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Résumé
Ce travail a pour objectif, la mise en évidencd'detivité antibactérienne des huiles essentielles

extrait des feuilles et du bois de Genévrier tleueif Genévrier rouge, Cyprés de I'Atlas et du
Thymus riatarum ces huiles essentielles ont éi@iees par hydrodistillation et leurs composition
chimique a été déterminé par chromatographie eseplgazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (CPG/MS). Les huiles de Genévrier thuriféenévrier rouge, Cyprés de I'Atlas et Thymus
riatarum ont fourni un rendement de (0,6%), (0,999)2%) et (1,1%) respectivement. La
composition chimique des huiles essentielles pesttéd montre que les huiles essentielles extraites
des feuilles possédent comme molécule majoritarex-pinéne avec 13,2% pouBenévrier
thurifére, 34,23% pour Genévrier rouge et 23,5 %rg@ypres de I'Atlas. L'étude du pouvoir
antibactérien par la méthode de I'antibiogramneerd#irmé certaines propriétés que possedent ces
huiles essentielles. En effet, ces dernier on ndontr effet inhibiteur important sur la bactérie
Staphylococcus aureuslors que les autres souch&scgherichia. Coliet Salmonelle sppse sont
montrés résistantes.

Suivant les résultats obtenus nous pouvons préplies ces huiles essentielles ont des activités
antibactériennes intéressantes.

Mots clés : Genévrier thurifere, Genévrier rouge, @pres de I'Atlas, Huile essentielle, Thymus
riatarum, Activité antibactérien.
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Nous sommes plusieurs milliers de personnes a rgogfiaque année dans le monde
d'intoxications alimentaires. L'alimentation esteleue un véritable sujet de préoccupation pour les
citoyens.

Les intoxications alimentaires résultent de I'stgen d'aliments contaminés par un
microorganisme nocif ou un agent pathogene. Legomiganismes pouvant causés des toxi-
infections alimentaires sont les virus, les paeasit les bactéries. Les bactéries sont le plugesbu
mises en cause dans les cas d'intoxications alaimest(Benkaddour, 2002).

On observe de plus en plus de préoccupations tigufailes bactéries, ont trouvé une parade
pour lutter contre les antibiotiques en développenat résistance. Et ce qui est inquiétant, avest c'e
gu’au début ce médicament était actif et efficagermlétruire des bactéries, puis au fil des années
cet antibiotique n'a plus ou beaucoup moins deffetqui constitue une menace reéelle.

Les chercheurs et scientifigues tentent alors devér des alternatives efficaces et
accessibles a partir de produits naturels extdatplantes médicinales. Ces derniers sont utilisées
depuis longtemps dans la lutte contre les maladfestieuses. Mais la découverte des antibiotiques
a provoqué le déclin de la médecine a base degslatt’a reléguée a un rang secondaire (Konno L
et al., 1967)

A coté des antibiotiques connus, différentes plm@i@matiques sont caractérisées par la
synthése de molécules odorantes qui constituenuamn appelle les huiles essentielles (HE) ou
essences connues depuis longtemps pour leur actintiseptique (Siddiqui Y.M et al., 1996) et
leur activité thérapeutique dans la meédecine pagul@Cawthorn A.1995). La composition
chimique des HE est assez complexe (Peana A.T.etl@99), les composés terpéniques et
aromatiques représentent les principaux constisua®n y trouve également, et en faibles
concentrations des acides organiques, des cétdnedgsecoumarines volatiles. La nature du
composé majoritaire (phénol, alcool, aldéhyde, m&to) joue un réle principal dans l'efficacité de
leurs effets biologiques (Carson C.F et al., 1985)e les composés minoritaires. Il a été montré
gue les HE augmentent le niveau d’'oxygéne et attilee systéme immunitaire dans les cellules
animales (Budhiraja S et al., 1999). De plus,seighibent un effet sur des cellules cancéreuses
murines en culture (Jing Y et al., 1995).

Au Maroc, les plantes occupent une place mapte dans la médecine traditionnelle, qui elle
méme est largement employée dans divers problemesmmté. Les remeédes utilisant les plantes
sont considérés comme : moins chers, sans effidsinables, et ont tendance a étre plus employées
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dans les maladies chroniques telles que le diab®teshumatismes, les cancers (Benijilali et al.,
2005.).
Ce travail a comme objectif
» L'extraction des huiles essentielles a partir delntps aromatiques et
médicinales appartenant a la famille des Cupressac
» Les analyses de leur composition chimique par chtographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (CPG-SM).

» L’évaluation de leur 'effet antibactérien.
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|- Les plantes aromatiques et médicinales :
[.1- Apercu historique:

Depuis la nuit des temps, la premiggopcupation de I'homme fut de satisfaire ses
besoins en nourriture. Tres vite, il dut lutter wera maladie ou le mal étre qui affectaient son
corps et son esprit.

Face a la maladie, il a cherché damsestwvironnement les plantes qui pouvaient le
soulager. Ceux qui découvrirent les premieres ptardfficaces contre la douleur eurent la
reconnaissance immeédiate de leur entourage ettfoomsidérés comme les premiers gueérisseurs.
Par l'intuition et I'expérimentation, ils sélecti@ment les végeétaux utiles, les plantes alimergaire
qui nourrissent, les plantes médicinales qui saigre les plantes toxiques qui tuent, utilisées
comme poison de fleche ou de gudBenijilali, 1992).

La connaissance des plantes médiciretl@asomatiques se transmet de génération en
génération au fil des siecles par un apprentisgageine initiation dans toutes les sociétés et
tradition orale, notamment chez certains peupleBAdieque, de I'Amérique et du pacifique. Dans
d'autres régions du monde, au fur et a mesure klaffbement des civilisations, I'écriture véhicule
ces savoirs thérapeutiqgues et c'est ainsi que @nénmaissance les grandes médecins savantes
grecques, indienne, chinoise et arabo-persane #B&rh988).

Les Grecs furent les héritiers des assances médicinales de I'Egypte pharaonique
et de la mésopotamiélippocrate appelé le pére de la médecine, jette les bases dédecine
scientifique dénuée d'une pratique magico-religisutes le #"siecle avant J.C. par I'élaboration
de sa théorie humoral. Deux cent trente plante cim@des sont décrites dans trpus
Hippocraticumd'Hippocrate.

Vers 60 apres J.Dioscoriderédige I'ouvrage dMateria Medicaqui fera référence.
Cing cent dix neuf plantes y sont représentéesdear dessins et décrites avec leurs usages
thérapeutiques (Fleurentin, 2008).

Cette théorie humorale sera reprise lpanédecine arabo-persane. Les arabes qui
disposaient au P siecle d'une médecine nomade de tradition oralecantreront les pratiques
meédicales des civilisations qui les ont précédés.ndmbreux meédecins célebres rédigent des
centaines de traités. Les plus célebres d'entresenilecontinentredigé parRhazeéset le canon
d'avicenne (Ibn SinaA partir du 18™sigcle, les foyers culturels et scientifiques églacent vers
le Maghreb et I'Espagne andaloumn al Baytarrédigea leTraité des simpleen décrivant 1500
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drogues d'origines végétales, ouvrage référencéaguitarmacopée arabo-persane di"igiécle.
(Fleurentin, 2008).

En médecine chinoise, les plantes niéalies sont classées selon une conception
énergeétique en rapport avec leurs saveurs et &uren

Aujourd’hui, deux systemes meédicaux,madecine traditionnelle et la médecine

occidentale, cohabitent et sont enseignés danslesrsités (Fleurentin, 2008).

lI-Généralités sur les huiles essentielles :
A la connaissance globale des vertus des plaméelicinales et aromatiques, se superpose de

nos jours celle des huiles essentielles, graca@gyrgs de la chimie et de la technologie. Beaucoup
de travaux sont réalisés dans ce sens, du faiindgoltance des huiles essentielles dans divers
secteurs économiques, comme par exemple, l'indudii la parfumerie et de la cosmétique,
l'industrie alimentaire, l'industrie pharmaceutiqet plus particulierement, la branche de
'aromathérapie qui utilise leurs propriétés bactdes et fongicides.
[1.1- Définition :

Les huiles essentielles ne contiennast ge corps gras comme les huiles végétales
obtenues avec des pressoirs (huile de tournesataile d'amande douce, etc.).

Les huiles essentielles sont des conagleraturels de molécules volatiles et odorantes,
synthétisées par les cellules sécrétrices desgslambmatiques (Duquenois, 1968).

Celles-ci sont stockées dans des paahesveau de divers organes :

* Fleurs (origan), feuilles (citronnelle, eucalyptusktorces (cannelier), bois (bois de rose,
santal), racines (vétiver), rhizomes (acore), $r@ifadiane) ou graines (carvi). La synthése
et 'accumulation des huiles essentielles, claspaewni les métabolites secondaires, se font
généralement au niveau des structures histologigpésialisées, souvent localisées sur la
surface de la plante (Brunechon, 1987).

* Les huiles essentielles sont largement réparties tarégne végétal; certaines familles en
sont particulierement riches: Coniferes, Rutacédédgrtacées, Ombelliferes, Composées,
Labiées (Sauvage, 1974).

* L’AFNOR définit les huiles essentielles comme :rxproduit obtenu a partir d’'une matiéere
premiere végétale, soit par entrainement a la vagieau, soit par hydrodistillation. L’huile
essentielle est séparée de la phase aqueuse paratesiés physiques. » (Association

francaise de normalisation, 1986).

[I.2- Propriétés générales des huiles essentielles
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Le réle des huiles essentielles dans la plogie de la plante reste encore mal connu.

Toutefois, les parfums émis jouent un role attfgmiur les insectes pollinisateurs (Deroin, 1988).
De plus, en régle générale, les huiles essentigtiestituent un moyen de défense naturel contre les
insectes prédateurs et les microorganismes. Legawu®es émises sont dans ce dernier cas appelées
« phytoalexines ». Ce type de toxine n’est produien cas d’infection et n’entre donc pas dans la

composition d’une huile essentielle provenant d’plaate saine (Mann, 1987).

llI-Méthodes d’extraction des huiles essentielles :
Plusieurs méthodes sont utilisées pour I'obtengsrhuiles essentielles en fonction du

matériel a traiter. Chaque méthode peut avoir deewariantes.

l1l.1- Enfleurage :

C’est une méthode qui n'est plus guéitisée, (codt, travail, rendement moindre). ligitale placer les
fleurs sur un corps gras purifié et de laisseralgsnes pénétrer le corps gras. Une fois I'ardmdlees "pompé"”, on
les retire et on remet des fleurs fraiches, jussataration du corps gras. La pommade (composéwhta suffit de la
nettoyer et laver avec de l'alcool. Au bout de 2drhs, le corps gras et les huiles essentiellessgparés. Il ne reste

plus qu'a recueillir la précieuse huile essentielle

[11.2- Distillation:

[11.2.1- Entrainement a la vapeur d'eau :

C'est la méthode la plus largement sétdi et la mieux adaptée pour obtenir les huiles
essentielles les plus pures.

Trois cuves sont reliées entre ellesdgaminces tubes: La premiére cuve recoit de llaau,
seconde les plantes et la troisieme I'huile ess@nti

Le procédé consiste a faire traverser matadvapeur d'eau une cuve remplie de plantes

aromatiques. A la sortie de la cuve et sous pressomtrélée, la vapeur d'eau enrichie d'huile
essentielle traverse un serpentin ou elle se caaden gouttelettes et arrive dans la troisieme cuve
(I'essencier). Les huiles essentielles étant pgeres que l'eau, et I'essencier recueille I'dau e
I'huile essentielle. La différence de densité eigsedeux liquides permet une séparation aisée. il
suffit de les récupérer en surface, tandis que kpa se trouve en dessous sera utilisée pour créer

des eaux florales et des hydrol&stte méthode est industriellement la plus utilisée
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Eau

Vapeur d'eau

Plantes aromatiques

Vapeur d'eau chargée d'H.E.
Eau froide

Eau chaude

Eau + H.E.

© © N o gk~ w DR

Huile essentielle

[ —
o

Hydrosol ou hydrolat
Figure 1: Systéme simplifié d'une distillation par enteirent a la vapeur d’eau a basse
pression
[11.2.2- Hydrodistillation :
Le mélange des plantes et d'eau est porté a ténullLes principes volatils sont ensuite

entrainés, et, aprés condensation du distillasoilg séparés par simple décantation.

Cette méthode présente I'avantage d'étre sjrefficace et non colteuse. Cependant, elle
n'‘est pas sans inconvénients, dans ce sens quiellee parfois une odeur de "bouilli" & I'huile
essentielle, due a une éventuelle cuisson deseglaBtle peut également donner naissance a des
réactions secondaires (hydrolyse, isomérisation)ete milieu pouvant avoir un pH relativement
acide(Raul, 2005).

nysieme dieau Condenseur

pour refividissement X

i Huile
essentelle
«——Fau
Matiére végétale
+Eau

Figure 2 : Appareil d’hydrodistillation des huiles essenssl|

[11.3- Extraction par expression :



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah : '
Faculté des Sciences et Techniques = Q '
www.fst-usmba.ac.ma FST FES

Il s'agit de la méthode la plus simple mais maleesement la plus limitée. Elle consiste a

briser mécaniquement les «poches a essence» des fess d'agrumes pour en recueillir les
essences. Le produit obtenu se nomme «essencen ehuile essentielle» car aucune modification
chimique liée a des solvants ou a la vapeur d'&aewlieu (pour tous les citrus).

l1l.4- Extraction par solvant :

L'extraction pasolvant(consiste a séparer les constituants d'un mélankgde d'un
solvant volatil (éthanol,hexang qui ne se mélange pas avec l'eau. Le solvanthaege des
molécules a extraire grace a sa forte affinité albxs. Les solvants entrainent les corps odorants
par une succession de lavages des plantes. Apageration des solvants, on obtient la concréte.
Aprés lavage a l'alcool, filtration et distillatioma concréte donnera l'absolu, utilisé par les
parfumeurs.

C’est le procédé employé par les indestmais qui doit étre proscrit pour l'usage

thérapeutique car le produit obtenu garde la tdasesolvants.

[11.5- Extraction par gaz supercritiques :

C'est le procédé le plus récent donnant en gédémkxtraits de qualité différente de ceux
obtenus dans les autres techniques. C'est un ctsupp@r de l'extraction par solvant avec la
différence qu'ici le solvant est un gaz liquéfiatéme, propane, gaz carbonique) évaporé ensuite par
une simple décompression.

L'originalité de cette technique repose sur lévaat utilisé. Il s’agit du CQ@ en phase
supercritique. A l'état supercritique, le €@’est ni liquide, ni gazeux et cela lui confére un
excellent pouvoir d’extraction, modulable a voloatéjouant sur la température de mise en ceuvre.

Les fluides supercritiques comme le £$ont des bons solvants a I'état supercritique =(Tc
31°C, Pc = 73,8 bars),(fig) et de mauvais solvalétat gazeux. Les avantages de ce procédé sont
les suivants :

+ le CO est totalement inerte chimiquement, il est najureh toxique et bon marche,
- on utilise des basses températures pour la miseusme,
- en fin de cycle, la séparation entre le solvarnttdietion et le soluté pour obtenir

I'extrait est facile (simple détente qui ramén&l®, a I'état gazeux), avec une récupération

guasi-totale et peu codteuse,
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- les frais de fonctionnement, a I'échelle pilotedmilaboratoire, sont réduits (le €O

est continuellement recyclé).

L’extraction au C@supercritique est une technique intéressante pgporée de
nouvelles notes olfactives (méthode d'extractiars mlompléte et moins dégradante que la vapeur
d'eau). Cependant son installation industrielléereslteuse et I'appareillage est encore envalttissan
(George, 1979).
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Figure 3 : Diagramme de phase du CO2

[11.6- Extraction par micro-ondes
Au début des années 1990 est apparue une toutelltachnique appelée hydrodistillation

par micro-ondes sous vide (Figure 4).

Dans ce procédé, la matrice végétale est chautiéencro-ondes dans une enceinte close
dans laquelle la pression est réduite de maniéreesdelle. Les composés volatils sont entrainés

par la vapeur d'eau formée a partir de I'eau prapeeplante. lls sont ensuite récupérés a |'agde d
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procédeés classiques de condensation, refroidissezhelécantation. Ce procédé permet un gain de

temps (temps d'extraction divisé par 5 a 10) eted@ge (température plus basse) considérable.
(Mengel et al., 1993)

La composition de l'huile essentielle obtenue gamprocédé est bien souvent semblable a
celle obtenue avec un procédé d'entrainement adaw traditionnel. Toutefois, une plus grande
proportion de composés oxygéneés est généeralemseitwv@le dans les huiles essentielles extraites
par microondes. Ceci est dd a la faible quant@@udprésente dans le systéeme et a la rapidité du
processus de chauffage. Ainsi, les dégradatiommtbees et hydrolytigues des composés oxygénés
sont limitées (Bendahou et al,, 2007; Chemat g2807).

L
Réfrigérant ——=

1

|

i-“l

|

—— ™

Huile essentielie -
Hydrolat -

Matiere végétale

Four 3 micro-ondes —-»

Figure 4 : Systéme d'extraction des huiles essentielles par micro-ondes

I\V-Composition chimique des huiles essentielles
La composition chimique des huiles essentielleg\er fonction de différents facteurs,

incluant le stade de développement des plantesrdemes prélevés, la période et la zone

géographique de récolte.( Hadian et al., 2008)

Les huiles essentielles sont constituées prinaipate de deux groupes de composés odorants
distincts selon la voie métabolique empruntée disée. Il s’agit des terpenes, prépondérants dans
la plupart des essences, et des dérivés du phépgipe, retrouvé en tant que composé majoritaire

dans quelques unes, telles que les essences dinisannelle, de girofle, etc... Divers autres
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constituants minoritaires leurs sont associés. @ahmeux dérivés porteurs de fonctions diverses

sont également considérés comme des composesitgrpen
Les composés terpéniques sont issus d'une voie boliEtae secondaire de I'acide

meévalonique. Suivant le nombre entier d'unités gmarbonés (C5)n ramifiées, dérivées du 2-

meéthylbutadiéne (isoprene), nous pouvons réaliselalssification suivante :

HyC

HiC Ch

L’isopreéne.

* Pour n = 2: les monoterpenes. Ces terpénes proptetite sont des hydrocarbures
en C10. lls peuvent étre acycliques, monocycliqaesbicycliques. A ces terpenes se
rattachent un certain nombre de produits naturdtmeétions chimiques spéciales, surtout
alcool et aldéhyde.

!

'f Q
i =
I:'H

B—Myrcene (No. CAS 123.35.3)  Limonéne (No. CAS 138.86.3) Thymol (No. CAS 89.83.8)

Exemple des composants monoterpéniques.

* Pour n = 3: les sesquiterpenes. Ce sont des hytiuoes de formule C15, soit une
fois et demie (sesqui-) la molécule des terpenasQ&0H16). Un groupe particulier de
sesquiterpenes est représenté par les azulenegosésninstables dont le nom vient de leur

coloration bleue et qui sont importants en pharrgaosie en raison de leurs propriétés anti-
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inflammatoires. Ces composés, non saturés, somstitgs par deux cycles penta et hepta

carbonés. Nous retrouvons dans ce groupe le chéénaz{des essences de camomille et de

matricaire).

OH

Eudesmol (No. CAS 51317-08-9)

Exemple des composants sesquiterpéniqiies.

*Pour n = 4: les diterpénes qui sont des dérivéydddtarbures en C20. Ces
composes, a point d'ébullition élevé, se rencohseriout dans les résines.

* Pour n = 5: les sesterpenes. Ce sont des dérikigdrdtarbures en C25.

e Pour n = 6: les triterpénes. Ces composés en G8Ares répandus, notamment dans
les résines, a I'état libre, estérifiés, ou sounéohétérosidique.

Squalene (No. CAS 7683-64-9)

Exemple des composants triterpéniquies.

. Pour n = 8 et les polyterpenes le caoutchouceladst I'exemple plus nomme. Le
caoutchouc naturel est un polymére de l'isoprénestl produit par la coagulation par la

chaleur de la séve de I'hévéa.
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Dans une huile essentielle, nous retrouvons presgglasivement des mono- et

sesquiterpenes.Les dérivés du phénylpropane sansrabondants que les terpénoides, ce sont des
arenes issues d’'une voie métabolique secondagalditacide shikimique lui-méme intermédiaire
de la synthése de la lignine a partir du phénylanep

Les composés sont néanmoins importants sur le quiafitatif et quantitatif chez certaines
especes. Par exemple, le trans-anéthole qui esbliecule responsable en grande partie de I'aréme
d’anis, constitue environ 80% de I'huile essergiele fenouil (1-3% d’essence), et d’anis vrai (3%
d'essence). Les dérivés phénylpropanoiques etelgerioides sont associés en nombre et en
proportions tres variables de telle sorte que dpit est hétérogene et complexe sur le plan
chimique. lls sont biosynthétisés au sein des méwngsnes sécréteurs ou ils forment I'essence
naturelle (Hernandez O., 2005)

V- Identification des huiles essentielles :

Une parfaite connaissance de la composition chiendgs huiles essentielles est nécessaire
aux industriels et pour les chercheurs pour enrgtem la qualité et la régularité en vue d'une
bonne commercialisation et pour y déceler une é&edlet spécificité en vue de sa valorisation. En
effet, ces huiles essentielles constituent souver® matiere premiére destinée a des secteurs
d’activités aussi divers que ceux de la parfumelés, cosmétiques, des industries pharmaceutiques
et de l'agroalimentaire. Quel que soit le secteunrcerné, I'analyse des huiles essentielles reste un
étape importante qui, malgré les développementstants des méthodes de séparations et
d’identifications, demeure une opération délicatecassitant la mise en ceuvre de diverses

techniques.

V.1- CPG-SM:
Cette technique consiste a analyser les huilesgskes, tout d’abord, par Chromatographie

en Phase gazeuse (CPG) ; cette technique chroraptogue permet lindividualisation des
constituants, leur quantification et le calcul dark indices de rétention (Ir), puis a les analpser

le couplage « en ligne » avec la spectrométrie desm (SM). L’identification est ensuite réalisée
par comparaison des indices de rétention Ir et diesiées spectrales (spectres de masse) des
constituants individualisés avec les caractéristigde produits de référence contenus dans des
bibliothéques de spectres. Cette étape est hdbihmht suffisante dans les cas d’analyse de routine
d’huiles essentielles. Cette technique est utiligée plusieurs chercheurs (Cassiano B., 2007) ;
(Okoh O. 0., 2009).
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V.2- Chromatographie liquide sur colonne-CPG-SM :
Cette séquence est mise en ceuvre lorsque I'huskntslle est complexe lorsque l'analyse

est réalisée dans une optique de recherche. Utioftaement de I'huile essentielle est alors
effectué, le plus souvent par chromatographie digusur colonne ouverte de silice ou d’alumine.
Les fractions obtenues sont ensuite analyséesfdeda décrite dans la premiere partie (CPG-SM).
Cette étape est a privilégier lorsque I'on veutdiules difféerentes familles de composés (esters,

alcools, cétone...).

VI-Activité biologiques des huiles essentielles
Les huiles essentielles possédent de norsbseactivités biologiques. En phytothérapie,

elles sont utilisées pour leurs propriétés antigaps contre les maladies infectieuses d’origine
bactérienne, par exemple contre les bactéries endtaires (J. Pellecuer et al., 1980) ou au niveau
de la microflore vaginale (Viollon et al,.1994) @brigine fongique contre les dermatophytes

(Chaumont et al.,1989).

Cependant, elles possedent également, desigigs cytotoxiques qui les rapprochent
donc des antiseptiques et désinfectants en tanaggaots antimicrobiens a large spectre.
(Sivropoulou et al., 1996)

Dans les domaines phytosanitaire et agroeaitaire, les huiles essentielles ou leurs
composeés actifs pourraient également étre emplagésme agents de protection contre les
champignons phytopathogénes (Zambonelli A. e28l04) et les microorganismes envahissant les
denrées alimentaires. (Mangena T. et al., 1999)

Etant donné la grande complexité de la coitipaschémotypique des huiles essentielles,
malgré de possibles synergies certains auteurgrpréfétudier I'effet d’'un composé isolé pour
pouvoir ensuite le comparer a l'activité globale Imiile. Ainsi I'activité fongistatique des
composés aromatiques semble étre liée a la présdacecertaines fonctions chimiques.
CHAUMONT et LEGER ont testé 12 composés aromatiques-vis de huit souches pathogénes
pour 'lhomme Candida albicans, Aspergillus fumigatMicrosporum canis et 5 Trichophyton spp.
lls concluent que les phénols sont plus antifonggget les aldéhydes testés présentent également
des propriétés fongistatiques tres marquées.

Cette activité est estimée selon la duréahdition de la croissance déterminée par
simple observation macroscopique. L’activité amtifique décroit selon le type de fonctions
chimiques:

Phénols >Alcools> Aldéhydes> CétonedreEt> Hydrocarbures
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VI.1- Activité antibactérienne :

Les vertus antibactériens des huiles essentietles @nnues et utilisées depuis longtemps,
mais cette utilisation se basait sur des pratiguaditionnelles et des applications sans bases
scientifiques précises. De nos jours, leur empofast sur des bases scientifiques et rationnelles
puisque de nombreux travaux de recherche portenkesupropriétés antibactériennes des huiles
essentielles des plantes aromatiques (Mighri HO920(Bouzouita N.,2008).

In vitro, I'effet microbicide de certaines huilessentielles a méme été trouvé supérieur a
celui des antibiotiques. De plus, elles ont un ghabaction trés large. Plusieurs travaux montrent
gue les huiles essentielles et leurs composeés itadjes ont un effet antimicrobien vis-a-vis des
bactéries a Gram négatif et a Gram positif (Nakamn@Gr 1999).

L’activité antimicrobienne des huiles essentiediss principalement liée a leur composition
chimique et en particulier a la nature de leurspasds majoritaires.

VI.2- Mécanisme d’action :

L’activité antibactérienne des huiles essentielfedfait I'objet d’'un grand nombre de
publications a I'échelle internationale. Cependalat, majorité des travaux cités dans ces
publications s’arrétent au niveau de la mise edenge de I'activité antibactérienne de ces huiles
essentielles. Les études sur les mécanismes diagdéiacette activité sont en nombre négligeable.
Jusqu’a présent, il n'existe pas d’étude pouvanisraponner une idée claire et précise sur le mode
d’action des huiles essentielles. Etant donné mapbexité de leur composition chimique, tout laisse
a penser que ce mode d’action est assez complahffi@te a cerner du point de vue moléculaire.

Il est tres probable que chacun des constituardshdides essentielles ait son propre mécanisme
d’action. D’'une maniere générale, on estime que &etion se déroule en trois phases principales
(El Kalamouni C., 2010):
» attaque de la paroi bactérienne par I'huile esskatiprovoquant une augmentation de la
perméabilité puis la perte des constituants cehes ;
» acidification de l'intérieur de la cellule, bloquda production de I'énergie cellulaire et la
synthese des composants de structure ;

» destruction du matériel génétique, conduisantradet de la bactérie.
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VII-Les techniques d’étude du pouvoir antibactériendes huiles

essentielles :
La technique utilisée pour déterminer le pouvoititattérien des huiles essentielles a une

grande influence sur les résultats. Des difficulgmtigues viennent de linsolubilité des
constituants des huiles essentielles dans I'eadewevolatilité et de la nécessité de les tester a
faibles concentrations (Abdelghafour.T et all, 199K I'’heure actuelle, I'activité antibactérienime
vitro d’une substance peut étre mise en évidencaupagrand nombre de techniques classiques,
aussi bien en milieu solide gu’en milieu liquideou$ allons essayer d’énumérer ces différentes
méthodes et de discuter chacune d’elle.

VII.1- Techniques en milieu solide : Méthode d&udibn

VII.1.1- Méthode des disques :

Elle est appelée aussi technique de I'aromatogranihaes cette méthode, on utilise des
disques de papier filtre de (6, 7,8) mm de diameterégnés d’ huile essentielle et déposés a la
surface d'un milieu gélosé préalablement ensemeamtésurface a l'aide d'une suspension
bactérienne. Aprés incubation, la lecture des tésuse fait par la mesure du diametre d’inhibition
en mm. La dilution des huiles essentielles setfaijours dans un solvant tel que le tween 20, ou
'éthanol. Le principe de cette méthode est tolgolar migration de I’ huiles essentielles par
diffusion dans la gélog@akamura C. 1999 (Busatta C., 2007); (Raho B., 2008).
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Figure 5 : Technique de 'aromatogramme
VII.1.2- Méthode des puits :

Une variante de la technique des disques consistaraénagement de dans la gélose coulée
et solidifiée en boite. On remplit cette cavité rd’'volume donné d’ huiles essentielles qui va
diffuser dans la gélose, et on procéde, aprés atmrh a la mesure du diametre d’inhibition comme
dans la technique précédente. (Kempf M., 2011)
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VII.1.3- Méthode des microatmospheéres :

C’est une technique d’étude en phase vapeur. Sogipe est d’ensemencer une boite de
Pétri avec les germes, tandis que I'on dépose geslgouttes d’ huile essentielle sur un papier
filtre au fond et au centre du couvercle. La b@ise incubée couvercle en bas. Il se produit une
évaporation des substances volatiles et on lit saméubation, la croissance des germes ou

I'inhibition de leur croissance. (Raho B., 2008)
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Figure 6 : Technique des microatmospheéres

VII.2- Technique en milieu liquide : Méthode deutidn

VIl.2.1- Méthode des disques de Sarbach :

L’huile essentielle est déposée a différentes autnaions sur des disques en papier filtre de
10 mm de diametre, I' huiles essentielles est pglatans des tubes a essai. Dans chaque tube est
réparti un certain volume de bouillon nutritif emsncé. Une agitation mécanique est assurée
pendant toute la durée de l'incubation. Le pou\mactéricide est apprécié par I'évaluation du
pourcentage de survivants par repiquage en nsbéde. (Rhayour K. 2002)

VII.2.2- Détermination de la CMI et CMB :

La concentration minimale inhibitrice CMI est Wdie par plusieurs chercheurs pour prouver
la performance antimicrobienne d’'une huile esstatita CMI est définie comme la plus petite
concentration dont résulte la maintenance ou laat®ah de I'inoculum apres 18-24h d’incubation,
elle consiste a disperser I'agent antimicrobiencencentration variable de fagcon homogene et
stable dans le milieu de culture du germe étudateCechnique, trés fiable et reproductible pour
les agents antimicrobiens hydrosolubles, pose wblggme de diffusion et d’homogénéité de
dispersion avec les huiles essentielles qui onttrggefaible solubilité dans les milieux de culture
agueux. Ce probléeme a été résolu en partie pdlidaiion d’émulsions des huiles essentielles dans
des solutions de différents détergents comme leemvad et le Tween 80 ou de solvant comme
I'éthanol.(Kempf M., 2011)
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La CMB est la plus petite concentration de I'huglesentielle qui ne laisse que 0.01% ou

moins de survivants de I'inoculum initial aprés IBimcubation a une température de 37°C.

VIlI- Toxi-infection Alimentaire :

L'intoxication alimentaire est une maladie coueagénéralement bénigne mais qui, parfois,
peut étre mortelle. Elle se produit lorsqu'une @eng absorbe un aliment ou une boisson
contaminée par une bactérie ou une toxine.

L'intoxication alimentaire peut affecter une persarfTIA), ou bien un groupe de personnes
ayant mangé le méme aliment contaminé (TIAC : Tinfections Alimentaires Collective). La
plupart des intoxications alimentaires sont duees toxines produites par les bactéries ou par la
guantité de bactéries elle-méme.

Certaines bactéries peuvent se deévelopper d'upiusieurs millions dans les bonnes
conditions d'humidité, de terrain alimentaire, deleur et de temps. Plus il y a de bactéries
présentes, plus il y a de risques de contractelinfeetion ou une maladie. Les types de bactéries
infectieuses les plus courantes sont le CampylebddE.coli et laSalmonelldOMS, 2002).

Ces microorganismes constituent un probléeme @oispour la santé publigue. Dans de
nombreux pays, on a signalé ces derniéres décem@ssaugmentations significatives de
l'incidence des maladies provoquées par des miagarismes transmis principalement par les
aliments (Benkaddour, 2002).

Les risques chimiques restent une source importétmaladies d’origine alimentaire. Parmi
les contaminants chimiques présents dans les atmen peut mentionner les toxiques naturels,
comme les mycotoxines et les toxines d’origine m&riles contaminants environnementaux,
comme le mercure et le plomb, et les substancageliement présentes dans les plantes. Les
additifs alimentaires, les micronutriments, lestipeges et les médicaments vétérinaires sont
délibérément utilisés dans la chaine alimentairéaut toutefois d’abord s’assurer que toutes ces
utilisations sont sans danger (OMS, 2002).

VIII.1-Symptdémes, causes, diagnostic et traitenments

VIIL.1.1. Symptémes :

Les périodes d'incubation sont différentes pourgukasorte d’intoxication alimentaire.
Certaines causes produisent des symptdmes enckedpaB0 minutes ou de quelques heures, mais
la plupart des cas d'intoxications alimentairesiprgent des symptdmes au bout de 12 a 48 heures.
D'autres types ne se manifestent qu'au bout dejugeljours, voire une semaine (NHS Choices,
2008).

Généralement, une intoxication alimentaire duee3lLjours mais peut se poursuivre pendant
une semaine selon le type de bactérie, la gra@téirdfection et votre état de santé général. La
plupart des personnes guérissent entierementsgrate d'une semaine.

Les symptdmes les plus courants sont les vomisdemen douleurs abdominales, ainsi que
la diarrhée due a l'inflammation du tractus gasttestinal (estomac et intestin).

Suivant la cause, les symptémes peuvent égaleimente de la fievre et des frissons, des
selles contenant du sang, de la déshydratationddekurs musculaires, de la faiblesse et de
I'épuisement.

Dans de tres rares cas, une intoxication alimentgiave peut endommager le systeme
nerveux. Dans des cas extrémes, elle peut mémerdaysaralysie ou la mort.

VIIl.1.2- Causes :

Vous pouvez étre victimes d'une intoxication alitage en absorbant des aliments qui ne
sont pas correctement cuits, ou qui ont été com@srpar une personne qui ne les a pas lavés ou ne
s’est pas lavé les mains avant de les manipuler.
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Les bactéries causent une intoxication alimentacg par leur nombre, soit, plus
couramment, en raison des toxines qu'elles prodiuis€®ertaines bactéries produisent des toxines
lorsqu'elles se multiplient et, dans de nombrelss ca sont ces toxines qui vous rendent malade,
parfois un bon moment apres que vous avez absesd@iments contamineés.

La cause bactérienne la plus courante de l'intdinaalimentaire est le Campylobac, qui se
trouve dans la volaille crue, le lait cru, la viantbuge et I'eau non traitée. La salmonelle est la
deuxiéme bactérie d’intoxication alimentaire laglkourante, elle se trouve dans le lait cru, les
ceufs et les produits a base d’'ceufs crus, la viandeet la volaille (NHS Choices, 2008).

Tous les cas d'intoxication alimentaire doiverreé&ignalés aux autorités locales par votre
médecin.

[11V.1.3- Diagnostics :

Si vous étes hospitalisé(e), un médecin vous examiphysiquement, en prenant votre
tension, votre pouls, votre vitesse de respirat@En votre température. Votre niveau de
déshydratation sera évalué et votre région abddenpwurra étre examinée.

Le diagnostic est plus facile si plusieurs pergsnont pris les mémes aliments ou boissons et
présentent les mémes symptémes.

Un échantillon de vomi pourra vous étre demandé@x@miné afin de rechercher les traces
éventuelles de sang ou de mucus. Il sera envoyélaboratoire afin d'étre analysé, pour connaitre
la cause exacte de l'intoxication alimentaire.

Un échantillon d'urine peut également étre demaodé essayer d'y détecter l'infection.

[1IV.1.4- Traitements :

La plupart des cas d'intoxication alimentaire diggsent au bout de quelques jours, sans que
vous ayez a consulter un médecin. Cependant,nsaladie dure plus de quelques jours, s'il y a du
sang, s'il y a du mucus jaune ou vert dans lesssalu si vous étes enceinte, vous devez obtenir un
avis médical. Vous devez également consulter ureni@dsi la personne infectée est tres agée ou
s'il s'agit d'un bébé.

Parfois, vous recevrez des Antibiotiques pour aestaypes d'infections bactériennes. La
période de guérison dépend du type d'infectionjaliee &ge, de votre état de santé et de vos autres
problemes médicaux éventuels.

Ne mangez pas dautres aliments tant que vous sentez nauséeux/se Ou que Vvous
vomissez. Laissez votre estomac se reposer pendaniheure aprés avoir vomi, puis essayez de
boire quelques gorgées d'eau. Veillez & boire e lrégulierement ou utilisez les poudres de
réhydratation disponibles en pharmacie.

Maintenez une bonne hygiéne personnelle pour rédiéetransmettre la maladie a d'autres
personnes (NHS Choices, 2008).

IX-Les bactéries pathogenes et leurs effets

Les bactéries pathogenes désignent des germeéadandhent une primo-infection
caractéristique chez un sujet sain. Les germgdulsssouvent évoqués sont les mycobactéries,
Brucella, Listeria monocytogengStaphylococcus aureukes entérobactéries, parmi lesquelles les
Escherichia colproducteurs de toxines 8almonella

Dans ce travail nous nous somme intéresseé a hasieries pour lesquelles nous donnons

guelques caractéristiques dans la suite de ce otz

IX.1- Escherichia. coli



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques
www.fst-usmba.ac.ma

Escherichia. coliBacille Gram négatif, anaérobie facultatif appaatg a la famille des

Enterobacteriacae, et au genre Escherichia, dllsubsgivisée en sérotypes sur la base des antigenes
présents.
E.coli, un hote commun de l'intestin de 'homme®(1§ de selles), et des animaux; elle est

recherchée a ce titre, comme germe témoin de camaéion fécale, dans I'eau et les aliments.

A l'intérieure de l'espéce il y a des pathotypmsvent associés a des sérotypes particuliers.
Certains de ces pathotypes sont responsablesctiamfe intestinales (gastroentérites et diarrhées),
leur pouvoir pathogene est induit par des facteladhésion et/ou la production d'entérotoxines.
E.coli entéropathogene (diarrhées infantilés);oli entérotoxinogéne (turista.coli entéroinvasif
(invasion des cellules intestinaled}.coli entérohémorragique (diarrhées sanglant&s),col

entéroadhérent (diarrhée du voyageur).

D'autres sont responsables de méningites néesagmovoquent des infections du tractus
urinaire, ou encore des septicémies qui corresparadan nombre restreint de sérotypesciec H,,
1995, Boop CA., 1999)

Tableaul : Information générales sulscherichia. coli

Milieu naturel Tube digestif des animaux, solseanatiéres fécales, lait,

viandes crues

Aliments associés Lait cru ou mal stérilisé, viandries

Importance Germe témoin de contamination fécalesi®lirs souches

toxigenes. Plusieurs types de toxines thermolabilethermorésistantes.

Dose infectieuse Elevée (> %10
Période 8az24h
d’incubation
Symptébmes Vomissements et diarrhées sanguinoldigtes.
Température de 30-37°C[3°C<t<45°(C]

croissance
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IX.2- Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureusst une cocci a gram positif, sphériques, quidisgsent sur
plusieurs plans pour former des amas réguliersréguliers en grappe de raisin, d’ou leur nom (en
grec staphylos), ils sont immobiles et cultivent des milieux contenant 5% de Na CI et pour
certains jusqu'a 10 et méme 15%. lls sont aérobiesanaérobies facultatifs. C'est l'espéce
prédominante chez I'homme et autres mammiferegaléié nasale de 'nomme est sa niche
préférentielle.

Lesstaphylocoquesont des germes ubiquistes largement distribugs teEnvironnement
naturel de 'homme, mais ils sont les plus frégaiebhen plus forte densité sur les surfaces cutano
mugueuses des mammiferes. Elles ont un pouvoiropatte opportuniste extrémement large qui
s'exerce avec une grande fréquence en milieu ladispit L'especeS.aureus responsable
d'infections pyogénes de la peau et des muquefigesdle, impétigo, staphylococcie maligne de
la face, staphylococcies bulleuses, etc.), maissiawsseuses (ostéomyélite), digestives
(entérocolites post-antibiotiques), septicéemiquepidermidisun agent de plus en plus fréquent
d'infections nosocomialed.elercq R. 2000)

Tableau 2 :Information générales sur &aphylococcus aureus

Milieu naturel Peau, muqueuses, nez, gorge, coamirerilures.
Aliments associés Poisson, viande, lait, fromagates.
Importance Endotoxine thermorésistante.
Dose infectieuse Faible (moins de 1 mg de toxine)
Période d’incubation 2 4 6 heures
Symptébmes Diarrhées, vomissements et nausées pemdan deux
jours.
Température de 37°C[10° C<t<48°C]
croissance

IX.3- Salmonelle spp
Les Salmonellasont des bactéries a Gram négatif de type aéest@érobie facultatif
appartenant a la famille des Enterobacteriaceaepasisédant toutes leurs caractéristiques

biochimiques. Pourvues de flagelles péritricheggsebont généralement mobiles mais certains
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sérovars sont immobiles comme S. Gallinarum putioet d'autres ayant perdu leurs flagelles. Le

genre Salmonellacomprend deux espéces génétiquement individualis&almonellaenterica et
Salmonellabongori ; I'espéce enterica est elle-méme suliiven six sous-espéeces définies sur la
base de caracteres biochimiques et génotypiqudepadsultats d'hybridation ADN/ADN.L'intestin
des animaux constitue le réservoir le plus impareansalmonelleset contribue fortement a leur
dissémination dans l'environnement ou elles peuwvaniivre mais sans se multiplier. La
contamination de 'hnomme peut se faire de facoecthr par contact ou, le plus souvent, par
l'intermédiaire d'aliments souillés, un grand noentde produits alimentaires étant susceptiblesed'étr
vecteurs.

De nombreuses especes animales ainsi que I'homumergehéberger le micro-organisme de
fagcon non apparente en tant que porteurs sainsetamhencore plus facilement cette dissémination.
La prévalence des contaminations par les salmeneldms les troupeaux de vaches laitieres est
variable selon les pays et les publicationsfatge V. 1995)

Tableau 3: Information générales sur &lmonellespp

Milieu naturel Volailles, animaux sauvages, animdarestiques, homme,
oiseaux sauvages, insectes.
Aliments associés Lait cru, volaille crue, gibiesufs, viandes crues.
Importance Cause fréquente de TIAC et d’empoisome@imentaire

domestique. Due a un manque d’hygiéne et a deggsos de mise en
ceuvre de I'aliment défectueux. Symptémes gravestaliie possible
chez les personnes faibles, affaiblies ou immunochées.

Dose infectieuse Trés basse a basse, par exenuites de 10 germes actifs par
ml de lait ou 100 g de fromage.
Période d’incubation 12 & 72 heures
Symptdmes Douleurs abdominales, diarrhées, vomasefevre, frissons
maux de téte.
Température de 37°C[6° C<t<47°C]

croissance
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Matériels et méthodes
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Ce travail comprend deux volets :
Le premier volet concerne I'extraction des huilgssestielles et leur caractérisation a été

effectuée au sein du laboratoire de valorisatioapgtication industrielle de l'institut National sle
plantes Médicinales et aromatique de TAOUNAT. (Amé)

Le deuxieme volet concerne I'évaluation de leuctliaté antibactérienne par des testes de
sensibilité vis-a-vis d&scherichia. coli, Staphylococcus aureissalmonellesppet a été effectué
au sein du laboratoire Régionale de Diagnostic &pidlogique et d’'Hygiene du Milieu. (Annexe
2)

I- Lieu d’étude

I.1- Institut National des Plantes Médicinales et fomatique de Taounate

L’Institut National des Plantes Médicinales et Amtiques (INPMA) se situe a Taounate
dans la région du Nord du Maroc a 80 km de Fésiglge est situé a Sahel Boutaher, Préfecture de
Taounate situé a 12 Km du Barrage Alwahdaa. Il titmesle premier établissement au Maroc
spécialisé dans le secteur des plantes aromatajuagdicinales. Le décret de création dans le
Bulletin Officiel du 04 juin 2002, montre que lesssions attribuées a I'INPMA lors de la création
sont originales, spécifiqgues mais innovantes. éeret de création précise que 'INPMA a pour

«vocation tout ce qui concerne la filiere des mamhédicinales et aromatiques»(annexe 1).
|.2- Laboratoire Régional de Diagnostic Epidémiolomgjue et d’Hygiéne du

Milieu de Fes

Le Laboratoire Régional de Diagnostic Epidémiologiqet d’Hygiéne du Milieu
(L.R.D.E.H.M), constitue une structure d’appui siensable pour la surveillance épidémiologique,
des maladies infectieuses et transmissibles et lgsuprogrammes sanitaires du Ministére de la

Santé dans le cadre de I'Hygiene de I'environnement

lI- Matériels végétales
Le choix des plantes s’est basé sur une recheibhedoaphique visant les plantes

médicinales dont les huiles essentielles sont cempar leur activité antiseptique sur plusieurs
souches bactériennes et de leur disponibilité atodldls ontété caractérisées et identifieées par le
laboratoire de valorisation et application indudlei de I'Institut National des Plantes Médicirsale
et Aromatiques(INPMA).
II.1- Les plantes utilisées
[1.1.1- Cypres de I'Atlas
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C’est un fort bel arbre qui atteint 25 métres detéar, avec un port droit, un feuillage vert

clair presque bleuté et des rameaux souples amsneixés retombantes.

De toutes les cupressinées, le Cypres présentiéefla plus finement imbriquée sur des
rameaux circulaires.

Le bois est apte a de nombreux usages. C’est sea@sde reboisement. Le grand Cyprés de
I'Atlas n’est représenté a I'état spontané que daredques stations du Haut-Atlas occidental, dans
le bassin de I'oued N'fiss (au sud-ouest de Marchkeentre 1200 et 2000 metres d’altitude ou il
constitue une curiosité botanique remarquable.

Tres utilisé comme bois d’'ceuvre dés l'antiquitécyprés formait au début de la période
historiqgue des boisements importants aujourd’hspatius. 11 porte le nom chleuh d’Arella et il est
curieux de constater que dans les Alpes francdeseRin Cembro est nommé Arolle, ce qui
témoigne sans doute du passage ancien de nordiasridans la Tarentaise et la Maurienne...
(Auclair, 1993)

Régne : plante

Embranchement : Pinophyta

Classe : Pinopsida

Ordre : Pinales

Famille : Cupressaceae

Genre : Cupressus

Figure 7: Plante de Cypres de I'Atlas

I1.1.2- Genévrier thurifere

Le Genévrier thurifere appartient a la famille

des Cupressaceae (ou cupressacees), laquelletwenatplus grande part de la flore forestiere de
I'Atlas. Les botanistes distinguent trois variétésJuniperus thurifera dans les montagnes de la
Méditerranée occidentale : dans les Alpes et leériégs (var. gallica), en Espagne (var. hispanica)
et en Afrigue du nord (var. africana). En Méditeda orientale, des espéces de Genévriers

arborescents originaires des montagnes de Gréece et

d'Asie Mineure (Juniperus excelsa, Junipe
drupacea) ont sensiblement la méme écologie.
Genévriers étaient nommeés kedros par les anc
grecs, si bien qu'un éminent botaniste anglaig

soutenu que les poutres du temple d'Apollon
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Utique étaient de Genévrier et non de Cedre, et dante en était-il de méme pour lI'ancien temple

de Salomon 8 Jérusalemuglair, 1993)

Regne : plante
Embranchement : Pinophyta
Classe : Pinopsida

Ordre : Pinales

Famille : Cupressaceae
Genre : Juniperus

Figure 8 : Plante de Genévrier thurifere

11.1.3- Genévrier rouge

Le Genévrier de Phénicie est un petit arbre ourboste ramifié des la base du tronc. On le
distingue du Genévrier thurifere par la couleurgmue ses fruits, par son port ramifié et moins
puissant, par l'aspect touffu de ses rameaux aytinds, enfin par son absence de la haute
montagne aux altitudes supérieures a 2200 metres.pélit arbre méditerranéen est quasi
omniprésent dans le paysage forestier de I'Atlas.ni€lange avec le Thuya a basse altitude, il
remplace ce dernier quand le climat devient plusiticental. D’'une grande rusticité et
particulierement résistante a la sécheresse, stastent la seule essence capable de former de
véritables foréts claires dans les conditions les gifficiles de sol et de climat.

On le rencontre jusque sur le versant saharienalu-Htlas et sur le Jbel Sarhro ou il recule
sous l'action conjuguée de I'hnomme et du climat.dépit de sa taille réduite (il dépasse rarement
huit metres), le Genévrier de Phénicie joue un mdlgortant quoique méconnu dans I'économie
montagnarde : grand pourvoyeur de bois de feu,elehps de construction, de bois de service
parfois méme de fourrage foliaire ... Les perclsette Genévrier assemblées en couches tressées

forment 'armature des terrasses de terre dansdasmaisons berbéresudlair, 1993)

Regne : plante
Embranchement : Pinophyta
Classe : Pinopsida

Ordre : Pinales

Famille : Cupressaceae
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Genre : Juniperus

Figure 9 : Plante de Genévrier rouge

[I.2- Taux d’humidité et rendement (plante et HE) :

20 g de la matiere végétale ont été introduites dizve étuve portée a 60°C pendant 24h, Cela
permet d’exprimer la teneur en eau et avoir paesui rendement représentatif.

Le taux d’humidité TH est calculé comme suivant: TH = (A/B) x100

A = masse Iinitiale moins la masse apres le sécfesg,

B = masse initiale (en g).

Apres extraction, le rendement R en huile essémtst calculé par la formule suivante :

Mye

R= =100
my—(my * TH)

mMHE : masse de I'huile essentielle
mV : masse végeétale utilisée
TH : taux d’humidité

[1.3- Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles a été effeetuésein du laboratoire de valorisation et
application industrielle de I'institut National dpantes Médicinales et aromatique de TAOUNAT.
[1.3.1- Extraction par Alambique

La distillation a la vapeur d’eau est le principabcédé d’obtention des huiles essentielles.

La plante est récoltée et chargée dans un largebada(180 litres), la vapeur d’eau passe a
travers la plante a une température inférieureGC1our briser les cellules végétales, libérer les
molécules aromatiques et les entrainer dans uersEnmle refroidissement.

Les vapeurs refroidies retournent a I'état liquieée,recueillis dans un essencier, I'huile
essentielle se sépare par simple différence detdengec I'eau florale.

La figure 7 illustre le déroulement de l'extracti@es huiles essentielles en utilisant

I'alambic.
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Alambic

Essencier Récipient réfrigérent

Figure 10 : Hydrodistillation par alambic

[1] : une photo montrant I'alambic utilisé lors KBextraction.

[2] : la colonne réfrigérante elle permet la corgddion de la vapeur issue de I'alambic.

[3] : récipient réfrigerent permet d’'assurer la menance de I'état liquide avant de recueillir ilalessentielle
et I'eau floral dans I'essencier.

[4] : essencier ou se passe la séparation entmne ftile essentielle et I'eau florale par phénomeéee
décantation.

[1.3.2- Hydrodistillation par Clevenger :

L’Hydrodistillation par Clevenger permet d'obteitiinuile essentielle en I'entrainant par la
vapeur d’eau qui est en contact avec la matierétaégy La figure 16 représente I'appareillage de
cette extraction.

(1) : Ballon
(2) : Clevenger
(3) : Réfrigerent
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Figure 11: Hydrodistillation par Clevenger

[I.4- Détermination du rendement en huiles essentiles

Le rendement en huiles essentielles pour chaquanélthn correspond a la quantité d’huile
obtenue par rapport a la masse de matiere seci@ndent dit, le volume d’huile recueilli doit étre
quantifié en liaison avec la masse placée danallerb

Le rendement en huile essentielle est le rappdne & volume de I'huile extrait et la matiére
séche de la plante. Et le rendement (%) est exgrané formule suivante :

Rdg (%) = _V_*100
MS
Avec :

Rdt (%) : Rendement en huiles essentielles poug 2@da matiére séche ;

V : Volume d’huile essentielles recueilli ;

MS : Masse (déterminer par la mise a I'étuve pehd@rneures a 60°C de la méme quantité
de plantes mise dans le ballon pour I'extraction)

[1.5- Méthode d’analyse chromatographique des huile essentielles

I1.5.1. Conditions expérimentales :

Les analyses de la composition chimique des ha#eentielles par CPG-SM ont été réalisées

au Centre Nationale pour la Recherche Scientifejueechnique (CNRST).

Appareillage : chromatographe a phase gazeuseq B&cULTRA) couplé a un spectrometre
de masse (Polaris Q MS a trappe ionique).

Type d’ionisation : EI (70 eV)
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Type de solvant : Acétate d’éthyle

Type de colonne : VB-5 (Methylpolysiloxane a 5% ipyig
Longueur : 30 m

Diameétre interne : 0.25 mm

Epaisseur du film : 0.25 pum.
llI- Activité antibactérienne

[11.1- Choix des souches bactériennes :

Nous nous somme intéressés dans cette étude acésds qui sont responsables des
toxi-infections alimentaires (TIA) dans les échbmis analysés par le Laboratoire
Régional de Diagnostic Epidémiologique et d’Hygi@ueMilieu de Fés qui sont :

-Salmonella spp;
-Staphylococcus aureus ;

-Escherichia coli.

lll.2- Microorganismes utilisés pour la détermination des activités
antimicrobiennes des HE
Les souches bactériennes on été fournies par deadtire d’accueil, elles ont été identifiées,
confirmées et conservées dans des tubes par cbogélans les milieux de cultures spécifiques a

chaque souche contenant 20% du Glycérol a une tatope de -20 °C. Le tableau suivant nous
représente ces différentes souches :

Tableau : Souches bactérienne et coloration dmGra

Espece biologique Coloration de Gram
Escherichia coli A gram Négatif
Salmonella A gram Négatif
Staphylococcus aureus A gram Positif
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Figure 12 : Dispositif de congélation et de conservation deskes bactériennes

[11.3- Culture bactérienne en milieu solide :

Aprés avoir décongelé les souches qui feront o notre étude, on prépare le milieu de
culture < Plate Count Agar, PCA> qu’on coule aptass des boites pétri.

Pour la culture des bactéries nous avons procedee manieére suivante :
-On désinfecte tout d'abord a l'alcool notre esplectavalil ;
-On allume le bec Bunsen en prenant soin d'obtamr flamme bleue, afin de stériliser l'air aux
alentour d’un rayon de 20 centimeétres ;
-On passe l'anse dans la flamme du bec Bunsen'gusguqu'elle devienne incandescente, dans le
but de la stériliser ;
-On Patiente quelques secondes le temps que l&tatape diminue, puis on plonge I'anse dans la
solution bactérienne décongelée, une gouttelette fprisonniere” de la boucle de I'anse. C'est ce
volume que nous allons ensemencer sur notre milieu,
- on ouvre la boite de Pétri ou se trouve notreéemitle culture solidifié et refroidi, et on la diei
mentalement en 3 parties égales ;
-On dépose la solution microbienne avec l'anse @afsr tiers de la boite en effectuant des stries
dans un mouvement de va-et-vient, en prenant seimedpas traverser, creuser ou arracher le

milieu. On doit la déposer uniguement en surface ;

1

%
TR,

-On referme la boite de Pétri et on plonge a nawM&mse dans la flamme du bec jusqu'a
incandescence. On patiente quelques secondesys tarielle refroidisse ;

-On rouvre notre boite de Pétri, et on effectum@ne mouvement de stries dans le 2eme tiers de
la boite, en prenant soin de repasser sur I'extiéuei la derniére strie effectuée précédemment sur

le ler tiers ;
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Comme précédemment, on fait des stries dans le 3etrgernier tiers de notre boite, en prenant
grand soin de récupérer de la solution en repassenseule fois sur I'extrémité de la derniére stri

effectuée dans le 2eme tiers ;

3 2

-Notre milieu est ainsi ensemencé avec la soldiaxtérienne. On incube nos boites pendant 24 h a

une température de 37 °C.

[1.4- Etude de I'effet des huiles essentielles enilieu solide : La méthode

des disques
Cette méthode consiste a utiliser des disques men6de diamétre, dans lesquels nous
avons piégé un volume de (10 ul) de I'huile essdati et déposeés a la surface d’'un milieu gélosé
préalablement ensemencé en surface a I'aide duspeasion bactérienne.
Les tests on été effectués sur le milieu de celtuGélose Nutritives » coulé dans les boite
de pétrie de diamétre « 90 mm » en plastique.
-On prépare un inoculum a partir d’'une culturedinai et on ensemence le tiers de la boite en stries

serrées a l'aide d’'une anse.

Milieu de
culture
solidifié

Inoculum

Figure 13 : Méthode des disques/ Etalement de I'inoculum
-On dépose les disques imprégnés d’huile essastiglir le milieu de culture déja ensemencé,;

-On incube la boite 24h a une température de 37C
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Figure 14 :Méthode des disques/ Incubation

- Apres incubation on mesure le diametre (en Cmadeéole d’inhibition.

Figure 15 : Mesure des diameétres d’inhibitions
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Résultats
et

Discussion
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I-Matériel végétal :
[.1- Taux d’humidité :
Le rendement et la couleur des huiles essentigtiesreprésentés dans le tableau suivant :

Tableau 5 :Rendement et couleur des huiles essentielles

Espéce végétales Couleur d’ huiles Rendement d’ huiles
essentielle essentielle %
Genévrier Transparente 0,6
thurifére
Genévrier rouge Brun foncé 0,9
Cyprés de l'atlas Jaune pale 0,2
Thymus riatarum Jaune brun 1,1

De ces résultats on constate que les rendementie@ux sont faibles, ils varient dans notre
gamme de 0,2 et 1,1 %.

L’huile essentielle de Thymus riatarum présentetelement le plus éleve.

Ces différences dans le rendement des huiles edtEntle chaque plante doivent étre
essentiellement dues aux voies métaboliques prapchaque végétal.

Il faut prendre en considération que les rendensgashuiles essentielle dépendent de
plusieurs facteurs comme : I'espéce, le milieua®lite, la période de récolte, les technique
d’extraction et les pratique culturales.

[.2- Composition chimique des huiles essentielles :

Pour le Thymus riatarum et des bois du Genévnigrifere, du Genévrier rouge et du Cyprés
de l'atlas les résultats ne sont pas encore dibfsmi

[.2.1- Composition chimique de I'huile essentiellde Genévrier thurifere

Les constituants chimiques de I'huile essentiekbmé&yrier thurifere analysés par CPG-SM

sont représentés dans le (tableau 5), Le Sabirsdhe eéomposé majoritaire avec 40,1% suivis du

o-Pinéne avec 13,2%.
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Tableau 7 :Composition chimique des huiles essentielles desaax desenévrier thurifere

Composé Indice de Teneur (%)
Kovats
Tricyclene 926 1,0
a-Pinéne 939 13,2
Sabinéne 976 40.1
B-Pineéne 981 3,6
Myrcéne 992 0,2
a-Phellandréne 1 005 2,1
8-3-Caréne 1011 1,6
a-Terpinéne 1018 0,2
p-Cymeéne 1026 0,6
Limonéne 1031 15
y-Terpinéne 1059 0,4
Terpinoléne 1085 2,1
Myrcénol 1119 0,3
Trans-pinocarvéol 1140 0,2
Terpin-4-ol 1172 0,5
a-Terpinéol 1189 0,6
Citronellol 1228 0,9
Piperitone 1250 1,0
Acétate d'iso-pulégyl 1281 1,6
Acétate de bornyl 1285 0,5
Acétate trans-carvyl 1337 0,3
Acétate d'a-terpényl 1350 3,8
E-B-caryophyllene 1418 0,4
Germacréne D 1480 0,5
6-Cadinéne 1524 6,0
Elemol 1549 4,5
Germacréne B 1556 11
Acorénone 1685 0,3

1.2.2- Composition chimique de 'huile essentiellde Genévrier rouge

Les constituants chimiques de I'huile essentielaé&vrier rouge analysés par CPG-SM sont
représentés dans le (tableau 6)okRinéne est le composé majoritaire avec 34,23%ssudud-3-
Caréne avec 20,64% et du Limonene avec 14,56%.
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Tableau 7 :Composition chimique (en pourcentage) des huilssré®lles des rameaux Genévrier rougele

Mehdia
Composeé Indice de Kovats Teneur (%)
Tricycléne 926 1,04
a-Pinene 939 34,23
Sabinéne 976 1,01
B-Pinéne 981 4,65
Myrcéne 992 0,20
a-Phellandrene 1 005 2,19
6-3-Caréne 1011 20,64
a-Terpinéene 1018 0,19
p-Cymeéne 1 026 0,56
Limonéne 1031 14,56
y-Terpinene 1 059 0,39
Terpinoléne 1085 4,12
Myrcénol 1119 0,24
Trans-pinocarvéol 1140 0,20
Terpin-4-ol 1172 0,47
a-Terpinéol 1189 0,52
Citronellol 1228 0,80
Piperitone 1250 0,95
Acétate d’iso-pulégyl 1281 1,61
Acétate de bornyl 1285 0,35
Acétate trans-carvyl 1 337 0,31
Acétate d'a-terpényl 1 350 6,80
E-B-caryophyllene 1418 0,34
Germacréne D 1480 0,43
0-Cadinéne 1524 0,63
Elemol 1 549 0,49
Germacréne B 1 556 1,27
Acorénone 1685 0,37

1.2.3- Composition chimique de I'huile essentiellde Cypres de l'atlas
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Les constituants chimiques de I'huile essentiefpr€s de I'atlas analysés par CPG-SM sont

représentés dans le (tableau 7), L'acétate de leoasy le composé majoritaire avec 30,7% suivis

dua-pinéne avec 23,5% et du Camphre avec 17,3%.

Tableau 8 : Composition chimique de I'huile essentielle desliesideCyprés de I'atlaglu Chefchaouen (Maroc)

Constituants Indice de Kovéts Teneur en %
a-thujene 931 2,3
a-pinéne 939 23,5
Camphene 953 2,6
B-pinene 980 0,5
d_3-carene 1011 0,1

o-terpinene 1018 0,3
p-cymene 1026 0,9
Limonéne 1031 6.0

a-campholénal 1125 0,3
Oxyde de(Z)-limonene 1134 0,3
(E)-pinocarvéol 1139 0,6
Camphre 1143 17,3
Isobornéol 1156 0,1
Bornéol 1165 4,6
4-terpinéol 1177 0,7
Cymenes-ol 1180 0,6

a-terpinéol 1189 0,4
Myrténol 1194 0,5
Verbénone 1204 1,7

(E)-carvéol 1217 0,7
(2)-carveol 1229 0,1

acétate de bornyle 1285 30,7
Acétated’ a—terpényle 1350 0,6
o-copaene 1376 0,1

Germacrene D 1480 0,1
(E)- B-guaiene 1500 0,1
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y-cadinéne 1513
oxyde de 1581
caryophyllene
Widdrol 1597 0,4

lI-Etude de I'effet des huiles essentielles en méu solide :
Dans ce travail nous nous sommes intéressé en@réeu a la mise en évidence du pouvoir

inhibiteur des HE sur les trois souches bactérienReur cela nous avons utilisé la méthode des
aromatogrammes ou nous avons testé dans la méree U@ seule huile sur les trois souches
bactériennes. Ce qui nous a fournis des résuli@tsvisibles.

I,= Salmonella spp
I,= Escherichia coli
Is= Staphylococcus aureus

Figure 16 : Effet de I'huile essentielle des feuilles du Gearenthurifére sur les trois souches bactérienn

Figure 17 : Effet de I'huile essentielle des feuilles du Getgvrouge sur les trois souches bactérienne
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Figure 19 : Effet de I'huile essentielle du bois du Genévrarge sur les trois souches bactériennes

Figure 20 : Effet de I'huile essentielle Thymus riatarum Bg trois souches bactériennes
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Figure 22 : Effet de I'huile essentielle du bois du Genévtiarrifére sur les trois souches bactériennes
Les résultats des diametres d’inhibition imprége< 0 ul de chaque huile essentielle vis-a-
vis des souches testées sont représentés dabtekutauivant :

Tableau 9 :Diamétre d’inhibition des huiles essentielles wWeiswides souches testées
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N.B : le diamétre en mm

Diamétre d’inhibition des huiles essentielles via-vis des
souches testées
Huiles essentielle \Souche Escherichi Salmonell Staphylococcus
a coli a spp aureus
Feuilles Genévrier 0 0 14
thurifére
Bois du Genévrier 0 0 15
thurifére
Feuilles du Cypres de 0 0 25
I'atlas
Bios du Cyprés de 0 0 7
I'atlas
Feuilles du Genévrier 0 0 30
rouge
Bios du Genévrier 0 0 16
rouge
Thymus riatarum 0 0 14

Nous remarquons que les huiles essentielles duev@er rouge, Genévrier thurifere, Cypres
de l'atlas et Thymus riatarunent donné un effet positif vis-a-vis d&taphylococcus aureuwsors

gue les deux autres souches se sont montréesanéssst
Discussion

La littérature avance que ces HE (Genévrier thigjf€ypres de l'atlas, Genévrier rouge et
Thymus riatarum) ont montré une action sensildeavvis a des souches microbiennes par exemple
le travail de Nazik Met al, 2011 qui montre l'efficacité de I'huile essenebenévrier rouge

contre les champignons de pourriture du bois, ¢cengutre I'intérét de ces huiles.
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Conclusion

Dans le cadre de ce travail, nous avonssé&#éxtraction des huiles essentielles de trastals
, dans un second temps la caractérisation de des legsentielles, et dans un dernier temps leurs
activités antibactériennes.

La détermination des rendements en huilesnéisfles ont montré une rentabilité en huile chez

Thymus riatarun{l,1%), etGenévrier roug€0,9 %), alors qu'il s’affaiblit en passant @enévrier
thurifére (0,6%), etCyprés de I'atlag0,2%).

L’étude du pouvoir antibactérien paméthode de I'antibiogramme a confirmé certaines
propriétés que possedent ces huiles essentiellasart les résultats obtenus nous pouvons prédire
gue ces huiles essentielles ont des activitésaanériennes intéressantes.

En effet les huiles essentielles de Genévrier fitnarj Cypres de I'atlas et Genévrier rouge ont
donné un effet inhibiteur important vis-a-vis dékcterieStaphylococcus aurewadors que les
deux autres soucheSdlmonella spet Escherichia coli se sont montré résistantes.
L’analyse des compositions chimiques des huilesrgmdles peut expliquer leurs effets
sur les souches testées par la présence de lauteoédgha-pinéne.
Perspectives
Pour les perspectives de ce travail, nous pouvibeisde réaliser:
e L’évaluation de I'activité antioxydante de ceslbsiessentielles.
» La détermination de la CMI et CMB des huiles essias qui ont données un effet positif
inhibiteur.
e L’activité antimicrobienne de ces huiles esserdgelbur d’autres souches (moisissures,

levures, bactéries...).
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SITUATION SEOSRAPHIOUE DE LA VILLE DE FES
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