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Résumé

Notre travail a porté sur 1’étude des activités biologiques des huiles essentielles de
deux plantes médicinales Ruta chalepensis L et Cuminum cyminum obtenues par deux
modes de chauffage, hydrodistillation classique et induction magnétique. Cette derniére
a montré une efficacité en termes de rendement de 2,06% et 3,09% par rapport a
I’hydro-distillation classique avec un rendement 1,66 % et 2,50% pour les graines de
cumin et Ruta chalepensis respectivement. L’étude de I’activité antibactérienne a
montré que I’HE du cumin obtenue par les deux méthodes d’extraction est active sur
la totalité des souches bactériennes testées : Klebsiella pneumonae, Pseudomonas
aeruginosa,Staphylococcus aureus, Acinétobacterspp, Esherichia coli,
Entérobacterspet Proteus mirabilis, et celle du Ruta chalepensis qui se montre active
que sur Staphylococcus aureus. D’autre part, 1’activité anti-oxydante a été déterminée
par la méthode de DPPH qui montre que le Cumin donne un taux d’inhibition allant
jusqu’a 70,84%, 69,60% et 83,67% pour I’hydro-distillation classique, 1’induction
magnétique et I’induction magnétique avec NaCl respectivement. Celle de I’'HE du
Ruta chalepensis, adonné des taux plus faibles de 30,62%, 26,90 % et 50,58%.

Mots clés: Ruta chalepensis, Cuminum cyminum, induction magnétique,
hydrodistillation, activités antibactérienne, activité anti-oxydante.

Abstract

Our work has focused on the study of the biological activities of essential oils (EO)
of two medicinal plants Ruta chalepensis L and Cuminum cyminum obtained by two
extraction methods, conventional hydrodistillation and magnetic induction. This last
has shown efficiency in extraction yield of 2.06% and 3.09% compared with the
classical hydro-distillation which give a yield of 1.66 % and 2.50% for the cumin seeds
and Ruta chalepensis respectively. The antibacterial activity studies have shown that
essential of cumin obtained by the two extractionmethods is active on all tested
bacterial strains: Enterobacterpneumonae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Acinetobacter spp., Esherichia coli, Enterobacter SP. and Proteus mirabilis.
And that of the Ruta chalepensiswas active only on Staphylococcus aureus. On the
other hand, the antioxidant activity was determined by the DPPH method and shows
that the Cumin gives a rate of inhibition up 70.84%, 69.60 % and 83.67% for the classic
hydro-distillation, magnetic induction and magnetic induction with NaCl respectively.
however EO of Ruta chalepensis, shows less rates 30.62%, 26.90, 50%and 58 %for the
classic hydro-distillation, magnetic induction and magnetic induction with NaCl
respectively.Keywords: Ruta chalepensis, Cumininum cyminum, Hydrodistillation,
magnetic induction, antibacterial activity, antioxidant activity.
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Introduction générale

Actuellement, plusieurs questions se sont soulevées concernant 1’efficacité des
produits chimiques utilisés en médecine ou dans différentes industries. En effet, le
développement de la résistance des micro-organismes aux divers antibiotiques
préoccupe les spécialistes en médecine. D’un autre c6té, 1’utilisation des additifs tels
que les antioxydants est suspectée d’avoir des effets négatifs sur la santé du

consommateur.

Le développement de nouveaux agents thérapeutiques s’aveére indispensable pour
lutter contre les phénomeénes de la résistance bactérienne et de 1’oxydation des aliments.
Dans ce but, I’investigation des plantes représente un potentiel inestimable pour la
découverte de nouvelles substances & pouvoir antimicrobien et antioxydant. Ainsi les
huiles essentielles commencent a avoir beaucoup d’intérét comme source potentielle
de molécules naturelles bioactive, [1-2]. Elles font I’objet d’étude pour leur éventuelle
utilisation comme alternative pour le traitement des maladies infectieuses [3-4] et pour

la protection des aliments contre 1’oxydation [5-6].

Les plantes aromatiques sont les sources de ces substances et sont largement
répandues dans la nature. Dans ce domaine, I" Algérie recele d importantes potentialités
en matiére de plantes aromatiques et medicinales, en raison de la diversité de son climat

et de la nature de ses sols.

Ce travail constitue une suite logique des travaux menés dans le laboratoire
Matériaux et Environnement sur la valorisation des biomasses. Il consiste & compléter
des travaux antérieurs menés sur I’extraction des métabolites secondaires par différents
procédés d’extraction par I’étude de leur impact sur 1’activité biologique des différents
extraits obtenus. Ainsi, nous nous sommes intéressé & mener nos études les deux
plantes, étudiées précédemment, poussant a 1’état spontané¢ dans 1’Algérie Ruta
chalepensis de la région de Médéa et les graines du Cumin Cuminum cyminum

(commercialisees).



Les activités biologiques, ’activité antibactérienne et anti-oxydantedes huiles
essentielles obtenues par deux méthodes d’extraction I'une classique (Hydro-
distillation classique) et 1’autre moderne (Hydro-distillation assistée par Induction
électromagnétique) ont été étudiées dans le but de servir comme nouvelles substances
a pouvoir antibactérien et antioxydant efficaces et alternatives des produits chimiques

utilisés en médecine et dans différentes industries

Notre travail a été divisé en deux parties ; nous aborderons dans la premiére partie
une étude bibliographique qui regroupe trois chapitres dont le premier concerne les
huiles essentielles et leurs méthodes d’extraction, le deuxieme chapitre est consacré a
I’¢étude des activités biologiques des huiles essentielles, et une description détaillée des

plantes étudiées sera donnée dans le troisieme chapitre.

La deuxiéme partie concerne 1’étude expérimentale (réalisée au sein de la filiale«
Antibiotical », unité Saidal de Médéa et le laboratoire d’analyses médicales de I’hopital

Mustapha Boudiaf et Laboratoire d’hygiéne de Médéa) est divisée en deux chapitres :

Le premier chapitre décrit le matériel et les méthodes utilisées dans ce travail qui

porte sur :

— L’extraction des huiles essenticlles des deux plantes Ruta chalepensis et
Cuminum cyminumpar deux méthodes d’extraction: hydro-distillation
classique et induction électromagnétique.

— Détermination du rendement d’extraction.

— Détermination des indices physicochimiques des huiles essentielles obtenues.

— Etude de Dactivité antibactérienne des huiles essentielles obtenues par la
méthode de (contact direct) diffusion sur gélose, et 1’activité anti-oxydante par

la méthode de piégeage du radical libre DPPH.

En fin dans le deuxiéme chapitre nous représentant I’ensemble des résultats obtenus

et leurs discussions.



Chapitre I Les huiles essentielles et leurs méthodes d’extraction

I. Les huiles essentielles et leurs méthodes d’extraction

1.1. Introduction

La cellule végétale est le siege de la biosynthése des composés fondamentaux de la
matiére vivante. Elle est capable de coordonner les multiples réactions enzymatiques
conduisant a la production des huiles essentielles. Certaines cellules prennent en charge
ces biosynthéses et également le stockage des métabolites formés. Il s’agit 1a de tout un
ensemble de réactions biochimiques participant a la vie des plantes : respiration,

photosynthese, etc. [7].

Les plantes aromatiques contiennent deux types de métabolismes : le métabolisme
primaire fournit les constituants de base en quantité élevée ; les plus importants sont les
sucres et leurs dérivés, les lipides, et les protéines. Le métabolisme secondaire produit
en faibles quantités et dont les applications, dans différents domaines, sont de la plus
grande importance. Les huiles essentielles font partie de ce groupe de métabolites avec

les alcaloides et les phénols [8].

De tous temps, on connait les vertus de ces huiles essentielles «essences de plante»

et on s’efforca de les extraire depuis la plus haute antiquité[9].

Connaissant mieux les constituants des huiles, des techniques se sont développées

visant a optimiser la qualité de I’huile tout en maintenant un rendement intéressant.

1.2. Définition

Pour la 8¢ edition de la pharmacopée francaise (1965), les huiles essentielles (=
essences = huiles volatiles) sont : «des produits de composition généralement assez
complexe renfermant les principes volatils contenus dans les végétaux et plus ou moins
modifiés au cours de la préparation. Pour extraire ces principes volatils, il existe divers
procédés. Deux seulement sont utilisables pour la préparation des essences officinales :
celui par distillation dans la vapeur d’eau de plantes a essence ou de certains de leurs

organes, et celui par expression».
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La norme AFNOR NF T 75-006 a donné la définition suivante d’une huile
essentielle : « Produit obtenu a partir d’'une matiére premiére végétale, soit par
entrainement a la vapeur, soit par des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des
Citrus, soit par distillation séche. L huile essenticlle est ensuite separée de la phase
aqueuse par des procédés physiques pour les deux premiers modes d’obtention ; elle
peut subir des traitements physiques, n’entrainant pas de changement significatif de sa

composition [par exemple, redistillation, aération, ...].»[10].
1.3. Etat naturel et réle dans la plante

1.3.1. Répartition botanique
Les huiles essentielles sont largement réparties dans le regne végetal ; certaines
familles en sont particulierement riches (Coniféres, Rutacées, Myrtacées, Ombelliféres,
Labiées).

Elles peuvent se rencontrer dans tous les organes végétaux : sommités fleuries
(Lavande, Menthe), écorces (Cannellier), racines (Veétiver), rhizomes (Gingembre),
fruits (Anis, fenouil, badianier), bois(Campbhrier), etc. Dans une méme plante, elles
peuvent étre présentes a la fois dans différents organes ; la composition des essences
peut alors varier d’un organe a 1’autre (ex : huiles essentielles de fleurs, de feuilles et
de fruits de divers Citrus) [11].

1.3.2. Localisation
La synthése et I’accumulation des huiles essentielles sont généralement associées a
la présence de structures histologiques glandulaires spécialisées, souvent localisées sur

ou a proximité de la surface de la plante [12].

Selon Belaiche. P [13], la morphologie de ces structures glandulaires permet de

distinguer différents types d’éléments sécréteurs :

- Cellules secrétrices (Schéma 2, Figure 1-1) des Lauraceae ou des Zingiberaceae,
incluses dans 1’épiderme ou a I’extrémité des poils.

- Poches sécrétrices (Schéma 1, Figure I-1) des Myrtaceae ou des Rutaceae,
formées par des cellules qui se sont modifiées.

- Canaux sécréteurs des Apiaceaeouet des Asteraceae, obtenus par I’allongement
des poches sécrétrices.

- Poils sécréteurs des Laminaceae (Schéma 3 et 4, Figure 1-1).
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Figure I-1 : Quelques exemples d’appareils sécréteurs [14].

1.3.3. Rodle dans la plante

Le role des huiles essentielles n’a pas pu étre clairement démontré. En effet, on
considere qu’il s’agit de produits de déchets du métabolisme. Toutefois, certains auteurs
pensent que la plante utilise son huile essentielle pour repousser les insectes, ou au

contraire pour les attirer et favoriser la pollinisation.

D’autres la considérent comme une ressource énergétique facilitant certaines
réactions chimiques. D’autre part, elles conservent I’humidité nécessaire a la vie des

plantes exposées a des climats désertiques [13].

Selon Fouché et al[15], les huiles essentielles permettent aussi aux plantes de
s’adapter a leur environnement et assurer leur ultime défense, elles jouent plusieurs

réles écologiques :

e Interaction plante-plante (inhibition de la germination et de la croissance).

e Interaction plante-animal, pour leur protection contre les prédateurs.
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1.4.

Caractéristiques physicochimiques des HE

Les essences produites par les différentes especes de plantes varient dans leurs

caractéristiques physicochimiques selon certains facteurs, tels que : les régions et les

climats, 1’époque de la végétation et le moyen de récolte [16].

1.4.

1. Caractéristiques physiques

Selon Lemberg [17] et Bruneton [18], les huiles essentielles possédent en commun

un certain nombre de propriétes physiques :

v

Elles sont solubles dans 1’alcool, 1’éther, le chloroforme, les huiles fixes, les
émulsifiants et dans la plupart des solvants organiques, et peu solubles dans
I’eau a laquelle, toutefois, elles communiquent leur odeur.

Leur densité est en général inférieur a celle de I’eau, elle varie de 0,75 a 0,99
(les huiles essentielles de sassafras, de girofle ou de cannelle constituent des
exceptions).

Elles ont un indice de réfraction élevé.

Elles sont dextrogyres ou lévogyres, rarement inactives sur la lumiére
polarisée.

Elles dissolvent les graisses, I’iode, le souffre, le phosphore et réduisent
certains sels.

Ce sont des parfums, et sont de conservation limitée.

Sont trés altérables et sensibles a 1’oxydation (mais ne rancissent pas).

Ce sont des substances de consistance huileuse, plus ou moins fluides, voir
rétinoides, tres odorantes et volatiles.

A température ambiante, elles sont généralement liquides, incolores ou
jaunes pales, il existe, cependant, quelques exceptions, exemples : huile
essentielle & azuléne de coloration bleue.

Ce sont des produits stimulants, employé€s a I’intérieur, comme a ’extérieur
du corps, quelquefois purs, généralement en dissociation dans 1’alcool ou un

solvant adapté.
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1.4.2. Composition chimique

La détermination de la composition chimique a intéresse de nombreux chercheurs et
les méthodes d’analyses chimiques de plus en plus sophistiquées ont permis d’identifier

un trés grand nombre de constituants des huiles essentielles [19].

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes et éminemment variables de
constituants qui appartiennent, de fagon quasi exclusive, a deux groupes caractérises
par des origines biogénétiques distinctes : le groupe des terpénoides d’une part et le
groupe des composés aromatiques dérivés du phénylpropane, beaucoup moins
fréquents, d’autre part. Elles peuvent également renfermer divers produits issus de

processus dégradatifs mettant en jeu des constituants non volatils[10].

1.4.2.1. Terpénoides

Dans le cas des huiles essentielles, seules seront rencontrés les terpenes les plus

volatils : mono- et sesquiterpenes.

1.4.2.2.  Les monoterpénes

Constituants les plus simples de la série, les monoterpénes sont issus du couplage de
deux unités «isopréniques». Ils peuvent étre acycliqgues (myrcéne, acimene),
monocycliques (a et y- terpinéne, p-cymeéne) ou bicycliques (pinénes, camphene,
sabinene). lls constituent par fois plus de 90% de I’huile essentielle (Citrus...)
(Figure 1-2).

Les variations structurales justifient 1’existence de nombreuses molécules : alcools
(géraniol, o-terpinéol, bornéol, trans-trans-farnésol), phénols (thymol), aldéhydes
(cittonellal), cétones (carvone, B-vetivone), esters (acéetate de cédryle), ethers (1, 8-

cinéole).
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Figure 1-2:Exemples de structures de monoterpénes acycliques et cycliques

rencontrees dans les huiles essentielles [10].

1.4.2.3.  Les sesquiterpenes

Les variations structurales dans cette série sont de méme nature que dans le cas des

monoterpenes, carbures, alcools et cétones étant les plus fréquents.
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Figure 1-3 représente quelques exemples de sesquiterpenes caractéristiques des huiles
essentielles : carbures mono-ou polycycliques (B-bisaboléne, B-caryophylléne,
longifoléne), alcools(farnésols, carotol, B-santalol, patchoulol), cétones (nootkatone,
cis-longipinane-2,7-dione, p-vétivone), aldéhydes (sinensals), esters (acétate de
cédryle) [10].

Biologiquement, bon nombre de structures sesquiterpéniques sont des
phytoalexines, d’autres semblent agir comme des régulateurs de croissance, d’autres
enfin attirent les insectes ou agissent a 1’encontre de ceux-ci comme des facteurs anti-

nutritifs [5].

HO:{;
; I
A \

B-bisaboléne [-caryophyiiéne longifoléne paichoulo!

(\ \ ,/f\ 5
) o

] . OH :
- : Ct

lrans, trans-famésol carolol (3-santalo!

{+)-noolkato ne [3-vétivone acdlate de cédrylo

Figure 1-3:Exemples de structures de sesquiterpénes rencontrées dans les huiles

essentielles [10].
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1.4.2.4.  Les composés aromatiques

Les huiles essentielles renferment aussi des composés aromatiques plus

particulierement des composés «phénylpropanoides» (Ce-C3) [11].

Ils sont beaucoup moins fréquents que les sesquiterpéenes. Ce sont trés souvent des

allyles et des propénylphénols, parfois des aldéhydes.

On peut également rencontrer dans les huiles essentielles des composés en (Ces-C1)

comme la vanilline ou comme 1’anthranilate de méthyle (Figure 1-4).

/‘ CHO 0
7 A e

- |
N /\‘\ &
] CH10 \( “RNH,
OCHs OH

K gugénol E-anéthole vaniliine anthranilate de méthyle )

Figure 1-4:Exemples de structures de composés aromatiques rencontrés dans les

huiles essentielles [10].

1.4.25. Divers

Entrent également en faible proportion dans la constitution des huiles essentielles :

» Des acides organiques de faible poids moléculaire : acide acétique, valérique et
isovalérique... ;
» Des cétones de faible poids moléculaire ;

» Des coumarines volatiles (ex : bergapténe) [11].

1.5. Facteurs influencant la composition chimique des huiles essentielles

10
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Il existe beaucoup de facteurs externes pouvant influencer la composition chimique
des huiles essentielles : la température, le taux d’humidité, la durée d’ensoleillement, la
composition du sol, la partie de la plante utilisée, le cycle végétatif de la plante, la
méthode utilisée pour 1’extraction ; sont d’autant de facteurs susceptibles d’exercer les
modifications chimiques, outre la composition, ces facteurs peuvent également avoir
un impact sur la teneur en huile essentielle, par exemple : les Citrus ont une teneur
importante en huiles essentielles lorsque la température est élevée. Les fleurs de
Chrysanthemum caronarum sont riches en huiles essentielles sous 1’effet de fertilisants
[10].

1.6. Le chémotype

La composition chimique de I'huile essentielle de certaines plantes peut varier a
I'intérieur d'une méme espece; ces variétés chimiques sont communément appelées
chémotypes. Le mot chémotype est dérivé de chimiotype ou chimio-variété. Cette
variation peut se présenter d'un peuplement a l'autre ou méme d'un individu a l'autre et
peut étre due a des facteurs exogenes comme l'ensoleillement, la nature et les
composants du sol, la température, l'altitude, etc. et au facteur endogéne, la

composition génétique des individus [20].
Une huile essentielle contient souvent 50 a 100 molécules biochimiques différentes.

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse permet
d’identifier et de quantifier chacune de ces molécules et ainsi d’obtenir la composition

précise des huiles essentielles [21].

1.7. Domaines d’utilisation des huiles essentielles

Les plantes aromatiques et leurs huiles essentielles peuvent avoir d’intéressantes

applications dans différents secteurs,

1.7.1. Dans le domaine thérapeutique

Les huiles essentielles demeurent un réservoir potentiel de matiéres actives de soins

naturels et une chance pour la médecine [22].

11
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Elles sont utilisées pour leurs différentes propriétés et effets thérapeutiques divers
[23], tel que les effets anti-infectieux, des effets calmants et antispasmodiques, et des

effets anti-inflammatoires.

Elles possédent aussi des propriétés antioxydants expectorantes, diurétiques, et
antifongiques. Ces dernieres propriétés sont illustrées par KoshKomba. E [24],dans son
travail sur les huiles essentielles des espéces d’eucalyptus du campus universitaire de

Lomé.

Les huiles essentielles sont de méme utilisées pour traiter des aphtes, gingivites et
maux de gorge en faisant les gargarismes et les bains de bouche. Le massage aux huiles
essentielles constitue un traitement curatif puissant, stimulant et relaxant. Les huiles
essentielles sont incorporées dans les cremes, les lotions, gels et shampooings. Et
possedent également des propriétés insecticides et insectifuges : c’est le cas de 1’huile
essentielle de Cymbopogons choenanthus, un bio-pesticide efficace contre collasobru

chusmaculatus F., prédateur de niébé [25].

1.7.2. En parfumerie et cosmétologie
De nombreux parfums sont toujours d’origine naturelle et certaines huiles

essentielles constituent des «bases» de parfums irremplacables [11].

L’utilisation des huiles essentielles dans les crémes et les gels permet de préserver
ces cosmétiques grace a leur activité antiseptique et anti-oxydante [26], tout en leur

assurant leur odeur agreable [27-28].

1.7.3. En pharmacie
Dans leur grande majorité, les huiles essentielles sont utilisées en nature, en
particulier pour la préparation des infusions, et sous forme de préparations galéniques

simples.

Elles sont également utilisées pour 1’obtention d’huiles essentielles dont certaines
peuvent avoir un intérét meédicamenteux (particulierement dans le domaine des
antiseptiques externes), mais qui, majoritairement, sont surtout destinées a

I’aromatisation des formes médicamenteuses destinées a la voie orale [10].

1.7.4. Dans les industries agro-alimentaires
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En industrie alimentaire, on cherche toujours a avoir une conservation saine et de
longue durée pour les produits consommés ainsi qu’une qualité organoleptique
meilleure [29]. Une nouvelle technique pour réduire la prolifération des micro-
organismes réside dans I’utilisation des huiles essentielles [30-31]. Les plantes
aromatiques et leurs huiles essentielles sont utilisées dans la conservation des denrées
alimentaires. Parmi le groupe diversifié des constituants chimiques des huiles
essentielles [32], le carvacrol, qui exerce une action antimicrobienne bien distinguée,
est additionné a différents produits alimentaires en industrie agro-alimentaire [33]. Ils
y sont rajoutés pour rehausser le golt et pour empécher le développement des
contaminants alimentaires [34-35-36].

Plusieurs travaux [37-38-39], ont montré que les huiles essentielles de thym,
d’origan, de cannelle et d’autres plantes aromatiques ont un effet inhibiteur sur la
croissance et la toxinogenése de plusieurs bactéries et champignons responsables de

toxi-infections alimentaires [34-40].

1.8. Toxicité des huiles essentielles

Les HE contiennent des milliers de composants qui les rendent trés efficaces, mais
aussi dangereuses. Certains composants aromatiques peuvent étre nocifs, allergisants,

tératogenes ou cancérigenes.

La toxicité des HE et les propriétés mutagénes ou cancérigenes de leurs composés
restent encore mal connues. Pourtant, la neuro-toxicité des plantes aromatiques et
médicinales a thujone (Artemesia absinthum L) et pinochaphéne (Hyssopusofficinalis

L,) est assez bien connue.

En effet, ces substances cétoniques induisent des troubles psychiques et sensoriels.
D’autres mono-terpenes sont toxiques a fortes doses : camphre, menthol, cinéol,
anéthol, etc. En effet, la toxicité des plantes aromatiques et médicinales dépend de la
nature des composés qu’elles renferment et aussi de la dose administrée. On cite, par
exemple, HE a partir de 1a de différentes variétés d’origan qui ont montré une forte

cyto-toxicité sur des cellules humaines cancereuses [41].
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1.9. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour 1’extraction des huiles essentielles,
ce qui introduit cette diversité, ¢c’est d’abord la variété des matieres premiéres et ensuite
la sensibilité considérable de certaines huiles essentielles qui n’obligent a employer que

des moyens peu violents sans interventions d’agents chimiques trop énergiques [42].
Le choix du type d’extraction doit permettre de :

e Retirer des végétaux des essences aromatiques avec le rendement le plus éleve.

o Conserver aussi intact que possible les parfums les plus délicats [42].

Ainsi, la méthode d’obtention des huiles essentielles intervient de fagon déterminante

dans le rendement en huile et dans sa composition [43].

Selon la définition, les huiles essentielles sont obtenues par entrainement a la vapeur
d'eau. Mais autour de cette technique de base, il existe actuellement plusieurs procédes

technologiques ou plusieurs fagons de faire différentes.
Parmi ces différentes méthodes d’extraction, nous citons principalement :
1.9.1. Méthodes d’extraction conventionnelles

1.9.1.1. Distillation

D’une fagon générale, la distillation est un procédé de séparation basé sur la
différence de composition entre un liquide et la vapeur engendrée. La technique
implique la condensation de la vapeur et la récupération des fractions liquides
résultantes [44-45].

La plupart des huiles essentielles sont obtenues par distillation, a I’exception des

huiles d’hespéridés (citron, orange, etc.) et I’huile de cade [13].

La vapeur pénetre les tissus de la plante et vaporise toutes les substances volatiles,
une quantité suffisante de vapeur permet largement I’isolement des essences de plante.

Il existe trois grands modes de distillation :
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1.9.1.1.1. L’hydro-distillation

Cette méthode consiste a immerger directement le matériel végetal a traiter (intact
ou eventuellement broyé [turbo-distillation] dans un alambic rempli d’eau distillée qui
est ensuite portée a ébullition. Les cellules végétales éclatent et libérent les molécules
odorantes, lesquelles sont entrainées par la vapeur d’eau créée. Les vapeurs hétérogenes
sont condensées dans un réfrigérant et I’huile essentielle se sépare de 1’hydrolat par
simple différence de densité. L huile essentielle étant plus légére que 1’eau, elle surnage

au-dessus de I’hydrolat [10].

Sysitmé dean Condenseur

pour refroidissement / /
|4
o

F

& i Huile
; \ —l\] essentielle

/' ¢<——Eau

Matiére vegétale
+ Eau

¢————————— Chauffe hallon

Figure 1-5:Appareillage utilisé pour I’hydro-distillation des huiles essentielles [46].

1.9.1.1.2. Entrainement a la vapeur d’eau (ou Vapo-hydro-
distillation)

C’est I'une des méthodes officielles pour 1’obtention des huiles essentielles. A la
différence de I’hydro-distillation, cette technique ne met pas en contact direct I’eau et
la maticre végétale a traiter. De la vapeur d’eau fournie par une chaudiére traverse la

matiere végetale située au- dessus d’une grille. Durant le passage de la vapeur a travers

15



Chapitre I Les huiles essentielles et leurs méthodes d’extraction

le matériel, les cellules éclatent et libérent I’huile essentielle qui est vaporisée sous
I’action de la chaleur pour former un mélange « eau + huile essentielle ». Le mélange
est ensuite véhiculé vers le condenseur et 1’essencier avant d’étre séparé en une phase
aqueuse et une phase organique. L’absence de contact direct entre I’eau et la matiére
végétale, puis entre ’eau et les molécules organiques évite certains phénomeénes

d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la qualité de I’huile [47].

1.9.1.1.3. Distillation a la vapeur directe : «générateur séparé»

ou «vapo-distillation»

Cette méthode ressemble a celle décrite précédemment, sauf que cette fois il n’y a
pas d’eau au fond de I’alambic. La vapeur saturée ou surchauffée a pression
généralement supérieure a la pression atmosphérique est introduite au fond de 1’alambic
par un systéme de conduite et traverse la masse végétale de bas en haut. La vapeur

provient d’une chaudiére indépendante [43].

1.9.1.1.4. Distillation seche

La pharmacopée européenne site cette méthode comme utilisable pour I’extraction
des huiles essentielles pourtant, rares sont les documents se rapportant a la distillation
seche pour leur extraction. Il s’agit d’une méthode d’extraction des huiles essentielles
caractéristiques des végétaux fragiles tels que les pétales de rose. Dans le domaine de
I’extraction végétale, la distillation séche consiste a chauffer de fagon trés modérée les
plantes ou parties de plantes sans ajout d’eau ni de solvants organiques, puis a
condenser les substances volatiles. L’avantage de cette méthode est la température a

laquelle se déroule I’extraction : inférieur a 100°C, ce qui évite la dénaturation de

certaines molécules thermosensibles.

La (Figure 1-6) représente les montages de distillation seche. Mais si cette technique
représente un avantage certain au niveau de la qualité, elle aboutit cependant & des

rendements extrémement faibles en huile essentielle [48].
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Couvercle retourné rempli d’eau : . .
Assiette remplie de cendres et de braises

Pétales

Cuvette remplie d’eau

Figure 1-6: Schéma d’extraction de 1’huile essentielle de rose en Herzégovine par

distillation seche [43].

1.9.1.1.5. L’hydro-diffusion
Ce procédé est dit: "distillation par hydro-diffusion” (HDF) En général, la
production des huiles essentielles est basée sur un principe de distillation ou la matiére
végétale est soumise a un courant de vapeur la traversant de bas en haut. Dans
I’extracteur HDF, la vapeur traverse le végétal de haut en bas, en utilisant la pesanteur

comme force de déplacement de la vapeur [49].

Le concept de cet appareil de distillation exploite logiqguement I'action osmotique de
la vapeur d'eau qui libére, sous forme azéotropique, I'huile essentielle contenue dans les
cellules végétales : c'est I'hydro-diffusion. On obtient ainsi un produit de
caractéristiques particuliéres pour lequel le constructeur de cet appareil préconise des
utilisations particuliéres. 1l s'agit en fait d'un élargissement de gamme de produits

aromatiques extraits des plantes a huiles essentielles.

Daprés le constructeur, ce procédé apporte des avantages majeurs qui se traduisent
en économie de temps (la durée de distillation peut étre réduite a 20 minutes, voire
moins), de vapeur, d'eau et d'énergie, ainsi qu'en amélioration qualitative de I'huile
extraite [46].

1.9.1.2. L’expression a froid
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Cette méthode n’est utilisée que pour les épicarpes des Citrus (Citrus limonum,
Citrus sinensis...) [50]. Toutefois, ce sont des produits fragiles en raison de leur
composition en terpénes et aldéhydes. C’est pourquoi, spécifiquement pour cette
catégorie de matieére premicre, est utilis¢é un procédé totalement différent d’une
distillation classique, qui est I’expression a froid. Le principe de la méthode est tres
simple : les « zestes » sont dilacérés et le contenu des poches sécrétrices qui ont été

rompues est récupéré par un procedé physique [17].

1.9.1.3.  Huiles essentielles produites par pyrogénation du bois

Le procédé de pyrogénation des végétaux est rarement utilisé en vue de I’obtention
des essences : on I’applique seulement au bouleau (Betulalenta et Betula alba. L) et au
cade (Juniperus oxycedrus. L). Ce procédé consiste a soumettre 1’écorce de bouleau ou
le bois (Tronc, branches, racines) du cade a I’action destructrice de la chaleur.
L’appareillage accompagnant la pyrogénation du végétal fournit un goudron qui est
ensuite soumis a I’entrainement a la vapeur d’eau donnant ainsi une huile

d’entrainement ou une huile empyreumatique de décomposition [51].

1.9.1.4. Extraction a ’eau surchauffée

Ce mode d’extraction utilise I’eau surchauffée a une température entre 125 et 175°C
sous pression. Il utilise de I’eau désoxygénée qui traverse une cellule ou se trouve la
matiere végétale. Cette cellule est maintenue a une pression d’environ 20bars et a
température constante dans une étuve. Ce procédé utilisé avec du romarin donne un

rendement plus élevé en composés oxygénés que I’entrainement a la vapeur [52].

1.9.1.5. Distillation par extraction simultanée (SDE)

L’extraction par distillation simultanée ou (SDE) (Simultaneous Distillation
Extraction) est une extraction liquide-liquide qui est menée dans un appareil de Likens

et Nikerson modifié. Son principe est le suivant : les composés volatils entrainés a la
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vapeur d’eau sont extraits par des vapeurs de solvant que 1’on condense ensuite dans un
réfrigérant puis on recycle en continu le solvant. Cet appareillage, initialement congu

pour I’étude de la biére a, par la suite été étendu a un grand nombre d’arémes [53].

1.9.1.6. Extraction par solvants

I1 s’agit d’extrait de plantes obtenu au moyen de solvants non aqueux (hexane, éther
de pétrole, etc.). Ces solvants ont un pouvoir d’extraction plus €élevé que I’eau [54]. Le
mateériel végétal, les fleurs par exemple, est chargé dans un extracteur spécialement
construit contenant un solvant hautement purifié. Le solvant circulant a travers le
matériel végétal en extrait les constituants d'arébme ainsi que d'autres substances
liposolubles. Le solvant est éliminé par évaporation et on obtient une concrete ou
résinoide. Les caractéristiques physico-chimiques de la concrete obtenue dépendent
surtout du solvant utilisé. Ce dernier doit étre inerte et aussi sélectif que possible, ainsi

que de faible température d’ébullition.

L'extraction conduit certainement a des produits représentant mieux le parfum
naturel existant dans le matériel végétal, mais cette technique ne peut remplacer
entierement la distillation, surtout par entrainement a la vapeur directe, car celle-ci a
I'avantage d'étre moins coiiteuse, plus simple et ne demande pas de main d’ceuvre tres

spécialisée [46].

1.9.1.7. L’enfleurage ou extraction par la graisse froide

Elle consiste a rendre solubles les principes odorants dans des matiéres grasses. Cette
méthode est adoptée pour certaines fleurs telles que le jasmin et la tubéreuse, dont
I'activité physiologique se poursuit apres la récolteet qui continuent donc a émettre une

certaine quantité de parfum [55].

La méthode consiste a éparpiller les fleurs sur une surface plane (tamis, plateaux).
Ces plateaux sont intercalés entre d’autres plateaux spécialement préparés avec une
graisse, appelée corps. Cette graisse, grace a son pouvoir d'adsorption, va fixer les

constituants parfumes que le végétal libére dans le milieu ambiant : c'est I'enfleurage.
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La durée de l'opération est variable, car elle dépend de la nature de matériel végétal.
L'isolation des constituants volatils floraux du solvant se fait par concentration sous
vide. Le filtrat est concentré dans un alambic, sous vide et a faible température. On
obtient ainsi un "absolu de I'enfleurage” de couleur sombre et de consistance semi-
solide du fait de I'existence de faibles quantités de graisses qui ne sont pas éliminées
par le froid. L'élimination de ces graisses par d'autres techniques de purification permet

d'améliorer la couleur de I'absolue [46].

1.9.1.8. Extraction par macération dans la graisse chaude

Dans ce type de technique, les constituants de I'aréme sont extraits par immersion
des fleurs, pendant une demi-heure, dans une graisse chauffée a 80 °C. L'ensemble,
graisse-fleurs, est ensuite abandonné a lui-méme pendant une heure environ.
L'ensemble est ensuite réchauffé puis filtré a chaud a travers un tamis metallique pour
séparer la graisse du matériel végétal épuisé. Puis une nouvelle charge florale peut
remplacer I'ancienne jusqu'a "saturation” de la graisse, dénommée alors pommade. Le
lavage de la pommade par un alcool fort aboutit a un extrait alcoolique. L'élimination
de l'alcool se fait, comme dans le cas de I'enfleurage, par concentration sous vide a
basse température. On obtient ainsi un "absolu de macération”. Cette méthode est

actuellement peu utilisée [46].

1.9.2. Techniques d’extraction innovantes

1.9.2.1.  Extraction par ultra-sons ou sonication

Les ultrasons sont des ondes sonores inaudibles par 1’humain de fréquences
comprises entre 20 KHz et 100 KHz. Au-dela de 20 KHz, les ondes génerent des
vibrations mécaniques dans un solide, un liquide ou un gaz. La technique d’extraction

par ultrasons est basee sur le principe de cavitation [56].
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Les micro-cavitations, générées par ultrasons, désorganisent la structure des parois
végétales, notamment les zones cristallines cellulosiques. Les ultrasons favorisent la
diffusion et peuvent modifier I’ordre de distillation des constituants des huiles
essentielles. L’extraction par les ultrasons est une technique de choix, pour les solvants
de faible point d’¢bullition, & des températures d’extraction inférieures au point
d’¢bullition. L’avantage essentiel de ce procédé est de réduire considérablement la
durée d’extraction, d’augmenter le rendement en extrait et de faciliter 1’extraction de

molécules thermosensibles [57].

1.9.2.2.  Extraction assistée par micro-ondes

C’est un procédé utilisant les micro-ondes et les solvants transparents aux micro-
ondes pour extraire de facon rapide et sélective des produits chimiques de diverses
substances [58]. Le mateériel végétal est immergé dans un solvant transparent aux micro-
ondes de maniére a ce que seul le végétal soit chauffe. Les micro-ondes vont chauffer
I’eau présente dans le systéme glandulaire et vasculaire de la plante, libérant ainsi les
produits volatils qui passent dans le solvant (non chauffé). On filtre et on récupére
ensuite 1’extrait. L extraction par micro-ondes a le grand avantage de réduire le temps
d’extraction a quelques secondes[9].Ce procédé est trés rapide et peu consommateur
d’énergie, livre un produit qui est le plus souvent, de qualité supérieure a celle du
produit d’hydro-distillation traditionnelle[17]. Par ailleurs, I’analyse des huiles
essentielles obtenues par cette méthode a montré selon Scheffer [59],que la composition
qualitative des huiles essentielles était la méme que celle des huiles obtenues par

distillation, mais le pourcentage des constituants variait de maniere significative.
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Figure 1-7:Principe schématisé de I’appareillage d’extraction par micro-ondes. [61]

1.9.2.3.  Extraction au fluide supercritique

Procédé relativement nouveau semblait & priori intéressant pour augmenter le
rendement dans le cas de plantes peu riches en huiles essentielles. 1l utilise les fluides
a I’état supercritique pour extraire les composants contenus dans les végétaux. En effet,
dans des conditions particulieres de température et de pression situées au -dela du point
critique, les fluides a I’état supercritique acquicrent des propriétés importantes qui se
caractérisent par une bonne di-fusibilité dans les matieres solides et un bon pouvoir
solvant. C’est ainsi que plusieurs gaz sont actuellement utilisés industriellement, mais
I’intérét s’est porté tout particulierement sur le dioxyde de carbone CO2car, celui-Ci
présente d’incontestables atouts : produit naturel, inerte chimiquement, ininflammable,
non toxique, facile a éliminer totalement, sélectif, aisement disponible et peu couteux.
[17-60].

L’extraction au fluide supercritique consiste a comprimer le dioxyde de carbone a
des pressions et a des températures au-dela de son point critique (P=72.8 bars et T=
31.1°C). Le fluide ainsi obtenu traverse le produit a traiter et se charge en composé a

extraire ensuite, il est détendu et passe en phase gazeuse et finalement se sépare du
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composé¢ extrait. L extraction des huiles essentielles par le CO2supercritique fournit
selon Scheffer [59], des huiles de trés bonne qualité et en temps d’extraction
relativement court par rapport aux méthodes classiques. Bruneton [10]précise aussi que
cette méthode est utilisée maintenant pour préparer des extraits d’épices (gingembre,
paprika, céleri), des ardbmes (thé noir, bois de chéne fumé) et des essences végétales
pures (débarrassées des terpénes, dépourvus d’intéréts olfactifs et oxydables, ou privés
de certains constituants) et que les produits obtenus par cette technique ont une
composition proche de celle des produits naturels et ne comportent aucune trace
résidentielle de solvant, contrairement a ce que 1’on peut obtenir avec des solvants

ordinaires.

1.9.3. Extraction par Induction magnétique

Jusqu’a présent, I’industrie chimique utilisait majoritairement la vapeur comme
vecteur de I’énergie thermique, le chauffage électrique des procédés tend, lui aussi, a
se généraliser, apportant des progres significatifs en termes de qualité, de sécurité et de
protection de I’environnement. L’évolution des technologies durant ces dernicres
années a notamment permis de faire du réacteur chauffé par induction un outil

particulierement performant de la chimie [61].

1.9.3.1.  Principe physique de ’induction magnétique

Le chauffage par induction est une application tres directe a la fois de la loi de
I’induction (loi de Lenz) et de I’effet Joule [62].Le chauffage par induction des
réacteurs chimiques consiste a disposer autour d’un réacteur a paroi métallique un
enroulement métallique parcouru par un courant alternatif. Cet enroulement sert
d’inducteur et provoque dans la paroi métallique du réacteur des courants dits de

Foucault (courants induits) qui vont produire de la chaleur par effet Joule.
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Figure 1-8:Principe de chauffage par Induction [63].

1.9.3.2. Laloi de ’induction

L’induction électromagnétique est le vecteur de transfert de chaleur depuis la source
vers 1’objet a chauffer. Le transfert de 1’énergie vers 1’objet a chauffer est créé par
induction électromagnétique.

Quand une boucle d’un matériau conducteur (Figure 1-9-a) est placée dans un champ
magnétique, on voit apparaitre aux bords de la boucle une tension induite.

Quand la boucle est mise en court-circuit, la tension induite va entrainer 1’apparition
d’un courant de court-circuit circulant dans le sens opposé au phénomeéne qui le génére.

C’est la loi de Faraday-Lenz (Figure 1-9-b).
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Figure 1-9 : Boucle d’un matériau conducteur.

1.9.3.3. Effet de joule

> L’énoncé de la loi de Joule

"Un conducteur ohmique est un dipdle passif. Toute I'énergie électrique qu'il recoit

(We) est transformée en énergie thermique (Qj) par effet Joule™ (Figure 1-10).

conducteur

ohimigLe

Figure 1-10 :Loi de Joule.

1.9.3.4. Caractérisation du chauffage par induction

e Réalisation d’un chauffage rapide

e Température de chauffage trés élevée

e Obtention d’un bon rendement

e Une part importante des pertes calorifiques peut étre récupérée.
e Le chauffage peut étre régulé précisement.

e Une pureté extréme peut étre obtenue en travaillant sous vide ou dans des
atmospheres inertes

e Pas de production de fumée [64].
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1.9.3.5. Applications

Les applications de 1’induction concernent plus particulierement le domaine de la

chimie fine. Il s’agit de produits de base de la chimie organique, de la pharmacie, du

cosmétique et de la parachimie. On peut citer :

>

YV V VYV V

L’industrie chimique de base avec, par exemple, la fabrication de colorants ou
de pigments. La fabrication de produits agrochimiques.

La fabrication de peintures et de vernis.

La fabrication de produits pharmaceutiques de base et de médicaments.

La fabrication de savons, de parfums, de produits d’entretien

La fabrication de produits chimiques divers comme les colles et les gélatines,
les huiles essentielles, les produits photographiques, les supports de données,

etc.
1.9.3.6.  Avantages et Inconvénients

Avantages

La chaleur inductive permet :

De régler la chaleur a diffuser de maniére précise. La chaleur se transmet
beaucoup plus rapidement le long de I"objet qu'une chaleur par convection
traditionnelle

De chauffer des parties inaccessibles, par exemple des morceaux de métal en
cas tres dans du bois ou dans d'autres vacuums.

Une économie d'espace que les installations pour chaleur par convection dans
la mesure ou la chaleur est présente elle-méme dans la matiére, la radiation
thermique est alors tres petite ;

D avoir une rentabilité beaucoup plus importante, conditionnée par une
moindre perte de chaleur et d'émission.

De meilleures conditions de travail sans saleté ni fumée par rapport aux

installations traditionnelles de chauffage
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% Inconvénients

Lors de mauvaises manipulations, d'autres objets peuvent étre
involontairement chauffés.

e Des colts d'acquisition éleveés pour les fortes puissances ;

e Des champs électromagnétiques peuvent apparaitre ce qui peut alors perturber

I'environnement [65].

1.10. Conclusion

D'une maniére globale, nous avons constaté que les huiles essentielles sont des
composés d'un grand nombre de constituants chimiques connus et possédent une
concentration rarement rencontrée dans les produits courants. Chaque huile apparait
comme un mélange indissociable doté de vertus thérapeutiques tres intéressantes.

Nous avons pu aussi voir qu’il existe de nombreuses techniques d’extraction
anciennes et d’autres récentes développées dans le but d’augmenter leur valorisation
dans le domaine thérapeutique.

C’est pourquoi nous nous sommes intéressés dans cette étude a la comparaison entre
deux méthodes d’extraction classique et récente a travers le rendement et leurs activités

biologiques.
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I1. Activités biologiques des huiles essentielles

11.1. Introduction

Les huiles essentielles possedent de nombreuses activités biologiques. En
phytothérapie, elles sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies
infectieuses d’origine bactérienne, par exemple contre les bactéries endo-canalaires
[66].0u au niveau de la microflore vaginale [67], et d’origine fongique contre les
dermatophytes [68]. Cependant, elles possédent également, des propriétés cytotoxiques
[69] qui les rapprochent donc des antiseptiques et désinfectants en tant qu’agents

antimicrobiens a large spectre.

Ces huiles essentielles sont employées également pour leur saveur et odeur en
industrie des produits naturels et en industrie des parfums, elles sont par conséquent
utilisées dans différents secteurs a savoir : I’industrie des cosmétiques, de la parfumerie,
I’industrie alimentaire (les aromes) et aussi de /’aromathérapie. Cette derniere se veut
une technique thérapeutique par le massage, les inhalations ou les bains tout en utilisant
les HE[70-71].

Selon les travaux de Vagi. E.et al[72], Ces activités sont liées essentiellement a la
composition chimique, aux groupes fonctionnels des composés majoritaires de ces

extraits et a leurs effets synergiques [73].

Dans la présente étude, on s’est intéressé a I’¢tude de deux activités biologiques des

huiles essentielles a savoir I’activité antimicrobienne et ’activité anti-oxydante.

11.2. L’activité antimicrobienne

En phytothérapie, les huiles essentielles sont utilisées pour leurs propriétés
antiseptiques contre les maladies infectieuses d’origines bactérienne et fongique [74].
Cependant, elles possedent egalement des propriétés cytotoxiques [75], qui les
rapprochent des antiseptiques et désinfectants en tant qu’agents antimicrobiens a large

spectre.

28



Chapitre 11 Activité biologiques des huiles essentielles

In vitro, I’effet microbicide de certaines huiles essentielles dans certains cas est
superieur a celui des antibiotiques.

Plusieurs travaux montrent que les huiles essentielles et leurs composés majoritaires
ont un effet antimicrobien vis-a-vis des bactéries a Gram négatif et a Gram positif [76].

On distingue deux sortes d’effets des huiles essentielles : une activité 1étale ou
bactéricide et une inhibition de la croissance ou activité bactériostatique.

Le plus souvent D’action des huiles essentielles est assimilée a un effet
bactériostatique. Cependant, certains de leurs constituants chimiques semblent avoir

des propriétés bactéricides.

1.2.1. Activite liée a la composition chimique

Un grand nombre de composés volatils sont également de trés bons agents
antifongiques. Le thymol, le carvacrol et I’eugénol sont les composés les plus actifs et
ont été testés contre une large gamme de champignons: Candida, Aspergillus,
Penicillium et bien d’autres [77].

En effet, il est admis que I’activité antimicrobienne des huiles essentielles est liée a
sa composition chimique, et aux groupements fonctionnels des composés majoritaires
(alcools, phénols, les composés terpéniques et cétoniques) qui se classent dans 1’ordre
décroissant suivant leur nature : Phénol>alcool> aldéhyde > cétone > oxyde >

hydrocarbures > esters[21].

11.2.2. Mécanisme d’action antimicrobien

Le mode d’action des huiles essentielles dépend du type de micro-organismes. En
générale, les bactéries Gram négatives sont plus résistantes que les bactéries Gram
positives grace a la structure de leur membrane externe.  Ainsi, la  membrane
extérieure des Gram négatifs est plus riche en lipo-polysaccharides (LPS) le rendant

plus hydrophile, ce qui empéche les terpénes hydrophobes d’y adhérer [78].
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Il est aussi tres probable que chacun des constituants des huiles essentielles ait son
propre mécanisme d’action. Mais d’une maniére générale, leur action se déroule comme

suite :

11.2.2.1. Action membranaire

v' La nature lipophile des huiles essentielles ainsi que leur composition en
molécules hydrocarbonées laissent présager une action au niveau de la
membrane cellulaire des microorganismes. En effet, les molécules lipophiles
sont susceptibles de traverser les parois et membranes cellulaires ; les
hydrocarbures se logent préférentiellement dans les membranes biologiques et
en perturbent leurs fonctions vitales [79].

v’ L’altération de la membrane cellulaire et notamment de sa perméabilité peut
entrainer des pertes anormales d’ions, voire de macromolécules. Il y a des études
qui supposent que les huiles essentielles ont une action au niveau de la
membrane mitochondriale, elles provoquent une diminution du potentiel
membranaire affectant ensuite échanges de Ca2+ et H+ (d’ou une modification
de gradient de pH) [80]. (Figure 1I-1).

v’ Selon Zhiri. A [21]:

Les composés avec la plus grande efficacité antibactérienne et le plus large spectre
sont des phénols : thymol, carvacrol et eugénol. Les phénols entrainent notamment des
Iésions irréversibles sur les membranes et sont utiles dans les infections bactériennes,
virales et parasitaires, quelle que soit leur localisation. Le thymol et I’eugénol sont
responsables des activités fongicides et bactéricides des huiles essentielles qui en
contiennent. La molécule de thymol exerce un effet inhibiteuret 1étal sur différentes
souches et, parmi elles, Escherichia coli et Staphylococcus aureus, sur lesquelles elle
provoque des fuites d’ions potassium. Par contre, elle n’est pas active sur Pseudomonas

aeruginosa.

Les alcools avec 10 atomes de carbone (oumono-terpénols) viennent immédiatement
apres les phénols, en termes d’activité, avecles géraniols, linalool, thujanol, myrcénol,
terpinéol, menthol et pipéritol pour les plus connus. Molécules & large spectre, elles

sont utiles dans de nombreuses infections bactériennes.
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Les aldéhydes sont également quelque peu bactéricides. Les plus couramment

utilisés sont le néral et le géranial (des citrals), le citronnellal et le cuminal.

perte de contenu
cytoplasmique :
meétabolites et
ons.

cytoplasmique

\
\4 protéines membranaires

Figure 11-1: Mode d’action des HE contre les bactéries [80].

11.2.2.2. Modification du contenu cellulaire

v L’acidification de I’intérieure de la cellule bloque la production de 1’énergie et
la synthése des composants de « structure».

v' Ladestruction du matériel génétique qui conduise a la mort de la bactérie [81].

11.2.3. Evaluation de DPactivit¢é antimicrobienne des huiles

essentielles

Le pouvoir antimicrobien des huiles essentielles peut étre estimé par deux méthodes
principales: technique de contact direct (en milieu solide ou en milieu liquide) et
technique de micro-atmosphére.
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11.2.3.1. Technique par contact direct

11.2.3.1.1. Méthode de diffusion sur gélose

C’est une méthode ancienne, mais toujours d’actualité. Elle permet 1’estimation
qualitative de 1’effet de ’huile. Ce test est réalisé¢ par dépdt de 1’huile essentielle, a
I’aide de disques de cellulose imprégnés d’une quantité connue de 1’huile essentielle
(Aromatogramme) ou de puits creusés dans la gélose et remplis par I’huile essentielle.
Apres incubation, la lecture des résultats se fait par mesure des diamétres des zones
d’inhibition obtenues sur gélose ensemencée. Cette méthode sert en général a la

présélection de I’activité antimicrobienne des HE, car:

v' Le diamétre d’inhibition n’est pas une mesure directe de [’activité
antimicrobienne des HE, les différents constituants ne diffusent pas tous de la
méme maniere dans le milieu gélose.

v Le diamétre d’inhibition varie en fonction de la densité de I’inoculum et de
I’épaisseur du milieu de culture. 11 est donc nécessaire de standardiser ces

conditions pour pouvoir comparer les résultats [82].

11.2.3.1.2. Méthode de dilution

Les huiles essentielles a tester peuvent également étre directement mélangées en

concentration connue au milieu de culture, qu’il soit liquide ou solide [83].

Son principe consiste a faire agir en phase liquide des dilutions croissantes de
I’huile, aprés adjonction d’un tensioactif sélectionné [13]. A cause de la faible hydro-
solubilité des huiles essentielles, les émulsifiants tels que, le Tween 80 (polysorbate
80), le Tween 20 (poly-oxyethylene 2-sorbitan monolaurate) et 1’éthanol sont souvent
utilisés pour augmenter la solubilité des composés hydrophobes dans les milieux solides

ou liquides [84].

Le milieu est ensuite inoculé a un taux déterminé de micro-organismes, apres

incubation, on note la présence ou I’absence de culture. La lecture peut étrevisuelle ou
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a I’aide d’un spectrophotometre, le degré d’inhibition est en rapport avec la turbidité du

milieu [83].

R

% Cette technique permet de donner au clinicien un chiffre correspondant a
la dose minimale inhibitrice (CMI) de I’huile essentielle, qu’elle
soitbactéricide ou bactériostatique.

v La CMI est définie comme étant la plus basse concentration capable
d’empécher une croissance bactérienne visible. La CMI n’est pas totalement
bactéricide et une partie de I’inoculum est capable de se développer apres
disparition du composé inhibiteur [85].

v' La CMB est la petite concentration de ’agent inhibiteur ne laissant subsister
que 0.01% ou moins de survivants de I’inoculum initial aprés 18 heurs de culture
a 37°C. Ellecaractérise ’effet bactéricide de 1’huile essentielle.

v' La détermination de I’effet bactéricide ou bactériostatique d’une huile
essentielle est réalisée en procédant a un repiquage des zones d’inhibition
formées et ne présentant aucune croissance bactérienne visible a I’ceil nu sur
milieu de culture.

» S’il y a croissance bactérienne, I’huile essentielle a un effet
bactériostatique sur la souche testée.

» Si au contraire il y a absence de croissance bactérienne, 1’huile

essentielle présente un effet bactéricide vis-a-vis de cette souche [86].

11.2.3.2. Technique par micro-atmosphere

Cette méthode consiste a déposer un disque de papier filtre imprégné de 1’huile
essentielle au centre du couvercle d’une boite de pétri, sans que I’huile essentielle entre
en contact avec la gélose ensemencée par les micro-organismes. La boite est

hermétiqguement fermée et placée couvercle en bas a I’étuve a 37°C pendant 24 h.

I1 se produit une évaporation des substances volatiles dans I’enceinte de la boite et
les cellules sensibles de I’inoculum sont inhibées, donc 1’essence n’agit qu’a 1’état des
vapeurs qu’elle développe a 37°C. La lecture du test porte donc sur la croissance ou

non de I’inoculum [87].
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Cette méthode ne quantifie pas I’activité antimicrobienne des huiles essentielles, elle

montre seulement I’activité des constituants volatils a température d’incubation [88].

1.3. Activité anti-oxydante

Ces dernieres années, les chercheurs se sont intéressés aux propriétés anti-oxydantes
que possédent les huiles essentielles de différentes plantes aromatiques et médicinales
[89].

L’activité anti-oxydante de ces composés est exploitée dans la prévention et la lutte
contre les maladies comme 1’ Alzheimer [90], I’artériosclérose et le cancer [91], par des
apports supplémentaires dans 1’alimentation de ces composés antioxydants, car ces
maladies surviennent lors du déséquilibre entre la production de radicaux libres et les
enzymes antioxydants. Ces composés semblent agir en jouant un réle important dans la
neutralisation des radicaux libres et dans la décomposition des peroxydes grace a leurs

propriétés oxydo-réductrices [92].

11.3.1. Oxydation ou Stress oxydatif

Le stress oxydatif réfere a une perturbation dans la balance métabolique cellulaire
durant  laquelle, la génération d’oxydants accable le systtme de défenses anti-
oxydantes, que ce soit par une augmentation de la production d’oxydants et/ou par une
diminution des défenses anti-oxydantes. L’accumulation des especes oxydantes
réactives a pour conséquence I’apparition de dégats cellulaires et tissulaires souvent
irréversibles, dont les cibles biologiques les plus vulnérables qui sont les protéines, les
lipides et I’acide désoxyribonucléique [93]. Pour enrayer le stress oxydant, il faut donc
aider la cellule et 1I’organisme par 1’apport d’antioxydants secondaires (vitamine C, E,

carotenoides, polyphénols.) [94].
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11.3.2. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non
apparié. Cette propriété rend ces éléments tres réactifs du fait de la tendance de cet
¢lectron a se réapparier, déstabilisant ainsi d’autres molécules. Les molécules ainsi
transformées deviennent a leur tour d’autres radicaux libres et initient ainsi une réaction

en chaine. C’est typiquement ce qui se passe lors de la peroxydation lipidique [95-96].

Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il
convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un réle
particulier en physiologie et que nous appellerons radicaux libres primaires, qui
dérivent directement de 1I’oxygene. Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires
(Radical peroxyle (ROO¢), Radical alkoxyle (RO¢)], se forment par réaction de ces
radicaux primaires sur les composés biochimiques de la cellule [97].

L'ensemble des radicaux libres primaires est souvent appelé “especes réactives de
I'oxygene” (ROS). Cette appellation n’est pas restrictive. Elle inclut les radicaux libres
de ’oxygéne proprement dit [radical super-oxyde (O2¢ ), radical hydroxyle (OHe),
monoxyde d’azote (NOe)], mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs non
radicalaires dont la toxicité est importante [l'oxygéne singulet (102), peroxyde
d’hydrogéne (H202), peroxy-nitrite (ONOO )] [95-98].La (Figure 11-2) résume

I’origine des différentes especes réactives de 1I’oxygene impliqué en biologie.
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Figure 11-2 : Origine des différentes espéces réactives de ’oxygene impliquées en
biologie [95].

11.3.3. Les antioxydants
Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les
dommages causés par les radicaux libres dans 1’organisme et permettent de maintenir

au niveau de la cellule des concentrations non cytotoxiques de ROS [95].

Ce sont des composés qui réagissent avec les radicaux libres et les rendent ainsi
inoffensifs [96]. Ces antioxydants ont deux origines, I’une apportée par 1’alimentation
sous forme de fruits et de légumes riches en vitamines C, E, caroténoides, ubiquinone,
flavonoides, glutathion ou acide lipoique , tandis que I’autre est endogéne representée
par des enzymes, tels que les super oxydases dismutases (SOD) et la catalase (r6le de
protection), les glutathion peroxydases (GSH-Px) (rble de détoxication) ou des
protéines (ferritine, transferrine, albumine) [99]. Pince mail et De fraigne [100],
ajoutent aussi quelques oligo-éléments comme le sélénium, le cuivre et le zinc qui sont

des cofacteurs importants pour 1’activité de certains enzymes antioxydants.

11.3.3.1. Antioxydants primaires

La cellule est pourvue d’enzymes anti-oxydantes qui sont des systéemes de défense
trés efficaces puisque les enzymes ont la propriété de pouvoir réaliser un travail de
facon permanente. Cette ligne de défense est constituée de super-oxyde dismutase
(SOD), de catalase et de peroxydase (glutathion et ascorbate) [101].Ces enzymes anti-
oxydantes permettent 1’élimination des radicaux libres primaires, selon les réactions

suivantes :
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superoxyde dismutase

2 0, +2 H = H,0,+0,

catalase

2 H,0, 2H,0+0,

glutathione peroxydase

H,0, + 2 GSH = 2 H,0 + GSSG

Les antioxydants primaires agissent en diminuant le nombre de radicaux libres, ils
sont capables d’interrompre la chaine radicalaire en cédant un radical hydrogéne (H) a
un radical libre lipidique. C’est le cas par exemple du BHA (butylhydroxyanisol), BHT
(butylhydroxytoluéne), PG (gallate de propyle). De ce fait elles contribuent donc a la

protection des membranes de la peroxydation lipidique [95].

11.3.3.2. Antioxydants secondaires

Ce sont des molécules exogénes, contrairement aux enzymes anti-oxydantes, une
molécule d’antioxydant piege un seul radical libre. Pour pouvoir fonctionner a nouveau,

cette molécule d’antioxydant doit donc étre régénérée par d’autres systemes [95].

Ces antioxydants agissent en empéchant ou en diminuant la formation des radicaux
libres. Elles peuvent stabiliser les membranes en diminuant leur perméabilité et elles

ont également une capacité de lier les acides gras libres [102].

Ce sont des agents complexant les métaux promoteurs d’oxydation comme ’EDTA
(I’éthyléne diamine tetra acetate), 1’acide citrique, des substances décomposant les
hydro-peroxydes en composés non radicalaires comme les amines tertiaires et les acides
forts ; des protecteurs vis-a-vis des UV comme les caroténes ou enfin des séquestrant

d’oxygene comme I’acide ascorbique.
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Figure 11-3 : Systemes de défense contre les radicaux libres [95].

11.3.4. Activité anti-oxydante des huiles essentielles liée a leur

composition chimique

Les propriéetés anti-oxydantes des huiles essentielles sont notamment attribuées, a la
présence dans la composition de ces huiles essentielles de composés phénoliques,
comme le thymol et le carvacrol, mais aussi a la présence des mono-terpenes oxygéneés
tels que le linalool, le 1, 8-cinéole, le géranial, le néral, le citronellal, I’isomenthone. Et
en fin a la présence de quelques mono-terpenes hydrocarbonés tels que 1’a-terpinene,

y-tepinéne, et I’a-terpinolene [90].

11.3.5. Détermination de IP’activité anti-oxydante des huiles

essentielles

Il existe de nombreuses méthodes de mesure de I’activité anti-oxydante [103]. La
plupart de ces méthodes sont basées sur I'utilisation de systémes générant des
radicaux tres variés. Ce sont principalement des méthodes dites "d’inhibition " dans

lesquelles une espéce chimique capable de générer des radicaux libres est utilisée
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avec une substance capable de détecter ces espéces. L’échantillon dont on souhaite
mesurer le pouvoir anti oxydant est capable d’inhiber la génération des radicaux.
Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation, il n’existe pas de
méthode unique qui permettrait de refléter le profil antioxydant d’un échantillon.

C’est pourquoi on effectue différents tests de mesure de pouvoir antioxydant [104].

Selon Huang et al [105], les méthodes d’évaluation de I’activité anti oxydante
in vitro peuvent étre divisées en deux grandes catégories suivant les réactions mises en

jeu:

o Les tests basés sur le transfert d’un atome d’hydrogéne (HAT,
HydrogenAtom Transfer), dans lequel 1’anti oxydant et le substrat sont en

compétition pour les radicaux peroxyles ROOe :
ROO-+AH —* ROOH + A-

o Les tests basés sur le transfert d’un électron (SET, Single Electron
Transfer), dans le cadre desquels on mesure la capacité¢ d’'un antioxydant

a réduire un oxydant, qui change de couleur quand il est réduit.

11.3.5.1. Meéthode de DPPH

La capacité anti-oxydante des huiles essentielles peut étre évaluée par la méthode de
DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl).Cette méthode est la plus utilisée par de

nombreux auteurs, du fait de sa rapidite, son efficacite, et sa reproductibilite.

Le radical DPPH est un radical libre trés stable a I’état cristallin et en solution, de
coloration violette. Par cette méthode, on considére que ’activité anti-oxydante n’est
autre que la capacité des antioxydants d’agir comme pié¢geurs des radicaux libres. Ils
agissent en transférant un atome d’hydrogene ce qui conduit a la disparition du DPPH

au cours de la réaction et un changement de coloration dans la solution initiale.

L’avancement de la réaction est suivi par spectrophotométrie a 516 nm.
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DPPH® + AH — DPPH-H + A®°

DPPH® + R® —_— DPPH-R

Plus un composé possede la facilité de céder son atome d’hydrogéne, plus celui-Ci est
jugé efficace comme antioxydant. Le pourcentage du DPPH restant est proportionnel a
la concentration de 1’antioxydant. La concentration du composé phénolique nécessaire

pour atteindre une disparition de 50% du DPPH a 1’équilibre est connue comme la :
IC50 [106].

11.3.5.2. Méthode de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

La deuxieme méthode couramment utilisée par de nombreux auteurs est la méthode
de FRAP, elle est basée sur la réduction de I’ion ferrique (Fe®*) en ion ferreux (Fe?*)
par un composé antioxydant [107]. Pour cette méthode, I’ion ferrique est complexé
avec2,4,6-tri(2-pyridyl)-1,2,5-triazine (TPTZ) et a la suite de la réduction du fer, le
complexe devient coloré. Le pouvoir antioxydant est déterminé par une simple mesure

de ’absorbance a 595 nm.

Une variante de la méthode FRAP, utilisant le cuivre a la place du fer, a été

récemment développée et est appelée CUPRAC [108].

11.3.5.3. Méthode de blanchissement de la §-carotene

La B-caroteéne est apporté par I’alimentation. Elle est douée de plusieurs capacités : elle
est précurseur de la vitamine A, elle capte 1’oxygeéne singulet sous faible pression
d’oxygeéne et, avec les autres caroténoides, elle a le pouvoir de terminer les réactions en
chaine de lipo-peroxydation. Elle protége les structures cellulaires contre 1’agression
oxydante : elle s’oppose a la géno-toxicité de nombreux agents [109]. La présence de
nombreuses doubles liaisons au sein de leurs structures en fait des antioxydants
reconnus, notamment par leur effet protecteur vis- a- vis des radiations solaires (UVA)
[110].
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La technique de blanchissement de la P-carotene est une technique de
spectrophotométrie dans 1’ultraviolet, initialement développée par Marco [111], puis
Iégerement modifiée par Miller [112]. Elle mesure l'activité anti-oxydante envers

I'acide linoléique relativement a la B-caroténe.

Elle consiste a mesurer, a 470 nm, la décoloration du pB-carotene resultant de
son oxydation par les produits de décomposition de I’acide linoléique. La
dispersion de I’acide linoléique et du B-caroténe dans la phase aqueuse est assurée
par du Tween. L’oxydation de I’acide linol¢ique est catalysée par la chaleur (50 °C)

de maniere non spécifique [113].

L’oxydation de I’acide linoléique génére des radicaux peroxydes, et des hydro-
peroxydes conjugués, ces radicaux vont par la suite oxyder le [-caroténe hautement
insaturé, ce qui entraine la perte de ses doubles liaisons, et par conséquent la disparition
de sa couleur rouge. Cependant la présence d’un antioxydant (extraits, témoins positif)
permet de neutraliser les radicaux libres dérivés de 1’acide linoléique, et donc la

prévention de I’oxydation et le blanchissement du B-carotene [114].

L’avantage de cette méthode est d’étre sensible, rapide et simple. Elle présente
également 1’avantage de pouvoir étre couplée a la chromatographie sur couche mince
[115].

11.4. Conclusion

% Actuellement, le développement de la résistance microbienne aux
antibiotiques et la toxicité des antioxydants synthétiques ont conduit les
chercheurs a puiser dans le monde végétal et particulierement les plantes
médicinales et leurs huiles essentielles en quéte de molécules naturelles
efficaces et dénuées de tout effet adverse. D’autres ont mis en évidence la
présence de métabolites secondaires doués d'activités biologiques telles
que les polyphénols, alcaloides, terpénes ...etc.

% C’est pourquoi nous nous sommes intéressé€s dans la présente recherche a
I’étude de ces deux activités biologiques en vue de leur importance dans

le temps actuel.
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I11. Présentation des plantes étudiées

11.1. Introduction

Au travers des ages I’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins
de base tels que nourriture, abris, vétements et aussi pour ses besoins médicaux. Les
plantes possédent d’extraordinaires vertus thérapeutiques. Leurs utilisations pour le
traitement de plusieurs maladies chez les étres vivants et en particulier I’homme est trés

anciennes et a toujours était faites de facon empirique
[116].

De nos jours, nous comprenons de plus en plus que les principes actifs des plantes
médicinales sont souvent liés aux produits des métabolites secondaires. Leurs
propriétés sont actuellement pour un bon nombre reconnues et répertoriées, et donc
mises a profit, dans le cadre des médecines traditionnelles et également dans la

médecine allopathique moderne [117].

Aujourd’hui, on estime que les principes actifs provenant des végétaux représentent
environ 25% des médicaments prescrits. Soit un total de 120 composés d’origine
naturelle provenant de 90 plantes différentes. En Afrique, prés de 6377 espéces de
plantes sont utilisées, dont plus de 400 sont des plantes médicinales qui contribuent
pour 90% du traitement médical. Jusqu’en 2004, on a estimé que pres de 75% de la
population africaine ont toujours recours aux plantes pour se soigner. De plus ce type

de soin est considéré souvent comme faisant partie de la médecine douce[118].

A coté des plantes médicinales, les plantes aromatiques qui se différencient des
autres plantes médicinales par la présence en certains de ses tissus de principes volatils,
odoriférants et parfumes ont été étudiées et utilisees surtout dans le domaine de la
parfumerie. Leurs huiles essentielles sont trés recherchées et constituent la base de
I'industrie des parfums et produits cosmétiques dans le monde. Actuellement, on
compte environ 800 000 espéces végetales et parmi elles, seulement 10% sont capables
de synthétiser une essence ou bien I’huile essentielle, c'est-a-dire les plantes

aromatiques ; parmi ces plantes Ruta Chalepensis et Cuminum Cyminum [119].
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1.2. L’espéce Rutachalepensis

11.2.1. Généralité

Généralement arbres ou arbustes, parfois a épines ou aiguillons ; a lacunes
sécretrices disseminées (points translucides) contenant des huiles essentielles

aromatiques [120].

Les especes de Ruta les plus connues sont trés proches en forme, composition et en
propriétés pharmacologiques: Ruta chalepensis : fidjel Ruta montana : c¢’est la rue des
montagnes (synonymes : Ruta legitima Jacq, Ruta tenuifolia Gouan) ou bonne rue
[121], appelée vulgairement en Algérie : fidjl et el-djbel Ou Fidje la, a une odeur fétide
trés intense, se trouve sur les coteaux arides et dans les endroits secs et pierreux de la

région mediterranéenne [122].

Ruta graveolens :graveolens vient du latin « gravis » qui signifie fort et du verbe «

olere » qui veut dire sentir.

111.2.1.1. Historique

Ruta chalepensis L. est une plante aromatique, appartenant a la famille des rutacées,
appelée communément par la population locale « Fidjel» [123].

Ruta chalepensis L. est une plante médicinale encore utilisée dans la médecine
traditionnelle de nombreux pays comme laxatif, anti-inflammatoire, analgésique,
antispasmodique, abortif, antiépileptique, emménagogue et pour le traitement de
pathologies cutanées [124].

111.2.1.2. Appellation

Les différentes appellations du Ruta sont regroupées dans le Tableau I11-1 suivant :
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Tableau I11-1:Appellation de plante selon la langue [125].

Anglaise Alleppo rue, égyptien rue, fringedrue,syrianrue,ruda
Arabe Bou ghans ,fidjel jibel , fijan , fidjel , fidjla, routsa, rusta
, ruta , sadab , sadhab , chadhab
Berbére Aourmi ,dje, issin, zent , issel
Espagnol Abrua , , arruda , hierbapiojera , rudabracteosa , , rudafina ,

rudapestosa , rurda

Francaise Rue, rue d’Alep, rue de chalep
Italienne Ruta d’aleppo
Néerlandaise Franje-wijnrui

111.2.1.3. Etymologie

Le nom générique des rutacées est ancien. Dérivé d’un mot grec signifiant « qui
libére », il fait allusion aux propriétés médicinales de ces plantes qu’avait la réputation
de «soulager » tant de maux de I’empoisonnement aux troubles psychiques.
Chalepensis signifiant « d’Alep » (ville de Syrie), indique le lieu d’origine des
spécimens ayant servi a identifier et classer cette espéce en premier lieu ou simplement

I’abondance de celle-ci, dans la région [126].
111.2.2. Etude botanique

111.2.2.1. Classification

La place de I'espéce dans la systématique peut étre expliquée par le Tableau I11-2

Suivant [127] :
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Tableau I11-2 : Classification botanique de la plante Rutachalepensis.

Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae
Ordre Sapindales
Famille Rutaceae
Genre Ruta
111.2.2.2. Description Botanique

Ruta chalepensis, appelée aussi Rue de Chalep, est une espéce de plante a fleurs de
la famille des Rutaceae. Originaire d'Eurasie et d'Afrique du Nord, cette plante
médicinale vivace est une espéce largement introduite ailleurs [123]. Espece glabre,
non glanduleuse dans le haut, de 30-80 cm, ses feuilles plus larges (d’ou le
synonyme Ruta macrophylla, « Rue a grandes feuilles ») sont composées (les
inférieures en forme de stipules et pétiolulées), chacune divisées en plusieurs segments
qui sont subdivisés en plus petites folioles ovales-oblongues  L'inflorescence est
un raceme de racemes de fleurs composées de quatre ou cing pétales jaune vif avec des
bords frangés laminés. La grappe fructifére plus corymbi forme et moins lache donne
comme fruit des capsules parcheminées qui sont divisées en lobes pointus.

La dissémination des graines est barochore [128].
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Figure I11-1 : La plante Ruta chalepensis L.

11.2.3. Utilisation de plante :

Plante ornementale des jardins, la rue est considérée comme mellifere et sa présence
éloigne les vipéres. Elle repousse les insectes [129] et est utilisée contre la gale et les
parasites de la téte [121].

Les parfumeurs utilisent son huile essentielle comme ardme. Dans le langage des

fleurs, la rue est le symbole de la grace.
On récolte les feuilles toute I’année et les fleurs a la fin de 1’été. Les feuilles fraiches,
quoiqgue tres ameres, sont comestibles, on les utilise dans des sauces et pour aromatiser
le gibier ou le fromage blanc, mais en petite quantité ; c’est un condiment prisé des
Anglo-Saxons. Elle entre dans la préparation d’un beurre aux herbes. Elle aromatise
aussi certaines boissons alcoolisées. Consommées souvent fraiches, de préférence les
tiges feuillues se conservent par séchage. On fabrique avec cette plante le « vinaigre de
rue » et 1” « huile de rue » en la faisant infuser dans du vinaigre ou dans I’huile [130].

La plante est cultivée en Europe centrale depuis le Xéme siécle, elle servit de contre
poison. Les Grecs considérent qu’elle améliorait la vue .Le moine [131] en utilisant
I’essence extraite de la plante a manier avec précaution, car son huile essentielle est

toxique.
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C’était autrefois une plante emménagogue et abortive en effet, la rue exerce une
action excito-motrice nette sur 1’utérus. Sa séve irrite les peaux sensibles. On I’emploie
pour les problemes oculaires et en gargarisme pour les maux de gorge. Les feuilles
soignent les phlébites et les varices. Son utilisation est déconseillée pour les femmes

enceintes [132].

111.2.4. Etude chimique

La diversité des voies de métabolisme secondaire des Rutacées se reflete donc dans
la chimie des espéces du genre Ruta L. & partir desquelles ont été isolés notamment des
alcaloides, des amides, des coumarines, des lignanes, des flavonoides, des tri-

terpénoides, et une huile essentielle [133].

111.2.4.1. Les alcaloides

C’est le nom générique de substances azotées d’origine végétale, de structure
souvent complexe et de poids moléculaire élevé. Ce sont des bases primaires,
secondaires et tertiaires ou des hydrates d’ammonium quaternaires renfermant des
noyaux hétérocycliques
L'espece Ruta chalepensis L est riche en alcaloides qui présentent des intéréts

pharmacologiques que le tableau résume clairement [134].

Tableau I11-3: Relation entre structure chimique et activités pharmacologiques de

quelques alcaloides isolées de 1’espéce Ruta Chalepensis L.
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Alcaloides Activités

Dictamine Spasmolytique
Antibactérienne
Mutagénique
Photomutagenecité

Phototoxicité

Skimmianine Spasmolytique
Mutagénique
Photomutagenecité
Phototoxicité

Arborinine Spasmolytique
Inhibition de 1’acétyl-beta- méthyle choline :

Responsable de la contraction des grandes artéres

Ruta cridone Mutagénique

111.2.4.2. Les coumarines

L’expression coumarine a été introduite en 1820 par VOGEL pour désigner tout

hétérocycle ayant un oxygene (

Figure 111-2).

= T

CoH, O

)

Figure 111-2 : Squelette de coumarine.
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Le squelette de base des coumarines est constitué de deux cycles accolés de types
(C6C3) avec neuf atomes de carbones. Ils sont considérés comme étant des 2H-1-

benzopyran-2-ones, donc, les lactones des acides O-hydroxy-2-cinnamiques [135].

Les coumarines sont largement répandues chez les plantes supérieures,
particulierement dans certaines familles : Fabacées, Astracées, Ombelliferées et
Rutacées. C’est dans ces derniéres que sont rencontrées les molécules les plus

complexes [136].

Les coumarines appartiennent a la classe des composés phénoliques, elles
constituent, avec les flavonoides, les chromones et les isocoumarines, un tres vaste
ensemble de substances. L’¢élément structural fondamental qui les caractérise est la

présence d’unnoyaubenzopyrane [137].

N N N\

Figure 111-3 : Structure moléculaire de la coumarine, I’umbelliferone et 1’herniarin.

Les coumarines sont connues pour leurs effets toxiques sur les animaux. En effet,
Gray et son équipe [138] ont montré que I’ingestion ou le contact avec les plantes
contenant certaines quantités de coumarines peuvent avoir des effets nocifs sur

I’organisme non adapté a leur détoxification [139].

Le Tableau I11-4 résume les intéréts pharmaceutiques de quelques coumarines isolés

de Ruta chalepensis L.
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Tableau I11-4 : Relation entre la structure chimique et activité pharmacologique de

quelques coumarines isolées de Ruta chalepensis L.

Chalepensine Antifertilisant
Xanthylétine Antifongique

Coumarine Mutagéne
Xanthotoxine Antifertilisant, spasmolytique, contre la

propagation des virus en utilisant I’ADN,
antibiotique, ralentit la division
cellulaire, photo toxique, antibactérien,
PUVA thérapie, inhibe la prolifération
des lymphocytes
Bérgapténe Spasmolytique, antibiotique,
photomutagénique, photo toxique,

antifértilisant.

111.2.4.3. Les flavonoides

On trouve chez les Ruta L., des flavonoides glycosylés appartenant en particulier
aux groupes des flavones comme la Rutine qui est largement répandue chez Ruta
chalepensis L. Leur mode de substitution oxygénée rappelle leur biogénese, issue d’une
unité cinnamique a 1’origine de carbone des cycles B et C et de trois unités acétiques a

I’origine de cycle A, pratiquement toujours porteur d’atomes d’oxygene [140].
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Figure 111-4 : Structure de la rutine.

Les flavonoides sont essentiellement des médicaments de I’insuffisance veineuse,
leur action se situe au niveau des petites veines ou des capillaires actionne de la
vitaminique P. Ce sont des toniques veineux et des protecteurs capillaires.

Ainsi, il a été prouvé que les anthocyanines ont une activité anticancéreuse, réduisant
la fatigue oculaire, contrélent le diabeéte, améliorent la circulation sanguine, etc....

[135].

111.2.4.4. Les lignanes

Les lignanes sont issus du couplage oxydatif intramoléculaire des deux unités phényl
propanoiques issues du métabolisme cinnamique
Les lignanes possedent des propriétés biologiques intéressantes telles que :

» Inhibition d’enzymes, en particulier de la phospho diesterase de I’AMPC
(Adenosinemonophosphate cyclique) et des enzymes de la chaine respiratoire.

» Activité antihypertensive du bis-D-glucoside de (+)-pinorésonol.

» Activité antimitotique, hépatoprotectrice et antivirale [140140].

» Le lignane joue un réle d’un récepteur hormonal qui se lié a une hormone qui

peut déclencher I’activation ou I’inhibition [141].

52



Chapitre 111 Présentation des plantes étudiées

111.2.4.5. Huile essentielle
111.2.4.5.1. Caractéristiques organoleptiques

Cette huile essentielle est extraite des sommités fleuries de la plante et surtout des
feuilles séchées a I’ombre. L’aspect de 1’essence aromatique de Ruta chalepensis L.
dépend des procédés d’extraction de ces essences ou elles peuvent étre liquide ou une

pate visqueuse, avec une odeur trés forte, nauséabonde ou fétide et une saveur

aromatique, amere, acre et chaude [121].
111.2.4.5.2. Composition chimique

Une huile essentielle de Ruta chalepensis L contient une dizaine de substances
(cétones, alcools, esters, terpenes) et un hétéroside et la rutine (ou rutoside).

Les composants majeurs sont 2-undecanone, 2-nonanone, 2-nonyl acétate,
2-decanone, 2-nonanol, 2-undecanol et 2-tridecanone [142].

La composition chimique de I’huile essentielle de Ruta chalepensis L est représentée

dans le Tableau I11-5 suivant :
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Tableau I11-5 : Composition chimique de I’huile essentielle Ruta Chalepensis L

[143].
a-pinene 0,1
Limonene / 1-8- 0,1
cineole 0,1
g-terpinene 0,1
p-cymene 0,1
6-methyl-5-heptan- -

2- 13,8
one 15,3
Gurjunene 2,8
2-nonanone 0,7
2-nonyl acétate 2,1
2-decanone 0,2
Camphre 47,7
2-nonanol 2,5
Linalol 2,2
2-undecanone 1,0
2-undecanol 0,6
2-dodecanone 0,9

2-tridecanone
Elemol

Thymol

111.2.4.5.3. Utilisation de ’HE de Ruta chalepensis

L’huile essenticlle de Ruta chalepensis L était considérée comme un moyen
important de la protection contre le mal surnaturel dans beaucoup de parties du monde.
Toutes les sources de 1’ethnobotanique fondamentale ont ét¢ examinées pour
I’information au sujet des usages et I’importance de cette plante. Les applications les

plus fréquentes sont en rapport avec les vertus medicinales, vétérinaires ou protectrices.
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Les résultats montrent une haute correspondance des usages medicinaux principaux
aux propriétés pharmaceutiques de la plante : emménagogue et abortifacient ; digestif ;
améliorer la circulation du sang ; traiter le rhumatisme ; traiter des infections et des

inflammations et pour soulager la douleur [144].

111.2.4.5.4. Danger de toxicité de I’huile essentielle

L’huile essentielle de Ruta chalepensis L exerce localement une action irritante, en
usage interne elle peut provoquer des accidents de gastro-entérite intense avec vertiges,

tremblements et convulsassions [121].

111.2.5. Propriétés biologiques et pharmacologiques du Ruta chalepensis

111.2.5.1. Propriétés biologiques

Plusieurs especes de Ruta sont sources de diverses classes de produits naturels avec
des activités : antifongiques, phytotoxique et antivénéneux.
Autres activités citees comme suit : Abortif ; Analgésique; Anti fertilité; Anti-
inflammatoire; Antiseptique (contre : Bacillus, Candida, Escherichia, Microsporium,
Pseudomonas, Staphylococcus) ; Antispasmodique ; Aphrodisiaque; Arachnifuge;
Bactéricide; Candidicide; Cardiotonique; Decongestant; Digestive; Emétique;
Embryotoxique; Emménagogue; Fébrifuge; Immunomodulateur; Insectifuge;
Molluscicide; Sédative; Stomachique; Sudorifique; Vermifuge; Vulnéraire ;
antipyrétique, antiparasitaire, antihelminthique ; I’extraits aqueux de la rue a une

activité hypotensive par un effet direct sur le systeme cardiovasculaire[145].

111.2.5.2. Propriétés pharmacologie

Ruta chalepensis est connue depuis I'antiquité comme une plante abortive, mais c'est
une plante abortive qui tue aussi la mére ou au minimum induit de graves troubles
hépato-rénaux. La plante entiere serait spasmolytique, mais par contre favoriserait les
contractions utérines. La rue est traditionnellement utilisée pour favoriser lI'apparition
des régles (emménagogue) et comme anaphrodisiaque chez les hommes. Ruta
chalepensis est antihelminthique (poison neurologique pour les parasites). L'huile
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essentielle est rubéfiante et utilisée en friction sur les zones douloureuses des

articulations ou des muscles.

La rue n'est quasiment plus utilisée en Europe ; par contre elle reste une plante
appreéciée par les tradipraticiens (notamment les Amérindiens) en Amérique du Sud
(Equateur, Pérou,Bolivie, Chili, Argentine). En genéral ils I'utilisent en mélange avec
d'autres plantes (sauge, eucalyptus, poivrier molle, romarin, camomille) comme
antispasmodique digestif, régulateur des regles et méme chez le jeune enfant agité et
qui pleure [146].

11.3. L’espéce Cuminum cyminum

111.3.1. Généralités

Le cumin (Cuminum cyminum) est une plante herbacée annuelle de la famille des
Apiaceaes (ombelliféres). Les synonymes de cette épice sont nombreux et incluent le
« cumin blanc », « cumin de Maroc » ou « faux anis ». Il pourrait étre confondu avec
le cumin des prés ou le cumin noir, qui provient des
plantes Nigellasativa ou Buniumpersicum ou peut-étre Cuminum nigrum, qui a une

graine plus longue que celle du cumin blanc [147].

111.3.2. Historique

Le cumin (ou Cuminum en latin) est originaire du Proche-Orient. 1l y est apparu
comme épice, a fumer ou pour appréter des mets, puisque son go(t est terreux lorsque

non apprété. Il est de la méme famille que le persil.

Epice et plante médicinale trés populaire dans I’Egypte ancienne, le cumin était
prescrit contre les affections digestives et respiratoires, ainsi que pour soigner les caries
dentaires. Sa consommation est recommandée en cas de digestion difficile,
flatulences, douleurs abdominales et stomacales, ainsi que pour le traitement des

inflammations rhumatismales. En outre, il favorise les menstruations[148].

Le fruit du cumin est un ingrédient essentiel dans de nombreux mélanges d’épices :
baharat arabe, poudre de curry Indienne, pate de curry Thailandaise et condiment cajun
[149].
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111.3.2.1. Appellation
Les appellations de I’espéce Cuminum cyminum sont représentées dans le
Tableau I11-6 suivant [147] :

Tableau I11-6 : Appellations de la plante Cuminum cyminum.

Ougaritique Kmn
Phénicien Kmn
Arabe Kamun
Akkadien Kamunu
Mycénien Kumino
Grec To kuminon
Latin Cuminum
Francais Cumin / coumin

111.3.2.2. Etymologie
Le cumin est cultivé en ile de malte comme il est cultivé ici le blé, on I'appelle dans
le pays anis acre, ou cumin acre, pour la différentier d'avec celle de I'anis qu'on cultive

de méme, et que les Maltais appellent anis doux, ou cumin doux [150].
111.3.3. Etude botanique
111.3.3.1. Classification

111.3.3.2. Description botanique

Le cumin est une plante bisannuelle. La premiére année, des réserves sont
engrangées dans une racine pivotante ressemblant & une carotte. Au-dessus du sol, on
ne voit qu'un feuillage vert lumineux, également semblable a celui des carottes. Ce n'est
que la seconde année, de mai a juillet, que pousse I'ombelle atteignant fréquemment

plus de 1 m de hauteur, formée de fleurs blanches, souvent rougeatres.
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Le cumin a une racine pivotante et sa tige est striée et glabre, les feuilles sont divisées
en segments filiformes.

Les fleurs sont blanches ou roses groupées en ombelles, elles apparaissent en juillet
et sont suivies de fruits cannelés renfermant des graines brun pale. Son fruit est un akene
verdatre ou grisatre, de 5 a 6 mm de diamétre, ovoide, hérissé de poils et sillonné, a

forte odeur aromatique [151].

Figure I11-5 : La plante Cuminum cyminum.

111.3.4. Utilisation de plante

Plante ombelliféere d'Europe de I'Est. Maintenant, elle est plus régulierement
importée d'Afrique du nord, de I'lran, de la Chine et des Amériques et le marché
important se situe en Europe centrale. La portion consommable de la plante est la graine
qui est préalablement séchée, et éventuellement pulvérisée, pour en faire une épice. Il
est également possible d'en obtenir des huiles essentielles par distillation, contenant

majoritairement du cuminaldéhyde et de I'alcool cuminique.

Le cumin entre dans la composition d'aromates trés différents comme le cari,
le chili et le garammasala (mélange d'épices traditionnelles du Nord de I'Inde), mais il
est & ajouter modérément aux plats prépares, car en grande dose son go(Qt est fort, sa
saveur chaude, piquante et acre. On peut l'utiliser en remplacement du carvi dans
certains mets, et il reste I'élément essentiel dans la confection de la poudre de massalé.

Un autre usage intéressant est I'incorporation du cumin dans le gouda et I'édam.
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Il est trés utilisé dans la majorité du Nord de la Chine, dans les régions musulmanes
ou autrefois musulmanes (du Xinjiang a la Mandchourie), et aujourd'hui beaucoup a
Pékin, pour assaisonner l'agneau. Il permet de reduire les odeurs fortes de la viande
rouge ou des poissons, de la désinfecter grace a ses vertus antiseptiques résistantes a la

cuisson, et les parfumer ainsi que d'augmenter I'appétit.

A travers les ages, les potages, le pain, la volaille et le poisson ont été cominés,
principe qui consistait & incorporer ou badigeonner ces plats de cumin. D'autres idées
de plats dans lesquels le cumin peut étre ajouté sont les tajines du Maroc, le couscous
au poisson tunisien, le lablabi, les merguez et le ras-el-hanout, et le gaspacho et

empanadas d'’Amérique centrale.

Les habitants de I'lle de la Réunion sont réputés pour I'ajouter a leurs mets, sans

toutefois le faire pousser directement sur I'le.

Les parfums, puisqu'il entre dans leur composition sous forme d'huile, font eux aussi

partie du marché du cumin [152].

111.3.5. Etude chimique

Les graines de cumin contiennent environ 15% d’huile fixe [153], constituées
essentiellement de triglycérides (55%), d’esters de stérol (25%) et d’acides gras libres
(10%) [154]. Elles contiennent aussi 2,5 a 10 % d’huile essentielle, constituée de 26%
a 35% d’aldéhydes terpéniques; et 11.10% terpinen-7-al gamma ; et encore constituée
de 25.54% aldéhydes aromatique ou bien cuminaldéhyde, et a la fin 40.4%
monoterpene.

En outre, elles renferment 13% de résine, 7% de pentosanes, des tanins, de 1’aleurone
59% de fibres diététiques (dont 48.5% sont des fibres diététiques insolubles et 10.5%
sont des fibres diététiques solubles), 8,3% d’amidon des protéines, de la cellulose, des
sucres [155], des flavonoides des coumarines, des acides phénoliques, des caroténoides.

L’étude de la fraction protéique a révélé que le cumin contient 18.25% de protéines,
qui incluent 18 acides aminés avec les pourcentages suivants : 2.99% d’acide
glutamique, 1.41% d’acide aspartique, 0.74% d’arginine, 0.58% de lysine, 0.67% de
leucine, 0.46% d’isoleucine, 0.38% de thréonine, 0.52% de valine, 0.05% de cystéine,

0.04% de méthionine, 0.50% de sérine, 0.91% de glycine, 0.53% d’alanine, 0.26% de
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tyrosine, 0.54% de phénylalanine, 0.28% d’histidine, 0.01% de tryptophane, et 0.65%
de proline[156].
L’analyse par la Chromatographie en phase gazeuse (CPG) a montré que les graines de
cumin contiennent 56.54% de monoterpénes, 0.10% de sesquiterpénes, 43.2%
d’aldéhydes, et 0.3% d’alcools [157].

Selon Harrorne et Williams [158]le cumin contient : de ’apigénine et de lalutéoline
7- glucoside, de I’apigénine et de la lutéoline-glucuronosyl glucoside, ainsi que les

glycosides de la quercétine et du kaempferol[159].

111.3.6. Huile essentielle du cumin

L'analyse de I’huile essentielle (HE) comprend quatre principaux composés, a
savoir. safranal (16,8 = 6,79 a 29,0 + 3,7%), y-terpinene-7-al (13,52 = 2,75 a 25,47 +
6,89%), Cuminaldéhyde (17,5 £ 3,0 4 22,29 + 1,3%) et y-terpinéne (14,1 + 1,4 de 19,6
* 6,2%). Leur somme constitue la majeure partie de I'HE et allait de 95,2% a 99,9%
d’HE totale. Les aldéhydes identifiés variaient de 34,4% dans 1'adhésion Bajestan a
49,8% du total dans I'HE adhésion Ferdos. En général, les hydrocarbures et les
hydrocarbures monoterpéniques de sesquiterpenes dans adhésions Khorasan étaient

inférieurs a ceux des autres ecotypes signalés ailleurs [155].

11.3.7. Propriétés biologiques et pharmacologiques

Les épices sont intensivement employées en médecine, pharmacie, parfumerie, et

les chercheurs a mettre en évidence certaines de ses propriétés.

111.3.7.1. Activité antibactérienne
En 1994 Shetty, Singhal et Kulkarni ont rapporté que I’huile des graines de cumin a
des propriétés antimicrobiennes [160]. Des tests se fait in vitro, sur quinze bactéries
I’activité antibactérienne des hydrosols de seize épices. Les hydrosols du cumin ont été
actifs, seulement sur Bacillus brevis, Entérobacter aerogenes et Escherichia coli.
L’huile essentielle du cumin a montré un effet antibactérien, contre Escherichia

coli, Staphylococcus aureus et Listeria monocytogenes [161].
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111.3.7.2. Activité antifongique

L’étude in vitro, a montré une activité antifongique des hydrosols du cumin contre
quelques mycetes de microbes pathogénes de plantes [162].
O’Riordan et Wilkinson [163] ont constaté 1’absence de la contamination par

I’aflatoxine, dans les échantillons commerciaux du cumin.

111.3.7.3. Activité ovicide

Les vapeurs d'huiles essentielles ont été examinees contre les ceufs de deux insectes
de produits stockes (Tribolium confusum, Ephestia kuehniella). Les vapeurs ont montré
une toxicité variable vis-a-vis des ceufs. Celles du cumin étaient plus actives contre les
ceufs d’Ephestiakuehniella dont le taux de mortalité a atteint 100% [163].

111.3.7.4. Activité anti-oxydante

L’huile essentielle du cumin a montrée des activités anti-radicalaires et anti-
oxydantes. Les résultats de I’essai de blanchissement du B-caroténe ont été meilleurs
que ceux de I’essai du balayage du radical libre 2-2diphenylpicrylhydrazyl (DPPH)
[164].

En présence des extraits du cumin obtenus par de 1’eau chaude et par le chlorure de
sodium (NaCl), Muthamma Milan [165] ont constaté des augmentations maximales
dans les activités enzymatiques de 1’amylase, la lipase et la phytase. D’autre part ces
deux extraits ont montré une activité anti-radicalaire trés élevée par rapport a 1’huile

essentielle.

111.3.7.5. Effet hypoglycémiant

L’administration orale de 1’extrait aqueux du cumin pendant 6 semaines aux rats
diabétiques d’alloxane, a eu comme conséquence une réduction considérable du
glucose, de I’hémoglobine glycosylée et I’empéchement de la diminution du poids
corporel. Le traitement a provoqué aussi une réduction du cholestérol, des
phospholipides, des acides gras libres et des triglycérides dans le plasma et les tissus
[166].

111.3.7.6. Effet anti-carcinogéne
En présence d'un carcinogéne du colon la 1,2-dimethyl hydrazine (DMH), I'activité
des mucinases et des B-glucuronidases est sensiblement augmentée. Cette augmentation

a comme conséquence une hydrolyse des mucines protectrices du colon et des
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glucuronides conjugués. L hydrolyse des glucoronides libére des toxines, ce qui peut
engendrer le risqued’un cancer du célon. Des travaux sur des rats ont montré que le
cumin peut protéger le colon en diminuant l'activité des mucinases et des pB-

glucuronidases en présence ou en absence du DMH [167].

11.3.7.7. Effet anti -hyperglycémiant

L'effet anti-hyperglycémiant a été étudié sur 27 lapins sains aprés administration
gastrique de I'eau, de tolbutamide et des préparations traditionnelle de 12 plantes
comestibles.

Pour ce but une solution de dextrose a été infuseée en sous-cutanée. Le cumin a
montré des diminutions significatives pour chaque point de tolérance du glucose [168].

Une autre étude élaborée parwillatgamuwa et ses collaborateurs [169], sur des rats
diabétiques induits par la streptozotocine a montré une diminution de I’hyperglycémie
et de la glucosurie, apres un régime diététique contenant 1.25% de la poudre de cumin.

Cette influence était évidente autour de la troisiéme semaine de l'alimentation et
I'effet était de plus en plus prononcé vers la fin de la 8¢éme semaine. Ceci a été également
accompagneé par une amélioration des poids corporels, des changements métaboliques
comme la diminution de 1’urée sanguine ainsi que les excrétions de l'urée et de la

créatinine chez les animaux diabétiques.

111.3.7.8. Autres effets

Les extraits méthanoliques du cumin a exercé un certain degré de protection, contre
les formes de dommage biomoléculaire qui touchent les protéines, les lipides et I'ADN
causés la peroxynitrite [170].

Platel et Srinivasan [171] ont étudié I’influence du cumin et d’autres épices sur le
taux de la sécrétion de la bile, ainsi que sa teneur en acides biliaires. Les épices sont
administrées soit par le biais d’une ingestion diététique soit sous forme d’une dose orale
simple.

L’ingestion diététique a influencé significativement la sécrétion de la bile et sa teneur
en acides biliaires, tandis que I’ingestion par dose simple a influencé seulement la
teneur en acides biliaires. Les résultats de Janahmadi et ses collaborateurs [172], ont
démontré que l'application extracellulaire d'huile essentielle du cumin (1% et 3%) chez

les mollusques a nettement diminué la frequence de l'activité spontanée induite par le
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Pentylenetetrazol, d'une fagon dépendante de la concentration et du temps. ~ Selon ces
auteurs ceci est probablement due a un effet sur les canaux calciques (Ca+2) et
potassiques (K+).

Selon Frage et Abozeid cité par Al-Bataina et al, le cumin contient les afroles, un
composé mutagénique qui s'est averé dégrade par cuisson et/ou irradiation.
Les études mutagéniques sur différentes souches de Salmonella typhimurum (TA97a,
TA98, TA100, et TA102) ont montré une action mutagenique oxydante tres faible

provoquée par le cumin [173].

11.4. Conclusion

Ruta chalepensis L et Cuminum cyminum sont des plantes médicinales qui ont été
employées pendant des siecles comme remeédes pour les maladies humaines ; parce
qu’elle contient des composants thérapeutiques comme : les flavonoides, les
coumarines et les huiles essentielles et ces derniers ont des activités anti-oxydantes et
antimicrobien citant les chercheurs a étudier ses deux activités des plantes en raison
d’une conscience croissante des effets négatifs provoqués par les drogues de médecine

conventionnelle .
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1V. Matériel et méthodes

1V.1. Introduction

Dans le cadre de la valorisation et de la mise en évidence des activités biologiques (activité
antibactérienne et anti-oxydante) des huiles essentielles de deux plantes médicinales : Ruta
chalepensis et le Cumin (Cuminum cyminum), obtenues par deux méthodes d’extraction
(Hydro-distillation classique et Induction électromagnétique) nous avons effectué des études

expérimentales in vitro au niveau de quatre structures différentes :

» Laboratoire universitaire de biologie, Hall technologique, Université YAHIA Fers de
Medéa.

» Laboratoire d’analyses médicales, unité de bactériologie, de I’hopital Mohamed
Boudiaf, Médea.

» Laboratoire d’hygiéne, Direction de Santé Publique (DSP), Médéa.

» Laboratoire d’analyses physico-chimiques de 1'unit¢ « ANTIBIOTICAL » du groupe
SAIDAL, Médéa.

Cette partie expérimentale a été réalisée dans la période allant du mois de Février jusqu’au

mois de Mai, 2015.

Afin datteindre nos objectifs, nous avons utilisé différents protocoles et méthodes

expérimentales comprenant des techniques scientifiques classiques et modernes.

IV.2. Matériel
Le matériel utilisé dans cette étude pour effectuer les différents essais expérimentaux est de

deux types : matériel biologique et non biologique.
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IvV.2.1. Matériel non biologique

Le matériel non biologique utilisé est présenté dans letableau I'V-1 suivant :

Tableau 1V-1 : Matériel non biologique utilisé.

Type Equipement Verrerie
Chauffe ballon Ballon 1000 ml
_ Plaque chauffante Réfrigérent
Matériel Etuve Ampoule &
non biologique Réfractométre décompter
Densitomeétre Tubes en verre
Spectrophotomeétre Pipettes graduées
UV-VISIBLE.
1V.2.2. Matériel biologique

vV.2.2.1. Matériel vegétal
Notre étude a porté sur deux plantes médicinales tres répondues en Algérie : Ruta

chalepensis L et le Cumin (Cuminum cyminum L) de la région de Médéa.

» ldentification
L’identification botanique de l'espéce Ruta chalepensis L a été faite par Dr KARAHACANE

T, spécialiste en agronomie au centre universitaire de Khemis Miliana.

v" Les graines de cumin utilisées sont obtenues des centres commerciaux spécialisés des
plantes aromatiques et médicinales. Aprés nettoyage et tamisage, les graines sont
conservées dans des bacs a I’abri de la lumiére a température +40C.

v" Ruta chalepensis L poussant a I’état spontané, a été récoltée durant le mois de mars a la
station de Batti de la wilaya de Médéa. Algérie.

Les caracteristiques géographiques et bioclimatiques de Meédéa sont résumées dans le

Tableau V-2 suivant :
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Tableau 1VV-2 : Coordonnés géographiques et climatique de Médéa [174].

Station Médea
Etagebioclimatique Semi-aride
Altitude (en m) 920
Latitude nord 36° 16' 3"
Longitude est 2°45'0"

Pluviométrie

(mm/an)

entre 800 mm (au nord) et 200 (au
sud)

v’ Seule la partie aérienne de la plante est concernée, les bouquets ou touffes sont

coupes a leur partie inferieure a I'aide d’un sécateur.

v Apres la récolte, le matériel végétal a été débarrassé des débris, puis séché a

I’air libre et a I’obscurité pendant une dizaine de jours. Il est, ensuite, conservé

dans des sacs propres a labri de la lumiére jusqu'au moment de I'utilisation.

1vV.2.2.2. Bactéries d’étude

Le choix des bactéries a été porté sur des souches fréquentes en pathologies
humaines et en vue de leur pathogénicité. Ces espéces sont souvent responsables de

problemes majeurs de santé publique, et par leur résistance naturelle vis-a-vis divers

antibiotiques.

Les bactéries-cible utilisées sont présentées dans le Tableau 1V-3 elles appartiennent
a deux groupes taxonomiques bactériens. Au total sept souches bactériennes d’origine

clinique, dont 6 bactéries Gram —et une bactérie Gram+.

Tableau 1V-3 : Présentation des différentes souches bactériennes testées [175].
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Bactérie Famille Etat frais Gram
Klebsiellapneumoniae Entérobactériaceae Bacille Négatif
Pseudomonas aeruginosa Pseudomonaceae Bacille Négatif
Eshérichia coli Entérobactériaceae Bacille Négatif
Acinétobacterspp Moraxellaceae Cocci Négatif
Enterobactersp Entérobactériaceae Bacille Négatif
Proteus mirabilis. Entérobactériaceae Bacille Négatif
Staphylococcus aureus. Staphylococcaceae Cocci Positif

Toutes ces souches ont été isolées de différents prélevements de patients internes
hospitalisés au niveau de I’hopital Mustapha Boudiaf de Médéa. Certains de ces germes
ont été isolés des urines (examen cytobactériologique des urines) (E.C.B.U) ou de
coprocultures (C.P.C). D’autres proviennent de pus d’abces (P.A), des crachats (C.R)

et des sécrétions bronchiques (S.B).

Les germes cibles ont été identifiés et testés pour leurs sensibilités aux antibiotiques
par la méthode de diffusion en milieu gélosé. Nous avons confirmé I’identification de
ces germes en utilisant la clé d'identification [176], pour la caractérisation des Bactéries.

Les résultats sont rapportés dans le Tableau 1 et Tableau 2 (Annexes).
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1VV.3. Méthodes

Au cours de notre stage, nous avons utilisé plusieurs méthodes pour déterminer les
activités biologiques des huiles essentielles de nos plantes extraites par deux méthodes
d’extraction différentes (hydrodistillation classique et hydrodistillation assistée par

induction électromagnétique)

IV.3.1. Extraction des huiles essentielles

Pour les deux plantes, nous avons effectué deux méthodes d’extraction. Hydro-
distillation classique et Hydro-distillation assistée par Induction électromagnétique,
puis une comparaison des huiles obtenues a été effectuee a travers I’étude de leur

pouvoir antioxydant et antibactérien.

La quantité de la matiére végétale et la durée d’extraction ont été fixées de manicre
a obtenir une quantité d’HE suffisante pour une séparation par simple décantation afin
d’éviter au maximum 1’usage de solvant organique pour avoir un produit le plus

« propre » possible.

IvV.3.1.1. Hydro-distillation classique

La premi¢re méthode d’extraction des huiles essentielles, a été effectuée par hydro-
distillation classique [177] (Figure 1V-1 : Montage de I’hydro-distillation classique.
Cette technique se base sur le pouvoir que posséde la vapeur d’eau a transporter les

huiles essentielles.
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Figure 1V-1 : Montage de I’hydro-distillation classique.

v’ L’opération consiste a introduire une masse en (gr) de matic¢re végétale séchée
dans un grand ballon en verre, on y ajoute une quantité suffisante d’eau distillée
sans pour autant remplir le ballon pour éviter les débordements de 1’ébullition.
(tableau 1V-4)

v Le mélange est porté a ébullition a ’aide d’une chauffe ballon.

v" Les vapeurs chargées d’huile essentielle passent a travers le tube vertical puis
dans le serpentin de refroidissement ou aura lieu la condensation.

v Les gouttelettes ainsi produites s’accumulent a la surface de I’hydrolat
récupérée dans une ampoule a décamper.

v L’huile essentielle de faible densité par rapport a 1’hydrolat, surnage a la surface
de cette derniere.

v L’huile ainsi obtenue est récupérée, puis conservée dans des flacons opaques
bien scellés & température basse (4-5°C).

v' L’opération d’extraction est selon les travaux de Megateli. S [178], pour
chaque plante, concernant la masse et la durée des essais sont présentés dans

le Tableau V-4 suivant :
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Tableau V-4 : Présentation des différents essais d’extraction par hydro-distillation

classique.
Plantes Ruta Cuminum
chalepensis cyminum
Masses utilisées 125gr/ 359gr/ 700
500 ml (ED) ml (ED)
Duréed’extraction 195 min 200 min
ED : Eau distillée.
IV.3.1.2. Extraction par Induction Electromagnétique

Selon les travaux Megateli. S [178], Les éléments de base nécessaires a la
constitution d’un montage d’extraction par induction magnétique Figure IV-2:
Montage de I'hydro-distillation assistée par induction magnétique [178].Sont les

suivants :

» Un réacteur en inox dans lequel sont placées la matiére végétale a traiter et I’eau.
C’est le matériau qui a donné la plus courte durée d’ébullition dans les tests
préliminaires a I’eau distillée ;

» La colonne, un cylindre en verre placé au-dessus du reacteur qui recueille la
phase vapeur. Bien que sa présence ne soit pas nécessaire, elle nous permet
d’assurer une différence de niveau entre le bouilleur et I’ampoule de
récupération/décantation nécessaire pour réaliser la cohobation des eaux
aromatiques ;

» Une plaque chauffante a induction magnétique (SAMSUNG, Réf:
157737DDQ100108). Pour créer I’induction servant a chauffer les solutions a
I’intérieur de I’hydro-distillateur ;

> Un systeme de condensation des vapeurs aromatiques : réfrigerant ;
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» Une ampoule a décanter permettant de recueillir I’HE et de la séparer de la
phase aqueuse par différence de densité;
» Un dispositif d’ajustement de volume constitué d’une ampoule remplie d’eau

distillée afin de maintenir le rapport plante/eau & son niveau initial.

Figure 1V-2 : Montage de I'hydro-distillation assistée par induction magnétique
[178].

L’opération d’extraction pour chaque plante, concernant la masse et la durée des

essais sont présentées dans le Tableau IV-5 suivant :

Tableau 1V-5: Présentation des essais d’extraction par hydro-distillation assistee par

induction magnétique.

Plantes Rutachalepensis Cuminumcyminum
Masses utilisées 25 gr/ 1000 ml 50 gr /1000 ml
(ED) (ED)
Duréed’extraction 150 min 160 min

La puissance de 1’induction était fixée & un niveau de 7 au cours de ces expériences

[178].
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% L’extraction par hydro-distillation assistée par induction magnétique a
été effectuée aussi en ajoutant du sel (Nacl), dans le réacteur en
mélange avec le matériel végétal durant 1’extraction. Cette méthode

vise a I’amélioration du rendement de 1’extraction des HE.

Les masses vegeétales ainsi que la concentration en la solution saline sont présentées

selon les travaux de Megateli [178] dans le Tableau IV-6.

Tableau 1V-6 : Présentation des essais d’extraction par hydro-distillation assistée par

induction magnétique avec NaCl [178].

Plantes Rutachalepensis Cuminumcyminum
Masses 25 gr/ 1000 ml 50 gr /1000 ml
utilisées (ED) (ED)
Quantite 25 gr 35¢r
NaCl
Duree 150 min 160 min
d’extraction

» Rendement
Le rendement de I huile extraite est le rapport entre le poids I HE extraite et le poids

de la biomasse végétale, il est exprimé en pourcentage et calculé par la formule ci-

dessous [179].
[[ R=(Ph/Pv). 100 ]

R : Rendement en huile essentielle en %.

P 1 : Poids de I’huile essentielle en gramme.

P v : Poids de la biomasse végétale en gramme.
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1V.3.2. Indices physico-chimiques

1vV.3.2.1. Densité

» Principe : Elle constitue un point de repére important. Sa valeur permet d’avoir
une idée sur la composition chimique de I’HE [180].
La densité relative a 20°C d’une HE est définie comme étant le rapport de la masse d’un

volume d’HE a 20 °c, a la masse d’un volume égal d’eau distillée a 20°c [181].

e Si la densité est inférieure a 0.9, les essences des plantes végétales sont

riches en terpénes

e Dans le cas ou elle est supérieure a 1, les essences des plantes végétales

contiennent des produits de la série aromatique, des sulfures et des nitrites.

e Enfin si la densité est comprise entre 0.9 et 1, les essences ont une

composition complexe.

» Mode opératoire
Pour déterminer la densité, nous avons évalué la masse mo du pycnomeétre vide de
1 ml, la masse ml du pycnométre rempli d’eau distillée. Puis la masse m2 du

pycnometre contenant I’HE.

La densité relative est donnée par 1’expression :

ml1l-mo

1vV.3.2.2. Indice de réfraction

» Principe : L’indice de réfraction est le rapport entre le sinus de I’angle

d’incidence et le sinus de I’angle de réfraction d’un rayon lumineux de longueur
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d’onde déterminée, passant de I’air dans ’HE maintenue a une température

constante. La température de référence est de 20°C[179].

» Mode opératoire

L’indice de réfraction a été déterminé par la lecture directe de I’angle de réfraction
a I’aide du réfractométre de marque OHAQOUS, en employant la lumiére diffuse (NF T
75- 112).

L’indice de réfraction n'ya la température de référence T=20°C (N¢*°), est déterminé

par la formule suivante:

Avec : [ N2o = Nt + 0,0004 (t- 20 °C) ]

N2o= Indice a 20°C
N:= Indice a la température T ambiante ou de mesure.

t= Température ambiante.

Les produits étalons de qualité pour réfractométrie servant a ajuster le réfractomeétre

sont :

— Eau distillée : 1,333

— P-cymeéne : 1,4906

— Benzoate : 1,5685

— Bromo-1-naphtalene : 1,6585.
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1V.3.3. Détermination des activités biologiques

1vV.3.3.1. Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des huiles essentielles de nos plantes vis-a-vis les sept

souches bactériennes a été realisée par la technique du contact direct sur milieu gélose.

IV.3.3.1.1. Technique par contact direct

Notre étude a été réalisée par la méthode de diffusion sur gélose ainsi appelée, elle
permet de prévoir avec certitude 1’efficacité in vitro des huiles essentielles, il s’agit en
fait d’une appréciation qualitative de I’activité. L’aspect quantitatif sera ensuite estimé

par la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI).

Cette technique est initialement congue pour les antibiotiques (antibiogramme),
mais en substituant les disques d’antibiotiques par d’autres imprégnés par de 1’huile
essentielle (aromatogramme). Inspiré d’une vieille méthode de Shroeder et Messing
datant de 1949, ’aromatogramme consiste a déposer des disques de papiers filtres
imprégnés d’huiles essentielles sur la surface des géloses ensemencées par le germe a
tester et de mesurer les diametres d’inhibition en millimetre (mm) apres incubation

[182].

» Préparation de I’inoculum

En premier lieu, une suspension bactérienne d’une opacité de 0.5 Mc Farland est
préparée a partir d’une culture pure et jeune (dgée de 18 heures). Cette opacité,
équivalente a une densité optique de 0.08 — 0.1 a 625 nm, peut étre diminué (ou

augmenté) en ajoutant plus de culture afin d’ajuster la densité optique (DO).

Il est a signaler d’une part que la suspension ajustée devra contenir 108 UFC/ml
(units forming colony/ml) et d’autre part que I’inoculum ainsi préparé ne doit pas étre
utilisé au-dela de 15 minutes faute de quoi la concentration et donc 1’opacité risque

d’augmenter a cause de la croissance bactérienne.
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Cet inoculum sert a ensemencer des géloses de Mueller Hinton coulées dans des
boites de Pétri sur une épaisseur de 4 mm (qui correspond a 20 ml pour les boites de

90 mm de diametre) puis séchées a I’étuve a 37°C avant emploi.

» Ensemencement des boites pétri

L’ensemencement est effectu¢ par écouvillonnage, a partir de I’inoculum
fraichement préparé. 1l consiste a tremper un écouvillon de coton stérile dans la
suspension puis le frotter, aprés I’avoir essoré a I’intérieur du tube, a trois reprises sur
la totalité de la surface gélosée de facon a former des stries serrées, en tournant la boite
a environ 60°, aprés chaque application pour obtenir une distribution égale de

I’inoculum. Pour chaque souche testée.

»> Dépot des disques d’huiles essentielles

On dépose les disques stériles de papier Wattman n°3, de 6 mm de diametre,
imprégnés avec les huiles essentielles extraites des deux plantes avec les deux méthodes
(Hydro-distillation classique, Induction ¢lectromagnétique ainsi que 1’Induction
électromagnétique avec Nacl) a la surface du milieu Muéller-Hinton dans des boites

séparées.

Apres diffusion de ’HE dans le milieu pendant 15 mn a une température de 30°C,
les boites sont incubées a 37°C. La lecture s'effectue aprés 24 H d'incubation par la

mesure du diamétre de la zone d’inhibition du germe-cible.

> Lecture des résultats

Les résultats sont exprimés en mesurant les diamétres des zones d’inhibition

produites autour des disques en (mm).

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

o Sensible (+) : diamétre compris entre 9 et 14 mm.
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o Treés sensible (++) : diametre compris entre 15 et 19 mm.

o Extrémement sensible (+++) : diametre>20 mm [183].

Le test est répété deux fois pour avoir des résultats fiables. Aprés 24 heures

d’incubation a 37°C, le diamétre d’inhibition est mesuré.

% Des antibiogrammes sont effectués en paralléle avec les aromatogrammes.
Ce test a été réalisé pour étudier I’antibiogramme standard des germes utilisés et le
comparer avec 1’effet de nos échantillons. Les disques d’antibiotiques sont déposés a la
surface d'un milieu gélosé, préalablement ensemencé avec une culture pure de la souche

a étudier.

La sensibilité des bactéries aux antibiotiques est appréciée selon le méme protocole

qu’avec les disques de papiers imprégnés d’HE.

On a utilisé quatre antibiotiques de référence pour toutes les souches testées :
Ampicilline (AMP), Cefotaxime (CTX), Céfoxitine (FOX) et Gentamycine (GN).

Le choix de I’antibiotique pour les souches microbiennes est basé sur les directives
du National Commitee for Clinical Laboratory Standars (NCCLS) et les
recommandations de I’OMS [184].

IV.3.3.1.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI), et
bactéricide (CMB)

La CMI est définie comme étant la plus faible concentration en HE capable d’induire

une réduction de la croissance microbienne de 90%, donc ne laisse survivre que 10%

de la population [185].
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» Préparation de I’inoculum

L’inoculum bactérien est préparé de la méme maniere que précédemment.

» Préparation des dilutions d’HE dans le milieu de culture

= 2,5 ml de tween 80 (c'est une polysorbate, hydrophile qui oriente les émulsions
dans le sens "huile dans I'eau”, autrement dit qui disperse la phase huileuse dans
la phase aqueuse de maniere obtenir une émulsion du type HE) sont ajoutés a
90 ml d’eau distillée.

= [’ensemble est stérilis¢ a 120 °C pendant 15 mn (solution A).

= On prépare ensuite une solution mére contenant 9 ml de la solution (A) et 1 ml

d’HE que I’on agite fortement en utilisant le vortex pour une bonne dispersion

de I’HE.

= A partir de cette dernicre, on prépare des dilutions successives avec de 1’eau

distillée. On obtient ainsi différentes concentrations en HE (10t a 10°°).

= Dans des tubes a essai, on ajoute 13,5 ml du milieu Muéller-Hinton pour les
bactéries (Gélose en surfusion) a 1,5 ml de la solution mere et a 1,5 ml des
diverses dilutions. On obtient ainsi des concentrations en HE dans le milieu de
culture de 101 a 10, les différentes concentrations des HE sont présentées dans
le Tableau IV-7.

= | e tube témoin contenant 13.5 ml du milieu Muéller-Hinton et 1,5 ml de la

solution A.

= Les tubes & essai et le tube témoin sont bien agités au vortex puis leur contenu

est versé dans des boftes de Pétri.
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Tableau IV-7 : Concentrations des HE du Ruta chalepensis et Cuminum cyminum en

mg/ml.
HD classique 0,806 0,956
HD assistée par induction
magnétique 0,814 0,948
HD assistée par induction
magnétique avec NaCl 0,831 0,974

HD : Hydro-distillation.

> Etape d’ensemencement

A la surface du milieu contenant les différentes dilutions d’HE, on ensemence les
bactéries par écouvillonnage. Les souches sont ensemencées séparément et en parallele
a raison de 3 a 4 bactérie /boite de Pétri. Les boites sont ensuite incubées a 37°C pour

les bactéries pendant 24h.

o Lalecture de la CMI est la plus faible concentration d’huile essentielle inhibant

toute croissance bactérienne.

o Lalecture de la CMB est effectuée aprés ré-incubation des boites de la CMI ne

marquant aucune croissance bactérienne apres 7 jours, 14 jours et 21 jours [186].

1IV.3.3.1.3.  Test de ’effet Bactéricide/Bactériostatique des HE

Pour savoir si I’effet des huiles est bactéricide ou bactériostatique, un prélévement a

partir de la zone d’inhibition est ensemencé dans d’autre boite pétri contenant la gélose
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nutritive. Cette derniére est incubée dans une étuve a 37°C pendant 24 h, puis
examiné a I’ceil nu. S’il y aura multiplication du germe, cela indique un effet

bactériostatique, sinon 1’effet bactéricide de I’huile testée est indiqué.

1vV.3.3.2. Activité anti-oxydante
La capacité anti-oxydante de nos huiles essentielles a été déterminée en utilisant la
meéthode de DPPH (1, I-diphenyl-2-picrylhydrazyl).

IV.3.3.24. Meéthode de DPPH

Le DPPH est un radical libre stable violet en solution, il présente une absorbance
caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm, cette couleur diaprait
rapidement lorsque le DPPH est réduit en diphényle picryl hydrazine par un composé
a propriété anti-radicalaire, entrainant ainsi une décoloration. L’intensité de la couleur
est proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des
protons [187].

On peut résumer la réaction sous la forme de 1’équation:

DPPH* + (AH) + (A%)

v

Ou: (AH) représente un composé capable de céder un hydrogene au radical DPPH

(violet) pour le transformer en diphényle picryl hydrazine (jaune) [188].

Donc par cette méthode, on considére que I'activité anti-oxydante n'est autre que la
capacité des antioxydants d'agir comme piégeur des radicaux libres. lls agissent en
transférant un atome d'hydrogéne ce qui conduit a la disparition du DPPH au cours de

la réaction et a un changement de coloration (jaune) dans la solution initiale.

L O (L0
|
H',l ] + RH - MH 4+ R=
O,N \q;j NO, O.N \q:j NO,
Di- D:‘
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Figure 1V-3:Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH.

IV.3.3.25. Mode opératoire
Selon le protocole décrit par Mansouri et al, [189] :

o Lasolution de DPPH est préparée par solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans
100 ml de méthanol.

o Les différentes concentrations d’HE (80%, 60%, 40%, 20%, 10%, 5%, 2.5%,
1%, 0.5% et 0.1%) ont été préparées dans le méthanol.

o 25 ul de chaque solution méthanolique des huiles essentielles a différentes
concentrations est ajouté a 975 ul de la solution méthanolique de DPPH.

o le mélange est laissé a 1’obscurité pendant 30 min et la décoloration par rapport
au contrble négatif (solution de contrdle) contenant la solution de DPPH et du
méthanol est mesurée au spectrophotometre UV-Visible contre un blanc
préparé pour chaque concentration a 516 nm.

o Egalement le méme test a été réalisé dans les mémes conditions opératoires
avec un antioxydant de référence : acide ascorbique.

o L’activité anti-radicalaire est estimée selon 1’équation ci-dessous :

% d’activité anti-oxydante =

[Abs controle-Abs échantillon / Abs controlel x 100.

Abs : Absorbance.
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1V.3.3.2.6.  Calcul des IC50, TEC50

Pour mieux caractériser le pouvoir antioxydant, des parametres cinétiques sont
introduits, tels que la IC 50 (concentration inhibitrice de 50% du radical libre) et le
temps TECS0.

> 1C50

La concentration inhibitrice de 50 %, aussi appelee EC50 (Efficient
concentration50), est la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire la
concentration initiale de 50% de radical DPPH. Il est inversement lié a la capacité anti-
oxydante : La capacité anti-oxydante d'un composeé est d'autant plus élevée que son
EC50 est petite.

Les IC50sont calculées graphiquement par des pourcentages d’inhibition en fonction

de différentes concentrations des HE testées [190].

» TEC50
C’est le temps nécessaire pour atteindre 1’équilibre a CES0, la constante de vitesse

de la réaction ou le coefficient directeur de la courbe cinétique.

L’estimation de TCES50 permet d’introduire la classification suivante :

o TCE50< 5 min : réaction rapide.
o TCE50 comprise entre 5 et 30 min : réaction intermédiaire.
o TCE50>30 min : réaction lente [191].
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V. Reésultats et Discussions

V.1. Extraction des huiles essentielles

L’extraction des HE du Ruta chalepensis et Cuminum cyminum a été réalisée par
deux méthodes : hydro-distillation classique et hydro-distillation assistée par induction

électromagnétique.

V.1.1. Evaluation de rendement d’extraction
V.1.1.1. Resultats
La premiere quantification a faire est celle du rendement en huile essentielle obtenue
par les deux techniques d’extraction (hydro-distillation classique et hydro -distillation
assistée par induction magnétique). Ce rendement est calculé a partir du poids de I’huile
essentielle par rapport au poids sec de la masse végétale utilisée pour chaque plante.

Les résultats obtenus sont mentionnés dans le Figure V-1 :
Tableau V-1 et la Figure V-1

Tableau V-1:Rendement en HE du Cuminum cyminum et du Ruta chalepensis (%).

Rendement(%o) HD classique HD HD
induction induction
(NacCl)
Cuminum cyminum 1,66 1,97 2,06
Ruta chalepensis 2,50 2,64 3,09
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m Cuminum cyminum Ruta chalepensis

|
E

HD classique HD induction HD induction Nacl

Figure V-1 : Variations du rendement en fonction de la méthode d’extraction.

HD : Hydro-distillation.

V.1.1.2. Discussion

D’aprés ses resultats on remarque que le rendement varie entre les deux méthodes

d’extraction réalisées.

Le rendement obtenu par hydrodistillation classique est de I’ordre de 1,66% pour les
graines du Cumin et de 2,5% pour Ruta chalepensis, ce rendement peut étre consideré
comme le plus faible comparativement a ceux obtenus par hydrodistillation assistée par
induction magnétique (1,97% et 2,64% pour les graines de Cumin et Ruta chalepensis
respectivement), et I’hydro-distillation assistée par induction magnétique en ajoutant le
NaCl (2,06% et 3,09% pour les graines de Cumin et Ruta chalepensis respectivement),
donc I’induction a augmenté le rendement de 80,90% et I’induction avec le NaCl de

85,43% par rapport au chauffage classique.

Au cours de la distillation, I’eau bouillante pénétre dans les cellules végétales et
solubilise une partie de I’essence des glandes sécrétrices. La solution aqueuse chargée
de composés organiques diffuserait ensuite a travers une épaisseur de tissu, plus ou
moins dense, selon I’organe, vers la surface extérieure ou I’huile essentielle serait
vaporisée et entrainée. Ce phénomeéne se continue jusqu'a I'épuisement total de la
matiere végétale en huile essentielle [192]. Cette différence du rendement liée au mode

de chauffage est due certainement pour le chauffage par induction magnétique a

84



Chapitre V Résultats et discussions

I’homogénéité et la rapidité de chauffage, grace a son principe de produire la chaleur

au sein méme du matériau a chauffer.

Ce chauffage entraine une augmentation aussi rapide de la pression a l'intérieur des
cellules de la matiére. L’échauffement du matériau dépend ensuite de la propagation de
la chaleur dans tout le matériau, des échanges avec I’extérieur et du temps durant lequel
est exposée la puissance. La partie chauffée constitue la zone de pénétration thermique
[193]. Dans bien des cas, la pression interne s’¢éléve de fagon suffisamment élevée pour
faire exploser la paroi de la cellule, ce qui entraine I’expulsion du contenu qui sera

dissolu dans le milieu aqueux environnant.

Cela peur étre aussi expliqué par les travaux de Zouambia et al [194], sur I’extraction
de la pectine par deux méthodes d’extraction chauffage conventionnel dans I’eau et
chauffage par induction électromagnétique montrent que cette derniére provoque des
dommages dans les cellules végétales qui peuvent étre expliqué par 1’augmentation de
I’espace intracellulaire par I’augmentation de la température, donc la cellule se divise
et la pectine peut facilement se libérer, contrairement au chauffage conventionnel ou
les tissus observés sous microscope électronique a balayage restent compacts et complet

savant et apres extraction.

L’amélioration du rendement en HE est encore rehaussée, avec 1’hydro-distillation
assistée par induction électromagnétique, en ajoutant le NaCl au cours de I’extraction.
Cette solution saline joue un réle important dans la conductivité du champ
¢lectromagnétique dans toute la masse végétale au cours de I’extraction et par

conséquent 1’épuisement de la totalité des composés volatils.

En effets, la conductivité électrique de la solution utilisée pour extraire les huiles
essentielles en hydro-distillation par induction, joue un réle tres important, car celle-ci
est une fonction de la température. Par ailleurs 1’échauffement du milieu s’améliore
avec la solution en NaCl [195].Ce sont les ions qui assurent le transport du courant sous
I’effet d’une différence de potentiel. Le mouvement ionique provoqué par I’action

d’une différence de potentiel alternative entraine un échauffement de la solution [178]

Il parait qu'il aura une influence sur le déroulement de 1’hydro-distillation et par
conséquent sur le rendement en huile essentielle, ce qui explique effectivement cette

différence de rendement entre les deux méthodes d’extraction.
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Ces résultats ne sont pas similaires avec ceux obtenus parles travaux réalisés par
Mégateli. S [178] ou le rendement obtenu pour le cumin est 1,17, 1,60 et 3,54 % (pour
I’hydrodistillation classique, hydrodistillation assistée par induction et hydrodistillation
assistée par induction avec NaCl respectivement) et pour Ruta chalepensis est 0,912,
1,608 et 1,608 % (pour I’hydrodistillation classique, hydrodistillation assistée par
induction et hydrodistillation assistée par induction avec NaCl respectivement).

Cela peut étre expliqué selon Kelen et Tepe [196] par le choix de la période de
récolte, car elle est primordiale en termes de rendement et qualité de I’HE, le degré de
fraicheur, la période de séchage, le stade de la croissance, et la conservation du matériel
végétal. Ce sont des facteurs entre autres qui peuvent avoir un impact direct sur les
rendements en HE [197].

Le rendement d’extraction du Ruta chalepensis est cependant supérieur par rapport
au Cuminum cyminum pour les deux méthodes d’extraction. Il est admis que le
rendement de ces métabolites secondaires est différent d’une famille botanique a une
autre, d’une espéce a une autre et méme entre les plantes de la méme espece, ces
résultats refletent 1’influence de séchage des plantes sur leur teneur en HE, car
I’extraction de I’HE de Ruta chalepensis a été faite sur la plante fraiche et les graines
du Cumin commercialisées aprés longue durée de conservation durant laquelle une
grande quantité de substances volatiles s’évaporent en vue de leur caractére volatile
[198] et selon les travaux de Bouguerra. A [199] les graines peuvent perdre leurs

composes volatils si elles sont stockées longtemps.

V.1.2. Etude physico-chimique des huiles essentielles

V.1.2.1. Aspect organoleptique
» L’ HE du Ruta chalepensis présente un aspect liquide de couleur jaune clair.
» L’HE du Cuminum cyminumprésente un aspect liquide jaune pale caractérisée

par une odeur forte.

V.1.2.2. Indices physico-chimiques

V.1.2.2.1. Densité
Les valeurs des densités de différentes huiles essentielles obtenues sont représentées

dans le Tableau V-2 suivant :
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Tableau V-2 : Valeurs de densités relatives du Ruta chalepensis et Cuminum

cyminum.
Hydro- HD assistée HD assistée
Densité distillation par Induction | par Induction Normes
mg/ml classique magnétique magnétique FCC
(NacCl)

Ruta chalepensis 0, 806 0,814 0,831 0,826-0,838
Cuminum 0,956 0,948 0,974 0,905-0,925
cyminum

HD : Hydro-distillation
V.1.2.2.2. Indice de réfraction

Le Tableau V-3represente les valeurs caractéristiques de 1’indice de réfraction du

Ruta chalepensis et Cuminum cyminum.

Tableau V-3 : Valeurs caractéristiques de I’indice de réfraction du Ruta chalepensis

et Cuminum cyminum.

Plante Rutachalepensis Cuminum
cyminum
Indice de réfraction 1,432 1,1511
Normes FCC 1,430-1440 1,5-1,506

D’apres les résultats obtenus on remarque que les

caractéristiques physico-

chimiques de I’HE du Ruta chalepensis et du cumin avoisinent dans 1’ensemble les

normes données par le FCC (Food Chemical Codex) [200].

Les valeurs de la densité relative et I’indice de réfraction de ’HE du Cuminum

cyminum sont plus élevés que ceux de I’HE du Ruta chalepensis. Ces caractéristiques

physicochimiques se different d’une famille botanique a une autre, d’une espéce a une

autre et méme entre les plantes de la méme espece [198].

V.2. Activité antibactérienne
V.2.1. Antibiose
V.2.1.1. Résultats
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L’évaluation in vitro de ’activité antibactérienne des I’HE de nos plantes a été

réalisé par la technique de diffusion en milieu gélosé.

Les résultats relatifs de la sensibilité des souches bactériennes testées a 1’encontre

des antibiotiques de référence sont rapportés dans le Tableau V-4 :

Tableau V-4 : Antibiogramme de souches bactériennes vis-a-vis différentes

Antibiotiques.

ATB | AM CTX | FOX GN
Souche
Klebsiellepneumonae

Pseudomonas aeruginos

Staphylococcus aureus
Acinétobacterspp
Esherichia coli
Entérobactersp

Proteus mirabilis

S : Sensible, R : Résistante
ATB : Antibiotique.

On observe que les différentes souches de bactéries étudiées réagissent
difféeremment aux antibiotiques testés, parmi les souches étudiées Acinétobacter spp se

révéle multi-résistante.
Et Klebsiella pneumonae est BLSE (Béta-Lactamase a spectre élargie).

Le Tableau V-5 rapporte les valeurs en (mm) des zones d’inhibitions atteintes avec

les différentes souches a ’encontre des HE étudiées.

Tableau V-5: Diamétres d’inhibition des souches bactériennes par les HE du

Cuminum cyminum et Ruta chalepensis (mm).

Diameétres d’inhibition HD classique HD assistée par | HD assistée par
(mm) induction induction (NaCl)
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Cumin | Ruta | Cumin | Ruta Cumin | Ruta
Klebsiellepneumonae 17 21 6 24
Pseudomonas aeruginos 11 20 6 27
Staphylococcus aureus 48 16 26 11 40 13
Acinétobacterspp 27 6 19 6 31 6
Esherichia coli 17 6 20 6 25 6
Entérobactersp 13 6 21 6 27 6
Proteus mirabilis 50 6 20 10 35 6

La Figure V-2 présente quelques exemples de 1’antibiogramme des souches testées.

Figure V-2 : Quelques exemples de 1’antibiogramme des HE.

V.2.1.2. Discussion

D’aprés les résultats obtenus et présentés dans le Tableau V-5, on observe que les

souches bactériennes étudiées réagissent difféeremment aux HE.

Les résultats obtenus révéle que I’HE des graines du cumin se montre active sur la

totalité des souches bactériennes testées :

— Elle est extrémement active contre Staphylococcus aureus (Gram+) et contre

Acinétobacterspp, et Proteus mirabilis (Gram-) avec des diamétres d’inhibition
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supérieurs a 20mm, ces résultats sont similaires pour les HE obtenues avec les
trois méthodes d’extraction.

— Tres active contre Klebsiella pneumonae et Esherichia coli (Gram-) avec des
diametres d’inhibition compris entre 15 et 19 mm.

— Et active sur Pseudomonas aeruginosa et Entérobactersp, avec des diameétres

compris entre 10 et 14 mm.
Selon Zhiri. A [21] :

Les composés avec la plus grande efficacité antibactérienne et le plus large spectre
contenant dans les HE sont les phénols. L’HE des graines du Cumin se présente riche
en ces composés d’aprés les travaux de Naeini. A. R [201] (Tableau V-6) sur la
composition

chimique de cette HE par chromatographie couplée par

spectrophotométrie en masse (GC/MS).

Tableau V-6 : Composition chimique de I’'HE de Cuminum cyminum selon les
travaux de Naeini. A. R [201].

Table 2 Essential oil components of Cuminum cyminum, Pelargonium graveolens and Zataria multiflora identified by gas
chromatography and mass spectrometry method.
Composition des huiles essentielles de Cuminum cyminum, Pelargonium graveolens et Zataria multiflora extraites par la méthode
gas chromatography and mass spectrometry.
Component (%)
No Cuminum cyminum Pelargonium graveolens Zataria multiflora
1 Limonene (21%) Citronelol (28.2%) Carvacrol (61.3%)
2 Linalool (10%) Geraniol (22.1%) Thymol (25.2%)
3 Geraniol (1.5%) Geranial (0.8%) Linalool (2%)
4 p-Cymene (0.3%) Citronellyl format (6.3%) p-Cymene (1.9%)
5 Linalil acetat (4%) Geranyl format (4.1%) Widdrol (0.6%)
6 o- Pinene (30%) o- Salinene (2.2%) o- Pinene (0.3%)
7 o- Thujene (0.2%) Linalol (6.7%) o- Thujene (0.1%)
8 Sabinene (0.5%) Isomenthone (5.3%) Myrcene (0.3%)
9 Terpinene-4 ol (0.5%) Citronellyl propionate (1.2%) o - Terpinene (0.3%)
10 ¥ Terpinene (0.5%) 10- Epi- o eudesmol (5.3%) v- Terpinene (0.8%)
1 Myrcene (0.1%) Geranyl tiglate (2%) o- Terpineol (0.5%)
12 Methy eugenol (1.2%) B- Phellandrene (1.8%)
13 Terpinolene (0.5%) Alloaromadendrene (0.1%)
14 1,8 cineol (18.5%) Valencene (0.1%)
15 ¥- Terpineol (0.08%) Spathulenol (0.4%)
16 « - Terpineol (3%)
17 o- Terpineol acetat (1.5%)
Total 93.27% 84.2% 95.7%

Ces composés entrainent des lésions irréversibles sur les membranes, et sont

responsables des activités bactéricides des HE qui en contiennent, en provoquant un

effet inhibiteur et létal sur différentes souches parmi elles Esherichia coli et
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Staphylococcus aureus sur lesquelles elles provoquent des fuites d’ions de potassium.
[21].

L’activité antibactérienne de constituants aromatiques des HE a été évaluée par
plusieurs chercheurs. L’activité antibactérienne du cinéole, du citral, du géraniol, du
linalool et du menthol a été évaluée sur 18 bactéries Gram + et Gram —. En termes de
cette activité antibactérienne, c’est le linalool qui s’est montré le plus efficace eta inhibé
17 bactéries. Il était suivi par le cinéole et le géraniol (chacun d’eux inhibant 16
bactéries), puis par le menthol et le citral qui ont inhibé respectivement 15 et 14
bactéries [202]. Tous ces composés, sont trés répondus dans la composition des HE du

cumin, ce qui confirme son large spectre antibactérien et son efficacité.

Hajlaoui. H et al [203] (Tableau V-7) ont montré dans leurs travaux la richesse de
I’HE du Cumin en composés terpéniques, en effet il a été montré que les mono-terpénes,
les hydrocarbures et les mono-terpenes oxygénés dans les huiles essentielles sont
capables de détruire I’intégralité cellulaire résultant en inhibition de la respiration et

I’altération de la perméabilité [204].

Tableau V-7 : Composition chimique de I’'HE du Cuminum cyminum selon les

travaux de Hajlaoui et al [203].
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MNo. Compounds Retention indices Percentage Identification
identified (RI) HP-5
1 Alpha-thujene 928 0.20 MS, Rl
2 Alpha-pinene 935 0.40 MS, RI
3 Sabinene a75 056 M5, RI
- Beta-pinene a7a 1113 M5, RI
5 Beta-myrcene 9a0 0.76 M5, RI
B Alpha-phellendrene 1006 0.18 MS, RI
7 Delta-3-carene 1011 0.42 M5, RI
8 O-cymene 1027 11.82 MS, RI
9 Limonene 1030 1.42 MS, Rl
10 Gamma-terpinene 1061 15.21 M5, Rl
11 Linalool 1089 0.08 M5, RI
12 cis-Sabinene hydrate 1099 0.34 MS, Rl
13 Verbenol 1141 018 M5, RI
14 trans-Pinocarveol 1168 0.26 MS, RI
15 Terpinene-4-ol 1179 0.30 MS, Rl
16 trans-Carveol 1196 4.49 MS, Rl
17 Cuminlaldehyde 1248 39.48 M5, Rl
18 Phellandral 1278 0.39 M5, Rl
19 2-Caren-10-al 1289 7.93 MS, RI
20 Myrtenal 1204 3.50 MS, RI
21 Beta caryophyllene 1425 0.33 MS, RI
Total identified 9937
Yield (g/100 g dry weight) 1.22
Monoterpene hydrocarbons 42,42
Oxygenated monoterpenes 56.61
Sesquiterpene hydrocarbons 033
Oxyeenated sesquiterpenes -

Les aldéhydes sont quelque peu bactéricides, les plus abondants dans la
composition de notre HE du Cumin est le Cuminal qui est le composant caractéristique
de cette HE présentant 45,75% de sa composition, et Myrtenal, le Cumin aldéhyde et le
2-caren-10-al [205].

Cependant, on remarque la résistance de toutes les souches bactériennes a I’encontre
de I’HE du Ruta chalepensis, sauf Staphylococcus aureus qui se montre sensible pour
I’HE obtenue par les deux méthodes d’extraction. Cette activité antibactérienne de
L’HE du Ruta chalepensis a été aussi évaluée par d’autres études de Haddouchi et al ;
2013 [206], on remarque que nos résultats sont similaires a ceux obtenus par ces

chercheurs ou toutes les souches sont résistantes sauf Staphylococcus aureus.

De nombreuses études ont démontre que les huiles essentielles des especes du Ruta
sont parmi les huiles essentielles moins puissantes a I'égard des propriétés
antibactériennes [207-208].

L’huile essentielle du Ruta chalepensis, contient une dizaine de substances selon
les travaux de Haddouchi et al (Tableau V-8) [206], (cétones, alcools, esters, terpénes)
et un hétéroside et la rutine (ou rutoside). Les composants majeurs sont les composés

cétoniques 2-undecanone, 2-nonanone, 2-nonyl acétate, 2-decanone, 2-nonanol, 2-

92



Chapitre V Résultats et discussions

undecanol et 2-tridecanone, ces derniers ne sont pas cités parmi les composés doués de

propriétés antibactériennes [202].

Elle est douée d’une activité antibactérienne par sa richesse en hydrocarbures mono-
terpéniques, mais pas par méthode de contact direct (Aromatogramme). Car ces

derniers sont des excellents antiseptiques atmosphériques.

Les alcools mono-terpéniques sont anti-infectieux atmosphériques et les cétones
sont faiblement antiseptiques, mais ils ont une action antifongique [209]. Ces données
expliquent l'activité potentielle de I’'HE du Ruta chalepensis qui a été confirmée et
prolongée dans la présente étude. Ce résultat est probablement di a la présence de
95,63% de cétones dans la composition de I’HE totale [204].

Tableau V-8 :Composition chimique de I’HE du Ruta chalepensis selon les travaux
de Haddouchi et al [206].

Rt Compounds x
RCh RA RG

5479 a-Pinene 031 - -
6406 Sabinene 0.49 - -
6.778 2-Octanone 039 - -
787 s-Limonene 527 - 426
9.799 2-MNonanone 32.79 096 21.62
95976 ]| 1.14 - -
10,091 Nonanal 062 0.84 -
11.155 2Z-Octanol acetate 0.89 - -
11.327 5,6-Diethenyl-1-methyl-cyclohexene - - 3.24
11.332 Geyrene 1.46 - -
12923 2Z-Decanone 2.42 10,03 1.46
14388 1-Nonene 1395 - 435
16.35 2-Undecanone 3258 8246 554
16493 NI 1.21 1.56 -
18513 NI - - 1.03
18.519 11-Dodecen-2-one 0.99 - -
19.457 2-Dodecanone 0.6 1.51 1.02
20,636 1-Tetradecanol methacrylate 3.29 - 222
22.57 2-Tridecanone 0.63 0.67 1.58
27669 NI - 0.83 -
31.411 NI - - 1.67
31.662 NI - 1.13 -
39988 12-Methoxy-19%-norpodocarpa- 0.97 - 2.14

3.5,8,11,13-pentaen-7-one
Chemical classes
Ketones 7137 9563 8322
2-Ketones 6941 9563 851.08
Acyclic alkenes 13495 - 01,35
Monoterpene hydrocarbons 0607 - 07.50
Sesquiterpenes 0146 = -
Esters 0418 - 02.22
Aldehydes o062 0084 -
All identified components 97.65 9647 9730

RCb : Ruta chalepensis var.bracteosa.
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La nature antibactérienne modeste de I’HE du Ruta chalepensis étudiée vis-a-vis
Staphylococcus aureus (Gram+) était apparemment liée a la présence de ces composés

cétoniques.

La résistance des autres souches bacteriennes a Gram négatifs peut étre due a la
complexité de leur cellule a double couche membranaire en comparaison avec la

membrane unique des bactéries Gram positive [210].

V.2.2. Concentration minimale inhibitrice (CMI, CMB)
Nous rapportons dans les tableaux suivants les concentrations minimales
inhibitrices, et bactéricides (CMI, CMB) de nos HE actives lors de 1’étude en milicu

solide.

V.2.3. Cuminum cyminum

V.2.3.1. Résultats

Le Tableau V-9 représente les Concentrations minimales inhibitrices de I’HE du

cumin vis-a-vis les souches testées.

Le Tableau V-10: effet antibactérien des HE du Cuminum cyminum et Ruta
Chalpensis L.Erreur ! Source du renvoi introuvable. représente 1’effet bactéricide de

I’HE du Cuminum cyminum.

Tableau V-9 : Concentrations minimales inhibitrices de I’HE du Cuminum

cyminum vis-a-vis des souches testées.

CMI (mg/ml)  hydro-distillation ~ HD assistee par ~ HD assistée par

S— classique induction induction (Nacl)
Klebsiellapneumonae 0,956 0,948 0,974
Pseudomonas aeruginosa 0,956 0,948 0,974
Staphylococcus aureus 0,00956 0,00948 0,00974
Esherichia coli 0,0956 0,0948 0,0974
Acinétobacterspp 0,0956 0,948 0,0974
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Entérobactersp 0,0956 0,948 0,0974

Proteus mirabilis 0,0956 0,948 0,0974

Tableau V-10 : effet antibactérien des HE du Cuminum cyminum et Ruta Chalpensis

L.
Huile essentielle | hydro-distillation | HD assistée par HD assistée par
classique induction induction (Nacl)
HE Cuminum Bactericide Bactericide Bactericide
cyminum
HE Bactériostatique Bactériostatique Bactériostatique

Ruta chalepensis
V.2.3.1.3. Discussion
D’aprés les résultats représentés dans le tableau, on remarque que I’HE obtenue par
hydro-distillation assistée par induction, est plus efficace que 1’hydro-distillation
classique, et I’hydro-distillation assistée par induction avec NaCl, mais reste trés proche
de I’hydro-distillation classique, car cette méthode permet I’épuisement de tout le
contenu cellulaire en composés volatils au cours de I’extraction d’ou le meilleur

rendement était obtenu avec cette technique.

Staphylococcus aureus est la plus sensible parmi les souches bactériennes testées,
cela peut étre expliqué selon Zhiri. A [21] par la présence de composés avec la plus

grande efficacité antibactérienne et le plus large spectre, sont les phénols.

Les phénols entrainent notamment des lésions irréversibles sur les membranes et
sont utiles dans les infections bactériennes, quelle que soit leur localisation. Et sont

responsables des activités bactéricides des huiles essentielles qui en contiennent.

La présence du cuminal avec forte proportion (composé caractéristique de I’HE du
Cumin) aldéhyde qui posséde également un effet bactéricide, ce qui explique 1’effet
bactéricide représenté dans le Erreur ! Source du renvoi introuvable.Testé dans cette

¢tude en parall¢le avec ’antibiose et la recherche du CMI.

Donc, nous pouvons conclure d’apres nos résultats que I’HE des Graines du cumin
est doué de propriétés antibactériennes averées, cette activité semble étre bactéricide ce

qui explique son utilisation dans le traitement des infections bactériennes courantes.
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Elle est améliorée par le mode d’obtention de I’HE, car I’HE obtenue par induction

électromagnétique est trés active par rapport au chauffage classique.

V.2.3.2. Ruta chalepensis

V.2.3.2.1. Résultats

Le Tableau V-11représente les concentrations minimales inhibitrices de I’HE du

Ruta chalepensis vis-a-vis la souche Staphylococcus aureus.

Tableau V-11 : Concentrations minimales inhibitrices de I’HE du Ruta chalepensis

vis-a-vis la souche Staphylococcus aureus.

CMI Ruta chalepensis hydro- HD assistée par HD assistée par
(mg/ml) distillation induction induction (Nacl)
classique
Staphylococcus aureus 0,806 0,814 0,831

V.2.3.2.2. Discussion
La CMI de I’HE du Ruta chalepensis a été réalisée seulement sur la souche sensible

Staphylococcus aureus, I’inhibition de cette souche demande 1’utilisation de I’HE pure

concentrée.

La CMB de I’HE du Ruta chalepensis est bactériostatique, pour la souche sensible
Staphylococcus aureus, cela est d0 a la pauvreté de I’HE en composés phénoliques
selon les travaux de Haddouchi. F et al [206] (Tableau V-8) se sont les composés doués

de propriétés bactéricides dans les HE [21].
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V.2.4. Conclusion
On conclue qu'il ya une relation entre les structures chimiques des composés les plus

abondants dans I’huile testée, les proportions dans lesquelles ils sont présents et
interactions entre eux et I'activité antimicrobienne [211-212]. Les composants purs oxy-
hydrogénées ont montré une activité plus élevée. C’est le cas des alcools et des phénols
qui sont largement signalés a posséder de hauts niveaux d'activité antibactérienne [211-
213]. La plus haute activité antimicrobienne a également été observée pour les terpénes
oxygenés, par rapport aux hydrocarbures terpéniques [207-214] grace a leur structure

cyclique.

Cependant, il est difficile d'attribuer l'activit¢ d’un mélange complexe a un
constituant unique ou particulier, composes majeurs ou trace pourraient donner lieu a
I'activité antibactérienne exposée. Dans I’HE, 1'éventuel effet synergique et antagoniste
des composés saurait jouer un réle important dans I'inhibition microbienne et devrait

également étre prises en considération.

V.3. Activité anti-oxydante

V/.3.1. Evaluation de taux d’inhibition de DPPH en fonction de la concentration
de PHE

V.3.1.1. Reésultats
Les résultats des mesures des pourcentages d’inhibition du radical DPPH (DO)

obtenus lors du test antioxydant par la méthode de DPPH des HE du Ruta chalepensis

sont représentés par les figures suivantes :
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Figure V-3 :Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH par I’'HE duRuta

chalepensisobtenue par hydro-distillation classique.
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Figure V-4: Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH par I’HE du Ruta

chalepensis obtenue par HD par induction
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Figure V-5 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH par I’HE du Ruta

chalepensis obtenue par HD par induction.

Les résultats des mesures des pourcentages d’inhibition du radical DPPH (DO)
obtenus lors du test antioxydant par la méthode de DPPH des HE du Cuminum

cyminum sont représentés par les figures suivantes :
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Figure V-6 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH par ’HE du Cuminum
cyminum obtenue par HD classique.
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Figure V-7 :Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH par I’'HE du Cuminum

cyminum obtenue par HD assistée par induction.
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Figure V-8 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH par ’HE du Cuminum
cyminum obtenue par HD assistée par induction avec NaCl.

Il semble que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec
I’augmentation de la concentration soit pour 1’acide ascorbique (Annexe) ou pour
les HE étudiées. On remarque que le pourcentage d’inhibition du radical libre pour

Les HE est inférieur a celui de la vitamine C pour toutes les concentrations utilisées.

V.3.2. Calcul des 1C50

V.3.2.1. Reésultats

L’activité anti-oxydante de nos HE est exprimée en IC50, ce parametre a été
employé par plusieurs groupes de chercheurs pour présenter leurs résultats, ils
définissent la concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50% de I’activité
de DPPH (couleur). CeslC50 sont déterminés graphiquement, dont 1’abscisse
représente les concentrations des HE et I’ordonné [D’activité anti-oxydante en
pourcentage. La valeur de chaque 1C50exprime la concentration de I’HE exigée pour
réduire 50% de DPPH en solution.

e Tableau V-12 et le

Tableau V-13 représentent les valeurs des IC50 obtenues graphiquement :

Tableau V-12 : Valeurs des IC50 relatives aux HE du Ruta chalepensis.

Ruta HD classique | HD assistée HD assistee Acide
chalepensis par induction | par induction- ascorbique
NaCl
IC50 (mg/ml) 0,96 1,14 0,55 0,26

Tableau V-13 : Valeurs des IC50 relatives aux HE du Cuminum cyminum.

Cuminum HD classique | HD assistée HD assistée Acide
cyminum par induction | par induction- ascorbique
NaCl
IC50 (mg/ml) 0,15 0,24 0,12 0,26
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V.3.2.2. Discussion

Ces résultats montrent que 1’HE du Ruta chalepensis possede une activité anti-
oxydante faible en comparaison avec celle de I’HE du Cuminium cyminum qui possede
une capacité de neutralisation du radical libre DPPH intéressante comparable a celle du

témoin positif (la vitamine C), puisqu’elle agit a faibles doses.

Cette activité est tributaire de la mobilit¢ de [’atome d’hydrogeéne du
groupement hydroxyle des composés phénoliques de 1’huile essentielle. En
présence d’un radical libre DPPH, I’atome H est transféré sur ce dernier, alors sera
transformé en une molécule stable DPPH.H, ceci provoque une diminution de la
concentration du radical libre et également 1’absorbance au cours du temps de

réaction jusqu’a I’épuisement de la capacité d’antioxydant donneur d’hydrogene.

Cette Activité est due a la présence des composés phénoliques ou effet synergique
de I'ensemble des composés majoritaires de I’HE étudiée[215], et qui possedent une
forte activité anti-oxydante [216],et la présence des mono-terpénes oxygeénés et la
teneur relativement éleveée de Beta-pinene (terpene) mono-terpénes, O-cymene, et
Gamma-terpinene, des hydrocarbures et le Cuminl-aldehyde selon les travaux de
Hadjlaoui et al [203] et de Akash. K [217], qui sont des excellents agents anti-
radicalaires [218]. Il semble y avoir une tendance générale que les HE qui contiennent
mono-terpénes oxygeénés et / ou sesquiterpénes ont une plus grande propriété anti-
oxydante [219].

Ces composes sont présents dans la composition de I’HE du Ruta chalepensis, mais
en faibles proportions ce qui explique la différence d’efficacité entre I’'HE du Ruta

chalepensis et celle du Cuminum cyminum.

Ce n’est pas uniquement les composés majoritaires des HE qui sont responsables
de cette activité anti-oxydante, mais il peut y avoir aussi d’autres composés
minoritaires qui peuvent interagir d’une fagon synergique ou antagoniste pour

créer un systeme efficace vis-a-vis des radicaux libres [220].

Expérimentalement, on peut estimer le TEC50, le temps nécessaire pour atteindre

1I’équilibre a CES0, la constante de vitesse de la réaction.
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Donc :

e Ce temps est compris entre 5 et 30 min ce qui veut dire que I’HE du Cuminium
cyminum exerce une activité anti-oxydante en réaction intermediaire.
e Etil est supérieur a 30 min pour I’HE du Ruta chalepensis ce qui veut dire que

cette HE exerce une activité anti-oxydante en réaction lente.

V.4. Conclusion

L’HE du Cuminum cyminum est plus anti-oxydante par rapport a celle du Ruta
chalepensis, cette activité est comparable a celle de ’acide ascorbique et elle est
fonction de ses composés majoritaires, qui sont connus par leur effet anti-radicalaire
qui augmente en augmentant la concentration qui augmente en augmentant la

concentration de I’HE.
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Conclusion

Au terme de ce travail, essentiellement consacré a I'étude des activités biologiques
des huiles essentielles de deux plantes (Ruta chalepensis et Cuminum cyminum)
obtenues par deux méthodes d’extraction 1’une classique (Hydro-distillation classique)
et I’autre moderne (Hydro-distillation assistée par Induction électromagnétique), il nous
parait intéressant de dégager les principaux résultats auxquels nous avons abouti.

e L'extraction des HE par hydro-distillation assistée par induction magnétique avec
NaCl a donné un rendement meilleur : 3,09% et 2,06 % pour Ruta chalepensis et
le Cumin respectivement et 1’hydro-distillation assistée par induction qui a donné
un rendement encore meilleur en temps plus court de 2,64 % et 1,97% par rapport
I’hydro-distillation classique avec un rendement de 2,50 % et 1,66 %.

e L'évaluation de la pureté des HE est mise en lumiére par la détermination des indices
physico-chimiques : densité et indices de réfraction.

e L'évaluation des effets biologiques de I'HE de Ruta chalepensis et Cuminum
cyminum ont réveélé que :

L'HE du Cuminum cyminuma exercé une excellente activité antibactérienne sur

I'ensemble des souches bactériennes testées méme sur la souche multi-résistante, par

rapport a I’HE du Ruta chalepensis qui s’est révélée active que sur Staphylococcus

aureus.

Cette activité est meilleure pour les HE obtenues par induction magnétique avec NaCl

que celles obtenues par induction magnétique et Hydro-distillation classique.

Staphylococcus aureus (Gram+), Acinétobacterspp, et Proteus mirabilis (Gram-) sont

les souches qui se révélent extrémement sensibles vis-a-vis de I’'HE du Cumin avec des

diametres d’inhibition supérieurs a 20 mm.

Klebsiella pneumonae et Esherichia coli (Gram-) se montrent sensibles avec des

diameétres d’inhibition compris entre 15 et 19 mm. Comparativement avec

Pseudomonas aeruginosa et Entérobactersp, qui se montrent moyennement sensibles

avec des diametres compris entre 10 et 14 mm.

L’activité anti-oxydante des HE déterminée par la méthode de DPPH montre que ’'HE

du Cumin a une activité anti-oxydante importante avec des IC50 faibles : 0,15, 0,24 et

0,12 mg/ml pour 1’hydro-distillation classique, 1’induction magnétique et I’induction

104



CONCLUSION GENERALE

magnétique avec NaCl respectivement, cette activité est comparable a celle de 1’acide

ascorbique qui présente une 1C50 égale a 0,26 mg/ml, ce qui signifie son efficacité par

rapport a I’HE du Ruta chalepensis, qui montre des IC50 plus grandes (0,96, 1,14 et

0,55 mg/ml pour I’hydro-distillation classique, 1’induction magnétique et 1’induction

magnétique avec NaCl respectivement).

e Par conséquent, les HE obtenues par induction électromagnétique avec NaCl durant
I’extraction  sont plus efficaces que les huiles obtenues par induction
électromagnétique et ces dernieres sont plus efficaces que celles obtenues par
hydro-distillation classique.

A l'issu de ce travail, nous pouvons conclure que les HE du Cuminum cyminum
sont plus efficaces que celles du Ruta chalepensis semblent étre servir comme nouvelles
substances a pouvoir antibactérien et antioxydant efficaces et peuvent constituer

alternatives des produits chimiques utilisés en medecine et dans différentes industries.

e De nouvelles perspectives expérimentales peuvent étre envisagées par une étude
plus poussée de la composition chimique par chromatographie gazeuse couplée
a la spectrométrie de masse (CG-MS) qui devrait nous permettre d'identifier
clairement les molécules impliquées dans I'effet antibactérien, et antioxydant,
et d'avancer vers une meilleure connaissance du (des) mécanisme(s)
moléculaire(s) intervenant dans les effets biologiques observes.

e L'activité antibactérienne et anti-oxydante, doit étre menée non seulement sur

I'HE, mais également sur ses composés séparés.

o |l serait intéressant de continuer ces travaux notamment sur d'autres bactéries
pathogenes, levures, champignons et virus afin de confirmer I'efficacité ou non
de ces HE et analyser les composants bioactifs de ces plantes des autres régions

du pays.
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