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Résumé :

Au cours de ce travail, nous avons apporté une molécule biologique naturelle extraite de
matiéres marines, la chitosane , et nous l'avons diagnostiquée avec FTIR et évalué son activité
antibactérienne.

En plus de I'évaluation de l'activité bactérienne de I'infusion de ’harmal et de I’armoise blache
, ainsi que de I'huile essentielle d'artémisia et de myrte commun , en plus de jus l'ail et du jus d'oignon,
qui sont toutes des plantes connues pour leurs nombreuses propriétés thérapeutiques et selon les résultats
obtenus, nous avons préparé un mélange entre chitosane et huile essentielle de I’armoise blanche , et il a
également été mélangé Encore une fois avec du jus d'ail et une seconde fois avec du jus d'oignon et en
évaluant a chaque fois l'activité bactérienne pour ce dernier
L’étude de I’activité antibacterienne a montré que 1’ail a une importante activité antimicrobienne sur
toutes les bactéries testées dont les diamétres des zones d’inhibition varient de 15- 40mm. suivi par le
chitosane présente une activité antimicrobienne moins importante que celle de jus d’ail, dont les
diameétres des zones d’inhibition varient de 12 a 20mm. le jus d’oignon et le mélange on tune faible
activité. L’association du chitosane- jus d’ail, a permis I’amélioration de 1’activité antimicrobienne du
chitosane dont les diamétres des zones d’inhibition sont de 14- 35mm. L’huile essentielle de I’armoise
blanche présente un effet fort inhibiteur contre les souches microbiennes testées a savoir: Staphylococcus
aureus, citrobacter diversus, Klebsielle oxytoca, E. coli et Enterobacter cloacae sont trés sensibles a
I’HE. de I’armoise blanche puisque les diametres d’inhibition sont compris entre 15-18mm.

Mots-clés: chitosane. Huile essentielle. Infusion .jus. Plantes médicinales. Activité antibactérienne

Abstract : During this work, we brought a natural biological molecule extracted from marine matter,
chitosan, and we diagnosed it with FTIR and evaluated its antibacterial activity.

In addition to the evaluation of the bacterial activity of the infusion of harmal and mugwort, as well as
essential oil of artemisia and common myrtle, in addition to the juice of garlic and onion juice, which are
all plants known for their many therapeutic properties and according to the results obtained, we prepared
a mixture between chitosan and essential oil of white mugwort, and it was also mixed again with juice of
garlic and a second time with onion juice and each time evaluating the bacterial activity for the latter

The study of the antibacterial activity showed that the garlic has an important antimicrobial activity on all
the bacteria tested whose diameters of the zones of inhibition vary from 15- 40mm. followed by chitosan
exhibits less antimicrobial activity than that of garlic juice, the diameters of the inhibition zones of which
vary from 12 to 20mm. onion juice and mixture have low potency. The combination of chitosan and
garlic juice has improved the antimicrobial activity of chitosan, the diameters of the inhibition zones of
which are 14-35mm. The essential oil of white mugwort has a strong inhibitory effect against the
microbial strains tested, namely: Staphylococcus aureus, citrobacter diversus, Klebsielle oxytoca, E. coli
and Enterobacter cloacae are very sensitive to EO. mugwort since the inhibition diameters are between
15-18mm.

Keywords: chitosan. Essential oil.soaked. juice. Medicinal plants. Antibacterial activity
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Introduction générale

En l’espace d’un siecle, les polymeéres sont devenus incontournables dans notre vie
quotidienne. Ils sont utilisés dans une multitude d’applications et il serait désormais difficile de
s’en passer. La plupart des matériaux polymeéres sont élaborés a partir du pétrole. Cependant,
cette ressource est en diminution progressive et ’on atteindra dans les prochaines décennies un
pic pour lequel la demande, tirée a la hausse par le développement des pays eémergents, sera

supérieure a 1’offre, faisant grimper toujours plus haut les cours de 1’or noir.

En outre, en ce début de siecle, les enjeux sociétaux et environnementaux liés au
changement climatique sont trés importants. Dans ce contexte, le concept de développement
durable est apparu a la fin du XX¢éme siecle. C’est pourquoi les polymeéres naturels recoivent un
intérét grandissant auprés du monde académique et industriel. lls sont en abondance, de nature
trés variée, et présentent souvent des caractéristiques intéressantes. Cependant, pour pouvoir
remplacer a l’avenir une part non négligeable des polymeéres d’origine fossile par des
biopolyméres, de nombreux défis sont a relever. De trés nombreuses études ont été conduites

lors de la derniére décennie afin de développer des biopolymeres

plus performants, mais il reste encore du chemin a parcourir afin qu’ils puissent trouver

leur place sur le marché concurrentiel des polymeres.

Il existe une trés grande diversité de biopolymeres, parmi lesquels on trouve la famille
des polysaccharides tels que le chitosane, issu des produits marins. Ce biopolymére constitue
une alternative intéressante dans le cadre du remplacement des polymeres issus de la
pétrochimie, car il posséde des propriétés physicochimiques et biologiques importantes a savoir

I’activité antifongique et antibactérienne (Mokrani,2013).

Ainsi d’autres types de biomolécules cette fois ci issus des plantes médicinales ces
dernieres sont utilisées depuis l'antiquité, pour soulager et guérir les maladies humaines. En fait,
leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence de centaines, voire des milliers de
composés naturels bioactifs appelés: les métabolites secondaires. Ces derniers sont par la suite
accumulés dans différents organes et parfois dans des cellules spécialisées de la plante.
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 culinaires en quéte de molécules naturelles efficaces
et dénuées de tout effet adverse. De nombreuses études ont mis en évidence la présence de
métabolites secondaires doués d'activités biologiques telles que les polyphénols, alcaloides,

terpenes ...etc.



Introduction générale

L'Algérie posséde une flore vegétale riche et diversifiée. Parmi les plantes médicinales
qui constituent le couvert végétal, se trouve armoise blanche, harmel ; myrthe commun ainsi 1’ail
et I’oignon. Ces derniers sont largement distribués ; ces plantes medicinales sont utilisées en
médecine traditionnelle parce qu’elles renferment plusieurs molécules douées d’activités

thérapeutiques.

Par example A. herba alba est largement utilisée pour traiter les troubles digestives, les
ulcéres, les briilures, la diarrhée,...etc. a constitué le sujet de plusieurs études qui font déterminé
leurs compositions chimiques (De Pascual et al .,1984 ; Rauter et al ., 1989 ; Joao et al .,1998 ;
Akrout et al., 2001), ainsi que les propriétés biologiques (Memmi et al ., 2007 ; Sefi et al., 2010 ;
Akrout et al., 2011).

L’objectif de ce travail est d’étudier I’effet de différentes biomolécules issues de

source animaleet végétale, puis leur melange, sur des souches bactériennes.
Ce mémoire est structure en deux parties :

1. Une étude bibliographique, organisée en trois chapitres : le premier chapitre présente
des généralités sur la chitine, le deuxieme chapitre traite les différentes applications de la chitine

et le chitosane. Le troisieme chapitre présenteLes plantes aromatiques et médicinales

2. Une étude expérimentale, organisée en deux chapitres: un chapitre est consacré aux
produits utilisés, méthodes expérimentales. Un chapitre illustre les résultats obtenus, suivi des

interprétations et discussions.

Enfin, une conclusion générale sera présentée. Elle résumera les principaux résultats

obtenus lors de ce travail de mémoire et donnera différentes perspectives pour les études futures.
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Chapitre | La chitine et ses dérivés

I. 1. Historique

La chitine fut isolée pour la premiére fois en 1811 par le Professeur H. Braconnot,
Directeur du jardin botanique de 1I’Université de Nancy en France.

Il obtient, a partir du champignon Agaricus volvaccus(Seda et al., 2004), une substance
fibreuse résistante aux solutions alcalines concentrées et insoluble dans les solutions acides,
telles que I’acide sulfurique. Le composé qu’il nomma «fungine» était, toutefois, un mélange de
chitine et d’un autre polysaccharide non azoté (Mrunal, 2004). En 1823, le scientifique Francais
Odier isola un résidu insoluble et qu’il appela «chitine» (du Grec Khiton qui signifie enveloppe)
(Kramer et al., 1985) a partir des carapaces de scarabées par des traitements répétés avec des
solutions chaudes de KOH (Poirier, 2000).

En 1859, le Professeur C. Rouget a fait subir a la chitine un traitement alcalin produisant
ainsi une substance qui est, a la difféerence de celle-ci, soluble dans les acides.
Mais ce n’est qu’en 1894 que H. Seyler nomma cette substance «chitosane» (Mrunal, 2004). En
1879, Ledderhose a proposé de produire la chitine avec du glucosamine et de 1’acide acétique.
Cette composition chimique a été confirmée par E. Gilson en 1894 (Kramer, 1985).

La chitine, le chitosane et la cellulose ont été confondus pendant longtemps. En 1886,
Tiemann confirma la présence d’un groupement amine sur le carbone 2 de la configuration D-
glucose du chitosane. Ce n’est qu’en 1912 que Barch et VVon flirth conclurent que la chitine était
un N-acétyl-D-glucosamine polymérisé (Poirier, 2000).

Durant les années 1930 et 1940, ces biopolymeéres de glucosamine ont été principalement
appliqués dans le domaine médical et le traitement des eaux usées. Mais ce n’est qu’en 1970 que
ces polymeres ont suscité un réel intérét ayant pour résultat, la premiére conférence de chitine-
chitosane qui a eu lieu aux Etats-Unis (Boston) en 1977 (Muzzarelli et Riccardo, 1983).

Les travaux de Muzzarelli durant 1’année 1980, ont considérablement amélioré la
compréhension de ces matériaux. Aujourd’hui, on connait que la chitine et le chitosane, appelés
aussi substances chitineuses, sont des sources renouvelables et abondantes dans la nature, elles
font I’objet de plusieurs études et ont retenu 1’attention en tant que candidat pour plusieurs
applications en médecine (antitumoral, antiviral, antimicrobien,...), dans le traitement des eaux
(adsorption des métaux lourds,...), en biotechnologie, etc (Mrunal, 2004).

I. 2. La chitine
I. 2. 1. Définition de la chitine
La chitine est, apres la cellulose, le polysaccharide le plus répandu dans la nature. C’est

un copolymeére constitué¢ d’une chaine linéaire d’unités de 2-acétamido-2-desoxy-D-glucose et 2-
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Chapitre | La chitine et ses dérivés N

amino-2-desoxy-D-glucose (CgH1,0sN)navec n>>1(Kramer et al., 1985), liées entre elles par des
liaisons osidiques B (1-4) (A) (Kittur et al., 2002; Andrade et al, 2003).
I1 s’agit donc, d’un composé dont la structure se rapproche de celle de la cellulose (Morimoto et

al., 2002) (B) (Fig. 1).

A

UH
E H-

“‘“’%\J ﬁ?*

S— H n

Fig. 1. 1. Les structures moléculaires : chitine (A) et cellulose (B)
(Onar et Sariisik, 2000;Mrunal, 2004)

La chitine posséde une structure cristalline et constitue un réseau de fibres organisées,
elle confere une rigidité et une résistance aux organismes qui en contiennent (Montserrat, 2002).
Les différents organismes qui la synthétisent sont présents dans de trés nombreux écosystémes,

autant terrestres qu’aquatiques. Sa production annuelle par biosynthese est de 10" & 10™ tonnes
(Hobel, 2004).

L’analyse aux rayons X montre que la chitine est une substance polymorphe qui se



Chapitre | La chitine et ses dérivés

rencontre sous trois formes : a, P, vy et dont la différence réside dans 1’orientation des chaines
polysaccharidiques (Tabaoda et al., 2003), le degré d’hydratation, la taille de la cellule unitaire et

le nombre de chaine de chitine par cellule unitaire (Merzendorfer and Zimoch, 2003 ).

La forme a représente la forme la plus répandue et la plus stable dans la nature (Svitil et
al., 1997). Elle est rencontrée chez les mollusques, les planctons et dans les cuticules des
arthropodes tels que les crustacés (crevettes, crabes, langoustes,....) et dans la paroi des

champignons (levures et moisissures) (Zhang et al., 2000; Hobel, 2004).

La forme B représente la forme la moins stable et la plus dégradable de la chitine
(Manisara et al., 2003). Elle est rencontrée chez les mollusques tels que les calmars, les cocons

d’insectes ainsi que la paroi des champignons (Hobel, 2004).

La forme y rencontrée dans 1’estomac du calmar Loligo sp (Hobel, 2004) et les cocons
des insectes (Falini et al., 2003).

l. 2. 2. Les sources de chitine

La chitine se retrouve naturellement dans les téguments d’insectes, de nématodes et
d’invertébrés marins. On en retrouve, également, dans la paroi cellulaire de certaines algues et
dans la paroi des champignons (Kamst et Spaink, 1999;Gogev et al., 2003). Cependant, le
pourcentage de chitine présente chez ces différents organismes varie en fonction de 1’espece et la
région (Mrunal, 2004) (Tableau I. 1).

La chitine peut étre extraite & partir des trois sources a savoir : les crustacés, les micro-
organismes et les insectes. Cependant, la principale source de chitine exploitée commercialement
demeure néanmoins les carapaces d’invertébrés marins et d’eau douce comme les crevettes, les
crabes, les homards et les krills qui sont fournis en grandes quantités par 1’industrie de
transformation alimentaire des crustacés. Pour ces industries, les téguments sont un véritable

déchet et leur utilisation est une forme de revalorisation de la biomasse.

Les champignons utilisés par I’industrie de la fermentation sont une deuxiéme source de
chitine exploitée commercialement. Ces industries produisent, entre autres, des antibiotiques et
de I’acide citrique. Dans ce cas, la chitine est extraite des parois des microorganismes apres leur

utilisation en fermenteur (Plouffe, 1997).
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Tableau I. 1. Le pourcentage de chitine chez certains crustacés, insectes, mollusques et
champignons (Hobel, 2004)

% de
Organismes % de chitine Organismes -
chitine
Crustacés : bombyx (ver de soie) 44,2°
cancer (crabe) 72,1° calleria (ver a cire) 33,7°
carcinus (crabe) 64,2° Mollusques :
paralithodes (crabe royal) |35,0° Palourde 6,1
callinectes (crabe bleu) Coquille des huitres 3,6
crangon (crevette) 14,0 Stylo de calmar 41,0
crevette d’ Alaska 69,1° Krill, carapace déprotéinée 40,2
nephros (langouste) 28,01 Champignons :
homarus (langouste) 69,8° Aspergillus niger 42,0°
lepas (bernacles) 60- 75° Penicillium notatum 18,5°
Insectes : 58,3° Penicillium chrysogenum 20,1°
Periplaneta (cafard) Saccharomyces cerevisiae 2,9°
Blatella (cafard) 2,0¢ Mucor rouxii 44,5
Cleoptera (coccinelle) 18,4° Lactarius vellereus 19,0
Diptera 27- 35°
Pieris (papillon) 54,8°
64,0°

a : par rapport au poids frais de [’organisme.

b . par rapport au poids sec de ['organisme.

C : par rapport au poids organique de la cuticule.
d : par rapport au poids total de la cuticule.

e : par rapport au poids sec de la paroi cellulaire.

Chez les insectes, la chitine constitue 1,4% du poids frais de ’animal, ce qui explique

I’absence d’exploitation (Kiefer, 1999).
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I. 3. Les dérivés de la chitine
L’hydrophobicité de la chitine limite son utilisation (Manisara et al., 2003 ; Freier et al.,

2005). Pour y remeédier, des dérivés de chitine ont été mis en évidence par modification de sa
structure chimique. Ces modifications peuvent étre une désacétylation par élimination du radical
acétyl, une substitution du polymere avec un composé chimique ou une réaction d’hydrolyse.

La chitine est modifiée pour obtenir des polysaccharides amphiphiles de structure
contr6lée qui peuvent étre cationiques (chitosane) ou anioniques (carboxymethyle chitine)

(Desbriéres, 2003)(Fig. 1.2).

Carapace de crustacé
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Fig. I. 2. Fabrication de la chitine et de ses dérivés
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I. 3. 1. Le chitosane
Le chitosane est un copolymére cationique, constitué d’unité de B (1-4) 2 amino-2
desoxy-D-glucose (D-glucosamine) et B (1-4) N-acétyl 2- amino 2- desoxy- D- glucose
(Graham et Mark, 1995 ; Hitoshi et Yoshihiro, 1999 ; Berger et al., 2004) (Fig. I. 2).
Ce polymere est rarement rencontré chez les micro-organismes, sauf chez certains types
de champignons tels que les zygomyceétes ou il se trouve en abondance (Nadarajah et al.,
2001).

OH - n

Fig. 1.3. Structure chimique du chitosane (Mrunal, 2004)

Le chitosane est comme la chitine, un polysaccharide biodégradable, biocompatible
(Begona et Ruth, 1997 ; Shobhan et Lawrence, 2000 ; Preynat et al., 2003), bioadhésif, non
toxique (Caigin et al., 2004) et non allergénique. Il peut étre caractérisé par ses propriétés
intrinséques (pureté, poids moléculaire, viscosité) et le degré de désacétylation (DD) (Lanveer et
al., 2002). Ce dernier varie entre 70% et 95% alors que son poids moléculaire (PM) varie entre
10-1000 KDa. Ces deux parameétres sont altérés par les conditions de la réaction et la méthode de
désacétylation (Sdkkinen, 2003) et modifiés par une réaction de réacétylation afin d’abaisser le

DD ou une dépolymérisation acide pour diminuer le PM.

Grace aux grands nombres de groupements aminés protonés (NH,") présents sur les
unités glucidiques, le chitosane est soluble dans les acides organiques dilués mais insoluble dans
I’ecau et dans les solvants organiques usuels (Sdkkinen, 2003 ; Mrunal, 2004).
Il se dissout dans 1’acide chlorhydrique et les acides organiques tels que I’acide formique, I’acide
acétique, 1’acide oxalique et I’acide lactique (Kurita, 2001), et se précipite a pH basique. Pour le

rendre soluble dans 1’eau, sa structure chimique a ét¢ modifiée donnant naissance a des dérivés
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hydrosolubles tels que: le chitosane succinamide produit par une réaction avec 1’acide

succinique (Kamiyama et al., 1999 ; Hitoshi et Yoshihiro, 1999).

I. 2. 3. Les propriétés de la chitine et du chitosane

La chitine est un polysaccharide azoté, basique, cationique, de couleur blanchatre et non
toxique. Elle est caractérisée par sa rigidité, sa faible réactivité chimique, ses propriétés
biologiques et physico-chimiques (Majeti et al., 2000 ; Morimoto et al., 2002 ; Mrunal, 2004).
I. 2. 3. 1. Les propriétés biologiques
- La biodégradabilité : la dégradation biologique de la chitine est realisée par une série
d’enzymes : chitinases, lysozyme et glucanases (Shigemasa et al., 1994 ; Chih-Min et al., 2002 ;
Yang et al., 2004). Parmi les chitinases, les endo-chitinases (Laura et al., 2006) hydrolysent le
polymere de facon aléatoire pour produire des diméres et des trimeres de N-acétylglucosamine
(NAG), tandis que les exo-chitinases (Laura et al., 2006) hydrolysent la chitine de haut poids
moléculaire en produisant uniquement des dimeres de NAG. Finalement, les N-
acétylglucosaminidases aussi appelées chitobiases ou N-acétyl hexoaminidases hydrolysent les
diméres de NAG et parfois le NAG des extrémités non-réductrices des chaines de chitine pour
produire des monomeres de NAG (Plouffe, 1997).
- La biocompatibilité : sa présence dans I’organisme vivant n’induit aucun effet néfaste a la santé
du receveur (Foscolo et Phillipon, 1997 ; Bal et al., 2006).
- Effets bactériostatique et bactéricide (Morimoto et al., 2002).
I. 2. 3. 2. Les propriétés physico-chimiques
Ces propriétés influencent I’utilisation industrielle de la chitine.
- Le degré d’acétylation (DA): c’est un des plus importantes caractéristiques de la chitine
(Muzzarelli et Riccardo, 1980). Il est défini comme étant le nombre de groupe N-
acétylglucosamine présent sur le polymére par rapport au nombre total d’unités (Montserrat,
2002).

On parlera de chitine lorsque DA est supérieur a 70% (Kiefer, 1999). Cependant, une
désacétylation peut avoir lieu au cours de 1’extraction de la chitine, on parle alors du degré de
désacétylation qui varie en fonction de I’origine et la méthode d’extraction de la chitine (Kurita,
2001).

Le degré de deésacétylation (DD), défini comme étant le nombre de groupes
D-glucosamine par rapport au nombre total d’unités, est reli¢ au DA (DD= 100- DA). C’est un

parametre structural important qui influence les propriétés physico-chimiques de la chitine (poids
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moléculaire, viscosité, solubilité, 1’activit¢ physiologique, la réactivit¢ chimique et la
biodégradabilité,....) (Suzuki et al., 1990 ; Kittur et al., 2002).

Afin de déterminer le degré d’acétylation avec une plus grande précision, plusieurs

techniques ont été testées. La technique qui semble la plus adaptée pour une caractérisation
rapide est la spectroscopie infrarouge (Muzzarelli et al., 1980;Montserrat, 2002).
- La solubilité : malgré la similarité structurale, la chitine est insoluble dans les solvants
usuellement utilisés pour la cellulose (solutions aqueuses d’hydroxyde de cuprammonium, de
cupriethylénediamine et de cadoxen) (Poirier, 2000). Elle est fortement hydrophobe et insoluble
dans les solvants organiques usuels a cause de sa structure cristalline (Morimoto et al., 2002).

Elle se dissout dans quelques solvants corrosifs et toxiques tels que
hexafluoroisopropanol, hexafluoroacétone, chloroalcoolen présence d’acides minéraux. Elle est
également soluble dans 1’acide chlorhydrique, I’acide sulfurique, 1’acide acétique et 1’acide
phosphorique a 78-97% (Yang et al., 2004). Cependant, ces solvants provoquent sa dégradation
(Gagné, 1993).

Les mélanges N,N- diméthylacétamide (DMAC)/ LiCl et N- méthylpyrrolidone (NMP)/

LiCl utilisés également pour la solubilisation de la chitine furent découverts en 1977.

La solubilité¢ de la chitine dans DMAc/ LiCl semble dépendre du degré d’acétylation.
Plus le degré d’acétylation est élevé, plus le pourcentage de solubilité est €élevé. Cela démontre

I’importance du groupement N-acétyl dans le mécanisme de solubilisation.

- Le poids moléculaire : la définition du poids moléculaire des polysaccharides et la
compréhension de ses conséquences sur les propriétés physico-chimiques, ont présenté un vrai
défi aux chimistes pendant un certain nombre d’années. Dans le cas de la chitine, la connaissance
de tel parameétre est trés importante pour les usages industriels (Montserrat, 2002). 1l varie entre
1,03 et 2,5 MDa (Fernandez-Kim., 2004).

11.2.1. Production de chitosane a partir de la chitine (Processus de désacétylation)

Les techniques actuelles permettent, a partir des déchets, d'aboutir a une deminéralisation
et a une déprotéinisation convenables de la carapace et donc a une chitine partiellement purifiée.
On peut ensuite, en fonction des exigences, procéder a des purifications supplémentaires afin

d'obtenir un produit ultra-pur débarrassé de toute protéine.

En partant de la chitine, on peut également moduler a souhait le degré d’acétylation et la
masse molaire du polymére, pour obtenir des chitosanes variés grace a des hydrolyses basiques

controlées.
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Si l'extraction de la chitine est aujourd’hui facilement réalisable, 1’étape la plus délicate
reste la désacétylation qui nécessite de substituer suffisamment les groupements acétyles pour
aboutir au chitosane, ce qui peut entrainer une réduction excessive de longueur de chaine du
polymére. En jouant sur la durée du traitement alcalin et sur I’élévation de température, il est
donc possible d’obtenir différents chitosanes a partir d’une méme chitine. Un DA inférieur a
10% est rarement atteint par un procédé simple, la désacétylation totale nécessite plusieurs

étapes. L’échantillon étant soit lavé, soit dissous et reprécipité entre deux cycles.

La désacétylation est généralement effectuée par le traitement avec I'hydroxyde de
sodium ou potassium concentré (40- 50%) a une température > 100°C, pendant au moins 30
minutes pour enlever certains ou tous les groupements acétyle de la chitine (No et Meyers,
1995). La désacétylation ne peut pas étre réalisée avec un réactif acide (Muzzarelli, 1977). Il y a
plusieurs facteurs essentiels qui affectent le rendement de désacétylation comme la température,
la durée, la concentration d'alcalin, les traitements préalables pour l'obtention de la chitine,
I'atmosphere (air ou azote), la quantité de chitine par rapport a la solution alcaline, densité de la
chitine et la taille des particules. Compte tenu de ces parametres, l'objectif idéal de
désacétylation est de préparer un chitosane qui est non dégradé et parfaitement soluble dans

I'acide dilué (acides acétique, lactique, citrique...).
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La chitine et ses dérivés possédent une grande valeur économique a cause de leurs
activités biologiques et leurs applications industrielles et biomédicales (Pawadee et al., 2003). La
production et I’utilisation industrielle de la chitine et ses dérivés augmentent continuellement
depuis les années 1970. Actuellement, a cause de leurs caractéristiques telles que le poids
moléculaire, la charge cationique, leur capacité a stocker la vapeur d’eau, la formation des films
et ’adsorption des métaux lourds, la chitine et ses dérivés ont divers champs d’application qui
s’étendent de ’agriculture, le traitement d’eau, la fabrication du papier et des produits de beauté,
a I’industrie pharmaceutique et la biotechnologie (Harkness et al., 2003 ; Preyanat et al., 2003).
Il. 1. En agriculture

La chitine, le chitosane et leurs oligoméres ont des propriétés fortes intéressantes.
Ils peuvent, en effet, agir comme éliciteurs des mécanismes de défense des plantes (Leclerc,
1997) et leur confere une résistance systémique face a certains agents phytopathogénes
(Bouarab, 2000).

Il a été démontré que le chitosane et ses dérivés, appliqués sur les tissus des plantes provoquent :
1) Tinduction de plusieurs mécanismes biologiques, similaires a ceux observés lors

del’infection par des pathogeénes (Coté, 1999).

2) la synthése de plusieurs proteinases telles les chitinases et de certaines protéases
inhibitrices.
3) I’accumulation de phytoalexines (Muzzarelli et Riccardo, 1983; Bouarab, 2000; Lateur,

2002).

4) 1’augmentation de la lignification dans les tissus.

Les propriétés antifongiques que confeérent la chitine et ses dérivés ont fait I’objet de
plusieurs études. Leur mécanisme d’action est un relachement des molécules de la paroi des
champignons, une augmentation de la vacuolation et la désintégration des protoplasmes des
hyphes. Ce qui explique pourquoi ’agent pathogéne ne peut coloniser les tissus racinaires en
présence de chitosane (Bell et al., 1998 ; C6té, 1999 ; Laflamme, 2000).

Le chitosane permet également de prolonger le temps de conservation des fraises, des
poivrons, des concombres et des tomates (EI-Ghaout et al., 1992), a cause de sa capacité a
former un enrobage semi-perméable (Ait Barka et al., 2004) qui modifie 1’atmosphére interne
des fruits en retardant le vieillissement rapide et le taux de respiration (Amilali, 1999).

Ali et al (1997) ont observé, suite a I’ajout de matiere organique chitineuse, que les feuilles

et les tiges de soja accumulent plus d’azote (Coté, 1999).
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I1. 2. Traitement des eaux usées et protection de I’environnement

Les rejets industriels colorés présentent un probléme de résistance des polluants et
constituent un impact pour I’environnement. En effet, la présence dans ces rejets des substances
organiques ou minérales non biodégradables, voire toxiques, engendre un impact négatif sur le
milieu récepteur (sol, cours d’eau, mer,...) (Giilbahar et al., 2007), ce qui impose leur traitement
avant de les évacuer dans ce milieu. En particulier, les colorants contenus dans les effluents des
textiles nécessitent des techniques physico-chimiques pour les dégrader telles que: la
coagulation-floculation, oxydation, ultrafiltration, ...). Cependant, I’utilisation de ces techniques
reste limitée a cause du codt de traitement éleve ou des difficultés de gestion des boues qui en
résultent. L utilisation des substances chitineuses (chitine et chitosane) pour la décoloration des
effluents par adsorption et par coagulation-floculation constitue une alternative aux différentes
techniques de dépollution précédemment citées (Joseph et Laszlo, 1994 ; Elisane et al., 1998 ;
Bribri et al., 2005).

La chitine, le chitosane et leurs dérivés sont également caractérisés par leur grande capacité
d’adsorber des ions métalliques (Jaroslaw et al., 2005) tels que les ions Cd®* (Benguella et
Benaissa, 2002), et les ions Cu®* (Bal et al., 2006; Taboada et al., 2003). Leur capacité & former
des complexes avec des ions métalliques a été exploitée au Japon pour la purification des eaux
(Shahidi et al., 1999).

Les dérivés du chitosane : N- 2-pyridyl- méthyl- chitosane (PMC), N- 2- thiényl-méthyl-
chitosane (TMC) et N- 3- méthyl-thiopropyl chitosane (MTPC) peuvent sélectivement adsorber
des métaux précieux tels que: I’or (IIl), palladium (II) et platinium (IV) dans D’acide
chlorhydrique (Yoshinari et al., 1998). Le pouvoir chélateur de ces substances (Muzzarelli et
Riccardo, 1970 ; Laurance et Mansur, 1980) est expliqué par la présence de groupement
acétylamine (NHCOHj3) et le groupement amine (-NH,) sur les polymeres chitine et chitosane,
respectivement (Mrunal, 2004).

Selon Bailey et ses collaborateurs (1999), le chitosane posséde une affinité exceptionnelle
pour ’adsorption des ions métalliques, avec une capacité supérieure a Immol de métal/g, pour la
plupart des métaux lourds tels que I’arsenic.

En plus des métaux lourds, la chitine et ses dérivés peuvent étre utilisés pour 1’élimination
des nitrates (Jaafari et al., 2001) et la pré-concentration du phénol et chlorophénol dans 1’eau
(Rhee Jae- Seong et al., 1998).
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1. 3. Applications biomédicales et pharmaceutiques
I1. 3. 1. En chirurgie

Les substances chitineuses ont la particularité de résister a la bile, aux jus pancréatiques et
aux urines, ce qui justifie la fabrication des fils de suture en chitine (Wachter, 1998).

1. 3. 2. En ingénierie tissulaire

Le chitosane potentialise la différenciation des cellules ostéoprogenitrices et facilite la
formation osseuse in vitro (Klokkevold, 1995). L’induction de la formation osseuse est aussi
observée in vivo. Elle semble étre favorisée par I’attraction des facteurs de croissance grace aux
propriétés poly cationiques du chitosane. 1l constitue aussi un bon agent ostéoconducteur lors des
chirurgies dentaires (C6té, 1999).

Dans un modele de reconstitution tissulaire, Muzzarelli (1999) a montré que 1’utilisation du
chitosane active les macrophages et stimule les fibroblastes conduisant ainsi, a la formation de
tissus vascularisés et physiologiquement normaux qui accélérent la cicatrisation (Muzzarelli and
Riccardo, 1983). Des analyses histologiques apres implantation chez le rat, au niveau
musculaire, ont montré une bonne tolérance des particules de chitosane par les tissus
environnants (Coté, 1999). Il améliore également I’hémostase (Nettles, 2001).

I1. 3. 3. En ophtalmologie

Les hydrogels sont de formes semi-solides susceptibles d’augmenter le temps de contact
avec les tissus oculaires et d’améliorer la biodisponibilit¢ des médicaments administrés
localement comparativement aux collyres conventionnels. Le chitosane, utilisé¢ jusqu’alors pour
la fabrication de nombreuses formes pharmaceutiques (comprimés, injectables, formes nasales),
a ¢ét¢ choisi comme véhicule pour la mise au point d’hydrogels ophtalmiques
(Felt, 1999 ; Morfin et al., 2002).

I1. 3. 4. Traitement du cancer

Les chitosanes, seuls ou en complexe avec un polymere anionique, sont un excellent
support pour le transport et le relarguage lent de principes actifs médicamenteux (Gogev et al.,
2003 ; Jae-Young et al., 2006).

La biodégradabilité de ces biopolymeéres a permis de fabriquer des dispositifs plus précis,
libérant des substances actives a la vitesse et a I’endroit choisis (Foscolo et Phillipon, 1997).

La bio adhésion est aussi une propriét¢ d’utilité non négligeable dans 1’utilisation du
chitosane dans la libération d’agents thérapeutiques. Elle vise a augmenter le temps de résidence
du systeme polymere/médicament et sa stabilité, par attachement du polymeére a la surface ciblée

et permettre ainsi une optimisation de I’assimilation médicamenteuse.
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Cette propriété est conférée par le caractere poly ionique. En fait, plus la densité de charge
est importante, meilleure est 1’adhésion du polymeére (Coté, 1999).

Le chitosane a été abondamment utilisé comme excipient de base pour des formes
injectables. La majorité des recherches dans ce domaine est axée sur I’utilisation du
polysaccharide dans des formes galéniques de type microspheres ou conjugués
macromoléculaires chargés en principes actifs appartenant a la classe des antinéoplasiques
(mitoxantrone, 5-fluorourcile, ciplatine, cytrabine et paclitaxel) (Felt, 1999 ; Anand et Ramesh,
2004).

IL. 3. 5. Contréle de I’hypercholestérolémie et du surplus de poids

Le chitosane a des propriétés hypercholestérolémiantes dans le serum et le foie (Ousamu et
al.,, 1994 ;Kim Se-Jae et al., 1999), anti-ulcéres, anti-arthriques et anti-uricémies.
Le chitosane alimentaire réagit dans D’intestin et se lie avec les acides gras et autres lipides
comme les triglyceérides, les stérols, le cholestérol et les acides biliaires. Ces nouveaux composés
chitosane-lipides sont fortement excrétés et réduisent d’autant la réabsorption intestinale
(Muzzarelli et Riccardo, 1983 ; Muzzarelli, 1999).

Le chitosane est partiellement métabolisé par les bactéries de 1’intestin et libére de la
glucosamine et du N-acétyleglucosamine, deux produits reconnus pour soulager 1’arthrose
(Muzzarelli, 1999).

I1. 3. 6. Activation du systéme immunitaire

Les chitosanes peuvent également déclencher la production du TNFa (Tumor Necrosis
Factor) par les monocytes humains via les récepteurs lipopolysaccharidiques (Otterlei et al.,
1994). En outre, il a été démontré qu’un chitosane partiellement désacétylé augmente 1’activité
cytolytique des macrophages péritonéaux. Enfin, il stimule également la production d’IL-1
(interleukine-1) par les macrophages péritonéaux chez la souris (Gogev et al., 2003).

L’efficacité du chitosane comme adjuvant (substance qui, lorsqu’elle est administrée en
méme temps qu’un antigéne, augmente la réponse immunitaire a cet antigene) en vaccination est
bien établie actuellement (Gogev et al., 2003). De plus, le chitosane a la capacité d’activer le
complément qui intervient dans la défense immunitaire humorale non spécifique (Benesch,
2001).

Outre la formulation soluble de chitosane, de ses sels et dérivés, des nanoparticules et
microparticules de chitosane ont été également administrés par voie intranasale (Soane et al.,
2001). Il a été démontré que des nanoparticules faites de chitosane étaient efficaces pour
augmenter 1’absorption nasale d’insuline chez le lapin, le rat et le mouton (Gogev et al., 2003).

I1. 3. 7. Activité anticoagulante
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Au niveau sanguin, la chitine, le chitosane et leurs dérivés poly sulfatés ont des propriétés
anticoagulantes, grace a leurs structure proche de I’héparine, ils se comportent comme cette
derniére en inhibant directement 1’activité de la thrombine (Benesch, 2001 ; Preyanat et al.,
2003 ; Jayakumar et al., 2006), et ne produisent ni hémolyse ni altération des lymphocytes et
érythrocytes (C6té, 1999).

I1. 4. Activité antimicrobienne

Le chitosane et ses dérivés inhibent la croissance d’une variété de microorganismes
(bactéries et champignons). L’avantage que présente ces biopolymeéres par apport aux autres
désinfectants c’est qu’ils soient biodégradables et présentent une faible toxicité vis- a- vis des
cellules des mammiféres (Xiao et al., 2001).

Aujourd’hui, I’activité antimicrobienne du chitosane et ses dérivés est bien déterminée,
mais leur mode d’action reste inconnu (Jae-Young et al., 2006). Plusieurs mécanismes ont été
Proposes :

1- Altération de la perméabilité cellulaire en se fixant sur la membrane de la cellule (EI- Ghaouth
etal., 1992).

2- Inhibition de la synthése protéique par I’interaction du chitosane et I’ADN ce qui bloque la
formation de I’ARNm (Xiao et al., 2001).

3- A cause de son pouvoir chélateur, le chitosane fixe les ions métalliques inhibant ainsi la
production de toxines et la croissance cellulaire (Jae-Young et al., 2006).

4- Inhibition de I’activité enzymatique par 1’absorption des molécules d’eau (Shahidi et al.,
1999).

I1. 5. En industrie agro-alimentaire

La chitine et ses deériveés : chitosane, N-méthylene phosphonique chitosane (NMPC) et N-
Lauryl- N- méthyléne phosphonique chitosane (LMPC) sont des biopolymeres qui ont la
capacite de former des films biodégradables, d’immobiliser les enzymes et préserver les aliments
contre la détérioration microbienne (Shahidi et al., 1999). lls sont également utilisés comme
additif alimentaire (Agullo et al., 2003). Le chitosane a été propose également dans la
composition d’aliments a faible teneur en sucre et en sel.

I1. 6. En biotechnologie

Faisant partie des polymeres cationiques, le chitosane permettrait la complexation de
I’ADN et a le potentiel d’étre utilisé en tant que vecteur non viral pour délivrer des génes (COte,
1999 ; Suna Ozbas-Turan et al., 2003). Il a été utilisé également pour I’immobilisation des
enzymes (Muzzarelli et Riccardo, 1980) et I’encapsulation des cellules des mammiferes

(Jinjiang, 1996).
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I1. 7. Autres applications

Le chitosane peut étre appliqué dans I’industrie papetiére. Les chimistes ont remarqué que
la molécule de chitosane ressemble étonnamment a la cellulose. Il suffit de remplacer les
groupements amines (NH;) du chitosane par des groupements hydroxyles (OH) pour obtenir la
cellulose. Des industriels américains comptent bien utiliser les dérivés du chitosane pour la
fabrication de pate a papier (Dubrana, 1992).

Dans I’industrie photographique, le chitosane est utilisé¢ pour récupérer les sels d’argent qui
viennent se fixer sur le bio polymere.

En Microbiologie, la chitine peut étre utilisee comme source de carbone dans les milieux
de culture de bactéries chitinolytiques telles que Bacillus cereus et Pseudomonas aeruginosa K-
187. Par conséquent, elle induit la production des chitinases (Wang et al., 1995 ; Chang et al.,
2006) qui peuvent étre extraites du milieu pour étre utilisées comme des biopesticides (Kramer et
Muthukrishnan, 1997), des antibactériens et des fongicides (Huang et al., 2005).

En outre, les hydrolysats de chitine sont egalement utilisés comme source de carbone et
d’azote pour la production de Protéines d’Organismes Unicellulaires (POU) (Ferrer et al., 1996 ;

Shin et al., 2000).
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I11. 1. Définition

Les plantes médicinales regroupent toutes les plantes dont ’'un de leurs organes contient
une ou des substances chimiques qui sont destinées a produire une activité pharmacologique.
Elles représentent la forme la plus ancienne et la plus répandue de médication (Halberstein,
2005). Actuellement grace aux progres scientifiquex considérables enregistrés depuis la fin du
XIX*™ sigcle (technique d’analyse et extraction... etc.) les plantes médicinales constituent des
ressources inestimables qui ont été utilisées pour trouver de nouvelles molécules nécessaire a la
mise au point de futurs médicaments (Gurib-Fakim, 2006 ; Harrar,2012). D’aprés Odile et
Daniel (2007), environ plus de 30% des médicaments contiennent des principes actifs d’origine
naturelle.
I11.2. Parties de plantes médicinales utilisées

Les différentes parties de la méme plante médicinale peuvent présenter des constituants

chimiques trés différents et qui n’ont pas la méme action thérapeutique. Généralement, en
médecine traditionnelle, la partie qui contient le plus de principes actifs est la plus employée. Les
différentes parties de plantes qui peuvent étre employées chez la plupart des populations sont
ceux qui ont été decrites par Gurib-Fakim, 2006 :
- Racine, les racines peuvent étre fibreuses, solide ou charnues
* Rhizome, est une tige ligneuse ou allongée charnue qui pousse généralement horizontalement
en dessous du sol, formant des feuilles au-dessus du sol et des racines dans le sol.
* Bulbe, est une pousse souterraine verticale disposant de feuilles modifiées utilisées comme
organe de stockage de nourriture par une plante a dormance. Les bulbes les plus populaires en
médecine traditionnelle sont I'oignon et I'ail.
* Tubercule, est une structure charnue gonflée, généralement souterraine, qui assure la survie des
plantes pendant la saison d'hiver ou en période de sécheresse. Ces organes peuvent étre formés
sur les racines ou se développent sur les parties aériennes de la plante. La pomme de terre
africaine (Hypoxis sp. De la famille Hypoxidaceae) est un exemple bien connu.
- Ecorce, I'écorce est la couche protectrice externe d'un tronc d'arbre, elle est souvent riche en
toxines (phénols) et principes amers (tanins) ce qui la rend plus protectrice. Exemple :
(Cinchonasp.,Rubiaceae) et (Cinnamomum camphora et C. camphora , les deux de la famille
Lauraceae). — Bois, le bois est la tige épaisse ou le bois lui-méme. Exemple : Santalum album de
la famille Santalaceae.
- Feuilles, les feuilles peuvent étre utilisées seules ou mélangées avec leur pétiole. Exemple :

Ginkgo biloba de la famille Ginkgoaceae.
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- Gommes, les gommes sont des composés solides constituent d’un mélange de polysaccharides.
IIs sont solubles dans I'eau et partiellement digérés par les étres humains. Exemple
(AcaciaSenegal; Terminalia bentzoe). Huiles essentielles : Exemple (Mentha x piperita;
Cananga odorata).
- Les parties aériennes,toutes les parties de la plante qui se trouvent au-dessus du sol. Elles sont
récoltées, trés souvent, lors de la floraison. Exemple : Hypericum perforatum de la famille
Hypericaceae.
- Fleurs,les fleurs sont trés utilisées dans la médecine traditionnelle.
- Fruits, Exemple (Punica granatum ; Citrus sp). Graines : Exemple (Ricinus communis;
Foeniculum vulgare).
I11.3. Conseils et préparation des plantes médicinales
111.3. 1. La récolte des plantes
La récolte des plantes médicinales est une étape trés importante, notamment en médecine
traditionnelle. Elle doit étre effectuée au moment le plus favorable afin de conserver 1’efficacité
des principes actifs. Certaines plantes peuvent étre cueillies toute I'année, mais la plupart doivent
étre récoltées a un moment précis de leur croissance pour étre utilisées immédiatement ou
conservées (Larousse des plantes médicinales, 2001). Les auteurs de cette référence (Larousse
des plantes médicinales, 2001) ont proposés quelques conseils pour faire une meilleure récolte :
Identifier les plantes, ne jamais cueillir une plante dont on n'est pas sar.
¢ Ne pas cueillir les plantes sauvages rares ou inhabituelles.
¢ Ne pas ramasser de plantes au bord des routes, a proximité des usines ou dans les zones ou
sont vaporisés des insecticides sur les cultures.
e Utiliser, si possible, un panier ouvert pour y déposer les plantes, ce qui évite de les abimer.
¢ Dans la nature, un sac a dos (évitez le Nylon) ou un sac en toile sera plus pratique.
e Reécolter uniquement des plantes saines.
e Récolter les plantes par temps sec, plutdt par une matinée bien ensoleillée,
I11. 3. 2. Séchage et conservation des plantes
111.3.2.1. Séchage

Le séchage des plantes médicinales est, normalement, effectué juste apres la récolte, il
permet de réduire la teneur en eau afin de limiter les dégats dus aux enzymes et autres agents
biologiques tels que les moisissures et les microbes. Le séchage doit étre rapide et dans un

endroit bien aéré et a I’abri de la lumiére (Berton, 2001).
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111.3.2. 2. Conservation de la plante

Il existe diverses méthodes de conservation, les plus courantes et les plus simples étant le
séchage a l'air ou au four (Larousse des plantes médicinales, 2001). Les plantes séchées sont
coupées grossierement et disposées dans des bocaux de verre ou dans des sacs en papier, a 1’abri
de D’air et de la lumiére. Les boites en fer sont naturellement proscrites (Berton, 2001). Les
plantes séchées peuvent étre conservés pendant une année dans de bonnes conditions. Au-dela de
cette période, leur pouvoir diminue sensiblement et 1’action thérapeutique disparait. C’est
pourquoi il faudra renouveler le stock de plants chaque année (Berton, 2001). Il existe également
d'autres méthodes pour la conservation des propriétés médicinales des plantes (Larousse des
plantes médicinales, 2001) telles que [D’aspiration de I’humidité des plantes par un
déshumidificateur ou la congélation dans des sacs en plastique.
I11.3. 3. Les différentes modes de préparation des plantes

Le mode de préparation d’une plante médicinale est la méthode d’extraction des principes
actifs responsables d'action guérisatrice. Il peut avoir un effet sur la quantité ces produits
chimiques présents. Les modes de préparation les plus courants sont :
a- Infusion : est préparée en versant de I’eau bouillante sur une quantité¢ spécifique de matiére
végétale, en laissant reposer la mixture pendant 10-15 minutes (Sofowora, 2010).
b-Décoction : les plantes sont versées dans 1’eau froide et portées a ébullition un temps plus ou
moins long, deux ou trois minutes pour les feuilles, les tiges et les fruits ; cing minutes ou plus
pour les écorces et les racines (Pierre et Lis, 2007).
c-Macération : le liquide de macération peut étre de I’eau, de 1’alcool ou du vinaigre. Dans le cas
de la macération a I’eau, les plantes doivent étre versées dans le liquide froid ou tiede pendant
quelques heures (10 oul2 heures) (Pierre et Lis, 2007). Pour 1’alcool, le vinaigre, huiles, cette
maceération peut se prolonger plusieurs jours sans inconvénients (Pierre et Lis, 2007). Les trois
modes de préparation ont été testés par 1’équipe de recherche Konkon et al.,(2006) afin
d’identifier les groupes de constituants chimiques présentant un intérét pharmacologique. lls ont
trouvé que la méthode d'extraction utilisée en médecine traditionnelle (décoction) est du point de
vue qualitatif aussi efficace que les autres méthodes d'extraction étudiées (macération et

infusion).
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I11.3.5. Les huiles essentielles
111.3.5.1. Bref historique sur les H.E (Weniger, 2011)
- Egypte (4°™ millénaire av. J.C) : petites amorphes ayant contenues des essences et parfums
retrouvées dans les sarcophages des rois.
- Civilisation arabe (Bagdad, Damas): commerce des épices et des aromates, et perfectionnement
dans I’art de la distillation.
- Deux noms a retenir : 1’alambic et incontestablement associé a Avicenne (930- 1037), tout
comme le vase florentin est associé a Giovanni Baptistadella porta (1540-1615).
- Hermann Boerhave (1668-1738) fut 1’'un des premiers a décrire les H.E d’un point de vue
chimique.
111.3.5.2. Définition

La définition retenue, trés proche de celle de la norme ISO 9235, est celle adoptée par la
commission de la pharmacopée européenne : « Produit odorant, généralement de composition
complexe, obtenu a partir d’'une matiére premicre végétale botaniquement définie, soit par
entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation seche, soit par un procédé mécanique
approprié sans chauffage. L huile essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par
un procédé physique n’entrainant pas de changement significatif de sa composition » (Afnor,
1986 et Afssaps, 2008).
111.3.5.3. Méthodes d’extractions des huiles essentielles
Le choix de la technique dépend principalement de la matiére premiére: son état originel et ses
caractéristiques, sa nature proprement dite. Le rendement « HE/matiére premiere végétale» peut
étre extrémement variable selon les plantes (Desmares et al, 2008). Les huiles essentielles sont
extraites principalement par deux méthodes de distillation et une méthode de pression a froid
(Rivera, 2006) :
a-Entrainement a la vapeur

Le matériel végétal est soumis a ’action d’un courant de vapeur sans macération
préalable, qui traverse les végétaux et emporte avec elle les molécules aromatiques. La vapeur
chargée de I'arbme se condense alors en traversant une cuve réfrigérante pour étre récupérée en
phase liquide dans un vase florentin (ou essencier) ou 1’huile essentielle est séparée de I’eau par

décantation (Smadja, 2009) (Fig. I1I. 1).
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m

A

Fig. I11. 1. Principe de I’appareillage d’extraction par entrainement a la vapeur d’eau
(Elhaib, 2011)
b - L’hydrodistillation
L’hydrodistillation consiste a immerger la matiere premicre dans un bain d’eau.
L’ensemble est port¢ a ébullition (fig. III. 2). Elle est généralement conduite a pression
atmosphérique. La distillation peut s’effectuer avec ou sans cohobage des eaux aromatiques

obtenues lors la décantation (Rivera, 2006).

Fig. I11. 2. Montage d’hydrodistillation (clevenger) (Smadja, 2009)

C - L’expression a froid
Ce mode d’obtention ne s’applique qu’aux fruits d’agrumes (Citrus spp.) par des procédés
mécaniques a température ambiante. L'expression a froid consiste a soumettre la substance

végétale a une forte pression a l'aide d'une presse hydraulique (Desmares et al, 2008).
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I11. 4. Exemple de plantes médicinales
III. 4. 1. L’armoise blanche (fig. I11. 3)

Le genre Artemisia appartient a la famille des Astéracées: c’est I’un des genres le plus

répandu et le plus étudié¢ de cette famille; il contient un nombre variable d’especes allant jusqu’a
400 espéces (Mucciarelli et Maffei, 2002). Il a été rapporté que le genre Artemisia est riche en
métabolites secondaires tels que les flavonoides, les acides cafféoylquinic, les coumarines, les
huiles essentielles, les stérols et les acétylénes (Kundan et Anupam., 2010). Les espéces qui
appartiennent au genre Artemisia possedent des proprietés thérapeutiques, elles sont non
seulement utilisées dans la médicine traditionnelle, mais aussi dans 1’industrie alimentaire et
pharmaceutique (Mirjalili et al ., 2007).
L'Artémisia est le nom de guerre des armoises, il provient de celui de la déesse Grecque de la
chasse Artémis, la diane des romains, patronne des vierges a cause des bienfaits de cette herbe.
Herba alba signifie herbe blanche. Plusieurs noms sont attribués a I'armoise blanche tels le thym
des steppes,absinthe du désert. En Afrique du nord et en moyen orient, on I'appelle
communément Shih™ou "Chih"

C’est une plante vivace qui forme des buissons de 30 a 50 cm, blanche et laineuse, a tiges
nombreuses, tomenteuses. Les feuilles sont courtes, généralement pubescentes argentés avec des
capitules sessiles de 2-5 fleurs. Ces derniers sont hermaphrodites alors que le fruit est akene. Le
réceptacle est nu et la corolle est insérée trés obliquement sur 1’ovaire (Besanger-beauquesne et

al. 1975 Quezel et santa, 1963).

I11. 4. 1. 1. Huile essentielle d’Artemisia herba alba
Au cours des derniéres décennies, 1’huile essentielle de 1’armoise blanche a été
soigneusement étudiée et la diversité dans la composition de cette huile recueillie dans différents

pays a conduit a de nombreux chemotypes. Généralement, I’huile a été en grande partie rapporté
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étre composée de monoterpénoides, principalement oxygénés tels que le 1-8 cinéole,
chrysanthenone, o et B thujones et le camphre comme composants majeurs (Mohamed et al.,
2010).

Le Maroc détient 90% du marché mondial de 1’huile essentielle extraite de 1’armoise
blanche (Mounni et al., 2013). L’examen de la littérature scientifique disponible publiée sur A.
herba alba a montré que I’effet antidiabétique de cette plante était similaire a celle de répaglinide
et I’insuline ordinaire (Ribnicky et al., 2004; Tastekin et al., 2006). Des essais sur les propriétés
insecticides de I’huile essentielle d’A. herba alba sont menés dans le cadre de la lutte biologique
contre Euchorthippus albolineatus, un grand ravageur des cultures agricoles (Zaim et al., 2012).
Les résultats obtenus ont montré que cette huile a manifesté une bonne activité acridicide. Ainsi,
Sharifian et al. (2012), ont suggéré que I’huile essentielle de 1’armoise blanche pourrait avoir un
effet potentiel comme agent de contrdle contre Callosobruchus maculatus et Rhyzopertha
domonica.

Composition chimique des huiles essentielles du genre Artemisia

Les huiles essentielles sont des mélanges naturels trés complexes qui peuvent contenir
plusieurs composés a des concentrations différentes. Elles sont caractérisées par 2 a 3
composants principaux a des concentrations assez élevées (20 — 70%). La composition chimique
des huiles essentielles extraites a partir de genre Artemisia a été largement étudiée dans plusieurs
especes partout dans le monde. L’odeur forte et aromatique de certaines especes de ce genre est
due principalement a la haute concentration de terpenes volatiles. De nombreuses études ont
montré que les especes du genre Artemisia affichent des variations intra-spécifiques
significatives dans les constituants terpéniques de leurs huiles essentielles. Dans certains cas, la
variation dans les composeés volatiles de ces plantes peut se produire lors de la croissance de la
plante aux différentes altitudes (Abad et al., 2012).
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Fig. I11. 4. Structures chimiques de quelques composés rencontrés dans les huiles
essentielles (Khebri, 2011)

Intérét de la plante

Les racines d’Armoise blanche ont ét¢ employées avec succes en Allemagne contre
I’épilepsie. (Hatier, 1989). L’armoise blanche est utilisée comme une plante amere, aromatique,
digestive et anticonvulsive, mais son action est un peu plus faible que celle des autres armoises
(Grund, 1983). La médecine populaire 1’utilise contre les troubles nerveux, les insomnies et dans
les soins des maladies féminines. Elle est considérée comme une plante antidiabétique adjuvant
dans les soins du diabéte (Grund,1983).

A la maison, I’armoise blanche est utilisée comme un reméde pour calmer les douleurs
abdominales, le foie sous forme de tisane. Elle est vermifuge (élimine le vers : oxyures et
ascaris). Elle facilite la digestion, elle est aussi utilisée comme reméde contre les troubles
intestinaux, la rougeole et les faiblesses musculaires.

Toxicité de la plante

L’armoise blanche est peu broutée au printemps, elle est comme Iégeérement toxique a

cette époque. L’armoise a forte dose est abortive, neurotoxique et hémorragique la tuyone

constitue la substance toxique et bioactive dans I’armoise et sa forme la plus toxique est I’alpha-

tuyone. Elle a des effets convulsivantes (Aidoud,1983). Elle est interdite aux femmes enceintes
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car elle est toxique a dose élevée on doit respecter les doses. Son pollen provoque des diarrhées
(Hatier, 1989).
I11. 4. 2. Peganum harmala L. (Fig. I11. 5)

C’est une plante herbacée, vivace, glabre, buissonnante de 30 a 90 cm de hauteur a
rhizome épais, a odeur forte, désagréable qui rappelle celle de la rue.

Les tiges dressées, trés rameuses disparaissent I'hiver; elles portent des feuilles alternes,
découpées en lanieres étroites. Les fleurs solitaires, assez grandes (25 & 30 mm), d'un blanc-
jaunatre veinées de vert.

Les graines, nombreuses, petites, anguleuses, subtriangulaires, de couleur marron fonce,
dont le tégument externe est réticulé, ont une saveur amére; on les récolte en été, le tégument
externe de la graine renferme un pigment rouge connu sous le nom de "Turkey red". Cette plante
se développe surtout dans les zones arides, sur les sols sableux et Iégerement nitrés (Iserin,
2001).

Fig. I11. 5. Quelques photos de Peganum harmala et ces graines.

Elle appartient & la famille des Zygophyllaceae, genre Peganum et I’éspéce harmala. Les

noms commun de Peganum harmala : Harmel; Armel; L'Harmel (au Maghreb); Bender tiffin en
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Tamachek (Touareg); Rue sauvage; Rue verte; Pégane (en France); Harmel Sahari (en Algerie);
Bizr el harmel (en Egypte).
Elle est largement distribué a travers le monde, généralement dans la zone méditerranéenne
surtout dans les zones séches en Europe comme I’Espagne, la Russie, Hongrie, en Afrique
(Maroc oriental, Sahara septentrional et hauts plateaux Algériens, Tunisie, steppes de la Lybie,
déserts d'Egypte), et en Asie, elle est répandue dans les steppes de I'lran, du Pakistan, du
Turkestan jusqu'au Tibet et en Sibérie (Bézanger-Beauquesne et al., 1980).
I11. 4. 2. 1. Constituants chimiques de la plante

Parmis les constituants de cette plante ; acides amines (phenylalanine, valine, proline,
thréonine, histidine, acide glutamique), flavonoides, coumarines, bases volatiles, tanins,
stérols/triterpénes (Al Yahya, 1986). Des alcaloides qui ont un taux beaucoup plus élevé dans la
graine (3 a 4 %) que dans la racine, la tige (0,36 %) et la feuille (0,52 %), parmis les alcaloides
trouver dans la Peganum harmala : Harmane (Ci2Hio N2), Harmaline (Ci3H14N2o) (fig. 11, 6),
Harmine (Ci3H12N2) et Harmalol (Ci2H12N20).La teneur en alcaloides s'éléve brusquement en
été, durant la phase de mdrissement du fruit, au moment de la récolte de la graine. L'harmaline
est un méthoxyharmalol et une dihydroharmine, elle constitue les 2/3 des alcaloides totaux de la
graine (Tahrouch et al., 2002).

HaCO

harmine (1) harmaline (2)

Fig. I11. 6. Deux types d'alcaloides de Peganum harmala (Astulla et al., 2008).

I1I. 4. 2. 2. Utilisation traditionnelle de la plante L’Harmel

Elle est trésutilisée en médecine traditionnelle algérienne et maghrébine pour traiter
différents troubles: gynécologiques: emménagogue, abortif, stérilité féminine généraux:
hypnotique, antipyrétique, antalgique, antitussif, digestifs: coliques, troubles digestifs (Goel et

la., 2009), cutanés: antiseptique et cicatrisant, dermatoses (eczémas) et bralures, conjonctivites
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purulentes et blépharites, alopécie (Monsif et al., 2004), infectieux: tétanos néonatal;
anthelminthique; antipaludique; oreillons (Hassani et Hermas, 2008), et aussi utilisé contre autres
maladie tel que: diabete, hypertension artérielle, empoisonnement, venins de serpent, le
rhumatisme et les problemes nerveux. L'harmine permet d'atténuer les tremblements de la
maladie de Parkinson (Iserin, 2001).

I11. 4. 3. Myrtus communis (Myrte commun)

Elle appartient & la famille des Myrtaceae, genre Myrtus et 1’éspéce communis. C’est un
arbuste de 1 a 2 m de hauteur qui posséde des feuilles ovoides, lancéolées, a nervation pennée,
persistantes, opposées, a trés court pétiole, coriaces, d’un vert brillant et qui sont 2 a 3 fois plus
longues que large (Fig.Ill. 7).

Les fleurs, grandes (10-15 mm) (Fig. Ill. 7) sont blanches, solitaires sur un long pédoncule a
I’aisselle des feuilles, tres odorantes et pourvues a la base de bractées trés petites. Son odeur
aromatique forte et particuliére est 1’'un de ses traits de caractere rapidement caduc (Quezel et
Santa, 1856).

Les fruits sortent a I’automne, ce sont des baies ovoides de 6-8 mm, noires bleuatres a peau
charnue, conservant a leur partie supérieure les restes du calice (Fig.7). Ces fruits sont
comestibles mais apres et astringents.

Les rameaux sont de taille fine, pubescents dans leur jeunesse et de couleur verte qui se

transforme rapidement en brun orangé (Fig.lll. 7) (Quezel et Santa, 1963 ; Barboni, 2006).

Fig. I11. 7. Fruits, graines, feuille, Fleurs et étamines de Myrtus communis (Reader’s Digest
2003).

Myrtus communis pousse spontanément et en abondance dans les régions méditerranéennes,

commune dans le Tell et sur le littoral du centre (Baba Aissa, 1999; Mimica-Dukic, 2010)

I11. 4. 3. 1. Huile essentielle

Les différents composés de 1’huile essentielle du myrte sont représentés dans le tableau III. 1.
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Tableau III. 1. Les différents composants de I’huile essentielle de myrte
Classes de ) Teneur en
o Exemple de constituants %

Alpha-thujene 0.42

Alpha-pinéne 49.17

Béta-pinéne 0.46

Monoterpenes | Delta-3-caréne 0.54
Para-cyméne 1.77

Limonene 8.33

Eucalyptol (1,8-cinéole) 24.28

Linalol 3.37

Trans Pinocarveol 0.28

Alpha-terpineol 2.37

Acétate de linalyle 1.06

Acétate d’alpha-terpényle 0.61

Alcools terpéniques Acétate de géranyle 2.52
Methyl-Eugénol 0.58

Béta-caryophyllene 0.69

Alpha-humuléne 0.26

Terpinene 0.35

Total 97.56
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les bactéries résistantes aux p-lactamines. Et a cause de la pandémie du COVID-19, des
changements ont été apporté et on a opté pour 1’étude de 1’activité antimicrobienne contre des
souches pathogénes du chitosane et certaines plamtes médicinales a savoir : 1’armoise blanche,
I’harmel et deux huiles essentielles (voir section matériels).

IV. 1. Matériel

IV. 1. 1. Matériel biologique

Le Chitosane,obtenupar désacétylation douce, préparé par des étudiantes lors de la préparation
de leur master au niveau de laboratoire de biologie, Université de Médéa.

Les huiles essentielles (HE)

HE de 1I’armoise blanche ;

HE myrthe cmmun achetées de laboratoire vie_bio, Oulad yaich —blida. Ces huiles essentielles
sont extraites par entrainementa la vapeur. Elles sont naturelles et pures.

Les plantes utilisées

L’armoise blanche et harmal achetées de chezl’herboriste, Médéa .

Les souches bactériennes utilisées pour le test de I’activité antibactérienne

Les souches microbiennes testées ont été fournies par le laboratoire central de wilaya de Médéa.
Il s’agit des souches sauvages d’Escherichia coli(E. coli);Staphylococcus aureus,Citrobacter
diversus;Entérococcus sp., Enterobacter cloacae; Klebsiella oxytoca; Klebsiella pneumoniaeet

L
Chapitre 1V Matériel et méthodes A
L’objectif de ce travail était initialement la recherche de 1’efficacité du chitosane contre
Proteus mirabilise.
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IVV.1.2. Les milieux de culture

La composition des différents milieux utilisés au cours de notre étude est reportée dans
I’annexe.
Gélose nutrive : ce mileu permet 1’isolement non seléctif dans le but de controler la pureté des
souches bacteriénnes fournies ;
Muller- Hinton: ce milieu a permis la réalisation des tests d’inhibition (I’activité
antibactérienne).
IV. 2. Les Méthodes
IV. 2.1.Préparation desinfusions
Principe

L'infusion est une méthode d'extraction des principes actifs ou
des arémes d'un végétal par dissolution dans un liquide initialement bouillant que I'on laisse
refroidir. Le terme désigne aussi les boissons préparées par cette méthode.
Cette opération s'oppose a la décoction, dans laquelle le liquide est maintenu bouillant, et a
la macération dans laquelle le liquide est froid. Le solvant n'est pas nécessairement de I'eau, cela
peut étre également une huile ou un alcool.
IV. 2. 2. Préparation des jus d’ail et d’oignon

Les parties utilisées des plantes sont les bulbes d’ail et d’oignon. Le jus a été préparé en
utilisant un extracteur de jus de cuisine sans I’utilisation de solvant (eau ou autre).
IV. 2. 2. Caractérisation du chitosane par spectroscopie infrarouge

La Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (ou FTIR : Fourier
Transformed InfraRed spectroscopy) est basée sur l'absorption d'un rayonnement
infrarouge par le matériau analysé. Elle permet via la détection des vibrations
caractéristiques des liaisons chimiques, d'effectuer l'analyse des fonctions chimiques
présentes dans le matériau. Reéalisé au niveau du laboratoire d’analyse physico-chimique du Hall
de technologie de I’Université de Médéa.
IV. 2.3.Etude de activité antibactériennepar la méthode de diffusion sur gélose
Principe

C’est une méthode qualitative permettant de tester [’existence de [Dactivité
antimicrobienne, qui se traduit par la formation d’une zone d’inhibition autour du disque
contenant la substance a tester.

Il s’agit de chercher I’activité antimicrobienne de certaines substances naturelles a

savoir :
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- Le chitosane préparé (1%);
- Lejusd’ail;
- Lejus d’oignon.
- HE. armoise blanche
- Le mélange : chitosane -jus d’ail ;
- Le mélange chitosane -jus d’oignon ;
- Le mélange : chitosane — armoise blanche;
- Les infusions d’armoise blanche, harmal
Mode opératoire
- Prélever a I’aide d’une pipette pasteur 3 colonies pures et bien isolées et les faire suspendre
dans un tube contenant 3ml d’eau physiologique stérile ;
- Trompé un écouvillon stérile dans la suspension de la souche a tester ;
- Ensemencer une boite de Pétri coulée précédemment par le milieu Muller Hinton en utilisant
I’écouvillon apres avoir I’essorer sur la paroi de tube ;
- A I’aide d’une pince stérile, tromper les disques, de 9mm de diamétres, stériles dans la solution
a étudier ;
- Placer 4 a 5 disques en papier de 9mm de diametre dans chaque boite ensemencée en nappe ;
- Les boites sont incubées & 37°C pendant 18- 24h.
- La lecture consiste a observer 1’apparition des zones d’inhibition et mesurer les diamétres de

ces zones en millimétre a ’aide d’une regle a I’extérieur de la boite.
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Chapitre V : Résultat et discution

Dans ce travail, on a testé I’efficacité antimicrobienne de plusieurs biomolécules connues

pour leurs effets thérapeutiques et antimicrobienne.
V. 1.1. Caractérisation par spectroscopie infrarouge

Les spectres Infrarouge de la chitine et de la chitosane sont présentés dans la figure V.1.

L L
4000 3500 3000 2500 2000
W avenumber cm-1

Fig. V. 1.Spectres Infra-rouge de (a) la chitine (b) le chitosane

La figure V. 4b, montre que les intensités des pics a 3103.72cm™ et 3260.85cm™

caractérisant les liaisons d’hydrogeéne intermoléculaire CNH---O=C(7;y et C(OH---
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HOC g respectivement sont bien apparus dans le spectre de la chitine par contre dans
I’échantillon trait¢ par la soude sont inexistants (Fig. V.4a). On voit que le pic apparu a
2925.21cm™ correspondant & —CH.est bien apparu dans le spectre de la chitine mais qui est
absent dans I’échantillon désacétylé. On voit aussi des pics de I’amine I et de ’amine II
correspondant respectivement & 1622.54cm™et 1548.48cm™et la disparition de ce dernier dans
I’échantillon désacétylé prouve bien qu’ils sont désacétylés.
V. 1. 2. Etude de Pactivité antibactérienne

La méthode de diffusion sur milieu gélosé est la technique choisie pour évaluer 1’activité
antibactérienne. Cette méthode repos sur le pouvoir migratoire des métabolites dans un milieu de
culture solide. L’activité antimicrobienne est évaluée en fonction du diameétre (mm) des zones
d’inhibition de la croissance microbienne (Cheikh Touhami, 2013).

IL est a noter que les infusions de 1’armoise blanche et 1’harmel ainsi que 1’huile
essentielle du myrte commun n’ont présenté aucune activité antimicrobienne dans le cadre de

notre travail.

Les résultats de 1’étude de I’activité antibactérienne de chitosane ainsi que le jus d’ail, jus
d’ognon, HE de I’armoise blanche ainsi que les mélanges préparés sont présentés dans la figure
V. 2.

B chitosane M ail M oignon M armoise blanche M chitosane-ail M chitosane-oignon ® chitosane-armoise blanche

Fig. V. 2. Evolution des diamétres des zones d’inhibitions des biomolécules étudiées en
fonction des souches pathogénes
La figure V. 2, montre que le jus d’ail a une importante activité antimicrobienne sur

toutes les bactéries testées dont les diamétres des zones d’inhibition varient de 15- 40mm. Suivi
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Chapitre V : Résultat et discution

par le chitosane qui présente une activité antimicrobienne moins importante que celle de jus
d’ail, dont les diameétres des zones d’inhibition varient de 12 a 20mm. Une faible activité
antimicrobienne a été obtenue avec le jus d’oignon qui a donné des zones d’inhibition variant de
10 a 18mm de diametre. Cette activité a diminué encore en mélangeant le jus d’oignon avec le
chitosane, avec des zones d’inhibition de 10- 14mm de diameétre. Par contre 1’association du
chitosane- jus d’ail, a permis I’amélioration de 1’activité antimicrobienne du chitosane dont les
diamétres des zones d’inhibition sont de 14- 35mm.

Pour I’armoise blanche et le chitosane, on a perdu plusieurs souches donc les tests ont été
realize sur Staphylococcus aureus, citrobacter diversus, Klebsielle oxytoca, E. coli et
Enterobacter cloacae.La figure V. 2, montre que les diamétres d’inhibition d’HE. de ’armoise
blanche testé sur les souches sus-citées varie de 12- 15mm. Tandis que, le mélange avec le
chitosane a permis I’augmentation de ces diameétres entre 15- 18mm.

La figure V. 2, montre également que streptocoque hémolytique est plus sensible a 1’ail
ou au mélange ail-chitosane par rapport aux autres bactéries testées.

L’estimation de I’activité antimicrobienne des extraits des plantes (naturels) est basée sur une
échelle de mesure mise en place par Meena et Sethi, 1994 et Ela et al., 1996 (Cheikh Touhami,
2013). IIs sont classés le pouvoir antimicrobien, en fonction des diameétres des zones d’inhibition
de la croissance microbienne, en 4 classes (Cheikh Touhami, 2013) :

1. Fortement inhibitrice lorsque le diametre de la zone d’inhibition est supérieur a 28 mm;

2. modérément inhibitrice lorsque le diamétre de la zone d’inhibition varie entre 16 mm et 28
mm;

3. Légerement inhibitrice lorsque le diametre de la zone d’inhibition varie entre 10 mm et 16
mm;

4. Non inhibitrice lorsque le diamétre de la zone d’inhibition est inférieur a 10 mm.

Dans le cas de notre étude on a suivi la méme échelle puisqu’il s’agit de substance
naturelle issue de I’activité d’un microorganisme.

Le tableau V. 1, résume le type d’effet d’inhibition obtenu avec les différentes molécules

testées.
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Chapitre V :

Tableau V. 1.

Résultat et discution

Les différents effets inhibiteurs des molécules étudiées

Fortement inhibiteur

Modérément inhibiteur

Légérement inhibiteur

Non inhibiteur

Staphylococcus aureus L’ail HE armoise-chitosane Chitosane, oignon
oignon-chitosane,
Citrobacter diversus L’ail Chitosane, Oignon-chitosane,
Oignon HE armoise-chitosane
Klebsiella pneumoniae L’ail Chitosane, oignon
ail
ail-chitosane,
oignon-chitosane
Enterococcus Chitosane, Oignon,
I’ail, oignon-chitosane
ail-chitosane
Klebsiella oxytoca Ail-chitosane, Oignon,
HE. armoise-chitosane oignon-chitosane
E. coli L’ail Chitosane,
ail-chitosane,
HE armoise-chitosane Oignon-chitosane
Proteus mirabilis L’ail Chitosane,
oignon,
ail-chitosane
Streptocoque hémolytique | L’ail Oignon
Enterobacter cloacae L’ail ; Chitosane,

I’ail-chitosane

HE armoise-chitosane

4
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Concernant ’effet de I’HE de 1’armoise blanche et selon Ponce et al., (2003), la
sensibilité d’une souche microbienne a une huile essentielle a été classés par le diametre
des halos d’inhibition : non sensible (-) pour les diametre de moins de 8 mm ; sensible (+)
pour les diametre de 8 a 14 mm ;trés sensibles (++) pour les diamétres de 15 a 19 mm et
extrémement sensibles (+++) pour les diamétres plus de 20 mm.

Nos résultats montrent que les souches microbiennes testées a savoir : 1’huile
essentielle de I’armoise Staphylococcus aureus, citrobacter diversus, Klebsielle oxytoca, E.
coli et Enterobacter cloacaesont trés sensibles a I’HE. de 1’armoise blanche puisque les

diameétres d’inhibition sont compris entre 15-18mm.
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Conclusion générale

Conclusion :

L’objectif de ce travail est I’étude de 1’activité antimicrobienne de quelques

molécules bioloogiques sur des souches pathogenes.

Les résultats de 1’analyse infrarouge a confirmé que le biopolymere fourni est du

chitosane.
L’étude de I’activité antimicrobienne par diffusion sur milieu gélosé a montré que :

- L’ail a une importante activité antimicrobienne sur toutes les bactéries testées
dont les diamétres des zones d’inhibition varient de 15- 40mm.

- Le chitosane présente une activité antimicrobienne moins importante que celle
de jus d’ail, dont les diamétres des zones d’inhibition varient de 12 a 20mm.

- Une faible activité antimicrobienne a été obtenue avec le jus d’oignon qui a
donné des zones d’inhibition variant de 10 a 18mm de diamétre.

- Le mélénge oignon- chitosane a une activité plus faible que le jus d’oignon seul,
avec des zones d’inhibition de 10- 14mm de diametre.

- L’association du chitosane- jus d’ail, a permis I’amélioration de D’activité
antimicrobienne du chitosane dont les diamétres des zones d’inhibition sont de
14- 35mm.

- L’huile essentielle de 1’armoise blanche présente un effet fort inhibiteur contre
les souches microbiennes testées a savoir : Staphylococcus aureus, citrobacter
diversus, Klebsielle oxytoca, E. coli et Enterobacter cloacae sont trés sensibles
a I’HE. de I’armoise blanche puisque les diamétres d’inhibition sont compris

entre 15-18mm.
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Annexe

4

A. Gélose Mueller-Hinton

La gelose Mueller-Hinton est ~ une gélose riche  pour  la  réalisation  de
I'antibiogramme standard

Composition :

infusion de viande de beeuf : 300,0 ml

peptone de caséine : 17,5 ¢

amidondemais:15g
agar:17,0g
pH=74

Préparation

38 g par litre. Stérilisation a I'autoclave. Pour préparer ce milieu il faut peser 38g de poudre
et la mélanger dans 1L d’eau. Il faut homogénéiser puis chauffer en agitant. Il faut porter a
ébullition pendant environ une minute. Ensuite il faut stériliser la gélose a I’autoclave
durant 15 minutes a 116°C.

B.Gélose nutritive

Usage

Milieu d'isolement courant surtout utilisé pour la recherche de flore mésophile aérobie
revivifiable (FMAR).
Composition

o Extrait de viande : 1,0 g/L

o Extrait de levure : 2,5 g/L

o Peptone:5,0g/L

e Chlorure de sodium : 5,0 g/L

e Agar-agar : 15,0 g/L
pH=7,0

Préparation :

28 g/L (stérilisation a l'autoclave).
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