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Résumé

Les objectifs de ce travail consistaient a étudier 1’activité antibactérienne de six huiles
essentielles a 1’égard de quelques bactéries pathogenes responsables des infections gastro-
intestinales. Les huiles essentielles étudiées ont été extraites a partir des feuilles de Mentha
pulegium, Ocimum basilicum et de Mentha spicata et aussi a partir des graines d’Eugenia
caryopylata, Foeniculum vulgare et de Carum carvi. Les huiles essentielles ont été extraites
par la méthoded’hydrodistillation. Les rendements en huiles essentielles varient de 0,6+ 0,06
a4,2 £0,02%. Les huiles essentielles extraites possédent des propriétés physico-chimiques et
organoleptiques conformes aux normes. Les résultats de 1’analyse de la composition chimique
des huiles essentielles par CG/SM indiquent une abondance des composés monoterpéniques
tels que le carvone qui est de 63,92% pour I’huile essentielle de Carum carvi et de 67,08%
pour I’huile essentielle de Mentha spicata ; 1’eugénol est de 65,22% pour 1’huile essentielle
d’Eugenia caryophylata. L’étude du pouvoir antibactérien par la méthode de diffusion a partir
d’un disque des huiles essentielles vis-a-vis de huit bactéries pathogenes (Escherichia coli,
Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis, Bacillus cereus, Citrobacter
freundii, Clostridium perfringens et Helicobacter pylori) a montré un effet important sur
toutes les bactéries pathogenes étudiées. Les meilleurs diamétres des zones d’inhibition ont
été observés respectivement avec les huiles essentielles de Mentha spicata (34,16 +0,30mm)
et de Mentha pulegium  (34,50+ 0,40 mm) vis-a-vis d’H.pylori. Des diametres de zone
d’inhibition de 33,00+1,87et de 30,50+0,40 mm ont été constatés avec 1’huile essentielle de
Carum carvi vis-a-vis de B. cereus et de Citrobacter freundii respectivement. Les résultats de
la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) par la méthode de micro-
dilution ont montré que H.pylori, C.perfringens, E.coli et S. typhi ont été inhibées par les
huiles essentielles d’Eugenia caryophylata et Foeniculum vulgare a une CMI de 1,56 mg/ml.
Une CMI de 0,19 mg/ml des huiles essentielles de Carum carvi, Mentha pulegium et Ocimum
basilicum était suffisante pour inhiber la croissance de H.pylori, S. typhi et B. cereus. Les
rapports CMB/CMI ont indiqué que les huiles essentielles étudiées ont exercé un effet
bactéricide vis-a-vis de la plupart des souches bactériennes testées. Ces résultats suggerent
que l’utilisation de ces huiles essentielles permettrait de protéger I’homme contre les
bactéries responsables de pathologies gastro-intestinales.

Mots clés : Huiles essentielles, Hydrodistillation, CG/SM, Bactéries pathogénes, Activité

antibactérienne, Pouvoir bactéricide.



Abstract

The objectives of this work were to study the antibacterial activity of six essential oils
against some gastrointestinal pathogens bacteria. The essential oils studied were extracted
from the leaves of Mentha pulegium, Mentha spicata and Ocimum basilicum and also
from the seeds of Eugenia caryopylata, Foeniculum vulgare and Carum carvi. Essential
oils were extracted by hydrodistillation method. The yields of the extraction of essential
oils ranged from 0,6+ 0,06to 4,2 £ 0,02%. Essential oils have physico-chemical and
organoleptic properties that are comply with standards. The results of the analysis of the
chemical composition of essential oils by CG/MS indicate the abundance of monoterpene
compounds namely carvone in essential oil of Carum carvi (63,92%) and Mentha spicata
(67,08%) and eugenol in essential oil of Eugenia caryophylata (65,22%). The study of the
antibacterial activity by the disk diffusion method of the extracted essential oils against
eight pathogenic bacteria (Escherichia coli, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus,
Proteus mirabilis, Bacillus cereus, Citrobacter freundii, Clostridium perfringens and
Helicobacter pylori) has shown an important inhibitory effect against all the pathogenic
bacteria studied. The best zones of inhibition were observed with the essential oils
extracted from Mentha spicata (34,16 +£0,30mm) and Mentha pulegium (34,50+ 0,40 mm)
against H. pylori and Carum carvi seeds against B. cereus (33,00+1,87 mm) and
Citrobacter freundii (30,50+0,40 mm). The results of the minimum inhibitory
concentration (MIC) carried out by the micro-dilution method have shown that H.pylori,
C.perfringens, E.coli and S. typhi were inhibited by the essential oils of Eugenia
caryophylata and Foeniculum vulgare at a MIC of 1,56 mg/ml. An MIC of 0,19 mg/ml of
the essential oils of Carum carvi, Mentha pulegium and Ocimum basilicum was sufficient
to inhibit the growth of H. pylori, S. typhi and B. cereus. The CMB/CMI reports indicated
that the essential oils studied exhibited a bactericidal effect against almost tested strains.
These results suggest that the use of these essential oils could be used to protect humans
against gastrointestinal pathogens bacteria.

Keywords: Essential oils, Hydrodistillation, CG/SM, Pathogenic bacteria, Antibacterial

activity, Bactericidal power.
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Introduction géneérale

La phytothérapie est l'une des plus vieilles médecines du monde. Elle
représente une alternative intéressante pour traiter et soigner sans créer de nouvelles
maladies. Malgré le développement phénoménal de [I’industrie pharmaceutique
et chimique, I’intérét populaire pour la phytothérapic n’a jamais cessé d’évoluer. De
nos jours ces deux types de médication se retrouvent intimement liés puisque le
modele moléculaire de la plupart des médicaments mis sur le marché, ont pour

origine la plante (Packer, 2021).

De nombreux composés naturels isolés a partir de plantes ont démontré un
large spectre d'activités biologiques. Parmi ces différents types de  substances
naturelles, les huiles essentielles des plantes médicinales ayant recu une attention
particuliere comme agents naturels a grand potentiel pour la conservation des
aliments. En outre, les huiles essentielles se sont avérées avoir divers effets
pharmacologiques: comme antispasmodique ( Wei et al., 2022), hépatoprotecteur (Elufioye et
Habtemariam, 2020), antiviraux (Ashrafi et al., 2022), antimicrobien, anticancéreux (Elumalai
et al., 2022) et antioxydants (Viuda-Martos et al., 2011).

La composition chimique en huile essentielle est fortement influencée par des
facteurs biotiques et abiotiques. Elle dépend des conditions climatiques, saisonnieres
et géographiques ainsi que de la période de récolte de la plante voire de la
technique d’extraction (Colombo et al., 2013). En outre, D’activité antibactérienne des
huiles essentielles esten relation directe avec la composition et la concentration en
composés volatils, le type de microorganismes cibles, les conditions et les méthodes
de traitement (Altun et Yapici, 2022).

En Algérie comme dans les autres pays en voie de développement, les
maladies infectieuses et parasitaires constituent un probleme de santé publique a
cause de leur fréquence et de leur gravité. La situation est plus préoccupante a cause
de I’apparition des souches de micro- organismes antibiorésistants et 1’émergence des
infections non communes qui compromettent les traitements a 1’aide des médicaments
existants. Face a ces nombreux obstacles que présente [’utilisation des antibactériens
disponibles et enraison de leurs effets secondaires, il est indispensable de rechercher de

nouvelles substances antibactériennes efficaces et a large spectre d’action. Une des
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stratégies pour cette recherche consiste a explorer les plantes utilisées en médecine
traditionnelle (Bendahou et al., 2007).

De nombreuses bactéries pathogenes peuvent provoquer de graves maladies infectieuses
en sécrétant des toxines qui perturbent I’activit¢é du tube digestif. Ces maladies se
manifestent par des diarrhées aigues et des vomissements qui peuvent étre  d’origine
bactérienne (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus, Proteus mirabilis et

Helicobacter pylori...etc), parasitaire ou virale (Lauwers et al., 2010).

Les Salmonelles et certaines souches d’Escherichia coli sont responsables
d’infections séveres chez 1’homme. Elles sont souvent a 1’origine de la mortalité
infantile dans les pays en voie de développement et restent un risque permanent dans
les pays industrialisés (Elnour et al., 2022).

L’infection a Helicobacter pylori est la plus répandue dans le monde, touchant
environ un tiers de la population des pays développés et plus des deux tiers dans les
pays en voie de développement; cette infection s’exprime par une inflammation
aigué  de la muqueuse gastrique definie par des lésions endoscopiques entrainant
chez I’homme des gastrites, des ulcéres et méme des cancers de I’estomac (Diaconu
etal., 2022).

Par ailleurs, les plantes médicinales jouent un rdle économique considérable
dans le secteur des industries de 1’agroalimentaire, de la parfumerie, des cosmétiques et
de la pharmacie. Une plante médicinale est toute plante renfermant un ou plusieurs
principes actifs capables de prévenir, soulager ou guérir des maladies (Oreopoulou
etal., 2019).

De nombreux substituants ont été donc proposes par les chercheurs, parmi
ces alternatives, les extraits de plantes dont les huiles essentielles sont dotées d’une
activité biologique et olfactive et ont un fort potentiel pour remplacer les
antibiotiques (Malik et al., 2019).
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C’est dans cette optique, que nous nous sommes intéressés a étudier, in vitro,
I’effet des huiles essentielles extraites a partir des feuilles de certaines plantes
(Mentha spicata, Mentha pulegium et  Ocimum basilicum) et des graines de plantes
Eugenia caryophylata, Foeniculum vulgare et Carum carvi) vis-a-vis de certaines
bactéries (Escherichia coli, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis,
Bacillus cereus, Citrobacter freundii, Clostridium perfringens et Helicobacter pylori)

impliquées dans la physiopathologie digestive.
L'étude bibliographique a été répartie en trois chapitres :

Le premier chapitre traite les différentes pathologies bactériennes des voies
digestives inférieures, le deuxiéme présente une connaissance détaillée des différentes
caractéristiques des plantes étudiées, leur classification, description, composition chimique et
leurs propriétés pharmacologiques, alors que le troisiéme chapitre développe des généralités

et quelques activités biologiques des huiles essentielles.
Dans la partie expérimentale, nous avons fixé plusieurs objectifs, a savoir:

> Extraction des huiles essentielles a partir des feuilles de Mentha spicata, Mentha
pulegium, Ocimum basilicum et des graines d’Eugenia caryophylata, Foeniculum
vulgare et Carum carvi;

> Détermination des propriétés physicochimiques des huiles essentielles extraites;

> Détermination de la composition chimique des huiles essentielles par
chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse (CG/SM);

> Isolement de quelques bactéries impliquées dans la physiopathologie digestive;
» Evaluation de I’activité antibactérienne des huiles essentielles extraites vis- a-vis
de quelques souches bactériennes impliquées dans la physiopathologie gastro-

intestinale.
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Chapitre 1. Pathologies bactériennes des voies digestives inférieures
1. Généralités

Les voies digestives constituent un environnement stérile, & la naissance la
colonisation bactérienne débute au cours du processus de I'accouchement et se
développe avec I'dge selon le profil de l'alimentation qui fait modifier chaque fois la
flore digestive. Cette modification peut, a son tour entrainer une augmentation de la
charge bactérienne pathogene et toxique provoquant de nombreuses pathologies
gastro-intestinales (Steer, 2000; Tortora et Grabowski, 2001).

Les infections gastro-intestinales  sont  des infections d’origine  bactérienne,
parasitaire  ou virale qui provoquent des inflammations touchant I'estomac, I'intestin
gréle et le c6lon. Ces infections ont lieu si on ingere des aliments ou des boissons
qui sont contaminées par des microorganismes pathogéenes. Ces derniers peuvent
traverser la muqueuse intestinale et libérer des toxines qui provoquent les

symptémes de la maladie (Regnault, 2002).

L’intoxication résulte de [I’ingestion des aliments sur lesquels des
microorganismes se sont développés. Ladysenterie est une maladie infectieuse
caractérisée par des diarrhées séveres souvent mélées desangou de mucus. Les
maladies accompagnées d'une inflammation des muqueuses de l'estomac et de

l'intestin s’appellent la gastroentérite (Tortora et al., 2003).
2. Intoxication alimentaire par les staphylocoques

Les staphylocoques sont des cocci a Gram positif appartenant a la famille des
micrococaceae. Ce sont des aéro-anaérobies facultatifs, immobiles, non sporulés et
catalase positive. Staphylococcus aureus est la principale espéce entérotoxinogéne
(Bourgeois et al., 1996). S. aureus se multiplie plus facilement en aérobiose qu'en
anaérobiose, il est mésophile, généralement inhibé en présence d'une flore

compétitive importante (Joly et Alain, 2003).
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L'intoxication alimentaire par les staphylocoques qui, survient lors de
Iingestion d'entérotoxines produites par S. aureus est la principale cause des
gastroentérites S. aureus sécrete plusieurs toxines qui endommagent les tissus, ce qui

augmente la virulence de la bactérie (Bourgeois et al., 1996).
3. Gastroentérite a Clostridium perfringens

Les Clostridium sont classiquement définis comme des bactéries de la famille
des bacillaceae (bacilles et cocci sporulés) a Gram positif, de forme bacillaire,
mobiles par ciliature Péritriches ou immobiles et catalase négative. Elles sont
anaérobies strictes, mais peuvent résister a des concentrations plus ou moins fortes

en oxygene (Guiraud, 1998).

Clostridium perfringens produit un grand nombre de "toxines" qui ont des
activités trés variées. Sur la base de la production de 04 toxines létales majeures, les
Clostridium perfringens ont été séparés en 05 types A, B, C, D, E. Les 05 types de
Clostridium perfringens ne peuvent pas étre différenciés morphologiquement ou

biochimiquement (Reynolds et al., 1986; Regnault, 2002).
4. Intoxination causée par Bacillus cereus

Bacillus cereus est un germe ubiquiste et tellurique appartenant a la famille
des Bacillaceae. Ce sont des bacilles a Gram positif, mobile, de 1 a 1,2 um de large
sur 3 a 7 um de long, catalase positive, formant des spores ovoides résistantes a
100°C et donc a la pasteurisation, situés en position centrale ou paracentrale. C'est
une bactérie anaérobie facultative (Logan et Devos, 1998; Guiraud, 1998).

Bacillus cereus est un fort producteur d'enzymes, possédant une phospholipase
tres active. Il peut métaboliser l'arabinose et le mannitol, et réduire le nitrate en
nitrite (Tortora et Grabowski, 2001; Ackermann et al., 1995).

Lorsque les conditions deviennent defavorables, les Bacillus sporulent et
donnent des spores (une seule spore par cellule végétative) souvent trés résistantes

dans le milieu extérieur (Forsyth et al., 1998).
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En effet, certaines espéces de Bacillus produisent des spores dont la surface est
hydrophobe ce qui leur permet d’adhérer fortement a divers matériaux et de résister
aux procédés de nettoyage. C’est le cas notamment des spores de Bacillus cereus
qui s’attachent trés bien aux surfaces en acier inoxydable et qui posent de graves

problemes dans les industries alimentaires (Husmark et Ronner, 1990; Lund, 1990).
5. Salmonellose: gastroentérite a Salmonella

Les bactéries du genre Salmonella appartiennent a la famille des
Entérobacteriaceae. Ce sont des bacilles de 0,7 & 1,5 um de large et 2,0 & 5 um long,
a Gram negatif, anaérobies facultatifs, mobiles grace a une ciliature péritriche,
chimioorganotrophes et ne formant pas dendospore. Elles sont caractérisées par une

catalase positive et oxydase négative (Gledel, 1988).

La dose infectieuse de Salmonellose peut étre inférieure a 1000 bactéries. La
période d'incubation de la maladie est de 12 a 36 heures. Les Salmonelles
envahissent dabord les cellules de la muqgueuse intestinale. Le mécanisme de
pénétration de la bactérie est assez spectaculaire. Une fois dans la cellule, les
bactéries se multiplient, traversent la muqueuse et pénétrent les systemes
lymphatique et cardiovasculaire par l'intermédiaire des quelles atteignent d'autres
organes ou elles peuvent provoguer des abcés. La maladie se manifeste
habituellement par une fiévre modérée, des nausées, des vomissements, de la
diarrhée parfois sanglante et des douleurs abdominales. Ces signes régressent en
quelques jours, une semaine environ (Bourgeois et al.,, 1996; Bergeron et Dufour,
2004).

6. Gastroentérite a Escherichia coli

Escherichia coli appartient au groupe des coliformes, d'origine fécale et
responsable d'intoxications a cause d'un développement abondant. Ce sont des
batonnets courts a Gram négatif, catalase positive, oxydase négative et anaérobie
facultative (Guiraud, 1998).
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Les bactéries coliformes sont habituellement inoffensives, mais certaines
souches peuvent étre pathogenes et possedent des fimbriae spécifiques qui leur
permettent d'adhérer & certaines cellules épithéliales de [l'intestin. Ces bactéries
produisent aussi des toxines responsables de troubles gastro-intestinaux. Il existe
plusieurs biotypes d’Escherichia coli pathogénes qui different par leur virulence et
la sévérité des dommages qu'ils provoquent (Guechi, 2002;Tortora et al., 2003; Joly
et Alain, 2003).

7. Infections a Citrobacter

Les souches du genre Citrobacter appartenant a la  famille des
Entérobacteriacese sont des bacilles droits a Gram négatif, isolés ou groupés en

paire, d’environ 1,0 um de diamétre sur 2,0 a 6,0 um de longueur (Guiraud, 1998).

Les souches de Citrobacter freundii isolées des selles synthétisent une
entérotoxine  thermostable apparentée a celle d’Escherichia coli. Elles sont
responsables de diarrhées chez I’homme et de toxi-infections alimentaires qui se
traduisent par une gastroentérite sévere suivie parfois d’un syndrome hémolytique
urémique (Guiraud, 1998; Euzéby, 2000).

8. Infection a Proteus sp

Les Proteus sp sont des bacilles a Gram négatif, trés généralement mobiles,
polymorphes, mesurant de 0,4 a 0,8 um de diametre sur 1,0 um a 80 um de longueur
(Guiraud, 1998). Les Proteus sp sont des entérobacteréries responsables de
nombreuses infections chez 1’homme, en particulier chez les malades hospitalisés.
IIs constituent en fait un groupe de bactéries génétiquement tres hétérogenes (Berche
et al., 1988).

La mobilité des Proteus sp s’effectue soit par le mécanisme classique de la
nage soit par essaimage. La nage est observée aprés culture dans un milieu liquide.
Les bactéries se présentent alors sous la forme de courts bacilles (de 1,0 a 3,0 um)
pourvus de 6 a 10 flagelles. L'essaimage (ou "swarming") est une alternative a la
nage observée lorsque les bactéries sont cultivées en milieu solide (Burne et Chen,
2000 ; Brenner et al., 2000).
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9. Infections a Helicobacter pylori

La gastrite est une inflammation de la muqueuse gastriqgue ou sont distinguées
les formes aigués et chroniques. Dans la forme aigué, [I’inflammation peut étre
due a la prise d’aspirine ou autres anti-inflammatoires, un exces d’alcool ou un
stress important. Dans la forme chronique, la cause est principalement une
infection a Helicobacter pylori (Marshall et al., 1984; Goodwin et al.,1989). La

gastrite chronique peut donc évoluer vers 1’ulcére gastrique.

Helicobacter pylori est une bactérie pathogéne, ne colonise que la muqueuse
gastrique et n'infecte pas le duodénum s'il n y a pas de métaplasie gastrique. Elle est
du genre Helicobacter et sa définition se résume en trois mots: hélico (du grec
hélikoide, qui veut dire spiralée) ; bacter (batonnet) ; pylori (désigne le pylore). Ce

qui donne un batonnet spiralé du pylore (Bigard, 2004).
9.1. Principaux caracteres

Helicobacter pylori est un bacille a Gram négatif, de forme spiralée ou
incurvée de 25 a 5 pum de long et 05 a 1 pm de large. Les bacilles sont
généralement de morphologie homogéne sur biopsies. Apres culture, la morphologie
devient hétérogéne (Dwarakanath et al., 1994).

La mobilité d' Helicobacter pylori est assurée par 4 a 6 flagelles engainés de
position polaire (ciliature lophotriche). Helicobacter pylori est cultivée sur des
milieux riches additionnés de sang ou de sérum de cheval (5 & 10%). La culture est
réalisée dans des jarres sous atmosphére microaérophile avec 85 % de N,, 10 % de
CO; et 5 % d'O,. Aprées 3 a 5 jours dincubation a 37°C, les colonies apparaissent

translucides, 1égérement brunes et convexes (Fennerty, 1994; Enroth et al., 1999).

Helicobacter pylori posséde un capital enzymatique important car elle a une
catalase, oxydase, amidase, peptidase, phosphatase et surtout une uréase
extracellulaire en quantité extrémement importante. Elle possede aussi une DNase
gammaglutamyl-transpeptidase, leucine aminopeptidase, une lipase et aussi une
estérase (Faucher, 1999; Megraud et al., 2000).
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9.2. Pouvoir pathogene d'Helicobacter pylori

L'implantation gastrique d' Helicobacter pylori est facilitée par plusieurs facteurs :

¢ Mobilité: La mobilité permet a Helicobacter pylori de se mouvoir dans le
mucus mieux que dautres bactéries. La mobilité particuliere d' Helicobacter pylori
est non seulement due a sa forme spiralée, mais aussi a six flagelles unipolaires

engainés (Skouloubris et al., 2000).

¢ Colonisation: Helicobacter pylori résiste a l'acidité gastrique grace a la
production de l'uréase. Cette enzyme a besoin dion Ni?* au niveau des sites actifs
pour hydrolyser l'urée qui est normalement présente dans I'estomac en produisant du
dioxyde de carbone et de Il'ammoniac. Chaque bactérie se retrouve dans un
microenvironnement tamponné qui la protege de lacidité gastrique (Monteiro,
1995).

¢ Adhérence: L'observation histologique de biopsie a révélé qu' Helicobacter
pylori est trouvée majoritairement dans la couche de mucus mais a proximité de la
surface des cellules épithéliales gastriques. L'adhésion est due a deux types
d’adhésines : Adhésine Bab A et Adhésines homologues Alp A et Alp B (Ottemann
et Lowenthal, 2002).

9.3. Endommagement de la muqueuse gastrique

La bactérie traverse la muqueuse gastrique, la couche du mucus et vient se
fixer sur les cellules épithéliales en provoquant des lésions qui sont dues a la
synthése d'uréase et de la cytotoxine Vac A. L'ammoniac libéré par Helicobacter
pylori peut agir directement comme cytotoxine sur les cellules gastriques et peut
géner la respiration mitochondriale et cellulaire en réduisant la viabilité de la cellule,
entrainant les lésions de la muqueuse (Gewirtz et al.,, 2004; Andersen-Nissen et al.,
2005).
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La lésion de base de linfection a Helicobacter pylori est une gastrite, c'est-
a-dire, une inflammation de la muqueuse gastrique. Elle peut évoluer vers dautres
pathologies telles que l'ulcére, gastrite et cancer gastrique (Megraud, 1994; Lee et
al., 2003).
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Chapitre 11: Monographie des plantes médicinales étudiées

1. Historique

Les végétaux peuplent la planéte bien avant I’homme et ont d’abord servi a le
nourrir via la cueillette puis la culture (Fouché et al., 2000; Lorrain, 2013). Leur
emploi a rapidement évolué en constatant leurs propriétés thérapeutiques pour traiter
les blessures et les maladies. L’utilisation des arbmes était également connue des
civilisations de [I’antiquité pour des usages religieux, cosmétiques mais aussi
thérapeutiques (Lardry et Haberkorn, 2007; Festy, 2012).

Ce sont les égyptiens, 3150-1085 avant Jésus- Christ, de 1’époque
pharaonique, qui furent les premiers & avoir recours aux plantes aromatiques pour
embaumer les morts, avec notamment un mélange d’huiles essentielles comme
I’huile de cédre, de basilic (Franchomme et al.,, 1990 et Abrassart, 1997), et en
utilisant des plantes aux propriétés antiseptiques connues comme le nard de

I’Himalaya, la cannelle et le ciste (Dweck, 2002; Couic et Lobstein, 2013).
2. Définition des plantes médicinales

Les plantes médicinales sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle

dont au moins une partie posséde des propriétés médicamenteuses (Nogaret, 2008).

Une plante médicinale renferme un ou plusieurs principes actifs capables de
prévenir, soulager ou guérir des maladies (Nostro et al., 2000; EI amri et al.,
2014). Diverses partie de la plante (écorces, racine, tige, feuilles, fruits, graines,
rameaux feuillés et tubercules) sont utilisées pour les préparations médicamenteuses
(N’guessan et al., 2009; Abayomi, 2010).

En général les principes actifs des plantes sont des gouttes minuscules qui se
forment dans les chloroplastes des feuilles, c’est-a-dire les organites dans lesquels s’effectue
la photosynthése (Bego, 2003). Elles se combinent par la suite avec du glucose et sont

transportées dans toutes les parties de la plante (Bruneton, 1995; Moro buronzo, 2008).

Selon Guignard (2000), les principales  familles  botaniques aromatiques sont
méditerranéennes (Lamiacées, Rutacées, Myrtacées) ou de région chaudes (Térebinthacees).
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3. Parameétres influengant la composition chimique des plantes médicinales

La composition chimique d’une plante est influencée par sa biosynthese et
donc son profil génétique. Une méme espéce peut présenter plusieurs chémotypes
de profils chimiques différents. Il s’agit en fait des races chimiques. Il existe de
nombreux exemple d’un tel phénomene, notamment chez le basilic, le thym, la
sauge (Miele et al., 2001 ; Ozcan et Chanchat, 2002; Jirovetz et al., 2003).

La composition varie aussi suivant les organes de la plante concernée. Les
biosynthéses y sont différentes. Par exemple, I’huile essentielle d’écorce de cannelle
sera riche en cinnamaldéhyde, alors que celle de feuille le sera en eugénol
(Anton, 2003; Juliani et al., 2006).

Les conditions environnementales influencent aussi la composition, la
température, la pluviométrie, la quantit¢ de lumiére, , les conditions édaphiques
représentent autant des causes potentielles de variations de la composition chimique
d’une plante médicinale donnée (Thompson et al.,, 2002; Randrianalijaona et
al., 2005; Curado et al., 2006). Les conditions culturales telles que la date
de semis, [I’emploi d’engrais, date de récolte, les traitements phytosanitaires,
ainsi que les techniques de récolte influencent aussi la composition (Rajeswara,
2002; Anton et Lobstein, 2005).

4. Domaines d’utilisation des plantes médicinales

Les herbes ont été utilisées dans plusieurs domaines y compris la médecine, la
nutrition, 1’assaisonnement, la teinture, les cosmétiques, ainsi que dans d’autres
domaines d’industric (Djeridane et al., 2006). Un certain nombre de plantes
médicinales sont encore utilisées a nos jours sous forme de décoctions et
d’infusions, mais la plupart d’entre elles ont été délaissées au profit de produits
pharmaceutiques de synthese (Bourrel, 1993; Amjad, 2005).

Les produits naturels des plantes ont été utilisés en tant que médicament
pour 1I’homme en urologie, dermatologie, gastrites aigues, toux, ulcéres d’estomac,
laxatifs, sommeil et désordres nerveux; exemple : drogue immunostimulantes,

antispasmodiques et anti-inflammatoires (Svoboda et Hampson, 1999 ; Dastidar et
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al., 2004). Dans le domaine cosmétique, les plantes sont utilisées pour la
fabrication des produits de beauté, parfums, produits d’hygiéne (Porter, 2001;
Smallfield, 2001).

5. Monographie des especes etudiées
5.1. Ocimum basilicum (Basilic)
5.1.1. Généralités

Les feuilles de basilic sont utilisées en pharmacie pour diurétique et des
propriétés stimulantes (Jean et Mehmet, 2008). La teneur en huile essentielle varie
entre 0,04 et 0,707 et differe selon les variétés et le chémotype, 1’origine et la
période de récolte (Kaddem ,1990; Martinetti, 2013).

5.1.2. Utilisation thérapeutique

Depuis longtemps, les feuilles d’Ocimum basilicum sont utilisées en médecine
traditionnelle grace a leurs actions: tonique, antispasmodique, stomachique et surtout
antiseptique. Les parties employées: sommités fleuries ou feuilles en infusion (une

petite poignée par litre d’eau) (Kaddem, 1990; Isa et al,. 2006).
5.2. Mentha spicata (Menthe verte)
5.2.1. Généralités

Les menthes sont un genre (Mentha) de plantes herbacées vivaces de la famille des
lamiacées, comprenant de nombreuses especes, dont beaucoup sont cultivées comme plantes

aromatiques et condimentaires, ornementales ou médicinales (Brahmi et al., 2015).

Mentha spicata est une plante vivace, robuste, de 50cm a 1 métre, d’un vert
sombre, a odeur suave trés pénétrante; tiges glabres ou glabrescentes, rameuses ;
feuilles subsessiles, lancéolées aigués, dentées en scie, vertes sur les 2 faces
(Botineau, 2010).
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5.2.2. Utilisation thérapeutique

Toutes les menthes sont utiles, elles sont toniques, amies du cceur et des nerfs
grace a leur propriétés spasmodiques et elles sont aussi des alliés fideles du systéme
digestif : elles aident I’estomac dans son travail et elles combattent les gonflements,
les nausées et les ulceres (Maurice, 1975). L’huile essenticlle de la menthe verte est
recommandée pour ceux qui souffrent des troubles digestifs d’insuffisance biliaire,
d’infection des voies respiratoires, de bronchites, de cystites, de Blessures et
cicatrices (Soysal, 2005; Brahmi et al., 2012).

5.3. Mentha pulegium (Menthe pouliot)
5.3.1. Géneralités

La menthe pouliot est une plante herbacée de la famille des lamiacées, quelque
fois cultivée comme plante condimentaire pour ces feuilles tres aromatiques (Anton
et Lobstein, 2005). Le nom de «pouliot» vient du latin pulegium, qui dérive de

pulex, la puce, la plante ayant la propriété d’éloigner les puces (Iserin et al., 1997).

C’est une plante herbacée vivace a odeur forte tiges quadrangulaires,
rameuses, haute de 15 cm jusqua 40 cm, velue grisatre ou glabrescente, feuilles
petites courtement pétiolées, Les feuilles, opposeées, petites sont ovales presque
entiéres (légérement dentelées) et munies d’un court pétiole. La menthe pouliot est
pourvue de jolies boules de fleurs roses, bleus violacés claires ou mauves, des

feuilles tout au long de ses tiges (Geoff et al., 2005).

5.3.2. Utilisation thérapeutique

En usage externe, la menthe pouliot est utilisée fraiche, réduite en pulpe et
appliquée sur les contusions, les enflures. Les engorgements laiteux, les points douloureux
des rhumatismes, des compresses contre la névralgie faciale. Les bains de vapeur

a la menthe sont aussi utilisés contre les maux des dents (Beloued, 2001).

La menthe pouliot est utilisée traditionnellement en phytothérapie pour aider
a la digestion, et soulager la dyspepsie flatulente (carminative) (Beloued, 2005). La

menthe pouliot est excellente contre la toux et 1’enrouement (Depoers et al., 2002).
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Le pouliot est employé spécifiquement en médecine naturelle pour enrayer les

colites spasmodiques (Bakerink et al., 1996).

La menthe a feuilles rondes est employée dans le traitement de plusieurs
maladies internes et externes. Elle semble étre un excellent digestif et un bon
stimulent des sécrétions gastriques, elle reduit les flatulences et les coliques, elle sert
comme  vermifuge, emmeénagogue, antispasmodique, tonique, analgésique,
anesthésique, apeéritifs, béchique, carminatif, cholagogue, désinfectant,
antirhumatismale, baisse la fiévre, expectorant, calmant pour les migraines d’origine

digestive et hépatique (Iserin et al., 1997).
5.4. Eugenia caryophylata (Clou de girofle)
5.4.1. Géneralités

Le giroflier est un arbre, a feuilles, aromatiques persistantes, ovales et

coriaces, d’une couleur verte foncée, il présente des fleurs peu nombreuses disposées

en bouquets (Abd albaset, 2004).

Les clous de girofle (Eugenia caryophylata) appartiennent a la classe de
Magnoliopsida, ordre des Myrtales et la famille des Myrtaceaes (Ghedira et al.,
2010). lls sont cultivés en Tanzanie, a Madagascar ainsi que dans 1’ouest de I’'Inde et
au Brésil. L’huile essentielle de clou de girofle se caractérise par deux composés
majores, l’eugénol (85%) et I’acétyle eugénol (10-15%) et d’autre constituants en
faible concentration: caryophyllene, d-cadinéne, a-humuléne, 2-heptanone, et a-
copaéne (Koth, 2007).

5.4.2. Utilisation thérapeutique

D’ou les propriétés énergétiques et tonifiantes de clou de girofle, il est
conseillé dans la fatigue, [I’hypotension, ainsi que pour stimuler les défenses
immunitaires. Il est efficace en cas d’acné, d’ulcére cutané, de plaies et d’orgelet.
Selon Iserin (2001), grace a ses propriétés antiseptiques et antibactériennes, le clou
de girofle est efficace dans le traitement de certaines affections virales (paludismes,

choleéra, grippe, angine, oreillons et tuberculose).
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5.5. Foeniculum vulgare (Fenouil doux)

5.5.1. Généralités

C’est une herbacée annuelle ou pérenne a tige dressée (80 a 200 cm), ramifiée
et a forte odeur d'anis les feuilles sont d’une couleur verte foncée, a fleurs jaunes.
Les graines sont petites ovales et striées, elles ont une saveur trés aromatique, sont
riches en huiles essentielles. Le Fenouil (Foeniculum vulgare) appartient a la classe
de Magnoliopsida, ordre des Muyrtales et la famille des Apiacées, est une plante
médicinale, industrielle et une des principales sources d’anéthol (Iserin, 2001 et

Richard, 2005).

Selon Richard (2005), la graine contient 12-16% de matiére grasse, 20% de
protéine, 5% de glucoside et 8% d’huile essentielle. L’huile essentielle de la graine
de fenouil se caractérise par deux composés majeurs I’anéthol (75- 86%) et le
limonéne (4-9%).

5.5.2. Utilisation thérapeutique

Les graines de fenouil ont une vertu digestive incomparable. Elles améliorent
le fonctionnement de I’estomac et de I’intestin, luttent contre la paresse intestinale,
ont un effet diurétique, et sont employées pour traiter les calculs biliaires (Iserin,
2001).

5.6. Carum carvi (Carvi)

5.6.1. Généralités

Le Carvi est une plante bisannuelle ou pluriannuelle de 50 a 60 cm avec des
tiges striées, ramifiées et glabres. Les feuilles de la base apparaissent la premiére
année, elles sont alternées, pétiolées et découpées trés finement en étroites lanieres
(Henadez ochoa, 2005; Richard, 2005). Le carvi (Carum carvi) appartient a la classe
des Magnoliopsida, ordre des Mytales et a la famille des Apiaceaes. Il est cultivé en
Europe, en Russie, en Afrique du nord, en Asie et aux Etas unis, il pousse dans les
endroits ensoleillés (Iserin, 2001; Koth, 2007).
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Selon Iserin (2001), la graine contient des flavonoides, polysacharides,
protéines, huile fixe et huile essentielle. L’huile essenticlle de carvi se caractérise
par deux composés majeurs, le carvone (29,5 a 82,4%) et le limonéne avec (40 a 53,
8%) (Jitka et al., 2001).

5.6.2. Utilisation thérapeutique

La graine de carvi posséde une certaine efficacité qui lui permet de combattre
les flatulences et de provoquer les émissions d’urine, elle améliore le souffle,
stimule 1’appétit, régularise le rythme cardiaque perturbé par les troubles digestifs et
soulage les regles douloureuse de plus, elle est diurétique expectorante et fortifiante.
Elle est utilisée pour soigner les bronchites et les toux, notamment chez les enfants.
L’huile essentielle diluée pourrait étre un reméde efficace contre la gale (Iserin,
2001).
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Chapitre I11: Activités biologiques des huiles essentielles

1. Définition des huiles essentielles

Le terme «huile essentielle» a été inventé au 16°M€ siécle par e
médecin  Suisse Parascelsus von hohenheim pour désigner le composé actif d’un

remede naturel (Sharkay et Sunsun, 2001; Burt, 2004).

Les huiles wvolatiles ou essences aromatiques végetales nommeées huiles
essentielles, car elles renferment la «Quinta essentia», la fragrance de la plante
(Lamarti et al., 1994), tres concentrées, offrant une forte concentration en principes
actifs (Lardry, 2007).

L’association francaise de normalisation (AFNOR NF T-75-006) a défini
I'huile essentielle comme étant: «le produit obtenu a partir d’une matiere
premiere d’origine végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit par des procédés
mécaniques a partir de 1’épicarpe des Citrus, soit par distillation «seche», elle est
ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques» (AFNOR, 2000). I
faut ainsi une tres grande quantit¢é de plantes fraiches pour obtenir quelques
millilitres d’huiles essentielles (Sharkay et Sunsun, 2001; Nogaret-Ehrhart, 2008).

2. Propriétés physiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des substances odorantes, volatiles, huileuses, de
nature hydrophobe (Bérigaud, 2002). Le terme huile s’explique par la propriété de
solubilité dans les graisses et par leur caractére hydrophobe. Le terme «essentielle »
fait référence au parfum, a I’odeur plus au moins forte dégagée par la plante
(Teusher et al., 2005; Brenes et Roura, 2010).

Lorsqu’elles sont pures et naturelles, elles ne contiennent aucun corps gras et
uniqguement  constituées de molécules aromatiques volatiles, liquides a la
température ambiante, de consistance huileuse mais non grasse, leur densité est
inférieure a celle de I’eau a I’exception de quelques cas (cannelle, sassafras et
girofle), volatiles, insolubles dans 1’eau, Tres rarement colorées, et elle convient de

les conserver a I’abri de I’air et de la lumiére (Duval, 2012).
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Les huiles essentielles sont uniquement constituées de molécules aromatiques
volatiles (Roux et al., 2007). Elles sont trés odorantes et trés inflammables (Barnola
et Cedeno, 1999; Jirovetz et al., 2003), de nature hydrophobe. Elles sont totalement

solubles dans les alcools et les huiles mais pas dans 1’eau (Juliani et al., 2006).

Liquides a température ambiante, les huiles essentielles sont volatiles, ce qui
les différencie des huiles fixes. Ce sont « des liquides d'odeur et de saveur
généralement fortes» (Sallé, 1991). Leur indice de réfraction est élevé et le plus
souvent elles sont douees de pouvoir rotatoire. Différents indices chimiques leur

sont attribués (indice d’acide, d’ester, ...) (Baser et Buchbauer, 2010).
3. Localisation et origine des huiles essentielles dans la plante

Les huiles essentielles peuvent étre localisées dans tous les organes végétaux:
les feuilles (Torilis arvensis) (Saad et al., 1995), les racines (Heracleum persicum)
(Mojab et Nickavar, 2003), le bois (Santalum album) (Howes et al., 2004), les
rhizomes (Zingiber officinale) (Geiger, 2005), les écorces (Cinnamomum verum)
(Jham et al., 2005), les fruits (Daucus carota) (Glisic et al., 2007), les graines
(Daucus carota) (Ozcan et Chalchat, 2007) ou les fleurs (Ferulago angulata)
(Akhlaghi, 2008).

Les huiles essentielles sont synthétisees dans le cytoplasme des cellules
séerétrices et s’accumulent dans des cellules glandulaires recouvertes d’une cuticule
(Khenaka, 2011; Degryse et al., 2008). Cependant, elle sont trouvées aussi bien
dans les organes veégeétatifs que dans les organes reproducteurs (Guignard et al.,
1985; Ghanmi et al.,, 2003). Elles sont stockées dans des cellules dites cellules a
huiles essentielles (Lauraceae ou Zingiberaceae), dans des trichomes glandulaires
sécréteurs (Lamiaceae), dans des cavités sécrétrices (Myrtaceae ou Rutaceae) ou
dans des canaux sécréteurs (Apiaceae ou Asteraceae) (Bruneton, 1999;  Garneau,
2004; Bakkali et al., 2008).

Dans les plantes, les essences peuvent étre stockées dans différents organes:
feuilles  (citronnelle, eucalyptus), fleurs (origan), écorces (cannelier), racines
(vétiver), rhizomes (gingembre), seve (myrte), bourgeons (pin), fruit (badiane) ou

graine (carvi, muscade) (Svoboda, 2000). Plusieurs catégories de tissus sécréteurs
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peuvent coexister simultanément chez une espéce voire dans un méme organe
(Harkati et Figueredo, 2012).

4. Composition des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont constituées d’un mélange complexe de composants
hétérogénes appartenant a deux groupes caractérises par des origines biogénétiques
distincts : le groupe des terpenes et des terpénoides (isopréniques, monoterpénes, les
sesquiterpenes, les diterpenes et les triterpenes) (Rhayour, 2002; Clarke, 2008;
Bardeau, 2009; Baser et Buchbauer, 2010) d’une part, et le groupe des composes
aromatiques dérivés du phenylpropane d’autre part (Connolly et Hill, 2005;
Bruneton, 2009). Elles peuvent également contenir des constituants non volatils
issus de processus de dégradation et des composés oxygénes (les aldéhydes, les
cétones, les alcools, les phénols, les esters, les éthers, et les éthers de phénol)
(Hanson, 2000; Degenhardt et al., 2009).

D’autres composés spécifiques contenant le soufre ou 1’azote (Svoboda et
Hampson, 1999). C’est ce qui expligue notamment la grande efficacité des huiles
essentielles dans le cadre de la lutte contre les bactéries, les champignons et
les virus (Langenhoven, 2006; Violaine, 2006).

Les constituants des huiles essentielles proviennent souvent de plusieurs
principales voies de biosynthese (Anton, 2003; Franz et Novak, 2009). En général,
ces composants déterminent les propriétés biologiques des huiles essentielles et ils
comprennent deux groupes d'origine biosynthétique distincte (Croteau et al.,
2000; Betts, 2001; Pichersky et al., 2006).

4.1. Parametres influencant la composition quantitative et qualitative des plantes

aromatiques

Les principaux facteurs de variabilit¢ de la composition chimique d’une huile
essentielle  sont  d’origine intrinséque et extrinseque: I’environnement, la
température, la période de récolte, le génotype, l’origine géographique, la durée de

séchage et le mode d’extraction (Oussalah et al., 2006; Fellah et al. 2006).
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En fait, une méme espéce végétale peut fournir des huiles essentielles de
compositions chimiques différentes (Sokmen et al., 2004). L’exemple le plus
marquant est celui de [D’espéce sauvage Thymus vulgaris. 1l existe en effet six
chémotypes différents pour cette méme et seule espéce (Thompson et al., 2003). Ce
polymorphisme chimique existe aussi bien pour d’autres espéces: Origanum
glandulosum (Bekhechi et al., 2008), Salvia officinalis (Dunford et Vazquez, 2005)

en sont des exemples.
5. Activités biologiques

Selon les travaux de Dosoky et al. (2018), les huiles essentielles possedent de
nombreuses activités biologiques. Ces activités sont liées essentiellement a la
composition chimique, aux groupes fonctionnels des composés majoritaires de ces

extraits et a leurs effets synergiques.

Les huiles essentielles, les plus étudiées dans la littérature possedent des
propriétés  antimicrobiennes, antibactériennes et antifongiques, ainsi que  des
propriétés anti- inflammatoires et antivirales (Delaquis et al., 2002; Sudjana et al.,
2009), stimulantes, toniques et méme irritantes (Zambonelli et al., 2004; Malecky,
2007). Ces propriétés sont étroitement liées a la nature de leurs constituants et des

groupements ou fonctions chimiques qu’elles possedent (Inouye et al., 2006).

Les propriétés biologiques des huiles essentielles sont associees a la
prédominance des fonctions chimiques. Etant donné la grande complexité de la
composition chémotypique des huiles essentielles, certains auteurs préférent étudier
I’effet d’un composé isolé pour pouvoir ensuite le comparer & I’activité globale de
I’huile (Chaumont et Leger, 1989; Cox et al., 2000).

Les huiles essentielles sont caractérisées par leurs propriétés antiseptiques
contre les maladies infectieuses d’origines bactérienne et fongique (Lahlou, 2004;
Billerbeck, 2007). Elles possedent également des propriétés  cytotoxiques
(Sivropoulou et al., 1996) qui les rapprochent des antiseptiques et désinfectants

en tant qu’agents antimicrobiens a large spectre.
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Les terpénes phénoliques, comme le thymol et le carvacrol, sont souvent
utilisés comme antiseptiques, antibactériens et antifongiques dans les préparations

pharmaceutiques (Juven et al., 1994; Tippayatum et al., 2007).

Dans les domaines phytosanitaire et agro-alimentaire, les huiles essentielles
ou leurs composes  actifs sont  également employés comme  agents de
protection contre les champignons phytopathogénes et les microorganismes

envahissant les denrées alimentaires (Chao et al., 2000; Zambonelli et al., 2004).
5.1. Activité antibactérienne

Les activités antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont
connues depuis lantiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du XXe siecle
pour que les scientifigues commencent a s'y intéresser. Ces propriétés sont dues a la
fraction d'huile essentielle contenue dans les plantes (Wannissorn et al.,, 2005;
Rasooli et al., 2008).

Le spectre d’action des huiles essentielles est trés étendu, car elles agissent
vis-a-vis d’un large éventail de bactéries (Kalemba et Kunicka, 2003; Burt, 2004 ;
Roz man et Jersek, 2009).

Les huiles essentielles sont connues pour posséder une  activité
antimicrobienne et certaines sont classées comme des substances sdres et pourraient
donc étre employées pour empécher la croissance des microorganismes pathogeénes

et contaminants (Rasooli et al., 2008; Roz man et Jersek, 2009).

Selon Freeman et Carel (2006), il existe deux types dactivités des huiles
essentielles sur les microorganismes : une activité létale (bactéricide et fongicide) et

une inhibition de la croissance (bactériostatique).

Dorman et Deans (2000) ont démontré que l'activité bactéricide des huiles
essentielles vis-a-vis des cellules bactériennes pourrait étre expliquée par une

dénaturation des protéines provoquée par le role solvant et déshydratant des huiles.
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5.2. Effet des huiles essentielles sur quelques bactéries pathogenes

a) Effet sur Helicobacter pylori

Les huiles essentielles sont en premiére place dans la lutte contre
Helicobacter pylori (Haristoy et al., 2003). Dans les études in vivo, la densité d' H.
pylori dans l'estomac des souris traitées avec [I'huile essentielle de lemon-grass

était significativement réduite par rapport aux souris non traitées (Ohno, 2003 ).

Selon les travaux d’Onawunmi (1984), les  propriétés  antibactériennes  de
I'huile essentielle de lemon-grass sont principalement dues & ses deux principaux

composants, l'alpha-citral (le géranial) et le béta- citral (le néral).

Une inhibition nette de la prolifération d” H. Pylori par les huiles essentielles a
Phénols comme Origanum compactum, Thymus vulgaris, Mentha piperita et

Eugenia caryophylata a été démontré in vitro par Haristoy et al. (2003).
b) Effet sur E. coli et S.aureus

Une étude réalisée par Dorman et Deans (2000), a montré l'apparition de fuites
d'ions potassium dans des cellules microbiennes d’Escherichia coli et Staphylococcus
aureus sous l’effet de Il'huile essentielle darbre a thé, Ce qui prouve l'existence de
Iésions irréversibles au niveau de la membrane de la bactérie. Le thymol et le
carvacrol, des composants actifs dhuiles essentielles, rendent perméable la membrane

des bactéries, un effet précurseur de leur mort.
5.3. Activité antifongique

Les groupes moléculaires  responsables des plus  puissantes  actions
antibactériennes sont également des antifongiques efficaces. Les huiles essentielles
des plantes aromatiques et médicinales ont fait preuve de leur efficacité
antifongique parfois méme supérieure a celle des agents antifongiques commerciaux
(Nazzaro et Carel, 2017).
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D'aprés Giordani et Kaloustian (2006), les principales especes botaniques
productrices dhuile essentielle dotées dun pouvoir inhibiteur de la croissance des

levures sont les suivantes :

» Melaleuca alternifolia (arbre a thé).

» Diverses especes de Cinnamomum (cannelier).

»Sassafras  albidum (sassafras), Laurus nobilis (laurier-sauce), Artemisia absinthium
(armoise amere ou absinthe).

» Nombreuses espéces de Thymus (thym).

> Diverses especes d'Origanum (origan).

> Diverses especes de Pinus (pin)

» Diverses especes de Mentha (menthe).

> Agastacher ugosa (Agastache coréenne).

» Juniperus communis (genévrier).

» Diverses especes de Lavandula (lavande).

» Citrus bergamia (bergamotier).

» Salvia fructicosa (sauge).

Les deux derniers auteurs ont montré également que les huiles possédant un
pouvoir antifongique, telles que celles de thym et de cannelle, pourraient constituer
une solution alternative intéressante dans les thérapies antimycosiques. Le carvacrol et
le thymol, deux composés rencontrés dans la majorité des especes botaniques
présentent une activité antifongique contre les mycetes phytopathogénes.

5.4. Activité antivirale

De nombreuses familles de molécules chimiques rencontrées dans les extraits
végétaux comme les monoterpénols et les monoterpénals ont montré "in vivo" une

activité antivirale (Battistini et al., 2019).

Selon Inouye (2006), il existe des huiles essentielles de plantes exotiques tres
puissantes qui ont un fort pouvoir antiviral et qui sont connues pour leur efficacité. Les
huiles essentielles sont sélectivement absorbées et perturbent les fonctions des
membranes biologiques de la cellule, sur la mitochondrie et autres organites vitales

pour tous les organismes hormis les virus (les huiles essentielles ne sont actives que sur
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les virus a enveloppe comme celui de la grippe et du VIH (virus de l'immunodéficience

humaine).

Panikar et al. (2021) ont évalué in silico I'effet des composés bioactifs trouves
dans les huiles essentielles des espéces d'Eucalyptus et de Corymbia (citronellol,
alpha-terpinéol, eucalyptol, d-limonene, 3-caréne, o-cyméne et alpha-pinéne) sur
Corona virus par I’amarrage moléculaire. Le résultat de cette étude a rapporté que
I'nuile essentielle des espéces d'Eucalyptus et de Corymbia, principalement

I'eucalyptol, peut étre utilisée comme inhibiteur potentiel contre le Covid-19.
6. Propriétés médicinales

De nombreuses huiles essentielles peuvent étre actives contre tous les
différents types de douleurs et sont trés utilisées pour traiter les troubles articulaires
inflammatoires. Elles ont la propriété de renforcer et de relancer les défenses
immunitaires de I’individu (Zambonelli et al., 1996; Wei et Shibamoto, 2007).

7. Application des huiles essentielles dans les produits alimentaires

En raison des préoccupations quant a I’innocuité des composes synthétiques,
d’importants  travaux sont effectués pendant ces dernieres décennies  pour
trouver des composés d’origine organique provenant des sources naturelles comme

solution de rechange a ces substances chimiques (Festy, 2010).

Actuellement, les huiles essentielles et leurs composants, représentent un outil trés
intéressant pour augmenter la durée de conservation des produits alimentaires. Ces substances
naturelles sont riches en composés antimicrobiens et antioxydants. Elles pourraient donc

servir des agents de conservation alimentaires (Caillet et Lacroix, 2007).

Les huiles essentielles peuvent étre  utilisées comme  conservateurs
alimentaires, il convient de connaitre la concentration la plus faible en huile
essentielle capable d’inhiber toute croissance microbienne, car selon 1’effet
recherché et les bactéries ciblés, la concentration ne sera pas la méme, chaque huile
essentielle possede une activité spécifique variable selon les microorganismes testés
(Cutter, 2000).
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Les huiles essentielles peuvent étre ajoutées pratiquement a tous les
aliments. Les huiles essentielles d’origan, de thym, de cannelle, ou de coriandre
sont efficaces pour les viandes, les volailles et la charcuterie, I’huile essentielle de
menthe pour les produits frais, les huiles essentielles a base de carvacrol ou de citral

pour les poissons (Lin et al., 2004).
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I. Matériel et méthodes

L'ensemble de ce travail a été réalisé aux laboratoires de chimie des aliments,
biochimie, Dbiotechnologie et au niveau du Laboratoire de Recherche de
Bioressources Naturelles Locales de la Faculté des Sciences de la Nature et de la

Vie, Université Hassiba Benbouali de Chlef, Algérie.

La détermination de la composition chimique des huiles essentielles des
espéces vegetales étudiées a été effectuée au Centre de Recherche et de
Développement (CRD) de Dar EIl Baida (Alger).

1. Matériel
1.1. Matériel végétal

Six especes végétales ont fait I’objet de notre étude (Fig. 01). Les plantes utilisées ont

été récoltées de trois stations (Tableau 01) de la wilaya de Chlef (Algérie) (Fig. 02):

eLes feuilles de Mentha spicata récoltées en mars 2014 de la région de Labiod
Medjaja (Chlef, Algérie);

e Les feuilles d’Ocimum basilicum récoltées en avril 2014 de la région d’Oued Sly
(Chlef, Algérie);

e Les feuilles de Mentha pulegium récoltées en avril 2014 de la région de Boukadir;

e Les graines de Foeniculum vulgare (fenouil), les graines de Carum carvi (carvi) et
les boutons floraux d’Eugenia caryophylata (clou de girofle) sont achetés sur le
marché (Chlef, Algérie), originaires d’Indonésie et collectés en 2013. Ces graines
sont disponibles dans le marché tout au long de 1’année, pour leur importance dans
la tradition culinaire algérienne ainsi que leur utilisation dans la médecine

traditionnelle.
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=

Figure 01: Especes végétales étudiees.

A. Graines d’Eugenia caryophylata (Clou de girofle), B. Graines de Foeniculum vulgare
(Fenouil), C. Graines de Carum carvi (Carvi), D. Feuilles de Mentha spicata (Menthe
verte), E. Feuilles de Mentha pulegium (Menthe pouliot), F. Feuilles d’Ocimum basilicum
(Basilic).
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Tableau 01: Situation géographique des stations de récolte.

Région Altitude Latitude Longitude
Labiod Medjaja 176 m 36,25 1,4
36° 15’ 0" Nord, 1° 12" 0"
Est
Oued Sly 94m 1,2 26,1
36° 6’0" Nord, 1° 12" 0" Est
Boukadir 78 m 1,12444 36,0636
36° 349" Nord, 1° 7' 28"
Est
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Figure 02: Carte géographique de la région de Chlef montrant les trois stations de

récolte des especes végétales.
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1.2. Bactéries pathogenes

Les bactéries pathogénes citées ci-dessous ont été isolées et identifiées au
niveau du laboratoire d’hygiéne de la wilaya de Chlef (Algérie), a partir des selles de
patients présentant des troubles digestifs et soufrant de diarrhées infectieuses:

v' Staphylococcus aureus
v" Citrobacter freundii

v" Proteus mirabilis

v" Bacillus cereus

v" Clostridium perfringens
v" Escherichia coli

v’ Salmonella typhi

Helicobacter pylori est un échantillon endoscopique recu systématiquement
par le service d'Enterobacteriaceae de I'Institut Pasteur d'Alger. L’isolement a été
fait a partir d’une biopsie gastriqgue prélevée d’un patient souffrant d’un ulcere,
ayant subi une endoscopie digestive.

2. Méthodes

2.1. Extraction des huiles essentielles
e Préparation du matériel végétal

Les feuilles et les graines des plantes étudiées ont été nettoyées et
débarrassées des débris, ensuite étalées sur du papier en fines couches, retournées
fréguemment, et laissées séchées au laboratoire (piéce aérée) a température ambiante
et a l’abri des rayons solaire pendant deux & trois semaines. Apres séchage, le
matériel végétal est grossierement broyé, puis conservé dans des récipients

hermétiquement fermés.

Le séchage est réalise dans I’objectif d’abaisser la teneur en eau des feuilles
des plantes et d’empécher ainsi les réactions d’altération qui peuvent se produire.

Ceci limite la prolifération des microorganismes.

Page | 30



Partie expérimentale Matériel et méthodes

2.1.1. Détermination du taux d’humidité

La méthode utilisée est connue sous le nom de dessiccation par évaporation ou
méthode gravimétrique ou pondérale. Le procédé de dessiccation est réalise a
une température de 105 + 5°C dans une étuve isotherme ventilée a la
pression  atmosphérique  jusqua  I’obtention d’un poids constant (Simpson, 1999).

Le taux d’humidité est exprimé en (%) selon la formule suivante:

H% = (P, - Pg) /P a x 100

ou:
H%: Taux d’humidité exprimé en pourcentage.
P.: Poids de I’échantillon "plante fraiche"(Q).
Pg: Poids de I’échantillon "plante séche" (Q).

e Extraction

Les plantes aromatiques contiennent dans leurs cellules des composés
organiques odorants, ces composés, peu solubles dans 1’eau, sont difficiles a extraire
par macération ou décoction dans I’eau. L’extraction des huiles essenticlles a été
effectuée sur les échantillons par hydro-distillation dans un appareil de type
Clevenger. Le principe consiste a porter a ¢ébullition la maticre végétale et 1’eau,
sous l’action de la chaleur, les cellules éclatent et liberent des composés organiques

volatiles (Berigaud, 2002).

Les especes Vvégétales utilisées sont découpées en petits morceaux pour
faciliter leur introduction dans un ballon en verre de 1000 ml, rempli d’eau distillé
jusqu’aux 2/3 de sa capacité et quelques grains de pierre ponce sont ajoutés pour
éviter toutes formation de la mousse (Fig. 03). L’eau est ensuite chauffée dans le
chauffe ballon jusqu’a ébullition, ce qui entraine la formation d’une vapeur qui va
entrainer les constituants volatils, le chauffage a été réalisé pendant 3 heures selon
la Pharmacopée europeenne (Conseil de I’Europe and Pharmacopée Européenne 1,
1996).
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Ces vapeurs s’élévent et passent dans le réfrigérant qui est constamment
refroidi a une température comprise entre 15°C et 18°. Aprés la condensation de ce
mélange gazeux, le distillat subit une décantation, en separant la phase organique
supérieure, huileuse et tres odorante, dite «huile essentielle», contenant la majorité
des composés odorants de la phase aqueuse inférieure, odorante, dite «eau

aromatique », qui n’en contient que tres peu (Berigaud, 2002).

1. Chauffe ballon, 2. Ballon de 500 ml, 3. Tige coudée, 4. Réfrigérant, 5. Hydrodistillat, 6. Entrée et sortie d’eau.

Figure 03: Dispositif d’extraction par hydrodistillation.
e Relargage

I s’agit d’une extraction liquide-liquide (Fig. 4), c’est une séparation des
huiles essentielles de 1’eau aromatique qui s’effectue en ajoutant 9 g de chlorure de
sodium dans D’erlenmeyer puis la totalit¢ du distillat (100 ml) est versée dans une
ampoule a décanter. 20 ml de solvant (Hexane) est ajoutée dans [’ampoule a
décanter, aprés agitation et dégazage, on laisse reposer jusqu’a la séparation des

deux phases (Tournaire, 1980).
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Phase organique

Phase aqueuse

Figure 04: Technique de relargage.
e Séparation du solvant

Cette opération a 1’aide d’un évaporateur rotatif sert a séparer le solvant volatil
de I’huile (Fig. 05). La solution contenant le solvant a évaporer est placée dans le
ballon (2) fixé sur I’évaporateur rotatif a 1’aide d’un raccord. La récupération du
solvant se fait dans le ballon (3) fixé par un deuxiéme raccord, le ballon (2) est plongé
dans le bain marie (4) réglé préalablement a la température d’évaporation du solvant.
Lorsque le dispositif est mis en marche, la circulation d’eau froide dans le réfrigérant
(1) et la rotation du ballon (2) est observée. La disparition compléte du solvant du

ballon (2) a été constatée a la fin de cette opération.

Figure 05 : Dispositif de séparation du solvant.

1: Condenseur, 2. Ballon renfermant le solvant a évaporer et ’huile a récupérer, 3. Ballon de récupération du

solvant, 4. Bain marie.
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L’huile essentielle est récupérée, séchée sur Na,SO, anhydre afin d’éliminer

toute trace éventuelle d’eau. Les huiles essentielles sont conservées dans des flacons
opaques au refrigérateur & une température de 4°C et a I’abri de la lumiere (Inouye
et al., 2006).

2.1.2. Rendement en huile essentielle

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de [’huile
extraite et le poids de la plante traitée (Carré, 1953).

Il est exprimé en pourcentage et calculé par la formule suivante:

RHE (%) = MHE/ va. 100

ou:

RHE: Rendement en huile essentielle exprimé en pourcentage.
Mye: Masse en gramme d’huile essentielle.

Mmv: Masse en gramme de la matiére végétale sechée.

2.2. Caractérisation des huiles essentielles

Afin d'évaluer la qualité et la composition des huiles essentielles extraites lors
de cette étude, on a établi des analyses pour déterminer leurs propriétés

organoleptiques et physico-chimiques ainsi que leurs composants chimiques.
2.2.1. Analyse des propriétés organoleptiques

Chaque huile essentielle est caractérisée par ses propres caracteres
organoleptiques tels que: l'odeur, l'aspect et la couleur qui sont décrits par la norme
AFNOR (1992).

e Odeur

Les molécules odorantes des huiles essentielles représentent 1’odeur caractéristique
du végétal.
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e Couleur
La coloration d'une huile essentielle dépend des produits qui la constituent.
e Aspect physique
L’aspect d'une essence végétale change selon les produits qui la constituent.
2.2.2. Analyse des propriétés physico-chimiques des huiles essentielles
Les huiles essentielles des espéces étudiées obtenues par hydrodistillation
ont eté caractérisées par la densité, Iindice de réfraction, le pouvoir rotatoire,

I’indice d’acide et I’indice d’ester. Ces propriétés physico-chimiques des huiles
essentielles ont été déterminées selon les normes AFNOR (AFNOR, 1989).

e Densité

La densit¢ relative d’une huile essentielle est le rapport de la masse d’un
certain volume d’huile essentielle, a la masse dun égal volume d’eau distillée a
20°C. Le principe est d’effectuer des pesées successives de volumes égaux d’huiles

essentielles et d’eau distillée a la température de 20°C.

Le pycnometre est rempli avec l'eau distillée récemment bouillie et refroidie
aux environs de 20°C. Avant de faire la pesée, le niveau d'eau est ajusté au trait
repere aprés avoir bouché le pycnometre. Apreés cette opération, 1’huile essentielle

est remplacée par 1’eau distillée et pesée.

La densité relative, Dy est donnée par la formule suivante:

D20 :mg-molml- Mo

Ou:
mo : Masse en grammes du pycnometre vide.
m; : Masse en grammes du pycnomeétre rempli d'eau.

m, : Masse en grammes du pycnometre rempli d'huile essentielle.
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e Indice de réfraction

L’appareil utilis¢ est un réfractométre classique (Réfractométre d’Abbe)
permettant la lecture directe de 1’indice de réfraction situé¢ entre 1,300 et 1,700 avec
une précision de + 0,0002. En premier, I’appareil est ajust¢é de maniére a donner, a la

température de 20°C, I’indice de réfraction qui est de 1,333 pour I’cau distillée.

Un courant d’eau est pass¢ dans le réfractométre afin de maintenir 1’appareil a
la température a laquelle les lectures doivent étre effectuées. Cette température ne
doit pas différer de la température de référence de plus de = 0,02°C. Pour la
détermination de D’indice de réfraction, I’huile essentielle est déposée au-dessus du

prisme.

Quand la température est différente de 20°C, une correction de celle-ci est

effectuée par le biais de la formule :

n20 = nt+ 0.00045(t-20 °C)

ou:
n20 . Indice de réfraction a 20°C;

nt: Indice a la température ambiante ou de mesure;
t: Température ambiante en °C.

e Pouvaoir rotatoire

Un composé est optiquement actif lorsqu’il provoque une rotation angulaire,
appelée pouvoir rotatoire, du plan de polarisation d’une lumiere monochromatique
préalablement polarisée par un cristal biréfringent appelé polariseur. Le  pouvoir
rotatoire est défini comme étant [I’angle exprimé en milliradians et /ou degrés
d’angle. Le pouvoir rotatoire est mesuré par un polarimétre de type POLAX-(2L)
équipé d’une lampe a sodium. La solution introduite dans un tube de 10 cm de
longueur (I), est traversée par un rayon lumineux polarisé a la longueur d’onde
de la raie D du sodium (589,3 nm). La lecture se fait a I’aide d’un viseur

comportant un vernier et un cercle mobile ou les graduations sont mentionnées.
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La formule utilisée est :

ap' =A /I x100

Ou:
A: Angle de rotation, exprimée en milliradians et /ou degrés d’angle.
I: Longueur du tube utilisé, exprimee en millimétres.
e Indice d'acide
L’indice d’acide (IA) est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de
potassium (KOH) nécessaire a la neutralisation des acides libres contenus dans 1g

d’huile essentielle. 1ls sont neutralisés par une solution éthanolique d’hydroxyde
de potassium titrée.

L’indice d’acide est exprimé par la relation :

IA =5,61V/IM

Ou:
V : Volume en millilitres, de la solution d'hydroxyde de potassium utilisée.
M : Masse en grammes de la prise d’essai.
o lndice d’ester
L’indice d’ester (IE) est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de

potassium (KOH) nécessaire a la neutralisation des acides libérés  par hydrolyse des

esters contenus dans 1g d’huile essentielle.

L’hydrolyse des esters est réalisée par chauffage dans des conditions
définies, en présence d’une solution éthanolique titrée d’hydroxyde de potassium et
dosage de I’exceés d’alcali par une solution titrée d’acide chlorhydrique. L’indice

d’ester est donné par la formule :

IE = (28.05/M) (VO-V1)-I1A

ou:
VO: Volume en millilitres de la solution d’acide chlorhydrique pour I’essai a blanc.
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V1: Volume en millilitres de la solution d’acide chlorhydrique pour la détermination.
M: Masse en gramme de la prise d’essai (2g + 0,059).
IA: Valeur de I’indice d’acide.

2.2.3. Analyse de la composition des huiles essentielles par CG/SM

Les analyses de la composition chimique des huiles essentielles extraites ont
été réalisées par Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (CG-SM). Cette derniére est réalisée sur un chromatographe en phase gazeuse
de type Hewlett-Packard série 6890 (Agilent Technologies) couplés & un
spectrométre de masse quadruple (modele HP 5973) equipé d'une colonne capillaire
HP5S MS (5% phénylméthylsiloxane, 30 m x 0,25 mm, épaisseur du film 0,25 um).
Les conditions analytiques étaient: température de l'injecteur 250 ° C, température
du four : isotherme 60 ° C, 8 minutes, a 250 ° C a 2 ° C / minute puis, isotherme, 30
minutes ; gaz porteur hélium & 0,5 ml / minute ; divisé 1/20; tension d'ionisation, 70

eV ; gamme de balayage, 35-500 uma.

Cette technique permet de déterminer simultanément le nombre de
constituants de I’huile essentielle, leurs concentrations respectives, et leurs ordres de
sorties, qui renseignent sur la volatilité, c'est-a-dire de leurs masses moléculaires, et

de leurs polarités.

L'identification des constituants a été baseée sur la comparaison des temps de
rétention avec ceux des échantillons authentiques, en comparant leurs indices de
rétention linéaires par rapport a la série des n-hydrocarbures, et sur l'appariement par
ordinateur des masses librairies (NIST 98 et ADAMS), les spectres construits a
partir de substances pures et de composants d'huiles connues et de données de la
littérature (Adams, 2001). Des index Kovats des composés ont été calculés en

utilisant le temps de rétention d'une série de n-alcanes.

2.3. Isolement et identification des bactéries pathogenes

L’isolement des bactéries pathogénes est effectué a partir des selles de patients

présentant les symptomes d’une infection digestive.

Page | 38



Partie expérimentale Matériel et méthodes

e Prélévements

Les prélevements s’effectuent par la mise des selles fraiches dans les flacons
stériles hermétiquement fermés et munis d’une spatule, soit par un écouvillonnage
rectal (dans le cas des nourrissons et enfants). Les prélevements doivent étre
examinés dans les quatre premiéres heures pour éviter toutes dessiccation (la

conservation est possible a 4 °C pendant 48 heures) (EI hamzaoui et al., 2000).
e Isolement

a) Enrichissement : La méthode consiste & mettre un fragment de selles en suspension
dans 5 ml du bouillon SFM, aprés homogénéisation, I’incubation est réalisée a 37 °C pendant
24 heures (Bourgeois et al., 1996).

b) Ensemencement: A partir du milieu d’enrichissement et a 1’aide d’une
anse a platine, une goutte du milieu est ensemencée en stries sur les milieux sélectifs
gélosés (Tableau 02). Apreés 24 heures d’incubation a 37 °C, chaque isolat présente

des colonies caractéristiques (aspect, taille, couleur, contour).

Tableau 02: Milieux d’isolement des souches pathogénes (Guiraud, 1998).

Souches pathogenes Milieux sélectifs
Salmonella typhi Gélose S.S. (Salmonella Shigella)
Citrobacter freundii Gélose nutritive

Bacillus cereus Gélose nutritive

E. coli EMB (Eosine méthyle bilié)

S. aureus Chapman

C. perfringens VF (Viande-foie)
Proteus mirabilis Gélose Hektoen
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¢ ldentification
a) Examen microscopique

Un examen microscopique aprés coloration de Gram est nécessaire pour la
détermination des caractéristiques morphologiques des isolats bactériens (type de

paroi, la forme et le mode de regroupement des cellules bactériennes).
b) Détermination des caractéres biochimiques

A partir des colonies caractéristiques présentes sur les géloses sélectives, la
détermination des caractéeres biochimiques spécifiques est réalisée pour verifier

I’appartenance des souches recherchées.
e Préparation de la suspension bactérienne

La suspension bactérienne est préparée dans 5 ml d’eau physiologique a partir
d’une colonie suspecte bien isolée a 1’aide d’une anse a platine stérile (El Hamzaoui

et al., 2000). L’incubation se fait a 37 °C pendant 15 minutes.

L’identification des souches (E.coli, S. typhi, C. freundii, Bacillus cereus et
Proteus mirabilis) est faite par ensemencement des galeries biochimiques API 20 E.
Les caractéres biochimiques recherchés pour identifier C. perfringens sont:

I'immobilité, la recherche de la nitrate réductase et la fermentation du lactose.

S. aureus est identifiée par la recherche de la coagulase libre et de I'acétoine

ou la réaction de VVoges-Proskauer.
e [Ensemencement d’une galerie API 20 E

Apres incubation a 36°C +2°C pendant 18-24 heures, la lecture de la galerie doit se faire

en se référant au tableau de lecture.
¢ Ensemencement d’une galerie biochimique classique

¢ Réidentification d’Helicobacter pylori

La souche Helicobacter pylori est un échantillon endoscopique recu

systématiquement par le service d’Enterobacteriaceae de I'Institut Pasteur d'Alger.
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L’isolement et I’identification d’Helicobacter pylori sont effectués apres
broyage d’une biopsie gastrique prélevée d’un patient souffrant d’un ulcére, ayant
subi une endoscopie digestive. L'isolat est conservé a -80 ° C dans un bouillon

d'infusion de cceur et de cerveau additionné de 20% de glycérol.
¢ Repiquage et revivification d’Helicobacter pylori

La souche utilisée est sous forme congelée en culture pure. Elle est activée et
maintenue par un repiquage de 1 ml d’inocula dans 09 ml de bouillon glucose
tamponné (BGT) additionné de 10% de sang de cheval. La culture est incubée sous
atmosphére microaérophile (5% d'O,, 10% de CO, et 85% de N,) dans une jarre
d’anaérobiose a 37°C pendant 72 heures (Bourgeois et al., 1996).

¢ Purification

Pour la purification de la souche, la technique utilisée est celle décrite par Lee
et Mégraud (1999). A partir de la culture du repiquage, une goutte est prélevée a
I’aide d’une anse a platine, puis ensemencée en stries dans des boites contenant de la
gélose Columbia additionné de 10% de sang de cheval et du supplément sélectif
Helicobacter (SR147E, Oxoid, Angleterre). L’incubation a été faite sous atmospheére
microaérophile (5% d'O,, 10% de CO; et 85% de N;) dans une jarre d’anaérobiose a
37 ° C pendant 2-14 jours. La culture était considérée positive en cas d’apparition
de colonies typiques. Un examen microscopique d’un frottis est nécessaire apres

coloration de Gram (fines bacilles spiralées Gram négatif).
¢ Test rapide a I’urée

La méthode consiste a mettre une colonie suspecte prélevée a 1’aide d’une anse
a platine dans un tube a essai stérile contenant 10 ml de l'urée indole. La lecture est
faite aprés un repos a température ambiante pendant 60 minutes. L’activité uréasique
de la bactérie présente dans la biopsie est indiquée par le changement de la couleur
de I’'urée-indole de 1’orange vers le rose ou le rouge (Cassel-Beraud et al., 1996).
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¢ Détermination des caracteres biochimiques

L’identification d’Helicobacter pylori est réalisée par ensemencement d’une
galerie biochimique classique contenant les tests présentés dans tableau 02
(Marshall, 1982). L’ensemencement est réalisé a partir d’un tube contenant 5 ml
d’eau physiologique additionnées d’une colonie suspecte prélevée a 1’aide d’une

anse a platine, et apres une incubation pendant 15 a 30 minutes a 37°C.
e Conservation des souches

Les souches pures sont maintenues vivantes par des repiquages successifs puis

conservées a 4 °C dans des tubes hermétiquement fermés jusqu’a utilisation.
2.4. Etude du pouvoir antibactérien des huiles essentielles

La méthode utilisée pour étudier I’interaction entre les huiles essentielles et les
souches bactériennes pathogénes est celle de I’aromatogramme. C’est la méthode la
plus utilisée ou des disques en papier buvard, imprégnés d’huile essenticlle sont
déposés sur la surface du milieu gélosé. Les huiles diffusent de maniére uniforme et
donnent des =zones d’inhibition qui entourent les disques correspondant a une
absence de croissance (Guérin-Faublée et Carret, 1999 ; Karthikeyan et al., 2009 ;
Saadabi et al., 2011).

e Repiquage et revivification des souches bactériennes

Les souches utilisées sont soit sous forme congelée ou réfrigérée en culture
pure. Elles sont activées et maintenues par un repiquage de 1 ml d’inocula dans 09
ml de bouillon nutritif. Les tubes a essai sont bien fermés et agités pour rendre le
mélange parfaitement homogéne et incubés a 37°C pendant 72 heures (Guiraud,
2003).

Pour la souche d’H. pylori, 1ml de la culture est introduit dans un tube
contenant 09 ml de bouillon glucose tamponné (BGT) additionné de 10% de sang de
cheval. Le tube est incubé dans une jarre d’anaérobiose sous atmosphére micro-

aérophile a 37°C pendant 72 heures (Bourgeois et al., 1996).
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2.4.1. Préparation des précultures des bactéries pathogenes

Avant leur utilisation dans les tests d’inhibition, les souches bactériennes
testées ont été ensemencées par la methode des stries sur les gélose sélectives.
Apres 18 heures d'incubation a 37 ° C, des suspensions bactériennes a une densité
optique équivalente & 0,5 McFarland (1,5 x 108 UFC / ml) ont été préparées pour

chaque microorganisme (Koohsari et al., 2013).

La suspension bactérienne de H. pylori a été préparée a une densité de 3 a 4

9
Mc Farland (environ 10 UFC / ml) (Ndip et al., 2008).
2.4.2. Interaction entre les souches pathogénes et les huiles essentielles

La technique utilisée est une modification de la méthode de Hayes et Markovic
(2002). Elle consiste a utiliser des disques de papier imprégnés des différentes
substances a tester. Les disques sont déposés a la surface d’une gélose uniformément
ensemencée avec une suspension de la bactérie a étudier. Chaque antibiotique ou
substance diffuse a partir du disque au sein de la gélose et y détermine une zone
d’inhibition en fonction de la concentration de I’antibiotique ou de la substance. On
observe ainsi autour des disques une zone circulaire indemne de colonies, appelée
zone d’inhibition (Fig. 06). Plus le diametre de cette zone est grand, plus la souche
est sensible a I’antibiotique ou a la substance. Plus il est petit, plus la bactérie est

résistante (Fauchere et Avril, 2002).

Des boites de pétri contenant la gélose Muller Hinton sont inondées par 1 ml
de la suspension bactérienne (Pour H. pylori le milieu est additionné de 10% de sang
de cheval). Aprés un séchage des boites pendant 30 mn a 37°C, des disques en
papier buvard stériles (6 mm de diametre) imprégnés de 20 pl d’huile essentielle
supplémentée de Dimethyl Sulfoxide (DMSO) a 10%, sont déposés a la surface de la

gélose.

Au cours de D’opération, des disques saturés de DMSO ont été utilisés comme
témoin négatif. Les boites de pétri ainsi préparées sont préincubées dans des
conditions réfrigérées pendant 2 a 4 heures a +4°C afin de permettre la diffusion de

I’agent inhibiteur qui sera suivie par D’incubation & 37°C pendant 24 h. Pour la
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souche H. pylori, les boites de pétri ont éte incubées a 37°C pendant 48h dans des
conditions microaérophiles tel que décrit précédemment. Chaque test est réalisé trois
fois au cours de trois expériences successives. Le diameétre des zones d’inhibition
(exprimé en mm) apparaissant autour des disques est mesuré par le calcul de la
moyenne des deux diamétres perpendiculaires avec soustraction de 6mm
représentant le diametre du disque. L’inhibition est notée positive si le diametre est

supérieur a 2 mm (Inouye et al., 2006; Bayoub et al., 2010).

Selon Guessennd et al. (2014), les diamétres des zones d’inhibitions de D’activité

antibactérienne sont rangés en 4 classes a savoir :

v Non sensible (-) ou résistante : diametre < 8 mm.

v Sensible (+) : diamétre compris entre 8 a 14 mm.

v’ Trés sensible (++) : diametre compris entre 15 a 20 mm.

v' Extrémement sensible (+++) : diamétre > 20 mm.

Les bactéries qui sont sensibles aux huiles essentielles sont choisies pour

déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI).

Ensemencement de la gélose en «—— Boite de pétrie
nappe par 1ml de l'inoculum

4

Dépot aseptique dun disque
inbibe de l'huile essenticlle

O Z: Zone dinhibtion

Croissance microbienne

Figure 06: Principe de la méthode d'aromatogramme (Soulet, 2017).
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2.4.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) correspond a la concentration
minimale de [I’huile essentielle qui inhibe la croissance de la population bactérienne
apres un temps d’incubation a 37 °C (CLSI, 2007).

Cette méthode, tres fiable et reproductible pour les agents antimicrobiens
hydrosolubles, pose un probleme de diffusion et d’homogénéité de dispersion avec
les huiles essentielles qui ont une trés faible solubilité dans les milieux de culture
aqueux. Ce probléme est résolu en partie par [Putilisation d’émulsions d’huiles
essentielles dans des solutions de différents détergents comme le Tween 20 et le
Tween 80 (Allegrini et al., 1973; Benjilali, 1986) ou de solvant comme [I’éthanol et
le DMSO (Drugeon et al., 1990).

Dans notre étude, on a utilisé la méthode de dilution en bouillon qui est une
technique dans laquelle une suspension bactérienne est testée contre des
concentrations variables d’un agent antimicrobien dans un milieu liquide. La
méthode de dilution en bouillon peut étre effectuée dans des tubes contenant un
volume minimum de 2 ml (macrodilution) ou dans de plus petits volumes a I’aide

de plagues de microtitration (microdilution) (Kalamouni, 2010).

La technique consiste a inoculer, par un inoculum standardisé, une gamme
de concentrations décroissantes en huile essentielle. Aprés incubation, 1’observation
de la gamme permet d’accéder a la CMI, qui correspond a la plus faible

concentration en huile essentielle capable d’inhiber la croissance bactérienne.

La méthode de microdilution sur microplaque en utilisant du Mueller Hinton
liguide pour la détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) et
Concentrations Minimales Bactéricides (CMB) des huiles essentielles (Oke et al.,
2009).

Les huiles essentielles sont solubilisées dans le DMSO. Une solution-mere de
chaque huile essentielle est préparée avec une concentration finale de 50 mg/ml.

Une série de dilutions de raison géomeétrique 2 est réalisée extemporanément dans
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le bouillon Mueller Hinton a partir de la solution mére de facon a avoir une gamme

de concentration de 0,048 a 50 mg/ml.

La CMI est effectuée selon la méthode de microdilution dans des plaques de
96 puits. Chaque puits est inoculé avec 95 pl de BMH, 100 pl de la solution meére
des huiles essentielles initialement préparée dans le DMSO, d’une concentration

égale a 50 mg/ml sont ajoutés dans les premiers puits.

100 pl de chaque dilution sont transférés dans les 10 puits consécutifs et 5 pl
de la suspension bactérienne sont ajoutés avec une densité optique de 0,5
McFarland (1,5 x 10® UFC / ml) pour chaque microorganisme et une densité
de 3 & 4 Mc Farland (environ 10°UFC / ml) pour H. pylori.

Le contr6le positif est préparé avec 195 pl de BMH (Pour H. pylori, le
milieu est additionné de 10% de sang de cheval) et 5 pl d’inoculum. Quant au
négatif, il est préparé de 100 pl de I’huile essentielle en solution et 100 pul BMH
sans inoculum. Les microplaques sont ensuite recouvertes de parafilm et incubées a
37°C pendant 24 heures. Pour H. pylori, I’incubation se fait a 37°C pendant 2 & 5
jours (Megraud et al., 1999).

2.4.4. Détermination de la Concentration Minimale Bactéricide (CMB)

La Concentration Minimale Bactéricide (CMB) correspond a la plus faible
concentration en huile essentielle capable de tuer plus de 99,9 % de I’inoculum
bactérien initial (soit moins de 0,01 % de survivants). Elle définit 1’effet bactéricide

d’une huile essentielle.

Pour déterminer la CMB, des aliquotes de 10 pl sont prélevées a partir de
cultures au niveau des puits ne présentant pas de turbidité visible, puis déposés «en
strie» sur la gélose Muller Hinton et incubées pendant 48 heures a 37°C, la CMB est
la plus faible concentration qui inhibe toute culture visible sur gélose apres la

période d’incubation.

Les cupules des rangées des témoins positif et négatif ont également été
ensemencées sur la méme gélose pour s’assurer de 1’absence de croissance des

bactéries dans les cupules de la rangée témoin négative et de la présence de
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croissance dans les cupules de la rangée positive. Les boites de geélose ainsi
ensemencées sont incubées a 37°C pendant 24 heures. A la lecture, la CMB de
I’huile essentielle est déduite a partir de la premiére boite dépourvue de bactérie.
Chaque expérience est réalisée trois fois (CLSI, 2007; Licina et al., 2013).

Pour definir le caractere bactériostatique ou bactéricide il est possible de
calculer le rapport CMB/ CMI. Si le rapport est inférieur a 4 [I’huile est

considérée bactéricide (Guinoiseau, 2010).

Pour d’autres auteurs si les valeurs de CMB sont équivalentes aux valeurs de
CMI cela implique que I’effet est bactéricide, et si les valeurs de CMB sont plus
élevées aux valeurs de CMI cela signifie que I’effet est  bactériostatique

(Cosentino et Tuberoso, 1999; Randrianarivelo, 2010).
2.5. Détermination de la sensibilité aux antibiotiques : antibiogramme

L’antibiogramme permet de déterminer la sensibilit¢ des bactéries aux
antibiotiques, les antibiotiques utilisés dans cette étude ont été choisis selon leur

spectre d’activité qui s’étend vers les espéces étudiées (Rahal et al., 2008).

L’étude de la sensibilité des bactéries a été réalisée par la méthode de disque
ou antibiogramme standard qui sont les plus utilisées par les laboratoires de
diagnostic. Des disques de papiers buvard imprégnés d’antibiotiques & tester sont

déposés a la surface d’un milieu gélosé préalablement ensemence.

Le médicament diffuse a partir de disques dans la gélose. Aprés incubation, la
mesure du diamétre de la zone d’inhibition sert a déduire la puissance d’inhibition

de I’agent antimicrobien contre les germes (Hajlaoui et al., 2016).

La technique du travail consiste a utiliser des suspensions bactériennes
standardisées (obtenues a partir des cultures pures de 18 a 24 heures sur milieu
d’isolement) avec une densit¢ optique (lue a 625 nm) équivalente a 0,5 Mc Farland
(1,5 x 10® UFC / ml pour les bactéries pathogénes) et une densité équivalente & 3 & 4

Mac Farland (environ 10°UFC /ml pour H. pylori).
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A Taide d’une pince flambée au Bec Bensen, les disques d’antibiotiques sont
déposés a la surface des boites gélosees de Mueller-Hinton précédemment
ensemencées (Pour H. pylori le milieu est additionné de 10% de sang de cheval),
puis elles sont maintenues a la température du laboratoire pendant 30 mn afin de
permettre la pré-diffusion. L’incubation se fait & une température de 37 °C pendant
18 a 24 h (Bonnet et al., 2012). La lecture des résultats se fait par la mesure de la
zone d’inhibition formée autour de chaque disque ou aucune croissance n’est

observée. Les antibiotiques utilisés sont:

La vancomycine (30 pg), kanamycine (30 pg), gentamicine (15 pg),
chloramphenicol (30 pg), céfadroxil (30 pg), rifampicine (30 pg), ertapéneme (10
pg), imipéneme (10 pg), ticarcilline (75 pg), amoxicilline + acide clavulanique (20
+ 10 pg ), peénicilline (10 pg), tobramycine (10 pg), métronidazole (16 ug), la
clarithromycine (15 pg), lamoxicilline (25 pg), la tétracycline (30 pg),
I’érythromycine (15 pg) et la ciprofloxacine (10ug).

2.6. Analyse statistique des résultats

Toutes les expériences ont été realisées en triple et les résultats sont exprimés
en moyenne + |’écart-type. L’analyse statistique a été exécutée en utilisant le logiciel
SPSS Statistics 16. 0 (Inc., Chicago, IL). L'analyse statistique des résultats est
réalisée a l'aide de programme "ANOVA". Les valeurs de P <0.05 sont considérées

statistiquement significatives.
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I1. Résultats et discussion
1. Détermination du taux d’humidité

Les résultats ont révélé que le taux d’humidité des feuilles d’Ocimum
basilicum est significativement élevé (P<0.05)  (64,27£0,77 %) suivi par celui de
Mentha spicata (57,76+0,31 %) et celui de Mentha pulegium (42,46+0,37 %). En
revanche, le taux d’humidit¢é des boutons floraux d’Eugenia caryophylata est de
7,57£0,40%, celui des graines de Foeniculum vulgare est de 6,54+0,39% et celui de
Carum carvi est de 7,57+0,18% ; ces taux d’humidité sont significativement
(P<0.05) les plus faibles (Fig. 07).

Carum carvi h d

Eugenia caryophylata - d

Foeniculum vulgare

Mentha pulegium

I ©
. b
verha spicars

Pourcentage d'humidité (%)

Les barres avec des lettres différentes indiquent des valeurs significativement différentes (P<0.05).

Figure 07: Pourcentage d’humidité des espéces végétales étudiées.
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Les plantes fraiches renferment 60 a 80 9% d’eau. Pour assurer une bonne
conservation, la teneur en eau doit étre inférieure ou égale a 10 % (Bethenod,
1980).

Des résultats  différents ont été trouvés par plusieurs chercheurs. En effet, les
travaux réalisés par Taleb-Toudert  (2015) sur les feuilles d’Ocimum basilicum et

Mentha spicata ont montré respectivement des taux d’humidité de 62 et 27%.

Selon Messaid (2008), la différence marquée entre les teneurs en eau peut étre
expliquee par 1’age de la plante, la saison et la région de récolte. Les plantes cultivées
dans les régions tempérées comme le sud algérien ont une teneur en eau plus faible

par rapport a celles cultivées dans le nord.
2. Extraction des huiles essentielles
2.1. Rendement en huiles essentielles

Le procédé utilisé pour I’extraction des huiles essentielles a partir des feuilles de
Mentha spicata, Mentha pulegium, et Ocimum basilicum et les graines de Foeniculum vulgare,

Carum carvi et Eugenia caryophylata est I’hydrodistillation.

D’aprés ces résultats, le rendement en huile essentielle de Carum carvi est de 4,20 £
0,02% ; il est significativement supérieur (P<0.05) a ceux de Mentha pulegium (2,08
+00,00%), de Mentha spicata (1,7 +0,048%) et d’Eugenia caryophylata (1,30t 0,04%). En
revanche, le rendement en huile essentielle de Foeniculum vulgare est de 0,60+ 0,06% et celui
d’Ocimum basilicum est de 0,85+0,05%; ces rendements sont significativement (P<0.05) les
plus faibles (Fig. 08).

Page | 50



Partie expérimentale Résultats et discussion

Carum corv Y .

Eugenia caryophylata [ 4
Foeniculum vulgare [~ f
Mentha pulegivm [ O
Mentha spicata [ ¢

Ocimum basilicum — e
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Rendement (%0)

Les barres avec des lettres différentes indiquent des valeurs significativement différentes (P<0.05).

Figure 08: Rendement en huile essentielle.

Les résultats de ce travail sont conformes dans 1’ensemble aux données de la
littérature. En effet, Locabellis et al. (2004) et Den et al. (2010) ont trouvé des rendements
variant respectivement de 0,48 a 1,41 % et de 0,47 a 7%. Les graines de Foeniculum vulgare
ont donné un rendement moins important (0,60+ 0,06%) %). C’est une valeur inférieure a celle
trouvée (3,8%) par Gulfraz et al. (2008) et a celle trouvée (1,2%) par Singh et al.
(2006). Un rendement important (2,08%) a été enregistré avec I’huile extraite a partir
des feuilles de Mentha pulegium. Cette valeur est proche a celle obtenue (2.32%) par
Lahrech (2006) et supérieure a celle trouvée (0,82%) par Belghazi et al. (2002).

Les feuilles de Mentha spicata se sont revélées riches en huile essentielle
avec un rendement appréciable de 1,7%, cette valeur est tres proche de celles énoncées
par Rajesswara (2002), ou les rendements oscillent entre 1 et 2,5%. Ce reésultat
corrobore avec ceux obtenus par Benyoucef et al. (2004) a partir de la distillation des
feuilles de deux échantillons de menthe verte. En effet, I’'un provenant de Blida (Nord
algérien) avec un rendement maximal de 1% et lautre prélevé dans la région

d’Ouargla (Sud algérien) avec 0,74% aprés 90 mn d’extraction. De méme, Boukhebti
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et al. (2011) ont obtenu des rendements variant de 0,1 a 1,8 % a partir des feuilles de

menthe verte provenant d’Amoucha (Sétif, nord-est d’Algérie).

Le rendement en huile essenticlle des feuilles d’Ocimum basilicum est de
0,85%, cette valeur est beaucoup plus proche a celle obtenue par Isa et al. (2006) qui
notent dans leur travaux ayant porté sur les huiles essentielles des rendements de 0,5 a
0,8%.  Cette valeur est plus importante a celle rapporté (0,11 %) par Belong et al.
(2013), a partir des feuilles d’Ocimum basilicum récoltées en juin 2009 et provenant
d’un champ expérimental situé a Douala (Cameroun). En revanche, des taux respectifs
de 059 et 0,60 % pour Ocimum canum et Ocimum gratissimum du Cameroun

(Tchoumbougnang et al., 2009).

La grande variabilitt de rendement en huile essentielle pourrait s’expliquer par
diverse facteurs; les conditions climatiques, la période de récolte, la nature de 1’espéce
qui varie d’une région a une autre, ’emplacement des sites des huiles essentielles et les
conditions opératoires. Ces différences dans le rendement doivent étre essentiellement
dues a la différence de morphologie des plantes et la nature du sol. Il faut noter que le
rendement et la composition chimique dépendent de plusieurs facteurs a savoir
I’espece, le milieu et la période de récolte, les pratiques culturales et la technique

d’extraction (Kelen et Tepe, 2008).

Vekiari et al. (2002) ont rapporté que le climat, la zone géographique, la
génétique de la plante, I’organe de la plante utilisé, le degré de fraicheur, la période de
séchage, la méthode d’extraction employée, sont des facteurs entre autres qui peuvent

avoir un impact direct sur les rendements en huiles essentielles.

Pour expliquer I’'impact de la technique d’extraction utilisée sur le rendement
en huile essentielle obtenue, Djenane et al. (2011) ont observé des rendements nuls en
huiles essentielles de myrte et d’Eucalyptus, utilisant un dispositif d’hydrodistillation a
I’échelle du laboratoire, cependant les rendements en huiles essentielles de ces deux
plantes ont été améliorés respectivement de 0,056 et 0,048% quand I’extraction a été
réalisée a ’aide d’un hydrodistillateur semi-industriel chez SAIDAL (Alger, Algérie).
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2.2. Propriétés organoleptiques des huiles essentielles

Concernant les propriétés organoleptiques testées des huiles essentielles
extraites, nous avons remarqué que ces propriétés sont conformes aux normes fixées
par AFNOR 1989.

L’huile essentielle extraite a partir des feuilles d’Ocimum basilicum posséede
un aspect liquide limpide, de coloration  jaune pale, donnant une impression de

fraicheur et rappelant I’odeur de la feuille.

Les huiles essentielles extraites a partir des feuilles de Mentha pulegium et
Mentha spicata  ont un aspect liquide, limpide et visqueux. La coloration varie

respectivement du jaune ambré au jaune verdatre (Tableau 03).

Les huiles essentielles de Foeniculum vulgare et de Carum carvi ont un aspect
liquide et limpide ainsi qu’une odeur caractéristique de chaque espece, alors que la
couleur de [I’huile essenticlle de fenouil est jaune foncée, celle du carvi est jaune
ambrée. L’huile essentielle extraite des graines d’Eugenia caryophylata a un aspect
liquide, limpide et légérement visqueux, de couleur jaune avec une odeur forte, épicée

et caractéristique de I’eugénol (Annexe II).
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Tableau 03: Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles extraites.

Huiles essentielles Couleur Odeur Aspect
Eugenia caryophylata Jaune Epicée et caractéristique du Liquide, mobile
clou de girofle limpide et
g légérement
visqueux
Foeniculum vulgare Jaune foncé  Caractéristique du fenouil Liquide limpide
Carum carvi Jaune ambré  Caractéristique aromatique du Liquide  mobile
carvi limpide
Ocimum basilicum Jaune péle une forte et persistante odeur Liquide
de feuille limpide
Mentha pulegium Jaune ambré  caractéristique herbacée Liquide limpide
menthée visqueux
Mentha spicata Jaune Donnant une impression de Liquide mobile
verdatre fraicheur et rappelant 1’odeur limpide
de la feuille. visqueux

2.3. Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

La détermination des propriétés physicochimiques comprend la densité, I’indice

e réfraction, le pouvoir rotatoire, 1’indice d’acide et ’indice d’ester.
d fraction, 1 tatoire, 1’ind d’acide et ’ind d’est

ont été déterminées selon les normes AFNOR (AFNOR, 1989).

Ces propriétés

Les valeurs de références de la densité, I’indice de réfraction et du pouvoir

rotatoire sont notées par la norme AFNOR comme des indices de pureté. Alors que
I’indice d’acide et I’indice d’ester sont variés selon le taux d’altération de chaque huile
essentielle et peuvent nous informer sur la qualité de ces huiles, ils sont donc des
indices de qualité. Les résultats des analyses physicochimiques révelent que les indices

de différentes huiles essentielles sont conformes a la norme AFNOR (1989).
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La densité des huiles essentielles extraites varient de 1,056+ 0,003 a 0,913+
0,003 (Tableau 04). En effet, la densit¢ de I’huile essenticlle d’Eugenia caryophylata
(1,056+ 0,003) est significativement (P<0.05) supérieure a celles des autres huiles
essentielles. En comparant les résultats obtenus avec ceux notés par la norme, la
densit¢é de I’huile essentielle extraite des feuilles d’Ocimum basilicum (0,962+ 0,002)
est proche de la norme (0,948-0,970), celle des feuilles de Mentha pulegium (0,941+
0,003) est aussi proche de la norme (0,930-0,944). La densité de I’huile extraite des
feuilles de Mentha spicata (0,930 +0,001) se situe dans les limites fixées par la méme
norme (0,920-0,937). De méme, les valeurs de la densité des huiles essentielles de
Foeniculum wvulgare (0,97+0,00), de celle de Carum carvi (0,913+0,003) et celle
d’Eugenia caryophylata (1,056 0,003) sont conformes a celles décrites par la norme
AFNOR (1989).

Les valeurs obtenues de I’indice de réfraction des huiles essentielles extraites
des feuilles d’Ocimum  basilicum (1,5124£0,00), de celle de Mentha pulegium
(1,488+00,00) et de celle de Mentha spicata (1,487+ 0,017) sont conformes a celles
fixées par la norme, qui sont respectivement: 1,5100-1,5200, 1,4800-1,4900 et 1,4850-
1,491 (Tableau 04).

Les wvaleurs de [D’indice de réfraction de I’huile essentielle de Foeniculum
vulgare (1,519+0,000) et celle de Carum carvi (1,131+0,00) sont trés proches de celle
énoncée par la norme AFNOR. L’indice de réfraction de I’huile essentielle d’Eugenia
caryophylata est de 1,532, c’est une valeur située dans l’intervalle fixé par la méme

norme (1,528 a 1,538) (Tableau 04).

Les valeurs observées pour le pouvoir rotatoire sont aussi conformes aux
normes. En effet, on note un angle égale a -0,25+00.00° pour I’huile essentielle
d’Ocimum basilicum, de +21+00.00° pour I’huile essentielle de Mentha pulegium et de
-57+00.00°pour I’huile essentielle de Mentha spicata. Pour les huiles essentielles
extraites a partir des graines, un pouvoir rotatoire de +19+00.00° est enregistré pour

I’huile essentielle de Foeniculum vulgare, de +65+00.00° pour [I’huile essentielle de
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Carum carvi alors que I’huile essenticlle d’Eugenia caryophylata présente un angle
égale a -1+00.00° (Tableau 04).

Les valeurs de I’indice d’acide des huiles essentielles varient de 2,87 £0,02 a 4,48 +0,087.
L’huile essentielle de Foeniculum vulgare est caractérisée par un indice d’acide (4,48 +0,087)
significativement élevé (P<0.05) par rapport aux a ceux des autres huiles; celui de I’huile
essentielle de Carum carvi est de 3,350 £0,050 et celui de Mentha spicata est de 3,366+ 0,00.
La faible valeur (P<0.05) a été retrouvée pour I’huile essenticlle d’Eugenia caryophylata (2,87
+0,02) (Tableau 04).

L’indice d’ester de I’huile extraite des graines de Foeniculum vulgare (23,57+0,026),
celui deCarum carvi (67,45+£0,034) et celui d’ Eugenia caryophylata (32,41t 0,02)
sont significativement élevés par rapport a ceux trouvés pour les feuilles d’Ocimum basilicum
(9,85+0,036), de Mentha pulegium (15,43t 0,07) et de Mentha spicata (16,54+0,055)
(Tableau 04).

L’acidit¢ d’une huile essentielle est un critere d’estimation de sa qualité. Un
indice d’acide faible indique que les huiles essenticlles sont stables et ne subissent pas
d’oxydation car 1’huile, en s’oxydant, se dégrade rapidement et provoque une

augmentation de I’indice d’acidité (De Cliff et Harerimana, 2013).

Les  valeurs des indices d’ester indiquent que  I’ensemble  des
huiles contiennent d’importantes quantités d’acide libres, et 1l est admis que
I’indice d’ester est un bon indicateur pour évaluer la qualité de 1’huile (Hilan et al.,

2006).
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Tableau 04: Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles.

Densité Indice de Pouvoir Indice Indice
réfraction rotatoire d’acide d’ester
)
Ocimum 0,962+ 0,002°  1,512+0,00°  -0,25+00.00° 3,081+0,002° 9,85+0,036'
basilicum
Mentha 0,941+ 0,003 1,4881+00,00° 21 +00.00° 2,986 +0,005° 15,43+0,07¢
pulegium
Mentha 0,930 +0,001°  1,4872+0,017° -57+00.00" 3,366+0,005° 16,54+0,055°
spicata
Foeniculum 0,97+ 0,00° 1,519+0,00%° 19+00.00° 4,48 +0,087%° 23,57+0,026°
vulgare
Carumcarvi  0,913+0,003' 1,131+0,00¢ 65+00.00° 3,35+0,05°  67,45+0,034°
Eugenia 1,056+ 0,003  1,532+0,005° ~1+00.00¢ 2,87 £0,02°  32,41+0,020°
caryophylata

Les lettres différentes (a, b, c, d, e, f) dans chaque colonne indiquent des valeurs significativement différentes
(P<0.05).

3. Analyse de la composition chimique des huiles essentielles

De nombreuses études se développent actuellement pour isoler et identifier des
composés de plantes qui ont des activités biologiques (Djenane et al., 2002; Bousbia,
2004; Bouzouita et al., 2008). Les résultats de la composition chimique des huiles
essentielles des plantes sélectionnées sont

obtenus par chromatographie en phase

gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG-SM).

Le chromatogramme de chaque huile essentielle comporte plusieurs pics.

Chaque pic est représenté par un temps de rétention qui représente la nature du
compos¢ de I’huile essentielle et par un pourcentage de I’aire du pic, qui constitue le
I’huile

différents constituants

pourcentage du composé de par rapport aux autres compos€s. Apres

identification des des huiles essentielles, nous avons classé

les composés terpéniques selon le nombre d’unités en CI10 qu’ils comportent,

par rapport au nombre total des composés de chaque huile essentielle (monoterpenes:

C1oH16, sesquiterpenes: CisHo4 et les diterpénes : CooHsz) (Guignard et Dupont, 2004).
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Les huiles essentielles extraites sont formées d’hydrocarbures (des terpénes, des
sesquiterpénes et des diterpénes) et de composés oxygénés (les alcools, les esters, les

éthers, les aldéhydes, les cétones, les phénols et les éthersphénoliques).

3.1. Composition chimique des huiles essentielles de Foeniculum vulgare, Carum carvi,

et d’Eugenia caryohyllata par CG/SM

Les composants sont listés par ordre de leur temps de rétention sur la colonne
HP-5MS. Les profils chromatographiques des huiles essentielles de Foeniculum
vulgare, Carum carvi et d’Eugenia caryohyllata et analysées par CG/SM sont

présentés en annexe IlI.
3.1.1. Composition chimique de I’huile essentielle de Foeniculum vulgare

L'analyse chromatographique a identifié vingt composés (97,36%)  avec
une dominance de trans-anéthol (43,01%), c’est un dérivé du phénylpropane possédant
des activités anti-inflammatoire, anticarcinogéne, antidiabétiqgue, immunomodulant,
neuroprotecteur, antithrombotique, antivirale et Antifongique. L'estragole (27,04%)
est un composé organique aromatique de la famille des phénylpropene, C'est un
isomere de l'anéthol. Le fenchone (06,63%) est un monoterpene polycyclique a effet
anti-inflammatoire, cicatrisant et antitumorale. I'huile essentielle extraite de graines de
Foeniculum vulgare est particulierement riche en composés monoterpéniques.
D’autres constituants ont été identifiés dont le limonene (4,68%), le sabinene (3,89%),
le linalool (3,22%), le y-terpinene (2,27%), 1’a. —pinene (1,36%), le myrcene (1,36%)
et I’a —phellandrene (1,16%). Des composes chimiques minoritaires sont aussi

présents tels que le thymol, le fenchyl acetate et le camphor (Tableau 05).

Ces resultats sont relativement différents a ceux obtenus par Bodoc et al. (1998)
sur le fenouil (Foeniculum vulgare) provenant du bassin méditerranéen. En effet, la
composition chimique de cette huile essentielle est constituée majoritairement de
fenchone (31,765%) et de a- phellandrene (17,087%).
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Pour la méme espece, le contenu biochimique de I’huile essentielle peut changer
de maniére significative selon les conditions ou la plante a fait sa croissance (Bodoc et
al., 1993).

Plusieurs investigations de Belaiche (1979); Formacek et Kubeczka (1982) et
Marotti et al. (1993) ont démontré que, généralement 1’huile essentielle de Foeniculum
vulgare est constituée principalement de phénol méethyl-éther (anéthol), monoterpéne

(0- pinéne, B- phellandréne et myrcéne) et cétone (fenchone).
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Tableau 05: Composition chimique de 1’huile essentielle de Foeniculum vulgare par CG/SM.

N° Composés (%) Indice de rétention
1 a -Thujene 0,12 931
2 a -Pinene 1,36 935
3 Camphene 0,27 955
4 Sabinene 3,89 973
5 Myrcene 1,36 992
6 a —Phellandrene 1,16 1007
7 Limonene 4,68 1037
8 y-Terpinene 2,27 1061
9 Fenchone 06,63 1089
10 a -Thujene 3,22 931
11 a -Pinene 0,23 935
12 Linalool 3,22 955
13 Camphor 0,23 1148
14 Terpinen-4-ol 0,31 1178
15 Verbenone 1,03 1204
16 Fenchyl acetate 0,16 1247
17 trans-Anethole 43,01 1285
18 Anethole 0,47 1288
19 Thymol 0,15 1290
20 Estragole 27,04 1297
21 a-Copaene tr 1377
22 [ —Caryophyllene tr 1421
Total 97,36 /

tr: trace (< 0,1%).
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3.1.2. Composition chimique de I’huile essentielle d’Eugenia caryophylata

Quantitativement, les constituants les plus importants de [I'huile essentielle
isolée d'Eugenia caryophyllata sont I'eugénol (65,22%), composé majoritaire, appelé
aussi  4-allyl-2-méthoxyphénol. 11 s’agit d’un composé aromatique de la famille des
phenylpropénes, une sous-classe des phénylpropanoides, l'acétate d'eugenyle (18,77%)
et le trans-caryophylléne (9,92%). Ces composés représentent 93,91% de la totalité des

constituants identifiés (Tableau 06).

Nous avons déduit que d’autres ¢léments chimiques sont présents en teneurs
relativement faibles, il s’agit de sesquiterpenes: o -humulene (1,53%), a-copaene
(0,83%), o-cadinene (0,25%) et le farnesol 1l (0,21%). Les composes terpéniques sont
présents sous formes de traces (Tableau 06).

Pourmortzavi (2007) a rapporté que les principaux constituants biochimiques
sont 1’eugénol (phénol), caryophyllene (sesquiterpene) et 1’acétate d’eugényle (ester).
Les variations rencontrées dans la composition chimique des huiles essentielles du
point de vue quantitative et qualitative, peuvent dépendre de I'un ou de la combinaison
de plusieurs facteurs, comme: le patrimoine génétique, 1’dge, 1’environnement de Ila

plante et la présence de chémotypes.

Yadav et al. (2013) ont distingué que les huiles essentielles extraites d'Eugenia
caryohyllata pourraient étre de chimiotype eugénol, B- caryophyllene, a- humulene,

acétate d’eugénol et acétyl eugénol.

Selon Peter et Marius (2007), le girofle est composé de plus de 15% d'huile
essentielle et de 70 a 90% deugénol, composé antibactérien, antiseptique et

antifongique. Il y’ a également, entre 9 et 15% d'acétate d'eugénol, entre 5 et 12%
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Tableau 06: Composition chimique de 1’huile essentielle d’Eugenia caryohyllata par CG/SM.

N° Composés (%) Indice de rétention
Ers 1 o -Pinene tr 935 frace
2 B -Pinene tr 985
3 p-Cymene tr 1025
4 Linalool tr 1100
5 Carvone tr 1244
6 Anethole tr 1288
7 Eugenol 65,22 1355
8 a—Copaene 0,83 1377
9 3 —Caryophyllene tr 1421
10 Trans—caryophyllene 9,92 1425
11 a —Amorphene tr 1477
12 a —Humulene tr 1457
13 Eugenyl acetate 18,77 1527
14 d-Cadinene 0,25 1242
15 Caryophyllene oxide 0,54 1244
16 Farnesol 11 0,21 1285
Total 97,27 /
0,1%).

de p-caryophyllene et 2% dacide oléanique. D'autres composés sont aussi
présents, en plus petites quantités, comme le caryophylléne oxyde, a-humuléne et le

copaéne (moins de 1%). On trouve, enfin, des traces de furfural et de vanilline.

Les résultats du profil chimique de [l'huile essentielle de clou de girofle
convergent avec ceux obtenus par les différents travaux montrant que cette huile est
formée essentiellement d’eugenol, d’acetate-d’eugenyle et du [B-caryophylléene. En
effet, Barbelet (2015) a trouvé que les essences de clou de girofle sont caractérisees

par des concentrations éleveées en eugénol (80,0%), pB- caryophyllene (7,0%) et en
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acétate d’eugényle (10,6%). De méme, Fayemiwo et al. (2014) ont trouvé que 1’huile
essentielle de clou de girofle contient 28 composeés dont 1’eugénol (80,95%) est le
composé majoritaire, suivi par eugényl acétate (5,01%), le B-caryophyllene (3,14%), le
myrcéne (1,84%) et 1’a-terpinene (1,65%).

3.1.3. Composition chimique de I’huile essentielle de Carum carvi

La séparation chromatographique a identifié vingt-cing constituants de [I'huile
essentielle de Carum carvi qui représentent 9525% dont  91,26%  sont  des
monoterpénes. Le carvone, l'a—pinéne et le limonéne ont été définis comme des
composés majoritaires avec des pourcentages de 63,92, 8,43 et 4,81% respectivement
(Tableau 07).

Les résultats du profil chimique de I’huile de Carum carvi ont montré la
présence des composés minoritaires représentés essentiellement par le linalool
(4,26%), I’anethol (2,49%), I’isocarveol (2,07%), le trans-Perillaldehyde (2,02%),
I’eucalyptol (1,83%) et le cis-dihydrocarvone (1,47%). Des teneurs tres faibles en
sesquiterpénes ont ¢été constatées, le P-caryophyllene (1,24%), le B- selinene (0,71%),
le B- cadinene (0,69%) et le B-cubebene (0,3%). Les autres composés sont présents
avec des teneurs relativement faibles & savoir le y-terpinene (0,30%), 1’a-terpineol
(0,14%), le trans-carveol (0,12%) et le dihydrocarveol (0,14%) (Tableau 07).

L’étude réalisée par Farhat (2010) sur la composition de I’huile essenticelle du
carvi a confirmé la présence des cétones terpéniques (carvone et dihydrocarvone-cis)

et des monoterpenes (limonene et myrcene).

Les résultats de la composition chimique de I’H.E. de Carum carvi rejoignent les
constatations de Kamaleeswari (2005) et Roulier (2006). En effet, ces chercheurs ont
démontré «in vitro» que, I’huile essentielle de carvi en renfermant comme principaux
composés: le carvone et le limonene, cette huile exercait un effet antibactérien puissant

par I’inhibition de croissance bactérienne.
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Ces resultats montrent d’une part que la composition chimique de [I’huile
essentielle des graines de carvi, obtenue par CG/SM, est constituee de cétone
terpénique comme composant majeur, et d’autre part que les composés a faibles

teneurs sont les sesquiterpénes (- caryophyllene).

Selon Roulier (2009), qu’elle que soit la méthode d’extraction, I’H.E. de Carum
carvi est constituée de composés aromatiques identiques. En effet, le limonene et le

carvone sont présents en teneurs assez élevées par rapport aux autres constituants.
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Tableau 07: Composition chimique de 1’huile essentielle de Carum carvi par CG/SM.

N° Composes (%) Indice de rétention
1 a -Pinene 8,43 935
2 Camphene tr 955
3 B -Pinene tr 985
4 a —Phellandrene tr 1007
5 Eucalyptol 1,83 1015
6 Limonene 4,81 1037
7 y-Terpinene 0,30 1061
8 Linalool 4,26 1100
9 Trans-Perillyl alcohol tr 1116
10 Isocarveol 2,07 1129
11 limonene oxide tr 1140
12 Trans-verbenol tr 1145
13 Trans-perillaldehyde 2,02 1150
13 a- Terpineol 0,14 1194
15 Cis-dihydrocarvone 1,47 1208
16 Trans-Carveol 0,12 1217
17 Dihydrocarveol 0,14 1242
18 Carvone 63,92 1244
19 Trans-anethole - 1285
20 Anethole 2,49 1288
21 Estragole tr 1297
22 B —Cubebene 0,3 1390
23 [ —Caryophyllene 1,24 1421
24 a -Guaiene tr 1468
25 B —Selinene 0,71 1490
26 B -Cadinene 0,69 1503
27 Apiole 0,31 1247
Total 95,25 /

tr: trace (< 0,1%).
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3.2. Composition chimique des huiles essentielles de Mentha spicata, Mentha pulegium et

Ocimum basilicum par CG/SM

Les profils chromatographiques des huiles essentielles de Carum carvi,
Eugenia caryohyllata et Mentha spicata, Mentha pulegium et Ocimum basilicum sont

présentés en annexe IlI.

3.2.1. Composition chimique de I’huile essentielle de Mentha spicata

L'analyse chromatographique de I'huile de Mentha spicata a révélé la présence
de trente-six constituants (97,21%). Le carvone (67,08%) et le limonene (14,34%) sont
définis comme les composants majoritaires de cette huile essentielle. Des composes
minoritaires représentés essentiellement par le y-muurolene (2,29%), le myrcene
(2,08%), le p-caryophyllene (1,76%) et le trans-Dihydro carvone (1,03%) sont
identifiées par la CG/SM. Les autres composés sont présents avec des teneurs

relativement faibles (inférieures a 1 %) (Tableau 08).

L’huile extraite de Mentha spicata est riche en carvone (67,08%) et en limonéne
(14,34%). Les mémes resultats sont retrouvés pour I’huile extraite de Mentha spicata
cultivé dans la région de Sétif (Algérie) (59,40% de carvone et 6,12% de limonene)
(Boukhebti et al.,, 2011). De méme, Benyoucef et al. (2004) ont analysé les huiles
essentielles de deux échantillons de Mentha spicata 1'un provenant de Ouargla (a 710
km au Sud-Est d’Alger) et 'autre de Larbda dans la wilaya de Blida (@ 50km au sud-
ouest d’Alger). Les résultats ont révélé que la carvone est le composant majoritaire
avec des proportions respectives de 80 et 56%. Ces huiles originaires d’Algérie sont
des chémotypes a carvone et limonene. lls sont différents a ceux analysés par Znini et
al. (2011), a partir des feuilles fraiches de Mentha spicata prélevées & Tazouka dans la
localit¢é d’Errachidia (Sud du Maroc), avec des proportions respectives de 29 et 14 %

en carvone et transcarveol mais ce chémotype ne contient pas de limonene.
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Tableau 08: Composition chimique de 1’huile essentielle de Mentha spicata par CG/SM.

N° Composés (%) Indice de rétention
1 a-Pinene 0,51 935
2 Sabinene 0,14 973
3 B-Pinene 0,69 985
4 Myrcene 2,08 992
5 Limonene 14,34 1037
6 Linalool 0,48 1100
7 Allo-Ocimene tr 1116
8 Neo-allo-Ocimene 0,11 1143
9 Santolinyl acetate 0,34 1171
10 Terpin-4-ol 0,07 1178
11 Trans-dihydrocarvone 1,03 1184
12 Trans-carveol 0,79 1217
13 Carvone 67,08 1244
14 Trans-carvone oxide tr 1279
15 Dihydrocarveol acetate 0,06 1242
16 5-Elemene 0,05 1340
17 Trans-carvyl acetate 0,24 1321
18 Cis-carvone oxide tr 1263
19 a-Copaene 0,09 1377
20 B-Bourbonene 1,18 1381
21 B-Elemene 0,38 1388
22 a-Gurjunene 0,21 1405
23 B-Caryophyllene 1,76 1421
24 B-Gurjunene 0,19 1430
25 a-Humulene 0,63 1457
26 Cis-Muuorola-4(14),5-iene 0,66 1449
27 y-Muurolene 2,29 1473
28 Bicyclogermacrene 0,33 1489
29 Cis-calamenene 0,72 1509
30 a-Cadinene 0,10 1503
31 Cis-muurol-5-en-béta-ol tr 1531
32 Cis-muurol-5-en-4-alpha-ol tr 1555
33 Germacrene D-4-ol 0,11 1568
34 1,10-di-epi-Cubenol 0,29 1605
35 Epi-a-Cadinol 0,05 1626
36 a-Cadinol 0,21 1655
Total 97,21 /

tr: trace (< 0,1%).
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Ghavam et al. (2022) ont déterminé la composition phytochimique des huiles essentielles
de différentes plantes de la famille de lamiacées de I’Iran. En effet, I’é¢tude a montré la richesse
de ces huiles en composés bioactifs tels que le thymol (67,7%), I’acide oléique (0,5 a 62,1%),
caryophyllene oxide (0,4 a 24.8%), a-pinene (1,1 a 19.4%), 1,8-cineole (0,2 a 15,4%), I’acide
palmitique (0,32 a 13,28%), le spathulenol (11,16%), et le germacrene D (0,3 & 10,3%).

3.2.2. Composition chimique de I’huile essentielle de Mentha pulegium

Quantitativement, les constituants les plus importants de [I'huile essentielle isolée
de Mentha pulegium sont le piperitone (35,56%), le piperitenone (21,12%) et le o-
terpineol (10,89%). Ce sont des monoterpénes représentant 67,57 % de la composition
totale (97,22 %). D’autres éléments terpéniques sont présents en teneurs relativement
faibles, il s’agit de : pulegone (6,42%), piperitone oxide (4,02%), menthol
(3,28%), menthone (3,09%), neomenthol (2,82%), menthofuran (2.15%), isomenthone
(1,56%), carvone (1,13%) et le limonene (1,02%) (Tableau 09).

Vingt-deux composants (89,9%) de I'huile essentielle de Mentha pulegium
sont identifies (Chalchat et al., 2000). En effet, le composé majeur est le menthone
(30,9%), la pulegone (14,1%), le néomenthol (13,8%) et Il'oxyde de caryophylléne
(9,0%).L'huile essentielle de Mentha pulegium du sud d’lIran contient au total 55
composés dont les monoterpénes oxygénés sont dominants. Les principaux
constituants sont la pulegone (46,18%), la pipériténone (19,56%), le 1,8- cineol
(4,55%) et l'oxyde de pipériténone (4,23%) (Mahboubi et Haghi, 2008).

Trente-trois composés ont été identifiés dans I'huile essentielle de Mentha
pulegium L. dorigine cubaine. En effet, le neoisomenthol (20,68%) et la pulegone

(25,14%) ont été les principaux constituants (Pino et al., 1996).

El Ghorab (2006) a montré que les principaux composes identifiés dans dans
I’huile essentielle de Mentha pulegium L. cultivé en Egypte sont la pulegone
(43,5%), la pipéritone (12,2%), le p- menthane-1,2,3-triol (6,5%), le y-elemenéne
(3,6%), l'acétate de carvacrol (2,6%) et I'alcool phényléthylique (2,4%).
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Tableau 09: Composition chimique de I’huile essentielle de Mentha pulegium analysée par

CG/SM.
N° Composes (%) Indice de rétention

1 Limonene 1,02 1037
2 Sabinene 0,82 973
3  Camphene tr 955
4  o-Myrcene 0,01 992
5 a-Terpineol 10,89 1194
6 Menthyl acetate tr 1281
7  Pulegone 6,42 1222
8  p-Cadinene tr 1503
9  Piperitenone 21,12 1316
10 Neomenthol 2.82 1157
11 Piperitone 35,56 1232
12 B-caryophyllene 0,42 1421
13 Trans B-ocimene 0,14 1050
14 Isomenthone 1,56 1146
15 Menthofuran 2,15 1152
16 Menthol 3,28 1162
17 1-Octen-3-ol 0,09 965
18 Germacrene D 1,03 1475
19 Geranyl acetate 1,06 1361
20 Terpinolene 0,54 1079
21 Piperitone oxide 4,02 1366
22 o-Terpinene 0,05 1010
23 Linalyl acetate tr 1253
24 Menthone 3,09 1137
25 Terpinen-4-ol tr 1164
26 Carvone 1,13 1244
27 1,8-Cineole tr 1023
28 Linalool tr 1100

Total 97,22 /

tr: trace (< 0,1%). Page | 69
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L'analyse chromatographique (CG/SM) de Tl'huile essentielle de  Mentha
pulegium de Bulgarie a révélé la présence des composants majoritaires tels que la
pulegone (42,9-45,4%), la pipériténone (21,7-23,1%) et [lisomenthone (11,3-12,8%)
(Stoyanova et al., 2005).

La composition des huiles essentielles obtenues a partir de 10 populations
sauvages de Mentha pulegium L. en Gréce a montré que la teneur en pulegone varie
de 0,1 a 90,7%. Seules deux populations sont des huiles riches en pulegone
(42,9% et 90,7%), tandis que les autres ont une faible teneur en pulegone (35,6%).
Ces derniers sont riches soit en menthone / isomenthone, soit en pipéritone /

pipériténone ou en pipéritone (jusqu'a 97,2% de I'huile totale) (Kokkini et al., 2002).

3.2.3. Composition chimique de I’huile essentielle d’Ocimum basilicum

L'analyse chromatographique de I’huile essentielle d’Ocimum basilicum a identifié
vingt-neuf constituants avec un total de 98,08%. Le Linalool (39, 58%), eugenol (16,23%),
terpinen-4-0Ol (8,60%) et I’eucalyptol (7,03) sont définis comme composés majoritaires de cette
huile essentielle (Tableau 10).

Le profil chimique de I’huile d’Ocimum basilicum a montré la présence des composés
minoritaires représentés essentiellement par des sesquiterpenes, 3-elemene (7,05%), germacrene-
D (2,21%), a-guaiene (1,95%), epi-alpha-cadinol (1,74%), y-muurolene (1,58%) et E-
caryophyllene Cis (1.34%). Les autres composés sont présents avec des teneurs relativement
faibles a savoir le cis-a-bergamotene (1,01%), le y-terpinene (0,78%), le spathulenol  (0,77%),
le borneol (0,98%), le y-terpinene (0,78%) et le limonene (0,33 %).

D’apres Telci et al. (2006), quatre chémotypes de basilic ont été identifiés :

e Le chémotype européen ayant le linalol comme composant principal (ltalie, France,
Bulgarie, Egypte et Afrique du Sud).

e Le chémotype tropicale, riche en cinnamate de meéthyle (Inde, Pakistan et Guatemala).

e Le chémotype de la Réunion possédant le méthyl chavicol comme constituant
majoritaire (Madagascar, Thailande, et Vietnam) (Vernin et Metzger, 1984;
Simon et al., 1999).
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e Le chémotype eugénol d'Afrique du Nord et de la Russie (Vernin et Metzger, 1984).

Hadj Kelifa et al. (2012) ont également identifié

Le linalol est identifié comme composant principal avec un taux de 32,83% suivi
d’acétate de linalyle 16%) dansl’huile essentielle du basilic cultivé dans la région de
Khemis Miliana. Ces résultats sont identiques a ceux retrouvés par Brada et al. (2011) sur
I’huile essentielle du basilic de la région de Chlef (Algérie). L’analyse chimique de
I’huile essentielle d’Ocimum basilicum, de la région d’El Kala (Algérie) a fait ressortir 34
constituants, ce qui correspond a 98,71% du total d’huile de la plante. Elle est constituée
majoritairement de monoterpenes dont B-linalol (22,43%), B-myrcene (12,48%), «a-
terpinéol acétate (10,82%), linalol acétate (9,49%), myrcenol (9,18 %) et 1,8-cinéole sont les

principaux composants (Ouibrahim, 2015).

Les monoterpénes oxygénes constituent le groupe chimique majoritaire dans 1’huile
essentielle d’Ocimum basilicum, suivi d’hydrocarbures monoterpénes et d’autres classes

chimiques.

Les compositions chimiques de nombreuses huiles essentielles varient en fonction de
différents facteurs, incluant le stade de développement des plantes, les organes prélevés, la
période et la zone géographique de récolte (Delaquis et al., 2002; Gonny et al., 2004; Burt, 2004;
Boti et al., 2006, Oussou et al., 2009).
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Tableau 10: Composition chimique de I’huile essentielle d 'Ocimum basilicum par CG/SM.

Indice de rétention

N° Composés (%)

1 Limonene 0,33 1037
2 y-Terpinene 0,78 1061
3 Terpinolene 0,14 1079
4 Eucalyptol 7,03 1015
5 a-Copaene 0,18 1377
6 N-Octyl Acetate 0.31 612
7 Cis-a-Bergamotene 1,01 1410
8 Linalool 39,58 1100
9 B-Elemene 7,05 1388
10 j - Caryophyllene 1,34 1421
11 Cis-Sabinene Hydrate 0,27 1056
12 B-longipinene 0,16 1405
13 a-Guaiene 1,95 1468
14 Terpinen-4-Ol 8,60 1178
15 y-Muurolene 1,58 1473
16 Germacrene-D 2,21 1476
17 Camphor 1,42 1148
18 3-Cyclohexane 3,28 670
19 Borneol 0,98 1153
20 Cis-Calamene 0,09 1509
21 Z- Nerolidol 0,17 1524
23 Cubenol 0,31 1620
24 a-Gurjunene 0,31 1405
25 Epi-a-cadinol 1,74 1626
26 Spathulenol 0,77 1566
27 Carvacrol 0,12 1282
28 Eugenol 16,23 1355

Total 98,08 /
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4. Isolement et identification des bactéries pathogenes
4.1. Isolement et identification de S. typhi, E. coli, C. freundii, Proteus mirabilis et B. cereus
4.1.1. Examens bactériologiques

L’ensemencement sur gélose SS montre apres 24 heures d’incubation a 37°C, des colonies
incolores a centre noir de taille moyenne (2 a 3mm de diamétre) suspectées d’étre Salmonella.
Sur milieu EMB, les colonies apparaissent plates, séches, violettes suspectées d’étre E. Coli, ces

caractéristiques ont éte définies par Guiraud (1998).

Sur la gélose nutritive, les colonies apparaissent lisses, l1égérement convexes a contour
régulier correspondant au genre Citrobacter. Sur gélose Hektoen, Proteus mirabilis donne des
colonies incolores de taille moyenne . Les mémes observations ont été faites par Euzéby (2000).
Sur la gélose nutritive, la majorité des colonies de B. cereus apparaissent blanches de forme
ronde, lisse et humide, ce qui a été constaté par Guiraud (1998).

Des examens microscopiques ont été faits pour déterminer la forme de chaque bactérie.
Pour S. typhi, nous avons observé de petits batonnets a Gram négatif. E. coli apparait sous forme
de batonnets courts a gram négatif. Le genre citrobacter apparait sous forme de bacilles droits a
Gram négatif, isolés ou groupés en paires. Proteus mirabilis forme des bacilles a Gram négatif
et colorés en rose. Ces résultats concordent avec ceux trouves par Euzéby (2000) et Guechi
(2002). B. cereus apparait sous forme bacillaire a Gram positif aux extrémités arrondies et
souvent disposés en paires ou en chainettes. Ces observations ont été confirmées par Guiraud
(1998).

4.1.2. Détermination des caracteres biochimiques

Les résultats du tableau 11 montrent les caractéres biochimiques recherchés pour : S.

typhi, E. coli, C. freundii, Proteus mirabilis et B. cereus aprées 24 heures d’incubation a 37°C.

S.typhi posséde une lysine décarboxylase, produit du gaz H,S pendant la dégradation du

sodium thiosulfate. Les sucres qui peuvent étre fermentés par cette bactérie sont : D-glucose, D-
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sorbitol et D-melibiose. Les résultats sont négatifs pour tous les autres tests, ce qui a été constaté
par Bourgeois et al. (1996) et sutra et al. (1998).

E.coli est caractérisée par la présence d’une [-galactosidase, une lysine décarboxylase et
une ornithine décarboxylase et par la production d’indole, elle fermente la plupart des sucres,
elle ne posseéde pas la citratase, I’uréase et 1’arginine dihydrolase. Ces caractéres ont été

démontrés par Larpent (1989).

C. freundii est une bactérie mobile, produit du H,S et fermente la plupart des sucres : D-
glucose, L-rhamnose, D-saccharose, D-melibiose, et L-arabinose. Elle posséde une J-

galactosidase et une Citratase, ces résultats sont conformes a ceux trouvés par Euzéby, (2000).

Les Proteus sont des bacilles trés mobiles, ONPG-négative, TDA-positive, oxydase
négatif, produisent H,S et fermentent le glucose, ces observations ont été confirmés par celles
décrites par Bourgeois et al. (1996). B. cereus est caractérisé par la présence d’une catalase

ONPG-négative, TDA-positive, oxydase négatif et ne produisant pas H,S.
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Tableau 11: Identification des bactéries pathogénes par galerie API20E.

Souches S.typhi E. coli C. freundii P. mirabilis B. cereus
Tests

ONPG -
ADH -
LCD +
OCD - -
CIT - - +
H,S + - +
URE - - -
TDA - - -
IND - + -
VP - - - - -
GEL -
GLU +
MAN +
INO -
SOR +
RHA -
SAC -
MEL +

AMY - -
ARA -

—+
—+
1
1

1
1
+

+|+ ]
1

+ [
1

+ |+ ]+
1

+| 4+

+ |+
+
1

+ 1
1

+ |+ +]

|+ |+ |+ ]
+ |+
1

+

+: Réaction positive  -: Réaction négative

4.2. lIsolement et identification de Staphylococcus aureus et Clostridium
perfringens

4.2.1. Examens bactériologiques

Sur le milieu de Chapman, les colonies de S. aureus s’entourent d’un halo

jaune di a I’attaque du mannitol d’aprés Marchal et al. (1987).

Les colonies de C. perfringens apparaissent grandes (3 a 5 mm de diametre) entourées
d’un précipité noir sur le milieu VF. D’aprés Marchal et al. (1987) et Bourgeois et al. (1996),
toutes les colonies de Clostridium sont trés nettement noires, leur taille varie selon 1’espéce
bactérienne, la réduction des sulfites génére le dégagement d’H,S qui réagit avec les sels de fer

pour former un preécipité de sulfure de fer, noir, insoluble, qui se dépose autour des colonies.
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L’examen microscopique de C.perfringens a permis d’observer de gros bacilles droits a

bouts carrés se présentant seuls ou en paires dont la coloration de Gram est positive.

Les espéces de S. aureus sont des cocci a Gram positif se divisant en plusieurs plans en
formant des amas irréguliers, ces caracteristiques ont été définies par Euzéby (2000) et Joly et
Alain (2003).

4.2.2. Identification des caractéres biochimiques

Le test de staphylocoagulase montre un résultat positif, une agglutination massive
apparaissant en 15 secondes dans la suspension d’hématies sensibilisées, ce qui indique que les

Staphylocoques testés appartiennent a 1’espéce Staphylococcus aureus.

D’aprés Marchal et al. (1987), la recherche d’une coagulase libre est de toute premicre
importance pour 1’étude du genre Staphylococcus, sa mise en évidence permet, en effet,

I’identification de 1’espéce S. aureus.

La recherche de I’acétoine ou la réaction de Voges-Proskauer (VP) confirme aussi la
présence de S. aureus (Bourgeois et al., 1996). Ce test a donné une réaction positive (coloration

rouge cerise VP+).

Les tests étudiés pour I’identification de C. perfringens montrent que cette bactérie est
strictement immobile (pas de trouble dans le milieu mannitol mobilité), réduit les nitrates en
nitrites (apparition d’une coloration rouge) et fermente le lactose avec production d’acide
entrainant le virage du milieu TSI au jaune. Ces trois caractéres ont été étudiés par Bourgeois et

al. (1996) pour identifier I’espece C. perfringens.
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4.3. Purification et identification d’Helicobacter pylori
4.3.1. Examens bactériologiques

L’examen des boites ensemencées a été fait apres cinq jours d’incubation
sous atmosphére micro-aérophile a 37 °C, de fines colonies, transparentes a grisatres,
luisantes,  apparaissent  sur  milieu  gélose chocolat  (Annexe IV). L’examen
microscopique d’une colonie a permis d’observer des bacilles de forme «U» et
parfois «S» dont la coloration de Gram est négative. D’aprés les résultats de Sobhani

et al. (1995), ces caractéres correspondent a ceux d’H. pylori.
4.3.2. Test rapide a I’urée

La présence de la bactérie est indiquée par le changement de la couleur de I’urée-indole
de I’orange au rose (Fig. 09). Les travaux de Cassel-Beraud et al. (1996) montrent que cette
bactérie posséde une activité uréasique trés intense, cette propriété a été mise a profit pour un

diagnostic rapide.

Figure 09: Test rapide a I'urée aprés incubation a 37°C pendant 24h.

D’aprés Sobhani et al. (1995), I’uréase produite par cette bactérie hydrolyse I’urée en
ammoniac et en bicarbonates dans le but de neutraliser ’acidité de I’estomac, ce qui facilite son

adhésion aux cellules du mucus.
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4.3.3. Détermination des caracteres biochimiques d’H. pylori

La lecture des résultats est faite aprés une incubation de la galerie classique pendant
24 heures a 37°C (Tableau 12).

Dans notre étude, le résultat du test de 1’uréase est positif, d’aprés Cassel-Beraud et al.
(1996), le virage de la couleur au rose indique la présence de I’enzyme « Uréase » et la
production d’indole se traduit par 1’apparition d’'un anneau rouge en surface, ceci apres addition
de 3 & 5 gouttes de réactifs de Kovacs dans le milieu Urée — indole. H. pylori possede de

I'oxydase, la catalase, la citratase mais pas de [J — galactosidase.

D’aprés Bourgeois et al. (1996), la fermentation du mannitol peut-étre détectée par
I’apparition d’une couleur jaune et la mobilité par le trouble du milieu, les bactéries immobiles

persistent prés de la pigdre centrale.

Le virage de la couleur des milieux LDC et ODC au rouge orangé indique la présence de la
Lysine décarboxylase et de l'ornithine décarboxylase. H. pylori ne posséde pas I’arginine
décarboxylase et ne fermente pas les sucres, cette identification a été définie par Avril et al.
(2000).

Tableau 12: Identification des caractéres biochimiques d’H. pylori

Tests Substrats H. pylori
Uréase Urée +
Indole L. tryptophane +
Catalase H,0, +
Oxydase Cytochrome C +
ONPG 2-Nitrophényl —B D galactopyranoside -
LDC Lysine +
ODC Ornithine +
ADH Arginine -
Mannitol D-mannitol -
Mobilité +
Citratase Citrate +

Glucose -
TSI Saccharose -

Lactose -

H,S ou gaz -

+:; Réaction positive  -: Réaction négative
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5. Etude du pouvoir antibactérien des huiles essentielles

La méthode utilisée pour la réalisation de cette partie est celle de 1’aromatogramme. Les

résultats de la présente étude ont montré que les huiles essentielles utilisées possedent une

activité importante. Les zones d’inhibition sont claires et les bordures sont bien distinctes avec

des diametres variables selon I’huile essentielle utilisée et la bactérie pathogéne testée. Pour les

tests témoins, aucune inhibition n’a été observée avec toutes les bactéries pathogeénes.

5.1. Activité antibactérienne des huiles essentielles de C. carvi, F. vulgare et E.

caryophylata

Les diamétres des zones d’inhibition allant de 9,16 1,92 a 33,00+£1,87 mm indiquent une

bonne activité antibactérienne des huiles essentielles

vulgare et Carum carvi sur les souches bactériennes étudiées (H.pylori,

d’Eugenia caryophylata, Foeniculum

C.perfringens, P.mirabillis, B.cereus, E.coli, K.pneumoniae et S.aureus).

Tableau 13: Diamétres des zones d’inhibition des huiles essentielles extraites a partir des

C.freundii,

graines des plantes (Eugenia caryophylata, Foeniculum vulgare et Carum carvi) vis-a-vis des

souches pathogenes apres 24 heures d’incubation a 37°C.

H. E. P. S. C. B. C. S.
pylori coli mirabilis typhi freundii cereus | perfringens | aureus
Diameétres des zones d’inhibition (mm)

Eugenia 13,83+ | 14,3+ | 15,16+ 17,00+ 30,00+ 22,33+ 18,00+ 24,16+
caryophylata| 1,42 2,05 1,02 2,54 2,12 2,24 2,04 2,75
Foeniculum | 16,83 + | 12,1+ | 19,83t 9,16+ 20,16+ 9,33+ 11,16+ 10,83+

vulgare 1,42 2,68 2,09 1,92 0,8 1,10 1,01 1.08
Carumcarvi | 1266 + | 20,3+ | 15,33t 10,16+ 30,50+ 33,00+ 17,83+ 25,66+

2,11 0,65 0,99 1,83 0,40 1,87 2,09 1,18
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5.1.1. Effet de I’huile essentielle d’Eugenia caryophylata sur les bactéries pathogénes

L’huile essentielle d’Eugenia caryophylata a montré une forte activité antibactérienne

vis-a-vis des bactéries pathogenes, cela peut étre liée a sa teneur élevée en en eugénol (65,22%).

Notant que les meilleures zones d’inhibition ont ¢été constatées avec [’huile
essentielle de d’Eugenia caryophylata vis-a-vis C. freundii (Fig.10) et S. aureus
(Fig.11) dont les diamétres des zones d’inhibition sont respectivement 30,00+£2,12 et
24,16 + 2,75mm, ceci nous permet de déduire que ces deux souches présentent une

grande sensibilité envers 1’huile de clou de girofle.

Figure 10 : Effet de I’'H.E d’Eugenia Figure 11 : Effet de I’H.E d’Eugenia
caryophylata vis-a-vis de C. freundii caryophylata vis-a-vis de S. aureus

Des résultats similaires ont été enregistrés par Dudai et al. (2006). En testant 1’huile
essentielle d’E. caryophylata contre S. aureus, Ps. Aeruginosa et E. coli, ces auteurs ont indiqué
une importante activité de 1’huile de clou de girofle contre S. aureus (24,00 mm) et E. coli (30,00
mm). Dans le méme contexte, Teuscher et al. (2005) ont rapporté la sensibilité de S. aureus aux
différents composés chimiques de cette H. E. lIs ont déduit que 1’eugénol et les composés

terpéniques sont les responsables de I’effet inhibiteur puissant de I’huile de clou de girofle.

D’aprés El Karkouri et al. (2021), chaque huile essentielle a une composition différente et
posséde ainsi un composé majoritaire qui est le principe actif, ¢’est ce dernier qui agit au niveau

des parois cellulaires des bactéries. L’eugénol est responsable des activités fongicides et
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bactéricides de I’huile essenticlle d’E. caryophylata qui en contient, ou il exerce un effet

inhibiteur et 1étal sur différentes souches.

Selon Ghedira et al. (2010), I’eugénol provoque des fuites d’ions de potassium sur S.
aureus. Les travaux réalisés par Hoque et al. (2008) ont révélé un diamétre de zone d’inhibition
de 14,2 mm contre S.aureus, étant différent de nos résul  tats, ceci est dd aux plusieurs
parametres comme le type de procédé d’extraction utilisé, les conditions opératoires et le

chémotype de la plante.

L’huile essentielle d’Eugenia caryophylata a monté des zones d’inhibition trés
importantes vis a vis de B. cereus (22.33 £2,24 mm) (Fig.12) et C. perfringens (18.00 +
2,04mm) (Fig.13).

Figure 12 : Effet de I’'H.E d’Eugenia Figure 13 : Effet de I’'H.E d’Eugenia
caryophylata vis-a-vis de B. cereus. caryophylata vis-a-vis de C. perfringens.

Les résultats obtenus in vitro par Iserin (2001), suggerent que I’eugénol (phénol) est le
composant majeur en quantité comme en qualité d’huile essentielle d’Eugenia caryophylata, il

possede de plus des propriétés anesthésiques et antiseptiques.

Plusieurs études ont montré que 1’eugénol attaque la paroi cellulaire, la membrane
cytoplasmique et le cytoplasme. Son effet sur ces trois sites dépend de la concentration
appliquée : a de faibles concentrations, il produit des effets réversibles, alors qu’a des
concentrations élevées, il provoque la mort cellulaire par coagulation générale (Zhiri, 2006).
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Selon Rhayour (2002), les cellules de B. cereus en contact de I’H.E. de clou de girofle
apparaissent enflées et déformées a cause de la libération des acides nucléiques révélés par

électrophorese.

Des diamétres moins importants sont observés avec I’huile essenticlle d’Eugenia
caryophylata vis-a-vis Salmonella typhi (17,00 2,54 mm) (Fig.14) et E. coli
(14,3+ 2,05 mm) (Fig.15).

Figure 14: Effet de I'HE d’Eugenia Figure 15: Effet de I’H.E d’Eugenia
caryophylata vis-a-vis de  Salmonella typhi. caryophylata vis-a-vis d’E. coli.

Selon Yadav et al. (2013), I’effet bactéricide de I’H.E. d’Eugenia caryophylata conduit & une
perte de constituants cellulaires par la lyse de cellules bactériennes, ceci débute par une fixation

sur les membranes bactériennes provoquant des altérations de structure et de perméabilité.

L’activité antibactérienne de I’huile de clou de girofle s’est exprimée avec une zone
d’inhibition moins importante (13,83 mm) vis-a-vis d’H. pylori.

5.1.2. Effet de I’huile essentielle de Carum carvi sur les bactéries pathogénes

L’effet de I’huile essentielle de carvi vis-a-vis d’E. coli, P. mirabilis, C. freundii, B. cereus
et S. aureus est plus important que celui de I’huile de clou de girofle. En revanche H. pylori a
révélé une sensibilité moins importante (12,66 mm) a I’huile de Carum carvi par rapport a

I’huile d’Eugenia cayophylata.

Page | 82



Partie expérimentale Résultats et discussion

Une excellente activité inhibitrice de I’huile essentielle de Carum carvi est observée vis-a-
vis de B. cereus (Fig. 16) et C. freundii (Fig.17) dont les diamétres des zones d’inhibition sont
respectivement de 33,00« 1,87 et 30,50+ 0,40 mm.

Figure 16: Effet de ’'H.E de Carum Figure 17: Effet de ’'H.E de Carum
carvi vis-a-vis de Bacillus cereus. carvi vis-a-vis de Citrobacter freundii.

Selon Sinic et al. (2008), I'huile essentielle de Carum carvi a un large spectre
antibactérien vis-a-vis des bactéries pathogénes. Le composant majoritaire de I’huile essentielle
de Carum carvi est le carvone (cétone) ayant une activité anti-infectieuse et qui est responsable
de D’activité inhibitrice vis-a-vis des bactéries pathogenes. Le carvone a été defini comme le

composant principal (63,92%) de I’huile essentielle étudiée.

Selon les tests effectués par Hernandez-Ochoa (2005), la présence du carvone et
du limonéne dans I’huile essentielle du carvi est responsable de son excellent pouvoir
inhibiteur. Ces constituants possédent des effets calmants, antifongiques, antiviraux et

antiseptiques.

Les grandes zones d’inhibition sont constatées avec 1’huile essentielle de Carum carvi vis-
a-vis de S.aureus (25,66+1,18mm) (Fig.18), E. coli (20,33t 0,65 mm) (Fig.19) et vis-a-vis
de C. perfringens (17,83+2,09)(Tableau 13).
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Figure 18 : Effet de ’'H.E de Figure 19 : Effet de I’'H.E de
Carum carvi vis-a-vis deS. aureus. Carum carvi vis-a-vis d’E. coli.

Toutefois, une activité inhibitrice mois importante est observée avec les souches
de P. mirabilis et S. typhi dont les moyennes de diamétres des zones d’inhibition sont
de 15,33+0,99 et 10,16 + 1,83 mm respectivement (Tableau 13).

Les travaux réalisés par Dispasqua et al. (2005) montrent un effet bactérien remarquable
de I’huile essenticlle de Carum carvi sur E. coli et S. aureus. Ceci marque le large spectre

antibactérien de I’huile de carvi contre ces souches pathogenes.

Begum et al. (2008) ont rapporté que S. aureus a présenté une sensibilité variable envers
les huiles essentielles de quelques especes de graines testées. En effet 1’huile essentielle de C.
carvi (10 pl/ disque) a montré une zone d’inhibition de 38 mm. Ils suggérent que les propriétés
détoxifiante, hépatique et antibactérienne vis-a-vis des souches pathogénes sont acquises grace
aux principaux composants de cette huile essentielle qui sont le carvone, le limonene et le B-

caryophyllene. Ces composés ont été identifiés dans 1’échantillon d’huile essentielle étudiée.

D’aprés les études effectuées par Langenhoven (2006), grace auxquels il a pu déduire les
composés responsables d’inhibition chez les huiles essenticlles de C. carvi, le limonene
(sesquiterpene) agit sur les enzymes impliquées dans la respiration et modifie de ce fait la
perméabilité membranaire par action directe sur les phospholipides membranaires des bactéries
pathogénes et a des fortes concentrations, ils provoquent une perte totale de I’homéostasie, ce qui

entraine la destruction des membranes cellulaires.
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5.1.3. Effet de I’huile essentielle de Foeniculum vulgare sur les bactéries pathogénes

L’inhibition par I’huile de fenouil est constatée avec toutes les souches mais elle était
moins importante par rapport a celle observée avec les huiles essentielles de clou de girofle et de

carvi.

Les meilleures activités inhibitrices  sont enregistrées avec 1’huile essenticlle de
Foeniculum vulgare sur Citrobacter freundii (Fig. 20) et Proteus mirabilis (Fig. 21) dont les

diamétres des zones d’inhibition sont de 20,16+0,8 et 19,83 +2,09 mm respectivement.

Figure 20: Effet de I'H.E de Foeniculum Figure 21: Effet de I'H.E de Foeniculum
vulgare vis-a-vis de C. freundii. vulgare vis-a-vis de P.mirabilis.

H.pylori s’est montrée plus sensible & 1’huile essentielle de Foeniculum vulgarepar
apport aux deux autres huiles dont le diamétre de la zone d’inhibtion était de 16,83+1,42
mm. L’activité inhibitrice de I’huile essentielle de F. vulgare vis-a-vis d’E. coli
(12,16+2,68 mm) était moins importante que celle constatée avec 1’huile essentielle d’ E.

caryophylata et de C. carvi (Tableau 13).

Des spectres antibactériens moins importants sont constatés avec 1’huile essentielle de
Foeniculum vulgare vis-a-vis de C. perfringens et de S. aureus, dont les diamétres de
zones d’inhibition sont respectivement de 11,16 + 1,01 et de 10,83 + 1.08mm (Tableau
13).

De faibles zones d’inhibition sont obtenues avec deux souches bactériennes qui
sont résistantes & I’huile de fenouil par rapport aux deux autres huiles, il s’agit de B. cereus
(9,33£ 1,10 mm) et Salmonella typhi (9,16+ 1,92mm) (Tableau 13).
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Les résultats obtenus par Richard (2005) suggerent que [D’inhibition des
bactéries pathogénes par I’huile essenticlle de Foeniculum vulgare est obtenue grace
a l’anéthol (phénol) par son pouvoir bactéricide, et plusieurs auteurs ont montré que
les composés phénoliques sont responsables de [I’effet antimicrobien des essences.
Gulfraz et al. (2008), trouvent que I’anéthol a un effet destructif sur le matériel
génétique, conduisant a la mort de la bactérie. Selon Minakshi et al. (2002), 1’anéthol

provoque aussi des lésions irréversibles sur les membranes bactériennes.

D’apres les résultats obtenus, nous constatons que I’huile essentielle de clou de
girofle a un effet inhibiteur plus élevé par rapport aux huiles essentielles de carvi et

de fenouil.

Selon Iserin  (2001), I'H.E de «clou de girofle possede des activités
antibactérienne puissante a large spectre, antivirale, antifongique, antiparasitaire,

antiseptique, stimulante générale et neurotonique.

La puissance d’action des huiles essentielles varie selon leurs constituants
majoritaires, et que le mode d’action est principalement li€¢ a la composition
quantitative et qualitative en éléments chimiques. Mais cet effet reste assez complexe

et difficile a étudier du point de vue moléculaire (Cox, 2000).

Des études réalisées par Kurita et al. (1979) rapportent que les phénols présents
dans les huiles essentielles provoquent une forte diminution d’ATP dans la cellule

bactérienne, une réduction du potentiel membranaire et du pH.

Selon nos résultats, nous avons observé des sensibilités variables des bactéries (Gram

positif et Gram négatif) aux huiles essentielles étudiées.

D’aprées Kalemba et Kunicha (2003), la sensibilit¢ d’un microorganisme aux
huiles essentielles dépend des propriétés de I’huile essentielle et le microorganisme
lui-méme. 1l est bien connu que les bactéries a Gram positif sont plus sensibles aux

huiles essentielles que les bactéries a Gram négatif. Plusieurs études testant 1’activité

Page | 86



Partie expérimentale Résultats et discussion

inhibitrice des huiles essentielles confirment ce phénoméne (Poole, 2001; Cimanga et
al., 2002; Burt, 2004).

Selon Poole (2001), la grande résistance des bactéries a Gram négatif aux huiles
essentielles est lice a la complexit¢ de I’enveloppe cellulaire de ces microorganismes
qui contient une double membrane, contrairement a la structure membranaire simple
des bactéries a Gram positif. Quelques huiles essentielles semblent étre plus
specifiques, et exercent une importante activité inhibitrice contre les bactéries a
Gram positif (Celikel et Kowas, 2008). Kim et al. (1995) rapportent que les
modes d’actions des huiles essenticlles sontexpliqués par Iinterférence avec la
double couche lipidiqgue de la membrane cellulaire, provoquant I’augmentation de la
perméabilité et la perte des constituants cellulaires. Les huiles essentielles altérent
ainsi les différents systemes enzymatiques, dont ceux impliqués dans la production de
I’énergie cellulaire et la synthése des composants de structure et détruisent le matériel

génétique des bactéries.

5.2. Activité antibactérienne des huiles essentielles de Mentha spicata, Mentha pulegium et

Ocimum basilicum

D’aprés ces résultats, 1’apparition des zones d’inhibition de diamétres allant de
12,00 + 0,26 a 34,50 #0,40 mm traduit une excellente activité antibactérienne de la

totalité des huiles essentielles sur les souches bactériennes étudiées (Tableau 14).
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Tableau 14: Diamétres des zones d’inhibition des huiles essentielles extraites des feuilles de

plantes (Mentha spicata, Mentha pulegium, Ocimum basilicum) vis-a-vis des souches pathogenes

apres 24 heures d’incubation a 37°C.

H. E. P. S. C. B. C. S.
pylori coli mirabilis typhi freundii cereus | perfringens | aureus
Diameétres des zones d’inhibition (mm)
Mentha 34,16+ | 28,0+ | 12,50+ 33,00+ 12,00+ 14,00 £ 13,30+ 22,50+
spicata 0,30 0,22 0,11 0,52 0,34 0,10 0,20 0,19
Mentha 34,50+ | 28,50 | 16,30+ 33,40+ 12,50+ 15,00+ 12,70+ 18,44+
pulegium 0,40 * 0,48 0,00 0,40 0,18 0,36 0,20
0,29
Ocimum 32,00+ | 27,00 | 13,30+ 30,00+ 24,00+ 13,60+ 12,00+ 18,16+
basilicum 0,21 * 0,72 0,57 0,00 0,09 0,26 0,32
0,00
5.2.1. Effet de I’huile essentielle des feuilles de Mentha spicata vis-a-vis les bactéries

pathogénes

important vis-a-vis des bactéries pathogénes étudiées (Tableau 14),

L’huile essentielle des feuilles de Mentha spicata a exercé un effet inhibiteur

cela peut étre lié a sa

composition chimique. L’huile extraite de Mentha spicata est riche en carvone (67,08%) et en

limonéne (14,34%).

antibactérienne vis-a-vis de H.pylori (Fig. 22) et

diamétres des zones d’inhibition sont respectivement: 34,16+ 0,30 et 33,00+0,52 mm.

L’huile essentielle des feuilles de Mentha spicata a exercé une excellente activité

S. typhi (Fig. 23) dont les moyennes des
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Figure 22: Effet de 'H.E. de Mentha spicata Figure 23: Effet de 'H.E. de
vis-a-vis d’H.pylori. Mentha spicata vis-a-vis de S. typhi.

Zaika (1988) et  De Billerbeck (2002) ont confirmé que les huiles essentielles
sont plus actives sur les bactéries Gram négatif que les bactéries Gram positif. Cette
affirmation n’a cependant pas été confirmée par d’autres travaux. La susceptibilité des
bactéries est en effet indépendante du Gram (Dorman et Deans, 2000), ou dépend des

huiles essentielles utilisées (Deans et Ritchie, 1987).

E.coli et S. aureus se sont montrées sensibles a 1’huile de Mentha spicata, les
diamétres des zones d’inhibition sont de 28,00 +0,22 (Fig.24) et 22,50 +0,19mm

respectivement (Tableaul4).

Toutefois une inhibition moins importante est enregistrée avec les autres
souches pathogénes : B.cereus, C. perfringens, P. mirabilis et C. freundii dont les
diamétres sont  respectivement: 14,00 +0,10, 13,30 +0,20, 12,50+0,11 et 12,00+ 0,34
mm (Tableau 14).
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Figure 24: Effet de I’H.E. de Mentha

spicata vis-a-vis d’E. coli.

L’étude de Hammer et al. (1999) a montré une activité antibactérienne des huiles
essentielles  extraites de plusieurs plantes sur un large éventail de bactéries a Gram
positif et Gram négatif (Escherichia coli, Klebsiellia pneumoniae, Salmonella typhi et
Serratia marcescens). En particulier, les huiles essentielles de lemongrass et de menthe

qui ont exercé un effet inhibiteur sur tous les organismes testés.

L’activité antibactérienne du thym et de menthe et de leurs principaux
composants a été évaluée par Inouye et al. (2001). En effet, parmi les souches testées,
klebseilla pneumoniae était la plus sensible aux huiles essentielles, suivie par
Streptococcus pneumoniae et Streptococcus pyogenes. Le Staphylococcus aureus 'y

était moins sensible.

5.2.2. Effet de I’huile essentielle des feuilles de Mentha pulegium sur les bactéries
pathogénes

L’huile essentielle des feuilles de Mentha pulegium a exercé une activité antibactérienne
trés efficace. Les plus importantes moyennes des diametres des zones d’inhibition sont
enregistrées avec H.pylori (Fig.25), et S.typhi (Fig.26), dont les diametres sont de 34,50+ 0,40 et
33,40+£0,00 mm respectivement.
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Figure 25: Effet de I’'H.E. de Mentha Figure 26: Effet de I'H.E. de M(_antha
pulegium vis-a-vis d’H.pylori. pulegium vis-a-vis de S.typhi.

L’activité antibactérienne et antifongique des huiles essentielles extraites de
Mentha pulegium est rapportée par de nombreux auteurs et sur divers souches
bactériennes telles que: Klebseilla  pneumoniae, Salmonella typhi et Escherichia coli
(Damien et al., 2003; Tripathi, 2004; Angioni et al., 2006; Teixeira et al., 2012).

Pour E. coli, S. aureus, P. mirabilis et B. cereus, des inhibitions importantes de
I’huile essenticlle des feuilles de Mentha pulegium sont enregistrées avec des
diamétres de 28,50+ 0,29 (Fig. 27), 18,44 + 0,20 (Fig. 28), 16,30 +0,48 et de 15,00
+0,18mm respectivement (Tableau 14).

L’effet inhibiteur de I’huile essentielle de Mentha pulegium peut étre di a sa
richesse ~ en piperitone  (35,56%), en piperitenone (21,12%) et en a-terpineol
(10,89%).

L’inhibition de C. perfringens et C.freundii par 1’huile essentielle des feuilles de
Mentha pulegium sont moins importantes, les diamétres enregistrés  sont
respectivement de 12,70 £ 0,36 et 12,50+ 0,40 mm (Tableaul4).
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Figure 27: Effet de I'H.E de Figure 28 : Effet de 'HLE de
Mentha pulegium vis-a-vis d’E. coli. Mentha pulegium vis-a-vis de S.typhi.

Selon Lorenzo et al. (2002), c’est la pulegone et le piperitenone qui dominent la
composition des huiles essentielles de Mentha pulegium. Damien et al. (2003) et Tripathi
(2004) ont montré que la richesse des huiles essentielles de Mentha pulegium en certains
composants comme le pulegeone peut étre responsable de pouvoir inhibiteur. En effet, ce
constituant a des effets biologiques tres puissants. Il a des effets cardiovasculaires (activités sur
les centres nerveux sympathiques : relaxant, stimulant, dépressant), ainsi que des propriétés

antibactériennes et antifongiques.

Selon Kalemba et Kunicka (2003), les alcools terpénoides (comme le 1,8
cinéole) ont un effet contre les micro-organismes et agissent comme des agents
dénaturant certaines protéines, ou des agents déshydratants. Ce qui démontre

clairement les propriétés antibactériennes des huiles essentielles.

Kim et al. (2003) ont montré que les composés avec la plus grande efficacité
antibactérienne et le plus large spectre sont des phénols: thymol, menthol, carvacrol
et l’eucalyptol. Les phénols entrainent notamment des Iésions irréversibles sur les

membranes et sont utiles dans les infections bactériennes, virales et parasitaires.
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5.2.3. Effet de I’huile essentielle des feuilles d’Ocimum basilicum sur les

bactéries pathogenes

L’huile essentielle des feuilles d’Ocimum basilicum a manifesté une activité
antibactérienne trés efficace. Les meilleures zones d’inhibition sont constatées avec H. pylori et
S. typhi, les diameétres enregistrés étant respectivement : 32,00+ 0,21 (Fig.29) et 30,00 *
0,57mm (Fig. 30).

Figure 29: Effet de I’'H.E d’Ocimum Figure 30: Effet de I’'H.E d’Ocimum
basilicum vis-a-vis d’ H.pylori. basilicum vis-a-vis de S. typhi.
E. coli et C. freundii se sont montrées sensibles a
I’huile essentielle des feuilles d’Ocimum basilicum, les diametres enregistrés sont
respectivement : 27,0+0,00 (Fig. 31) et 24,00+ 0,00 mm (Fig. 32).

Figure 31: Effet de ’'H.E d’Ocimum Figure 32: Effet de ’'H.E d’Ocimum
basilicum vis a vis d’E. coli. basilicum vis a vis de C. Freundii.
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S. aureus, B. cereus, P.mirabilis et C. perfringens sont également inhibées par 1’huile
essentielle d’Ocimum basilicum, dont les zones d’inhibition sont de 18,16 +0,32, 13,60 +0,72,
13,30+0,72 et de 12,00+ 0,26 mm respectivement (Tableau 14).

L’huile essentielle des feuilles d’Ocimum basilicum a exercé un effet antibactérien plus
important vis-a-vis de quelques espéces bactériennes : Staphylococcus aureus (18,8 mm),
Klebsiella pneumonia (16 mm), Escherichia coli (11,8 mm), Enterobacter cloacae (13,6

mm), Citrobacter freundii (8,4 mm) et Acenitobacter baumanni (11,7 mm) (Ouibrahim, 2015).

L’huile essentielle des feuilles d’Ocimum basilicum contient une forte quantité de B-
linalol suivi par  a- terpinéol acétate, et de 1,8 cinéole. Ces composants sont a
I’origine du pouvoir antibactérien de I’H.E du basilic. Plusieurs études ont démontré que
le linalol est le composant responsable de 1’activité antibactérienne (Sartoratotto et al., 2004;
Koutsoudaki et al., 2005; Sokovic et al., 2006).

Plusieurs auteurs ont mentionné la forte activité antibactérienne de I’huile essentielle
d’O.basilicum contre les bactéries pathogénes (Suppakul et al., 2003; Lopez et al., 2005;
Bozin et al., 2006; Sokovic et al., 2006). En revanche, d’autres travaux ont indiqué un
potentiel antibactérien modéré a faible de I’H.E du basilic (Wannissorn et al., 2005; Di
Pasqua et al., 2005; Shanet al, 2007; Runyoro et al., 2010), ce qui concorde avec les

résultats de ce travail.

L’effet des composés mineurs n’est pas a négliger. En effet, les huiles essentielles
entiéres ont une activité antimicrobienne supérieure a un mélange de composants majeures
des mémes huiles essentielles, ce qui suggere que les composants mineurs peuvent avoir un

effet synergique (Wang et al., 2012).

Les proprietés des huiles essentielles varient en fonction de l'origine géographique
(Chalchat et al., 1993; Elamrani et al., 2000), des facteurs environnementaux et agronomiques
(Moghtader et al., 2009; Jordan et al., 2013), du stade de développement des plantes (Ruberto
et Baratta, 2000) et de la méthode d'extraction des huiles essentielles (Hosni et al.,
2013). Aussi, il a éte démontré que dans la famille des lamiaceae, la durée de la

journée et la luminosité augmentent la teneur en HE et la qualite des matieres
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actives (Moghaddam et al., 2011) ce qui est valable pour les autres familles (Pintore et al., 2002;
Serrano et al., 2002; Angioni et al., 2004).

D’aprés Oussalah et al. (2007), P’activité antimicrobienne des huiles essentielles est
principalement en fonction de leur composition chimique, et en particulier de la nature de leurs
composés volatils majeurs. Elles agissent en empéchant la multiplication des bactéries, leur

sporulation et la synthese de leurs toxines.

Les alcools terpénoides présents dans les huiles essentielles ont montré une activité contre
les microorganismes testés et agissaient comme des agents dénaturant les protéines ou des agents
déshydratants. Plusieurs essais démontrent clairement les propriétés antibactériennes des huiles
essentielles, méme si leurs mécanismes d’action ne sont pas encore élucidés (Dorman et al.,
2000).

Pattnaik et al. (2005) ont montré que le géraniol, linalool, thujanol, myrcénol, terpinéol,

menthol et pipéritol sont les composés a large effet antibactérien.
6. Détermination de la concentration minimale inhibitrice «<CMI» et bactéricide «<CMB»

La méthode de micro-dilution en milieu liquide est réalisée pour toutes les
souches testees dont les diametres des zones d’inhibition sont importants (>9 mm)
(Yildirim et al., 2001).

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est alors la concentration de la
premiére cupule ou on n’observe pas un trouble a I’cil nu et IP’inoculation du contenu
des cupules au-dela de CMI, sur milieu gélosé est nécessaire pour déterminer la
nature de I’activité antimicrobienne (bactéricide ou bactériostatiqgue) et déduire la
CMB.

Pour la détermination de ces valeurs critigues une gamme de concentration allant
de 0,048 jusqu’a 50 mg/ml a été préparée dans le bouillon Mueller Hinton a partir de la
solution mere de chaque huile essentielle. Les valeurs de CMI sont variables selon le
type d’huile essentielle et la souche visée. Les témoins préparés en parallele ont

présenté tous une croissance bactérienne ceci signifie que seule 1’huile essentielle est
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responsable de I’inhibition des espéces bactériennes pathogénes. En ce qui concerne le
controle négatif (huile essenticlle, DMSO et BMH) aucune croissance n’a ¢été
observée. Les resultats des concentrations minimales inhibitrices et bactéricides des

différentes huiles essentielles sont représentés dans le tableau 15.

Chacune des huiles essentielles posséde un pouvoir antibactérien remarquable.
Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) varient entre 0,19 et 25 mg/ml

selon I’huile essentielle utilisée et la souche pathogene testée.

Le potentiel antimicrobien est attribu¢ a 1’effet des plusieurs molécules actives et
particulierement le carvacrol et le p-cyméne présentes dans les différents extraits du C.
carvi (Skrinjar et al., 2009).
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Tableau 15: Concentrations minimales inhibitrice (CMI) et bactéricide (CMB) des huiles

essentielles en mg/ml et le rapport CMB/CMI.

H. E. P. S. C. B. C. S
) coli mirabilis typhi | freundii | cereus | perfringe | aureus
pylori
ns
Eugenia cMI 6.25 |156 3,12 L5 | 039 0.78 | 156 0,78
caryophylata '
CMB 6,25 3,12 25 125 3,12 0.78 6,25
1,56
CMB/ 8 1 2
CMI 1 2 8 8 4
Foeniculum CMI 156 - 3,12 6,25 3,12 25 125 125
vulgare '
CMB | 155 25 312 |12° |312 50 ~50 =50
CMB/ 2 2
CMI 8 16 1 1 >4 >4
Carum carvi CMI 6,25 0,78 312 12,5 0,39 0,19 0,78 0,39
CMB 25 0,78 6,25 25 0,39 0.19 1,56 1,56
CMB/ 2 1 4
CMI 4 1 2 1 2
Mentha spicata CMI 039 |039 6,25 0,39 6,25 312 3,12 0,78
CMB 0,39 0,78 6,25 1,56 25 3,12 6,25 0,78
CMB/ 4 1 1
2
CMI 1 1 4 2
Mentha CMI 019|039 1,56 0.19 312 | 19 | 312 0,78
pulegium
CMB 0,39 | 0,78 625 | O | 625 1,56 312 | 312
CMB/ 1 1 4
CMI 2,05 2 4 2 1
Ocimum CMmI 019 | 039 6,25 0.19 1 539 625 1 155 3,12
basilicum
CMB 0,39 1,56 25 0.19 1,56 50 50 3,12
CMB/ 1 8 1
CMI 2,05 4 4 4 4
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6.1. Détermination de CMI et CMB de I’H.E d’Eugenia caryophylata

L’huile  essentielle  d’Eugenia  caryophylata a inhibé les  souches
bactériennes a des CMI allant de 0,78 mg/ml jusqu’a 6,25 mg/ml. Une sensibilité
similaire est constatée avec S. aureus et B.cereus (CMI =0, 78 mg/ml) et C.
perfringens, S. typhi et E. coli (1, 56 mg/ml). H. Pylori était moins sensible a I’huile
(CMI = 6, 25 mg/ml). Nous avons constaté que les valeurs de CMB sont les  mémes
que celles des CMI pour quelques souches et plus ou moins élevées pour les autres
souches (Tableau 15).

Le rapport CMB/CMI donne une idée plus précise sur [I’effet d’une
substance antimicrobienne. En effet, si ce rapport est inférieure a 4, I’H.E est
considérée comme bactéricide et s’il est supérieure a 4, I’huile essentielle  est

ainsi considérée comme bactériostatique.

Les rapports CMB/CMI indiquent des valeurs inférieures ou égales a
4 pour H. Pylori, E.coli, B.cereus, C. perfringens et S. aureus ce qui prouve que
I’huile essentielle d’Eugenia caryophylata exerce  un effet bactéricide, par contre

I’effet est bactériostatique sur les autres souches (CMB/CMI >4).

Des etudes ont démontré que les H.E de Clou de girofle sont fortement
antibactériennes. Ce pouvoir pourrait étre attribué a son composé majoritaire qui est
"l'eugénol” (Valero et Giner , 2006).

Par ailleurs, 1’étude de Rhayour (2002) a montré que H.E de girofle exerce
uneactivité bactéricide principalement grdce a son constituant majoritaire qui est
I’eugénol appartenant a la famille des phénols. L’activité bactéricide des huiles
essentielles debute par une fixation de ses molécules sur les membranes bactériennes
provoquant des altérations de structure et de perméabilité, conduisant a la perte de

constituants cellulaires due a une lyse importante des cellules bactériennes.
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6.2. Détermination de CMI et CMB de I’H.E de Foeniculum vulgare

L’huile de Foeniculum vulgare a marque des CMI comprises entre 1,56
mg/ml et 25 mg/ml. Les souches les plus sensibles sont H. Pylori et E.coli (CMI =
1,56 mg/ml). B.Cereus s’est montrée résistante (CMI = 25 mg/ml). Les CMB varient
de 3,12 mg/ml jusqu’aux valeurs supérieures a 50 mg/ml.Les rapports CMB/CMI
donnent des wvaleurs inférieures a 4, pour P. mirabilis, S. typhi, C.freundii et
B.cereus ce qui indique que [I’huile essentielle de Foeniculum vulgare possede un
effet bactéricide, par contre 1’effet est bactériostatique avec les autres souches
bactériennes (CMB/CMI >4) (Tableau 15).

La plus petite CMI de I’huile essentielle des graines de fenouil enregistrées par
Bouguerra (2012), est celle constatte avec E. coli ATCC 25922 (20 000u/ml). C’est
une valeur proche a celle trouvée avec notre huile testée.  D’aprés les résultats trouvés
par le méme chercheur, le rapport CMB/CMI est compris entre 0.78 et 1.8 (inférieur a
4) conférant donc a cette huile un pouvoir bactéricide vis-a-vis des bactéries testées
(Tableau 15).

L'extrait de la tige du fenouil montre une forte inhibition du Bacillus subtilis,
Aspergillus niger et Cladosporium cladosporioides avec des valeurs de CMI de 25,
250 et de 125 pg/mL respectivement. De plus, une activité inhibitrice élevée est
présentée par I'huile essentielle de fenouil: les valeurs de CMI et de CMB sont de 1 et
2% contre Esherichia coli, et de 2 et 4% contre Staphylococcus aureus, respectivement
(Taie et al., 2013; Singh et al., 2006 ).

Le pouvoir antibactérien de I’huile essentielle des graines du fenouil est di a
I’anéthol qui est le composant majeur (Dadalioglu et Evrendilek (2004). Ces résultats
ont été confirmées par Agaoglu et al. (2007); Gulfraz et al. (2008) et Abdul Rahman et
al. (2010). En revanche, des études démontrent que I’effet des composés mineurs
n’est pas négligeable (Tantaoui-Elaraki, 1993; Hammer et al., 2003; Burt, 2004;
Rasooli et al., 2008; Hussain et al., 2010).
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L activité antimicrobienne de toute huile essentielle est attribuée aux terpénoides et aux

composés phénoliques (Cosentino et al., 1999; Gulfraz et al., 2008).

6.3. Détermination de CMI et CMB de ’H.E de Carum carvi

Toutes les souches se sont montrées sensibles a 1’huile essentielle de Carum
carvi (CMI comprises entre 0,19 mg/ml et 3,12 mg/ml) a I’exception de deux
souches qui sont moins sensibles: H. Pylori (CMI = 6,25 mg/ml) et S. typhi (CMI =
12,5 mg/ml). Les concentrations minimales bactéricides (CMB) varient entre 0,19
mg/ml et 25 mg/ml. L’huile essentielle de Carum carvi possede un effet bactéricide
sur toutes les souches pathogenes (CMB/CMI < 4) (Tableau 15).

Les huiles essentielles extraites des graines de Carum carvi possédent une
activité antibactérienne significative contre de nombreuses bactéries (Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli, Salmonella enteritidis et Xanthium
brasilicum). Elles montrent également une efficacité particulierement éleveée contre les

espéces de Rhodococcus, Erwinia, Clavibacter et Ralstonia (lacobellis et al., 2004).

Les CMI des H.E de carvi contre E. coli et S. aureus sont de 0,6 et 0,5%,
respectivement, alors que les CMB sont de 0,8 et 0,6%, respectivement. L'extrait
méthanolique de graines de carvi présente une activité anti-H. pylori avec une CMI
moyenne de 100 pg/ ml. La carvone, le limonéne et le linalool sont responsables du
pouvoir antibactérien de I’H.E de graines de C. carvi. (Damasius et al., 2007).
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6.4. Détermination de CMI et CMB de I’H.E de Mentha spicata

Un effet antibactérien élevé de ’H.E de Mentha spicata est observé avec
H.pylori, E.coli, S. typhi et S. aureus avec des CMI ne dépassant pas 0,78 mg/ml.
Pour les  autres souches, des valeurs de CMI de 3,12 a 6,25 mg/ml sont
enregistrées. Les CMB enregistrées varient de 0,39 a 25 mg/ml. Les rapports
CMBJ/CMI sont équivalents & 4 pour S. typhi et C.freundii et inférieurs & 4 pour les
autres souches, ce qui explique I’effet bactéricide de I’huile essenticlle de Mentha

spicat sur toutes les bactéries testées (Tableau 15).

Des resultats similaires ont été trouves par Scherer et al. (2013), avec
’huile essenticlle de Mentha spicata obtenue par hydrodistillation a partir des
parties aériennes broyées a 1’eau distillée d’un chémotype du Brésil.  Elle est
caractérisée par la présence dominante de carvone (67%). L’huile essenticlle montre
une activité importante contre les deux bactéries étudiées par la détermination de la
CMI, mais le Staphylococcus aureus est le plus sensible dont la concentration finale
de 0.67 mg/ml inhibe 100% de sa croissance. Pour Escherichia coli, la méme

concentration n’inhibe que 51.3% du développement.

Une étude réalisée par Hussain (2010), a montré que I’'H.E de Mentha
spicata cultivé en Pakistan est riche en carvone (59 a 63%). En effet, cette huile
stoppe la croissance de Staphylococcus aureus a une concentration de 78 a 80 pg/ml
et d’Escherichia coli a une concentration de 345 a 349 pg/ml. Ces resultats sont plus
proches a ceux obtenus dans ce travail. L’ensemble des études montre que les
menthes possedent un réel potentiel antibactérien, ce qui explique [’usage

traditionnel de I’H.E de Mentha spicata dans le traitement de maladies bactériennes.
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6.5. Détermination de CMI et CMB de I’H.E de Mentha pulegium

Nos résultats montrent que les bactéries les plus résistantes a ’'H.E de  Mentha
pulegium avec une CMI de 3,12 mg/ml sont C. freundii et C. perfringens tandis que
les plus sensibles sont H.pylori et S. typhi avec une CMI de 0,19 mg/ml. E. coli et
S.aureus sont inhibées respectivement a des CMI équivalentes de 0,39 et 0,78 mg/ml
respectivement. Une CMI de 1,56 mg/ml a été enregistrée avec P mirabilis et
B.cereus. Les valeurs de CMB sont faibles ce qui a permis d’obtenir des valeurs
CMBJ/CMI inférieurs ou égales a 4, signifiant que I’effet de I’H.E de Mentha pulegium
est bactéricide (Tableau 15).

L’huile de Mentha pulegium cultivé en Iran est riche en piperitone (38,0%),
piperitenone (33.0%). Ces résultats confirment ainsi D’effet antibactérien de 1’huile
surtout avec les bactérie & Gram positif avec des zones d’inhibitions variant de 8 a
21 mm et une CMI allant de 0,25 a 4 ul/ml, et une forte résistance des bactéries a
Gram négatif surtout E.coli (Mahboubi et Haghi, 2008).

L’H.E de Mentha pulegium cultivé en Portugal est riche en pulegone. Cette
huile a montré aussi une bonne activité antibactérienne contre E.coli, Salmonella
spp., Listeria spp. et Pseudomonas putida, avec des CMI de 1,2 a 9,3 mg/ml. cette
activité est due a la présence de pulegone, menthone et menthol (Teixeira al., 2012).

Ces résultats sont différents a ceux obtenus dans ce travail.

Bakkali et al. (2008) ont montré une  cytotoxicitt de I’H.E de Mentha
pulegium se manifestant par des détériorations de la membrane bactérienne et la
perturbation de la structure de leurs différentes couches de polysaccharides, acides

gras et phospholipides.
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6.6. Détermination de CMI et CMB de I’H.E d’Ocimum basilicum

Une excellente activité antibactérienne de 1’H.E d’Ocimum basilicum est
constatée avec une CMI de 0,19 viaa visd’H. pylorietS. typhi, et avec une CMI
de 0,39 mg/mlviaavis d’ E.coli et C.freundii. Les autres souches s ont inhibées a des
CMI allant de 3,12 a 6,25 mg/ml. Les valeurs de CMB sont faibles (0,19 a 1,56
mg/ml) et plus élevées pour P. mirabilis (25mg/ml), B. cereus (50 mg/ml), C.
perfringens (50 mg/ml) et S. aureus (3, 12 mg/ml). L’huile essentielle de d’Ocimum
basilicum possede un effet bactéricide sur toutes les souches pathogénes (CMB/CMI < 4) a
I’exception de B.cereus (CMB/CMI =8) (Tableau 15).

Ces résultats concordent avec ceux obtenus par Ouibrahim et al.
(2013). En effet, la CMI de [I’huile essentielle d’O. basilicum cultivé dans le
Nord-Est d’Algérie  sur plusieurs souches microbiennes est de 4,95 mg/ml pour

E. faecalis et de 9,5mg/ml pour Salmonella sp et E. coli.

Hussain et al. (2008) ont révélé les CMI des huiles essentielles d’O.
basilicum d’lran vis-a-vis des souches microbiennes (E. coli et S. aureus). lls ont
enregistré des valeurs de 1,5 mg/ml pour S. aureus et de 2,1mg/ml pour E.coli. De
méme, Runyoro et al. (2010) ont déterminé les CMI de I’huile essentielle de basilic
sur plusieurs souches, notamment le S. aureus (12,5 mg/ml) et E. coli (4,25 mg/ml).
Ces valeurs sont plus ou moins élevées par rapport a celles obtenues dans ce travail
(Tableau 15).

L’activité antibactérienne des H.E d’O. basilicum est attribuée d’une part, aux
composés majoritaires tels que les alcools terpéniques et autres hydrocarbures et
phenols et d’autre part, a la synergie entre tous les constituants volatils (Burt, 2004;
Lahlou, 2004; Zhiri et Baudoux, 2005). De plus, la variabilitt du pouvoir
bactéricide est due certainement a la sensibilité des microrganismes aux différents
composés chimiques qui dépendent de la nature de I’espéce végétale, des
chémotypes et des conditions climatiques (Lawrence, 1993; Rasooli , 2005).
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L’étude de D’effet antibactérien permet de deéduire que les huiles essentielles de
Carum carvi, de Mentha spicata et de Mentha pulegium possedent  un  effet

bactéricide vis-a-vis des germes pathogeénes.

L’huile essentielle de Foeniculum vulgare a un effet bactéricide sur P. mirabilis,
S. typhi, C.freundii et B.cereus. L’H.E d’Eugenia caryophylata a un pouvoir

bactéricide vis-a-vis d’H. Pylori, E.coli, B. cereus, C. perfringens et de S. aureus.
7. Effet des antibiotiques sur les souches pathogénes

Le résultat de cette activité est exprimé en termes de diametre de la zone
d'inhibition qui traduit la sensibilité de la souche bactérienne testée contre les

disques d’antibiotiques.

Le test antibiogramme effectué sur les souches bactériennes nous a montré
plusieurs profils de résistance et de sensibilité entre les différentes souches testées
avec des diametres de zones d'inhibition allant de 00,00 a 44,70£0,20 mm (Tableau
16).

Les bactéries testées se sont révélées extrémement sensibles a la
gentamicine avec des diametres variés. Les plus importants sont enregistrés
avec C.perfringens (32,20 £0,10 mm), E. coli (28,20 +0,00 mm) et S. typhi (28,00
+1,00 mm). Les mémes observations sont faites avec la kanamycine qui a exercé un
effet inhibiteur sur C.freundii (30,10 #1,00mm), S. typhi (30,00 +0,00mm),
P.mirabilis (33,20 +0,00mm), C.perfringen (39,40 +0,12mm), B. cereus (24,00
+0,50mm) et S.aureus (22,00 £0,00mm) (Tableau 16).
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Tableau 16: Diamétres des zones d’inhibition des antibiotiques vis-a-vis des souches pathogénes

apres 24 h d’incubation a 37°C.

S.
Pathogénes

Antibiotiques

E. coli

C.freundii

S. typhi

P.mirabilis

C.perfringens

H.pylori

B. cereus

S.aureus

Diameétres des zones d’inhibition (mm)

Vancomycine

18,50 +0,10

29,80 +0,11

34,60 +0,20

Kanamycine

30,10 +1,00

30,00 +0,00

33,20 +0,00

39,40 £0,12

24,00 +0,50

22,00 +0,00

Gentamicine

28,20 +0,00

20,60+0,50

28,00 +1,00

26,10 +1,00

32,20+0,10

25,20 +0,30

24,00+0,00

Chloramphenic
ol

00,00 +00

00,00 +00

00,00+00

Céfadroxil

0,00+0,00

Rifampicine

12,00 +0,00

20,00 0,00

11,00 +0,00

0,00 +0,00

00.00+ 0,00

Ertapénéme

20,00 +0,20

Imipéneme

25,00 +0,10

Ticarcilline

17,10 +0,50

17,00 +0,00

Amox + acide
clavulanique

00,00 +0,00

Tobramycine

32,00+0,00

27,50 +0,50

17.00+0,00

Métronidazole

32,40 £0,30

Clarithromycin
e

12,50 +0,11

Amoxicilline

20,40 +0,00

22,70 £0,10

16,10 1,00

44,70 £0,20

Tétracycline

0,00+0,00

Erythromycine

18,10 +1,00

20,00+0,10

12,00 +0,10

Ciprofloxacine

0,00 +0,00

Page | 105




Partie expérimentale Résultats et discussion

Des diametres élevés sont trouves avec C.perfringens (34,60£0,20 mm),
P.mirabilis (29,80 #0,11mm) et S. typhi (18,50 0,10 mm) testées par la
vancomycine. B. cereus et S.aureus se sont montrées résistantes  aux
chloramphenicol, céfadroxil et rifampicine. Aucun effet n’a été observé avec
I’association de 1’amoxicilline et d’acide clavulanique vis-a-vis d’E. coli et avec la
kanamycine et la rifampicine vis-a-vis de C.perfringens et S. typhi. C.freundii et
C.perfringens sont extrémement sensibles a la tobramycine. Les mémes
observations sont faites avec 1’amoxicilline vis-a-vis de C.freundii (20,40+0,00mm)
et de P.mirabilis (22,70£0,10mm). H.pylori a été testée par six antibiotiques, 1’effet
le plus important a été trouvé avec I’amoxicilline (44,70+0,20 mm), le
métronidazole (32,40 +0,30 mm) et I’érythromycine (20,00£0,10 mm), par contre un
effet moins important a été enregistré avec la clarithromycine (12,50+£0,11 mm).

Aucun effet n’a été trouvé avec la tétracycline et la ciprofloxacine (Tableau 16).

L’activité¢ antibactérienne  des huiles essentielles extraites a partir des graines
vis-a-vis  les bactéries testées est moins importante comparativement a quelques
antibiotiques. En revanche, 1’effet antibactérien  des H.E extraites a partir des
feuilles est presque similaire a celle des antibiotiques. Parmi les souches étudiées,
six sont nettement résistantes a quelques antibiotiques, mais aucune souche testée ne

présente de résistance aux huiles essentielles extraites.
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La présente étude entre dans le cadre de la valorisation des plantes aromatiques
et médicinales. Dans une premiere partie de notre expérimentation, nous nous
sommes intéresseés a I’extraction des huiles essentielles par la méthode d’hydrodistilation. La
détermination des rendements en huiles essentielles a montréune rentabilité de 4,2 £
0,02 % avec Carum carvi, 0,6 + 0,06 % avec Foeniculum vulgare etde 1,3+ 0,04 %
avec l’espéce Eugenia caryophylata. Des rendements respectifs de 2,08+00,00,
1,740,048 et de 0,85+0,05% ont été trouves respectivement avec les huiles essentielles

extraites & partir des feuilles de Mentha pulegium, Mentha spicata et Ocimum basilicum.

D’aprés les résultats obtenus les valeurs de densité, d’indice de réfraction et de

pouvoir rotatoire des huiles essentielles sont conformes aux normes.

Les résultats de I’analyse chimique de la composition des huiles essentielles
par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CG/SM) indiquent :

e Une abondance de composés monoterpéniques dominée par la présence de trans-
anéthol (43,01%), I'estragole (27,04%) et le fenchone (06,63%) pour 1’huile
essentielle de Foeniculum vulgare.

e L’huile essentielle de Carum carvi est caractérisée par la présence de composes
monoterpenes comme le carvone (63,92%), l'a-pineéne (8,43%) et le limonene
(4,81%).

e L’huile essentielle d’Eugenia caryophylata est dominée par 1’eugénol (65,22%),
I'acétate d'Eugényle (18,77%) et le trans-caryophylléne (9,92%).

e [l'huile de Mentha spicata est caractérisée par la présence de deux COmMpOSES
majoritaires : Le carvone (67,08%) et le limonéne (14,34%).

e Les constituants quantitativement les plus importants de I'huile essentielle isolée de
Mentha pulegium sont des monoterpenes comme le piperitone (35, 56%), le

piperitenone (21, 12%) et le a-terpineol (10, 89%).
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e Linalool (39, 58%), eugenol (16,23%), terpinen-4-O (1 8,60%) et 1’eucalyptol
(7,03%) ont été définis comme les composés majoritaires de I’huile essentielle

d’Ocimum basilicum.

Une forte activité inhibitrice de I’huile essentielle des graines de Carum
carvi est observée vis-a-vis de B. cereus (33,00£1,87mm) et C. freundii
(30,50+0,40 mm), cela peut étre di a sa composition en carvone, a-pinene et

limoneéne.

L’huile essentielle des feuilles de Mentha pulegium a exercé une
excellenteactivité antibactérienne vis-a-vis de H.pylori (34,50+ 0,40 mm) et
S.typhi (33,40+0,00 mm). Cette activité pourrait étre expliquée par la présence des

composés bioactifs comme le le piperitone, le piperitenone et le a-terpineol.

Les huiles essentielles étudiées ont présenté un effet inhibiteur avec des
valeurs de CMI allant de 0,19 a 25 mg/ml vis-a-vis de toutes les souches
bactériennes. Les valeurs de CMB sont les mémes que celles des CMI pour quelques

souches et plus ou moins élevées pour les autres souches.

H.pylori, C.perfringens, E.coli et S. typhi ont été inhibées par les huiles
essentielles d’Eugenia caryophylata et Foeniculum vulgare a une concentration de
1,56 mg/ml, tandis qu’une concentration de 0,78 mg/ml des huiles essentielles
d’Eugenia caryophylata, Mentha spicata et Mentha pulegium est suffisante pour
inhiber S.aureus. Une faible concentration de 0,19 mg/ml des huiles essentielles de
Carum carvi, Mentha pulegium et Ocimum basilicum est nécessaire pour inhiber la

croissance d’H.pylori, S. typhi et B. cereus.

Un effet bactéricide est observé avec I’huile essenticlle d’Eugenia
caryophylata vis-a-vis d’H. Pylori, E.coli, B.cereus, C. perfringens et S. aureus.
De méme, I’huile essentielle de Foeniculum vulgare possede un effet bactéricide
vis-a-vis de P. mirabilis, S. typhi, C.freundii et B.cereus, par contre [’effet est

bactériostatique avec les autres souches (CMB/CMI >4).

Les huiles essentielles de Carum carvi, Mentha spicata et Mentha pulegium

ont exercé un effet bactéricide sur toutes les souches pathogenes.
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Parmi les souches étudiées, E. coli, S. typhi, C.perfringens, H.pylori, B.
cereus et S.aureus se sont montrées résistantes a quelques antibiotiques mais aucune

souche testée ne présente de résistance aux huiles essentielles extraites.

Enfin, I’ensemble de ces résultats in vitro montre que les huiles essentielles
des espéces étudiées renferment des substances ayant un pouvoir inhibiteur vis-a-vis
des bactéries responsables de maladies gastro-intestinales et sont capables d’exercer

un effet équivalent a celui des antibiotiques.
En perspectives, il serait intéressant de:

» Séparer les composés bioactifs et étudier leurs mécanismes d’action
séparément.

» Réaliser une étude du pouvoir antibactérien des huiles essentielles in vivo.

» Extraire systématiquement I’hydrolat et analyser sa composition et son

potentiel antibactérien.
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Annexe I: Techniques d'identification des bactéries

1. Coloration de Gram (Singleton, 1999).
Mode opératoire

® & & o o

¢
¢
¢
¢

o

Un frottis fixé a la chaleur est coloré pendant une minute au violet de gentiane ;

il est ensuite rincé rapidement a I’eau courante ;

traité pendant une minute par la solution de lugol ;

le frottis est de nouveau, rincé rapidement.

Aprés le traitement avec 1’éthanol (95°), la lame est maintenue inclinée : On fait
couler le solvant sur le frottis pendant une a trois secondes seulement jusqu’a ce que le
colorant cesse de s’échapper librement du frottis ;

Rincer a I’eau courante ;

Faites une contre coloration de 30 secondes a la Fuschine basique diluée ;

Rincer brievement et sécher le frottis au buvard ;

Examiner a I’objectif @ immersion (grossissement X 1000) ;

Les cellules a Gram positif sont en violet.

o Les cellules a Gram négatif sont roses.

2. Principe de la galerie API 20 E (ref.20.100.BioMérieux).

La galerie APl 20 E comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydrateés.

Les microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les tests. Les

réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés

spontanés ou révélés par 1’addition de réactifs. La lecture de ces réactions se fait a [’aide du

tableau de lecture et 1’identification est obtenue a 1’aide du catalogue analytique.

3. Réactifs et disques

* & o o

Disque d’ONPG : pour la mise en évidence de la 3-galactosidase.
H,0, volume 10: pour la recherche de la présence de catalase.
Réactifs de Kowacs pour la détection de la présence d’indole.

Disque OX (Oxydase) : pour la mise en évidence du cytochrome oxydase.
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Tableau 01: Tableau d’identification par galerie AP20E (BioMérieux, 2006).

TESTS  COMPOSANTS QTE REACTIO NS/ENZIMES RESULTATS |
ACTIFS (mg/cup.) NEGATIF POSITIF
ONPG 2-Nitrophenyl-fD- 0,223 B-galactosidase (orthe NimoPhenyl-
zalactopyranoside [iD-Galactopyranosidase) mealore Jauma (1)
ADH L-Arzine 18 Arzinina DiHydrolase jame rougaloranes (1)
LCD L-Lysine 19 Lysine DeCarboxylase jame Tougalorangs (1)
ODC L-Omithina 19 Omithine Dacarboxylase jame Tougalorangs (1)
CIT Trisodum cirate 0,754 Utilisation dn CITrate vert palafjauns blen-rertlen (3)
B Sodium thiosulfats 0,075 Production d B Tncolorefarisite D'*F“Eiflﬂ"": I
URE Ure 0,76 UREase Taune Tougalorangs (1)
TDA ! inunadiat
TDA L-Tryptophans 0,33 Tryptophane DesAminase jame IATTOn-TZEAtre
D L-Tryptophans 0,19 Production d"IN Dole vert plefjaune o
S VPl + VP2 /10 min.
. ) Production d"acétolne —_ =
VE Sodium pyruvate 19 {voges Proskaner) mealore Buse /rouge (3)
Gelatine - . - e Diffusion du
. '\,\ »
GEL (Orisine boving) 0.4 Gelatinzse (GELating) Non diffusion piEment noir
GLU D-Glucase 12 :—GLT:L_;:;%?KJMEM blen f bleu-vert jaume / janne - gris
MAN  D-Mamitol 19 E‘ﬁ?&:ﬁ?ﬂmm bl / bley-vert jame
NO Tnosital 19 {FBE‘_”’DSHEF"U’];T’KJ“”"“ blens f blen-vest jmme
SOR D-Sarbital 19 fﬁﬂﬁﬁ;‘mﬂm blen / blen-vert jaune
RHA L-Rhamnose 19 F;‘ID’I m‘“;":;;i?ﬂﬂm ble f blev-vert jame
SAC D-Saccharase 19 {Ff‘f’cmtll‘ﬂf;;ﬁﬂm ble f blev-vest jame
MEL D-Malibigse 19 Ee'ﬂmmn:;“ﬂfﬂ“m bleu / bleu-vert jame
AMY  Amygdaline 057 Lﬁmﬂmﬂﬂ;’ﬁfﬂm ble f blev-vert jame
ARA L-Arabingse 19 Fermentation/axydation ble f ble-vest jame

(AR.Abinose)(4)




Annexes

Tableau 02: Lecture d’une galerie biochimique classique (Marshall, 1982).

Tests Substrats Réactions / enzyme Résultats
Négatif Positif
Uréase Urée - indole Possession d’une uréase Orange Rouge
Catalase H,0, Possession d’une catalase Pas de bulles  Présence de
bulles
ONPG 2-Nitro-Phényl- Béta galactosidase Incolore Jaune
Galactopyranoside
LDC L-lysine L-décarboxylase Violet Jaune
oDC L-ornithine O-décarboxylase Violet Jaune
ADH L-arginine A-dihydrolase Violet Jaune
Mannitol Rouge Jaune
Mobilité D-mannitol Dégradation du mannitol
et voir la mobilité du germe Diffusion de la bactérie
a travers la ligne de croissance
Citrate de Citrate Utilisation  du citrate Vert Bleu

Simmons

comme source de carbone
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Annexe Il : Huiles essentielles extraites

Figure 01: Huiles essentielles extraites.

A: H.E d’Eugenia caryophylata, B. HE de Carum carvi, C: H.E de Foeniculum vulgare, D: H.E d’Ocimum
basilicum, E: H.E de Mentha spicata, F: H.E de Mentha pulegium.
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Annexe 111: Profils chromatographiques des huiles essentielles par GC /MS
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Figure 02: Profil chromatographique de I’huile essentielle d’Ocimum basilicum L.
par CG/SM.
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Figure 03: Profil chromatographique de I’huile essentielle de Mentha pulegium par CG/SM.
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Figure 04: Profil chromatographique de I’huile essenticlle de Mentha spicata par CG/SM.
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Figure 05: Profil chromatographique de I’H. E. de Foeniculum vulgare par CG/SM.
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Figure 06: Profil chromatographique de I’H. E. de Carum carvi par CG/SM.
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Figure 07: Profil chromatographique de I’H. E. d 'Eugenia caryophylata par CG/SM.
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Annexe VI : Examens bactériologiques

Figure 08: Aspect des colonies des bactéries isolées.
A: Salmonella typhi sur gélose SS, B: Proteus mirabilis sur gélose Hektoen, C: B. cereus sur
gélose nutritive, D: S. aureus sur gélose Chapman, E: Helicobacter pylori sur gélose chocola,
F : Escherichia coli sur milieu EMB, G : C. freundii sur gélose nutritive.
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Annexe V : Effet des antibiotiques sur les bactéries testées

Figure 09: Effet des antibiotiques sur les bactéries isolées.

A : E. Coli, B : P.mirabilis, C: B. cereus, D: S. aureus, E: C.perfringens, F: P.mirabilis, G: S. aureus,
H: S.aureus, I: C.freundii, J: S. typhi, K: H.pylori, L: H. pylori.
1.  Gentamicine, 2. Amoxicilline + Acide clavulanique, 3. Ticarcilline, 4. Ertapéneéme, 5. Imipéneéme, 6. Vancomycine, 7.

Rifampicine, 8. Kanamycine, 9. Céfadroxil, 10. Chloramphenicol, 11. Tobramycine, 12. Amoxicilline, 13. Tétracycline, 14.
Ciprofloxacine, 15. Erythromycine, 16. Clarithromycine.
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Annexe VI : Différence significative de Tukey

Tableau 03: Comparaisons multiples

Différence Intervalle de confiance & 95 %
Variable dépendante (1) Plante (J) Plante moyenne (I-J) Erreur standard Sig. Borne inférieure | Borne supérieure

Taux d'humidité Ocimum basilicum Mentha spicata 6,32333" 42828 ,000 4,8848 7,7619
Mentha pulegium 21,56267" 42828 ,000 20,1241 23,0012

Foeniculum vulgare 57,48333" 42828 ,000 56,0448 58,9219

Eugenia caryophylata 56,45000" 42828 ,000 55,0114 57,8886

Carum carvi 56,44667" ,42828 ,000 55,0081 57,8852

Mentha spicata Ocimum basilicum -6,32333" 42828 ,000 -7,7619 -4,8848

Mentha pulegium 15,23933" ,42828 ,000 13,8008 16,6779

Foeniculum vulgare 51,16000" ,42828 ,000 49,7214 52,5986

Eugenia caryophylata 50,12667" ,42828 ,000 48,6881 51,5652

Carum carvi 50,12333" ,42828 ,000 48,6848 51,5619

Mentha pulegium Ocimum basilicum -21,56267" ,42828 ,000 -23,0012 -20,1241

Mentha spicata -15,23933" ,42828 ,000 -16,6779 -13,8008

Foeniculum vulgare 35,92067" ,42828 ,000 34,4821 37,3592

Eugenia caryophylata 34,88733" ,42828 ,000 33,4488 36,3259

Carum carvi 34,88400" ,42828 ,000 33,4454 36,3226

Foeniculum vulgare Ocimum basilicum -57,48333" ,42828 ,000 -58,9219 -56,0448

Mentha spicata -51,16000" ,42828 ,000 -52,5986 -49,7214

Mentha pulegium -35,92067" ,42828 ,000 -37,3592 -34,4821
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Eugenia caryophylata -1,03333 ,42828 ,226 -2,4719 ,4052

Carum carvi -1,03667 ,42828 ,223 -2,4752 ,4019

Eugenia caryophylata Ocimum basilicum -56,45000" ,42828 ,000 -57,8886 -55,0114
Mentha spicata -50,12667" ,42828 ,000 -51,5652 -48,6881

Mentha pulegium -34,88733" ,42828 ,000 -36,3259 -33,4488

Foeniculum vulgare 1,03333 42828 ,226 -,4052 2,4719

Carum carvi -,00333 ,42828 1,000 -1,4419 1,4352

Carum carvi Ocimum basilicum -56,44667" ,42828 ,000 -57,8852 -55,0081
Mentha spicata -50,12333" ,42828 ,000 -51,5619 -48,6848

Mentha pulegium -34,88400" ,42828 ,000 -36,3226 -33,4454

Foeniculum vulgare 1,03667 ,42828 ,223 -,4019 2,4752

Eugenia caryophylata ,00333 ,42828 1,000 -1,4352 1,4419

Rendement Ocimum basilicum Mentha spicata -,86333" ,05799 ,000 -1,0581 -,6685
Mentha pulegium -1,23000" ,05799 ,000 -1,4248 -1,0352

Foeniculum vulgare 24667 ,05799 ,011 ,0519 4415

Eugenia caryophylata -,45000" ,05799 ,000 -,6448 -,2552

Carum carvi -3,35000" ,05799 ,000 -3,5448 -3,1552

Mentha spicata Ocimum basilicum ,86333" ,05799 ,000 ,6685 1,0581
Mentha pulegium -,36667" ,05799 ,000 -,5615 -,1719

Foeniculum vulgare 1,11000" ,05799 ,000 ,9152 1,3048

Eugenia caryophylata 41333" ,05799 ,000 ,2185 ,6081

Carum carvi -2,48667" ,05799 ,000 -2,6815 -2,2919

Mentha pulegium Ocimum basilicum 1,23000° ,05799 ,000 1,0352 1,4248
Mentha spicata ,36667" ,05799 ,000 1719 ,5615

Foeniculum vulgare 1,47667" ,05799 ,000 1,2819 1,6715
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Eugenia caryophylata ,78000" ,05799 ,000 ,5852 ,9748

Carum carvi -2,12000" ,05799 ,000 -2,3148 -1,9252

Foeniculum vulgare Ocimum basilicum -,24667" ,05799 ,011 -,4415 -,0519
Mentha spicata -1,11000" ,05799 ,000 -1,3048 -,9152

Mentha pulegium -1,47667" ,05799 ,000 -1,6715 -1,2819

Eugenia caryophylata -,69667" ,05799 ,000 -,8915 -,5019

Carum carvi -3,59667" ,05799 ,000 -3,7915 -3,4019

Eugenia caryophylata Ocimum basilicum ,45000" ,05799 ,000 ,2552 ,6448
Mentha spicata -,41333" ,05799 ,000 -,6081 -,2185

Mentha pulegium -,78000" ,05799 ,000 -,9748 -,5852

Foeniculum vulgare ,69667" ,05799 ,000 ,5019 ,8915

Carum carvi -2,90000" ,05799 ,000 -3,0948 -2,7052

Carum carvi Ocimum basilicum 3,35000" ,05799 ,000 3,1552 3,5448
Mentha spicata 2,48667" ,05799 ,000 2,2919 2,6815

Mentha pulegium 2,12000" ,05799 ,000 1,9252 2,3148

Foeniculum vulgare 3,59667" ,05799 ,000 3,4019 3,7915

Eugenia caryophylata 2,90000" ,05799 ,000 2,7052 3,0948

La densité Ocimum basilicum Mentha spicata ,031000" ,002186 ,000 ,02366 ,03834
Mentha pulegium ,020000" ,002186 ,000 ,01266 ,02734

Foeniculum vulgare -,009000" ,002186 ,014 -,01634 -,00166

Eugenia caryophylata -,095000" ,002186 ,000 -,10234 -,08766

Carum carvi ,048000" ,002186 ,000 ,04066 ,05534

Mentha spicata Ocimum basilicum -,031000" ,002186 ,000 -,03834 -,02366
Mentha pulegium -,011000" ,002186 ,003 -,01834 -,00366

Foeniculum vulgare -,040000" ,002186 ,000 -,04734 -,03266

Eugenia caryophylata -,126000" ,002186 ,000 -,13334 -,11866
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Carum carvi ,017000" ,002186 ,000 ,00966 ,02434

Mentha pulegium Ocimum basilicum -,020000" ,002186 ,000 -,02734 -,01266
Mentha spicata ,011000" ,002186 ,003 ,00366 ,01834

Foeniculum vulgare -,029000" ,002186 ,000 -,03634 -,02166

Eugenia caryophylata -,115000" ,002186 ,000 -,12234 -,10766

Carum carvi ,028000" ,002186 ,000 ,02066 ,03534

Foeniculum vulgare Ocimum basilicum ,009000" ,002186 ,014 ,00166 ,01634
Mentha spicata ,040000" ,002186 ,000 ,03266 ,04734

Mentha pulegium ,029000" ,002186 ,000 ,02166 ,03634

Eugenia caryophylata -,086000" ,002186 ,000 -,09334 -,07866

Carum carvi ,057000" ,002186 ,000 ,04966 ,06434

Eugenia caryophylata Ocimum basilicum ,095000" ,002186 ,000 ,08766 ,10234
Mentha spicata ,126000" ,002186 ,000 ,11866 ,13334

Mentha pulegium ,115000" ,002186 ,000 ,10766 ,12234

Foeniculum vulgare ,086000" ,002186 ,000 ,07866 ,09334

Carum carvi ,143000" ,002186 ,000 ,13566 ,15034

Carum carvi Ocimum basilicum -,048000" ,002186 ,000 -,05534 -,04066
Mentha spicata -,017000" ,002186 ,000 -,02434 -,00966

Mentha pulegium -,028000" ,002186 ,000 -,03534 -,02066

Foeniculum vulgare -,057000" ,002186 ,000 -,06434 -,04966

Eugenia caryophylata -,143000" ,002186 ,000 -,15034 -,13566

Indice de réfraction Ocimum basilicum Mentha spicata ,0350667" ,0060894 ,001 ,014613 ,055520
Mentha pulegium ,0242000" ,0060894 ,018 ,003746 ,044654

Foeniculum vulgare -,0067000 ,0060894 ,872 -,027154 ,013754

Eugenia caryophylata -,0230333" ,0060894 ,024 -,043487 -,002580

Carum carvi ,3813000" ,0060894 ,000 ,360846 ,401754
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Mentha spicata Ocimum basilicum -,0350667" ,0060894 ,001 -,055520 -,014613
Mentha pulegium -,0108667 ,0060894 ,509 -,031320 ,009587

Foeniculum vulgare -,0417667" ,0060894 ,000 -,062220 -,021313

Eugenia caryophylata -,0581000" ,0060894 ,000 -,078554 -,037646

Carum carvi ,3462333" ,0060894 ,000 ,325780 ,366687

Mentha pulegium Ocimum basilicum -,0242000" ,0060894 ,018 -,044654 -,003746
Mentha spicata ,0108667 ,0060894 ,509 -,009587 ,031320

Foeniculum vulgare -,0309000" ,0060894 ,003 -,051354 -,010446

Eugenia caryophylata -,0472333" ,0060894 ,000 -,067687 -,026780

Carum carvi ,3571000" ,0060894 ,000 ,336646 ,377554

Foeniculum vulgare Ocimum basilicum ,0067000 ,0060894 ,872 -,013754 ,027154
Mentha spicata ,0417667" ,0060894 ,000 ,021313 ,062220

Mentha pulegium ,0309000" ,0060894 ,003 ,010446 ,051354

Eugenia caryophylata -,0163333 ,0060894 ,150 -,036787 ,004120

Carum carvi ,3880000" ,0060894 ,000 ,367546 ,408454

Eugenia caryophylata Ocimum basilicum ,0230333" ,0060894 ,024 ,002580 ,043487
Mentha spicata ,0581000" ,0060894 ,000 ,037646 ,078554

Mentha pulegium ,0472333" ,0060894 ,000 ,026780 ,067687

Foeniculum vulgare ,0163333 ,0060894 ,150 -,004120 ,036787

Carum carvi ,4043333" ,0060894 ,000 ,383880 424787

Carum carvi Ocimum basilicum -,3813000" ,0060894 ,000 -,401754 -,360846
Mentha spicata -,3462333" ,0060894 ,000 -,366687 -,325780

Mentha pulegium -,3571000" ,0060894 ,000 -,377554 -,336646

Foeniculum vulgare -,3880000" ,0060894 ,000 -,408454 -,367546

Eugenia caryophylata -,4043333" ,0060894 ,000 -,424787 -,383880

Indice d'acide Ocimum basilicum Mentha spicata -,285000" ,034306 ,000 -,40023 -,16977
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Mentha pulegium ,095000 ,034306 ,131 -,02023 ,21023
Foeniculum vulgare -1,405667" ,034306 ,000 -1,52090 -1,29043
Eugenia caryophylata ,211000" ,034306 ,001 ,09577 ,32623
Carum carvi -,269000" ,034306 ,000 -,38423 -,15377
Mentha spicata Ocimum basilicum ,285000" ,034306 ,000 ,16977 ,40023
Mentha pulegium ,380000" ,034306 ,000 26477 ,49523
Foeniculum vulgare -1,120667" ,034306 ,000 -1,23590 -1,00543
Eugenia caryophylata ,496000" ,034306 ,000 ,38077 ,61123
Carum carvi ,016000 ,034306 ,997 -,09923 ,13123
Mentha pulegium Ocimum basilicum -,095000 ,034306 ,131 -,21023 ,02023
Mentha spicata -,380000" ,034306 ,000 -,49523 -,26477
Foeniculum vulgare -1,500667" ,034306 ,000 -1,61590 -1,38543
Eugenia caryophylata ,116000" ,034306 ,048 ,00077 ,23123
Carum carvi -,364000" ,034306 ,000 -,47923 -,24877
Foeniculum vulgare Ocimum basilicum 1,405667" ,034306 ,000 1,29043 1,52090
Mentha spicata 1,120667" ,034306 ,000 1,00543 1,23590
Mentha pulegium 1,500667" ,034306 ,000 1,38543 1,61590
Eugenia caryophylata 1,616667" ,034306 ,000 1,50143 1,73190
Carum carvi 1,136667" ,034306 ,000 1,02143 1,25190
Eugenia caryophylata Ocimum basilicum -,211000" ,034306 ,001 -,32623 -,09577
Mentha spicata -,496000" ,034306 ,000 -,61123 -,38077
Mentha pulegium -,116000" ,034306 ,048 -,23123 -,00077
Foeniculum vulgare -1,616667" ,034306 ,000 -1,73190 -1,50143
Carum carvi -,480000" ,034306 ,000 -,59523 -,36477
Carum carvi Ocimum basilicum ,269000" ,034306 ,000 ,15377 ,38423
Mentha spicata -,016000 ,034306 ,997 -,13123 ,09923
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Mentha pulegium ,364000" ,034306 ,000 ,24877 47923

Foeniculum vulgare -1,136667" ,034306 ,000 -1,25190 -1,02143

Eugenia caryophylata ,480000" ,034306 ,000 ,36477 ,59523

Indice d'ester Ocimum basilicum Mentha spicata -6,69000" ,03590 ,000 -6,8106 -6,5694
Mentha pulegium -5,58000" ,03590 ,000 -5,7006 -5,4594

Foeniculum vulgare -13,72000" ,03590 ,000 -13,8406 -13,5994

Eugenia caryophylata -22,56000" ,03590 ,000 -22,6806 -22,4394

Carum carvi -57,60000" ,03590 ,000 -57,7206 -57,4794

Mentha spicata Ocimum basilicum 6,69000" ,03590 ,000 6,5694 6,8106
Mentha pulegium 1,11000" ,03590 ,000 ,9894 1,2306

Foeniculum vulgare -7,03000" ,03590 ,000 -7,1506 -6,9094

Eugenia caryophylata -15,87000" ,03590 ,000 -15,9906 -15,7494

Carum carvi -50,91000" ,03590 ,000 -51,0306 -50,7894

Mentha pulegium Ocimum basilicum 5,58000" ,03590 ,000 5,4594 5,7006
Mentha spicata -1,11000" ,03590 ,000 -1,2306 -,9894

Foeniculum vulgare -8,14000" ,03590 ,000 -8,2606 -8,0194

Eugenia caryophylata -16,98000" ,03590 ,000 -17,1006 -16,8594

Carum carvi -52,02000° ,03590 ,000 -52,1406 -51,8994

Foeniculum vulgare Ocimum basilicum 13,72000° ,03590 ,000 13,5994 13,8406
Mentha spicata 7,03000" ,03590 ,000 6,9094 7,1506

Mentha pulegium 8,14000" ,03590 ,000 8,0194 8,2606

Eugenia caryophylata -8,84000" ,03590 ,000 -8,9606 -8,7194

Carum carvi -43,88000" ,03590 ,000 -44,0006 -43,7594

Eugenia caryophylata Ocimum basilicum 22,56000" ,03590 ,000 22,4394 22,6806
Mentha spicata 15,87000" ,03590 ,000 15,7494 15,9906
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Mentha pulegium 16,98000" ,03590 ,000 16,8594 17,1006
Foeniculum vulgare 8,84000" ,03590 ,000 8,7194 8,9606
Carum carvi -35,04000" ,03590 ,000 -35,1606 -34,9194
Carum carvi Ocimum basilicum 57,60000" ,03590 ,000 57,4794 57,7206
Mentha spicata 50,91000" ,03590 ,000 50,7894 51,0306
Mentha pulegium 52,02000" ,03590 ,000 51,8994 52,1406
Foeniculum vulgare 43,88000" ,03590 ,000 43,7594 44,0006
Eugenia caryophylata 35,04000" ,03590 ,000 34,9194 35,1606

*. La différence moyenne est significative au niveau 0.05.
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ABSTRACT

Introduction: the medicinal herbs constitute one of the most preferred alternative
solutions as antimicrobial agents due to their availability, biodegradability, fewer side
effects. Unfortunately, rare are the studies focused on the efficacy of plant extracts against
Helicobacter pylori to either confirm or refute their effectiveness.

Objective: determinate the chemical profiles and evaluate the antibacterial activity against
Helicobacter pylori of the essential oils obtained from Eugenia caryophyllata, Foeniculum
vulgare and Carum carvi.

Methods: the essential oils obtained from flower buds of Eugenia caryophyllata and seeds
of Foeniculum vulgare and Carum carvi were extracted by hydrodistillation. The
antibacterial potency against local clinical isolate of Helicobacter pylori was tested using
agar disc diffusion and minimum inhibitory concentration techniques and the chemical
composition was determined via gas chromatography-mass spectrometry.

Results: the phytochemical analysis identified trans-anethole (43.01%), estragole
(27.04%) and fenchone (06.63%) as main compounds in F. vulgare oil. Carvone and o -
pinene were defined as major components of C. carvi oil with 63.92% and 8.43%

respectively, whereas the abundant constituents of E. caryophyllata were eugenol
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(65.22%), eugenyl acetate (18.77%) and trans-caryophyllene (9.92%). The strongest anti
H. pylori activity was exhibited by F. vulgare oil reaching similar action of
Clarithromycin (p < 0.05) used as positive control.

Conclusion: this is the first report showing the potency of essential oils from spices
against H. pylori, the results indicated that these resources can constitute potential natural
treatment.

Keywords: carvone; trans-anethol; eugenol; medicinal herbs; gastric cancer.

RESUMEN

Introduccion: las hierbas medicinales constituyen una de las soluciones alternativas
preferidas para desempefiar el papel de agentes antimicrobianos debido a su
disponibilidad, biodegradabilidad y pocos efectos secundarios. Desafortunadamente, son
raros los estudios centrados en la eficacia de los extractos de las plantas contra
Helicobacter pylori que confirman o refutan su eficacia.

Objetivo: evaluar la actividad antibacteriana contra Helicobacter pylori de los aceites
esenciales de Eugenia caryophyllata, Foeniculum vulgare y Carum carvi.

Métodos: los aceites esenciales obtenidos de los brotes de la flor del E. caryophyllatay, de
semillas del F. vulgare y del C. carvi fueron extraidos por el hydrodistillation. La potencia
antibacteriana contra el aislante clinico local Helicobacter pylori fue probada usando la
difusion del disco del agar. Las técnicas de concentracion inhibitoria minima y la
composicion quimica fueron determinadas via cromatografia del gas, espectrometria de
masas.

Resultados: los analisis fitoquimicas de los aceites esenciales identificado trans-anethole
(43,01 %), estragole (27,04 %) y fenchone (6,63 %) como compuestos mayoritarios en F.
vulgare. El aceite extraido del C. carvi revel0 la presencia del carvone y a -pinene con los
compuestos abundantes a 63,92 % y 8,43 % respectivamente, mientras que los
componentes principales para E. caryophyllata eran el eugenol (65,22 %), eugenyl acetate
(18,77 %) y trans-caryophyllene (9,92 %). De los aceites esenciales obtenidos, el de F.
vulgare presenté mayor actividad anti-H. pylori, con la accién similar al del
Clarithromycin (p < 0,05) usada como control positivo.

Conclusion: los aceites esenciales de Eugenia caryophyllata, Foeniculum vulgare y
Carum carvi pueden constituir un potencial tratamiento natural contra H. pylori.

Palabras clave: carvone; trans-anethol; eugenol; hierbas medicinales; cancer gastrico.
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Introduction

Infectious diseases caused by microbial pathogens affect millions of people around the
world without frontiers with variation in the effects depending on their pathogeneicity and
development level of countries/regions affected. Indeed, the majority of infections occur
in developing nations where it can attain 100% of population.®

Helicobacter pylori, a ubiquitous gastric microbe, infects more than half of the world's
population and can accompany human for decades since the early childhood.® Infection
with H. pylori is a major risk factor to arouse peptic ulcer disease and increases the
probability to express gastric adenocarcinoma and mucosa-associated lymphoid tissue
lymphoma by three to six folds.®) In relation to the high risk of gastric cancer of this
bacterium, the International Agency for Research on Cancer® has categorized H. pylori
infections as type | of carcinogen.

The ideal tendency to avoid H. pylori pathologies is to eradicate this rogue pathogen. In
fact, defeat in the eradication route (patients with peptic ulcer disease) increase the ulcer
recurrence at more than 55% compared with 10% for success cases.®) However,
successful H. pylori elimination may be not an optimal clinical achievement without
suitable eradication regimen even with complex therapeutic treatment.®

Currently, the triple therapy involving two antibiotics metronidazole and clarithromycin
accompanied with inhibition of acid secretion is the conventional clinical treatment in the
fight against H. pylori.”” However, the major obstacle of this heavy treatment is related to
the antibiotic resistance.® This great hindrance is generally related to various factors such
as half-life and instability of antibiotics in stomach acidity® and limited antibiotic action
on mucosal surface without effect on “invasive H. Pylori”® that can colonize intercellular
spaces and the lamina propria.®'? Thus, some researchers have argued the effectiveness
of nature to control H. pylori infections.!"#90:1)

The medicinal herbs constitute one of the most preferred alternative solutions as
antimicrobial agents for the modern communities due to their availability,

biodegradability, fewer side effects and less toxicity. Unfortunately, rare are the studies
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focused on the effect of plant extracts against H. pylori to either confirm or refute their
effectiveness. To the best of our knowledge, no previous scientific reports have been
published on antibacterial effects of spices on H. pylori.

Therefore, the aim of this study is to determine the chemical profiles of essential oils of
three commercial and widely consumed spices Eugenia caryophyllata, Foeniculum
vulgare and Carum carvi and to test their possible action against clinical isolate of H.

pylori.

Methods

Plant material and essential oil extraction
The flower budsofclove (Eugenia caryophyllata), fennel seeds (Foeniculum vulgare) and
caraway seeds (Carum carvi) were purchased at a local market of Chlef (North-West of
Algeria). 100 g of each spice were separately subjected to hydrodistillation using a
Clevenger-type apparatus for 3 h. The oils were dried over anhydrous sodium sulphate and

then stored in dark glass vials at +4 °C until analysis and bioassay.

GC-MS analysis

The gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) analysis was performed on
Hewlett-Packard 6890 series GC systems (Agilent Technologies) coupled to a quadruple
mass spectrometer (model HP 5973) equipped with an HP5 MS capillary column (5 %
phenyl methylsiloxane, 30 mx0.25 mm, 0.25 um film thickness). Analytical conditions
were: injector temperature 250 °C, oven temperature: isothermal 60 °C, 8 minutes, to 250
°C at 2 °C/minute then, isothermal, 30 minutes; carrier gas helium at 0.5 mL/minute; split
1/20; ionization voltage, 70 eV; scan range, 35-500 uma.

Identification of the constituents was based on comparison of the retention times with
those of authentic samples, comparing their linear retention indices relative to the series of
n-hydrocarbons, and on computer matching against commercial (NIST 98 and ADAMS)
and home-made library mass spectra (MS) built up from pure substances and components

of known oils and MS literature data.*?

Isolation and growth conditions of bacterial strain
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The Helicobacter pylori strain was an endoscopic specimen received systematically at
Enterobacteriaceae service’s in Pasteur Institute of Algiers for diagnostic and
antimicrobial susceptibility. Isolation was performed on Columbia agar supplemented with
10% horse blood and Helicobacter selective supplement (SR147E, Oxoid, England).
Under microaerophilic atmosphere (5% O,, 10% CO; and 85% Ny) in an anaerobic jar
using BD GasPak EZ Pouch Systems at 37 °C for 2-14 days. H. pylori isolate was stored
in brain heart infusion broth (BHIB) supplemented with 20% glycerol at -80 °C until tests.

Antibacterial bioassay
Antibacterial activity of essential oils was tested using disk diffusion method following
Semeniuc et al.*® protocol. In bref, H. pylori suspension prepared at 1028 CFU/mL, was
inoculted on Mueller Hinton agar supplemented with 10% (v/v) horse blood
(MHA10%HB) plates by using cotton swabs. Sterile filter paper disks (Whatman paper
no.3; @: 6 mm) were impregnated with 40ul of the essential oiland placed in the centre of
agar surface. Disks without saturation were used as negative control, whereas the
Clarithromycin (1ug/ml) was used as positive control. Each plate received one disc and all
tests were carried out in triplicate. The plates were incubated for 48 H at 37 °C under
microaerophilic conditions (5% O,, 10% CO, and 85% N) in an anaerobic jar using BD
GasPak EZ Pouch Systems. Zones of inhibition appearing around disks were measured

and recorded in mm.

Determination of minimum inhibitory concentration (MIC)
The MIC assay of essential oils was tested using the modified method of Medjkane et al.”
Briefly, aliquots of essential oils were dissolved separately in liquid MHA10%HB
supplemented with 5% (v/v) Tween 80 at 45 °C in test tubes (final volume: 15 mL) to
obtain different concentrations (1/100, 1/250, 1/500, 1/1000, 1/2000, 1/3000 and 1/5000 (v
/ v)). Rapidly vortexed, the emulsions were cooled in Petri dishes (&: 90 mm), then
inoculated with the bacterial suspension (10° CFU/mI) with a STEERS apparatus. In
parallel, the negative control (essential oil free) was performed. All Plates were incubated
in microaerophilic environment for 48 hours. The MIC was determined as the lowest

concentration that completely inhibited the bacterial growth.

Statistical analysis
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All tests were carried out in triplicate and in identical conditions. The statistical analysis
(ANOVA one way) was accomplished using SPSS 16.0 software for Windows (SPSS Inc.,
Chicago, lllinois, USA). Differences between diameter inhibitions at p < 0.05 were

regarded to be significant.

Results

Yield and composition of essential oils
The hydrodistillation extraction of essential oils from E. caryophyllata, F. vulgare and C.
carvi spices yielded 1.3%, 0.6% and 4.2% (w/w) respectively.
The results about the chemical composition are given in Table 1. The components are
listed in order of their retention time on the HP-5MS column. The GC-MS identified
twenty compounds in the essential oil extracted from seeds of F. vulgare (97.36%) with
dominance of trans-anethole (43.01%), estragole (27.04%) and fenchone (06.63%).
The chromatographical analysis identified twenty five constituents for C. carvi oil’s that
represent 95.25% of the total composition, the carvone and o -pinene were defined as the
main components with 63.92% and 8.43% respectively as well as the limonene
represented in the oil by 4.81%.
The quantitatively most important constituents in the essential oil isolated from E.
caryophyllata were eugenol (65.22%), eugenyl acetate (18.77%) and trans-caryophyllene
(9.92%), these compounds represents 93.91% from the total percentage identified
(97.27%).

Table 1 -Chemical composition of essential oils obtained from three commercial spices.

N° Compound L.R.I | Carum carvi (%) | Eugenia caryohyllata (%) | Foeniculum vulgare (%0)
1 a -thujene 931 - - 0.12

2 o -pinene 935 8.43 tr 1.36

3 camphene 955 tr - 0.27

4 sabinene 973 - - 3.89

5 B -pinene 985 tr tr -

6 myrcene 992 - - 1.36

7 a —phellandrene 1007 tr - 1.16

8 eucalyptol 1015 1.83

9 p-cymene 1025 - tr -

10 limonene 1037 4.81 - 4.68

11 y-terpinene 1061 0.30 - 2.27

12 fenchone 1089 - - 06.63
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13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

Antimicrobial screening test using disc diffusion and MIC assays was employed to
estimate the potencies of E. caryophyllata, F. vulgare and C. carvi oils against H. pylori.
The results are shown in Table 2. As can be seen from this table, all essential oils
exhibited anti H. pylori activity, the highest potency was exhibited by the F. vulgare oil
showing 16.83 + 1.42 mm as inhibition zone diameter with a lowest CMI recorded. This
potential is comparable (p<0.05) to the activity of Clarithromycin used as positive control

prepared at 1ug/mL. The anti-H. pylori of essential oils isolated from E. caryophyllata

linalool
trans-Perillyl alcohol
isocarveol
limonene oxide
trans-verbenol
camphor
trans-Perillaldehyde
terpinen-4-ol
a- terpineol
verbenone
cis-Dihydrocarvone
trans-Carveol
dihydrocarveol
carvone
fenchyl acetate
trans-anethole
anethole
thymol
estragole
eugenol
a-copaene
8 —cubebene
(3 —caryophyllene
trans-caryophyllene
a -amorphene
a -humulene
o -guaiene
B —selinene
f3 -cadinene
eugenyl acetate
d-cadinene
caryophyllene oxide
apiole
farnesol 11
Total

The components are listed in order of their retention indices on HP-5MS column.

1100
1116
1129
1140
1145
1148
1150
1178
1194
1204
1208
1217
1242
1244
1247
1285
1288
1290
1297
1355
1377
1390
1421
1425
1477
1457
1468
1490
1503
1527
1530
1573
1678
1696

4.26
tr
2.07
tr
tr

2.02

0.14

1.47

0.12

0.14
63.92

2.49

tr

0.3
1.24

tr
0.71
0.69

0.31

95.25

LRI: Linear retention index;
tr: trace (< 0.1%).

tr

65.22
0.83

tr
9.92

tr
1.53

18.77
0.25
0.54
0.21

97.27

Antimicrobial activity of essential oils
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(13.83 £ 1.42 mm) and C. carvi (12.66 £ 2.11 mm) was moderate in comparison to the
positive control (16.66 = 0.93 mm), taking into the account the values of MIC test, C.
carvi (1/500 v/v) exhibited a strong potential than E. Caryophyllata (1/1000 v/v) essential
oil.

Table 2 -Antibacterial activity of essential oils against Helicobacter pylori.

Essential oils Diameter inhibition (mm) | MIC (v/v)
Foeniculum vulgare 16.83 £ 1.42° 1/250
Carum carvi 12.66 +2.11° 1/500
Eugenia caryohyllata 13.83 +1.42° 1/1000
Clarithromycin 16.66 +0.93% NT

Notes: a-b: Values in the same column sharing different letters are significantly different (P < 0.05).
MIC, Minimum Inhibitory Concentration.
NT: not tested

Discussion

According to Raal et al.** the yield of essential oil from C. carvi seeds from different
European countries ranged from 0.6% to 5.4%. Our result is belongs to this interval,
whereas the yield obtained from F. vulgare seeds is low than the previous extraction by
Sellam et al.®® showing 2.8%.

In general, the essential oil yields from medicinal plants is a fluctuate factor that depends
on multiple parameters such as, climatic conditions, harvesting date, storage period,
origin, variety, cultivar or population.®®

The compounds trans-anethole, estragole and fenchone are reported previously®>"®) as
main and/or characteristic constituents of F. vulgare essential oil. The study realized by
Raaletal.™ on essential oils extracted from twenty samples of caraway commercialized in
European countries indicated the dominance of carvone and limonene with amounts
ranging between 44.5-95.9% and 1.5-51.3% respectively. In the other hand, carvone and
limonene were reported as major constituents for Chinese caraway."® The current study is
in accordance with all previous investigations.

The most representative components of E. Caryophyllata essential oil are frequently
reported to be eugenol and trans-caryophyllene.®*? in another study by Chaieb et al.??
eugenol (88.58%), eugenyl acetate (5.62%) and B-caryophyllene (1.39%) were the major
components with 95.59% of the total chemical mixture.

Many previous studies have been reported the powerful antibacterial efficacy of E.

caryophyllata, F. vulgare and C. carvi spices oils against human pathogenic bacteria
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through in vitro tests, (1322232425,

2627) To the best of our knowledge, no previous scientific
studies have been published on anti H. pylori activity of spices oils and our study seems to
be the first data on this subject.

The antimicrobial effect of essential oils depends on their chemical compositions. The
potency recorded for commercial spices oils in the current study could be attributed to the
presence of some major bioactive constituents such as limonene (F. vulgare and C. carvi
oils), a-pinene,®® trans-anethole and fenchone (F. vulgare oil).?® Eugenol found as the
most abundant component in E. Caryophyllata oil is well known to have antimicrobial
activity®? together carvone (C. carvi).?” However, the possible contribution of minor
constituents by synergistic and modulatory functions should not be neglected.®” These
components of essential oils affect generally the cell membrane properties, resulting in the
expansion and augmentation of the fluidity of the membrane and enzymatic inhibition.?
Medjkane et al.”) evaluated the effect of essential oil isolated from Pistacia lentiscus
leaves against 48 clinical isolates of H. pylori, no isolate was resistant this oil with
important inhibition diameter reaching 32+1.00 mm. On the other hand, Ohno et al.®?
have been investigated the in vitro and in vivo antimicrobial activity of thirteen essential
oils against H. pylori, their findings showed a very strong in vitro inhibition by the oils
with remarkable bactericidal effect of Cymbopogon citratus and Lippia citriodora at
0.01%.

The antibacterial efficacy of the widely consumed spices E. caryophyllata, F. vulgare and
C. carvi essential oils against H. pylori demonstrated a potential action as natural product.
However, we think that phytotherapy is not an absolute solution but useful as permanent
prevention and should be combined with other therapeutic regimens. Further studies are
needed to test the effect of combination of essential oils and their individual constituents

on H. pylori as well as the in vivo investigation.
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