquiterpénoides (Fillatre , 2011).
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Figure 04 : Structure chimique de quelques terpénoides (Bayala ,2014).

11.6.1.Les composés aromatiques

Les composés aromatiques des huiles essentielles sont principalement des dérivés du
phénylpropane Cg-C3 (Dris, 2019) ,ces composés sont beaucoup moins fréquents dans les HE que
les monoterpenes et les sesquiterpenes. Citons 1’acide cinnamique et 1’aldéhyde cinnamique (HE de
cannelle), I’eugénol (HE de girofle), ’anéthole et 1’aldéhyde anisique (HE de badiane, d’anis, de
fenouil), ainsi que le safrole (HE de sassafras). Les lactones dérivées des acides cinnamiques,
comme les coumarines, sont, pour la plupart, entrainables par la vapeur d’eau et ainsi présentes
dans certaines huiles essentielles (exemple I’HE de céleri) (Couic-Marinier et Lobstein, 2013).

La figure 05 présente quelques exemples de ces composés.
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Figure 05 : Structures de quelques composés aromatiques (Bayala ,2014).

11.6.2.Les composés d’origine diverses

Il existe un nombre négligeable de produits résultant de la transformation de molécules non
volatiles issues soit de la dégradation des terpénes non volatils qui proviennent de 1’auto-oxydation
par exemple des caroténes ou des acides gras comme les acides linoléique (Piochon, 2008).

11.6.3.1.Notion de chémotype

Le chémotype d’une huile essentielle est une référence précise qui indique le composant
biochimique majoritaire ou distinctif présent dans I’huile essentielle. Cet élément permet de
distinguer des huiles essentielles extraites d’une méme variété botanique mais d’une composition
biochimique différente. Cette classification permet de sélectionner les huiles essentielles pour une
utilisation plus précise, plus sdre et plus efficace.

Ce polymorphisme chimique existe chez certaines especes : Thymus vulgaris, Mentho spicoto,
Origanum vulgare. Il est important de noter que les huiles essentielles a chémotypes différents
présentent non seulement des activités différentes mais aussi des toxicités tres variables (Pibiri,
2005).

11.7.Variation de la composition des huiles essentielles

Les huiles essentielles présentent une trés grande variabilité, tant au niveau de leur
composition, qu’au plan du rendement des plantes d’origine. Cette variabilité est fondamentale car
les activités biologiques qui découlent des huiles essentielles peuvent étre trés différentes
(Bruneton, 1999 ; Benini, 2007).

Cette variabilité peut s’expliquer par différents facteurs d’origine intrinseque, spécifiques du
bagage génétique de la plante ou extrinseque, liés aux conditions de croissance et de
développement de la plante (Morin et Richard, 1985).
11.8.Les procedés d’extraction des huiles essentielles

A TPintérieur de leurs cellules, les végétaux renferment des essences, c’est a dire des

sécrétions naturelles que 1’on extrait pour obtenir les huiles essentielles.
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Il existe plusieurs méthodes d’extraction, qui se pratiquent en fonction de la partie du végétal
choisie. (Buronzo, 2008).

11.8.1.La distillation

Le principe de la distillation repose sur la propriété qu’ont les HEs d’étre volatiles sous
I’effet de la chaleur, I’huile est alors entrainée par la vapeur d’eau. Apreés condensation, I’huile
essentielle se sépare du distillat par décantation.

Il existe précisément trois différents procédés utilisant ce principe : I’hydrodistillation,
I’entrainement a la vapeur d’cau et I’hydrodiffusion (Piochon, 2008).

11.8.1.1.L’hydrodistillation

L’hydrodistillation proprement dite, est la méthode normée pour 1’extraction d’une huile
essentielle (AFNOR, 1992).

Le principe consiste a immerger directement la matiére végétale a traiter dans un ballon
rempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition, les vapeurs hétérogeénes vont se condenser sur une
surface froide et I’huile essentielle sera alors séparée par différence de densité (Bruneton, 1993).
Cependant, I’hydrodistillation posséde des limites. En effet, un chauffage prolongé et trop puissant

engendre la dégradation de certaines molécules aromatiques (Lucchesi, 2005).
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Figure 06 : Schéma du principe de la technique d’hydrodistillation (Jouault, 2012).
11.8.1.2.L’extraction par entrainement a la vapeur d’eau
Le matériel végétal placée dans un alambic est traversée par un courant de vapeur d’eau ; les
principes volatils, peu solubles dans I’eau, sont entrainés et, apreés condensation, séparés
du distillat par décantation dans un recipient spécial ou vase florentin (Odile et al., 2007).
11.8.1.3.L’extraction par Hydrodiffusion
Consiste a pulser de la vapeur d’eau a trés faible pression ; a travers la masse végétale. La
composition des produits obtenus est qualitativement et sensiblement différente de celle des

produits obtenus par les méthodes classiques (Bruneton , 1993 ).
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11.8.2. Extraction par expression a froid

L’expression, aussi appelée « pression a froid » ou « grattage » est un procédé d’extraction
tres simple. Est principalement utilisé pour les écorces des agrumes (citron ; pamplemousse,
bergamote, orange douce, orange ameére, mondaine), qui renferment une quantité importante
d’huiles essentielle (Buronzo, 2008).

11 s’agit d’un traitement mécanique qui consiste a déchirer les péricarpes riches en cellules
sécretrice (AFNOR, 2006).

11.8.3.Extraction par CO; super critique

La technique se base sur la solubilité des constituants dans le CO, et de son état physique.
Grace a cette propriété, il permet I’extraction dans le domaine supercritique et la séparation dans le
domaine gazeux. Le CO; est liquifié par refroidissement et comprimé a la pression d’extraction
choisie, ensuite il est inject¢ dans I’extracteur contenant le matériel végétal, apreés le liquide se
détend pour se convertir a I’état gazeux pour étre conduit vers un séparateur ou il sera séparé en
extrait et en solvant (Herzi, 2013 ; Rachid, 2015).

11.8.4.Extraction assistée par micro-onde

Dans ce procédé la matrice végétale est chauffée par micro-ondes dans une enceinte close
dans laquelle la pression est réduite de maniere séquentielle. Les composés volatils sont entrainés
par la vapeur d'eau formée a partir de I'eau propre a la plante. lls sont ensuite récupérés a l'aide des
procédés classiques de condensation, refroidissement et décantation.
Ce procédé permet un gain considérable de temps (temps d'extraction divisé par 5 a 10) et d'énergie
(température plus basse) ( Bousbia, 2011).

11.8.5.L’extraction par les solvants volatils

Cette technique est basée sur la solubilité des essences aromatiques dans les solvants
organiques, les solvants les plus utilisés actuellement sont I’hexane, le cyclohexane, 1’éthanol
moins fréquemment, le dichlorométhane et 1’acétone .
L’emploi restrictif de 1’extraction par solvants organiques volatils se justifie par son cofit,
les problémes de sécurité et de toxicité, ainsi que la reglementation liée a la protection de
I’environnement ( Harbouche et al ., 2016).
11.9. Conservation des huiles essentielles

Il est nécessaire de conserver les huiles essentielles :
- aI’abri de I’air, et de la lumiére, dans des flacons propres et secs, métalliques (aluminium ou acier
inoxydables) ou en verre teinté, a froid (a 4 °C).
- II faut éviter, d’une part, de mettre trés peu d’huile essentielle dans le flacon et, d’autre part,
d’utiliser des emballages et des bouchons en matiére plastique qui peuvent étre sensibles

au contenu (Hadji-Minaglou , 2012).
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- 1l faut aussi les conserver en position verticale dans un lieu sec et frais et éviter de laisser les
flacons débouchés trop longtemps (Alessandra ,2008 ; Buronzo et al., 2012).
11.10.Domaines d’utilisation des huiles essentielles

I1 existe des nombreux domaines d’utilisations des huiles essentielles :

11.10.1.Industrie pharmaceutique

En pharmacie, les principales activités des HEs, peuvent étre résumeées ainsi ; antiseptiques
vis-a-vis des germes, des levures, de certains champignons inférieurs pathogenes, comme
c’est le cas pour les HEs d’ail, de sarriette, de thym, de lavande, de pin ou d’eucalyptus.
Notons que le thymol posséde un pouvoir antiseptique plus élevé que le phénol (Eberhard et al.,
2005).

11.10.2.Industrie cosmétique

Dans le domaine des parfums et cosmétiques, les huiles essentielles sont employées en tant
qu’agents conservateurs grace a leurs propriétés antimicrobiennes qui permettent d’augmenter la
durée de conservation du produit. Cependant, c’est surtout pour leurs caractéristiques odorantes en
raison de leur forte volatilit¢ et du fait qu’elles ne laissent pas de trace grasse, qu’elles sont
utilisées, notamment dans la formulation de parfums, de produits d’entretien personnels ou
ménagers domestiques ou industriels (Aburjai et Natsheh, 2003).

11.10.3.Industrie alimentaire

Les huiles essentielles peuvent servir d'additifs alimentaires ou d’agents de conservation qui
soutiennent la production, la transformation et maintiennent les propriétés organoleptiques
désirées. Elles peuvent assurer plusieurs fonctions dans l'industrie alimentaire tel que
I’amélioration de la valeur nutritive des aliments; le maintien de la salubrité des aliments et
l'appétibilité; le contrdle d'acidité/alcalinité; ’amélioration de la saveur et la couleur (Foulk, et al.,
2002).

11.10.4.Agriculture

La volonté de réduire I’utilisation des pesticides de synthese dans 1’agriculture moderne en
faveur de I’écologie, du développement et de I’aménagement durables, s’est affermie ces dernieres
années. Concernant les pesticides, I’un des projets de loi vise a réduire la consommation en
produits phytosanitaires de 50% en dix ans, I’échéance étant 2018 (Ministére de I’agriculture et
de la péche, 2008). Dans ce contexte environnemental, les pesticides naturels basés notamment sur
les huiles essentielles, représentent une alternative intéressante pour la protection des cultures
contre les insectes mais également contre les adventices et les champignons (Isman, 2000 ; Dayan
et al., 2009).

11.10.5.Agro-alimentaire

Les huiles essentielles sont utilisées en industrie agroalimentaire comme ardmes et epices

alimentaires pour les boissons gazeuses ou alcooliques, les condiments, les confiseries, les produits
9
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laitiers, les produits carnés, les produits de boulangerie mais également pour la nutrition animale

(Bruneton, 1999).
Les plus couramment utilisées sont celles de : menthe, vanille, poivre, basilic, gingembre,

eucalyptus...etc (Mapoli, 2003).
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L’activité biologique d’une huile essentielle est a mettre en relation avec sa composition
chimique et en particulier, avec les groupements fonctionnels des composés majoritaires et des
composés minoritaires (Dorma et Deans , 2000).

L’efficacité d’une huile essentielle dépend ainsi de sa richesse en composés phytochimiques ;
plus elle est riche en substances actives, plus son activité est importante (Zhiri, 2006).

I11.1 Activité Antimicrobienne

L'homme vit dans un environnement peuplé d'un grand nombre de microorganismes qui sont
présent dans I'air, dans le sol, dans les eaux douces, dans les eaux marines, a la surface de la peau et
les muqueuses ainsi qu'au niveau du tube digestif, de I'arbre respiratoire et de I'appareil urinaire.

Ces microorganismes sont constitués par les bactéries, les virus, les champignons et les
parasites.

Ils sont soit des hdtes naturels de I’homme (saprophytes) par exemple la flore digestive, soit
ils sont pathogénes.

Le monde bactérien est trés vaste et les bactéries peuplent notre environnement. Elles
assurent a la surface du globe, sur le sol et dans les eaux d'innombrables fonctions ; elles
exercent des actions bénéfiques (ex bactéries fertilisantes du sol), mais dautres peuvent
provoquer des infections chez les plantes, les animaux et également chez I'hnomme (Khiati, 1998)

I11.1.1.Les bactéries

Une bactérie est un microbe formé d’une seule cellule, visible au microscope, appartenant a
une zone de transition entre le regne animal et le regne végétal.

Comme toute cellule, les bactéries sont constituées d’un noyau, isolé ou diffus, un protoplasme
contenant des granulations et des vacuoles, une paroi parfois d’une capsule.
Certaines bactéries sont mobiles grace a des cils vibratiles. Selon leur mode de nutrition et leur
comportement vis-a-vis de 1’oxygene, les bactéries sont classées en aérobies et en anaérobies
(Deramchia, 2018).

I11.1.1.1.La classification des bactéries

Il existe différents types de classifications des bactéries.

La classification de Linné permet de distinguer différents niveaux : le régne, I’embranchement, la
famille, le genre et I’espece (Flandrois, 2000). Chaque espece se distingue par des caractéristiques
métaboliques et morphologiques : les cocci seront plutdt courts et sphériques, les bacilles en forme
de batonnet, d’autres peuvent étre incurvés ou spiralés... (Flandrois, 2000 ; Heart et al., 2006).

Une autre classification, fréquemment utilisée, correspond a leur réaction au contact de la
coloration de Gram. Il s’agit d’une méthode permettant de différencier les bactéries en fonction de
leur capacité de coloration variant selon la composition de leur paroi (Flandrois,
2000). Ainsi, les bactéries colorées en bleu-violet seront dites a Gram positif et celles en rose a
Gram négatif (Heart et al., 2006).
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111.1.1.1.1.Bactéries a Gram-négatif

+ Escherichia coli ATCC 25922
Escherichia coli est I’espéce bactérienne la plus connue de la famille des Enterobacteriaceae. Ce
bacille a Gram-négatif, a mobilité péritriche, se développe en aéro- anaérobie et sur gélose
ordinaire en 24 heures & 37°C, en donnant des colonies rondes, lisses, a bords réguliers, non
pigmentées. Cette espéce est connue depuis longtemps comme commensale du tube digestif et
pathogene pour I’appareil urinaire.
E. coli est I’espece la plus fréquemment responsable d’infections urinaires. Cette bactérie est aussi
a ’origine de septicémies, de méningites chez le nourrisson ainsi que de manifestations intestinales
telles que les diarrhées. Elle est également responsable d’infections communautaires et
nosocomiales. (Avril et al.,1992 ;Avril et Fauchére,2002).

+ Pseudomonas aeruginosa ATCC 14028

P. aeruginosa (ou bacille pyocyanique) est une bactérie a Gram négatif, aérobie stricte,
dépourvue de capsule. Comme la plupart des espéces appartenant au genre Pseudomonas, P.
aeruginosa n’exige aucun facteur de croissance. C’est une bactérie hautement versatile dotée d’une
grande adaptabilité nutritionnelle et métabolique. Par conséquent, elle peut étre isolée en culture
sur des milieux ordinaires ou sur des milieux rendus sélectifs par addition d’inhibiteur, tel que le
cetrimide.

Elle est strictement aérobie et sa tempeérature optimale de croissance est comprise entre 30 et
37°C. Les cultures de P. aeruginosa dégagent une odeur caractéristique, et produisent le plus
souvent des pigments de pyocyanine et de pyoverdine (Wolfgang, Kulasekara et al., 2003).

111.1.1.1.2.Bactéries & Gram-positif
+ Staphylococcus aureus
Les Staphylocoques sont des bactéries a cocci non sporulées, a Gram positif
qui tendent a se grouper en amas ayant la forme de grappes de raisin, catalase positive, oxydase
négative et immobiles. Le Genre Staphylococcus présente 30 espéces et sous especes, les
principales sont Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis et Staphylococcus
saprophyticus (Marchal, 2003).

Staphylocoque doit son nom a I’espéce qui a un aspect pigmenté de ses colonies avec une
coloration en jaune d’or. Les Staphylocoques peuvent étre 1’agent fréquent responsable des
infections nosocomiales, (Fritz et al., 2008).

111.1.1.2.Mécanismes d’action

Les mécanismes d’action des produits antimicrobiens autres que les antibiotiques restent

encore généralement peu et mal connus.
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Les agents chimiques antimicrobiens se classent en deux catégories selon leur effet. Le premier est
Iétal. On le nomme par le suffixe —CIDE : virucide, bactéricide, fongicide, insecticide. Le second
correspond a une inhibition de croissance en présence du produit actif. On le nhomme avec le
suffixe -STATIQUE : bacteériostatique, fongistatique. (Belkiri et Baghiani, 2017).
Les cinq étapes dans 1’action des agents antimicrobiens (Fleurette et Freney, 1995) :

1) Adsorption sur la cellule suivie de la pénétration dans la paroi.

2) Reéactions complexes avec la membrane cytoplasmique conduisant a sa désorganisation.

3) Echappement des composants de faible poids moléculaire du cytoplasme.

4) Deégradation des protéines et des acides nucléiques.

5) Lyse de la paroi causée par les enzymes autolytiques.

111.1.2.Les antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances chimiques naturelles produites par des bactéries du sol
et certains champignons, dont 1’activit¢é se manifeste a trés faibles doses et d’une manicre
spécifique, par I’inhibition de certains processus vitaux, a 1’égard d’autres microorganismes
(Nauciel et Vildé, 2005).

On les classe d’ailleurs selon leur mécanisme de destruction de la cellule bactérienne (Pibiri,
2006):

1) Antibiotiques inhibant la synthése de la paroi bactérienne.

2) Antibiotiques inhibant la synthese de la membrane cytoplasmique.

3) Antibiotiques inhibiteurs de la synthese protéique.

4) Antibiotiques inhibiteurs du métabolisme des acides nucléiques et de la synthése de

I’ADN.
5) Antibiotiques agissant par inhibition compétitive (exemple d’autres mécanismes).
111.1.2.1. L’ utilisation des antibiotiques

L’utilisation des antibiotiques pour lutter contre des micro-organismes pathogenes est limitée
en raison de leurs effets cancérogenes, leur toxicité aigué et leur danger potentiel pour
I’environnement en plus du probléme de résistance bactérienne a cette classe thérapeutique. Plus
récemment, la prévalence de la résistance aux antibiotiques a incité les chercheurs a rechercher de
nouvelles molécules antimicrobiennes pour inhiber les diverses bactéries pathogenes humaines
(Rudramurthy et al., 2016).

Les molécules actives, impliquées dans les mécanismes de défense des plantes, sont issues du
métabolisme secondaire. Elles ne participent pas directement a la croissance des plantes, mais ont
évolué pour leur fournir une protection naturelle contre les attaques de microbes ou d’insectes. Une
partie de ces métabolites secondaires se concentre dans les sacs oléiféres, qui sont des poches
sécrétrices d’huiles essentielles. L exploration des huiles essentielles pour la recherche de

molécules a activité antibiotique semble donc étre une voie intéressante. (Elodie, 2010)
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On note 1’étude faite par Chamberland en 1887 sur I’activité antimicrobienne des essences de

cannelle, d’origan et de girofle (Beylier Maurel, 1976) et qu’en 1919 Gattefossé a montré que le
bacille de Koch était détruit en 5 minutes par une émulsion a 1% d’huile de pin. Par conséquent, de
nombreuses huiles ont été définies comme antibactériennes (Burt, 2004).
La croissance des bactéries, résistantes et multi-résistantes aux antibiotiques, peut étre
inhibée par certaines huiles essentielles. Les huiles d’agrumes, de lavande, de menthe, de
genévrier, de ’arbre a thé, de thym et d’eucalyptus se révelent particulierement efficaces
contre les staphylocoques dorés résistants a la meéticilline (SARM) (May et al.,, 2000 ;
Tohidpour et al., 2010).

111.1.3.Effet antimicrobien des huiles essentielles

Beaucoup d’articles scientifiques sont publiés chaque année par des médecins,
des pharmaciens, des biologistes et des chercheurs qui travaillent sur les multiples
propriétés des huiles essentielles et 1’intérét s’est porté tout particulierement sur leur
activité antimicrobienne. Les huiles essentielles les plus étudiées dans la littérature
pour leurs propriétés antibactériennes (Ben Douissa, 2004 ; Benbelaid et al., 2012., Khia et al.,
2014., Adrar et al., 2016., Ramdan et al., 2017., Sdiki et al.,2018 ; Boufares et al.,2019., Rabib
et al.,2020).

Le thymol et I’eugénol sont utilisés dans les produits cosmétiques et, alimentaires. Ces
composés ont un effet antimicrobien contre un large spectre de bactéries : E-coli, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Clostridium spp, Helicobacter pylori (Pauli,
2001).

Une étude portant sur ’activité antibactérienne d’HE de 5 chémotypes de Thymus
pulegioides a montré que : Bacillus cereus, Micrococcus luteus, Staphylococcus epidermidis et
Staphylococcus aureus étaient les plus sensibles envers toutes les HE utilisées, tandis que
Escherichia coli, Salmonella typhimurium et Enterobacter aerogenes étaient les plus résistantes
(Loziené et al., 2007).

111.1.3.1.Mode d’action des huiles essentielles sur les microbes

Le mode d’action des huiles essentielles sur les cellules bactériennes n’est pas clairement
élucide (Kalemba et Kunicka, 2003 ; Burt, 2004).

Selon Bajpai et Kang (2010), compte-tenu de la variabilité quantitative et qualitative des
composants des huiles essentielles, il est probable que leur activité antibactérienne ne soit pas
attribuable a un mécanisme unique, mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire. Les
principales localisations des sites d’action des constituants des huiles essentielles sont indiquées ci-

dessous (Figure 07).
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Le mode d’action des huiles essentielles dépend du type de microorganismes. En général, les
bactéries Gram négatives sont plus résistantes que les bactéries Gram positives grace a la structure
de leur membrane externe. En effet, cette derniere est riche en lipopolysaccharides (LPS), ce qui la
rend plus hydrophile, empéchant ainsi les composés hydrophobes des huiles essentielles d’y
adhérer (Cristiani et al., 2007).
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Figure 07 : Action des Huiles essentielles et de leurs constituants sur la cellule bactérienne (Burt,
2004) .

111.1.3.1.1.Activité bactéricide et bactériostatique

L’activité antibactérienne des huiles essentielles a été la plus étudiée. On distingue deux sortes
d’effets des huiles essentielles sur ces microorganismes :

o Effet bactéricide (bactéricidie) : exercant une activité létale.

o Effet bactériostatique (bactériostase) : entrainant une inhibition de la croissance.

L’activité bactériostatique est souvent plus assimilable aux huiles essentielles que 1’activité

bactéricide. Cependant il a été démontré que certains constituants chimiques des huiles

essentielles ont des propriétés bactéricides. (Kunle et al., 2003. Walsh et al., 2003)
I11.2.Activité antioxydante

Ces dernieres années, I’intérét porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs
propriétés thérapeutiques, a augmenté considérablement. Des recherches scientifiques dans
diverses spécialités ont été développées pour I’extraction, 1’identification et la quantification de ces
composes a partir de plusieurs substances naturelles a savoir, les plantes médicinales et les produits
agroalimentaires (Sanchez, 2002 ; Popovici et al., 2009).

111.2.1.Mécanisme de production et d’élimination des ROS dans I’organisme
Les especes réactives de 1'oxygene a 1’origine de la perturbation de I'homéostasie cellulaire

peuvent étre produites a la fois par des sources endogénes a travers le cytochrome P450 des
mitochondries, les peroxysomes et les cellules inflammatoires, et par des sources exogénes tel
que le rayonnement, l'ozone, I’hyperoxie et les xénobiotiques. Les mécanismes de défense
contre la toxicité des especes réactives de l'oxygéne sont nombreux (Govindarajan et al.,

2005) et proviennent de diverses sources également.
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La premiere source est endogene et est composée de protéines enzymatiques (Figure 08). Nous
avons le complexe enzymatique superoxyde dismutase, la catalase et le glutathion peroxydase qui
jouent un réle indispensable dans cette défense (Matés et Sdnchez-Jiménez, 1999).

La seconde source, trés importante, est 1’alimentation et la médecine a travers lesquelles des
petites molécules sont consommées. Ce sont les vitamines, les caroténoides, les flavonoides,
les acides phénols, les coumarines, les quinones, les alcaloides.

Les parties les plus actives de ces molécules sont les hydroxyles libres, les noyaux aromatiques, les
doubles liaisons éthyléniques souvent conjuguées, qui permettent de donner des électrons et de

rester stables par mémorisation (Heim et al., 2002).
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Figure 8 : Représentation schématique des divers activateurs et inhibiteurs de production

d'especes réactives de I’oxygéne (Heim et al., 2002).

111.2.2.Antioxydants naturels

En ce qui concerne les plantes médicinales bien connues et économiquement importants,
nous pouvons citer 1’ail (Allium sativum L. ; Liliaceae) et le ginkgo (Ginkgo biloba L. ;
Ginkgoaceae) qui sont utilisés dans le traitement des maladies cardio-vasculaires et
circulatoires dues au vieillissement (Igor, 2002).
111.2.3.Le stress oxydatif

111.2.3.1. Définition

Le stress oxydatif est défini comme étant le déséquilibre entre la génération des especes
réactives de l'oxygene et la capacit¢ du corps a neutraliser et a réparer les dommages
oxydatifs (Boyd et al., 2003).

Dans les circonstances quotidiennes normales, des radicaux libres sont produits en permanence
en faible quantité comme les médiateurs tissulaires ou les résidus des réactions énergétiques ou de
défense, et cette production physiologique est parfaitement maitrisée par des systemes de defense,
d'ailleurs adaptatifs par rapport au niveau de radicaux présents. Dans ces circonstances normales,

on dit que la balance antioxydants/pro oxydants est en équilibre. Si tel n'est pas le cas, que ce soit
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par déficit en antioxydants ou par suite d'une surproduction énorme de radicaux, l'excés de ces
radicaux. (Favier, 2003).

La balance oxydative définit donc 1’équilibre entre les especes réactives de 1'oxygene et les
especes antioxydantes. En médecine la balance oxydative est un concept pour maintenir
I’organisme en bonne santé (Davies, 2000 ; Finkel and Holbrook, 2000).

111.2.3.2. Les antioxydants

Un antioxydant est défini comme toute substance ayant la capacité de retarder, prévenir ou
réparer un dommage oxydatif d’une molécule cible (Halliwell et Gutteridge, 2007). Ainsi, les
antioxydants servent & contréler le niveau des espéces réactives pour minimiser le dommage
oxydatif (Tang et Halliwell, 2010).

111.2.3.2.1. Le systeme antioxydant endogene
a) Antioxydants enzymatiques

Plusieurs enzymes principales sont présentes : La catalase, la glutathion, peroxydase (GPx) et le
superoxyde dismutase (SOD).
On peut trouver aussi :

+ Les peroxyredoxines (Prxs)

+ Paraoxonase

+ Thioredoxin(Trx. L'heme oxygénase-1(HO-1)

b) Les antioxydants non enzymatiques

Ce systeme comprend plusieurs molécules, tels que I’acide urique le glutathion et les
protéines de stockage des métaux de transition (ferritine, transferrine, lactoferrine et
céruloplasmine) (Savini et al., 2013).

111.2.3.2.2. Le systeme antioxydant exogene

+ Lavitamine E
Il s’agit d’un ensemble de composés phénoliques appelés tocophérols (a, B, y, 6) ou tocols.
(Papas, 2008).

+ Lavitamine C
Importante pour I'homme car elle joue le rdle de cofacteur enzymatique et d’un
antioxydant (Kim et al., 2013).

+ Les caroténoides

Les caroténoides captent les peroxyles et les radicaux hydroxyles. Ils sont donc

capables d'inhiber les chaines de peroxydation lipidique. (Sanders et Emery, 2003).

+ Les polyphénols

On définit les polyphénols comme composés antioxydants (Zhu et al.,2012).

Les substances naturelles dont les huiles essentielles sont classées entant qu’antioxydants non

=S

enzymatiques. (Madhavi., 1996)
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111.2.3.3.Mécanisme d’action des antioxydants
Suivant leurs mécanismes d’action les antioxydants peuvent étre classés en trois types :
+ Les antioxydants de type |
L’action des antioxydants de type I repose sur leur capacité a inactiver les radicaux libres. Ils
inhibent la propagation des réactions radicalaires en fournissant des hydrogéenes aux radicaux libres
présents (Belaiche, 1979).
+ Les antioxydants de type Il
Ce type d’antioxydant prévient la formation des radicaux libres et peut intervenir par
différents mécanismes. Les flavonoides (un énorme potentiel antioxydant naturel) rentrent dans
cette catégorie d’antioxydants. Ils agissent en piégeant les radicaux libres et en complexant les
métaux pro-oxydants (Roeding-Penman et Gordon, 1998).
+ Les antioxydants de type 11
Ils regroupent les facteurs de 1’environnement qui ont une action antioxydante en agissant sur
le potentiel redox du milieu, la température, la pression en oxygeéne, la lumiere.

L’efficacité des antioxydants peut étre augmentée par I’utilisation d’'un mélange d’antioxydants
de type I et II. L’association de ces deux types d’antioxydants permet d’inhiber les phases
d’initiation et de propagation de 1’oxydation des lipides (Frankel, 1998).

111.2.4.Les radicaux libres

Un radical libre est une espece, atome ou molécule, contenant un électron non apparié. Ce
déséquilibre n’est que transitoire et il est comblé soit par I’acceptation d’un autre électron soit par
le transfert de cet électron libre sur une autre molécule. Ces espéces radicalaires trés instables et
trés réactives sont produites d’une maniére continue au sein de notre organisme, dans le cadre de
nombreux phénomenes biologiques. Par exemple, lors de la respiration cellulaire, 1’oxygene
moléculaire se transforme en diverses substances oxygénées, communément appelées radicaux
libres de I’oxygeéne ou espéces réactives oxygénées (Reactive Oxygen Species : ROS) (Gutteridge,
1993).
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IV.1-Présentation de la zone d’étude
La forét de SDAMA d’une superficie de 82.000ha, occupe les monts de Frenda, soit I’ouest
de la ville de Tiaret. Elle releve de la circonscription de Frenda soit de la conservation des foréts de
Tiaret. Les massifs de SDAMA se replient en deux lots : le SDAMA CHERGUI (44.000 ha) et
SDAMA GHERBI (38.000ha). Il s’agit d’anciennes foréts domaniales (Boudy, 1955).
La forét de SDAMA CHERGUI, chevauche sur le territoire de deux wilayas, Tiaret et
Mascara, elle est parsemée par une multitude d’enclaves, qui sont utilisées par I’agriculture.
IV.1.1.Situation géographique
La zone d’étude fait partie des monts de Frenda. Elle est située entre les paralleles (35°
5" et (35° 20") de latitude Nord, et entre les méridiens (0° 47") et
(1° 30") a I'Est de meridien international, elle est limitée :
e Au Nord-est par la forét des Beni Affene.
e Au Nord-Ouest par la rupture de pente qui délimite la zone montagneuse.
e Au Sud par la route nationale N°14 qui relie Frenda a Tiaret,
e A I'Est par une limite naturelle. C'est le relief qui détermine la limite de la forét.
e A l'Quest par I'Oued et That, dans la partie septentrionale, et par la rupture de pente des
djebels, qui sont paralléles a ce méme Oued, dans la partie sud (Bnef ,1978 in Mokhfi,
2006).
IVV.1.2.Situation administrative
La forét des Sdamas chergui, dépend de la daira de Frenda, de Medroussa et
Mechraa Sfa. Elle se trouve presque en totalité dans la Wilaya de Tiaret ; elle s'étend sur
les communes suivantes :
e Frenda, Medroussa, Sidi-Bakhti, Djillali Ben Amer, Mechra Asfa (wilaya de Tiaret)

e Ain Ferrah (daira de Tighenif wilaya de Mascara).
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Figure 10 : localisation de la forét de SDAMA dans la wilaya de Tiaret (Brahim ,2017).

1V.2.VVégeétation de la région

Tout le massif est parqué par une forét de thuya (tetraclinis articulata), de pin d’Alep (pinus
halepensis Mill), d’ancien chéne vert (Quercus ilex) cyprés (cupressus semperviens) et
d’eucalyptus. Au sein de cette plantation, on note la présence des tiges clairsemées de genévrier
oxycéder (juniperus oxycedrus).

Au niveau du cortége floristique on note la présence de 1’Asphodele (Asphodelus
macrocarpa), du Diss (Ampélodesmos mauritanicum), le lentisque (pistacia lentiscus) (Benayada ,
2008).

S
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1V.3.Etude climatique

La région de Tiaret par sa position géographique, et la diversité de son relief, subit des
influences climatiques conjuguées des grandes masses d’air, de 1’exposition du relief, et de
I’altitude (Miara, 2011).

Le climat par ses différents facteurs (température, pluviométrie, vent ......... ) joue un role
déterminant et intervient d’une fagon décisive sur la croissance et la répartition du monde vivant.

Notre étude climatique est basée sur des données qui s'étendent de 1984 a 2018 disponibles

sur le site internet (www.tutimpo.com).

IV.3.1. Température
La température est considérée comme 1’un des éléments fondamentaux du climat, affectant

directement les processus biologiques et chimiques dans la biosphére et 1’activité de tous les étres
vivants.

C’est I’'un des éléments les plus importants pour caracteriser le type de climat et déterminer
son régime d’humidité (Safa, 2010).

Chaque espéce exige pour son développement normal un certain degré de chaleur. De méme,
il existe des températures au-dessus et au-dessous desquelles une espece ne peut survivre (Safa,
2010).

Les influences thermiques jouent un role important dans 1’évaluation de la matiére organique
particulierement les horizons de surface.

Les moyennes mensuelles des températures confirment que Janvier est le mois le plus froid
(5,7° C) et Juillet est le plus chaud (25,9°C).
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Figure 11 : variation des moyennes mensuelles des températures (1984-2018).
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1VV.3.2.La pluviosité

La moyenne pluviométrique annuelle calculée au cours de cette période (1984 a 2018) est
égale a 350 mm, les valeurs de la pluviométrie pendant ces années ont oscillé entre un minimum de
162,6mm enregistré en 1999 et un maximum de 662mm en 2013 (Figure 12). Les années les plus
arrosées sont: 1997, 2003, 2004, 2006, 2007, 2009, 2010, 2013, et 2018 ou la pluviométrie a
dépassé les 400 mm Les années les plus séches sont 1985 et 1999 ou la pluviométrie n’a pas

dépassé 170 mm.
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Figure 12 : Evolution des précipitations annuelles (1984-2018).

1V.3.3.Le vent

Le vent joue un rdéle important comme facteur dans le comportement des feux de foréts. Les
vents dominants sont ceux d'une direction nord-ouest, la période estivale est caractérisée par le
sirocco, facteur de propagation des incendies et augmente le taux d'inflammabilité du thuya de
berbérie, cela est d0 a la nature de la résine que contient cette essence. Les vents soufflent de
I'ouest et le nord-ouest avec des vitesses moyenne atteignant 3.96 Km/h.
IV.4. Situation bioclimatique

IV.4.1.Le quotient pluviothermique d’Emberger

Emberger (1955) a établi un quotient pluviothermique « Q, » qui est spécifique au climat
méditerranéen. 1l est le plus utilisé en Afrique du Nord. Le diagramme correspondant permet de
déterminer la position de chaque station météorologique et de délimiter 1’aire bioclimatique d’une

espece ou d’un groupe végétale. Ce quotient a été formulé de la facon suivante : M? - m?

1000 P
Q2 = m Ou encoreQ2 = M2 -m2

2000P A«

Ou:

P : Moyenne des précipitations annuelles (mm)

M : Moyenne des maximas du mois le plus chaud (K°)
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m : Moyenne des maxima du mois le plus froid (K°)(T+273°K).

Sur le climagramme d’Emberger (Figure 13 ), le Q2 de la région de Tiaret égale a
35,52. Ce dernier est inférieur a celui calculé pour la période 1918 - 1938 par (Nouar,
2015), estimé a 68,67. A cet effet, nous remarquons que 1’étage bioclimatique de la région de
Tiaret a subi une chute de 1’étage bioclimatique subhumide presque moyen hiver frais au semi-

aride inferieur a hiver frais au cours de la période 1984-2018.
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Figure 13 : Climagramme pluviothermique d’Emberger(Q2).

1V.4.2.Diagrammes Ombrothermiques de Bagnouls et Gaussen
Bagnouls et Gaussenen 1953, ont établi un diagramme qui permet de dégager la durée de la
période séche en s’appuyant sur la comparaison des moyennes mensuelles des températures en °C

avec celles des précipitations en mm ; en admettant que le mois est sec lorsque « P est inférieur ou
égal a 2T ».
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L’analyse de diagrammes de la (Figure 14), permet de visualiser une période pluvieuse qui

s’étend généralement de fin d’Octobre au d’but de Mai.
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Figure 14: Diagrammes Ombrothermiques de Bagnouls et Gaussen

(P : précipitations moyennes mensuelles ; T : température moyenne mensuelle.)
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Objectif principal
Notre travail était porté sur I’extraction de I’huile essentielle des feuilles écaillées de

Tetraclinis articulata par hydrodistilation afin de pouvoir déterminer son pouvoir antioxydant et
antibactérien, mais vu les circonstances du Covid 19, le travail s’est arrété et notre partie
expérimentale s’est dirigé vers une description des différentes techniques utilisées et une étude
comparative entre les résultats obtenus des travaux antécédents portant sur 1’étude des activités
biologiques de notre huile essentielle dans les trois pays, a savoir 1’Algérie, le Maroc et la Tunisie
V.1. Préparation des échantillons

Les feuilles écaillées de Tetraclinis articulata ont été récolté de la station de Sdama Chergui, de

la région de Sidi Bakhti, wilaya de Tiaret, au mois d’avril 2017
Le séchage des feuilles est effectué directement apres la collecte, a ’aire libre, pendant 15 a 20
jours puis déposées dans des sacs en papier, a I’abri de I’air et de la lumiére.
Les plantes doivent étre séchées a 1’air et a I’ombre. En effet, des modifications chimiques,
physiques et biochimiques dues a 1’action de la lumiére et de la température peuvent influer sur 1a

qualité d’huile. (Festy, 2014)

V.2. Protocole d’extraction

L’extraction de I’huile essentielle a été réalisé par la méthode D’hydrodistilation
Aprés avoir pese 100g de matiere végetale, constitué des partie aérienne (feuilles seulement) de
I’espece étudiée, elle est introduite dans un ballon de deux litres remplis d’eaux aux 2/3 de son
volume.

Le ballon chauffé¢ a 1’aide d’un chauffe ballon pendant une durée de 3 a 6 heures, produit de
la vapeur chargée de produits volatils. Cette vapeur se condense au contact du réfrigérant, le
condensat est recueilli dans une erlenmeyer a col rodé (a défaut de trouver une ampoule a décanter
adaptable a notre dispositif) puis dans une ampoule a décanter ou I’on sépare la phase aqueuse de la
phase organique (phase supérieur) qui constitue I’'HE qui sera séchée avec du sulfate de sodium
(Na;SO,) afin d’éliminer toute trace d’eau.

L’HE séchée est conservée a une température de 4°C dans un flacon en verre brun fermé

hermétiquement en vue de son utilisation (Clevenger, 1928).
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Figure 15 : Dispositif D'extraction des HEs Type Clevenger
(Bouchaala , 2019).

V.3.Principales méthodes de détermination de I’activité antimicrobienne

Les différents protocoles peuvent étre classes :

e Selon le milieu dans lequel se fait la diffusion de I’HE, soit liquide, solide ou gazeux ;
e Seclon la nature du contact de I’'HE avec le germe : diffusion sur disque,
solution alcoolique ou dispersion dans un émulsionnant.
V.3.1. Techniques de screening des huiles essentielles
V.3.1.1. Aromatogramme

L’aromatogramme ou encore méthode des disques est 1’'une de ces méthodes. Elle a
I’avantage de s’appliquer a un trés grand nombre d’espéces bactériennes et d’avoir été¢ largement
évaluée par 50 ans d’utilisation mondiale. Elle consiste a utiliser des disques de papier imprégnés
des différents produits a tester. Les disques sont ensuite déposés a la surface d’une gélose
uniformément ensemencée avec une suspension de la bactérie a étudier. Aprés incubation, les
bactéries se développent sur toute la surface de la gélose sauf la ou elles rencontrent une
concentration d’HE suffisante pour inhiber leur croissance. On observe ainsi autour des disques
une zone circulaire indemne de colonies, appelée zone d’inhibition. Plus le diameétre de cette zone
est grand, plus la souche est sensible a ’HE. Plus il est petit, plus la bactérie est résistante
(Fauchere et Avril, 2002).

V.3.1.2. Technique de diffusion en puits

Un puits (d’environ 6mm) est creus¢ au centre de la gélose dans lequel sera coulée une

quantité d’huile essentielle pure ou diluée. Aprés incubation, des zones d’inhibition de croissance

bactérienne sont obtenues (pour les huiles actives) et mesurées (Dorman et Deans, 2000).
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Pour ces 2 techniques, la sensibilité du germe testé peut étre évaluée selon le diamétre
d’inhibition obtenu. En effet, la sensibilit¢ d’un germe est nulle pour un diametre inférieur ou égal
a 8 mm Elle est limitée pour un diametre compris entre 8 et 14 mm, et moyenne pour un diamétre
entre 14 et 20 mm Pour un diametre supérieur ou égale a 20 mm le germe est treés sensible
(Durafouet al., 1990).
V.3.2. Techniques de détermination de la CMI des huiles essentielles
a) Techniques de diffusion en milieu solide
L’huile essentielle est mélangée aux concentrations désirées avec le milieu gélosé liquéfié par
simple agitation manuelle. Aprés refroidissement, on ensemence et on incube (Taudou, 1990).
L’adjonction d’un émulsifiant (Tween 80), inerte, stable et dépourvu d’action synergique
antibiotique, peut étre réalisée pour améliorer la solubilité de 1’huile essentielle et sa diffusion dans
la gélose (Perruci et al.,1994). Ainsi, I’huile essenticlle est préparée dans une solution de Tween
80 & la concentration désirée.
Le mélange est agité manuellement pendant 10 minutes, puis ajouté au milieu gélosé liquéfié.

L’ensemble est coulé en boite de pétri. L’ensemencement est effectué¢ aprés refroidissement de la

Di d i . .
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Inoculum Incubation a 37°C
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‘- >
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gélose nutritive dinhibition
gélose.

Figurel6 : Schéma simplifié du principe de la méthode de I’aromatogramme (Bouchaala.,2019)

La sensibilité des souches microbiennes testées est déterminée par la méthode de
diffusion sur milieu solide (méthode des disques) en mesurant les diamétres des zones

d’inhibition dans les deux sens perpendiculaires autour des disques.

La sensibilité a I’HE a été classée selon Ponce et al. Par le diamétre des halos d’inhibition :
v Non sensible (-) pour @<8 mm ;
v Sensible (+) pour 9-14 mm ;
v' Tres sensible (++) pour @ 15-19 mm et
v’ Extrémement sensible (+++) pour @ >20 mm. (Ponce et al, 2003)

D
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b) Techniques de diffusion en milieu liquide
» Test de microdilution :

D’apres Carson et al. (1995) I’incorporation de 1’huile essentielle dans le milieu de culture
liquide se fait en utilisant un émulsifiant (Tween 80) pour préparer les solutions de I’huile
essentielle a la concentration désirée. La détermination de 1’activité antimicrobienne de
I’huile essentielle se fait au moyen d’une microplaque de 96 puits. La détermination de la
CMI est réalisée en faisant appel a un indicateur de croissance en solution (Triphényl
Tétrazolium Chloride) (TTC). La croissance bactérienne est indiquée par 1’apparition d’une
couleur rouge de la solution témoignant de la réduction ou la précipitation du TTC. La CMI
est ainsi déterminée par le dernier puits de la microplaque, par ordre décroissant de
concentration, qui ne montre aucun changement de couleur. La CMB est calculée en
transportant 10 pl des puits ne montrant pas de croissance bactérienne sur un milieu solide.
La plus faible concentration tuant 99,9% des micro-organismes en culture sur ce milieu
correspond a la CMB.

» Test de macrodilution
Selon Onawunmi (1989) le principe est le méme que celui du test de microdilution, sauf

qu’il est effectu¢ dans des tubes contenant 1’huile essentielle, a différentes concentrations,
incorporée dans un bouillon de culture liquide.
La CMI est déterminée au niveau du dernier tube ne montrant aucune croissance
microbienne visible.

¢) Techniques de diffusion en phase vapeur

> Meéthode des micro-atmosphéres

Le disque imprégné d’essence est disposé au centre géométrique du couvercle de la boite de
pétri et non plus au contact avec la gélose. La boite est hermétiquement fermée. 1l se produit
une évaporation des substances volatiles dans I'enceinte de la boite. La lecture des résultats
de ce test porte sur la croissance ou non de I’inoculum, se traduisant par un halot qui sera
mesuré par un pied a coulisse. Cette méthode ne quantifie pas l'activité antimicrobienne réelle
des huiles essentielles, elle met en évidence seulement la sensibilité du microorganisme testé

aux constituants volatils a la température d’incubation (Kellner et Kobert 1954).
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Figure 17 : Illustration de la méthode des micro atmosphéres
(Kerbouche,2010)

V.4.Méthodes d’étude du pouvoir antioxydant des huiles essentielles
V.4.1.Test par DPPH (Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl)
C’est une méthode colorimétrique basée sur la capacité des substances dites antioxydants a
donner un électron au radical synthétique DPPH* (2.2 diphenyl 1 picrylhydrazyl). Cette réduction
se traduit par un changement de la couleur violette de la solution éthanolique de DPPH vers une

coloration jaunatre (Molyneux, 2004).
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Figure 18 : La forme réduite DPPH et la forme radical DPPHe (Bouchekrif., 2018).

L’évaluation de I’effet scavenger des huiles essentielles envers le radical libre DPPH*(1,1-
Di PhenylPicrylHydrazyl) est réalisée selon la méthode décrite par Que et al., (2006).
Pratiguement, 600ul de chacune des solutions méthanoliqgue des HE testées a différentes
concentrations sont mélangées avec 600ul d’une solution méthanolique de DPPH (0.004%).
Apres une période d’incubation de 30 minutes a la température de laboratoire, 1’absorbance est lue
a 517nm. Aussi, I’inhibition du radicale libre DPPH par le BHA a été également analysee avec la
méme concentration pour la comparaison.
Enfin, on détermine la cinétique de la réaction et les parametres de calcule de ’activité antioxydant

pour le BHA et pour les HE. Tous les essais ont été effectués en triple.

)
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600 ul de concentration décroissante de I'HE.
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Lecteure de l'absorbance a 517 nm
Figure 19 : Test de ’activité anti radicalaire, DPPH (Bouchekrif., 2018).
Les mesures de 1’absorbance du DPPH des différentes substances antioxydants (HE et BHT)

permettent de déterminer le pourcentage d’inhibition PI en appliquant la formule suivante :

Pl (%) = (ABS control - ABS test) x 100/ ABS control.

ABS test : absorbance de 1’échantillon.
L’étude de la variation de 1’activité anti radicalaire en fonction de la concentration des
extraits permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition (IC50). Une

faible valeur d’IC50 correspondant a une grande efficacité de 1’extrait.
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V1.1.Activités antibactériennes

Dans notre étude, on s’est intéressé a la comparaison entre les différents travaux portant sur
I’activité antibactérienne de 1’huile essentielle de Tetraclinis articulta issue de I’Algérie et du
Maroc.
Les tableaux suivant (let 2) représentent 1’activité antibactérienne de cette huile sur deux types de
bactéries (Gram + et Gram -).
Tableau 01 : Activité antibactérienne de I’huiles essentielles de Tetraclinis articulata provenant
d’Algérie.

Paye |Régions et Les bactéries | DAI CMI Méthode utilisée
I’auteur utilisées (mm) (ng/mL)
Hammam E.coli 7+0,1 1 Meéthode de diffusion sur
Algérie | miloune disque de papier (AAB)
(40 km au Sud) S.aureus 22+0,9 |0,2
(Chikhoune Tech_ni_que_de micro-dilution
et al, 2013) P.aeruginosa |7,5+0,2 |04 en milieu liquide (CMI)
Tipaza E.coli 10+0,1 |1
(70 km a l'ouest) | S.aureus 18+04 |04
(Chikhoune et
al. 2013) P.aeruginosa |11 +0,2 |Non
déterminé
Ain Defla S.aureus 25,3+1,7 0,25
(200 km a l'ouest) |E. coli 155+0,7 |30
(Djouahrietal., |P.aeruginosa |155+0,5|30
2016)

L’huile essentielle des feuilles de Tetraclinis articulita a été testée contre une bactérie Gram-
positif et deux bactéries gram négatif.
Les données du tableau 1, montrent que 1’huile présentait une activité biologique modérée a élever
contre toutes les bactéries testées.

La souche la plus sensible était S. aureus, avec une zone d’inhibition de 1’ordre de : 22 + 0,9

mm et 18 + 0,4mm, respectivement pour I’huilg essentielle provenant des régions de Hammam
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melouane et Tipaza avec une valeur de CMI égal a 0,2 ug/ml et 0.4 pg/ml, proche du résultat de
I’huile issu de la région de Ain Defla avec une zone d’inhibition a diameétre de 25,3 + 1,7 mm et
une valeur de CMI égal a 0,25 pg/ml.

Tandis que E. coli était moins sensible a I’huile des régions de Hammam melouane et Tipaza

avec des zones d’inhibitions allant de 7 = 0,1 mm a 10 0,1 mm respectivement et une valeur de
CMI égale a 1,0 pg/ml contre un diametre de zone d’inhibition de 15,5 £ 0,7 mm et une valeur CMI
de 30 pg/ml pour I’huile de Ain Defla, qui montrer un effet inhibiteur puissant contre E. coli.
Cette méme huile de Ain Defla a montré une activité antibactérienne intéressante contre P.
aeruginosa avec un diamétre de zone d’inhibition de 15,5 + 0,5 mm et une valeur de CMI 30
ug/ml. Ce résultat est supérieur a celui présenté dans 1’étude des régions de Hammam melouane et
Tipaza qui ont enregistré des diamétres de zone d’inhibition de 7.5£0.2 mm et 11.0+0.2 mm et une
valeur de CMI égal a 0.4 pg/ml.

Tableau 02 : Activité antibactérienne de I’huile essentielle de Tetraclinis articulata provenant du

Maroc.
Paye |Région Les DAI CMI( |CMB | Méthode utilisé
bactéries |(mm) |pg/ml |(pg/m
utilisées ) 1)
Maroc | Khenifra S.aureus (1423t (2.4 4.86 | Méthode de diffusion sur
(Zerkani et al 0.22 disque de papier (AAB)
,2019) E.coli 1191+ |9.7 16
0.11 Technique de micro-dilution
Beslimane S.aureus |48 1.56 |1.56 en milieu liquide (CMI)
(Rabib et al. .
E.coli 8+00 25 25
,2020)

L’activité antibactérienne de I’huile essentielle des feuilles écaillées de Tetraclinis articulta
contre les bactéries utilisées a été évaluée qualitativement et quantitativement par la présence ou
I’absence des zones d’inhibition. Il a été constaté a partir de I’analyse des résultats obtenus que les
microorganismes étudiés étaient sensibles.

L’huile essentielles de la region de Beslimane a montré un effet inhibiteur assez important
contre la bactérie Staphylococcus aureus avec un diamétre de zone d’inhibition de 48 mm et une
CMI égale a 1,56 pg/mL, par rapport a celui de la région de Khenifra (diamétre de
14. 23+ 0,22 mm et CMI de 2,4 pl/ml).

)
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Par contre, pour E coli, c’est I’huile de la région de Khenifra qui posséde un effet inhibiteur
élevé avec 11.91 + 0.11 mm de diametre contre 8 mm pour la région de Beslimane.

Selon les résultats, le rapport CMB/CMI est inférieur a 3 pour toutes les deux souches, ce qui
traduit que I’huile essentielle des écailles de Tetraclinis articulta a une capacité bactéricide vers les
bactéries testées (Zerkani el al.,2019).

V1.2.Activité antioxydante
Dans ce cadre, dans notre étude, on s’est intéressé¢ a la comparaison entre les différentes études

de I’activité antioxydant de 1’huile essentielle de Tetraclinis articulata des trois pays de 1’ Afrique
du nord, a savoir I’ Algérie, le Maroc et la Tunisie.

Les tableaux suivant 1,2 et 3 représentent les concentrations inhibitrices obtenues par la
méthode DPPH (diphényl-picrylhydrazyle) de 1’huile en question dans différentes régions des trois
pays.

Tableau 03 : Activités antioxydant de I’huile essentielle de Tetraclinis articulata provenant du

Maroc.
Pays Région Résultat
Marrakech,Ait Assi Ihahan
(N'30°91/0 09° 43)
(El Jemli et al.,2016 a) CI50: 12, 05x10% £ 0,24 pg/ml
Maroc | Khemisset IC50 est :200mg/l =0.2*103ug/ml.
(Bourkhiss
et al., 2010)

D’aprés les résultats obtenus, le pouvoir antioxydant des huiles essentielles des feuilles
écaillées de thuya récoltées dans le Région de Marrakech, a présenté une faible activité avec une
IC50 de I'ordre de 12,05 x 10° £ 0,24 pg / ml, plus faible que la norme de BHT (IC50 a 4,20 + 0,02
pg / ml).

Dans le méme cadre, ’huile essentielle de la méme espece provenant de la région Khemisset
a démontré une bonne efficacité antioxydante en enregistrant une valeur d’IC50 de ’ordre de
0,2*103 pg/ml par comparaison a celle de BHT (IC50 a 0.28*103 pg/ml).

D’aprés les résultats obtenus, I’huile essentielle de la région de khemisset présente une activité
antioxydante importante et plus efficace (0,2 *10% pg/ml) par rapport a celle de la région de
Merrakeche (12, 05x103 = 0,24 pg/ml).




Partie Il Partie expérimentale

Tableau 04 : Activités antioxydant de I’huile essentielle de Tetraclinis articulata provenant de la

Tunisie
Pays Région Résultat
Korbos (situé dans la région du Cap Bon a60
Km)
CI150 de 3681,49+ 69,33 pg/mi
o (Herzi et al., 2013)
Tunisie

Parc national Bou kornine

(Ben Jemiaa et al., 2013) IC50 : de 25,5 + 0,57 pg/ml)

Dans une étude réalisée avec 1’huiles essentielles de Tetraclinis articulata de la région du
parc national de Bou Kornine, I’activité antioxydante a présenté les plus faibles efficacités
inhibitrices du radical DPPH (avec une ICso de 25,5 + 0,53 pg/ml), cette valeur est largement
supérieure a I’antioxydant synthétique (BHT) qui a donné une bonne efficacité (avec une ICso de 12
+ 0,13ug/ml)

Par contre, I’évaluation de I’activité antioxydante de I’huile essentielle provenant de la région Cap
Bon a montré une faible activité, avec une Clso de 3681,49 + 69,33 pg/ml.

Donc I’huile essentielle de la région Cap Bon (Tunisie) étudié par Herzi et al.2013 avec (Clso =3681,49 +
69,33 pg/ml) présent un effet inhibiteur trés faible par rapport a celle de la région du parc nationale Bou
kornine (Tunisie) avec (une ICso de 25,5 + 0,53 pg/ml) étudie par Ben Jemiaa et al. (2013).

Tableau 05 : Activités antioxydant de 1’huile essentielle de Tetraclinis articulata provenant de

I’Algérie
Pays Région Résultat
IC50:
Zeddine (Ain Defla) 113,47+ 4,19 ug/ml
Mansoura (Bordj-Bou-Arreridj) 125,75+3,33 u g /ml
Tazoult (Batna) 252,49+6,14 u g /mi
(Djouahri et al., 2014 a)
Algérie
Ain Defla (200 km a | 'ouest) Valeur d’ICso de
(Djouahri et al., 2016) 517,6 + 1.75 pg/ml
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Les résultats obtenus de 1’activité antioxydante des huiles essentielles des feuilles de thuya d’ Algérie
(Zeddine, Ain Defla ; Mansoura, Bordj-Bou-Arreridj ; Zekkar, Djelfa et Tazoult, Batna), ont montré une
activité antioxydante tres faible par rapport a celle du BHA and BHT de synthése (IC50 = 24.73 + 0.11pu
g/ml and 33.89 + 0.16 pg/ml respectivement)

Dans la méme étude, I’huile essentielle de la région Zeddine a un effet inhibiteur plus important (avec
IC50: 113,47 + 4,19 p g /ml) que les autres régions Mansoura et Tazoult (avec 125,75+3,33 p g /ml et
252,49+6,14 1 g /ml, respectivement)

L’¢tude menée en 2016 a Ain Defla, sur la méme huile, a montré qu’elle posséde une faible
activité antioxydant avec 1Cso de I’ordre 517,6 £ 1.75 pg/ml par rapport a celle du BHA et du BHT (ICs0 =
21,28 £0,12 pg/ ml et 12,76 = 0,08 ug / mL), respectivement.
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Discussion
3. Activité antibactérienne

D’aprées les zones d’inhibition générées par I’huile essentielle étudiée, la meilleure activité
sur I’ensemble des souches testées était celle de la région de Beslimane au Maroc (Rabib et al,
2020).

(Djouhri et al., 2016.Rabib et al., 2020) ont rapporté que les bactéries & Gram positif sont plus
sensibles a I'nuile essentielle de notre plante que les bactéries & Gram négatif. Ces résultats sont
confirmés par les travaux de Rojas et al., 2007 ; Niksi¢ et al.,2012,

Les mécanismes par lesquels les huiles essentielles peuvent inhiber les micro-organismes
impliquent différents modes d'action et en partie peut-étre en raison de leur caractére hydrophobe.
En conséquence, elles sont imbriquées dans la bicouche lipidique de la membrane cellulaire, les
rendant plus perméable, ce qui conduit a la fuite du contenu des cellules vitales, la dépréciation des
systemes enzymatiques bactériens peut aussi étre un mécanisme d'action potentiel (Edris, 2007)

I est rapporté d’aprés différents travaux que que les variations des valeurs de CMI de I’huile
essentielle des feuilles de Tetraclinis articulata provenant de différentes régions du sud d’Afrique
(Maroc,Algérie, Tunisie) peuvent étre dues aux effets synergiques des constituants majeurs et
mineurs présents dans les huiles essentielles et doivent étre pris en considération pour expliquer
leur activité biologique, I’effet antagoniste lui-méme peut affecter 1’activité antimicrobienne
(Mecciaa et al., 2007).

4. Activité antioxydante

L’activité antioxydante de I'huile essentielle est probablement liée aux composants majoritaires qui
sont principalement les monoterpénes. Ces derniers présentent
des propriétés antioxydantes importantes. En général, les huiles essentielles riches en
composés oxygénés présentent une activité antiradicalaire plus marquée que celles a terpénes
hydrocarbonés (Miladi et al., 2013).

Ainsi, cette variation de [Dactivité antioxydante est ¢€galement expliquée par les relations
synergiques des constituants majeurs et mineurs présents dans les huiles essentielles (Mecciaa et
al., 2007).

D’aprés les résultats obtenus, la variation de la Clso peut étre attribuée a la variabilité
génétique de I’espéces, mais aussi aux spécificités géographiques de chaque espéce (Boufares et al
; 2019).

Selon Boussaid (2016), les études effectuées sur les plantes médicinales démontrent une
variabilité de la composition des huiles essentielles qui influe sur le potentiel des activités
biologiques. Cette variation a été dans la plupart du temps corrélée avec la différence dans les
régions, la période de la récolte, les conditions environnementales et agronomiques et la méthode

d'extraction.
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L’ Algérie, par la richesse et la diversité de sa flore, constitue un véritable réservoir de plantes
médicinales, utilisées en médecine traditionnelle pour répondes aux besoins de soin et de santé.

Le présent travail s’inscrit dans le cadre de recherche des plantes médicinales Algériennes
afin de valoriser leur utilisation, sur le point thérapeutique que sur le point économique.

L’huile essentielles de Tetraclinis articulata; espece endémique des trois pays du Maghreb
(Maroc, Algerie, Tunisie) connue pour ces propriétés antioxydantes et antibactériennes, a fait
I’objet de notre étude comparative.

Ainsi, Les résultats de 1’analyse de de I’activité antibactérienne sur différentes souches
bacteriennes par les méthodes de diffusion et de microdilution en milieu liquide ont montré une
activité plus ou moins variée. Les meilleurs résultats étaient sur S.aureus avec des zones
d’inhibition assez importantes par rapport a celle d’E.coli et de P.aeruginosa. Aussi, d’apreés les
résultats, I’huile essentielle de Thuya de Maghreb provenant du Maroc, enregistre un effet
inhibiteur ¢levé a celle provenant de 1’ Algérie.

L’huile essentielle de Tetraclinis articulata possede un effet antibactérien important sur les
bactéries Gram positif que sur les bactéries Gram négatif.

Enfin, D’ctivité antioxydante de notre huile essentielle a également été évalué par la méthode de
réduction relative du radical (DPPH). Le test utilisé a permis de mettre en évidence le pouvoir
antioxydant de cette huile.

Les teneurs de Clso obtenues montrent un faible pouvoir antioxydant de 1’huile de Thuya dans
les différentes régions des trois pays du Nord d’Afrique, en comparaison aven la BHT synthétique
de référence.

Pour conclure, la variation dans les résultats obtenus pour les activités biologiques étudiées
est principalement due & une variabilit¢é de la composition chimique de I’huile essentielle en
question qui influe sur le potentiel de ces activités, cette variabilité, elle-méme est corrélée avec la
différence dans les régions, la période de la récolte, les conditions environnementales et
agronomiques et la méthode d'extraction.
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Résumé

Le Thuya de Berberie « Tetraclinis articulata » est une espece des plantes appartenant a la
famille des Cupressacées, ¢’est une plante éndémique d’ Afrique du nord (Maroc, Algérie, Tunisie
),largement utilisée dans la médecine traditionnelle de plusieurs pays méditerranéens.

En outre, le but du présent travail est la valorisation de cette plante en Algérie particulierement
dans la wilaya de Tiaret (Sdama Chergui) a travers I'évaluation de ’activité antimicrobienne et
antioxydante de I’huile essentielle des feuilles de cette plante.

Les résultats comparatifs entre les différents régions du Nord d’Afrique (Maroc , Algérie, Tunisie )

démontrent que L’évaluation du pouvoir antibactérienne et antioxydante du thuya montre que

I’huile essentielle des feuilles séches possédent un pouvoir antibactérien sur les bactéries testés

Staphylococcus aureus ;Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa,aussi 1’huile essentielle de

thuya renferme un effet antioxydante .

Mots clés : Tetraclinis articulata, huile essentielle, activité antimicrobienne, activite antioxydante
Summary

The Thuya of Berberie « Tetraclinis articulata» is a species belonging to the Family of
Cupressaceae, it is endemic to North West Africa (Morocco, Algeria, Tunisia), widely used in
traditional medicine of several Mediterranean countries. In addition, the purpose of this work is the
enhancement of this plant in Algeria especially in the wilaya of Tiaret (Sdama Chergui) through the
evaluation of antimicrobial and antioxidant activity of the essential oil of the leaves of this plant.
Comparative results between the different regions of northern Africa (Morocco, Algeria, Tunisia)
show that the evaluation of the antibacterial and antioxidant power of thuya shows that the essential
oil of dry leaves has an antibacterial power on the bacteria tested Staphylococcus aureus;
Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa, also the essential oil of thuya contains an
antioxidant power.

Keywords : Tetraclinis articulata, essential oil, antimicrobial activity, antioxidant activity
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