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Résumé

Lawsonia inermis, Nigella sativa L, Ricinus communis L et Foeniculum vulgare sont des
plantes aromatiques, répandue en Algérie et tres utilisées par les populations locales pour leur
vertu médicinale vue leurs richesses en composés phénoliques. Ces plantes sont connues aussi
pour leurs utilisations industrielles. Au cours de notre étude, les huiles fixes ont fait 1’objet
d’une évaluation physico-chimique et microbiologique. L’extraction de ces huiles a été
effectuée par I’extracteur de soxhlet et le rendement le plus important a été enregistré dans les
graines de Ricin.

Les paramétres physico-chimiques de nos échantillons sont en accord avec ceux mentionnés
dans les normes. Les effets antibactériens et antifongiques des quatre huiles étudiées ont été
évalués par deux méthodes de références a savoir celle des disques diffusés sur gélose et la
technique de microdilutions sur milieu liquide, vis-a-vis de quatre souches bactériennes de
référence et une levure du genre C. albicans . Les résultats révélent qu’il ya une différence de
sensibilité parmi les souches qu’il s’agisse de Gram positives ou de Gram négatives.

Les huiles fixes de Henné et de Ricin ont révelé les activités bactéricides et fongicides les

plus importantes.

Mots clés : Huile fixe, Activité antibactérienne, Activité antifongique, Lawsonia inermis,

Nigella sativa L, Ricinus communis L, Foeniculum vulgare.



Abstract

The aromatic plants of Lawsonia inermis, Nigella sativa L, Ricinus communis L and
Foeniculum vulgare are widespread in Algeria and widely used by local populations for their
medicinal properties, that they have a phenolic compounds. These plants are also known for
their industrial uses. In our study, the fixed oils were subjected to a physicochemical and
microbiological evaluation. The extraction of the fixed oils was carried out by the soxhlet

extractor, and the most important results were founded in the seeds’s Ricin.

The physico-chemical parameters of our samples are respected by using the standards. The
antibacterial and antifungal effects of the four studied oils were evaluated by two reference
methods, namely “the discs broadcast on agar “and “the microdilution technique on liquid
medium”, those was applicated on the four reference bacterial strains and a yeast of the genus

C. albicans.

The results reveal that there is a difference in sensitivity among the strains of the positive or
the negative Gram. The important bactericidal and fungicidal activities were shown by Henne

and Ricin’s fixed oils.

Key words: Fixed oil, Antibacterial activity, Antifungal activity, Lawsonia inermis, Nigella

sativa L, Ricinus communis L, Foeniculum vulgare.
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Introduction générale

Selon l'organisation mondiale de la santé, les maladies infectieuses arrivent toujours au
deuxiéme rang des principales causes de mortalit¢ dans le monde (OMS, 2007). La
thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur I'usage d’antibiotiques et
leur prescription & grande echelle et parfois inappropriée et peut entrainer la sélection des
souches multi-résistantes.

En effet, I’émergence des résistances est due d’une part, au mauvais usage des
antibiotiques. D’autre part, a la capacit¢ infinie des germes a muter sous la pression
des antimicrobiens, ainsi qu'a leur vitesse de réplication (Denyer et coll., 2004).

Bien que les maladies bactériennes sont de mieux en mieux diagnostiquées, elles
causent toujours un probléeme de mortalité telles que : la pneumonie, la tuberculose, la
méningite, la septicémie et la typhoide. En 2007, 1’organisation mondiale de la sant¢ (OMS)
a estimé plus de 3,3 millions de cas de bactériémies dans le monde, dont prés de 850 000

cas en Afrique et 8 700 cas uniqguement en Algérie (OMS, 2012).

Le recours aux ressources naturelles en général et aux plantes médicinales en
particulier devient alors une des plus importantes et intéressantes pistes a
explorer pour la recherche de nouveaux produits antibactériens plus efficaces (Wright et
Sutherland, 2007).

Cette utilisation des plantes supérieures a eu un regain d'intérét avec les premiéres recherches
sur les propriétés antimicrobiennes des plantes pour tenter de donner une base scientifique a
ces pratiques empiriques (Mela, 1950) ; (Osborn, 1943). Ces plantes ont I’aptitude de
synthétiser des métabolites secondaires d’une grande diversité chimique, possédant un large

éventail d’activités biologiques (Jaccot et Campillo, 2003).

Dans ce contexte, notre travail a pour objectif d’évaluer 1’activité antimicrobienne de quatre
huiles fixes extraites des plantes : Lawsonia inermis, Nigella sativa L, Ricinus communis L et

Foeniculum vulgare vis-a-vis de quelques souches microbienne de référence.
Cette étude comporte trois parties :

e La premiére partie est consacrée a une synthese bibliographique sur les huiles fixes,
sur les plantes médicinales étudiées et sur les antibiotiques et les activités biologiques.
e La seconde décrit la partie expérimentale, avec une présentation des méthodes
d’extractions, des tests physico-chimiques, et les méthodes d’évaluation de 1’activité

antimicrobienne.
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e Latroisieme partie est consacrée a la présentation et a la discussion des résultats.

e Notre travail s’achéve par une conclusion générale et des perspectives.
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Synthése bibliographique Chapitre 01 : Les huiles fixes

1.1. Généralité sur les huiles vegétales fixes
1.1.1. Définition :

L’huile est une maticre grasse, onctueuse et €paisse, souvent liquide a température ambiante.
Une huile fixe renferme en général plus de 99 % de lipides, ni glucides, ni protides et trés peu
ou pas de cholestérol.

Ces huiles sont des substances insolubles dans les solvants minéraux. Elles sont constituées en
majeure partie d’esters de glycérol d’acides gras, appelés triglycérides. Elles sont obtenues
par extraction des graines oléagineuses (ricin, soja, colza, tournesol, argan, arachide, etc...) ou

de fruits oléagineux comme I'huile de coprah, d’olive ou de palme (Benabid, 2009).

1.1.2. Roles :

Les huiles végétales fixes peuvent contribuer notablement, en fonction de leurs compositions
en acides gras, a améliorer 1’équilibre global de la part lipidique d’une alimentation. Elles
remplissent, comme les corps gras en genéral, deux réles principaux (Combe et Castera,
2010) ; Elles sont une source d'énergie, une source d'acides gras essentiels et de vitamines
liposolubles. (Legrand, 2010).

a. Source d'énergie (nutritionnelle):

Ce rdle nutritionnel est 1ié a leur apport énergétique (puisqu’un gramme de lipides apporte
environ 9 kcals) qui est principalement assuré par les acides gras saturés, mais également par
les acides gras insaturés qui génerent de I’ATP grace a leur potentiel d'oxydation biologique

(béta- oxydation).
b. Source d'acides gras essentiels et de vitamines liposolubles :

Les huiles représentent une source intéressante d'acides linoléiques (C18 : 2 n-6 ou oméga 6)
qu’on retrouve dans 1’huile d’argan, de tournesol et a-linolénique (C18: 3 n-3 ou oméga 3)
dans I’huile de soja ou de colza par exemple.

Ces acides gras poly-insaturés (AGPI), en particulier ceux des séries oméga-3 et oméga-6,
sont des composants essentiels de notre alimentation. Une fois absorbés, les AGPI sont
incorporés par les cellules de tous les organes. Les AGPI sont impliqués dans de nombreux
processus physiologiques comme 1’agrégation plaquettaire et 1’inflammation. Ces huiles sont

également la source principale de la vitamine E.




Synthése bibliographique Chapitre 01 : Les huiles fixes

Les glycérides, sous la forme de phospholipides, constituent l'ossature des membranes
cellulaires. Les AGPI apportés par les huiles végétales et leurs dérivés meétaboliques
contribuent a la structure des membranes cellulaires. Les principaux AGPI intervenant sont
les acides linoléique (C18:2 n-6) ; arachidonique (C20:4 n-6) et docohexaénoique (C22:6 n-3)
(Lecerf et Vancassel, 2011).

1.2. Composition des huiles végétales fixes :

Les corps gras d’origine végétale sont essenticllement des glycérides (98-99 %), appelées
fractions saponifiables. Une fraction quantitativement mineure, appelée fraction
insaponifiable, est également présente dans ces corps gras. D’autres composés, n’appartenant
pas a ces deux catégories, peuvent y étre présents dans de faibles proportions tels que : les
phospholipides, les cires, les chlorophylles, les caroténoides et les produits d’altération, issus
de la dégradation des triglycérides durant le stockage (Figure N°01).

Huiles fixes

' '

Fraction saponifiable 98- 99% Fraction insaponifiable 1-2%
l v Les stérols
Les glycérides Les acides gras
Les alcools terpéniques
Les acides
B Les gras satures Les tocophérols
triglycérides
Les acides
gras mono- Les pigments
insaturés
Glycérides Les acides gras Les hydrocarbures
— partiels | polyinsaturés
Les polyphenols
Figure N°01 : —

Constituants des huiles végétales fixes (Jahouach, 2002)
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1.2.1. La fraction saponifiable :

Cette fraction est formée de deux constituants, les glycérides qui renferment en majeur partie

des triglycerides ainsi que des acides gras (Figure N°02).
a. Lestriglycérides :

Les triglycérides ou acylglycerols sont des esters d’acides gras et de glycérol. Ils sont
composés d'une molécule de glycérol dont les trois fonctions alcool sont estérifiées par trois
acides gras semblables ou différents. Ce sont les principaux constituants des corps gras
(97 299 %) (Ollé, 2002).

b. Lesacides gras :
Les acides gras sont classés en trois groupes :

> Les acides gras saturés (AGS), chaines hydrocarbonées sans insaturation (double liaison),
avec principalement des longueurs de chaine comprises entre 16 (acide palmitique) et 18
atomes de carbone (acide stéarique).

> Les acides gras monoinsaturés (AGMI) a chaines hydrocarbonées comportant une double
liaison et dont le principal représentant est I'acide oléique (C18:1, n-9 ou ®9) ;

» Les acides gras polyinsaturés (AGPI) a chaines hydrocarbonées comportant plusieurs
doubles liaisons, dont on connait les deux principaux qui sont les acides linoléique (C18

2N — 6 ou ®6) et a-linolénique (C18:3 n—-3 ou w3).

Cll-lz— OH CH,—OH CH, —o—f—RJ
R — C — OH CH — | | o
- OH CH —O—C—R,; CH —O —f—Rz
I | |
o P | o | o
R CH;—O— ¢ Ry CH;—0—C—R,
O (0] 's)
Acide gras Monoglycéride Diglycéride Triglycéride

R : chaine hydrocarbonée
Figure N°02 :

Quelques constituants de la fraction glycéridique.
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Les huiles végétales sont principalement des esters d’acides gras et de glycérol, et sont ainsi
insolubles dans 1’eau mais solubles dans les solvants organiques. Les huiles végétales
comestibles contiennent rarement des acides gras a chaines ramifiées, avec un nombre impair
de carbones, ou des acides gras insaturés dont le nombre de carbone est inférieur a seize ou

supérieur a vingt atomes de carbone (Kiritsakis et Christie, 2000).

1.2.2. La fraction insaponifiable :

Les huiles fixes contiennent aussi des constituants non glycéridiques et des lipides complexes
appelés « constituants mineurs ». Généralement, la fraction insaponifiable des huiles contient
des molécules de haut poids moléculaire, non volatils, possédant une solubilité faible dans les
solvants aqueux.

Les principaux sont des hydrocarbures divers, des composés terpéniques (alcools
triterpéniques, 4-méthylstérols, stérols...), des alcools gras, des vitamines liposolubles
(vitamines A, D, E), des polyphenols, des pigments et des constituants extrémement divers
(Wolf, 1968).

1.3. Usages :

Seul un tiers de la production mondiale des corps gras est destiné a un usage industriel. Les
deux tiers de la production sont en effet destinés a I’alimentation. Parmi les multiples usages
industriels des corps gras, on peut citer la fabrication des savons et cosmétiques, des acides
gras etc.....

Les triglycérides sont également a ’origine de nombreux produits chimiques qui peuvent
entrer dans la composition d’une multitude de produits : lubrifiants, produits cosmétiques,

produits pharmaceutiques, peintures, etc. (Ornella et al., 2009).

1.4. Procédé d’extraction des huiles par Soxhlet :

L extraction est une opération ancienne utilisée pour retirer des plantes et de certains organes
d‘animaux, des produits alimentaires, pharmaceutiques ou odoriférants sous formes de

breuvages, drogues ou parfums.

L’extraction par I’appareil de Soxhlet est une méthode simple et convenable, nous permettant
de répéter infiniment le cycle d’extraction avec du solvant frais jusqu'a épuisement complet
du soluté dans la matiere premiére, d'ou vient son efficacité élevée. L’extracteur de Soxhlet

est une piece de verrerie, dans lequel est placée une cartouche en papier-filtre épais dans un
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tube siphon. Dans le montage, 1’extracteur est placé sur un ballon contenant le solvant
d'extraction et il est porté a ébullition. Le ballon est chauffé afin de pouvoir faire bouillir son
contenu. La cartouche contenant le solide & extraire est insérée dans I'extracteur, au dessus
duquel est placé un réfrigérant servant a liquéfier les vapeurs du solvant (Figure N°03). Au fil
des cycles, le solvant s’enrichit en substances extraites jusqu’a épuisement de 1’échantillon en

substances d’intérét (Grigonis, 2007).

Sortie de I'eau de
refroidissement

<«<—— Condenseur/ réfrigéerant
Entrée de 'eau de
refroidissement
Corps principal de
I'extracteur

Cartouche contenant
I'échantillon

[
<—— Ballon
Agitateur
magnetique

Chauffe ballon avec
agitation intégrée

<«—— Retour de distillation

Figure N°03:
Montage de Soxhlet (Grigonis., 2007).

Le Soxhlet est une méthode classique pour I’extraction solide-liquide. Parmi les avantages du
Soxhlet est que 1’échantillon entre rapidement en contact avec une portion fraiche de solvant,
ce qui aide a déplacer I’équilibre de transfert vers le solvant. Cette méthode ne nécessite pas
de filtration aprés extraction. Le Soxhlet est indépendant de la matrice végétale. Les
inconvénients les plus significatifs de cette méthode, par comparaison avec les autres
techniques conventionnelles sont : la durée importante d’extraction et la grande quantité de
solvant consommeée, ce qui conduit non seulement a des pertes économiques mais pose aussi
des problémes sur le plan environnemental. Les échantillons étant portés a haute température
pendant une période relativement longue, le risque de thermodestruction de certains composés
n’est pas a négliger si la matiére végétale contient des composés thermolabiles. Des
échauffements locaux sont également possibles (Grigonis et al., 2005).

Cette méthode exige un pro traitement pour le mélange obtenu par Soxhlet. En pratique, on

utilise un évaporateur rotatif pour séparer les huiles et les solvants.
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1.4.1. Propriétés du solvant d’extraction idéal :

Un solvant est, par définition, une substance qui a le pouvoir de former avec d‘autres
substances une solution homogéne (Gerin 2002). Les solvants les plus utilisés & I'neure
actuelle sont I'nexane, le cyclohexane, I'éthanol, le méthanol, le dichlorométhane et l'acétone.
Un solvant d‘extraction est choisi en fonction de :
e Ses propriétés physiques tels que: la densité, la viscosité, le point d‘ébullition,
I'oxygeéne, sa température d'ébullition qui de préférence sera basse afin de faciliter son
élimination et il ne devra pas réagir chimiquement avec l'extrait, vitesse d‘écoulement et
de filtration, conditions de distillation et de concentration, pertes par volatilisation, etc....
(Vigneron, 1954).
e La nature des principes a dissoudre.

e Ses caractéristiques économiques et son prix de revient.
1.5. Conservation et stockage des huiles fixes:

La bonne conservation des huiles fixes nécessite la mise en valeur d’un bon conditionnement
de stockage, en raison de leur faible acidité et de leur patrimoine antioxydant et ses qualités

organoleptiques. Il important donc de respecter les régles suivantes :

a. La température de stockage doit étre relativement basse. Il faudra, donc, utiliser des
systemes tendant a éviter les sources de chaleur, mais sans recourir aux systéemes de

refroidissement. La température optimale se situe entre 15 et 25°C.

b. L’absence de radiations, et en particulier de radiations ultraviolettes, qui sont a 1’origine de

la formation des radicaux qui déclenchent les réactions d’auto-oxydation.

c. Le matériel des récipients doit étre inattaquable ; a cet effet, les meilleurs matériaux sont
I’acier inoxydable et le fer iso vitrifie. Les revétements en matieres plastiques sont a

déconseiller.

d. La mise sous emballage des huiles pour assurer leur conservation et leur transfert depuis
I’'usine de fabrication jusqu’aux consommateurs (Linden, 1994). Avec tous ses
conditionnements le stockage des huiles végétales restent un poste exigeant de qualité et de

propreté pour cela il est préférable de stocker les graines plutot que 1’huile.
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2.1. Généralités sur les plantes médicinales :

Une plante est dite médicinale lorsqu’elle est inscrite a la pharmacopée et qu’elle présente des
propriétés préventives ou curatives a 1’égard des maladies humaines ou animales
(Moreau, 2003). Ce sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle dont au moins une
partie possede des propriétés médicamenteuses. Leur action provient de leur composition
chimique (métabolites primaires ou secondaires) ou des synergies entre les différents
composés presents dans la plante (Sanago, 2006).

Une plante médicinale est utilisée si elle obéit a plusieurs critéres tels que la présence ou pas
de phénomeéne de toxicité, son utilisation pour une indication donnée dans plusieurs pays et la

posologie précise (Colette, 2014).

2.1.1. Intérét de I'étude des plantes médicinales :

La plupart des especes végétales contiennent des substances qui peuvent agir, a un niveau ou
un autre, sur I'organisme humain et animal. Elles présentent en effet des avantages dont les
médicaments sont souvent dépourvus (Iserin, 2001). La raison fondamentale est que les
principes actifs des végétaux proviennent de processus biotiques répandus dans tout le monde
vivant, alors que les médicaments de synthése sont des xénobiotiques aux effets secondaires
tres mal maitrisés (Bruneton, 2009). Les plantes médicinales sont donc importantes pour la
recherche pharmaceutique et I'élaboration des médicaments, agissant directement comme
agents thérapeutiques, mais aussi comme matiére premiere pour la synthese des médicaments
ou comme modeéle pour les composés pharmaceutiquement actifs (Decaux, 2002).

2.1.2. Les plantes médicinales en Algérie :

Avec une superficie de 2 381 741 km? I’Algérie est le plus grand pays riverain de la
Méditerranée. Il est reconnu par sa diversité variétale en plantes médicinales et aromatiques.

La richesse de la flore algérienne est donc incontestable. Elle recele un grand nombre
d’especes classées en fonction de leur degré de rareté : 289 especes assez rares, 647 especes
rares, 640 espéeces trés rares, 35 espéces rarissimes et 168 especes endémiques (FAO, 2012).
A cet effet, et dans le cadre de la valorisation de la flore Algérienne en général, on s’est
intéressé a 1’étude des especes suivantes: Lawsonia inermis, Nigella sativa, Ricinus
communis et Foeniculum vulgare, qui ont été choisies en fonction de leur emploi trés

fréquent en Algérie.
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2.2. Lawsonia inermis :

2.2.1. Etude botanique :

Le Henné (Lawsonia inermis L.) est un arbuste herbacé dicotylédone tres ramifié (de 2 a 6 m
de hauteur). (Figure N°04).

o Les feuilles sont petites, opposées en branches, d'environ 1,5a 5 cm de long et 0,5 a
2cm de large, de couleur brun verdatre a vert terne. L'écorce est brun-grisatre.
L'inflorescence est une grande pyramide en forme de cyme.

o Les fleurs sont petites, d'environ 1cm de diamétre, nombreuses, parfumées, de couleur
blanches ou roses avec quatre pétales effilochés.

e Le fruit est une petite capsule ronde de couleur brune. Il s'ouvre irréguliérement et se
divise en quatre sections a maturité et comporte beaucoup de semences.

e Les graines mesurent environ 3mm de diametre. Elles sont nombreuses, lisses,
pyramidales, dures et épaisses avec une coloration brunatre [(Vasudevan et Laddha,
2003) ;( Abdelbasset, 2004) ; (Chauhan et Pillai, 2007)].

Figure N°04 :
Description botanique de Lawsonia inermis.
(A : Partie aérienne avec fruit, B : Arbuste, C : Fruits, D : Fleurs, E : Feuilles).
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2.2.2. Etude systématique :

L. inermis est la plante la plus connue de la famille des Lythracées. Cette famille est connue
pour sa possession d'un potentiel colorant important. En botanique, la plante L. inermis est
classée comme suit (d’aprés Wong et Theng 1995):

Embranchement : Spermaphytes

Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Magnoliidae

Ordre : Myrtales

Famille : Lythraceae: qui se compose d’environ 500 espéces
Genre : Lawsonia

Espéce > inermis L

Nom commun : Henna : dans tout le maghreb

: Henné : France

2.2.3. Distribution et habitat :
2.2.3.1. Distribution :

Le Henné est distribué dans toutes les régions tropicales et subtropicales [(Orwa et al., 2009)
; (Prota, 2017)]. Au cours de l'apparition de précipitations hivernales, la plante se développe
rapidement, émet de nouvelles pousses, puis la croissance ralentit (Musa et Gasmelseed
2012). La poudre de ses feuilles, dite également Henné, a été largement diffusée en Europe
depuis 1890 (EI Babili et al., 2013). Actuellement, elle est fait I'objet d'un commerce intense
entre I'Afrique du nord, le sous-continent indien et I'Europe (Botineau 2010). Le Henné est
cultivé comme plante ornementale et colorante. Il est utilisé pour colorer les mains, les doigts,

les ongles et les cheveux et joue un réle naturel thérapeutique.

2.2.3.2. Habitat :

L. inermis est bien adapté a un large éventail de conditions environnementales. Il pousse dans
les habitats secs et semi-arides, [(Orwa et al., 2009) ; (Prota, 2017)].
En Afrique, il s'est souvent naturalisé, en particulier sur les sols alluviaux situés le long des

rivieres et dans les zones proches des villages (Prota, 2017).
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2.2.4. Utilisation thérapeutique en médecine traditionnelle:

Les differents extraits issus des feuilles, des tiges et des racines de cette plante sont connus
pour leurs nombreuses applications en médecine traditionnelle (Aluka, 2008). Ses feuilles
sont depuis longtemps utilisées pour traiter les cicatrices jaunes, de 1’amibiase. La feuille
réduite en poudre a des effets antimicrobiens, antifongiques, bactériostatique (Khorrami
1979). La poudre de ses feuilles humectées d’cau forme une pate réputée astringente pour la
peau et cicatrisante pour les blessures. Elle est aussi utilisée, sur les cheveux, contre les
infestations de poux et en infusion contre les ulcéres et certaines diarrhées.

2.2.5. Constitution chimique et données pharmacologiques :

2.2.5.1. Constitution chimique :

Les composants responsables des propriétés colorantes dans la plante L.inermis appartiennent
a la famille des quinones (Nayak et al., 2007). Les principaux composants sont de type 1 ,4-
naphtoquinone, appelé couramment la Lawsone (Wichtl, 1999).

a- Les feuilles contiennent :

e 7 a8 % de tanins, refermant des flavonoides.

e 6% de lipides.

e 2 % de résines et de pigments flavoniques et 1 % de pigment Naphtoquinonique.
b- Les graines contiennent :
5.8% d’une huile fixe composée d’acide arachidonique, d’acides, stéarique, palmitique,
oléique et linoleique en plus d’une huile essentielle composée d’ionone principalement
(Sarita 1991).
c- Lesfleurs:
La fleur de la plante s'est avéree contenir certains métabolites secondaires tels que le (2)-
2-hexenol, linalol et la 13- ionone et ses dérivés [(Wong et Teng, 1995);
(Oyedeji et al., 2005)].

2.2.5.2. Données Pharmacologiques :

En médecine populaire, on attribue au Henné de nombreuses propriétés : diurétique,
astringent dans les ulceres gastro-intestinaux et dans le traitement de la diarrhée amibienne
(Vanhellement 1986). En Algérie des travaux publiés par Hamdi Pacha et Benazzouz M.
(1998) ont mis en évidence un effet probable de Lawsonia inermis comme cicatrisant sur les

bralures du 3éme degré chez le lapin.
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2.3. Nigella sativa :

2.3.1. Etude botanique :

N. sativa est une plante annuelle herbaceée, a tige dressée, anguleuse et rameuse atteignant 30
a 60 cm de haut. Les feuilles sont divisées en lobes étroits, allongées, souvent un peu élargis a
leur sommet. Elles sont multifides. Les feuilles inférieures sont pétiolées et les supérieures
sessiles (Orsi — llinares, 2005). Les fleurs sont petites, solitaires, terminales et trés riches en
nectar, a pétales blanchatres et sépales pétaloides. Ses fruits sont des capsules formées de
follicules soudés, s’ouvrant au sommet par une fente interne (Bonnier, 1990). Tandis que les
graines sont de couleur noiratre, avec un tégument assez dure ornementé de stries. La graine
faisant en moyenne 2 a 3 mm dans le sens de la longueur, a une base large puis se rétrécie en
forme triangulaire anguleuse. En I’écrasant entre les doigts, elle dégage une odeur de camphre

(Figure N°05) (Orsi —llinares, 2005).

a

Figure N°05 :
Description botanique de Nigella sativa (a : les graine ; b : la fleur)

2.3.2. Classification botanique :
Nigella sativa est appelée aussi N. cretica ou N. indica (Kokoska, 2011). Elle possede

plusieurs appellations vernaculaires, dont celles indiquées dans le tableau ci-dessous :

Régne : Végétal

Classe : Dicotylédones

Sous-classe : Magnoliidae

Ordre : Ranunculales

Famille : Ranunculaceae

Genre - Nigella

Espéce - Nigella sativa

Noms communs : Arabe: Habbet-el baraka, habba-tu sawda, Kamun-aswad,

Francais : Cumin noir, nigelle cultivée, toute-épice
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2.3.3. Distribution et habitat :

Nigella sativa est retrouvée dans la Méditerranée est au nord de 1’Inde. Elle est couramment
cultivée en Egypte, au Moyen-Orient (Arabie saoudite, en particulier), en Turquie, en Sri

Lanka, au Kenya, au Soudan, en Afghanistan, en Europe et dans beaucoup plus d'endroits.

2.3.4. Composition chimique des graines de Nigella sativa :

En raison de leur large domaine d’usage médicinal, les graines de Nigella sativa ont fait
I’objet de plusieurs études phytochimiques intensives dans le but d’identifier ses principes
actifs. Ces études ont révélé que ces graines sont trés riches en plusieurs constituants tant de
métabolites secondaires que primaires, dont la teneur varie selon les conditions géographiques

et climatiques, ainsi que les méthodes d’études (extraction et détection).

e L’huile fixe : Les graines sont trés riches en huiles fixes qui représentent 37,9 a 39,2%
du poids de la graine. Elle est constituée principalement de lipides neutres (96,1%-97,2%),
de lipides polaires (3%) et de phospholipides (0,32-1,05%) (Ramadan et Morsel, 2002a).
e L’huile essentielle : qui représente entre 1,4 & 1,9% du poids de I’huile fixe et 0,18 a
0,50% du poids des graines (Benkaci-Ali et al., 2006).
e Les saponines triterpénes: Dans une étude réalisée par Kumara et Huat (2001), il a
été possible d’isoler et de caractériser a partir des graines de Nigella sativa une
saponoside triterpénique douée de propriétés antitumorales appelée 1’a-hederine.
e Les flavonoides : Trois flavonoides triglycosylés ont été isolés a partir des graines de
Nigella sativa (Merfortet al., 1997) :

- Laquercétine 3-glycosyl (1—2) galactosyl (1—2) glucoside.

- La Kempférol 3-glycosyl (1—2) galactosyl (1—2) glucoside.

- Laquercétine 3- (6-feruloglucosyl) (1—2) galactosyl (1—2) glucoside.
e Les vitamines et les sels minéraux : La composition en vitamines a été déterminée et
a révélée la présence des vitamines B;, B, Bs, PP et de I’acide folique (Nergiz et
Otles, 1993). Ramadan et Mdorsel en 2002, ont analysé les vitamines liposolubles de
Nigella sativa et ont pu identifier toutes les classes des tocophérols dans 1’huile.
Les tocophérols totaux constituent 0,05% de 1’huile, et sont constitués majoritairement de

I’a- tocophérol (48%) et du y-tocophérol (28%).
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2.3.5. Effets thérapeutiques de la plante :

Les applications thérapeutiques traditionnelles trés vastes de la Nigelle ont poussé de
nombreux chercheurs a étudier les activités pharmacologiques des différents extraits de la
graine de Nigelle sur divers systémes in vitro et in vivo, afin de confirmer ses propriétés

thérapeutiques.
a- Effets sur le systeme immunitaire :

Les graines de N. sativa présentent in vitro des propriétés immunes potentialisatrices des
lymphocytes T humains, qui activent la sécrétion d'IL-3 et augmente la production d' I'lL-1a.
par les lymphocytes T, ce qui indique un effet stimulateur sur les macrophages
[(Haget al., 1995) ; (Meziti, 2009)]. D'autre part, la Nigelle est traditionnellement utilisée
dans le traitement des maladies allergiques, comme I'inhibition de la libération d'histamine

des mastocytes et I’inhibition de la protéine kinase C (Meziti, 2009).

b- Effets anticancéreux et antimutagéne :

L’activité anti-tumorale des extraits ou de composes isolés de Nigella sativa a été testée par
plusieurs auteurs. Cette plante présente une importante action cytotoxique sur le carcinome
ascitique d’Ehrlich et sur le lymphome ascitique de Dalton tout en exer¢ant une cytotoxicité
minimale vis-a-vis des lymphocytes normaux [(Musa et al., 2004) ; (Ghedira, 2006)].
L’extrait décocté des graines de Nigelle exerce une forte activité cytotoxique sur les cellules
hépatiques cancéreuses, notamment sur la synthése d’ADN (Thabrew et al., 2005).

c- Effets anti-inflammatoire et analgésique :

Plusieurs auteurs ont ¢tudié I’éventuelle activité analgésique et anti-inflammatoire d’extraits
ou de composés purs issus de Nigella sativa. Khanna et ses collaborateurs en 1993, ont
montré que 1’huile fixe de Nigella sativa posséde une importante action anti-nociceptive qui
est due a la présence d’un principe opioide. Cette action est antagonisée par la naloxone
[(Abdel-Fattahet al., 2000) ; (Ali et Blunden, 2003)].
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2.4. Ricinus communis L :

2.4.1. Etude botanique :

Le Ricin est un arbuste a rameaux ultime herbacés ou arbre, pouvant atteindre 7 m et plus.
Son feuillage est d’une beauté remarquable, parfois cultivé comme plante annuelle trés
vigoureuse, mais naturellement vivace (Mario et Espirito, 2007). L’arbuste posséde les
parties suivantes :
- Les feuilles sont alternes et portées par de longs pétioles cylindriques et creux de 10
a 30cm. Le pétiole est fixé a la partie principale de la feuille. Elles sont palmées,
composées de six a onze lobes ovales aigus a marge dentee, vert des deux cotes et divisés
par des nervures rouge laque. Ecrasées, les feuilles dégagent une odeur nauséabonde.
- Les fleurs unisexuées sont réunies sur le méme pied. Elles forment des grappes
pyramidales. Les fleurs femelles occupant le sommet et les males formant des houppes
jaunatres a la base.
- Les fruits sont des capsules pendantes a trois c6tés saillants arrondis et chargés
d'épines de 1.5 a 2.5cm de diamétre.
- La graine est luisante, marbrée de rouge ou de brun, de 8 a 15 mm de long de 5 a
7mm de large. Elle présente une ligne saillante sur la face ventrale. Elle contient entre 40

et 60 % d'huile riche en triglycérides, principalement la ricinoléin (Figure N°06).

Figure N°06 :

Représentation botanique de Ricinus communis.
(A : Les fruits épineux rouges de la plante a ricin, B : les feuilles, C : les graines).
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2.4.2. Classification :

Selon Linné (1753), Ricinus communis L, appelé également kharouda en arabe, Ricin en

francais et Castor Bean en anglais appartient au :.

Ordre :Malpighiales

Famille :Euphorbiaceae - Euphorbiacées
Sous-famille :Acalyphoideae.

Tribu :Acalypheae

Sous-tribu ‘Ricininae

Genre ‘Ricinus

Espéce :Ricinus communis.

Noms communs Arabe : Kharouaa

Francais : Ricin
2.4.3. Habitat et distribution :

Le Ricin est originaire du nord-est africain et du moyen-orient. 1l est cultivé en tant que plante
ornementale dans diverses régions de I'Asie, de I'Amérique du Nord, de I'Afrique et de
I'Europe (Aslania et al., 2007). Cette plante est présente dans tout le continent africain, de la
cote atlantique a la mer rouge et de la Tunisie a I’Afrique du Sud ainsi que dans les iles de
I’océan Indien (Maroyi, 2007). Plus de 95% de la culture de Ricinus dans le monde est
concentrée en Inde, en Chine et en Brésil (Sailaja et al., 2008). 1l se naturalise facilement et
pousse dans de nombreux endroits comme plante rudérale adaptée aux contraintes des milieux

parfois hostiles aux autres végétaux (Polveche, 996)

2.4.4. Composition chimique :

Plusieurs études phytochimiques ont été réalisées pour identifier les différents composés

chimiques chez le ricin. Ces analyses ont montré que :

e Les graines : contiennent 50% d’huile (Anoskie et Chibogwuk., 1981). Cette huile est
sous forme d’un liquide visqueux et pale.

e Les protéines: dans les graines de ricin mures, constituent 90-95% de toutes les
protéines trouvées dans les graines. Les fractions solubles résiduelles de protéine sont des

pectines et des albumines (Harley et Beevers, 1986).
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e Les glycoprotéines: du Ricin sont sous forme de poudre blanche a I’état pure et

hydrosoluble. Ils sont inactifs a la température de 80°C dans un temps de 10 min (Garland

et Bailey, 2006). La totalité de la plante semble toxique en raison de la présence d’une

lectine glycoproteique (Garland et Bailey, 2006).

2.4.5. Propriété pharmacologique :

Le Ricin est une plante médicinale qui est traditionnellement utilisée dans le traitement de

nombreuses maladies (Tableau N°01).

Tableau N°01: Propriétés pharmacologiques du R. commumis

Parties utilisées

Effet thérapeutique

Feuilles

Recommandées contre I’inflammation et les affections du foie (effet
hepatoprotecteur) (Omeh et Ejiofor, 2014), laxatifs et diurétiques (Preeti
et Verma, 2014).

Racines

Pour les maladies nerveuses et les affections rhumatismales. Les racines
sont utiles dans le traitement du diabéte "effet hypoglycémiant” [(Poonam
et al, 2008) ; (Rao et al., 2010)] et présentent un effet antibactérien
(Sharma et al., 2013).

Graines

Elle ont un effet cathartique et sont utilisées pour le traitement de la lepre et
de la syphilis. Certaines femmes en Inde et en Corée utilisent les graines de
ricin, comme moyens contraceptifs (Preeti et Verma, 2014).

Huile de ricin

L’huile extrait des graines est utilisée contre la constipation et comme
fongicide en usage externe. Elle est utilisée dans 1’industrie cosmétique et
constitue un excellent produit pour les cheveux, les ongles, les cilles et les
taches de rousseur [(Jalal, 2000) ; (Etchiké et al., 2011)].
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2.5. Foeniculum vulgare Miller

2.5.1. Etude botanique :

Foeniculum vulgare, généralement connu sous le nom de Fenouil, est un petit genre des

herbes annuelles, bisannuelles ou éternelles (Figure N°07) (Gulfrazet al. 2008).

e Latige : est robuste et lisse, pouvant atteindre 2m de haut cylindrique et rameuse. Elle
porte des feuilles alternes pétiolées a la base (Wichtl& Anton, 2003)(Teuscheret al.,
2005).

e Les feuilles: sont supérieures et sessiles, découpées en laniéres filiformes et tres
allongées, d’ou un aspect aérien et plumeux (Teuscheret al., 2005).

e Les fleurs : sont réguliéres, radiales, a 5 sépales formant un bourrelet, 5 pétales jaune
verdatre tronquées et roulées vers I’intérieur, 5 étamines, 2 styles courts, un ovaire divisé¢

en 2 loges (Teuscheret al., 2005).

e Le fruit: est une graine séche de 4-10 mm. Le fruit vert jaunatre, est fermé de cing
cotes [(Debuigne&Couplan., 2009) ; (Ratheret al., 2012)].

Figure N°07: Description botanique de Fenouil vulgaire
(A : Partie aérienne avec fruit B : Les fleurs, C : Les feuilles, D : Les graines).
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2.5.2. Classification :

Selon Muckensturm et et al., (1997), Foeniculum vulgare miller, populairement connu

comme plante de Fenouil ou appelée également Besbes par la population locale appartient au :

Régne : Plantae

Classe : Magnoliopsida
Ordre : Apiales
Famille : Apiaceae
Genre : Foeniculum
Espeéce : vulgare

2.5.3. Habitat et répartition géographique :

Le Fenouil est originaire de la région méditerranéenne. Il est généralement considéré comme
indigéne sur les rives de la mer méditerranée mais est devenu largement naturalisée dans de
nombreuses parties du monde, en particulier sur les sols secs, prés de la cote de la mer et sur
les berges de la riviere. Il est cultivé dans la Russie, I'Inde, la Chine et le Japon (Zoubiri et
al., 2014).

2.5.4. Composition chimique du fenouil :

F. vulgare contient 6,3% d'humidité, 9,5% de protéines, 10% de matiéres grasses, 13,4% de
minéraux et de fibres et 18,5% a 42,3% de glucides. Les minéraux et les vitamines présentes
dans cette plante sont le calcium, le potassium, le sodium, le fer, le phosphore, la thiamine, la
riboflavine, la niacine et la vitamine C. Le fruit de cette plante renferme des ‘huiles
essentielles dont les principaux composants sont transanethole, estragol, fenchone, et o
phellandréne (Senatore et al., 2013). .I1 renferme également de I’alcool anisique, de
I’anisaldéhyde ainsi que des monoterpénes (1 a 5%): (R)-limonéne , a-pinéne camphre , p-
cymene ,myrcéne ,o- et B-phellandrénes , sabinéne , y-terpinéne, cis--ocymene et terpinoléne
(Paloma, 2012).
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2.5.5. Utilisation thérapeutique du Fenouil :

Foeniculum vulgare est une importante et bien connue plante médicinale et aromatique avec
effet carminative, digestive, galactogene et diurétique, indiquée dans le traitement des
troubles respiratoires et gastro-intestinale (Rather et al., 1997).

e Usage traditionnelle :

Foeniculum vulgare a été largement utilisé dans la médecine traditionnelle pour le traitement
d'un certain nombre de maladies comme les douleurs abdominales, l'arthrite, le cancer, la
fievre, la flatulence, les gastralgies, la gastrite, les douleurs du foie, et les maux d'estomac
(Shamkant et al., 2014).

e Utilisation en pharmacologie

Foeniculum vulgare présente différentes activités pharmacologiques mentionnées dans la
médecine traditionnelle iranienne et dans la phytothérapie moderne tels qu'un antioxydant,
cytotoxiques, anti-inflammatoire, antimicrobien, bronchodilatateur, ostrogénique, diurétique,
galactagogue, hypotenseur, gastro protecteur, hépato protecteur, améliorant la mémoire, et les

activités antimutagenes (Rahimi et al., 2013).
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3.1. Généralités sur les antibiotiques :
3.1.1. Définition :

Un antibiotique est une substance antibactérienne naturelle ou synthétique d'origine
microbienne ou synthétisée chimiquement, capable d'inhiber spécifiqguement la croissance
d'autres micro-organismes par un mécanisme particulier jouant sur les mécanismes vitaux du
germe [(Gogny et al., 2001) ; (Morin et al., 2005)]. Pour qu’il soit actif, un antibiotique doit
pénétrer dans la bactérie, sans étre détruit ni étre modifié, et de se fixer sur une cible en

perturbant la physiologie bactérienne (Ogawara, 1981).
3.1.2. Mode d'action des antibiotiques :

A la différence des antiseptiques et des désinfectants, les antibiotiques agissent en général de
facon trés spécifique sur certaines structures de la cellule bactérienne (Figure N°08). Cette
grande spécificité d’action explique pourquoi les antibiotiques sont actifs a trés faible

concentration. Cette action s’exerce selon les molécules sur des sites variés [(Mevius et al.,

1999) ; (Oxoby, 2002)].

Certain antibiotiques attaque le peptidoglycane de la paroi bactérienne ce qui cause une
déstabilisation de la bactérie et entraine sa mort. Il s’agit de 1’action bactéricide
autrement dit une lyse bactérienne (Zeba, 2005). D’autres agissent sur le systéme protéique
de la bactérie : en se fixant sur la sous unité 50s du ribosome bactérien entrainant une
inhibition de la synthése protéique. La bactérie ne meurt pas mais ne peut plus se développer
ni se multiplier, on parle de bactériostatisme (Hermann, 2005). L’antibiotique est capable
aussi d'inhiber la biosynthese des acides nucléiques (ADN et ARN), de la membrane
cellulaire en désorganisant sa structure et son fonctionnement, ce qui produit des troubles

d’échanges électrolytiques avec le milieu extérieur (Flandrois et al., 1997).

Inhibition de la syntheése de la Inhibition de la syntheése de la
paroi bactérienne membrane cytoplasmique

Inhibition de 1a s theé — i -

de protéiques FRISIEee ! Inhibition de la
syntheése de I’ADN

Autres mécanismes

Figure N°08 :
Mode d’action des antibiotiques (Singh et Barrett, 2006).
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3.1.3. Classification des antibiotiques:

Les antibiotiques sont majoritairement représentés par des molécules d’origine naturelle et
leurs dérivés. Ils peuvent aussi étre d’origine synthétique ou semi-synthétique [(Newman et
al., 2003) ; (Singh et Barett, 2006)]. Les antibiotiques synthétiques sont obtenus, soit a partir
de dérives totalement artificiels, soit en recréant des substances initialement extraites de
microorganismes. Les antibiotiques semi-synthétiques sont issus de la modification in vitro de

substances produites par des micro-organismes.

Il existe trois classes d’antibiotiques synthétiques :

e Les sulfamides, qui sont aussi les premiers antibiotiques a avoir été utilises
cliniguement (Laub, 1986).

e Les quinolones (ou fluoroquinolones): dont la découverte a été lors de la synthese de
la chloroquine, un antipaludéen en 1962 (Singh et Barrett, 2006).

e Les oxazolidinones : découverts en 1979, ceux-ci a conduit au développement et a la
commercialisation du linézolide en 1999. Avec les lipopeptides cycliques
(daptomycine), les oxazolidinones constituent 1’'une des rares classes d’antibiotiques

mise sur le marché au cours de ces dix derniéres années.

3.1.4. Résistance aux antibiotiques:

La résistance aux antibiotiques s'est principalement développée durant les 50 derniéres années
par l'utilisation répandue et fréquente des antibiotiques favorisant une pression de sélection
(Matyara et al., 2008). Plusieurs mécanismes de résistance ont été mis en évidence chez les
bacilles Gram négatif qui sont, par ailleurs, responsables de la majorité des infections
hospitalieres (60 %) et sont de plus en plus multirésistantes (Bolla et al., 2011).

Une souche bactérienne est dite résistante a un antibiotique donné, quand elle est capable de
se développer en présence d’une concentration en antibiotique significativement plus élevée

que celle habituellement active sur les souches de cette espéce (Leclerc et al., 1995).

3.2. Antibiogramme et concentration minimale inhibitrice:

L’antibiogramme regroupe différentes techniques permettant de déterminer la sensibilité
d’une souche bactérienne a un ou plusieurs antibiotiques dans une optique essentiellement

thérapeutique. Son principe repose sur la mise en contact in vitro de la bactérie a tester avec
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’antibiotique et sur I’observation des conséquences sur la croissance et la survie bactérienne

(Poumarat et Martel, 1989).
En fonction de la méthode utilisée, deux types de valeur sont recherchées:

» la_Concentration Minimale Inhibitrice (CMI): qui correspond a la plus petite

concentration d’antibiotique inhibant toute croissance visible de la bactérie a 24H pour les

bactéries a multiplication rapide (absence de 1’augmentation du nombre de bactéries).

> le diamétre de la zone d’inhibition : Afin de catégoriser cliniguement la sensibilité de la

souche a un antibiotique, c’est-a-dire de prédire le succes ou ’échec clinique du traitement
antibiotique, les CMI ou les diameétres d’inhibition sont comparés a des valeurs critiques
(concentrations critiques ou diamétres critiques) définis par les comités d’experts nationaux
ou internationaux tels que le NCCLS ou I’EUCAST (Figure N°09). La souche est
catégorisée:

e sensible si sa CMI est inférieur ou égale a la concentration critique inférieure (c), ce

qui équivaut a un diametre supérieur ou égal au diametre critique supérieur (D).

e résistante si sa CMI est supérieur a la concentration critique supérieur (C), ce qui

équivaut a un diameétre inférieur ou égal au diameétre critique inférieur (d).

e intermédiaire si sa CMI est comprise entre ¢ et C, ce qui équivaut a un diametre

compris entre d et D.

>C

<C
<d
z‘D ‘ CMI/diameétre d’inhibition

»
»

Sensible ‘ Résistant

Figure N°09 :
Schéma de la catégorisation clinique en fonction des CMI et des diameétres d'inhibitions.

c : concentration critique inférieure, C : concentration critique supeérieure,
d : diamétre critique inférieur, D : diamétre critique supérieur
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3.3. Place des plantes dans la lutte contre la résistance :

Ces derniéres années, il y a eu un grand intérét pour la découverte de nouveaux agents
antimicrobiens, due a une augmentation alarmante du taux des infections due aux
microorganismes résistant aux antibiotiques. Une des approches courantes pour la recherche
des substances biologiquement actives est le criblage systématique des micro-organismes ou
des plantes, qui sont des sources de beaucoup d'agents thérapeutiques utiles. En particulier,
I'activité antimicrobienne des huiles et des extraits de plantes ont formé la base de beaucoup
d'applications, y compris, pharmaceutiques, médicales et agro-alimentaires.

Les propriétés antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont connues depuis
I’antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le debut du 20éme siécle pour que les scientifiques
commencent a s’y intéresser. Un grand nombre de plantes, aromatiques, des plantes épices et
autres, possedent des propriétés biologiques trés importantes, qui trouvent des applications
dans divers domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et 1’agriculture
(Bahorun, 1997).

A partir des oses et des métabolites primaires, la plante synthétise une grande variété de
métabolites dits secondaires, plus complexes. Aujourd’hui, plusieurs de ces phytomolécules
ont déja été décrites mais un grand nombre reste encore mal connu et non caractérisé. Ces
composés constituent les principes actifs des plantes médicinales exploités dans la médecine
traditionnelle.

3.4. Description des bacteries étudiées:
3.4.1. Bactéries a Gram positif :

Les bactéries qui retiennent le cristal violet dans le procédé de coloration de Gram sont
appelées bactéries Gram positives. En taxinomie bactériologique, se sont des bactéries
enveloppées d’une membrane plasmique, doublée d’une épaisse paroi de peptidoglycane et

dépourvues d’une membrane externe. On peut citer :

e Staphylococcus aureus: Cette bactérie est une cocci a Gram positif ubiquitaire qui est
commensal de I'homme et se révéle étre pathogéne opportuniste dans certains cas.
S.aureus est aussi responsable d’infections nosocomiales, d’intoxications alimentaires
et sa résistance aux antibiotiques cause parfois un grand probléeme pour le traitement

des patients.
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e Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline « mrsa»: C’est une bactérie
multirésistante aux antibiotiques, fréquemment en cause dans les infections
nosocomiales (IN). Elle est également responsable de graves infections systémiques
telles que des septicémies (empoisonnement du sang), des pneumonies (infection des

poumons)... (Wagenvoort et al;1997).
3.4.2. Bactéries a Gram négatif :

Ce type de bacteries ne retient pas le violet de gentiane dans le procédé de coloration de
Gram. Elles sont enveloppées d’une membrane plasmique, d’une mince paroi de

peptidoglycane, et d’une membrane externe. On retrouve :

e Escherichia coli: qui est une Bacille aérobie et Gram négatif que ’on trouve
couramment dans le tube digestif de 1’étre humain et des animaux a sang chaud.
Certaines souches sont virulentes, capables de déclencher chez I’homme ou chez
certaines especes animales des infections spontanées des voies digestives ou urinaires

ou bien des méningites néo-natales (Patrick et al, 1988).

e Pseudomonas aeruginosa: est une bactérie bacille aérobie, Gram négatif et trés
mobile grace a un flagelle polaire. Elle est responsable de 10 % de I’ensemble des
infections nosocomiales, occupant le premier rang dans les infections pulmonaires et

le troisieme rang dans les infections urinaires (Richard et Kiredjian, 1995).

3.5. Caractéristiques de la souche fongique Candida albicans:

Les champignons ou « mycetes » ou « fungi » sont des organismes eucaryotes qui n’ont pas
d’organisation tissulaire et dont la masse cytoplasmique est enfermée dans une structure

pariétale rigide qui constitue le thalle ou myceélium.

Le genre Candida compte les levures pathogénes les plus fréquentes. Elles provoquent des
affections cosmopolites atteignant la peau, les ongles, les cavités naturelles et les divers

visceres par hémo-dissémination (Bouchet et al., 2005).

Ce sont des champignons, le plus souvent arrondies, globuleux et a bourgeonnement multiple.
IIs ont une surface cireuse avec une couleur blanc-cassée a creme. Candida albicans se trouve
dans les cavités naturelles de certains animaux et de I’homme. En pathologie cette levure est

la cause, de 70 a 80 % des cas de candidoses humaines (Bouchet et al. 2005).
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1. Matériel végetal :
1.1. Lawsonia inermis L:

Le matériel végétal est constitué par les feuilles de Lawsonia inermis, récolté dans la Wilaya
d’Adrar, située dans le sud-ouest d’Algérie. Les feuilles sont débarrassées du sable collé.
Aprés, le matériel végétal est séché a I’ombre et a température ambiante (Figure 10A). Apres
séchage, les feuilles sont conservées dans des bocaux hermétiques, a sec et a I’abri de

I’humidité.

1.2.  Nigellasativa L :

L'étude a porté sur les huiles fixes des graines de Nigella sativa L. Ces graines récoltées de la
région de Tlemcen, sont de couleur noire trés brillante de 5+0,2mm de taille. Elle posséde une
forme ovoide aplanie et lisse (Figure 10B). Les graines ont été soigneusement nettoyees,

concasseées et conservées a 1’abri de la lumiére.

1.3. Ricinus communis L:

Le matériel végétal est constitué par des graines. Ces graines de Ricinus communis L sont
récoltées au mois de Juillet- Aodt, période de maturation des graines, dans de la région de
Béni Aziz située au Nord Est a 70 Km de la Wilaya de Sétif (Figure 10C). Ces graines sont

conservée a I’abri de I’humidité dans des boites hermétiquement fermées.
1.4.  Foeniculum vulgare :

Le matériel végétal choisi dans la présente étude est représenté par les graines de Fenouil
bulbeux. Ces graines ont été récoltées de la région d’Ain Ouelman, wilaya de Seétif (Figure
10D). Elles ont été récupérées, concassées et conservées pour servir ultérieurement a

I’extraction.
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(A) Feuilles de L .inermis

(C)

Graines de R. communis

(D) Graines de F. vuloare

Figure N°10 : Les différentes parties des plantes étudiées

2. Matériel biologique :

Pour I’évaluation de I’activité antimicrobienne des huiles végétales fixes des plantes

médicinales étudiées

(Lawsonia inermis L, Nigella sativa L, Ricinus communis L ,

Foeniculum vulgare ), nous avons choisi quatre souches bactériennes et une souche fongique

de références. Ces dernieres sont disponibles au laboratoire du centre universitaire d’Ain
Témouchent (Tableau N°02).

Elles sont entretenues par des repiquages successifs et réguliers sur gélose nutritive pour les

bactéries et sur gélose sabouraud pour les levures puis conservées a +4°C.

Tableau N°02: Microorganismes utilisés pour I'évaluation de I'activité antimicrobienne.

Bactéries Code Pathogénicité
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 | Infection nosocomiales
Gram négatif
Escherichia coli ATCC 25933 | Gastro-entérite et infection urinaire
Staphylococcus aureus ATCC 25923 | Intoxication alimentaires
Gram positif
Staphylococcus aureus mrsa | ATCC 43300 | Infection de la peau ou infection de plaie
Levure Candida albicans ATCC 10231 | Infections fongique (candidose)
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3. Méthode:

3.1 Extraction des huiles fixes par soxhlet:

L’extraction des huiles fixes est réalisée a I’aide d’un soxhlet en utilisant de ’hexane comme
solvant et selon la procédure décrite par Abitogun et al. (2009). Ainsi 100g de chaque
échantillon ont été placés dans une cartouche qui sera ensuite inserée au centre de chaque
extracteur. Lorsque le solvant atteint le degré d’¢ébullition, la vapeur monte a travers un circuit
d’évaporation, se condense au niveau du condensateur et aprés son contact direct avec le
réfrigérant, il retombe sur I’extracteur faisant macérer 1’échantillon dans le solvant. Ce dernier
s’enrichit progressivement de composés solubles. Enfin, les mélanges obtenus sont placés
dans un évaporateur rotatif afin de récupérer 1’huile résiduelle qui va étre conservée dans de

petits flacons en verre et utilisée pour le reste du travail analytique (Figure N°11).

Traitement préparatoire de matériels végétal

l

Extraction d'hmiles végétales
Solution extractive Hexane 100g de I'échantillon
Pendant 3 heures
Extrait brut

k— Evaporation

Peser les huiles extraites

Figure N°11 : Schéma d’extraction des huiles fixes des plantes étudiées
(Akpan et al., 2006)
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3.2. Calcul du rendement :

Le calcul du rendement est définit comme étant le rapport entre la masse de I'huile fixe

obtenue et la masse de matiére végétale a traiter (Belyagoubi ,2014) :

R: Rendement en huile fixe.
MH : Masse d’huile récupéree en g.

Mvs : Masse de la matiere végétale utilisée pour I'extraction exprimée en g.

3.3. Détermination des indices physico-chimiques des huiles fixes extraites :

Les huiles végétales fixes sont caractérisées par leurs propriétés physiques (densité, pouvoir
rotatoire, indice de réfraction, miscibilité dans I’alcool,...) ainsi que par leurs propriétés
chimiques (indice d’acide, d’ester, d’iode et de carbonyle) permettant d’évaluer la nature des

composés organiques (acide, ester, alcéne, carbonyle) présents dans 1’essence.

Nous avons évalué les propriétés physico-chimiques de nos huiles fixes des quatre especes
sélectionnées suivant la pharmacopée Européenne (1997) et la commission frangaise de
normalisation (Dedier, 2000).

3.3.1. Propriétés physiques :

a- Caractéristiques organoleptiques :

Les propriétés organoleptiques (consistance, la couleur et 1’odeur) des huiles de nos plantes

étudiées sont regroupées dans le Tableau N°04.

b- Détermination de pH :

Le pH « potentiel hydrogéne » permet de mesurer l'activité chimique des ions hydrogénes
H'en solution. Le pH mesure I’acidité ou la basicité¢ d’une solution. Cette méthode décrit
I'acidite ionique du produit a analyser, son principe consiste a introduire I'électrode du pH-
meétre dans le produit apres le réglage de la température d'étalonnage. La lecture se fait
directement sur le pH-meétre.

Ainsi, les huiles végétales fixes extraites ont été caractérisées par leur pH.
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c- Densité relative :

La densité de nos huiles est déterminée par le rapport de la masse d’un certain volume de
I’huile et la masse du méme volume d’eau distillée pris a la méme température.

La détermination de la densité des huiles des plantes étudiées est réalisée a 1’aide d’une
seringue d’une capacité de 1mL au lieu du pycnomeétre. Le volume prélevé est de 0,20 mL
pour chaque huile, ainsi que pour 1’eau. La densité de chaque essence a été calculée a partir de

la relation suivante :

Dans laquelle :

m; : Masse en g de la seringue contenant 0,20 mL d’huile.
mp : Masse en g de la seringue vide.

m : Masse en g de la seringue contenant 0,20 mL d’eau.

d- Miscibilité & I’éthanol :

La miscibilité a 1’éthanol est déterminée par le volume (V) d’alcool nécessaire pour former
avec 0,5mL d’huile végétale un mélange homogene.

Donc un volume d’éthanol par fractions de 0,5 mL a été ajouté, a I’aide d’une burette, a
0,5mL d’huile fixe. Apres chaque ajout, le mélange est agité. Quand la solution devient
limpide, on note le volume d’éthanol additionné. Nous avons employé de 1’éthanol absolu

pour tous nos échantillons.

3.3.2. Propriétés chimiques :

a- Indice d’acide (1I,) :
L’indice d’acide exprime le nombre de mg d’hydroxyde de potassium (KOH) nécessaire a la

neutralisation des acides libres présents dans 1g d’huile. L’hydroxyde de potassium réagit

avec 1’acide selon la réaction suivante :

Pour cela a 1g de nos huiles testées, SmL d’éthanol a 96% et environ 5 gouttes d’indicateur
coloré (phénolphtaléine) sont mis dans un erlenmeyer. Ensuite, on titre par une solution

alcoolique d’hydroxyde de potassium (KOH) a 0,1N jusqu’a ce que la solution vire au rose.
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L’indice d’acide I, est déterminé par la formule suivante :

V : Volume en mL de la solution de KOH utilisé pour le titrage.
¢ : Concentration en mol /L de la solution de KOH.

m : Masse en g de la prise d’essai.

b- Indice d’ester(l) :

L’indice d’ester est le nombre de mg d’hydroxyde de potassium (KOH) nécessaire pour
neutraliser les acides libérés par hydrolyse en milieu basique des esters contenus dans 1g
d’huile fixe:

Pour cela, on introduit dans un ballon de 100 mL, 1g d’huile obtenue et 25mL d’une solution
alcoolique d’hydroxyde de potassium a 0,5 M a I’aide d’une burette, ainsi que quelques
pierres ponces.

L’ensemble est porté a reflux pendant 1h. Aprés refroidissement de la solution, on ajoute
20 mL d’eau distillée et 5 gouttes de phénolphtaléine. L’exceés de KOH est titré avec une
solution d’acide chlorhydrique a 0,1N jusqu’a la disparition de la couleur rose. Une opération
a blanc est réalisée dans les mémes conditions que précédemment. L’indice d’ester (I¢) est

calculé a I’aide de la relation suivante :

Vo: Volume en mL de la solution d’HCI (0,1N) mesuré pour 1’essai a blanc.

V1: Volume en mL de la solution d’HCI (0,1N) mesuré pour le calcul de .
m : Masse en g de la prise d’essai.

I, : Valeur d’indice d’acide.
c-L’indice de saponification (1)

Il est déterminé a partir de I et I, selon la formule suivante :

.........................................................
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3.4. Evaluation de I’activité antibactérienne des plantes étudiées :

L’activité antibactérienne des huiles fixes des plantes étudiées a été évaluée par deux

méthodes de référence:

- La technique de diffusion sur gélose Muller Hinton (méthode des disques).
- La méthode de microdilution en milieu liquide pour déterminer les Concentrations
Minimales Inhibitrices (CMI).

11 faut noter que le DMSO a la concentration finale utilisée, n’exerce aucune activité vis-a-vis

des souches testées.
3.4.1. Technique de diffusion sur gélose Muller Hinton (méthode des disques) :

Pour la préparation de I’inoculum, chaque culture bactérienne est ensemencée en stries sur
une gélose nutritive pour obtenir des colonies bien isolées. Aprés une incubation a 37°C
pendant 24 heures, quelques colonies sont transférées a I’aide d’une anse de platine dans un
tube a essai contenant de I’eau physiologique. Les densités optiques sont ajustées a 1’aide
d’un spectrophotometre «SSPECORD 200 plus» a une longueur d’onde de 625 nm. La densité
optique doit étre comprise entre 0,08 et 0,1 1’équivalent de 10 UFC/mL(CLSI, 2006).

L’inoculum ainsi préparé est dilué au 1/100éme dans de I’eau physiologique. La densité
optique finale obtenue de I’inoculum doit étre équivalente a 10° UFC/mL. Les boites de Pétri
contenant le milieu Muller Hinton gélosé sont ensemencées par écouvillonnage [(EUCAST,
2003) ; (Joffin et Leyral, 2006)]. Des disques de 6 mm de diamétre sont préparés en
extemporané a partir de papier filtre stérile, puis imprégnés avec ’huile fixe (10pL pour
chaque disque) a différentes concentrations. Les disques sont placés aseptiquement sur la
gélose inoculée prealablement. Les boites sont maintenues a 4°C pendant 1h pour que I’huile
puisse diffuser puis incubées a 37°C pendant 24 heures. L’activité antibactérienne est
déterminée par mesure du diametre des zones d’inhibition autour des disques. L’activité
antibactérienne se traduit par un halo translucide autour du disque dont le diamétre est mesuré

et est exprimé en millimétre (Joffin et Leyral, 2006).
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3.4.2. La méthode de la microdilution en milieu liquide (CMI) :

Le bouillon Muller Hinton (MHB) est largement utilis¢ comme milieu standard pour la
microdilution en plaque. Il permet une meilleure croissance de la plupart des bactéries
pathogénes non exigeantes, en plus de son faible effet antagoniste vis-a-vis des antibiotiques
(EUCAST, 2003). La microplaque a 96 puits permet de déterminer les CMI des différents
huiles fixes. Dans les puits des colonnes 1 a 8, nous avons introduit a I’aide d’une
micropipette 100uL de bouillon Muller Hinton (MHB). Ensuite, 100uL de I’huile fixe est
ajouté dans le 2éme puits (qui servira de témoin négatif) et 100uL dans le 3éme puits. A partir
de ce dernier, nous avons procédé a des dilutions de 100pL de puits & puits a 1’aide d’une
micropipette. Le facteur de ¥ est pris en considération dans le calcul des concentrations des
produits a tester. Chaque puits contient 100uL. de bouillon et le produit test¢ en dilution.
Ensuite, nous avons additionné 100pL de ’inoculum (10°UFC/mL) dans les 96 puits sauf
ceux de la colonne 2 (témoin négatif). Le puits 1 sert de témoin positif (100uL du bouillon et
100uL de I’inoculum). La microplaque est couverte et incubée a 37°C de 18 a 20 heures. La
lecture se fait a I’ceil nue sachant que la CMI est la plus faible concentration de la substance
testée, a laquelle aucun trouble visuel n’est observé. Nous avons utilisé comme antibiotique

de référence la gentamycine a une concentration finale de 5 mg/mL.

3.4. Evaluation de ’activité antifongique vis-a-vis des levures :

L’évaluation de I’activité de nos huiles vis-a-vis des levures est réalisée par la méthode de
diffusion sur milieu solide recommandée par CLSI (Espinel-Ingroff, 2007).

Nous avons utilisé le milieu Mueller Hinton additionné de 2% de glucose et de 0,5 pg/mL de
bleu de méthyléne. L’inoculum équivalent au 0,5 McFarland est préparé selon les mémes
étapes que celles décrites pour les bactéries sauf que I’absorbance est de 1’ordre de 0,12 2 0,15
a une longueur d’onde de 530 nm équivalent a 1-5 10° UFC/mL. L’ensemencement est
effectué par écouvillonnage. Les disques immergés par les produits a tester sont déposés apres
séchage de la boite. Ces dernieres sont maintenues a 4°C durant 1 heure puis incubées a 35°C

pendant 24h. La lecture est realisee de la méme facon que celle décrite pour les bactéries.

L’étude de la CMI des levures est realisee de la méme maniére que celles des bactéries, sauf
que le milieu de culture utilisé est le milieu sabouraud liquide. L’inoculum est ajusté a une

absorbance de 1’ordre de 0,12 4 0,15 lue a 530 nm.
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1. Calcul du rendement :

Dans cette étude, le rendement a été déterminé par rapport a 100g de la matiere végétale.
Le poids de I’huile fixe est déterminé par la différence entre le poids du ballon plein (aprés
évaporation) et le poids du ballon vide (avant évaporation).

Les rendements en huiles fixe des quatre espéces sont représentés en pourcentage dans le
tableau N°03.

Tableau N°03 : Rendements des huiles végétales fixes.

Espece Rendement
Lawsonia inermis 1,16%
Nigella sativa L 9,18%
Ricinus communis L 26,3%
Foeniculum vulgare 8,26%

D’aprés les résultats représentés dans le tableau N°03, nous pouvons déduire que les plantes
étudiées contiennent effectivement des huiles fixes et les rendements en huile de Ricin sont
les plus éleves dont le taux est estimé a 26,3%, suivi par I’huile de Nigelle (9,18%), en suite
I’huile de Fenouil (8,26%). En ce qui concerne L. inermis, ses feuilles possedent un faible
rendement en huile fixe (1,16 %).

Rendement %

30 26,3
25
20
15

1 ‘
10 9,18 8,26

5 1,16
0

1 espéces
H Lawsonia inermis  ® Nigella sativa L i Ricirus commuris  ® Foeniculum vulgare
Figure N°12 :

Représentation graphique des rendements des huiles fixes étudiées.
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Selon la figure N°12, les résultats des rendements enregistrés sont comparables a ceux
obtenus dans d’autres études. En effet, le rendement en huile fixe des feuilles de L.inermis
est inferieur a celui obtenu par Fagbohoun et ses collaborateurs (2014) qui ont travaillé sur
la méme espéce mais le solvant utilise était différent. Le taux obtenu était égale a 6,66%.

Le rendement en huile fixe de N. sativa est nettement inférieur a celui obtenu par
AchourTani (2013) qui est égale a 24%. Le rendement en huile végétale de Ricin obtenu est

inferieur a celui relevé par Alloune et ses collborateurs (2012), qui est égale a 45%.

Tandis que le rendement de I’huile de Fenouil est supérieur a celle qui est enregistré par
Anwar et ses collaborateurs (2009), et qui ont travaillé sur les graines mais avec la méthode

d’hydrodistillation. Leur rendement était estimé a 2,81%.

Ces variations pourraient étre expliquées par la provenance géographique des échantillons
notamment le facteur climatique, la date de récolte des graines, la durée et les conditions de
conservation (Belabid, 2014). Le rendement différe aussi entre les plantes de la méme espéce,

d’un stade de développement a un autre et d’une saison a une autre (Perry et al., 1999).

La méthode d’extraction est une opération importante qu’il faut mener avec soin. La récolte,
le séchage, et le stockage influencent largement sur le rendement ainsi que la qualité

organoleptique des huiles (Benjilali., 2005).

Le rendement d’extraction est le rapport de la quantité de substances naturelles extraites par
I’action extractive d’un solvant. Il dépend de plusieurs paramétres tels que: le solvant, le pH,
la température, le temps d'extraction et la composition de I'échantillon (Quy Diem Do et al.,
2014).
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2. Détermination des indices physico-chimiques des huiles fixes :
2.1. Propriétés physiques :

2.1.1. Caractéristiques organoleptiques :

Les résultats illustrés dans le tableau N°04 montrent que les critéres organoleptiques varient
d’une huile a une autre. En effet chaque huile a ces propres caractéristiques qui lui

corresponde.

Tableau N°04: Aspect des différentes huiles fixes obtenues

Huile Consistance Couleur Odeur
Lawsonia inermis Peu visqueux Marron Tres aromatique
) ) o ) Trés aromatique, épicée,
Nigella sativa Liquide Orangé-brun )
piquante.
Ricinus comunis Liquide jaune trés claire Peu prononcée
Foeniculum vulgar Liquide limpide  Jaune pale Aromatique anisée

Selon I’expérimentation, les huiles fixes étudiées sont liquides a une température ordinaire,
avec une légére viscosité pour huile de Henné avec une nuance de couleur qui varie entre le
jaune-claire, I’orangé-brunet et le marron. En effet, la couleur d’une huile fixe est un indice
tres important pour la détermination de sa qualité. Elle nous indique la présence des pigments
colorés (caroténoides, xanthophylles...).

Concernant 1’adorat des huiles fixes, les huiles de Ricin et de Fenouil présentent une odeur
peu prononcée contrairement a 1’huile de Henné et de Nigelle qui sont trés aromatique. On
peut expliquer cette différence d’odeur des huiles obtenues par la différence des parties des
plantes utilisées. Des notes olfactives proches des ardbmes originales des especes fraiches
utilisées sont enregistrées pour les quatre huiles fixes, avec un caractére aromatique qui
caractérise les huiles obtenues par la méthode d’extraction au Soxhlet.

On note que nos huiles ont des caractéristiques organoleptiques du méme ordre et avec les
propriétés que ceux donnés par la littérature et par la direction de normalisation (nouvelle
direction aromatique) (AFNOR, 2000).
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2.1.2. Analyse physico-chimique des huiles fixes :

La détermination des propriétés physique des graines est indispensable pour maitriser leur
traitement au cours des procedés de fabrication (Juliano et al., 1990). Les valeurs de la
densité, du pH et de la miscibilité a I’éthanol des essences vegétales obtenues sont regroupées
dans le tableau N°05.

Tableau N°05: Caractéristiques physico-chimiques des huiles fixes des plantes étudiées.

Propriétés physique Miscibilité a 1I’éthanol
Lawsonia inermis L 4.5 0.66 1V/13 V I’EtOH
Nigella sativa L 6.43 0.66 1V/12.2 V I’EtOH
Ricinuscommunis L 6.33 0.96 1V/12.1 V &’EtOH
Foeniculum vulgar 3.33 0.89 1V/16 V d’EtOH

a- LepH:

A la lumiere des résultats obtenus dans le tableau N°05, nous remarquons que nos
échantillons ont un caractére acide (pH<7). Ce dernier est d0 a plusieurs facteurs tels que : les
facteurs climatiques, le pH du sol et les facteurs génétiques. Les huiles de Ricin et de Nigelle
enregistrent un pH presque identique avec une valeur supérieur a celle de I’huile de Henné et

de Fenouil. Ces valeurs répondent aux normes données par la pharmacopée européenne.

Les résultats obtenus dans nos études sont proche des résultats obtenus dans d’autres études.

En effet, I’huile des quatre plantes sélectionnées ont enregistré des valeurs similaires a ceux

de Mussa, (2012), Fararh, (2004) , Akpan et al, (2006) , Fernandez, (2006).

Le pH est un facteur clé, influencant 1’assimilation des éléments par la plante et de ce fait, la
composition chimique des huiles. Il a été établi que I’efficacité de I’huile augmente avec la
diminution du pH de la plante (Stéphane et al, 2004).

Il convient de souligner que le pH joue un réle déterminant au cours des réactions chimiques
et biochimiques et peut influencer les propriétés stabilisatrices d'une huile. Par conséquent,

-42-




Résultats et discussion

ces résultats peuvent amener a un bon caractere stabilisateur contre les microorganismes. Ceci

permettra a ces huiles fixes de jouer le réle de conservateurs dans les produits alimentaires.
b- Densité :

La détermination de la densité d’une huile nous renseigne sur sa pureté. Elle est en fonction
de la composition chimique des huiles et de la température (Karleskind, 1992). Dans notre
étude, nous avons déterminé ce critere de pureté a une température de 20°C. Les valeurs de
densité des quatre huiles sont comprises dans la norme établie par le Codex Alimentarius
(1983).

dZOZO
1,2 -
0,96
1 - 0,89
M lawsonia inermis
0,8 - 0,66

0,66
0,6 -
0,4 -
0,2 -
0

M nigella sativa
M ricinus communis

M foeniculum vulgar

H

Evolution de la densité des huiles fixes des plantes étudiées.

éspeces

Figure N°13 :

Selon la figure N° 13, on constate que la densité en huile fixe du Ricin et de Fenouil
respectivement est supérieure a celui de Henné et de Nigelle. En effet, pour I’huile de
Nigelle, nos résultats sont inferieur a la norme indiqué dans la littérature. Les bienfaits et
’utilisation des huiles en cosmétique et en santé naturelles, doivent présenter un intervalle de
norme entre 0.90 a 0.92.

D’aprés Akpan et ses collaborateurs (2006), la densit¢ de I’huile de Ricin est presque
identique a celle de nos résultats (0,9587). En fin, la densité de I’huile de Fenouil est égale a
celle de Garnero (1991), qui a enregistré une valeur de 0.889 a 0.921.

La densité est une caractéristique physique d’une grande importance lors de 1’évaluation de la
qualité d’une huile. D’aprés nos résultats, nous remarquons que quelque soit les différences
obtenues avec d’autres études, nos valeurs de densité reste conformes a la norme d’AFNOR
(NFT 75, 111,2000).
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Cc- Miscibilité a I’éthanol :

La miscibilité indique si deux liquides peuvent se mélanger pour former une solution
homogéne. D’aprés les résultats illustrés dans le tableau N°06, on peut déduire que les huiles

fixes de Ricin et de Nigelle sont les plus solubles comparées a celles de Henné et de Fenouil.

La miscibilité a 1’éthanol de I’huile de Fenouil est similaire a celle rapporté par Seddik, en
2010. Ce dernier a enregistré une valeur de 1V/16.8V d’EtOH, et qui reste supérieur a celle

apporté par Ouis (2015) qui a enregistré un taux de miscibilité égale a 1V/5V d’EtOH.

2.2. Les propriétés chimiques :

Les résultats obtenus de I’analyse chimique des huiles fixes sont regroupé dans le

Tableau N°06 qui représente 1’indice d’ester I’indice d’acide et 1’indice de saponification.

I'a s

(mg de KOH/g MG) (mg KOH/g d’huile)

Lawsonia inermis L 23.01 5,04 28.05
Nigella sativa L 10,665 3,36 14,026
Ricinus communis L 110.34 1,86 112.2
Foeniculum vulgar 25 25 28 28.05

120 - Hle
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g0 - MIs
8
5 60
k=

40 -
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Figure N°14 :

Repreésentation graphique des indices chimiques des huiles fixes des plantes étudiées.
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2.2.1. Indice d’acide :

L’indice d’acide (la) est la masse de potasse (en %) nécessaire pour neutraliser les acides gras
libres du corps gras. Il indique le degré d’altération des esters (essentiellement des
triglycérides) présents dans le corps gras, et le comportement et la quantité des acides libres
présents dans nos huiles. D’aprés les résultats obtenus dans le tableau N°06 et la figure
N°14, I’huile de Henné présente un indice d’acide plus élevé (5,04) par rapport a celui de
I’huile de Nigelle et I’huile de Fenouil. Par contre, I’huile de Ricin présente I’indice d’acide le
plus faible (1,86).

La valeur ¢élevée de I’indice d’acide de Henné serait liée a la nature intrinséque des feuilles ol
certaines huiles fixes sont caractérisées par une acidite élevée (Patterson, 1989), qui est due a
la présence des acides gras libérés par 1’action des lipases favorisées par le broyage qui

mettait en contact la lipase avec les lipides (Alibert, 2001).

D’aprés les résultats obtenus, on constate qu’il y a une concordance entre 1’augmentation de
I’indice d’acide et la diminution des pH. L’exemple de Henné qui présente des indices d’acide
élevé concorde avec la faible valeur du pH de ces essences.

Concernant I’huile de Ricin, nos résultats sont proches de ceux de Akpan et ses
collaborateurs (2006), qui ont enregistré un indice d’acide égale a 1,148. Concernant 1’huile
fixe de Fenouil, le taux d’indice obtenu est plus grand que celui de Seddik (2010) qui ont
enregistrée une valeur de 0.90. Tandis que I’huile de Nigelle présente des valeurs qui sont en

accord avec les normes citée par Achour Tani (2013).

L’indice d'acide qui mesure la quantité d'acides gras libres résultant des réactions
hydrolytiques des triglycérides est un critére de qualité permettant de rendre compte de I'état
de conservation d'une huile. Une huile de bonne qualité doit présenter une acidité nulle. Dans
notre cas, aucun échantillon analysé ne présente une acidité nulle, mais nos résultats obtenus
montrent une acidité faible pour les 4 huiles entre (2.8-3,36 mg kOH/g MG) et une légere
acidité (5.04 mg kOH/g MG) pour I’huile d’henné. Ceci peut étre expliqué par une mauvaise

conservation de celle-ci.

L’indice d’acide élevé d’une huile peut étre bénéfique si ces essences sont ajoutées a un
produit alimentaire possédant des matieres grasses et des acides gras libres oxydables.

Cet effet stabilisateur protége ou limite I’oxydation des acides gras libres insaturés des
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produits alimentaires ce qui améliore a la fois la qualité nutritionnelle et organoleptique de

ces produits.
2.2.2. Indice d’ester :

Le taux d’indice d’ester de I'huile de Ricin est le plus significatif (110,34) par rapport a celui
de Henné et de Fenouil (plus ou moins 25). Tandis que I’huile fixe de Nigelle posséde I'indice
le plus faible. Les résultats obtenus par Seddik (2010), concernant 1’huile de Fenouil sont
égale a 23,57, ce qui est en accord avec nos résultats.

Toutes nos huiles fixes sont dans les normes. Plus I’indice d’ester est élevé plus les huiles sont
riche en esters. Cependant, I’indice d’ester peut aussi étre influencé par d’autres facteurs, tels
que les conditions dans lesquelles s’effectuent I’hydrolyse (c’est-a-dire dans quel type
d’alambic, les constituants de ’eau utilisée pour le chauffage,...). De maniére générale, les

huiles de trés bonnes qualités ont un indice ester trés élevé.
2.2.3. Indice de saponification :

L’indice de saponification rend compte de la longueur des chaines hydrocarbonées des acides
gras. C’est la quantité de potasse, exprimée en milligrammes, nécessaire pour saponifier 1 g
de corps gras.

L’indice de saponification des huiles fixes des graines de Nigelle est de 1’ordre de 14,026.
Celui de Henné et de Fenouil sont identiques et sont estimés a 28.05. En fin, I’indice d’acide
de Ricin présente le taux le plus élevé et qui est estimé & 112,2. Ce résultat est comparable a
celui obtenu par Akpan et ses collaborateurs en 2006, qui ont enregistré un taux de 185,83.
Une étude ultérieure faite par Azag et Makhlouf (2014), sur I’huile de Nigelle rapporte une
valeur d’IS égale a 207,33. Cette valeur est plus élevée que celle trouvée dans notre étude. Les
résultats obtenus par Seddik (2010), sont inferieurs aux notre (19.09).

Les indices de saponification nous renseignent sur la richesse et la nature des acides gras
contenus dans les huiles. Cela implique que ces huiles contiennent une forte quantité d’acides
gras avec un important poids moléculaire. L’indice de saponification rend compte de la
longueur des chaines hydrocarbonees des acides gras. Plus le poids moléculaire est éleve plus
I’indice de saponification est faible (Bruni et al., 1994). Dans ce cas, nous pouvons déduire

que notre huile fixe de ricin est plus riche en acide gras insaturés que les autres huiles testées.
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3. Evaluation de ’activité antibactérienne des plantes étudiées :

3.1. Technique de diffusion sur gélose Muller Hinton (méthode des disques) :

L’objectif de ce travail est de mettre en évidence un éventuel effet antibactérien des drogues
obtenues. Le principe comme il a été déja décrit consiste a ensemencer une boite de milieu
gélosé par un germe-test et I’amener au contact de la substance a tester au niveau d’une petite
zone déterminée. Apres la mise a 1’étuve pendant 24 heures, I’action de I’huile est déterminée
par le diamétre du halo d’inhibition qui apparait clair autour de la zone de contact (Tableau
N°07) (Vanden-Berghe, 1991). L’échelle de I’estimation de 1’activité antimicrobienne est
donnée par Mutai et al., (2009) ; ils ont classé les zones d’inhibitions de la croissance en 4

classes (Tableau N°17).

Tableau N°07 : Transcription des valeurs des diamétres d’inhibition (D)

Inhibition Sensibilité
D<8mm Reésistante
9mm>D<14 Sensible
15mm>D<19mm Assez sensible
D>20mm Trés sensible

Pour 1’évaluation du potentiel antimicrobien de nos huiles fixes, nous avons préféré les tester
contre cing souches microbiennes de références, car chacune d’elles possédent des structures
cellulaires et un métabolisme particulier [(Athamina, 2010) ; (Djahra, 2014)].

Les résultats des tests qualitatifs de ’activité antibactérienne des huiles fixes obtenues sont

regroupés dans le tableau N°08.

Tableau 08: Diameétres des zones d’inhibition (mm) des huiles fixes des quatre plantes

vis-a-vis des bactéries a Gram négatif et a Gram positif.

Huiles i . . .
Bactéries R.communisL | N.sativa | | inermis | F.vulgare
Staphylococcus aureus mrsa
ATCC 43300 18mm 25 mm 30mm 32mm
Gram | Staphylococcus aureus
positif | ATcC 25923 13mm Omm 22mm Omm
Escherichia coli  ATCC
25992 12mm Omm 30mm 25mm
Gram | pseudomonas  aeruginosa
négatif | ATcc 27853 Omm 14 mm 13mm 21mm
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a. L’huile de L. inermis :

D’apres la figure N°15, on constate que les zones d’inhibition de L. inermis sont importantes
ce qui montre leur pouvoir antibactérien. L’huile fixe de Henné a montré une tres forte
activité vis a vis des trois souches de: S. aureus mrsa, S. auress et E. coli avec des diametres
d’inhibitions égale a 30mm, 22mm et 30mm respectivement. P.aeruginosa a présenté une
zone d’inhibition de 13mm donc elle est considérée comme sensible. On pourra dire que tous

les souches testées sont tres sensibles a 1’huile de Henné.

Ces résultats sont en accord avec I’étude de Benabedallah (2012), qui a montré que les
feuilles de L. inermis présente une activité antimicrobienne vis -a- vis des trois souches de nos
bactéries testées. En effet, une activité moyenne a été observée sur des souches d’E.coli et de
S.aures. Tandis qu’une faible activité a été enregistrée vis-a-vis de la souche P. aeruginosa.

Ceci concorde avec nos résultats obtenus.

Diametre

35 -

30 -

25 -
H lawsonia inermis

20 A

15 -

10 -

5 .
ouche bactérienne

0 -

S, aureus mrsa S, aureus E, coli P, aeruginosa
Gram positif ‘ Gram négatif ‘

Figure N°15: Activité antibactérienne de I’huile de Henné vis-a-vis des quatre souches

bactériennes testées.

On peut conclure que ’huile de Henné agit sur les bactéries a Gram négatives et sur les
bactéries a Gram positives. Les feuilles de Henné possédent des propriétés antibactériennes
d’une nature étendue. Il est plus au moins actif selon les espéces. Cette activité
antibactérienne est due a des composés phénoliques et principalement a la lawsone, a I’acide
gallique et au 1,4 naphtoquinone (Munshi et al., 1977).
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L'activité antibactérienne des produits naturels dérivés de cette plante tels que

naphthoquinone alkannin et shikonin et leurs dérivés ont été étudiée (Riffel et al., 2002).
En général, ils sont actifs contre les bactéries Gram-positif telles que Staphylococcus aureus
(Papageorgiou et al., 1999). Emori et ses collaborateurs en 1993, démontrent que le Henné

a une action inhibitrice contre les deux germes Gram négatif et Gram positif.

b. L’huile de Nigelle :

L ’huile de Nigelle a une activité variable sur les souches & Gram positif comme S. aureus
mrsa , qui péresente une sensibilité forte , traduite par une zone d’inhibition importante
estimée a 25 mm (Figure N°16). Ce résultat va dans le méme sens que celui de Harzallah et
ses collaborateurs (2012), qui ont trouvé que la souche de référence Staphylococcus aureus
mrsa ATCC 43300 était la plus sensible des souches bactériennes testées.

Nos résultats montrent que parmi les bactéries a Gram négatif testées, ’espece P. aeruginosa
était sensible a I’huile de graines de Nigelle avec un diamétre de 14 mm. Ce résultats
concorde avec ceux de Harzallah et al., (2012), qui ont démonté que le diamétre d’inhibition
de cette souche ne dépassant pas les 12.33 mm par la méthode de diffusion des disques.

Dans le cas des bactéries S. aureus et E. coli, I’huile de N. sativa n’a exercé aucune activité
antimicrobienne. Ce résultat est identique a celui obtenu dans les travaux de Kokdil et al.,
(2005) et Mariam et Abu-Al-basal (2009).

Diamétre

30 ~
25
25 -

20 A
15 - 14
E Nigellasativa
10 -+
5 .
0 0

0

S, aureus mrsa| S, aureus ‘ E, coli P, aeruginosa | ¢\ he bacterienne

Gram positif Gram négatif

Figure N° 16: Activité antibactérienne de I’huile de N. sativa vis-a-vis des quatre souches

bactériennes testées.
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Les constituants des graines de Nigella sativa tels que la thymoquinone et le thymol, sont
caractérisés par plusieurs activités pharmacologiques telles qu’anti-inflammatoire
(Mutabagani et EI-Mahdy, 1997), et antibactérienne (Hosseinzadeh et al., 2007).

Le Thymol et carvacrol, isolées dans des herbes telles que le thym, sont des membres de la
famille de menthane. Les huiles contenant ces terpenes phénoliques se sont avérées
particulierement efficaces en tant qu’agents antibactériens (Crozieret al., 2006). Ces donnés
confirment que la thymoquinone et le thymol d'huile de graines de Nigella sativa ont des
effets antibactériens.

Cependant, les équipes de Mccutcheon (1995) et de Harzallah et al., (2012) soulignent
fortement que 1’origine de I’activité antimicrobienne de cette huile pourrait étre attribuée a la
présence de certains acides gras tels que ’acide linoléique (58.73% des AGT) et 1’acide

oléique (21.67% des AGT) qui demeurent des composes majoritaires.

D’autres études ont montré que les acides gras insaturés a long chaine sont des substances
bactéricides des microorganismes pathogenes incluant la S. aureus résistant a la Methicillin
(SARM) responsable de la surinfection post opératoire (Nadkarni, 1976).

c. L’huile de Ricin :

Les résultats illustrés dans la figure N°17 montrant que I’huile fixe de Ricin a une trés forte
activité inhibitrice vis-a-vis des souches S.aureus mrsa, S.aureus, E.coli testées avec des
diamétres égales & 18mm, 13mm, 12mm respectivement.

P. aeruginosa a présenté un diamétre d’inhibition nulle, ce qui est explicable par la résistance
totale contre huile de Ricin. En revanche, les bactéries a Gram positif ont des zones

d'inhibition plus grandes que celles des bactéries a Gram négatif donc ils sont assez sensibles.

Nos résultats sont en accord a celle de Bedreddine et ses collaborateurs (2018), qui ont
trouvé que I’huile de Ricin présente 1’activité la plus élevée contre S.aureus et la plus faible
contre P.aeruginosa avec des valeurs des zones d’inhibitions qui sont presque similaires a nos
valeurs. Grace a cette activité notre plante peut étre utilisée dans les industries

agroalimentaires afin d’éviter les intoxications et la dégradation des aliments.
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Diamétre

20
18
16
14
12

10 H Ricinuscommunis L

0

o N B O

souuche bacterienne

S ,aureus mrsa S, aureus E, coli P, aeruginosa

Figure N°17 : Activité antibactérienne de I’huile de Ricin vis-a-vis des quatre souches

bactériennes testées.

Des études plus récentes ont montré que les polyphenols présentent une activité
antibactérienne importante (Ferrazzano et al., 2011). Ces composés agissent par deux
mécanismes d’actions qui en premier consiste a l’inhibition de la synthése d’acide
nucléique des bactéries (Wu et al., 2013) et en deuxiéme provoquent I’endommagement des

membranes cellulaires des bactéries (Tsuchiya et Linuma, 2000).

d. L’huile de Fenouil :

D’apres la figure N°18, I’huile fixe de Fenouil a montré une trés forte activité envers les trois
souches de : S.aureus mrsa , E.coli et p.aeuginosa dans les diametres sont estimés a 30mm,
25mm et 21mm respectivement. Comparativement avec les résultats de Bouguerra (2012),
les trois bactéries sont sensible avec des zones d’inhibitions plus on moins faible que ceux

obtenues dan notre étude.

Concernant la souche S.aureus, elle a présenté une forte résistante contre I’huile de Fenouil.

Ce résultat en accord avec celui enregistré par Piochon, (2008).
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Diamétre
35 - 32
30 -
25
25 - 21

20 - H Foeniculum vulgar u

15 -
10 -

0
0 souche bacterienne

S, aureus mrsa S, aureus ‘ E, coli P, aeruginosa ‘

Gram positif ‘ Gram négatif

Figure N°18 :
Activité antibactérienne de I’huile de Fenouil vis-a-vis des quatre souches bactériennes

testées.

Les principaux constituants de I’huile fixe des gaines de Fenouil sont : le Trans-anéthol, le
fenchone, ’estragole et le limonene (hydrocarbures monoterpéniques). Le fenchone est le
constituant responsable des propriétés biologiques, par conséquent seulement les variétés de
Fenouil contenant une bonne proportion de fenchone conviennent qu’on exploite leurs

activités biologiques (Vienna et al., 2005).

Récemment, certains chercheurs ont rapporté que ces hydrocarbures monoterpéniques ou ses
quiterpéniques et leurs dérivés oxygénés, sont les principaux composants des huiles, qui
présentent une activité antimicrobienne (Cakir et al., 2004). Ces résultats soutiennent
fortement cette étude, puisque 1’huile de fenouil contient ces composés, ce qui confirme son

efficacité comme agent antimicrobien naturel.
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3.2. La méthode de la microdilution en milieu liquide (CMI) :

La détermination de la concentration minimale inhibitrice des huiles de Lawsonia inermis,

Nigella sativa, Ricinus communis et Foeniculum vulgare est effectuée par la méthode de

microdilution sur microplaque a 96 puits. Cette technique quantitative permet de déterminer

I’intervalle de concentrations qui inhibent effectivement la croissance bactérienne.

Sur la base des résultats obtenus, nous pouvons dire que les valeurs des CMI varient d’une

bactérie a une autre en fonction des différentes huiles fixes étudiées. Ces derniers sont

beaucoup plus actifs sur les bactéries a Gram positif que sur les bactéries a Gram négatif.
Les CMI varient de 0,04 a 12,5 mg/mL chez les bactéries a Gram positif et de 0,04 a 50

mg/mL chez les bactéries & Gram négatif.

Les résultats obtenus sont représentés dans le Tableau N°10:

Tableau N° 10 : Concentration minimale inhibitrice (CMI, mg/mL) des huiles fixes

testées.

Lawsonia
Huile | inermis

Bactérie

Staphylococcus
aureus mrsa 0,04
ATCC 43300

Gram + | "gaphylococcus
aureus ATCC 0,39
25923
Escherichia coli

Gram- ATCC 25922 0,04

Pseudomonas
aeruginosa 0,04
ATCC 27853

Nigella
sativa

6,25

12,5

1,56

50
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Ricinus
communis

0,39

0,19

0,04

0,19

6,25

6,25

3,12

3,12

Foeniculum | Antibiotique
vulgare

Gentamicine
Ampinax

(5mg/mL)

0,62

2,5

0,15

0,62
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Les résultats obtenus dans le tableau N°10 des différents huiles fixes testées sur les quatre

souches bactériennes, montrent que :

a. L’huile de L.inermis est douée d’une bonne activité antibactérienne avec une CMI égale a
0,04 mg/mL et ceci vis-a-vis de S. aureus mrsa, E .coli et de P. aerugenosa. Ces résultats sont
en accord avec ceux obtenus par Rahmoun et al.,( 2008) et Sharma et al., (1995). On peut
suggerer que l'activité antimicrobienne des feuilles de Henné est largement influencée par
I'action de la Lawsone.

L’huile de Henné posséde des propriétés antibactériennes d’une nature étendue. Cette
activité antibactérienne est due a des composés phénoliques et principalement a la lawsone,

I’acide gallique et la 1,4 naphtoquinone (Munshi et al., 1977).

b. L’huile de Ricin est lui aussi trés actif vis-a-vis de S.aureus, E.coli et P.aeruginosa avec
des CMI égale a 0.19, 0.04 et 0.19 mg/mL respectivement. Nos résultats sont semblables aux
résultats de la recherche expérimentale biologique d’ Etchike et ses collaborateurs en 2011.
Des décoctions d’huiles de Ricinus communis, ont été étudiées in vitro pour évaluer leur
activité antibactérienne. lls présentent une inhibition de la croissance bactérienne. Les
concentrations minimales inhibitrices (CMI) varient entre 0,05mg/mL et 2,64 mg/mL. Ces
résultats montrent que les graines de R.communis sont plus riches en composés phénoligues,
et sont plus riches en flavonoides. Ceci nous permis de conclure que ’huile de ricin posséde

une bonne activiité antimicrobienne (Bedreddine, 2018).

c. Par contre I’huile de Nigelle s’est montré la moins active par rapport aux autres huiles
avec une CMI qui varie entre 1,56 et 50 mg/mL. D’apres 1’étude de Beddou (2016), les
valeurs de CMI de I’huile de Nigelle varient entre 6,4 < CMI < 12,8 mg/mL. Ces résultats
sont en accord avec les notre. Ces mémes valeurs de CMI ont été trouvées par Kamni et

Senouci Bereksi en 2015.

d. L’huile de Fenouil présente des CMI intéressantes vis-a-vis d’E. Coli et de P. aerugenosa
et qui sont égales a 3,12 mg/mL. Plusieurs études sur ’activité antibactérienne et antifongique
de F. vulgare ont été rapportées dans la littérature ; Taie et al., (2013) et Sigh et al., (2006)
montrent que I’extrait de la tige de fenouil a montré une forte inhibition des souches

bactériennes. L’huile de Fenouil est considérée comme une riche source en composés
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phenoliques tels que les flavonoides, les acides phénoliques, les coumarines et les
tannins. ...etc.

En comparant ces valeurs avec celles obtenues avec 1’antibiotique de référence, nous
remarquons que l’effet inhibiteur de I’antibiotique de gentamicine est plus important.
Concernant les especes bactériennes testées, nous remarquons qu’il ya une différence de
sensibilité parmi les souches qu’il s’agisse de Gram positives ou de Gram négatives (les plus
résistantes).

Ainsi, I’espéce S. aureus s’est révélée la plus résistante a toutes les huiles fixes testées,
contrairement a E.coli qui est a la plus sensible a toutes les huiles testées par des CMI les plus

faibles, ce qui confirme la similitude des résultats obtenus par les deux techniques utilisées.

4. Activité antifongique :
4.1. Technique de diffusion sur gélose Muller Hinton (méthode des disques)

Les résultats de 1’activité antifongique des huiles fixes de Lawsonia inermis, Nigella Sativa,
Ricinus communis et de Foeniculum vulgar vis-a-vis de la levure du genre Candida albicans

sont représentés dans le tableau N°09.

Tableau N°09 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) des huiles fixes des quatre

plantes vis-a-vis de la souche Candida albicans.

Levures L. inermis N. sativa R. communis L F. vulgare
Candida Albicans 13mm 0 20mm 0
ATCC 10231

Selon la figure N°19 illustré ci-dessous, nos résultats confirment I’inactivité des deux huiles
de Nigelle et de Fenouil vis-a-vis de cette levure. Tandis que 1’huile de Ricin et de Henné
possedent des activités antifongiques avec des diamétres d’inhibitions de 20mm et 13 mm

respectivement.
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Diameétre
25 - H Levures Candida Albicans
20
20 -
15 -+ 13
10
5 -
0 0
0 - ' ' ' ' " Huile de plante
® o " o
& & R
8 W o 3
n A « &
\0' '% eﬁ\ \\)
R N X o
\@Qs L o
$‘° {0
Figure N°19 :

Activité antifongique des huiles fixes étudiées vis-a-vis de C. albicans.

a. L’huile de L. inermis :

Les résultats des tests quantitatifs de 1’activité antifongique de 1’huile de L.inermis sont
mentionnés dans le tableau N°09. Nous pourrons dire que cette huile fixe possede une
bonne activité vis-a-vis de la souche de Candida albicans.

Des études portées par Brigham et al., (1999) et Riffel et al., (2002), ont démontré que les
molécules qui inhibent la croissance de souches fongiques sont la juglone, la lawson, et la
plumbagone.

L’équipe de Rahmoun (2010) affirment que les différents extraits du henné sont des
fractions les plus actives contre la levure C. albicans. Ces données suggérent que cette activité
est fortement liée a la présence de la lawsone dans des feuilles de henné. L'inhibition de la
croissance de micro-organismes témoigne que le Henné Algérien peut étre largement exploité

dans la recherche de nouveaux médicaments antimicrobiens.
b. L’huile de Nigelle :

Les résultats de 1’activité antifongique ont révélé aussi 1’inefficacité des huiles fixes des
graines de Nigelle contre la levure testée. Nos résultats sont en accord avec ceux rapportés

par Benzine (2014), qui ont révélé 1’absence d’activité antifongique de 1’huile de Nigella
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sativa contre Candida albicans. Cette inefficacité pourrait étre corrélée a la différence

morphologique et a la diversité des mécanismes biochimique de la levure.

c. L’huile de Ricin :

D’aprés la figure N°23, on remarque que I’activité antifongique de 1’huile de Ricin est
importante vis-a-vis de candida albicans. Nos résultats sont on accord avec ceux de Maruf
O Yekeen et al, (2014).

Par ailleurs Rabia et Asghari (2012) ont montré que 1’extrait méthanolique des feuilles de
R. communis présentait une activité antifongique estimée a 59,5% et 56,3% d'inhibition
fongique contre A. fumigatus et A. flavus, respectivement. D’autre études menées par Maruf
O. Yekeen et al., (2014) soulignées que I'huile de graines de R. communis possédaient en
effet une activité antifongique. Ces résultats permettent de conclure que les graines de Ricinus

communis L possedent une activité antifongique et ceci concorde avec nos résultats obtenus.
d. L’huile de Fenouil :

Notre huile fixe de Fenouil semble étre inactive sur C. albicans. En revanche, beaucoup de
chercheurs ont confirmé la présence de I'activité antifongique de I'huile des graines de Fenouil
( Bouguerra, 2012 ).

Cette inactivité trouvée dans les deux huiles de Nigelle et de Fenouil, est due probablement a
plusieurs facteurs, tels que (Beddou,, ,2016 ). :

e Le procédé et les conditions d’extraction

e La nature du matériel d’extraction (risque d’oxydation).
e Les conditions de conservation, de stockage.

e La concentration en huiles utilisée.

e Ladiffusion des huiles a travers la gélose.

e [’état physiologique de la levure..etc.
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4.2. La méthode de la microdilution en milieu liquide (CMI)

Tableau N°11 : Concentration minimale inhibitrice (CMI, mg/mL) des I’huiles étudiées.

Huile Antifongique
Fungizone

(0,2 mg/ml)

Lawsonia Nigella Ricinus Foeniculu

inermis sativa communis  mvulgare
Levures

Candida Albicans

ATCC 10231 0,39 1,56 0,39 3,12 0,015

Selon les résultats des tests quantitatifs de I’activité antifongique des huiles fixes mentionnés
dans le tableau N°11, nous pourrons dire que 1’huile de Henné et de Ricin ont montré une
activité antifongique importante (0,39 mg/mL) vis-a-vis de la souche C.albicans. Cependant,

cette activite reste nettement inférieure a celle de I’antifongique de référence : la fungizone.

On note que la I’amphotéricine B (fungizone®) est un antifongique qui rend la membrane

fongique perméable et aboutit alors a la lyse cellulaire.

CMI (mg/mL)
3,5
3 . .
| Candidaalbicans
2,5 -
2 .
1,5 -
L. Les huiles fixes
0,5 A
o I L
(0,1 mg/ml)
Lawsonia Nigella sativa Ricinus Foeniculum | Antifongique
inermis communis vulgare Fungizone
Figure N° 20:
Représentation graphique des CMI des huiles fixes étudiées vis-a-vis de la souche
C. albicans

-58-




Résultats et discussion

Selon la figure N°20 :

e Nos résultats obtenus avec L. inermis sont en accord avec des études antérieures réalisées
par Brigham et al., (1999) et Riffel et al., (2002) qui portent sur les naphthoquinones
naturelles et de synthese et qui ont démontré que ces molécules inhibent la croissance de
souches fongiques.

e D’aprés Bedreddine, (2018) I’huile de Ricinus communis posséde une activité
antifongique. Cela confirme I’intérét de son utilisation dans 1’industrie pharmaceutique.

e Nos résultats de 1’activité antifongique des graines de N.sativa sont similaires a ceux de
Mahmoudvand (2014). Les résultats de ces études suggerent une premiere étape dans la
recherche de nouveaux médicaments antidermatophytes et facilitent I'utilisation des graines de
N. sativa dans le traitement traditionnel des infections dermatophytiques.

e L’huile fixe de Fenouil a montré un effet antifongique. Des recherches faites sur les divers
extraits de 1’écorce de cette plante ont également rapporté une activité antifongique contre les
C. albicans (Bang et al., 2000). Cet huile réduit également la croissance et la germination
mycélienne du sclerotiorum de sclérotinie (Rather et al., 2012).

e L’activité antifongique pourrait également étre liée a l'interférence des composants de
I'nuile dans des réactions enzymatiques de la synthése de la paroi cellulaire, qui affecte la
croissance fongique (Carmo et al., 2008).

e Concernant I’essai de microdilution en microplaques de 96 puits, les résultats obtenus pour
la CMI sont pour la majorité en concordance avec les diameétres des zones d'inhibitions
observées dans la méthode de diffusion par disque. D’autre part, toutes les huiles fixes testées
ont montré une activité microbienne.

e Selon d’autres données de la littérature, la nature de la membrane cellulaire bactérienne et
I’étendue des dommages membranaires produits par les huiles fixes sont aussi a prendre en
compte pour expliquer les résultats obtenus. Certain huiles fixes, agissent comme tout agent
antimicrobien et cible la paroi et la membrane de la cellule microbienne. Etant de nature
lipophile, ces huiles passent a travers ces structures, perturbant les différents composants
(polysaccharides, acides gras and phospholipides) et rendant ainsi la paroi cellulaire et la
membrane cytoplasmique plus permeéables. La fuite des macromolécules et ions provoquerait

alors la lyse et la mort cellulaire.
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Figure N°21 : Les résultats des évaluations antibactériennes et antifongiques sur les

huiles fixes de Lawsonia inermis, Nigella sativa, Ricinus communis et Feonicolum vulgare.

: témoin positive. - : témoin négative.
- Staphylococcus aureus mrsa ATCC 43300.

- Staphylococcus aureus ATCC 25923.

: Escherichia coli ATCC 25922.

: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

: Candida Albicans ATCC 10231.
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Conclusion générale

L’objectif de notre travail réside sur I’étude de la phytochimie et la détermination des
propriétés physico-chimiques des huiles fixes. Nous nous sommes aussi intéressées d’évaluer
leurs activités antimicrobiennes vis-a-vis des souches de références. Les quatre especes
végétales ayant fait 1’objet de notre études, a savoir Lawsonia inermis, Nigella sativa L,
Ricinus communis L, Foeniculum vulgare sont fréquemment utilisées dans la pharmacopée
traditionnelle Algérienne et mondiale.

L’extraction des huiles fixes par soxhlet de ces plantes présente des rendements différents
avec un taux élevé enregistré dans les graines de Ricin.

Les huiles fixes obtenues possedent des propriétés organoleptiques (odeur, couleur et aspect)
tres appréciées en parfumerie et sont trés convoitées en aromathérapie. On observe que la
couleur des différentes huiles est nuancée entre le jaune-claire, le jaune et le marron.
Les huiles de Ricin et de Fenouil présentent une odeur peu prononcée contrairement a 1’huile
de Henné et de Nigelle.

La détermination des caractéristique physiques des huiles fixes (densité relative,
détermination de pH, et la miscibilité a I’éthanol) révele qu’elles sont conforment aux normes
établies par les différentes pharmacopées et proches de certains travaux antérieurs.

La détermination des indices chimique (indice d’acide, d'ester et de saponification) a montré
certains renseignements sur la pureté de nos huiles fixes et sur la quantité des acides libres
présents dans nos huiles.

Dans notre étude, 1’activité antimicrobienne des huiles testées a été évaluée par deux
méthodes de référence a savoir la méthode des disques diffusés sur gélose et la technique de
microdilutions sur milieu liquide. Une bonne activité de ces huiles a été obtenue vis-a-vis des
quatre souches bactériennes de référence et d’une seule souche de levure (C. albicans ATCC
10231). Nous remarquons qu’il ya une différence de sensibilité parmi les souches qu’il
s’agisse de Gram positives ou Gram négatives.

Les huiles végétales fixes de Henné et de Ricin ont révélé les plus importantes activités
bactéricides.

A la suite de ces résultats, il serait intéressant d'étendre I'éventail des tests antimicrobiens sur
d’autres agents microbiens afin de confirmer leur efficacité. Comme il est indispensable de
chercher de nouvelles substances antibactériennes efficaces et a large spectre d'action.
L’ensemble de ces résultats obtenus ne constitue qu’une premicre étape dans la recherche de

substances d'origine naturelle biologiquement active.
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Conclusion générale

Partant de ces résultats, il est nécessaire d'approfondir 1’étude phytochimique des huiles en
utilisant des CPG/SM ;

- Faire un fractionnement de ces huiles pour savoir les molécules responsables de cette
activité;

- Elargir la gamme des souches microbiennes ;

- Etablir des tests antibactériens, antioxydants et autres plus détaillés et plus avances.

- Appliquer les technigques biotechnologiques dans le domaine des huiles et des métabolites
secondaires a fin de tirer le maximum de ces molécules, et les utilisées pour I’intérét de la

santé humaine.
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Annexes

Les milieux de culture

e Bouillon Mueller Hinton (Fluka, BioChemika):

Composition Quantiee
Peptone de caséine 17,5 ¢
Extrait de viande 409
Amidon 159
Eau distillee 1L

pH= 7,4 (0,2) a 37°C.

Suspendre 23 g de la poudre dans un litre d’eau distillée, ensuite stériliser par autoclavage a
121°C pendant 15 min.

e Gelose Mueller Hinton (Fluka, BioChemika):

Compositions Quantite
Mueller Hinton 389
Eau distillée 1L

pH= 7,4 (x0,2) & 37°C.

Suspendre 38g de la poudre dans un litre d’eau distillée ensuite chauffer sous agitation
jusqu’a ébullition pour la dissolution totale du milieu et stériliser par autoclavage a 121°C

pendant 15 min.

78-




Annexes

e Préparation de la Gélose Nutritive (GN) : (Fluka, BioChemika)

Composition Quantité
Extrait de viande de boeuf 1049
Extrait de levure 209
Peptone 509
5049
Chlorure de sodium
Agar 1509
Eau Distillée 1L

pH = 7,2 (20,2) 4 37°C

Suspendre 28 g de la poudre dans un litre d’eau distillée ensuite chauffer sous agitation

jusqu’a ébullition pour la dissolution totale du milieu et stériliser par autoclavage a 121°C

pendant 15 min.

e Gelose Sabouraud (Fluka, BioChemika)

Composition Quantité
Peptone pepsique 109
Glucose 209
Agar 159
Eau distillée 1L

pH=5,8 (+0,2) 4 37°C.

Suspendre 45 g de la poudre dans un litre d’eau distillée ensuite chauffer sous agitation
jusqu’a ébullition pour la dissolution totale du milieu et stériliser par autoclavage a 121°C

pendant 15 min.
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¢ Bouillon Sabouraud (Fluka, BioChemika):

Composition Quantité
Tryptone 509
Peptone pepsique de viande 509
Glucose 20.0g
Eau distillée 1t

pH=5,8 (0,2) & 37°C.

Suspendre 30 g de la poudre dans un litre d’eau distillée, chauffer si c’est nécessaire pour la

dissolution totale du milieu et stériliser par autoclavage a 121°C pendant 15 min.
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