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Introduction

L'extraction des huiles essentielles est une pratique ancienne qui revét aujourd’hui un intérét
croissant en tant qu'alternative aux antibiotiques,dans le domaine de la médecine (OMS, 2021).
Ces substances naturelles, riches en composeés actifs, possédent de nombreuses propriétés
thérapeutiques (Ouissam, 2014), dont certaines ont montré leur efficacité dans le traitement des
infections bactériennes. Leur utilisation en remplacement des antibiotiques suscite un intérét
particulier dans un contexte ou la résistance a ces derniers devient un probléme de santé publique
majeur .

En effet, de nombreuses études scientifiques ont démontré I'efficacité des huiles essentielles
contre diverses souches bactériennes, tout en limitant les risques de résistance. Une étude menee
par Bakkali et al. (2008) a notamment mis en évidence I'activité antibactérienne de plusieurs
huiles essentielles, telles que celles d'origan, de thym et de cannelle, contre des bactéries
pathogénes couramment rencontrées dans les infections humaines. Cette approche prometteuse
offre une alternative intéressante aux antibiotiques classiques, et ouvre la voie a de nouvelles
stratégies pour lutter contre les infections bactériennes. Ainsi, les huiles essentielles de géranium
rosat et pin d’Alep sont particulieérement intéressantes en raison de leur large spectre d’activité
contre les bactéries (Zouari-ben Bechir et al., 2017). Staphylococcus aureus et Escherichia coli
sont deux espéces bactériennes couramment rencontrées dans l'environnement. Staphylococcus
aureus est une bactérie a Gram positif, souvent présente sur la peau et les muqueuses, tandis que
I'Escherichia coli est une bactérie a Gram négatif qui se trouve principalement dans le tube
digestif des étres humains et des animaux. Ces deux bactéries peuvent parfois causer des
infections chez I'homme, provoguant des symptomes divers, allant des infections cutanées
bénignes aux infections urinaires ou gastro-intestinales plus graves. Le traitement classique de
ces infections implique souvent I'utilisation d'antibiotiques. Cependant, il y a un intérét croissant
pour les huiles essentielles en tant qu'approche alternative ou complémentaire pour le traitement
des infections bactériennes (Ventola, 2015). . Dans ce contexte, a quel point ces huiles
essentielles vont démontrer leurs efficacité ?

Dans ce travail, nous explorerons en premier lieu les différentes méthodes d'extraction des huiles
essentielles, ainsi que leur potentiel en tant qu'alternatives aux antibiotiques Et la présentation des
especes ¢étudiées le géranium rosat et pin d’Alep. Dans la seconde partie sera présentée 1’étude
expérimentale dans laquelle, une partie matériel et méthodes fait le bilan précis des outils,
concepts et équipement utilisés ou cours de ce travail. La troisiéme partie comportera les résultats
et discussion. En fin nous cl6turerons par une conclusion ainsi que les perspectives d'étude.



Chapitre 01

Généralités sur les huiles essentielles
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1.1 Définition Des Huiles Essentielles
L'Organisation internationale de normalisation (ISO) , Définis les HE comme des produits
obtenus a partir de matiéres premiéres végétales par pression ou distillation (Stevanovic 2020).

Les huiles essentielles sont des liquides concentrés de mélanges complexes de composés volatils,
huileux ,hydrophobes ,aromatiques, pouvant étre extraites de différentes parties de plantes telles
que I'écorce, les bourgeons, les fleurs, les fruits, les feuilles, les pelures, les racines, les graines,
les brindilles ou la plante entiere d'une source botanique unique (Falleh et al., 2020, Stephane et
Jules, 2020).

Selon AFNOR (Association Francaise de Normalisation) : ¢’est un produit obtenu a partir d’une
matiere premicre d’origine végétale, aprés séparation de la phase aqueuse par des procédés
physiques : soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques, soit par
distillation séche.

1.2 Localisation

Les plantes capables de synthétiser les HE ne sont quasiment que des végétaux supeérieurs
(Bruneton,1999), formant un nombre restreint de familles, ex : Lauracées, Myrtacées, Rutacées,
Apiacées, Lamiacées, Astéracées, Poacées...Etc. (Dorosso,2002). Tous les organes végétaux
contiennent des huiles essentielles, en particulier les sommités fleuries (lavande, menthe). Elles
se trouvent également dans I'écorce (cannelle), les feuilles (citronnelle, eucalyptus), la racine
(vétiver), le rhizome (gingembre), les fruits (fenouil, anis),les boutons floraux (Clou de
girofle), les graines (muscade) et les lebois(camphre), (Belaiche, 1979 ; Bruneton, 1999 ;
Ghestem et al., 2001).

Selon Deysson (1979) les huiles essentielles représentent les produits du métabolisme cellulaire
secondaire . Elles sont produites dans le protoplasme cellulaire des plantes aromatiques.
L'accumulation de ces derniéres est associées a la présence de structures histologiques
spécialisées qui different selon I'espece botanique . Elles peuvent étre des canaux sécréteurs ou
des poils sécréteurs, des cellules sécrétrices, des poches sécrétrices. D’apres Guignard et al.
(1985), Il n'y a pas de regles générales concernant le site d'accumulation des métabolites
secondaires tels que les huiles essentielles dans les organismes végétaux. Par contre pour
Garneau (2004), affirme que la plupart des huiles essentielles se retrouvent dans des glandes. Les
structures glandulaires et les cellules sécrétrices isolées peuvent se rencontrer dans tous les
organes végétaux, végétatifs et reproducteurs. Souvent la teneur en HE est inférieure a 1%. Il
existe, cependant, des exceptions telles que le clou de girofle qui renferme plus de 15%,
(Ghestem et al. ,2001).
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1.3 Composition chimique

Les huiles essentielles sont trés variables et complexe cela est due a la différence de leurs
composition chimique (Bakkali et al 2008, Couic-Marinier et Lobsteine, 2013.). Cette complexité
des HE est liée a des mélanges de nombreux constituants au proportions tres différentes (Cabral
et al., 2013). Les monoterpenes sont les composants prédominants des HE (90 %), suivis par les
sesquiterpénes (Falleh et al., 2020).Selon Dorosso (2002), les HE sont composées par des
origines biogénétiques distinctes: le groupe des terpénoides (les composés terpeniques) et le
groupe des composes aromatiques derivés du phénylpropane, beaucoup moins fréquents. Elles
peuvent également renfermer divers produits issus du processus de dégradation mettant en jeu
des constituants non volatils (Bruneton, 1999).

1.3.1 Groupe des terpénoides

Ce sont les molécules les plus répandues dans les HEs (Masyita et al.,2022) Ils ont généralement
des effets thérapeutiques assez faibles, mais ils viennent nuancer ou compléter les actions des
autres composants plus actifs (Laguerre, 2015). Ce groupe se divise selon le nombre d’unités
isopréniques qui le constitue, On trouve: Les hémiterpénes qui sont formés d'une unité
d'isoprene (C5), les monoterpénes (C10), les sesquiterpéne(C15), diterpénes(C20), triterpénes
(C30) et tétraterpenes (C40) (Bhavaniramya et al.,2019).

CH

CH
CEH&-":“ “‘\-.T-"'.;“ 2
H

Lad

isopréne unité isoprénique

Figure 1 : Structure de base des terpenes (Guignard,2000)

1.3.2 Les Monoterpéenes

Ils sont formés a partir du couplage de deux motifs isopréne (C10). Ce sont les molécules les plus
représentatives chez les HEs, Ils sont constitués de plusieurs fonctions : Carbures, Alcools,
Aldéhydes, Esters, Ethers et Phénols.

1.3.3 Les sesquiterpénes

Les sesquiterpenes : sont composés de trois unités d'isoprénes(C15). La structure et la fonction
des sesquiterpénes sont semblables a ceux des monoterpénes : Carbures, Alcools, Cétones et
Epoxydes.
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1.3.4 Les composés aromatiques

Les composés aromatiques sont moins fréquents que les terpénes. Ils comprennent des aldéhydes,
des alcools, des phénols et des méthyls, (Bakkali et al.2008).

1. Terpenes
-Monoterpenes
Carbure monocyclic Carbure bicyclic
Cymene (“y7) or p.cymenc Sabincnc Alpha-pincne Betapinene
H2C ‘
Alcohol acyelic Phenol _
Citronellol Geraniol Carvacrol Thymol
o
M o on =
OH L _L
I OH
-Sesquerpitencs
Carbure Alcohol
Famesol Caryophyllene
= = T OH
2. Aromatic compounds
Aldehyde Alcohol Phenol Phenol
Cinnamaldchyde Cinnamyl alcohol Chavicol Eugenol
o “CH;
/\)J\ =
e i T 6 B N W
= - OCH,
OH
Methoxy derivative Methoxy derivative Methylene dioxy compound
Ancthole Estragole Safrole
— —— — O \|/\|
Y, 3 /—<\_/>—OCH s X}
0o /M
3. Terpenoides (Isoprenoides)
Ascandole Menthol
: . i OH

Figure 2 : Structures chimiques des principaux composants des HEs (Bakkali et al,2008).
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1.3.3. Composés d’origines diverses

Ce sont des produits résultant de la transformation de molécules non volatiles. Ces composes
contribuent souvent aux ardbmes de fruit compte tenu de leur mode de préparation, les concretes

et les absolues peuvent en refermer (Brunetton, 1999).

2. Facteurs de variabilité des huiles essentielles

La composition des HE dépend de plusieurs facteurs. Selon Senator (1996) in (Djibo et al., 2004)
la variation de la composition et I’absence de certains constituants dépendent de trois facteurs, le
patrimoine génétique, I’age et I’environnement de la plante. La méthode d’extraction affecte
aussi le rendement et la composition chimique des huiles essentielles qui changent en fonction de
cette derniére (khajeh et al. 2005 ; Viljoen et al.2006),

Les facteurs de variabilité des huiles essentielles peuvent étre imputés a 2types de facteurs : les
facteurs internes qui sont liés a la plante en elle-méme et les facteurs externes qui sont des
facteurs environnementaux.

2.1 Facteurs Internes influencant la variabilité des huiles essentielles

Ce sont des facteurs qui sont liés a la plante en elle-méme, comme 1’espéce botanique et la
variété du matériel botanique, le cycle végétatif mais aussi a I’organe végétal utilisé et sa
fraicheur. Tucarov (1964) note la disparition de 15% de produits volatils dans le végétal aprés 3
mois de stockage et de 80% apres neuf années. La qualité des essences obtenues dépend en
grande partie de I’état de fraicheur du végétal et du temps écoulé entre la récolte et son
utilisation.

2.2 Facteurs externes influencant la variabilité des huiles essentielles

Les plantes sont confrontées durant leur cycle de vie a de nhombreux changements qui varient
selon I’environnement ou elles vivent. Il a été constaté que I’HE de menthe dont la concentration
en menthol, composé actif de I’HE, peut augmenter pendant la journée et diminuer pendant la
nuit.

D’autres composés tels que le menthone, le menthofurane, et les monoterpénes, peuvent
également varier en fonction du cycle nycthéméral.

Il est important de noter que ces variations peuvent différer selon les espéces végétales, les
conditions de culture, et d’autres facteurs environnementaux spécifiques.
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2.2.1 Les facteurs climatiques

Les facteurs climatiques se résument en : température, I'humidité relative, le régime des vents,
I'alternance de chaleur et de la lumiere . C’est le cas chez la menthe poivrée (Menthapiperita),
pour que la plante quitte la phase végétative, elle nécessite des longueurs d’ondes longues , c’est
une plante du jour long . Ce changement implique le changement de la composition de I’huile
essentielle. En générale, des jours longs et des nuits tempérées augmentent le rendement en huile
essentielle (Guignard,1983).

2.2.2 Facteurs édaphiques

L'influence du sol ou facteur édaphique est aussi tres grande. Les propriétés physiques du sol
(porosite, rétention d'eau...), sa nature (argileuse, sablonneuse...), sa composition (teneur en
azote, terrains calcaires, siliceux...) etc., sont des facteurs déterminants pour la végétation
(Guignard ,1983).Selon des études faite par Andreani (2014) Les caractéristiques pédologiques
des sols semblent étre a 1°origine de la diversité chimique des huiles essentielles.

2.2.3 Les pratiques culturales

Les pratiques culturales sont relatives a la densité de la population, l'intensité et les modalités de
I'irrigation mais aussi a l'apport des engrais, ces derniers sont également déterminants sur le
rendement et la qualité de I'huile essentielle.

3. Les Méthodes d'extraction des huiles essentielles

Il existe plusieurs méthodes pour extraire les essences aromatiques des végétaux. Selon la
sixiéme édition de la Pharmacopée européenne (2008), les huiles essentielles sont obtenues par :
I’Hydro-distillation, entrainement a la vapeur d'eau, la distillation séche et par procédé
mécanique sans chauffage. Il existe néanmoins d’autres méthodes non conventionnelles comme
L’extraction par les fluides (gaz) supercritiques ou par 1’utilisation des micro-ondes. Le choix de
la méthode la mieux adaptée se fait en fonction des caractéristiques physico-chimiques et la
nature de la matiére végétale a traiter.
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3.1 Les Méthodes classiques d’extraction des huiles essentielles
Ce sont les méthodes les plus utilisées pour I’extraction des HEs (Stephane et al 2020) elles sont
résumées pour 1’essentiel ci-dessous.

3.1.1 L’hydro distillation

C’est la technique la plus simple et la plus utilisée a I'neure actuelle. Son principe consiste a
immerger le matériel végétal dans un alambic rempli d’eau, puis porté sur une source de chaleur
jusqu’a ébullition. Les vapeurs hétérogenes sont condensées par la surface froide du réfrigérant,
I'huile essentielle se sépare de I'hydrolat par simple différence de densité.

Pour obtenir une huile essentielle de premiere qualité, certains criteres doivent étre respectés : le
matériau de I’alambic, la pression, la durée de la distillation, et la nature de 1’eau.

La distillation doit s'effectuer a basse pression, entre 0,05 et 0,10 bars pour éviter la suroxydation
sous haute pression. L’alambic doit étre de préférence en acier inoxydable La durée de la
distillation doit étre prolongée pour recueillir la totalité de 1’huile essentielle et éviter de recourir

aux solvants chimiques (Socasau,2017). (Figure 3)

Figure 3 : Dispositif d’extraction par hydro distillation( Originale 2023)

3.1.2 Entrainement a la vapeur d'eau

C’est une variante de la distillation ou il n’y a pas de contact direct entre la matiere végétale et
I’eau ce qui limite les phénomeénes d’altérations hydrolytiques (Rojas et Buitrago, 2015) et de
solubilisation de certains composés hydrosolubles (comme les phénols).(Figure 4)
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Figure 4 : Principe schématique de I’extraction par entrainement a la
vapeur d’eau (Ferhat,2010).

3.1.3 Distillation séche

La distillation séche est une méthode d’extraction reconnue par la pharmacopée européenne, trés
peu utilisée car son rendement est trés faible. Cette technique consiste a mettre la matiere
premiere sous un chauffage doux inférieur a 100°C sans ajouter de 1’eau ou solvant organique.
Les substances volatiles sont condensees par le contact avec une surface froide puis récupérées.
Cette méthode permet de préserver les substances volatiles de 1’hydrolyse et au phénomene de
dénaturation lié au chauffage (Duval,2012) ( Figure 5).

Couvercle retourné rempli d’eaun : 3
Assiette remplie de cendres et de braises

Pétales

Cuvette remplie d’eau

Figure 5 : Schéma d'une installation de distillation seche d'apres Duval (2012)
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3.1.4 Expression a froid

L’expression a froid est un procédé mécanique sans chauffage selon la pharmacopée européenne.
Cette méthode n’est valable que pour la production des huiles essentielles des fruits des agrumes
(Citrus) .Cette technique va de la simple abrasion du zeste du fruit au broyage de la peau dans
son intégralité. Le produit obtenu est nommé essence. (Figure6)

Figure 6 : Expression a froid de 1’essence de Citrus Bousbia (2011)

A : Pelatrice B : centrifugeuse

3.2 Les méthodes non conventionnelles d’extraction des huiles essentielles
Aux méthodes classiques suscitées peuvent substituer d’autre méthodes d’extraction récentes

3.2.1 Extraction par les gaz supercritiques

C’est un procédé dans le quelle sont utilisés des fluides sous des conditions speciales de
température et de pression, un état dit supercritique intermédiaire entre liquide et gaz pour
extraire les composants contenus dans les végétaux qui permet d’avoir un trés bon pouvoir
solvant et une meilleur diffusibilité dans les matiéres solides.Souvent le gaz utiliser est le CO>
(Pellerin,1991)

Selon Pellerin (1991), le CO supercritique est un solvant idéal. 1l s'élimine facilement de I'extrait
sans laisser de résidus mais aussi par sa disponibilité inerte chimiquement, ininflammable, non
toxique, sélectif, peu colteux et naturel. De plus aucun rearrangement ne s'opere lors du
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processus. Cette technique est aujourd’hui considérée comme la plus prometteuse car elle fournit
des extraits volatils de tres haute qualité mais a un cott d’installation tres élevé.

3.2.2 Extraction par micro-ondes

L’extraction par micro-ondes est une technique qui permet 1’extraction des huiles essentielles
sans ajout de solvant organique ou d’eau. Dans ce procédé¢, la matrice végétale est chauffée par
micro-ondes, dans une enceinte close dans laquelle la pression est réduite de maniere
séquentielle. Contrairement a un chauffage classique, le dégagement de chaleur s’effectue de
I’intérieur vers 1’extérieur. Cette chaleur va créer a ’intérieur des glandes oléiféres une pression
qui va briser les parois végétales et libérer ainsi I’huile (Figure 7).

Les composes volatils sont entrainés par la vapeur d'eau formée a partir de I'eau propre a la
plante. 1ls sont ensuite récupérés a l'aide de procédés classiques de condensation, refroidissement
et décantation.

Ce procédé présente beaucoup d'avantages comme le gain de temps 1I’économie d'énergie tout en
réduisant les codts et améliorent le rendement (Damyeh et al., 2016, Xiao et al., 2023) ce qui en
fait aujourd'hui I'objet de beaucoup d'études. (Dorosso,2002).

Réfrigérant —»

Huile essentielle >

Hydrolat >

Matiére végétale —

Four 3 micro-ondes —»

Figure 7: Systeme d'extraction des huiles essentielles par micro-ondes (Lucchesi et al.,
2007)
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4. Importance des huiles essentielles en phytothérapie

Les huiles essentielles contiennent un Intérét thérapeutique elles présentent différentes. Elles sont
utilisées en pharmacie comme principe actif et a des fins d’aromatisation, les huiles essentielles
peuvent étre utilisees comme anti infectieux, anti oxydant, antiseptique et analgesique.

4.1. Pouvoir Antibactériens

Les HES ont une double action contre les microbes : effet bactéricide et bactériostatique.
Plusieurs travaux montrent que les HE et leurs composés majoritaires ont un effet antimicrobien
vis-a-vis des bactéries a Gram négatif et a Gram positif (Carson et Riley, 1995).

4.2. Pouvoir Antivirales

Les virus sont trés sensibles aux molécules aromatiques contenues dans les HEs, ce qui confere a
ces derniéres la capacité de combattre certaines pathologies virales. Les HEs stimulant le systéme
immunitaire tout en facilitant 1’élimination du mucus et arrétant le développement des virus
(Moroburonzo,2008). Parmi les HEs qui peuvent étre des antivirales ’'HE de Ravintsara
(Zahalika, 2010).

4.3. Pouvoir anti oxydant

La recherche sur les anti-oxydant naturels a suscité beaucoup d'intérét. Les HEs ont été étudiees
pour leurs propriétés anti oxydantes, considérées comme des ressources potentielles de molécules
bioactives naturelles contenant des composés phénoliques, comme le thymol, le carvacrol et
I’eugénol ayant une fortes activités anti oxydantes ainsi que d’autres composés qui contribuent a
cette activité tels que les mono terpénes alcools cétones, aldéhydes, hydrocarbures et éthers
(Gabriel et al.2013).

4.4. Pouvoir antiseptique

Les huiles essentielles ont un pouvoir antiseptique inhibant le développement de la bactérie,
plusieurs études ont montré que les HES peuvent arréter des microbes les plus puissant comme
les staphylocoques les baciles de Koch ...etc., Leurs pouvoir n’est pas affecté par le temps et reste
constant.

4.5. Pouvoir Anti-inflammatoire
Les aldéhydes contenus dans les huiles essentielles ont des propriétés actives contre anti-
inflammatoire comme I’HE de Gingembre (Moroburonzo,2008).
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4.6. Pouvoir anti dépresseur

Il a été constaté que l'inhalation d'huile de lavande pendant 3 minutes chaque jour pendant trois
jours entrainait une diminution de la dépression et une sensation de calme chez les adultes en
bonne santé. En outre, lorsque des patients déprimés diagnostiqués, souffrant d'agitation
psychomotrice, d'insomnie et d'anxiété, ont recu des capsules d'huile de lavande pendant trois
semaines, l'anxiété, les troubles du sommeil et l'agitation psychomotrice ont été réduits de
maniére significative. ( Filer et al 2014)

5. Roles Physiologiques des huiles essentielles

Le role preécis des huiles essentielles dans la physiologie des plantes productrices demeure encore
partiellement énigmatique, bien que diverses théories aient été avancées a ce sujet. Les huiles
essentielles sont définies comme des signaux moléculaires réagissant aux interactions
écologiques entre les plantes et leur milieu environnant. La complexité intrinséque de ces
composes leur confére la capacité de transmettre différents messages biologiques spécifiques. Du
fait de leur volatilité, les composants des huiles essentielles sont en mesure d'influencer des
organismes situés a une certaine distance de la plante émettrice. Leur nature lipophile leur
confere une certaine persistance au sein de I'environnement, principalement aqueux. Des études
ont démontré que les huiles essentielles exercent une action répulsive envers les herbivores
(Isman, 2000). Des effets attraction sur les animaux contribuant a la pollinisation (Ciccarelli et
al., 2008) ainsi qu'a la dispersion des graines a également été observée Par ailleurs, les plantes
aromatiques tirent profit des huiles essentielles pour entraver la germination et le développement
d'autres espéces vegetales dans leur environnement, demontrant ainsi un effet allélopathique (De
Feo et al., 2002).
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Chapitre 11

Monographies des plantes etudiées
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1. Le Pin d’Alep

1.1. Généralités

Quezel et Santa (1963) ont caractériseé le pin d'Alep en tant qu'espece qui colonise les foréts de
montagne, telles que celles a Tikjda dans le massif du Djurdjura. Les feuilles se distinguent par
leur teinte verte foncé et mesurent généralement de 10 a 16 cm de long, avec une certaine
rigidité. Les jeunes pousses présentent des nuances jaunes ou oranges, tandis que les cones
affichent une longueur de 5 a 7 cm, avec des écailles dotées d'une excroissance bombée et d'une
caréne transversale pointue. Les graines, quant a elles, arborent une couleur brune tachetée de
noir.

1.2. La classification de Pin d’Alep
Le Pin d’Alep est une espéce du genre Pinus, et du sous-groupe halepensis. Ce groupe est

essentiellement représenté par deux espéces Pinus halepensis Mill et Pinus brutia Ten

appartenant exclusivement au circum méditerranéen (Quézel et Médail, 2003).

Selon Nihal (1962) le Pin d'Alep" Pinus halepensis Mill." est I'essence caractéristique de
I'étage bioclimatique méditerranéen semi-aride, il appartient a :

Régne : Plantae

Embranchement : Phanérogames

Sous embranchement : Gymnospermes.
Classe : Coniferes.

Ordre : Conifera les pinoidines.

Sous ordre : Abiétales.

Famille : Pinacées.

Genre : Pinus.

Sous genre : Eupinus.

Espece : Pinus halepensis Mill.

Figure 8 : individu adulte de pin d’Alep (Pinus halepensis) (Original 2023).
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1.3. Caractéristiques botaniques

C'est un arbre forestier résineux de taille atteignant parfois 30 métres de haut, souvent incline et
peu rectiligne, a canopée aplatie, inégale et évidente mais ses rameaux sont assez répandus.
Persistant, vivace, au tronc sinueux, a 1'écorce d’abord lisse et grise, puis épaissie et fissurée
virant au brun rougeatre avec le temps. Les jeunes arbres ont une forme assez réguliére, les vieux
arbres sont inertes, la cime est plus dispersée, inégalement clairsemée couronne. (Boutchich et
Boutrigue, 2016)

Aiguille fine, souple, coupée en deux, de 5 & 10 cm de long, de couleur vert jaunatre. Le pin
d'Alep est une plante a fleurs males et femelles séparées (monoique) situées sur le méme individu
portant deux types d’inflorescence : des cones males de couleur jaune teintée de rouge et des
cones femelles pédonculés roses et violacés. C’est un arbre qui fructifie trés tot a partir de 10 a 12
ans, mais les graines ne sont fertiles qu'a partir de 18 & 20 ans. La fructification a lieu en été et en

automne de I'année suivante apres fécondation (Rameau et al., 2008)

a: Tronc
b : Feuilles

C: Cone femelle (Astrobile)

&« d : Inflorescences males

Figure 9 : Caractéristiques botanique de Pinus halpenesis (original 2023).
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1.4. Répartition du pin d’Alep en Algérie

le pin d'Alep est largement répandu principalement dans les massifs du tell littoral et I'Atlas
saharien. Il couvre une superficie d'environ 850 000 hectares, ce qui représente 37% de la surface
boisée réelle du pays. D’aprés Boudy (1955), le pin d'Alep forme de vastes peuplements
notamment dans I'oranais (Sidi-Bel-Abbes, Saida, Tlemcen, Tiaret), dans I'Algérois (média,
Boghar, Monts des Bibans), sur I'Atlas saharien (mont de Ouled Nail) et dans le sud
Constantinois (Aures, région de Tébessa),(Zenzen,2016).
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Figure 10 : Aire de répartition du pin d’Alep en Algérie (seigue,1985)
2. Le Géranium (Pélargonium roseum)

2.1. Présentation de la famille des Géraniacees (Geraniaceae)

La famille des Geraniaceae, également connue sous le nom de Géraniacées, constitue un groupe
de plantes dicotylédones authentiques, englobant de 5 a 7 genres et comptant entre 650 et 800
especes. Parmi ces genres, Géranium et Pélargonium font partie de la famille des Géraniacées et
présentent une similitude dans leur fruit allongé, composé de cing méricarpes, chacun renfermant
une unique graine (Miller, 2002).

2.2. Caractéristiques botaniques

Cet arbuste de taille modeste se dresse avec une posture érigée, montrant une ramification
abondante qui s'étend pour former un amas pouvant atteindre 1,3 metre en hauteur et 1 métre en
diametre. La tige herbacée, initialement verte, tend a se brunir et a s'épaissir en bois avec le
temps. Ses ramifications axillaires, élancées ou s'étendant, contribuent a créer une apparence de
touffe compacte a lI'ensemble de la plante. Les feuilles, de teinte verte, possedent une texture




CHAPITRE Il Monographie des plantes étudiées

relativement douce au toucher et sont toujours pourvues d'une abondance de poils sur leur
surface, donnant un aspect velouté. Elles sont disposées de maniere opposée sur la tige, exhalant
un parfum caracteristique, et présentent une découpe en 5 a 7 lobes. La structure florale se trouve
a l'extrémité des tiges, constituée de 3 a 10 semi-ombelles arborant une teinte rose. Les fleurs
elles-mémes, dotées de cinq pétales, exhibent souvent des veines d'une nuance plus sombre
(Demarne ,1992).

Figure 11 : Géranium rosat (original 2023).

2.3. Répartition en Algérie

Au cours du 19eme siécle, P. graveolens fait son entrée en Algérie et trouve son lieu de culture
privilégié dans la plaine de Mitidja, ou elle est principalement cultivée dans les jardins et les
cimetiéres (Demarne ,1992).
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2.4. Classification phylogénétique
D'apreés la classification phylogénétique établie par Ceonquist (1981), la catégorisation du
géranium se présente de la maniere suivante :

Régne : Plantae (Plantes)

Super division : Spermatophyta (plantes a graines)

Division : Magnoliophyta (ou angiospermes), plantes a fleurs
Classe : Magnoliopsida (ou Dicotylédones)

Sous-classe : Rosidae

Ordre : Geraniales

Famille : Geraniaceae

Genre : Pelargonium

Espece : Pelargonium roseum
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1. Localisation de la zone d’étude
Les feuilles et les tiges de Pelargonium roseum et du Pinus halpensis ont été prélevées dans la

Wilaya de Tizi-Ouzou précisément au village Oumaden commune d’Ath Zmenzer situé a une
altitude de 510 m (figure 12).
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Figure 12 : Localisation du site de prélevement des plantes étudiées (Google map).

2. Réalisation de coupes anatomiques pour I’étude des structures sécrétrices
d’huiles essentielles a la microscopie optique

L'analyse histologique de deux especes implique la réalisation de sections anatomiques au niveau
des organes tels que les feuilles, les tiges ou les pétioles, en utilisant la méthode préconisée par
Deyson (1954).
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2.1. Réalisation des coupes anatomiques

Afin de produire des sections anatomiques délicates, nous avons employé les organes frais de
chaque plante étudiée, incluant les feuilles, les tiges et les pétioles. Ces organes ont été insérés
entre deux morceaux de polystyréne expanse, maintenus en place a l'aide d'une lame de rasoir,
permettant ainsi la réalisation rapide de coupes perpendiculaires a I'axe de I'organe. Par la suite,
les coupes ont été récupeérées et placées dans une boite de Pétri contenant de I'eau distillée.

2.2. La double coloration

Les coupes sont placées dans I'hypochlorite de sodium (eau de Javel) pendant une période de 10 a
20 minutes, ce qui permet de débarrasser les cellules de leur contenu. Ensuite, elles ont subi un
rincage abondant a I'eau. Par la suite, elles sont rapidement rincées dans de I'acide acétique dilué
afin de neutraliser tout exces d'eau de Javel, puis elles sont de nouveau rincées a I'eau distillée.
Les coupes sont ensuite soumises a l'action du rouge Congo pendant une durée de 15 a 20
minutes, suivie d'un ringage, puis elles sont plongées dans un bain de vert de méthyle pendant 10
a 15 minutes. Aprés un dernier ringage a I'eau, les coupes sont observées au microscope optique.

3. Extraction des huiles essentielles a partir des fleurs de Pelargonium roseum
et des pseudophylles de Pinus halepensis

Dans une premiére étape, I'extraction a été réalisée avec 2 kg de fleurs de Pelargonium roseum
dans un extracteur pilote de type alambic (voir figure 13). Ensuite, I'extraction a partir des
pseudophylles de pin d'Alep a été faite dans ce méme extracteur.
L’ Alambic est formé :

v" D’une chaudiére

v' D’une corbeille

v D’un réfrigérant

v Un essencier (platine)
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Pompe

Cuve

Figure 13 : Extracteur pilote (Taleb, 2015).

La chaudiére est concue pour accueillir la corbeille contenant la matiére végétale a distiller. Une
fois que de I'eau est ajoutée a la chaudiére, la matiére végétale est placée dans la corbeille. La
température de l'extracteur est maintenue a 100 °C pour favoriser I'évaporation de l'eau et
I'entrainement des molécules d'huile essentielle sous forme gazeuse (vapeur).

La vapeur ainsi produite se dirige depuis la chaudiere vers le réfrigérant, un tube en métal
inoxydable qui est connecté au serpentin du réfrigérant, rempli d'eau et maintenu a une
température d'environ 12-13°C. Cette température entraine la condensation de la vapeur en
gouttelettes, lesquelles sont récupérées dans I'essencier. Comme I'huile essentielle est
généralement moins dense que I'eau, elle se sépare naturellement.

Ensuite, lI'eau est évacuée en ouvrant le robinet de I'essencier. L'huile essentielle ainsi que la
petite quantité d'eau résiduelle sont recueillies dans une ampoule a décanter. Cette opération a
nécessité environ 2 heures. Enfin, I'huile essentielle est transférée dans un flacon en verre foncé
et conservée au réfrigérateur 4°C.
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Figure 15 : Huile essentielle de Géranium rosat Figure 14 : Huile essentielle de Pin d’Alep
(originale 2023) (originale 2023).

3.1. Détermination du taux d’humidité du matériel végétal

Le taux d’humidité est la quantité d’eau contenue dans le végétal frais sont mesurés a 1’aide de
I’appareil de DEAN et STARK.

Il est formé d’un ballon en verre relié a un tube de raccordement qui le lie & un tube cylindrique
gradué le tube cylindrique est surmonté d’un réfrigérant, le ballon est placé sur le chauffe ballon.
Le principe est de quantifier I’eau contenue dans le végétal en le mettant en contact d’un solvant
(le toluéne), le tout est porté a ébullition.

Dans le ballon, un poids P de matiere végétale est mélangé a un volume (100 ml) de toluéne.
Sous I’effet du chauffage le solvant ainsi que 1’eau dans le végétal s’évaporent. Une fois dans le
réfrigérant, la vapeur se condense en gouttelettes qui s’accumulent dans le tube gradué (eau a la
base, le solvant en haut) L’opération dure jusqu’au moment ou le niveau d’eau dans le tube
gradué devient stable et le solvant limpide.

A la fin de I’opération, I’intensité de chauffage est augmentée afin de récupérer toutes les

gouttelettes d’eau déposées sur les parois du réfrigérant.
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Apres refroidissement le volume d’eau est lu sur le tube gradué et le taux d’humidité est calculé
selon la formule suivante :
Avec :

H : taux d’humidité, H= %100
V : le volume d’eau 14

M : masse de matériel végétal.

3.2. Calcul du rendement en huile essentielle
Le rendement est la quantité maximale d’huile essentielle que fournit une masse donnée de

végeétal pendant une période donnée. Le rendement est calculé par la formule :

Avec :

R : Rendement en huile essentielle en pourcentage (%) 1%

V : volume de I’huile (ml) recueilli

MS : Matiére Seche (g)

4. Evaluation de I’effet des huiles essentielles sur la croissance de
Staphylococcus aureus et Escherichia coli

4.1. Souches bactériennes
Dans cette étude deux souches bactériennes ont été choisies dont une a gram positif qui est

Staphylococcus aureus et I’autres a gram négatif qui est Escherichia coli issu de la collection des

souches référencées du laboratoire de microbiologie du département de biologie de ’'UMMTO.

4.2. Revivification microbiologique des souches microbiennes
L’utilisation du milieu de culture BHIB (bouillon cceur cervelle) afin de revivifié les souches

bactériennes testées pour les employer, un repiquage dans de tubes contenant du BHIB a été
effectué a partir des milieux de conservation des souches, ces tubes sont ensuite incubés a 37°C
pendant 24h.

4.3. Repiquage sur les milieux sélectifs
Les souches bactériennes testées ont été repiquées a partir des cultures contenues dans le BHIB

sur les milieux sélectifs, suivies d’une incubation a 37°C pendant 24h.
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4.4, Préparation de la suspension bactérienne (I’inoculum)
A T’aide d’une anse platine stérile, prélever 3 & 4 colonies bactériennes bien isolées de chaque

espece étudiée a partir des boites de Pétri ensemencées précédemment puis déposer les colonies
dans 9ml d’cau physiologique stérile (0,9% chlorure de sodium (Na CI)). Ces tubes sont ensuite
vortexés pendant quelques secondes. Une suspension bactérienne de densité équivalente au
standard 0,5W de MC Ferland (108UFC.mIY) est réalisée a 1’aide d’un spectrophotométre réglé
sur une longueur d’onde de 620 nm et la densité optique est ajustée a 0,08 — 0,10. L’ajustement
de I’'inoculum bactérien se fait en fonction de la charge : Soit par ajout de la culture si la DO est

faible ou de I’eau physiologique stérile s’il est trop chargé.

4.5. Méthode de diffusion
La méthode des aromatogrammes (Figurel6) est la technique choisie pour déterminer I’activité

antibactérienne de 1’huile essentielle testée. Cette méthode consiste a déposer un disque stérile
imbibé d’HE sur un milieu solide dans une boite de pétri. Elle permet de mettre en évidence
I’effet antibactérien d’HE sur les bactéries, ainsi que la détermination de la résistance ou la
sensibilité de ces bactéries vis avis de cette HE.

La méthode de diffusion sur disque appliquée est celle décrite par Hayes et Markovic (2002).
Environ 20 ml de Muller Hinton en surfusion sont coulés dans des boites de Pétri.

Aprés solidification du milieu de culture, la suspension bactérienne (108UFC/mI?) testée est
étalée en surface. Dans des conditions aseptiques et a 1’aide d’une pince stérile, 4 disques de
papier filtre stérile de 6mm de diametre sont déposés sur I’Agar, dont 2 disques imprégnés
parallelement avec des concentrations d’HE (5ul,10ul et 15ul). 2 disques témoins sont réaliseés.il
consiste en: un témoin positif par dépdt de disque antibiotique(Gentamycine) et un témoin
négatif imprégné avec Sml d’eau physiologique stérile, les boites ont été incubées dans une étuve

a 37°C pendant 24h.

La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque disque en

millimeétre.
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Figure 16 : Méthode des aromatogrammes sur boite de Pétri (Ouaar, 2018).

4.6. Détermination de la CMI par la méthode de microplaque a 96 puits

Cette étape a été accomplie en utilisant une plaque de culture a 96 puits. Le procédé consiste a
ensemencer une série de 11 concentrations décroissantes d'HE a partir d'un inculum standardisé.
Chaque puits contient 40 ml de bouillon Muller Hinton, et dans le premier puits de chaque
rangée, 15 ml d'HE sont ajoutés, suivis de dilutions successives avec un facteur de %, du premier
au onzieme puits de chaque rangée, a I'exception du douzieme puits. Ensuite, 5 ml de suspension
bactérienne a une concentration de (10 UFC/mI-) sont ajoutés a chaque puits. La plaque ainsi
préparée est placée dans une étuve pour incuber pendant 18 a 24 heures. L'observation de la série
permet de déterminer la concentration minimale inhibitrice, correspondant & la plus faible
concentration d'HE capable d'empécher la croissance bactérienne.

4.7 Analyse statistique des résultats obtenus

Pour Comparer le rendement des rayons d’inhibition des huiles essentielles pour cella

I’analyse Anova a était utiliser, cette dernicre a était faite grace au logiciel d’analyse
R.software(Version4.1.0).
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Resultats et discussion
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1. Rendement en huiles essentielle
Le rendement moyen en huile essentielle a été calculé en fonction de la matiere végétale fraiche

de la partie aérienne de la plante.
Les taux d’humidité ainsi que les rendements obtenus pour les deux espéces de plantes étudiées

sont rassemblés dans le (tableau 1).

Tableau 1 : Taux d’humidité et des rendements en huiles essentielles.

Espéces Masse Taux Rendement
utilisée d'humidité (ml)
(9) (%)
Pinus 30,3212 3,29 0,5
halepensis
Péargunium 12,0015 8,16 0,6
roseum

2. Etude histoanatomique
L’observation des coupes histoanatomiques réalisées a partir des feuilles, tiges et pétioles de

Pelargonium roseum a permis de localiser les sites sécréteurs des essences végétales.

2.1. La feuille de géranium roseum
L’observation au microscope optique de la coupe transversale de la feuille de Pelargonium

roseum montre la présence de tous les caractéres d’une feuille de Dicotylédones comme le
montre la figure 17.

La présence de poils tecteurs variés : unicellulaires, bicellulaires et tri cellulaires a extrémités
effilées et fines de taille variable (courte, moyenne et longue). La présence de poils sécréteurs a

téte pluricellulaire et pied unicellulaire.
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Poil sécréteur

Poil tecteur

b > 1
Figure 17 : Coupe transversale de la feuille de Pelargonium roseum (G 10X10).

2.2. La tige de Geranium roseum

La section transversale effectuée sur la tige de Pelargonium roseum (Figure 18) présente des

similitudes avec les caractéristiques typiques des tiges des plantes dicotylédones, comprenant

la présence de poils protecteurs et sécréteurs, bien que leur nombre soit moins élevé par

rapport a celui observé dans les feuilles.

Xyleme

Poil sécréteur

Epiderme

: .
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Figure 18 : Coupe anatomique de la tige de Pela'rgonium roseum (MO : Gx40).
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De plus, on distingue également :

e Epiderme : représenté par une seule assise de petites cellules a paroi cellulosiques allongées.

e Parenchyme cortical : formé par plusieurs couches de cellules a paroi mince et
pectocellulosiques allongées.

e Xyleme : situées vers 1’intérieur, ces cellules sont mortes, leur paroi est partiellement lignifiée,
elles sont superposees par rapport au phloéme, comportant des vaisseaux de différents types.
Leur role principal est la conduction de la seve brute.

e Une structure secondaire : xyleme et phloéme secondaires.

e Parenchyme médullaire formé de cellules & paroi mince et de forme trés variable. Il est situé

profondément dans 1’organe.

2.3. Structures sécrétrices
Chez Pelargonium roseum, I’huile essentielle est stockée dans des poils sécréteurs aussi bien au

niveau de la feuille que de la tige. Comme tous les poils sécréteurs, on note une téte arrondie

dans laquelle s’accumule I’essence et un pied qui la relie a 1’épiderme. (Figure 19)

A

- - Pied Poil sécréteur

A

=

Figure 19 : Observation microscobique d’un poil sécréteur de Pelargonium roseum (M.O:
Gx40).
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2.4. La tige de pin d’Alep

Dans la coupe transversale d’une pseudophylle, nous avons observé une structure normale avec :
une assise épidermique continue, un mésophylle (parenchyme chlorophyllien) présentant de la
chlorophylle sur toute sa surface, une assise de cellules formant une gaine protectrice, des

stomates, des canaux résiniferes et des faisceaux libéro-ligneux. (Figure 20.)

Epiderme

Canaux sécréteurs (résine)

Endoderme

Tissu de transfusion
Phloeme

Xyleme

Mésophylle

Stomate

Hypoderme

Figure 20 : Coupe transversale de la feuille de Pin d’Alep (MO : G10).
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3. Etude de Pactivité antimicrobienne des huiles essentielles

3.1. Technique de ’antibioaromatogramme
Le pouvoir antibactérien des HEs de Pinus halepensis et Pelargonium roseum vis-a-vis des

bactéries S.aureus et E. coli a été évalué par la présence ou l'absence des zones d'inhibition apres
24h d’incubation a 37 °C (figure 21).

Figure 21 : Etude de I’effet des huiles essentielles sur la croissance bactérienne par la technique
de I’antibioaromatogramme.
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Les diameétres des zones d’inhibition mesurés en présence des HEs et obtenu aprés 24h

d’incubation sont consignés dans le tableau 2.

Tableau 2 : Activité antimicrobienne des huiles essentielles de Pelargonium roseum et Pinus
halepensis et pin d’Alep exprimés par le diametre de la zone d’inhibition en Cm.

Huile So,uc_:he Dose en pl
bactérienne
SUS SuL 10 pL 15 pL
HE (R1) 1 1,8 2
HE (R2) 1,4 2 1
E coli AB 1.8 2 2
AB 1.2 1.6 1.7
EP 0 0 0
Pin d’Alep EP 0 0 0
HE (R1) 3 1,4 1,8
HE (R2) 1,5 2.2 1.5
AB 3 3.5 2.2
S. aureus AB 2.7 3 37
EP 0 0 0
EP 0 0 0
HE (R1) 1 2.2 NA
HE (R2) 2 2 NA
. AB 1.2 1.6 NA
E. coli AB 18 16 NA
EP 0 0 0
Géranium EP 0 0 0
Rosat HE (R1) 1,3 2.4 NA
HE(R2) 1 2 NA
S. aureus AB 2.1 2.8 NA
AB 2 1.8 NA
EP 0 0 0
EP 0 0 0

NA : Résultats illisible

AB : Antibiotique (témoin positif)

EP : Eau physiologique (témoin négatif)
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3.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice des huiles

essentielles (CMI)
La concentration minimale inhibitrice (CMI) des huiles essentielles de Géranium roseum et de
pin d'Alep a été déterminée vis-a-vis de Staphylococcus aureus et d'Escherichia coli. Les valeurs

des CMI sont interprétées a partir de la microplaque a 96 puits, illustrée par la figure 22 et
répertoriées dans le tableau 3.

Figure22 : Microplague a 96 puits

Tableau 3 : Détermination des CMI des huiles essentielles de géranium et pin d’Alep.

Huile Bactérie 15 | 75| 3,75 | 188| 094 | 047 | 0,23 | 0,12 | 0,059 | 0,029 | 0,015
essentielle pl | ol pl pl pl pl pl |l pl pl pl
E.coli + + + + + + + + + + +
Pinus
halepensis
S. aureus - + + + + + + + + + +
E. coli - - - + + + + + + + +
Pélargonium
roseum
S.aureus - - + + + + + + + + +

+ : croissance — : absence de croissance
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4. Discussion :

La qualité des huiles essentielles peut varier selon le taux de I’humidité (Robin,2017). Dans notre
étude nous avons obtenu un taux d’humidité égale a 0,03 pour le pin d’Alep et pour le géranium
égale a 0,081. Ceci pourrait étre expliqué par la méthode choisie pour I’extraction d’huile
essentielle ce qui présente I’inconvénient de laisser des traces d’eau, lors de la récupération
(Benhabiles, 1995).

A partir de la plante fraiche de géranium nous avons obtenu un rendement élevé en huile
essentielle (0.6 %). Ce rendement est largement supérieur a celui rapportés par Boukhatem et al.
(2010) obtenu a partir de géranium rosat issue de la région de Chiffa (w. Blida), en pleine
floraison durant le mois de mai 2008 égale a 0,2%. Mais aussi aux résultats des études
antérieures et aux normes fixées par AFNOR (0.15%).

En comparaison avec d’autres régions, le rendement est remarquablement élevé pour le géranium
séché provenant du Maroc récolté en mars 2013 (wootton-beard et al., 2011). 1l atteint un taux de
0,8%, qui est largement supérieur a notre rendement.

A partir de la plante fraiche de pin d’Alep, nous avons obtenu un rendement avoisinant les 0,5%
d’HE .Nous notons que nos résultats s’accordent aux rendement de I'huile essentielle de la méme
espece récoltée dans la région de Sidi Fredj en Algérie,qui est de 0,52% (Dob et al,2005).
Cependant, ce rendement est relativement faible comparé a celui rapporté par Sadou et al.(2015)
obtenu a partir des aiguilles de P. halepensis seéches issues de deux sites : le parc national d’El
kala et la forét Zaarouria récoltées au printemps par entrainement a la vapeur d’eau qui sont des

rendements respectifs de 0,81% du site 1 et du site 2 qui est de 0,3%.

La variation du rendement est probablement due a I’origine génétique et aux facteurs
environnementaux tels que la température, I'numidité relative, la saison de récolte, et la fraicheur
de la plante au moment de l'extraction. De plus, la méthode d'extraction, la durée totale
d'insolation, et le régime des vents exercent une influence directe sur le rendement, en particulier
chez les especes végétales qui posseédent des structures histologiques de stockage superficielles, a
I'instar des pélargoniums odorants. Tous ces éléments doivent étre pris en considération lors de la
cultivation et de I'extraction des composeés d'intérét a partir de ces plantes (Guignard ,1983).
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Les résultats de 1’analyse de la variance relatifs a notre bio-essai ont montré que les huiles
essentielles de géranium (Pelargonium roseum) et Pin d’Alep (Pinus halepensis) ont affecté la
croissance des deux bactéries pathogenes utilisées Staphylococcus aureus et Escherichia coli. Ils
indiquent une différence trés hautement significative pour le facteur substance (DDL = 2. F =
87.5176 ; P= 0.001) une différence hautement significative pour le facteur espéce bactérienne
(DDL =1 ; F=13.5501 ; P = 0,001) et une différence hautement significative pour I’interaction
espece bactérienne X HE (DDL =2 ; F = 6,5745 ; P = 0,001). Ces résultats ont été révélés par
I’huile essentielle de pin d’Alep.

L’huile essentielle de géranium, une différence trés hautement significative a été montrée aussi
bien pour le facteur substance (DDL=2 ; F= 78,23 et P=0,001) que pour le facteur dose (DDL=2,
F=82,4662 et P= 0,001) et pour I’interaction espéce substance dose (DDL=4; F=22,116 et
P=0,001).

Les bio-essais ainsi menés indiquent que les effets de I’'HE de pin d’Alep dépendent de la

sensibilité de la bacterie et a 1’origine botanique de I’HE utilisée.

Quant a I’HE de géranium son effet est plutot dose dépendant. En effet plus le volume d’HE

utilisé est important plus 1’effet engendré sur la croissance bactérienne est visible.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Sadou et al., (2015) qui ont observé une sensibilité
plus importante chez Staphylococcus aureus que(Gram+) chez E. coli (gram-) vis- a-vis de HE de
Pin d’Alep.

D’autres études réalisées notamment celle réalisé par Xianfei (2007), ont montré que
L’activité antibactérienne de I’huile essentielle de C. speciosa montre approximativement les
mémes résultats contre la souche Staphylococcus aureus avec un diameétre d’inhibition de 23

mm.

Dans le méme ordre d’ideé Atailia et Djahoudi (2015) ont montré que les souches de
Pseudomonas aeruginosa sont plus résistantes a I’HE de Géranium rosat contrairement a nos
résultats qui ont révélé que Escherichia coli (bactérie Gram négative) est plus sensible a I’action
de I’huile essentielle de géranium roseum que Staphylococcus aureus (bactérie Gram positif).
(Tableau 3)

E
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Selon Chang et al. (2001), I'efficacité antimicrobienne des huiles essentielles dépend de
plusieurs facteurs, notamment la nature des composés majoritaires, leur concentration, la nature
et la structure des groupes fonctionnels, ainsi que les interactions potentielles entre les différents

constituants.

D'aprés Oussalah et al. (2007), on peut généralement diviser les effets des huiles essentielles sur
les bactéries en trois phases distinctes : d'abord, I'huile essentielle attaque la paroi bactérienne, ce
qui augmente la perméabilité cellulaire et entraine la perte des constituants cellulaires. Ensuite,
elle provoque l'acidification de I'intérieur de la cellule, ce qui bloque la production d'énergie
cellulaire et la synthese des composants de structure. Enfin, elle détruit le matériel génétique, ce

qui conduit a la mort de la bactérie.

Lorsqu'on examine les concentrations minimales inhibitrices des huiles essentielles de géranium
rosat (7,5 et 3,75 pl) et de pin d'Alep (15 pl), on constate une réduction de la viabilité cellulaire,

avec un effet 1étal observé au bout de 18 heures.

Il est important de noter que les composés majoritaires des huiles essentielles sont souvent
responsables de leur activité antibactérienne, comme I'ont souligné Kalemba et Kunnucka (2003).
Par exemple, I'huile essentielle de Pelargonium roseum est riche en composés contenant des
groupes acétates, ce qui contribue a renforcer I'activité des molécules antibactériennes. L'acétate
de géranyl, en particulier, se révele plus efficace que le géraniol lui-méme, et il possede des

propriétés antibactériennes contre un large éventail de bactéries a Gram positif et a Gram négatif.

Dans le cas de Pinus halepensis a montré un effet inhibiteur contre S. aureus la CMI de cette
derniére a été déterminé a 15ul, par contre E. coli a été la souche la moins sensible, celle-ci n’a

pu étre inhibée. (Tableau 3).

La résistance élevée de E. coli est attribuée a la présence d’une membrane externe, imperméable
aux composés hydrophobes grace a son revétement lipo-polysaccharidique. L'absence de cette
barriere, chez S. aureus permet le contact direct des constituants hydrophobes de [I'huile

essentielle avec la bicouche phospholipidique de la membrane cellulaire, provoquant, une
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augmentation de la perméabilité des ions et la fuite des Constituants intracellulaires vitaux, soit

une déficience au niveau du systeme enzymatique (Sadou et al., 2015)

Selon Chang et al., (2001), le pouvoir antimicrobien des huiles essentielles est en relation directe
avec plusieurs parametres a savoir la nature des composées majoritaires et la Concentration de
ces composés, nature et structure des groupements fonctionnels et I’interaction probable entre les

différents constituants.

En général, ces huiles agissent en ciblant principalement la membrane plasmique des bacteéries,
en raison de la nature hydrophobe des composés qu'elles contiennent. Cette caractéristique
favorise leur intégration entre les phospholipides de la membrane et leur solubilisation dans la
bicouche lipidique, ce qui perturbe la structure de la membrane plasmique et altére sa

perméabilité aux ions et autres constituants cellulaires (Carson et al., 2006).

En considérant la diversité moléculaire des huiles essentielles, il semble que leur activité
antibactérienne résulte de I'action combinée de plusieurs mécanismes agissant a la fois sur les
membranes plasmiques et les parois bactériennes. Les huiles essentielles agissent en entravant la
multiplication des bactéries, leur sporulation et la synthése de leurs toxines. Leur efficacité
antimicrobienne dépend principalement de leur composition chimique, en particulier des
composés volatils majeurs (Oussalah et al., 2007). Les aldéhydes et les terpenes, connus pour
leurs propriétés désinfectantes et antiseptiques, s'opposent a la prolifération des germes
pathogénes (Benayad, 2008). Cette caractéristique permet d'utiliser les huiles essentielles en
phytothérapie en raison de leurs propriétés antiseptiques dans le traitement des maladies

infectieuses.




Conclusion genérale



L’extraction des huiles essentielles de Pelargonium roseum et Pinus halpensis par entrainement a
la vapeur d’eau a montré un rendement de 0.6% et 0.5% respectivement avec des taux d’humidité
de 8,16% et 3,29%.

Les résultats de notre étude suggeérent que les huiles essentielles de Pélargonium roseum et Pinus
halpensis ont un potentiel antimicrobien contre les bactéries Staphylococcus aureus et E. coli, et
que les huiles essentielles agissent d’une maniére différente chez les souches testées. Dont 1’huile
essentielle de Pinus halpensis a une action inhibitrice sur la croissance de Staphylococcus aureus
avec une zone d’inhibition de 30mm et E. coli, avec une zone de 20mm. Tandis que les huiles
essentielles de pélargonium roseum ont été efficaces sur Staphylococcus aureus avec une zone
d’inhibition de 24mm et E. coli, avec une zone de 22mm.

L’expérience menée indique clairement que 1’effet dose dépendant et qu’elle dépend également
de la bactérie utilisée.

A propos de la concentration minimale inhibitrice E. coli a été plus sensible vis-a-vis de I’huile
essentielle de pélargonium roseum avec une CMI de 3.75 pl, suivi par Staphylococcus aureus
dont la croissance a été inhibée a 7.5 ul. la CMI de la croissance de Staphylococcus aureus par
I’HE de Pinus halpensis est de 15 pl alors qu’il n’a eu aucun effet sur E. coli.

Selon les résultats que nous avons obtenus, il serait intéressant de développer 1’étude de ses
huiles essentielles pour déterminer les mécanismes exacts de leur activité antimicrobienne,
I’influence d’autres méthodes d’extraction sur le rendement, étendre cette étude a bon nombre
d’huiles essentielles, Identifier les molécules bioactives spécifiques pour chaque activité
biologique.
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Annexes



Composition du milieu Muller Hinton

Le milieu Mueller-Hinton avec ou sans addition de sang de mouton est préparé selon la formule
décrite par OMS.

Infusion de viande 2,0
Hydrolysat de caséine 17,5
Amidon de mais 1,5 pH
final 7,3+0,1

Ca2+20-25 mg/L
Mg2+10-12,5 mg/L

* formule adaptée pour assurer les meilleures performances du milieu. Préparation du milieu :
Homogénéiser la poudre contenue dans le flacon. Mélanger 25 grammes de milieu déshydraté dans
1 litre d’eau distillée stérile jusqu’a obtention d’'une suspension homogéne. Stériliser a I'autoclave a
121°C pendant 15 minutes. Répartir en tubes ou flacons stériles.
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Résumé

Les huiles essentielles de Pelargonium roseum et Pinus halpensis ont été extraites par
entrainement a la vapeur d’eau. Les rendements d’extraction obtenus des feuilles fraiches de
géranium et des feuilles fraiches de pin d’Alep sont respectivement 0.6% et 0.5%.

L’évaluation de [’activité antimicrobienne a montré que [’huile essentielle de pin d’Alep a
une action inhibitrice sur la croissance Staphylococcus aureus et Escherichia coli avec des
zones d’inhibition qui varient entre 1 et 3 cm avec une CMI de 15 ul. Tandis que [’huile
essentielles de géranium a été efficaces sur Staphylococcus aureus et Escherichia coli avec
des zones d’inhibition qui varient entre I et 2.4 cm et de CMI 7,5 et 3.75 ul. Ces résultats
Démontre que les huiles essentielles peuvent étre utilisées comme alternative naturelle aux

antibiotiques pour traiter les infections bactériennes.

Mots clés : Huiles essentielles, Escherichia coli, Plargonium roseum, Pinus halpensis,

Staphylococcus aureus, activité antibactérienne.

Abstract

Pelargonium roseum and Pinus halpensis essential oils were extracted by steam stripping. The
extraction yields obtained from fresh geranium leaves and fresh Aleppo pine leaves were
0.6% and 0.5% respectively.

Evaluation of antimicrobial activity showed that Aleppo pine essential oil had an inhibitory
action on the growth of Staphylococcus aureus and Escherichia coli, with inhibition zones
varying between 1 and 3 cm at a MIC of 15 pl. While geranium essential oils were effective
against Staphylococcus aureus and Escherichia coli with inhibition zones ranging from 1 to
2.4 cm and MICs of 7.5 and 3,75 pl. These results demonstrate that essential oils can be used

as a natural alternative to antibiotics to treat bacterial infections.

Key Words : Essential oil, Escherichia coli, Plargonium roseum, Pinus halpensis,

Staphylococcus aureus, antimicrobial activity.



