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Résumeé:

Afin de proposer une méthode de purification der ldges hopitaux basée sur les
proprietés antimicrobiennes des huiles essentjatiess avons sélectionné deux plariies
aureus et R. lutea. L'extraction est effectuée par hydrodistillatiobanalyse des huiles
essentielles est réalisée par CPG/SM. L’activiténaorobienne est mise en évidence par la
meéthode de diffusion sur milieu gélosé. L’analyssrique deD. aureus de trois régions de I
Est d'Algerie (Sétif, Constantine et Oum Elbouaghiyévélé la présence entre 45 et 58
constituants dominés par le sabinene (30.6%, 36p@M) I'huile essentiell®. aureus (Sétif,
et Constantine). Alors que le constituant majaitale I'huile essentiell®. aureus (Oum
Elbouaghi) est lea pinene (19,4%), L’huile essentielle de lutea est constituée
principalement de 43 constituants dont les corsstiti majoritaires: sabinene (14.10%) et le
4-terpineol (13.59%). Les huiles @e aureus (Sétif, Oum Elbouaghi) présentent une activité
antimicrobienne su®. aureus, E. coli et C. albicans. L'huile essentielle dR. lutea présente
un effet antibactérien moyen sur la croissancddsubtillis, S. aureus et C. albicans. La
phase vapeur des huiles essentielles Rleaureus et R. lutea c’est montrée active si8.
aureus et C. albicans. Le teste de l'activité antioxydante a montré dgge deux huiles
possedent une activité antiradicalaire relativenfaiiile par rapport a celle du BHT. La
collection des huiles essentiellesaureus est incorporée dans le polymére PEBD pour avoir
des films qui ont des propriétés antimicrobiennasl@ méthode de micro atmosphére (phase
vapeur). Les techniques qui ont été utilisées fpuaractérisation des mélanges PEBD/EVA/
D. aureus) sont: IRTF, DSC et teste de traction. L'étudel'detivité antimicrobienne des
films PEBD/EVAD. aureus en phase vapeur, a montg@e la phase volatile de I'huile
essentielld. aureus était active suf. aureus et C. albicans et surB. subtilis.

Mots clefs huiles essentielles, activités antimicrobiennescro atmosphére, polymere,
PEBD.



Abstract:

To provide a method for purifying air of hospitals based on the proprieties antimicrobial
essential oils, we selected two plants D. aureus and R. lutea. The extraction is carried out by
steam distillation. Analysis of the essential oils is performed by GC / MS. The antimicrobial
activity is demonstrated by the diffusion method on agar medium. Chemical analysis of D.
aureus from three sites in Eastern Algeria (Setif, Constantine and Oum Elbouaghi) revealed
the presence between 45 and 58 constituents dominated by sabinene (30.6%, 36.2%) for the
essential oil D. aureus (Setif and Constantine). While the mgjor constituent of the essential oil
D. aureus (Oum Elbouaghi) is o pinene (19.4%). The essential oil of R .lutea consists mainly
of 43 components of which the maority compounds. sabinene (14.10%) and 4-terpineol
(13.59%). Essential oils D. aureus (Setif, Oum Elbouaghi) exhibit antimicrobia activity on S
aureus, E. coli and C. albicans. The essential oil of R. lutea has an average antibacterial effect
on the growth of B. subtillis, S. aureus and C. albicans. The vapor phase of essentia oils D.
aureus and R. lutea has been active on S aureus and C. albicans. The tests of antioxidant
activity showed that both oils have a relatively low anti-radical activity compared to that of
BHT. The collection of essential oils D. aureus is incorporated in the polymer to have LDPE
Films that have antimicrobial properties by the method of micro atmosphere (steam phase).
The techniques that were used for the characterization of blends (LDPE / EVA / D. aureus)
are: FTIR, DSC and tests traction. The study of the antimicrobial activity of the blends
LDPE/EVA/D. aureus showed that the volatile phase of essential oil D. aureus was active on
S aureus, C. albicans and B. subtilis.

Key words: essential oils, antimicrobial activities, micro amosphere, polymer, LDPE
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Introduction
L'infection microbienne dans les millieux hospitediet les laboratoires d'analyse de

microbilogie est connue depuis longtemps. La mi@odies populations ont recours a des
plantes médicinales pour se soigner, par manqueé&saaux médicaments prescrits par la
médecine moderne mais aussi parce que ces plartssuvent une réelle efficacité.

Parmi les différents moyens a disposition pour eshpéun développement microbien,
on peut citer les huiles essentielles. lls sontpleduits de composition complexe, renfermant
des produits volatils contenus dans les végétaomteE les parties de la plante en contiennent
mais la plus importante quantité en huile essdatst trouve au niveau des fleurs et des
feuilles (Anonyme, 1991). Le principal procédé daition est I'hydrodistillation.

Ces extraits de végétaux odorants sont I'objet alahmeuses recherches scientifiques
dans le domaine médical et ils ont démontré |eficagfité pour le traitement de nombreuses
pathologies. Au contraire de la grande majorité agsnts antimicrobiens utilisés pour la
désinfection de l'air, ces substances ne sont pa®ot peu toxiques.

Par ailleurs, la maitrise des infections bactémsnet fongiques devient complexe du
fait de I'émergence de bactéries et de champigmnésistants a de nombreux antibiotiques
conventionnels. (Dramaretal., 2010).

L'objet de cette recherche est la valorization desx plantes aromatiques a interét
biologique et de proposer une solution possible guwblémes liés aux infections
microbiennes dans les milieux hospitalier. Poufag®, nous avons subdivisé notre travail de
recherche en deux parties principales:

La premiére partie propose une mise au point lbdiphique. Elle est divisée en trois
chapitres. Le premier chapitre est consacré adé&tdes plantes médicinales. Le second
chapitre traite la valorisation des ressources tadg® par une meilleure connaissance de la

composition chimique et de I'activité biologiquesdruiles essentielles. Le troisieme chapitre
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élucide I'étude des polymeéres. Dans la secondi gpratique), nous avons décrit en détail le
matériel végétal, I'extraction des huiles esselesedbnsuite, I'étude de son activité biologique
et enfin incorporé les huiles essentielles danspddymére pour avoir une activité

antimicrobienne des films. Les résultats obtenust snsuite amplement discutés. Le
manuscrit est achevé par une conclusion généelesté des références bibliographiques et

'annexe.
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I-1 Phytothérapie

Le mot phytothérapie provient de 2 mots grecs ggniient essentiellement « soigner avec
les plantes ». La phytothérapie désigne la méddmasée sur les extraits de plantes et les principes
actifs naturels. Les substances naturelles issassvélgétaux ont des intéréts multiples mises a
profit dans I'industrie: en alimentation, en cosoh@gie et en pharmacie. Parmi ces composées on
retrouve, dans une grande mesure les métabolitendaires qui se sont surtout illustrés en
thérapeutique. La pharmacie utilise encore une foroportion de médicaments d’origine végétale
et la recherche trouve chez les plantes des meadtives nouvelles, ou des matiéres premieres

pour I'hemi-synthése (Bahorun, 1997).

1.2. Les différents types de phytothérapie
On peut distinguer différents types de thérapiedgsaplantes:
1. La phytothérapie: l'utilisation des difféerentes parties des plant@scine, feuilles,
fleurs...ou la plante entiére) sous différents forgaigniques.
La gemmothérapie I'utilisation des bourgeons de la plante.
3. L’aromathérapie: l'utilisation des huiles essentielles obtenueécgra divers procédés
d’extraction (Vernex-Lozet, 2011)
4. Phytothérapie pharmaceutique utilise des produits d'origine végétales obtemas
extraction et qui sont dilués dans de l'alcool gl ou un autre solvant. Ces extraits sont
dosés en quantités suffisantes pour avoir unerastoitenue et rapide. ils sont présentés

sous forme de sirop, de gouttes, de gélules (§t2006).

1.3. Description botanique de la famille des Apiaags

Les Apiacées anciennement appelées Ombelliferespremnent environ 3.000 especes dans
toutes les régions tempérés mais surtout dansispéere Nord. Paradoxalement, les espéces de
cette famille sont assez difficiles a différendies unes des autres. Les plantes de la famille des
Apiacées sont essentiellement des plantes herbacdrgelles, bisannuelles ou le plus souvent
vivaces. C'est une famille trés homogéne facilecamnaitre grace a son inflorescence en ombelles
composeées.

L'appareil souterrain pérennant est tres variéneggivotante, rhizome ou tubercule.
La tige est ordinairement cannelée et creuse arpion précoce de la moelle au cours de la

croissance.
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Les feuilles sont alternes, souvent tres découpéemajorité des Apiacees sont des plantes

aromatiques grace a leurs secrétions d'huile ésient

l.4. Botanique du genreDaucus

Le genreDaucus comprend environs 30 especes, annuelles, bisapsuetl vivaces. Le
Daucus est considéré comme étant I'Ombellifere le plufiaiié a définir, parmi les 3000 espéces
de cette famille. Il est un genre de plantes hé&badcle la famille des Apiacées (Ombelliferes) dont
I'espece la plus connue est la carotte cultivéestlllargement distribué a travers le monde. Les
fleurs sont principalement blanches a cing pétalekjs en dehors, a peine échancreés, avec une
pointe recourbée en dedans. Les ombelles et leglids sont munies d'une collerette a plusieurs
folioles simples, étroites et membraneuses. La &sti velu, plus de deux fois plus long que large,
chaque moitié du fruit porte 5 cbtes égales aremdeu saillantes (Bonnier, 1990; Camardda.et
2008).D. carota (carotte) est la principale espece du gddaacus, les racines des carottes ont été
signalées étre dotées de propriétés médicinakst, &'dire, des propriétés hypotensive, diurétique,
carminative, stomachique, et hypolipémiant (Bayt§84; Bauer edl., 1990).

l.4.1. Usages traditionnels

Les plantes qui composent cette famille, ont debreox usages sur tout pour le traitement
des troubles digestifs (Filliat, 2012). La caro#e le panais sont cultivés pour les racines
comestibles. Le persil, l'aneth, le fenouil, lemtw, I'anis et le coriandre sont des herbes
aromatiques; certaines especes, telle que la caguné,toxiques alors que d'autres sont utilisées en

médecine, et quelques unes en horticulture.

I.5. Daucus aureus
1.5.1. Description botanique

Est une espéce a grandes feuilles régulierememépsn Les ombelles sont terminale, le
chéne pédonculé et grande (entre 8-10 cm), peuandées a la fructification. Les rayons sont
nombreux, Iégérment inégaux. Les fruits sont akésngle forme ovoide 4 x 2 mm. La plante a 50
cm d’hauteur. L'espéce est présente en AlgérieMatoc, en Italie, en Espagne en Egypte, au

Palestine, en Syrie et en Liban.
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Figure 01 Daucus aureus (Photo Zaibet, 2014).

1.5.2. Systématique et nomenclature

L’especeDaucus aureus appartient au:
- Regne: plantae

-Division= Magnoliophyta

- Classe: Equisetopsida

- Ordre: Apiales

- Famille: Apiaceae

- Genre:Daucus

1.5.3. Les principaux constituants chimiques

A notre connaissance, il y a dans la littératurkimgs seule publication qui traite les huiles
essentielles de la partie aérienne de cette egpam@mni etal., 2013). Le composé majoritaire de
'huile essentielle de la partie aérienDe aureus de I'Ouest d'Algerie (Tlemcen) a été rapporté
comme étant le germacrene-D (59.8% = 8.6).
Des études phytochimiques du gelaucus aureus ont évoqué la présence des tannins, des

flavonoides, des steroides et des saponines ¢Djatal., 2013).
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|.6. Reutera lutea

1.6.1. Description botanique:

Plante vivace a souche épaisse a tige trés raméfdete 1-2 m. Feuilles toutes basales,
pennatiséquées a 5-13 segments ovoides cunéifoemgsd hispides, longues de 15-30 cm, les
caulinaires réduites a la gaine. Ombelle petitesa@yons capillaries. Involucre et involucelle sl
Fleurs jaunes, graines ovoides de 5 mm envirosahtés champs, cultures, broussailles C: a I'E
d'oriéans ville 1E. Méd. 1 ([Rimpinella Desf., R. Fontanesi Boiss.) 19%Iutea (Desf.) Maire

Figure 02: Reutera lutegPhoto Zaibet, 2014).

1.6.2. Systématique et nomenclature
L’especeReutera lutea appartient au
- Régne: Plantae

-Division= Magnoliaphyta

- Classe: Equisetopsida
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- Ordre: Apiales
- Famille: Apiacea
- Genre'Reutera

- Espeécelutea = Pimpinella lutea Desf. (synReutera lutea)

1.6.3. Les principaux constituants chimiques d&eutera lutea
Une étude antérieure de la partie aérienndr@lgera lutea a montré I'existance de deux

flavonoides, le C-glucosides et I' isocoumarine KMaufi etal., 2013).
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Il. Généralités sur les huiles essentielles
[I.1. Définitions

L'huile essentielle est un extrait végétal provéndes plantes dites: aromatiques qui
contiennent donc dans leurs feuilles, fruits, geajnécorces, ou racines, un grand nombre de
molécules aromatiques, qui constituent le ou leacjes essentielles des plantes. Les huiles
essentielles sont des substances de consistarieadeyiplus au moins fluides, voire résinions de
tres odorantes, volatiles, souvent colorées : dngaale au rouge foncé voir brun, en passanepar |
vert émeraude ou encore le bleu. Elles sont plgarés que I'eau (densité de l'ordre de : 0,750 a
0,990). Ces essences sont solubles dans l'alagtbled, le chloroforme, les huiles, les émulsifiant
et dans la plupart des solvants organiques, ma@uhles dans l'eau (Bardeau, 2009). La plante
utilise I'huile pour favoriser la pollinisation, ocomme source énergétique, facilite certaines
réactions chimiques et pour conserver I'humidités gqidantes dans les climats désertiques
(Mohammedi, 2006).

I1.2. Répartition, localisation et fonction

Les HE sont largement réparties dans le regne aédahs un nombre limité de familles qui
en sont particulierement riches, par exemple casaMyrtacées, les Lauracées, les Astéracées, les
Apiacées, les Rutacées et les Lamiacées. Tougdeseas végétaux peuvent renfermer des huiles
essentielles: fleurs (bergamotier), feuilles (eyofals, laurier), racines (vétiver), écorces
(cannelier), fruits (anis, agrumes, badiane), g=ifmuscade), rhizomes (gingembre) et bois (bois
de rose).

Les quantités d’huiles essentielles produites pargdlantes sont minimes, entrainant des
rendements d’extraction extrémement faibles, géer@ent inférieurs a 2 %. Il existe, cependant,
des exceptions telles que le clou de girofle goieene plus de 15%.

Les structures anatomiques spécifiques spécialidées la sécrétion des huiles essentielles
sont tres diverses: poches sécrétrices schizo@®hetacées) ou poches sécrétrices schizolyzigénes
(Aurantiacées), elles peuvent aussi étre des casaureteurs (Coniferes et Apiacées), poils
sécréteurs (Lamiacées et Astéracées) et cellugtsées isolées (Lauracées, Magnoliacées et
Pipéracées) (Belaiche, 1979 ; Paris et Hurabi@B81 Bruneton, 1999 ; Ghuestemaét 2001).
Dans une méme plante, elles peuvent étre présgamassdifférents organes. La composition des HE

peut alors varier d’'un organe a l'autre (Paris etdbielle, 1981).
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I1.3. Propriétés physiques et chimiques des huilesssentielles

Toutes les HE sont volatiles, odorantes et inflales Leur densité est le plus souvent
inférieure a 1. Seules trois HE officinales ont deasité supérieure a celle de I'eau, ce sont Ees H
de cannelle, de girofle et de sassafras. On trgévetralement les HE incolores ou jaune pale a
I'état liquide a température ordinaire. Les huissentielles sont solubles dans les alcools, @&ans |
huiles fixes et dans la plupart des solvants ogesdParis et Hurabielle, 1981 ; Bruneton, 1999;
Ghuestem eal., 2001) Leur point d’ébullition est toujours supérieur @IC et dépend de leurs
poids moléculaires par exemple les points d’éhailidu caryophylléne, du géraniol, du citral et du
a-pinéne sont 260°, 230°, 228° et 156°C respectiviemaais d’apres Valnet (1984), ce point varie
de 160°C a 240°C. Elles ont un indice de réfracétmve et la plupart dévient la lumiére polarisée
(optiguement active) (Bruneton, 1999; Rhayour, 2@&smaregt al, 2008).
Elles ont parfois un toucher gras ou huileux maise sont pas des corps gras. Par évaporation,
elles peuvent retourner a I'état de vapeur sasseaide traces, ce qui n'est pas le cas des huiles
fixes (olive, tournesol ...) qui ne sont pas volatilet laissent sur le papier une trace grasse

persistante (Bernadet, 2000).

Il.4. La toxicité des huiles essentielles

La toxicité des huiles essentielles est difficilétablir. En effet, si I'on peut étudier et décrire
les effets biologiques et/ou pharmacologiques dionoterpene ou sesquiterpene pur, il est difficile
(voir impossible) de parler de pharmacologie, pltenoeinétique ou de métabolisme d'une huile
essentielle, c'est-a-dire d'un mélange d'une centié composés (Bruneton, 1993).

De plus, il n'existe pas encore d'études compkitegoureuses, de type partie toxicologique
d'un dossier dAMM. De nombreuses études sontséssdi par différents laboratoires, avec des
objectifs différents, des conditions expérimentdlés variables. Il est donc difficile de faire le
point.

L'action de I'huile essentielle est assimuléedida de I'un de ces composants ou quelques-
uns de ses composants, ainsi qu'a certains médesbaisus des biotransformations de ces

COMpOSES.

[1.5. Composition chimique

Les huiles essentielles sont constituées prinaipate de deux groupes de composés odorants
distincts selon la voie métabolique empruntée dliség, prépondérants dans la plupart des
essences. |l s'agit des terpenes (mono et sesmnts), prépondérants dans la plupart des essences,
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et des composes aromatiques dérives du phenylpFppatnouvé en tant que composé majoritaire

dans quelques unes, telles que les essences dlardannelle, de girofle, etc....

I1.5.1. Les composes terpéniques

Les terpénes constituent une famille de composgsrteent répandus dans le regne vegétal.
Les composés terpéniques sont issus d’'une voiebolétae secondaire de I'acide mévalonique.
Suivant le nombre entier d'unités pentacarbonég (@mifies, dérivées du 2-méthylbutadiéne

(isoprene) (fig.03), nous pouvons réaliser pluselassifications.

CHa

HECN

CHo

lsoprene

Figure 03: Structure de l'unité isoprénique

Cet isoprene est a la base du concept de la «sgiegnique» énoncée en 1953 par Ruzicka
in Lamartiet al (1994). Cette regle considere le diphosphatepéatényle (IPP), désigné sous le
nom d’isopréne actif comme le véritable précurseerla molécule terpénique. Les systemes
enzymatiques responsables de cette conversion €lPRRomposés terpénigues dans les trois
compartiments: cytoplasmes, mitochondries et pastent hydrosolubles ou membranaires. Ces
derniers permettent I'élongation de la chaine i6omue conduisant a tout I'éventail des composés
terpéniques a 10, 15, 20 et 30 atomes de carbbass(ti etal., 1994).

Les terpénes sont constitués d’'un mélange d’hydbocas et de composés oxygénés dérivés
de ces hydrocarbures. Dans certaines huiles esiesitiles hydrocarbures prédominent (ex.
'essence de Térébenthine) dans d’autres, la majgantie de I'essence est constituée de composeés
oxygénes. Seuls les terpénes dont la masse matécwdat relativement faible (mono — et
sesquiterpenes) sont rencontrés dans les huilentedies (Bruneton, 1999) et leur confere un
caractere volatil et est a la base de leurs priggsrid@factives (Pibiri, 2006). Il est a noter qlogléur
et le gout des huiles essentielles sont donnésgmrcomposés oxygénés. Parmi ces composes
oxygénes, on note d'alcools (géraniol, linalol),esters (acétate de linalyle), d’aldéhydes
(menthone, camphre, thuyone), les cétones, legséthes phénols et les peroxydes (Paris et
Hurabielle, 1981; Svoboda et Hampson, 1999).
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[1.5.1.1. Les monoterpénes

Les monoterpénes comportent deux unites d' isop(€slds). Volatiles, entrénables a la
vapeur d'eau, d'odeur souvent agreeable dont laritdéagles constituants des HEs, parfois 90%. lls
peuvent étre acycliques (myrcene, ocymene), motigogs (terpene) ou bicycliques (pinene,
sabinene). A ces terpenes se rattachent un cedaibre de produits naturels a fonctions chimiques
spéciales: alcool (géraniol, menthol) aldéhydesafgel, citronellal), cétones (carvone, menthone)

et des esters (acetate de géranyle, acetate tad)na

[1.5.1.2. Les sesquiterpenes

IL s'agit de la classe la plus diversifiee desérgs. Elles contient plus de 3000 molécules
comme par exemple: B-caryophyléne, B-bisabolereyumiléne,a-bisabolol, farnesol (Bruneton,
1999; Hernandez-ochoa, 2005).

L. Terpenes
-Monoterpenes
Carhbure monocyclic Carbure bicyclic
Cymene (y") or pcymene Sabincne Alpha-pinene Betapinene
E E H ECR/
Aleohol acyclic Phenol
Citronellol Geraniol Carvacrol Thymol

-Sesquerpitenes

Carbure Aleohol

Famesol Caryophyllene

OH

Figure 04: Structure chimique de quelgues composés terpénidpsehuiles essentielles (Bakkali et
al., 2008).
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11.5.2. Les composés aromatiques

Contrairemant aux composes terpéniques; les coramematiques sont moins fréquent dans
les huiles essentielles. Ces composés aromatigueditcent un ensemble important car ils sont
généralement responsables des caracterés orgamaésptes huiles essentielles. Nous pouvons
citer en exemple l'eugénol qui est responsableadiedr du clou du girofle (Kunle et okogum,
2003).

-H ~ P CH,CH,OH
H
OH © X Z
L H oH|l HO |

Menthol Borneol Farnesol Nerolidol Phenylethyl alcohol
CH:CHCH,0H CH:CH-CHj CH,CH=CHj
OH
OH
OCH;, OCHjs
Cinnamic alcohol Thymol Carvacrol Anethole Estragol
CHch:CHZ HC:CHCHg
: OCH3 OCHgj
OH OH
Eugenol Isoeugenol

Figure 05: Structure chimique de quelques composés aromatapsebuiles essentielles.

11.5.3. Les composeés d'origines diverses

Ces composeés entrent également dans la constitdésrhuiles essentielles mais en faible
proportion. Il s'agit de produits issus de la ddgt@mn des acides gras et des terpénes. Des
composés azotés et soufrés peuvent également@mntear dans les huiles essentielles mais d'une
maniére trés rare (Bruneton, 1999; Svoboda et Hamt999). Abou Zeid (1988) signale que le
composeé soufré le plus rencontré est l'allyle-isaynate issu de la dégradation d'un glucoside
sinigroside qui se trouve dans les graines de Mdeataoire. Ce composé est incolore, fluide et de
saveur piquante. Certaines plantes aromatiquesiiget des huiles essentielles dont les composés

terpéniques renferment I'élement nitrogéne. Paesicomposés on cite l'indole, extrait de I'huile
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essentielle de Citron et des fleurs de Jasmin.aBigs enfin que, dans les Concrétes, il n'est pas
rare de trouver des produits de masse molécul&ire importante, non entrainables a la vapeur
d'eau, mais extractibles par les solvants: homa@sgdes phenyl propanes, diterpenes, etc.
(Bruneton, 1999).

11.6. Chémotype

Au sein d'une méme espece la composition chimigael'lduile essentielle peut étre
différente: on parle alors de races chimiques owltEmotypes. Il s’agit d’un polymorphisme
chimique: une espéce peut étre homogéene au niveason caryotype et produire des huiles
essentielles de compositions différentes. GarnéB8%) evoque Le cas des thyms avec ses 7
chémotype est sans doute le plus connu, on pesi e@tex le cas d©cimum gratissimurh., qui
peut présenter 5 chémotypes: eugénol, méthyl-eligdinalol, b-caryophyllene, et géraniol
(Charles et Simon, 1992). Charchari et Boutekedjt8©84), ont démontré que le rendement en
huile essentielle et la teneur en principaux ctuestits de I'huile essentielle Attemisia herba-alba
Asso.récoltée en Algérie different selon le lieu de wagen de la plante. Il observe 2 chémotypes
suivant la région de récolte: le typeoathuyone caractérisant I'huile essentielle de lantd
provenant de Ghardaia et celuixathuyone-camphre et chrysanthénone caractérisdiet de la

plante récoltée a Biskra, a Bordj Bou Arreridj eétaghouat.

Il.7. Procédés d’extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont obtenues avec desmads tres faibles (de I'ordre de 1%), ce
qui en fait des substances fragiles, rares, eiquges. Ainsi les différentes techniques d'extwacti
des huiles essentielles ou extraits aromatiquesedbi d'une part, tenir compte de ces
caractéristiques et d'autre part, apporter desopesances quantitatives satisfaisantes. Une forte
demande toujours plus exigeante basée sur difEérphEnoménes physiques: la distillation,
I'extraction ou la séparation, ces techniques idetibn seront présentées selon le principe sur
lequel elles sont basées et classées en deux gagedistinctes selon le produit final obtenu : une

huile essentielle ou un extrait aromatique.

[1.7.1 Hydrodistillation
Il s'agit de la méthode la plus simple et de celéaplus anciennement utilisée. Le procéde
consiste a immerger la matiére premiere végétais da ballon lors d'une extraction au laboratoire

ou dans un alambic industriel rempli d'eau placéuse source de chaleur. Le tout est ensuite porté
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a I'ébullition. La chaleur permet I'éclatement defiules végétales et la libération des molécules
odorantes qui y sont contenues. Ces molécules &icpraa forment avec la vapeur d'eau, un

meélange azéotropique. Les vapeurs sont condenaéssud réfrigérant et les huiles essentielles se
séparent de l'eau par différence de densité. Aordabire, le systeme équipé d'une cohobe
généralement utilisé pour l'extraction des huikseatielles est le Clevenger.

Systemé d'eau

pour refroidissement " o Candepseus

e 'k

i H_____H_H“_ essenﬂe]]c

R &
Matiere vegetale
+ Eau

Figure 06: Appareillage utilisé pour I'hydrodistillation déntiile.

[1.7.2. Extraction par entrainement a la vapeur d’eu

L’entrainement a la vapeur d’eau est I'une des od#h officielles pour I'obtention des huiles
essentielles des plantes aromatiques. A la dift&rete I'hydrodistillation, cette technique ne met
pas en contact direct I'eau et la matiére végétataiter( Lagunez Rivera, 2006). La vapeur d’eau
fournie par une chaudiére traverse la matiere aégéttuée au dessus d’une grille (fig. 07). Durant
le passage de la vapeur a travers le matériatelages éclatent et libérent I'huile essentielle gst
vaporisée sous l'action de la chaleur pour formemélange « eau + huile essentielle » (fig.. 08)
Le mélange est ensuite véhiculé vers le conderetdigssencier avant d’étre séparé en une phase
agueuse et une phase organique (I'huile essentikllbsence de contact direct entre I'eau et la
matiere végétale, puis entre I'eau et les moléc@desmatiques évite certains phénomenes
d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a lalitftide I'huile(Lucchesi, 200% Les étapes de
I'extraction des huiles essentielles d’origine wéfge restent identiques quelque soit le « type »
d’extraction utilisé. Il est nécessaire dans unmee temps d’extraire de la matiere végétale les
molécules aromatiques constituant I'huile essdatigluis dans un second temps de séparer ces
molécules du milieu par distillation comme celaegtlicité dans la Figure 07.
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condenseur

) i condensat
colonne Entrée eau froide i

-p Huile essentielle

- Vase florentin

alambic

Générateur de vapeur

Figure 07: Schéma de l'appareil d’entrainement a la vapeaud

2, Séparation des mobécubes
et de la mudrice

1 Chaultagr de lan
muotriee © destruetiom des

paruis
. i
it f LEhératien des
i" mmlee wles arematigques
ol
-—
.-"j‘ , L

Figure 08 : Les étapes de I'extraction des huiles essenti@lieschesi, 200b

11.7.3. Expression a froid

Ce mode d’obtention ne s’applique qu’'aux fruitsgiianes Citrus sp) par des procédés
meécaniques a température ambiante. Le principa aréthode est le suivant: les « zestes » sont
dilacérés et le contenu des poches sécrétrice®mjuété rompues est récupéré par un procédé
physique. Le procédé classique consiste a exeotey n courant d’eau une action abrasive sur
toute la surface du fruit. Aprés élimination desldss solides, I'huile essentielle est séparéade |
phase aqueuse par centrifugation. La plupart dewmliations industrielles permettent en fait la

récupération simultanée ou séquentielle des jdruds et de I'huile essentielle.
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[1.7.4. L’extraction au fluide supercritique

Au dela du point critique, un fluide peut avoirdansité d’un liquide et la viscosité d’'un gaz,
d’ou une bonne diffusibilité dans les solides et hon pouvoir solvant, l'intérét s’est porté
initialement sur le dioxyde de carbone ce qui digxe si I'on considére ses atouts: produit naturel
inerte chimiquement, ininflammable, strictementxajae, facile a éliminer totalement, sélectif,
aisément disponible, peu réactif chimiquement et gaiteux. La méthode est utilisée maintenant
pour préparer des extraits d’épices (gingembrerikepcéleri), des ardbmes (thé noir, bois de chéne
fumé) et des essences végétales pures (débarrdsscspenes, dépourvues d'intéréts olfactifs et
oxydables, ou privées de certains constituantg)r(@on, 1999).

[1.7.5. L'extraction par enfleurage

Cette methode d'extraction est utilisée dans leetreent des parties fragiles de plantes telles
que les fleurs, qui sont trés sensibles a l'admiha temperature. Elle met a profit la lyposoliu®il
des composants odorants des végétaux dans lesgragpd_e principe consiste a mettre les fleurs
en contacte d'un corps gras pour le saturer emesse€geétale. Le produit obtenu est une pomade
florale qui est ensuite épuisée par un solvantmgéiimine sous pression réduite. Dans cette
technique, on peut distinguer I'enfleurage ou lkaraion se fait par diffusion a la temperature
ambiante des aromes vers les corps gras et latidigegli se pratique a chaud, par immersion des

organes végétaux dans le corps gras (Cordeab, &007).

11.7.6. Extraction assistée par micro-ondes

Extraction assistée par micro- ondes est une nleutethnique qui combine ['utilisation des
micro ondes et d'autres méthodes traditionnellessize procédé, la matiere végétale est chauffée
par micro- ondes dans une enceinte close dans llagiae pression est réduite de maniére
séquentielle. Les composés volatiles sont entrgaaé$a vapeur d'eau formé a partir de I'eau propre
de la plante. lls sont ensuite récupérés a lai@s grocédés classiques condensation,
refroidissement, et décantation. Des études en uligemd que cette technique possede plusieures
avantages tel que le gain de temps d'extractiofiljdation de petites quantités de solvant, et un
rendement d'extraction élevé (Hemwimorlet2007)

Il. 8. Facteurs de variabilité des huiles essentiek
Il existe beaucoup de facteurs externes pouvalteinéer la composition chimique de I'huile
essentielle. La température, le taux d’humiditéluise d'ensoleillement, la composition du sol sont
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autant de facteurs d'ordre environnemental suditeptid'exercer des modifications chimiques.
ChezMentha piperitgpar exemple, les nuits froides favorisent la foioratle menthol alors que les
nuits tempérees favorisent celle du menthofuramrengton, 1999). Les études portant sur la
variation de la composition chimique des huiledarction du cycle circadien et des saisons sont
nombreuses (Assad at, 1997; Lopes eal., 1997). L'heure de la récolte du matériel végétasiai
que le moment dans l'année sont en effet des facieportants. A titre d'exemple, il a été
démontré que, la composition de l'huile essentidie feuilles d'Ocimum gratissimumyarie
considérablement en fonction de I'heure de la té¢¥lasconcelos etl., 1999).

Le rendement et la composition chimiqgue des hudesentielles varient également en
fonction de la méthode d’extraction (khajerakt 2004 et 2005 ; Viljoen &tl., 2006 ; Sefidkon et
al., 2007). La durée de séchage affecte aussi bieanidement que la composition (Yayi at,
2004). Outre la composition, ces facteurs peuvgalegnent avoir un impact sur la teneur en huile
essentielle. Le€itrus par exemple ont une teneur plus importante en fagtentielle lorsque la
température est élevée (Bruneton, 1999). Les fl@a@Ghrysanthemum coronariusont plus riches

en huile essentielle sous l'effet de fertilisaAtisdrez-Castellanos eil., 2003).

[1.9. Les domaines d’application

La composition chimique des huiles essentiellesfeszena ces extraits aussi bien des
propriétés odorantes et aromatiques qu’'antimicroi@e. Ces caractéristiques offrent des
débouchés importants dans de nombreux domainesstifels, que ce soit dans lindustrie
cosmétique, les secteurs de la santé, de I'agneealiaire ou de I'agriculture.

11.9.1. Agro-alimentaire

L'’ensemble des secteurs de l'agro-alimentaire smmsommateurs d’huiles essentielles:
alcools, boissons non alcoolisées, confiserie, ytedaitiers, produits carnés, sauces, soupes,
snacks, produits de boulangerie mais égalemenatiiion animale (Bruneton, 1999). Les huiles
essentielles ou leurs isolats sont employés augsi pour leurs propriétés antibactériennes
gu’aromatisantes. Les premiéres permettent auedegsentielles de jouer le rle de conservateurs
alimentaires (Burt 2004; Tiwari ell., 2009). Cette application, déja bien développeeaforce
ces dernieres années grace a des décisions dééeéuoportante ; par exemple tacommandation
portant sur la réduction du sel dans les alimeots fimiter les problemes cardio-vasculaires est
préconisée par la World Health Organisation (WH@R802. Ceci engage les industriels a trouver
des additifs de substitution permettant d’ass@aekurité alimentaire (Burt, 2004). De plus, la
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tendance actuelle a consommer du « naturel » qirgh développement du golt de I'exotisme de
la part de la population poussent les industaelgiliser de plus en plus les huiles essentialles
temps qu’additifs aromatisants. Ce retour au nhtese lié a une prise de conscience générale
tournée vers la protection de I'environnement aestre autres, la réduction de la consommation
en produits phytosanitaires de synthese et le dppement de I'agriculture biologique. Dans ce

contexte, les huiles essentielles constituentfoisade plus, une voie d’intérét et de recherche.

11.9.2. Parfums et Cosmétiques

Dans le domaine des parfums et cosmétiques, lésshessentielles sont employées en tant
gu’'agents conservateurs grace a leurs propriétiiarobiennes qui permettent d’augmenter la
durée de conservation du produit. Cependant, sedbut pour leurs caractéristiques odorantes
gu’elles sont utilisées, notamment dans la fornutatde parfums, de produits d’entretien
personnels ou ménagers (Aburjai and Natsheh, 20Q8)c constater 'ampleur de leur utilisation
dans ce marché, il suffit d’étudier, chez soi,danposition des produits de consommation courante
tels que les shampoings, savons, eaux de toiliefiiges vaisselle ou nettoyants de surface. Amote
gue le terme « huile essentielle » n'est pas engplieyCode de la santé publique (article R.5131-4
8°) impose, en effet, les mots « aroma » ou « parfu(« fragrance » en anglais) qui englobent
'ensemble des compositions aromatiques ou parftesagt leurs matieres premieres ( AFSSAPS
2008). En plus des huiles essentielles, il peudis@e concretes, d’absolues, mais également d’'un
ou plusieurs constituants extraits d’'une huile e$ske, comme le limonéne. Toutefois, dans le cas
ou la substance utilisée fait partie de la liste 88 molécules identifiées comme étant susceptible
d’entrainer des réactions allergiques telles queittal, le géraniol ou linalool, sa dénomination

(chimique, n°CAS, IUPAC) doit étre inscrite parmiliste des ingrédients.

11.9.3. En pharmacie

Les drogues a huiles essentieltmt utilisées en nature, en particulier pour Eppration
d’'infusion (menthe, mélisse, verveine, fleurs diger... etc) et sous la forme de préparations
galéniques simples et méme pour 'aromatisationfdeses médicamenteuses destinées a la voie

orale (Bruneton, 1999).
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11.9.4. Domaine médical

L’emploi des huiles essentielles en thérapeutiquet &€& a leurs propriétiés
pharmacodynamiques diverses et souvent marquéesi Rs plantes a huiles essentielles, on
trouve les antiseptiques surtout employés dansnigadies des voies respiratoires ou urinaires,
certaines sont eupeptiques et carminatives (régetdrla digestion), d’autres agissent comme
stimulants du systeme nerveux central, pouvantqmoer des convulsions a hautes doses. Leurs
actions antispasmodiques, cholérétiqgues, stomaehig vermifuges ne sont pas non plus, a
négliger. Les huiles essentielles renferment destances antivirales (Herman, 199Bs huiles
essentielles de thym et de romarin ont été utdiggur soulager la fatigue, les maux de téte, les
douleurs musculaires et quelques problemes respesat

Elles ont aussi des propriétés antifongiques duasenthol, au néomenthol, a la menthone et
a l'acétate de menthyle. L'activité antifongiqueé® mise en évidencsur Aspergillus flavus,
Aspergillus sulphurens, Aspergillus fumigatus, Mudoagilis. L'activité antibactérienne a
egalement été testée par Tassoalan 1995 et par Bassole en 2003. Les huiles eskesntat

également des activitésitioxydantes signalées par Ozer et collaborasu007.

11.10. Les principales propriétés des huiles essentles

Les huiles essentielles possedent de nombreusgsgiés(Purchon 2001, Willem, 2002):

11.10.1. Propriétés Anti-infectieuse
-a- Propriétés antibactérienne
Les molécules aromatiques possédant l'activitébantérienne la plus importante sont les

phénols contenus par exemple dans I'huile esskntlelclou de girofle. d’origan ou de thym.

-b- Propriétés antivirale

Les virus sont assez sensibles aux huiles esdesteéelphénol et a monoterpénol. Plus d’'une
dizaine d’huiles essentielles possédent des ptépri@ntivirales. Nous pouvons citer I'huile
essentielle de Ravintsara, I'huile essentielle desBle HO, ou I'huile essentielle de Cannelle de
Ceylan.
-c- Propriétés antifongique

Les huiles essentielles utilisées pour leurs pévgsi antifongiques sont les mémes que celles
citées précédemment cependant la durée du traiteseem plus longue. Par exemple, les huiles
essentielles de cannelle, de clou de girofle oniaeuli sont des antifongiques.
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-d- Propriétés antiparasitaire

Les molécules aromatiques possédant des phénolauurentaction puissante contre les
parasites. Le thym a linalol, la sarriette des ragnés sont d'excellentes huiles essentielles
antiparasitaires.
-e- Propriétés antiseptique

Les propriétés antiseptiques et désinfectantes soovent retrouvées dans les huiles
essentielles possédant des fonctions aldéhydes esu tekpénes comme ['huile essentielle
d’'Eucalyptus radiata
-f- Propriété insecticide

Certaines huiles essentielles sont insectifugesnsecticides comme celles possédant des

fonctions aldéhydes comme le citronnellal conteansd’Eucalyptus citronné ou la citronnelle.

11.10.2. Propriétésanti-inflammatoires
Les huiles essentielles possédant des aldéhydes dest propriétés actives contre

linflammation par voie interne comme I'huile estele de Gingembre.

11.10.2.1. Propriétésdigestives
Les huiles essentielles de cumin (avec la molédaeleuminal), d’anis étoilé ou par exemple
d’estragon ont une action digestive et apéritiMeesEpermettent la stimulation de la secretion des

sucs digestifs. L'huile essentielle de menthe pEhatténue les nausees.

11.10.3. Régulatrices du systeme nerveux
-a- Calmantes, anxiolytiques:
Les aldéhydes type citrals contenu par exemple Kauite essentielle de Mélisse ou celle de
Verveine citronnée favorisent la détente et le seihm
-b- Analgésiques, antalgiques:
Les huiles essentielles les plus connues poureiion antalgiques sont les huiles

essentielles d’Eucalyptus citronné, de Gingemhed,alande vraie.
[1.10.4. Cicatrisantes.

Les huiles essentielles cicatrisantes sont lees@ssentielles de Ciqi€istus ladaniferus,)

de Lavande vraigavandula vera,)d'Immortelle(Helichrysum italicum)de Myrrhe(Commiphora
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myrrha).On utilise souvent un mélange de plusieurs huésemielles cicatrisantes avec une huile

végetale comme I'huile d’amande douce.

[1.11. Les méthodes d’analyse des huiles essentsll

Une parfaite connaissance de la composition chiendgs huiles essentielles est necessaire
aux industriels pour en controler la qualite etdgularité en vue d’une bonne commercialisation et
pour y déceler une éventuelle spécificité en vusalgalorisation. En effet, ces huiles essentielles
constituent souvent une matiere premiére destinss ecteurs d’activités aussi divers que ceux de
la parfumerie, des cosmétiques, des industriesnpd@utiques et de I'agroalimentaire. Quel que
soit le secteur concerné, I'analyse des huilesnéisfles reste une étape importante qui, malgré les
developpements constants des méthodes de sépagatibidlentification, demeure une opération

délicate nécessitant la mise en oeuvre de divégsbsiques (Joulain, 1994).

[1.11.1. Analyse par chromatographie en phase gazea (CPG)
11.11.1.2. Principe de la chromatographie en phasgazeuse

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) esthlaigee la mieux adaptée a l'analyse des
huiles essentielles. C'est une méthode basée séphration de composés a I'état gazeux suivant
leur coefficient de partage entre une phase stadiom liquide imprégnée sur un support solide
inerte (colonne de chromatographie) et parcouruup& phase mobile gazeuse (le gaz vecteur)
(Browing, 1971).

Le mélange de constituants est introduit en tétealienne ou il est vaporisé au niveau de
I'injecteur; les différents constituants sont élaésavers la colonne a une vitesse qui dépend de |
vitesse linéaire du gaz vecteur, de leur solubiiééds la phase stationnaire et de leur volatilité
(Nguyen efal., 1993). Les substances séparées, toujours spus fpazeuse, quittent la colonne et
traversent I'une apres l'autre un détecteur quiagégla proportion de chaque substance sur un
enregistreur intégrateur. L'enregistreur signale succession de pics, caractérisés chacun par un
temps de rétention et une aire. Le pouvoir de séipardépendra de la longueur de la colonne, les
séparations les meilleures étant obtenues avecollmsnes "capillaires” (de trés faible diamétré, ~
millimétre et de longueur pouvant aller jusqu'a hiires).

La CPG permet a la fois une analyse qualitativguaintitative. L'inconvénient majeur de
cette méthode provient de la nécessité de vapoleserproduits, ce qui peut entrainer des

modifications structurales.
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[1.11.2. Chromatographie en phase gazeuse couplédaaspectrométrie de masse (GPC/SM)

Le couplage CPG/SM est, aujourd’hui, la techniqaer@férence dans le secteur particulier
des huiles essentielles. L'idée de coupler uneeauntéthode physique d’investigation apres
séparation chromatographique, dans le but d’ajautarchromatographie une deuxiéme dimension
analytique, s’est concrétisée dés 1960 dans la ioaimsbn entre la chromatographie en phase
gazeuse et la spectrométrie de masse CPG-SM (DekMa&ablier, 1994).

Le principe de cette méthode consiste a transigaerle gaz vecteur (phase mobile) les
composés séparés par chromatographie en phasesgatans le spectrométre de masse au niveau
duquel, ils vont étre fragmentés en ions de maasables dont la séparation sera en fonction de
leur masse. La comparaison informatique du spetima pic inconnu avec une ou plusieurs
librairies de référence permet son identificatioroadition que la similitude des spectres, inconnus
et référence, soit suffisant et que les indicegélention soient identiques, dans des conditions
opératoires comparables (Desjoberlet1997; Bruneton, 1999).

[1.11.3. Chromatographie liquide a haute performane

La chromatographie liquide a haute performance (BLldst largement utilisée comme
technique analytique et préparative. Comme son Findique, la phase mobile est liquide et non
gazeuse.

Dans CLHP, l'échantillon doit étre totalement stduldans la phase mobile (solvant
d'élution). Celui-ci doit étre poussé a haute possgdou la dénomination alternative de
chromatographie liquide haute pression) afin di@ssun débit constant dans la colonne et éviter
toute perte de charge. La CLHP fait intervenir descanismes d'échange soluté/phase mobile/
phase stationnaire, basés sur les coefficientsadage ou d'adsorption selon la nature des phases
en présence. C’est une tres bonne méthode pouegélesl constituants non volatils des concrétes et
des absolues ou pour opérer des préfractionnent@ntpeut la coupler également a un analyseur
de masse (Bruneton, 1999).

La CLHP n’est quasiment pas utilisée pour le dosbegeHE sauf pour certains constituants
qui ont un spectre UV caractéristique. Si des lesgahaines sont présentes il est nécessaire
d'effectuer une séparation préalable pour évitepteblémes de détection.

[1.12. Activite antimicrobienne
Le monde bactérien est trés vaste et les bactgigdent notre environnement. Elles assurent
a la surface du globe, sur le sol et dans les dauxombrables fonctions; elles exercent des astion
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bénéfiques (ex: bactéries fertilisantes du sollisrdautres peuvent provoquer des infections chez

les plantes, les animaux et également chez I'ho(Kimati ,1998).

11.12.1. Mécanismes de I'action antimicrobienne debuiles essentielles

Les mécanismes par lesquels les huiles essentidérsent leur activité antibactérienne sont
peu connus, mais il y a un certain nombre de méuoas proposeés (Holley et Patel, 2005). L'action
des huiles essentielles sur le développement desofmiganismes peut étre expliquée par
l'altération de la perméabilité membranaire desmger en perturbant les systemes de transport
ionique, le transport des électrons et la prodactigénergie (Sikkemat al, 1995; Chami, 2005;
Oussalalet al.,2006; Souzat al, 2006).

L’effet des terpenes sur la membrane bactériennattedué a leurs propriétés lipophiles, a la
force de leurs groupes fonctionnelles et a lewntstilé dans I'eau. Leur site d’action parait sar |
bicouche lipidigue de la membrane cytoplasmiqudulzdte. Cette altération de la membrane
perturbe la régulation osmotique. akpinene, lep-pinéne et le limonene inhibent I'activité
respiratoire chez le mitochondrie de la levure @etpal.,2005).

Sous l'action des monoterpéenes testés par PinaeVak (2004), les cellules ont montré une
perte rapide de potassium, une lyse des sphérepldst levures avec une altération sévere de la
membrane cellulaire et une solubilisation de la iome observée par le microscope électronique.
Un tel effet est en accord avec la nature biochimides terpenes testés qui, probablement, agissent
comme des solvants de la membrane cellulaire. éfeffu clérocidine (un ditérpene a effet
antibactérien) est testé sur la topoisoméraseayupe '’ADN au niveau des guanines précédents le
site de clivage de I'ADN, ce qui entraine la diston de la double hélice de I'acide nucléique
(Slamenoveet al.,2004).

Les alcools sont réputés de posséder une actiatééricide plus prononcée que celle
bactériostatique sur les cellules végétatives. tegsenes-alcools peuvent agir sur la dénaturation
des protéines, comme un agent solvant ou commagdeds déshydratants.

Lambertet al. (2001) in Burt et Reinders (2003), confirment tpiearvacrol et le thymol, qui sont
les constituants majeurs de I'huile essentiellgigéam, rendent la membrane cellulaire bactérienne
perméable.

Les aldehydes, notamment le formaldéhyde et laglidéhyde, ont une forte activité sur les
bactéries. Les aldéhydes conjugués a une doubikoriacarbonique forment un arrangement
électronégatif tres fort, ce qui peut expliquerrlaativité. De tels composants électronégatifs
interferent dans les processus biologiques impligleatransfert des électrons et réagissent agec le
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composants nitrogénés tels que les protéines etdakes nucléigues donc l'inhibition de la
croissance bactérienne (Dorman et Deans, 2000e¥HetI Patel, 2005).

Smith-Palmeret al. (2001) ont montré que les bactéries a Gram (+) pard sensibles a
I'effet des huiles essentielles que les bactéri€&am (-) qui se caractérisent par une membrane
externe imperméable. Selon Cristiaatial. (2007), cette imperméabilité est due a la richekse
cette membrane en lipo-polysaccharides la rendast pydrophile, ce qui empéche les terpenes
hydrophobes d’y adhérer.

D’autres études ont été effectuées sur la relatintne la présence de citral (mélange des
isoméres néral et géranial) dans le zeste dess fdgs agrumes et linhibition deenicillium
digitatum Penicillium italicum et Geotrichum candidunqui sont les principales moisissures
responsables de la contamination @ésus (Wuryatmoet al, 2003). Cette inhibition est due a la
présence d’'un groupement carbonyle adjacent alpocasa et dans les aldéhydes insaturest
B ; néral et géranial ; ceci polarise positivementdrbong et I'aldéhyde peut agir en tant qu’agent
d’alkylation direct capable de lier les groupeslé@aphiles cellulaires (Cosentimd al,, 1999).

Kim et al. (1995) in Hulin etal. (1998) rapportent que les huiles essentiellesbiarh
posséder plusieurs modes d’action sur les différemitroorganismes. Ces modes d’action sont
(Fig.09):

*interférence avec la bicouche lipidique de la meank cellulaire, provoquant une augmentation
de la perméabilité et la perte des constituantslagks.

*altération des différents systemes enzymatiquest @eux impliqués dans la production de
I'énergie cellulaire et la synthése des composadatstructure.

*destruction ou inactivation du matériel génétique.

Coagulation Proton motive
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Figure 09: Sites d'action antibactérienne des huiles essksti@urt, 2004).
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11.12.2. Techniques d'étude du pouvoir antimicrobi@ des huiles essentielles
[1.12.2.1. Technique par contact direct

Les techniques par contact direct consistent arenett contact I'huile essentielle et les micro-
organismes, puis a observer la croissance de ceede Le contact peut avoir lieu en milieu

gélosé (milieu solide) ou dans un bouillon (millewide).

11.12.2.1.1. Méthode des disques

C’est une méthode ancienne mais toujours d’acéudtiie permet I'estimation qualitative de
I'effet de I'huile. La méthode consiste a déposes disques de papier buvard, imprégnés d’'une
guantité définie de I'huile essentielle, ou de peiteusés dans la gélose et remplis de I'huileiser
gélose ensemencée d’'une souche bien précise. Apesncubation a 37°C pendant 24 h, on
mesure les diameétres des halos d’inhibition (Ba®icl979).Cette méthode sert en général a la
présélection de I'activité antimicrobienne des HiE c

-Le diamétre d’inhibition n’est pas une mesumecte de I'activité antimicrobienne des HE,
les différents constituants ne diffusent pas takdnéme maniére dans le milieu gélosé.

-Le diameétre d’inhibition varie en fonction dedansité de l'inoculum et de I'épaisseur du
milieu de culture. Il est donc nécessaire de staliskr ces conditions pour pouvoir comparer les
résultats,ce qui n'est pas toujours le cas dandif&rentes études réalisées sur le sujet (Hedin
al., 1998).

11.12.2.1.2. Détermination de la concentration mimnale inhibitrice
La concentration minimale inhibitrice (CMI) est egistrée comme la plus petite dilution

dans laquelle aucune croissance macroscopiqueob'estvée (Kuetet al, 2004).

1- CMI en milieu liquide
On repartit dans une série de tubes a hémolyselume constant de bouillon nutritif, qu'on
ensemence avec un inoculum fixe de bactéries,qruegoute a ces tubes des quantités croissantes
d'huile a étudier. Un tube témoin est laissé saibiatique. Aprés une 18 a 24 h d'incubation a
37°C, les tubes sont soigneusement examinés. leetéumhoin sans huile est uniformément trouble.
Le premier tube de la série demeuré limpide indigréeisément la CMI (Basole &, 2003).
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11.12.2.2. Méthode de microatmospheére

Le disque imprégné de I'huile a étudier est dé@aséentre géométrique du couvercle de la
boite de Pétri, et n’entre pas en contact avecélasg. La boite est fermée, couvercle en bas et
placée dans une étuve a 37°C, au bout d'un cettanps de latence, les colonies microbiennes
situées sur l'air d’évaporation de 'huile ont disp. Si on prolonge I'expérience, on constate que
toutes les colonies subissent le pouvoir bactéridiel I'huile qui a alors diffusé a toute la surfdee
la gélose (Belaiche, 1979). Chaque essai est r@petibuble. Aprés l'incubation, la croissance est
comparée a celle du témoin. La quantité minimalabitrice est définie comme la plus petite
guantité pour laquelle aucune croissance n’esbleisiomparativement au témoin sans produit (De
Billerbeck etal., 2002).

Cette méthode ne quantifie pas l'activité antimioeone réelle des HE. Elle montre

seulement I'activité des constituants volatils &elapérature d’incubation (Hulin at., 1998).

[1.13. Activité antioxydante des huiles essentielée
11.13.1. Les radicaux libres

Un radical libre est une molécule ou un atome ayardu plusieurs électrons non apparies, ce
qui les rend extrémement réactif (Vasant, 2004enkeémble des radicaux libres et de leurs
précurseurs est souvent appelé espéeces réactiVezydgne (Favier, 2003).

L’appellation « dérivés réactifs de I'oxygene »st'@as restrictive. Elle inclut les radicaux
libres de I'oxygene proprement dit mais aussi destalérivés oxygeneés réactifs non radicalaires
dont la toxicité est importante tel le peroxydeydiftogene HO..

[1.13.2. Origine de production des ERO :

Les radicaux libres nocifs sont produits dans bBmigme au cours du metabolisme normal.
Cette production augmente en rapport avec I'élématie la consommation d’oxygéne (Gauche et
Hausswirth, 2006). Plusieurs mécanismes et systeesponsables de la production de radicaux
libres ont été identifiés jusqu’a présent, parnx Baus citons :

» des fuites d’électrons au niveau de la chaine na&sjie de la mitochondrie (Aurausseau,
2002);

» des processus inflammatoires produits par lesleslphagocytaires activées (Milan, 2004 ;
Van Antwerpen, 2006);

* du systeme xanthine déshydrogénase/ oxydase émtsvé’ischémie-reperfusion (Li &i.,
2002 ; Valko etl., 2004 ; Valko etl., 2006);
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» d’exposition a des agressions de I'environnemeantoe les agents infectieux, la pollution,

les UV, la fumée de cigarette et le rayonnemenin@a2003).

[1.13.3. Les antioxydants

Les antioxydants sont des molécules ayant la c@pdei neutraliser des radicaux libres qui
sont responsables de nombreuses maladies. Lesyataids sont des composés qui inhibent ou
retardent le processus d’oxydation en bloquanttiétion ou la propagation des chaines de
réactions oxydatives (Beheraadt, 2006).

Les antioxydants naturels ou synthétiques sorisésilpour prévenir de nombreuses maladies
(cardiovasculaires et neurodégénératives, inflanomatiabéte...) et le vieillissement, dus a la
formation exagérée des radicaux libres. Les antiaris sont également utilisés dans les aliments
pour retarder la détérioration, le rancissemenlkaodécoloration qui est souvent due a I'oxydation

causée par la lumiére, la chaleur et certains mdidéada etal., 2005).
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[1l.1. Généralités sur les polyméres

Un polymére (macromolécule), est constituée d’umairee de monomeres. On distingue les
homopolymeres constitués de répétition d’'une unique structure éculhire (fig.10) et les
copolyméres constitués d’une répétition de plusieurs structuremomeriques différentes ; (la

plupart des polyméres sont élaborés a partir diudeodeux types de monomeéres seulement).

Figure 10: Structure d'un polymeére

l1l.2. Polyéthyléne (PE)

Le polyéthylene est un polymeére thermoplastiqudadéamille de polyoléfines contenant
uniquement des carbones hybridés de type sp3 @/i2005). Sa molécule se présente sous forme
de chaines contenant 1000 a 2000 monomeres. Lall®ehimique du polyéthylene est la suivante
(Vonhippel, 1961):

[-CH 2> CH2ly

Partiellement cristallin, le polyéthyléne contigisinc deux phases: la premiere amorphe dans
laguelle les chaines sont disposées de maniéreddésee et la deuxieme cristalline dans laquelle
les chaines sont disposées de maniere ordonnéarfbransi des cristallites (Barlow, 1991,

Boudou and Guastavino, 2002).
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[11.3. Structure multi-échelle du matériau
[11.3.1. Phase amorphe et phase cristalline

La phase amorphe se caractérise par I'absenceedfoadéculaire a grande distance. En effet,
les chaines ont une conformation de pelote stistcar elles sont désordonnées et enchevétrées
(fig. 11). Dés lors, a l'état solide, elles ont f@@me conformation qu'a I'état fondu. Les
enchevétrements jouent un réle important dans kmpootement viscoélastique de la phase
amorphe. En effet, lorsque le temps de la défoonatst faible devant le temps caractéristique du
polymere (temps de relaxation), les enchevétrermsts considérés comme les noeuds d'un réseau
tridimensionnel, ce qui donne naissance a un coimment de type élastique. Au contraire, si le
temps de la déformation est élevé devant le tenepeeptation des chaines, les enchevétrements
peuvent se déplacer et le matériau présente unartenpent de type visqueux (Rault, 2002).

Si un certain nombre de conditions sont réuniegu(egité structurale et refroidissement lent)
(Wunderlich, 1973, 1976; Monasse, 1990), le refsseiment d'un polymeére semi-cristallin & partir
de l'état liquide provoque une cristallisation as €£haines macromoléculaires. Des lors, elles
s'arrangent parallélement les unes par rapportaaiires et un processus de repliement multiple
d'une méme chaine en segments de longueur vosipeduit pour former les lamelles cristallines
(fig. 11). La structure la plus stable du PE cqroesl a une maille orthorhombique (dont les
parametres de maille mesurés par Bunn en 193%sorf,740 nm, b = 0,493 nm et ¢ = 0,253 nm)

contenant des chaines en zigzag plan (fig. 11).

H

Figure 11: Structure cristalline du polyéthylene.
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111.3.2. Morphologie semi-cristalline

La morphologie semi-cristalline du PE a haute dénse présente localement comme un
ensemble de lamelles cristallines, séparées digsepar une phase amorphe (fig).
Les deux phases sont liees entre elles par deseségde chaine macromoléculaire appelés
molécules de lien, car ces dernieres peuvent pmtica la formation de plusieurs lamelles
cristallines en méme temps (Monasse, 1990; Had8®5; Nitta et Takayanagi 1999, 2000).

Phase cristalline >

Phase amorphe — >4

Figure 12 Structure d’un polymere semi-cristallin

l1l.4. Différents types de polyéthyléne
Les polyéthylénes sont classés en fonction de deusité qui dépend du nombre et de la

longueur des ramifications présentes sur les chafrméculairesily a :
» Le polyéthyléne basse densité (PE-BD) ou (en asdlaiv-density polyethylene LDPE).

Le polyéthyléne basse densité linéaire (PE-BDLjevuanglais LLDPE, linear low density-

polyethylene).

* Le polyéthylene haute densité (PE-HD) ou (en asghagh-density Polyethylene HDPE).

* Le polyéthylene a masse molaire élevée (PE-UHPMjeouanglais, ultrahigh- molecular-
weight polyethylene UHMWPE).

* Le polyéthylene réticulé (PE-R), ou (en anglaisserlinked polyethylene PEX).

* Le polyéthyléne réticulé a haute densité (PE-RHIDJen anglais high density cross-linked
polyethylene HDXLPE).

* Le polyéthylene a moyenne densité (PE-MD) ou (eglaass MDPE, medium density
polyethylene).
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* Le polyéthylene a tres basse densité PE-TBD, ouafaais VLDPE, very low density
polyethylene).

l11.5. Le Polyéthylene basse densité :

Polyéthyléne basse densité a été découvert en d@3Bawcett et Gibson (Smedbergakt
2004). Ce matériau est constitué de chaines mat#oulaires comprenant des ramifications
latérales de longueurs variables (Fournie, 199@)1ésence de ces ramifications dans la chaine de
polyéthyléne influe sur les propriétés physiquesngité, flexibilité, viscosité,...), et favorise
l'initiation de I'oxydation (Barlow, 1991).

La polymérisation du PEBD se fait a une pressiomprise entre 1000 et 3000 atmosphéres et a
une température comprise entre 100°C et 300°C.eGx&a structure non polaire, le PEBD possede
de bonnes propriétés diélectriques. Pour celatillisé comme un isolant dans la fabrication des

cables. La premiéere tentative de son utilisationaite a 1940 (Peschke and Von-Olshaussen 1990)

l11.5.1. Propriétés du PEBD
a. Propriétés physiques

Le PEBD est un polymére semi-cristallin, de densitéée entre 0.91 et 0.92. Son taux de
cristallinité est d’environ 43% a 50% et sa tempéeade fusion cristalline est située entre 105°C e
115°C (Fournie 1990).

b. Propriétés chimiques

En général, le PEBD présente une bonne résistdmméqeie (Fuzessery, 1986), il est:
* Tres résistant aux acides faibles.

» Résistant aux acides forts non oxydants.

* Trés résistant aux bases fortes et faibles.

* Résistant aux solvants organiques au dessoug°@: 8

c. Propriétés mécaniques

Le PEBD est un thermoplastique semi rigide treploa faible épaisseur, ses propriétés
mécaniques dépendent de la configuration des nleketi sont d'autant meilleures que le degré de
polymérisation est plus élevé, ce polymere est s@ssible a l'orientation comme tous les
polyoléfines (Chretien, 1990Nous pouvons citer selon Fusesserry (1996) entresau

 La résistance a la traction variant de 9 a 23 MPa
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* L’allongement a la rupture variant de 150% a 2600

*L.e module d’élasticité en traction variant de 20000MPa.

[11.5.2. Domaines d’applications
Les propriétés specifiques du PEBD lui ont offezs dlomaines d'application trés vastes et

tres variés (Chretien, 1990) il peut étre utilisénene:

* Films pour embalage.

» Casier a bouteilles et caisses de manutention.

* Sacs a grande contenance.

* Films pour batiment.

* Objet domestiques: seaux, cuvettes, bassines, bacs...

» Jouets miniature, peles et sceaux de plage.

» Attaches, fermetures, poignées pour cartons, sabas, poignées de guidon... etc.

» Piéces industrielles diverses: mécaniques, éleetsiq.etc.

e Articles ménagers

* Recouvrement des cables «tuyau».

* Matériels d'h6pital: poches de perfusion, vasesuite. .

[11.6. Agents compatibilisants
Les agents compatibilisants sont des molécules gittant d’augmenter I'affinité entre deux

structures chimiques. Généralement, la faible idfientre les deux structures peut étre caraceerisé
par leur énergie de surface. L'angle de contaateenhe certaine structure et un solvant, dont
l'indice de polarité est connu, peut étre un osiihple pour déterminer si deux structures sont
compatibles. Plus spécifiguement, I'énergie de amafpeut étre discriminée selon sa nature:
dispersive et polaire. La partie dispersive est #6x moments dipolaires temporaires tandis que la
partie polaire est la contribution des dipbles merents causés par un déséquilibre

d’électronégativité dans la structure moléculaire.

[11.7. Compatibilisation d’'un mélange de polyméres

Les mélanges miscibles ne constituent qu'une ntiadies cas rencontrés. Leur intérét
principal est qu’ils permettent d'étendre la feeétt'utilisation des homopolyméres qui les
composent. Les mélanges de polymeres non miscebes beaucoup plus fréquents; ils se

caractérisent par une structure multiphasique.n@danges sont généralement incompatibles, du
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fait de I'absence d’interactions favorables entre thaines de polymeéres constitutifs ce qui se
traduit par des propriétés mécaniques tres fa{blakason eal., 2006).

Les méthodes d’amélioration de I'adhésion entrepleases, impliquent I'ajout d’'un tiers-
corps qui assure le contréle et la stabilisatiohad@orphologie par réactions ou interactions entre
fonctions ou sites actifs sur chacune des phaspeisence.

[11.7.1. Objectifs de la compatibilisation
Les trois effets principaux recherchés lors deokapgatibilisation d’'un mélange sont:

1. Diminution de la tension interfaciale pour facitita dispersion;

2. Stabilisation de la morphologie afin d’éviter I'éuton de celle-ci au cours d’étapes de
transformation et de mise en ceuvre du matériau ;

3. Augmentation de l'adhésion entre phases a I'étitles@fin de favoriser notamment le
transfert de contrainte entre les phases et dor#i@amer les propriétés mécaniques du
mélange.

En fonction de la méthode de compatibilisation sigoiet du type de compatibilisant utilise,

chacun des trois objectifs précédents peut étieqalumoins bien atteint.

[11.7.2. Les différentes méthodes de compatibilisadn
Les deux stratégies les plus frequemment utilis&es la compatibilisation des mélanges de
polyméres non miscibles sont :
1. L’ajout d’'un copolymére préformé, de nature etstkucture adaptée, susceptible d’interagir
avec chacune des phases;
2. La formation in-situ d’un copolymere par réaatichimique a I'interface entre les phases au

cours de la préparation du mélange.

[11.8. Copolymére d’Ethylene/Acétate de Vinyle (EVA

L’'EVA est le copolymere de l'éthylene et de l'adétade vinyle (Fig.13), la quantité
d’éthyléne variant entre 60 et 90%. Pour les appbtias alimentaires, la quantité d’'acétate de
vinyle varie de 5 a 20%. L'acétate de vinyle est unolécule polaire et l'inclusion de ces
monomeres polaires dans la chaine principale dé&tley abaisse la cristallinité, améliore la
flexibilité et résulte en de meilleures propriébésriere a I'eau du film. Lorsque la teneur en atedt
de vinyle augmente, la cristallinité du film dimexmais sa densité augmente (Selka.e2004). Il

s’agit d’'un polymere souple, flexible, clair etltazmt. Il présente de bonnes propriétés jouantlie r
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de barriére car il est résistant & de nombreuxastdvorganiques, il est également résistant aux
basses températures, ainsi qu'au « stress, craekifigapacité d'un matériau a se fissurer suite a
diverses contraintes mécaniques ou physiques)wetradiations UV. Grace a son excellente
capacité d'adhésion et a sa facilité de mise erreeliZVA est souvent utilisé au cours du procédé
d’extrusion couchage et comme couche co-extrudéenttscellable. Comme I'EVA posséde une
température de fusion basse, il doit étre facontheésdempératures relativement basses (150,205°C)
et est principalement utilisé dans les emballaglssque les sacs de glacons et les films d’embmllag

étirables pour la viande

H5C
A
T
H LLH H]

Figure 13 Ethylene/Acétate de Vinyle.

l11.9. Synthese bibliographique sur l'incorporation des huiles essentielles et des extraits des

plantes dans les polyméres

L'activité antimicrobienne des huiles essentieiedes extraits de plantes est connue depuis
longtemps et de nombreux résultats de recherchétérgubliés sur I'activité des huiles essentielles
des plantes contre les pathogénes d'origine alairenEtant donné que les huiles essentielles sont
riches en composés phénoliques et en moléculesiles)eelles possédent un grand potentiel a
inhiber un large spectre de micro-organismes. Enég# les composants actifs des huiles
essentielles de plantes inhibent les micro-orgaggspar un mécanisme induisant une perturbation
de la membrane cytoplasmique et par conséquenéséqdilibre dans la force motrice protonique,
le flux d'électrons, le transport actif et l'inlibn de la synthése des protéines. Des exemples
d’extraits de plantes et des huiles essentielleis sgut le plus largement incorporées dans
'emballage alimentaire sont le linalol, le thymd, carvacrol, I'huile de clou de girofle, le

cinnamaldéhyde et I'huile essentielle de basilic.
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Ha etal. (2001) ont rapporté que le polyéthylene basssitle(PEBD) extrudé avec 0.5% et
1% d'extrait de pépin de raisin a prolongé lepemu stockage de la viande de bceuf de 9 a 14
jours a une température de 3°C. Cet extrait pdidaeEment inhiber la croissance des bactéries
pathogénes telles quésteria. monocytogenes. En outre, son activité antimicrobienne lorsqest
incorporé avec le film de protéine de soja coméstb montré un résultat positif avec la population
de Listeria. monocytogenes par la réduction de 1 log UFC/ml apres 1 h dimtidn a 25°C.
CependantE. coli et S Typhimurium ont montré seulement une réduction entre 0,1 2tldy
(UFC/ml) respectivement (Sivaroobaragt 2008).

Muriel-Galet etal. (2012) ont étudié le polypropylene (PP) dont orneorporé ['huile
essentielle d'origan et de citral. En le compaesac I'échantillon témoin (film de PP sans agent
AM), il a été établi que I'huile essentielle dyam a réduit le nombre B: coli, Salmonella enterica
et L. monocytogenes entériques trouvés dans la salade par 1,4 loglo@,%t 0.36 log UFC/mI
respectivement, aprés stockage sous températurd°@e Par ailleurs, 5% d'huile de citral
incorporée dans un film de PP était en mesure deire2le nombre dé. coli et Salmonella
enterica de 0,36 et de 0,41 log UFC / g, respectivemenpe@éant, |'efficacité de I'huile essentielle
de citral est moindre par rapport a celle de lamigll a été rapporté que les huiles essentiekes d
Carvacrol et de citral sont plus efficaces corggeldactéries gram (-) en raison de leur forte iggfin
En particulier, le carvacrol peut affecter lesdgs de la paroi cellulaire des bactéries gram (-).
Cependant, ceci n’était pas en accord avec certhi@cheurs qui prétendaient qu'il n’y avait pas
de différence entre l'efficacité antimicrobienne Ies bactéries gram (+) et gram (-) (Ouattaral et
1997).

D’autres huiles essentielles incorporées dansilies ont été largement étudiées a savoir :
l'isothiocyanate d'allyle (Nadarajah a@t, 2005), le romarin (Han at., 2007), I'huile d'ail (Gamage
etal., 2009; Pranoto &tl., 2005) et de cinnamaldéhyde (Haraket 2007). Nadarajah et. (2005)
ont rapporté que l'huile d’isothiocyanate d'allgledté efficace contrE. coli sur les galettes de
viande hachée avec une réduction de 3 log UFCahg tks 10 jours de stockage. Le film contenant
I'huile d'ail présente une efficacité remarquablsdu’une forte concentration de I'huile d'ail @ ét
utilisée. Gamage &l. (2009) ont trouvé que le film en matiere plastigivec 1,2% en poids / poids
d'huile d'ail a inhibé la croissance de microbes laugermination, alors qu'aucune activité anti
microbienne n’est observée lorsque des quantitéx@je0.8 et 1.0% en poids / poids d’huile d'ail
ont été incorporées. Cependant, I'huile d'ail as@jealée pour réduire efficacement le nombre de

bactéries gram (-) et gram (+) lorsqu'elle estagtd en petite quantité dans les films comestibles,
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0,2% poids / poids d'huile d'ail a été incorporasides films d’alginates inhibant ainsi la croissan
deS aureus etB. cereus (Pranoto eal., 2005).

Les huiles essentielles ont également été incoggaléns des films a base de protéines pour
évaluer leur performance AM. Seydim et Sarikus @0ént préparé des films a base d'isolat de
protéine de lactosérum contenant de 1 a 4.0 %d¢pmlume) de romarin, d'origan et d' huile
essentielle d'ail pour tester I'efficacité des ag@ntimicrobiens contr& aureus (ATCC 43300)E.
coli 0157: H7 (ATCC 35218)... monocytogenes (NCTC 2167),Lactobacillus plantarum (DSM
20174) etSalmondla enteritidis (ATCC 13076). Les chercheurs ont découvert queqloe la
concentration de l'huile essentielle d'ail dans fiess a été augmentée a 3% (poids/v), une
inhibition significative a été observée contre &sules souches testées. Les huiles d'ail et doriga
ajoutées aux films présentaient des zones d'imdrblus grandes su8. aureus, S. enteritidis, L.
monocytogenes, E. coli etL. plantarum par rapport aux films contenant des huiles egdba# de
Romarin. En outre, I'addition de 1,5% (poids / @midd'huile d'origan prolonge la durée de
conservation de la viande par un facteur de 2,eéauhinimisant les changements dans la couleur

de la viande bovine.
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IV.1. Matériel
IV.1.1. Matériel végétal

Les parties aériennes @mucus aureus sont récoltées de trorggionsdifférentes, de Sétif,
d’Oum EI Bouaghi et d€onstantin en juin 2011 (fig. 14), pendant [griode¢ de floraison puis
elles sont débarrassédss impuretés, ensuite sées a 'ombre ane température ambiante. En'
elles sont coupées parties tres fine

Morocco

Figure 14: Carte géographiqudes zones de cueillette des populatio@b. aureus étudiée

Reutera lutea est recueilliede la montagne de Gouraia (Bejags)juin 2011 a une altitu de
609 m (36°46'14.02” N 5°04'57.16” E; puis elle est traitée de laméme¢ maniére que les
précédentes plantes.

IV.I1.2. Les souches microbiennes utilisés
IV.1.2.1. Les bactéries

Les souches utilisées sont des souches de réfédent@dmerican type culture collectic
(ATCC), gracieusement fournies par laboratoire de microbiologie du centre hospi
Universitaires (CHU) de Sétif puis conservées a 414as des tubes a essais contenant de la ¢
inclinée.
Les bactéries a Gram —
Escherichia coli ATCC 25922 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
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Les bactéries a Gram +
Staphylococcus aureus ATCC 25923, SARM & aureus mettycilline resistant) ATCC 43300,
Bacillus subtilis ATCC 6633 et.isteriainnocua (CLIP 74915.

IV.1.2.2. Les champignons
La levure Candida albicans ATCC est obtenue du laboratoire de microbiologie apglgu
Université Ferhat Abbas Sétif 1.

IV.1.3. Les milieux de cultures

La culture des bactéries a nécessité l'utilisationmilieu de culture Meuller Hinton agar
(MH) qui a pour provenance (Fluka) ainsi que ledsiemx de culture, la gélose nutritive et le
bouillon nutritif qui proviennent de l'institut Pasir d’Alger. Pour la culture des levures, le nuilie
utilisé est celui de Sabouraud additionné de chiptenicol. La composition chimique de ces

milieux de culture se trouve en annexe.

IV.1.4. Les antibiotiques

Les disques d’antibiotiques utilisés comme des téspositifs pour toutes les bactéries sont:
le ciprofloxacine (CIP), la benzilpencilline (P¥ furane (FT), la ticarciline (Tic), la gentamicine
(GM), l'oxaciline (OX), la vancomycine (VA), la pgracillne (PIP), lI'imipénéme (IPM),
I'amiKacin (AN), 'amoxycillin+ clavulanic acid ( MC), la nalidixic acid (NA), le kanamycin (K),
le ceftriaxone (CRO). Tous les antibiotiques proment de I'Institut Pasteur d’Alger et la charge

de chaque disque est mentionnée dangsexe.

IV.1.5. Les antifongiques
Les disques d'antifongiques utilisés pour l'antiffignamme est la nystatine (NY) qui

provient du fabriquant Bio-Rad (voir annexe).

IV.1.6. Matériel du test de I'activité antioxydante(test DPPH)

Le testin vitro de l'activité antioxydante de nos huiles essdaieh nécessité comme
matériel, un spectrophotometre UV-visible, qui per@n mesurant, a une longueur d'onde précise
(la longueur d'onde d'absorption maximale de laéowde ou du complexe qu'elle forme avec un
réactif, Amay, l'intensité de cette absorption (densité optigD®) par rapport a un témoin de

concentration connue, de déterminer la quantité deolécule présente dans un échantillon, un
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radical libre qui est le 2,2-diphényl-1-picrylhydyd (DPPH), un antioxydant standard qui est le
butyl-hydroxy toluéne (BHT) et un solvant comment&thanol. Le BHT et le DPPH ont pour
provenance Sigma Aldrich USA.

IV.2. Méthodes expérimentales
IV.2.1. Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles a été effextpar hydrodistillation en se servant du
dispositif d’extraction type Clevenger (fig.15).

Le matériel végétal est coupé en parties tres fid&mm). Ces dernieres sont introduites
avec de l'eau distillée dans un ballon de cinceditpuis le tout est porté a ébullition pendant 4
heures. Les vapeurs chargées d’huile; en travewsaréfrigérant se condensent en gouttelettes. En
raison de la différence de densité, I'huile surnade surface de I'eau distillée. L’'HE obtenue est
récupérée puis séchée par un déshydratant, letesdfa sodium, pour éliminer le peu d'eau
susceptible d’avoir été retenu dans I'huile. L'audssentielle obtenue est conservée dans des
flacons opaques bien scellés a I'abri de la luméé@e une température de 4 a 6 C°.

Figure 15: Appareil de distillation type Clevenger.
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IV.2.2. Calcul du rendement
Le rendement en huile essentielle est le rappadre é@ poids de I'huile extraite et le poids de
la plante sec a traiter (Afnor, 1986). Le rendemexprimé en pourcentage est calculé par la
formule suivante
R=Pg/Pa x 100
Ou R : Rendement de I'huile essentielle enPi%: Poids de I'huile en;dPa . Poids de la plante sec

eng

IV.2.3. Analyse des huiles essentielles

Les analyses de la composition chimique des ha#eentielles dB. aureus des trois régions
ont été réalisées par chromatographie en phaseg@m¢f€PG/FID) et par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CH@/M&8onne apolaire. Les analyses ont été
effectuées a l'aide d'un gaz chromatographe Vaandele CP-3800) équipé d'un détecteur a
ionisation de flamme (FID) couplé a un détectedect# de masse Varian suturn 2000 qui
fonctionne en mode impact d’électron (El) a 70 eV.

Le gaz chromatographe est équipé d’'une colonndlaiagpide DB-5 (de 30 m de longueur par
0.25 mm de diamétre et d’'une épaisseur de 0.25 henyaz vecteur est I'helium avec un flux de
1ml/min (la pression pour les deux colonnes esgtilpsi); la température du four a été programmée
de 60 a 240°C/min et maintenue fixée pendant 40trantempérature de I'injecteur (mode split,
ratio 1/30) est de 220°C. La température du dateceonisation de flamme (FID) a été fixée a
250°C et dans l'analyseur GC/MS, la températureligee de transfert est de 240°Ces
constituants des huiles essentielles sont idestjjgr comparaison de leurs spectres de masse et
leurs indices de rétention (RI) avec ceux des amosks pures enregistrées dans la littérature ou
avec ceux de la base de données élaborée pardeatiaibe a partir de substances authentiques
(Davies, 1990; Stenhagenatt 1974)

La séparation et l'identification des constituades I'huile deR. lutea de Bejaiaa été
effectuée a l'aide d'un gaz chromatographe (Shima@LMS-QP2010). Masse quadripolaire
Agilent (modele 5973 Network) qui fonctionne en reomnpact d’électron a 70 eV. Le gaz
chromatographe est équipé d’'une colonne capiltiréeknokroma (5MS, de 30 m de longueur par
0.25 mm de diamétre et d’'une épaisseur de 0.25 |emvecteur est I'hélium avec un flux de 1.03

ml/min; la température du four a été programmééGda 280°C/min et maintenue fixée pendant
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5min. Les constituants des 'huiles essentielled gentifiées par comparaison de leurs spectres de
masse et leurs indices de rétention (RI) avec ades substances pures enregistrées dans la
littérature (Adams edl, 2001 ; Lawrence, 1988) ou avec ceux de la basmdeeces élaborée par le
laboratoire a partir de substances authentiqguesbases de données WILEY, NIST 147 et FFNSC

sont utilisées pour I'identification des composés.

IV.2.4. Techniques numériques d'analyse des données
IV.2.4. 1. Analyse en Composantes Principales (ARE.)

L'analyse en composantes principales (ACP) est méthode statistique d'analyse des
données (initialement de statistique descriptivé)apnsiste a rechercher les directions de 'espace
qui représentent le mieux les corrélations ente dariables aléatoires. Donc le but est de
comprendre et de visualiser comment les effets l@menes a priori isolés se combinent ?.
Lorsqu'on veut compresser un ensemble de N vasi@batoires, les n premiers axes de I'ACP est
un meilleur choix, du point de vue de l'inertie kypee. Si on décide de ne retenir que les deux
premiers axes de I'ACP, on pourra alors projetérernrmuage sur un plan, et le visualiser. Méme si
I'ACP est majoritairement utilisée pour visualides données, il ne faut pas oublier que c'est aussi
un moyen de décorréler les données, les axes qgomtepas utilisés c'est de l'information perdues

c'est une classification des données en amasddlisorrelées.

IV.2.4. 2. Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean (UPGMA)

L'UPGMA est le nom d'un algorithme destiné a lastarction d'un arbre phylogénétique.
Cette méthode permet la transformation d'une neattie distances (entre différents organismes,
populations, ou séquences de nucléotides) en uwa artvaciné. C'est la méthode la plus simple de
construction d'arbre. A l'origine, elle a été déppe pour construire les phénogrammes
taxonomiques (arbres qui refletent les similitugbgénotypiques entre unités taxonomiques), mais
elle est employée aussi pour construire les arphggogénétiques si les taux d'évolution sont

approximativement constants parmi les différentgskes
IV.2.5. Etude de I'activité antimicrobiennein vitro des huiles essentielles

L’étude qualitative et quantitative de I'activisntibactérienne des huiles essentielles est

réalisée par la technique du contact direct etgpachnique de micro-atmosphere.
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IV.2.5.1. Technique par contact direct
Les techniques par contact direct consistent arenett contact I'huile essentielle et les micro-
organismes, puis a observer la croissance de cesede Le contact peut avoir lieu en milieu

gélosé (milieu solide) ou dans un bouillon (millewide).

IV.2.5.1.1. Méthode de diffusion

Cette méthode permet d’évaluer I'activité antibaetde d’'une huile essentielle. Bien qu’elle
soit reconnue comme fiable et reproductible, efie surtout utilisée en étape préliminaire a des
études plus approfondies, car elle permet d’accaddes résultats essentiellement qualitatifs. La
technique utilisée est une modification de la mééhde Rios edl. (1988). Elle consiste a déposer
un disque stérile, imbibé d’huile essentielle 18glchaque dilution a la surface de la gélose (20 ml
de gélose). Les boites de Pétri sont ensuite iresubd’'étuve a 37°C pendant 18 a 24h. Aprés ce
délai, les diametres des zones d’inhibition sonsun&s autour de chaque disque (fig. 18)s
géloses sont préparées au préalable dans des theitestri de 9 cm de diameétre, I'épaisseur de la
gélose est de 4 mm. L'ensemencement des milieuagepar écouvillonnage selon les
recommandations de 'OMS (Rahalabt, 2005). L'incubation des levures fait a une température
de 37°C pendant 24h. Pour savoir si I'effet dedeuest bactéricide ou bactériostatique, un
prélevement a partir de la zone d’inhibition eahsféré dans un tube contenant du bouillon nutritif
Ce dernier est incubé dans une étuve a 37°C peddah puis examiné a I'ceil nu. Un milieu
trouble indique un effet bactériostatique, tandidug milieu clair indique un effet bactéricide de
I'huile testée.

Disque de papier

imbibé dhuie L Taps bactérien
sentiell=
essentie / “\\ s
| —~
( ) | —— [ y
Fiia e / Incubation a 37°C \ i\ |
noctlur . ]
b= b b i:: | i
backicion “ /" |pendant 24 heures N S/
[ E—
Boite dE:'; Petr Diamatre
avec gelose Linhibition
ntriive

Figure 16: Technique de diffusiopar disque
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IV.2.5.1.2. Détermination de la concentration minirale inhibitrice (CMI)
La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI), corand a la plus faible concentration en
huile essentielle capable d’inhiber la croissaredrienne. Cette technique consiste a inoculer, pa

un inoculum standardis€, une gamme de concentrdéorissante en huile essentielle.

IV.2.5.1.3. Technique de microdilution en milieu lquide

La technique utilisée est une modification de ldhode de Basole et. (2003). Les huiles
essentielles a tester sont dissoutes dans destuofiesostériles, contenant du DMSO, de maniére a
générer une gamme des dilutions. La gamme de cwoatien est alors reproduite dans une
microplaque a 96 puits. 5L de chaque dilution sont transférés dans les pl@iti microplaque,
qui contiennent chacun 150 de milieu MHB inoculé avec POUFC.mL™. Les concentrations
finales de la gamme ainsi générée sont comprises @81 et 8.1 mg.mtpour I'huile essentielle
R. lutea et entre 0.97et 6.46 mg.ilpour les huiles essentielles Beaureus. La gentamicine et la
nystatine sont utilisées comme contréles positdsDPMSO comme contréle négatif. Aprés 18
heures d’incubation a 37°C, la CMI de l'huile essdle est déduite a partir du premier puits de la
gamme dépourvu de croissance bactérienne. Chaguederéalisé trois fois au cours de trois

expériences successives.

IV.2.5.2. Technique de micro-atmosphere

Cette technique permet d'étudier I'effet de la ghaslatile des huiles essentielles sur les
microorganismes. Des milieux de culture géloséd sonlés dans des boites de Pétri sur une
épaisseur de 4 mm. Ces géloses sont inoculéegiaddane suspension bactérienne ou fongique.
L’ensemencement se fait par écouvillonnage, unepdpire de 9cm de diametre stérilisé est placé
au fond du couvercle de chaque boite de PétrieJagant la fermeture de la boite I'huile est
déposée a la surface du papier. Pour chaque lsikeetles dépbts sont de 0 (témoin), 10, 20, 40, et
80 pl. Les boites sont immédiatement fermées atépkarenversées. La croissance est observée
pendant 7 jours. La quantité minimale inhibitri€@MI) est définit comme la plus petite quantité
d’huile essentielle pour laquelle aucune croissarest visible comparativement au témaoin.

Cette méthode ne quantifie pas I'activité antimidenne des huiles essentielles, elle montre

seulement I'activité des constituants volatilesragérature d’incubation (Hulin at., 1998).
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IV.2. 6. Test antioxydant

Le pouvoir antioxydant de huiles essentielles aexdte par la mesure du pouvoir de piégeage
du radical DPPH (2,2- Diphenyl-1-picryhydrazyl) @ella méthode décrite par Queakt (2006),
avec quelques modifications. Ce radicale (fig. lif)e stable posséde une coloration violette
foncée, lorsqu’il est réduit, la coloration devigmine péle.

Protocole

600ul de chacune des solutions méthanoliques des hedlssntielles testées a différentes
concentrations sont mélangées avec 600l d'un¢éisolonéthanolique de DPPH (0.004%).

Apres une période d’'incubation de 30minutes &haperature de laboratoire, I'absorbance
est lue a 517nm. L'inhibition du radical libore DPp&r BHT (butylhydroxytoluéne) a été également
analysée avec la méme concentration pour la comsparaOn détermine la cinétique de la réaction
et les paramétres de calcul de I'activité antioxydgoour le BHT et pour les huiles essentielles

(Pourcentage d’inhibition, I§g). Tous les essais ont été effectués en triplicate.

- O
H
Qz" N —N Dg" N—N
. O
Diphenylpicrylhydrazyl (radical libre) Diphenylpicrylhydrazyl (non radical)

Figure 17 : Forme libre et réduite du DPPH (Molyneux, 2004).

IV.2.6.1. Détermination du pourcentage d’inhibition

Selon Sanchez-Moreno (2002), I'inhibition du ratlidare de DPPH en pourcentage (1%) est
calculée de la maniére suivante :
| % = (A blanc — A échantillon) / A blanc
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A blanc : Absorbance du blanc (contenant tous é&ctifs excepté le composé d'essai), et A

échantillon : Absorbance du composé d'essai.

Calcul des 1G5

ICs0 0u concentration inhibitrice de 50% (aussi appEl€g pour efficient concentration 50),
est la concentration de I'échantillon testé nédesgmur réduire 50% de radical DPPH. LesgolC
sont calculées graphiquement par les régressiowsaites des graphes tracés ; pourcentages
d’inhibition en fonction de différentes concentoais des fractions testées (Sanchez-Moreno et
Godoy, 2009).

IV.2.7. Analyse statistique
Les résultats du test de l'activité antioxydanfeatfiéin vitro sont exprimés en moyennex
standard de déviation (SD).

IV.3. Matériaux et techniques expérimentales
IV.3.1. Matériaux utilisés
Les polymeres utilisés dans cette étude sont :

IV.3.1.1. Le polyéthyléne basse densitie la firme Repsol ayant les caractéristiquesasiies :

Grade: ... 2008 FG.

Densite: ....ovviiii i e e, 0.92,

Indice de fluidité: ................coceeiiiiiiiiieeenn...0.75g/10min.
Température de fusion: ..................................115-120°C.

FOMME. . e granulés translucides

IV.3.1.2. L’éthylene acétate de vinyle (EVA)
EVA: MIRAVITHEM D23 EA, densité = 0.935
Pourcentage d'acétate de vinyle ~ 12%; produit BaINA - WERKE, Germany.

IV.3.1.3. Les agents antimicrobiens (AM)
Les agents AM utilisés dans nos expériences sesthdiles essentiell& aureus collectées
de trois stations (Sétif, Oum El-Bouaghi et Contsta), et incorporées dans la matrice de polymere

avec des proportions de 10% et 20%.
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IV.3.1.4. Solvant

Le solvant utilisé dans nos expériences est I'é@han

IV.4. Mode opératoire et méthodes de caractérisatits
IV.4.1. Incorporation des agents AM dans le polyméx
Des mélanges de PEBD/EVA. aureus ont été préparés on faisant varier le taux deléh

essentielle d®. aureus comme le montre le tableau suivant:

Tableau 01:Résumé de formulation des films

Poids de PEBD Poids de 'EVA Poids deD. aureus D. aureus (%)
(9) (9) (9)
1.8 0.2 0.00 0 (témoins)
1.8 0.2 0.20 10
1.8 0.2 0.40 20

Avant d'étre mélangés, des granulés de PEBD egdemlés de I'EVA ont été broyés sous
forme de poudre en utilisant un broyeur de labamatd.'agent AM dissout dans I'éthanol a été

ajouté et mélangé directement pour assurer I'umifidr du mélange a la température ambiante.

IV.4.2. Préparation des films AM par compression

Les différentes formulations préparées ont été smsna un essai de compression afin
d’obtenir des films ayant une épaisseur de 1 mmutisant une presse hydraulique du type
CARVER. Un moule dur en acier chromé de 2mm en épaissétg placé entre les deux plateaux
de la presse. La température des plateaux supgeeinférieure est fixée a 120°C. La formulation
du polymére a été placée au centre du moule emdreldux plateaux. Une fois que la fusion est
atteinte, une force de compression est appliquégressivement jusqu'a 1044 KPa. Aprés
'opération de pressage, les films ont été immeédiant enveloppés dans une feuille d’aluminium
pour éviter la perte de I'agent antimicrobien. pgaéseur des films a été mesurée a l'aide d’un Pied

a coulisse.
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IV.5. Méthodes de caractérisations
IV.5.1. Caractérisation par spectroscopie infraroug a transformée de Fourier (IRTF)

L’'analyse s'effectue a l'aide d’'un spectrométreransformée de Fourier qui envoie sur
I'échantillon un rayonnement infrarouge et meseelbngueurs d’'ondes absorbées par le matériau
et les intensités de I'absorption (Chavannelet1986; Viale etal., 1972; Bernstein et Cooper.,
1988; Wojtkowaik et Chabanel, 1983). Les longuedimmdes auxquelles on constate des pics
d’absorption, sont caractéristiques des groupearighes présents dans le matériau analyse.
L’intensité de l'absorption a la longueur d’ondeaéristique est reliée a la concentration du
groupe chimique responsable de I'absorption.

Pour nos essais, nous avons utilisé un spectroméiaeouge de type Jasco FT/IR-4200 installé au

Laboratoire d'électrochimie de Sétif.

IV.5.2. Tests mécaniques des films AM
IV.5.2.1. Préparation des éprouvettes

Les éprouvettes destinées aux essais mécanigaetsoft) ont été moulées par compression a
I'aide d’'une presse hydraulique a plateaux de (YARVER. Les formulations des polymeéres ont
été placées en excés dans les cavités du mouke dmix feuilles d’aluminium intercalées entre

deux plaques métalliques, et pressées ensuite &120

IV.5.2.2. Test de traction

Un essai de traction est une expérience de phygigugermet de mesurer le degré de
résistance a la rupture d’un matériaas éprouvettes de test de traction, fabriquéesdalnorme
ASTM 527-1 dimension (115 x 12.5 x 1mm), sont s@aewnia I'essai a I'aide d’'un appareil de
traction de type Testometric 25 KN.

Apres avoir fixé la longueur initiale a la valede 115 mm, I'éprouvette est encastrée entre
les deux mors dont I'un est fixe, et relié a unteap de force et I'autre est mobile, relié a un
systeme d’entrainement ayant une vitesse d’étideg&00 mm/min. On enregistre sous forme de
courbe I'allongement et la force appliquée, qua Bonvertit ensuite en déformation et contrainte.
Les principaux parameétres qu’on peut tirer de caitebe sont :

- Le module de Young ou module d’élasticité (E)

- La résistance a la traction ou contrainte a jdutecy,

- L'allongement a la rupture qui mesure la capaditéh matériau a s’allonger sous charge avant sa
rupture, propriété intéressante dans l'applicaties polymeres dans les films et les sacs.
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- Et la contrainte maximale, qui est représentée par un maximum de la cowetlteadtion.

Une moyenne de trois essais a été effectuée paguelcomposition du meélange.

IV.5.3. Test thermique
IV.5.3.1. Analyse calorimétrique différentielle (D)

Cette technique est utilisée pour étudier les @iffees transitions thermiques des polymeéres
lorsqu'ils subissent une variation de températton principe de fonctionnement est de mesurer la
différence de flux de chaleur entre un creuseteraant I'échantillon et un creuset vide de référence
en fonction de la température (Kampf, 1986; cartl®86). Lorsqu'une différence de température
est générée entre I'échantillon et la référencealierimetre ajuste la puissance d'entrée de neaniéer
a réduire cette différence. Un signal proportionadh puissance fournie a I'échantillon (ou a la
référence) est enregistré. Les mesures ont ététedies au moyen d’'un calorimétre différentiel a
balayage de marque "NETZSCH.DSC 200 PC" avec desnéions de 10 mg dans la gamme de
température allant de 50°C a 250°C, pour une \@tdsschauffage de 10°C/min. Les enthalpies de
fusionAHmM ont été évaluées a partir de l'aire des pickugien. Le taux de cristallinité Xc est alors
déterminé par la relation:

AH
XC%ZE x 100
0

Xc (%): Taux de cristallinité;
AH:. Enthalpie de fusion expérimentale;
AHo: Enthalpie de fusion d’'un échantillon 100% cristalavec4H, de PEBD est 276 J/g. (Lei et
al., 2009).

Les mesures calorimétriques ont été effectuées ddindéterminer les caractéristiques
thermiques des matériaux telles que les tempémtiedusion (), enthalpie de fusionH; ainsi

gue le taux de cristallinité X

IV.6. Etude de I'activité anti microbienne des filns par la méthode de micro atmosphere
L’activité anti microbienne des films a été évalpae la méthode de micro atmosphere. Elle

consiste a déposer un film de diamétre Gancentre du couvercle d’une boite de Pé&tiips que le

film entre en contact avec la gélose ensemencékepanicro-organismesPour chaque film testé,

la concentration de I'huile essentielle incorpatéas les films des polyméres est de 0% (témoin),

10% et 20%. La boite est hermétiquement fermééaeép le couvercle en bas a I'étuve a 37°C.
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Il se produit une évaporation des substances ledalans I'enceinte de la boite et les cellules
sensibles de l'inoculum sont inhibées. La lectuetest porte donc sur la croissance ou non de

'inoculum (Benijilali etal., 1986).
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V.1. Rendement des huiles essentielles

L’hydrodistillation des parties aériennes @ aureus des trois, régions (Sétif, Oum
Elbouaghi et de Constantine) a fournit des rendésnem huiles essentielles de I'ordre de 0.15 %,
0.16%, 0.13% (w/w) (Fig. 18). Ces rendements peuv@&ne considérés les plus faibles
comparativement a ceux obtenu par hydrodistillafiopartir de la partie aérienne de la plabte
setifolius(Laouer etal., 2013) et dA. crinitusqui est de 0.3% (Elkolli, 2008), mais tres prodee
celui obtenu par Meliani el. (2013) qui a été estimé entre 0.01% et 0.2% gmatte aérienne et
0.1% des racines polr. aureusrécolté de 14 locations de I'Ouest d’Algérie.dtmt aussi proches
du rendement d®. crinitus obtenu par Bendiabdellah at. (2012) qui est de 0.15%. lls sont
cependant supérieurs au rendement des feuilleB.dgingidium L. sspgingidium obtenu par
Flamini etal. (2007) qui est de 0.04%. lls sont aussi infermwrendement des ombelles (floraison
et mures)d’A. carotasubsp halophilusobtenu par Tavares at. (2008) qui est de 0.4% (v/w) et

0.6% a 1% (v/w) respectivement.

Par rapport aux autres especes déja étudiées deenae famille, nos rendements sont
considérés comme faible comparé a celui obtendrdiégs mars séchés de. carota priginaire de
la France) qui varient de 0,4 % a 0,8 %. lls variégalement pour la méme espéce qui est
originaire de 'Allemagne de 0,8 a 1,6 % (Garndr@96).D. crinitusa donné un rendement de 0.3

%. Cette valeur est inférieure a celles des alteegusétudiés.

Le rendement en huile db. carotade la Corse (la plante fraiche) est de 0.6 % (@@tral,
2004). Roopet al (1989) rapportent que le rendement des feuitkdsties déd. carotavar. sativa
est de 0.07 %. Le rendement en huile des tigd3. @arotadu Japon est de 0.45 @iromu et al.,
1989) D. reboudiiCoss. a fournit un rendement en huile de 0.4 %r(Dgt al.,2006).

Des valeurs plus petites sont obtenues parétial (2006) pour les huiles de différentes
parties deD. carotade la Chine. Elle est de 0.27 % pour les feuillles(.07% pour les tiges et de
0.01 % pour les racines. Un rendement de 0.2 %k#ehu a partir des tiges @e carotade I'lnde
(Groveret al.,1978).

En ce qui concerne la couleur des hullesaureus(Sétif, Oum Elbouaghi et Constantine),
elles ont une couleur vert pale, verte et jaungpaetivement. Des caracteres similaires a I'huile
essentielldD. aureusde Constantine ont été rapportés pour I'h@lilecrinitus a une couleur jaune

clair et une odeur caractéristique.
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La partie aérienne de. lute: a donné un rendement en huile essentielle de 0un3%) (Fig
18, de couleur vertet une odeuaromatique. Ce rendemepdr rapport aux autres espe eétudiees
de la méme famillelans notre laboratoire, est considéré comme faiaparé a celui obtenu
Lamamra, (2010Qui est de l'ordre de 1.1% poAthamanta siculamais tres proche de ce
obtenu par Elkolli, (2008)ui a été estimé a 0.3% pcD. crinitus. Il est a signalr que I'ensemble

de ces huiles essentielles @i obtenus par hydrodistillaon dans un Clevenger pendal heures
d’extraction.

Ces différences sont dues, SelBakkali etal. (2008) a plusieurs facteurs: la technic
d’obtention, les facteursnvironnementaux (la température et 'humiditégsppece végétale e-

méme, I'organe végétal, la période et le lieu géplique de cueillette, le stade de la croissan
les conditions de culture de la pla

R. lutea

0,3
0,25

0,2
0,15

Rendement%

0,1
0,05

Figure 18: Rendement des F deD. aureuset deR. lutee.

V.2. Analyse qiimique des huiles essentiell

V.2.1 Composition chimique des huiles essentielles D. aureusdes trois stations

Aprés l'extraction des l'huiles essentielles destipa aériennes par hydrodistillation,
composition des I'huiles essentiella été déterminée par CPG/F#D CPG/SM .Les résultats sont
regroupeés dans le tableau 2
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L'analyse des huiles essentielles des partiesna@sedeD. aureusrécoltées dans les trois
stations (Sétif, Oum Elbouaghi, et Constantine) snaupermis l'identification entre 45 et 58
composés avec des pourcentages variant de 82.218®4le la composition chimique globale
(fig.20. 21. 22). Leurs indices de rétention etlel@ pourcentage relatif sont présentés dans le

tableau 2.

Tableau 2 Composition chimique de I'huile essentielle@eaureusdes trois régions (Sétif, Oum

Elbouaghi et Constantine).

Populations Constantine Sétif Oum Elbouaghi
Rendements % 0.16 0.15 0.13
Nombre des composants RI 58 58 45
Total identifié 90.1 829 94.1
2-heptanone 890 0.2 0.2 0.4
n-nonane 899 7.9 8.0 18.3
a-thujene 931 15 1.2 1.1
a-pinene 939 6.3 55 19.4
camphene 954 0.1 0.2 0.6
thuja-2.4(10)-diene 957 0.2 0.2 0.5
benzaldehyde 962 tr tr tr
1-heptanol 970 tr tr tr
sabinene 977 36.2 30.6 3.1
B-pinene 980 0.2 1.8 12.0
3-octanone 988 - tr tr
myrcene 992 1.0 0.8 1.0
§-2-carene 1001 - 0.4
octanal 1003 tr tr tr
a-phellandrene 1005 0.9 tr 34
a-terpinene 1018 25 15 0.2
p-cymene 1027 3.1 1.2 12.2
limonene 1031 13 15 35
(2)-p-ocimene 1041 tr - -
(E)-B-ocimene 1051 tr tr -
y-terpinene 1062 4.2 2.8 0.5
cis-sabinene hydrate 1069 0.2 0.4 tr
1-octanol 1072 tr tr 0.3
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terpinolene 1089 15 0.8 0.4
2-nonanone 1092 tr tr tr
3-nonanol 1094 tr - tr
n-undecane 1099 - - tr
linalool 1000 0.4 0.8 0.4
nonanal 1103 0.2 0.1 0.6
B-thujone 1115 tr tr tr
cis-p-menth-2-en-1-ol 1122 0.4 0.6 tr
a-campholenal 1126 0.4 0.3 1.6
cis-pmentha-2.8-dien-1-ol 1138 tr - -
Transpinocarveol 1140 0.6 0.7 0.8
Cis-verbenol 1142 - 0.4 0.4
trans-verbenol 1144 0.2 tr 0.8
B-pinene oxide 1158 tr 0.1 -
(E)-2-nonenal 1160 0.2 0.3 0.5
pinocarvone 1163 0.3 0.2 15
8-terpineol 1166 0.2 0.2 0.2
4-terpineol 1178 6.0 4.4 0.5
p-cymen-8-ol 1184 0.2 0.1 3.0
a-terpineol 1190 0.2 0.2 tr
Myrtenal 1193 0.6 0.5 1.8
decanal 1204 - - tr
trans-piperitol 1206 0.3 0.3 0.2
cuminaldehyde 1240 tr tr 0.2
carvone 1243 tr tr 0.5
carvotanacetone 1248 tr - tr
geraniol 1256 tr 0.5 -
(E)-2-decenal 1262 tr - tr
isobornyl acetate 1285 0.1 tr 0.4
Transsabinyl acetate 1291 - 0.2 -
thymol 1293 tr - 0.2
trans-pinocarvyl acetate 1298 - - tr
(E.E)decadinal 1315 tr - tr
a-cubebene 1351 tr - 0.2
a-longipinene 1353 - - tr
piperitenone oxide 1363 tr - -
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a-copaene 1376 0.3 tr 0.4
B-bourbonene 1384 0.1 - tr
Geranyl acetate 1386 - 3.9 -
B-cubebene 1390 0.3 tr 0.2
B-elemene 1394 tr - -
a-cedrene 1409 tr - -
B-cedrene 1418 0.2 0.2 0.2
B-copaene 1429 tr - -
y-elemene 1433 tr - -
aromadendrene 1440 tr - -
(E)-geranylacetone 1452 tr - tr
Transmuurola-3.5-diene 1454 tr - -
a-humulene 1456 tr tr tr
alloaromadendrene 1461 tr - tr
B-acoradiene 1471 tr - -
y-muurolene 1480 0.1 - tr
germacreneD 1482 0.2 0.2 0.1
Ar-curcumene 1484 0.3 - tr
Cis-B-guaiene 1490 0.1 0.2 -
viridiflorene 1493 - - tr
bicyclogermacrene 1494 0.2 0.4 -
a-muulorene 1499 0.1 0.3 tr
germacrene A 1503 tr 0.2 -
d-amorphene 1505 tr - -
B-bisabolene 1509 0.3 0.2 0.3
§-cadinene 1524 1.4 0.4 0.4
a-cadinene 1538 tr 0.1 -
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a-calacorene 1542 0.2 0.2 tr
a-agarofuran 1546 0.1 - -
elemol 1550 - 0.3 -
longipinanol 1569 0.8 04 -
spathulenol 1576 1.0 0.8 0.5
trans-sesquisabinene hydrate 1579 0.1 0.2 -
caryophyllene oxide 1581 0.4 0.4 0.6
f-oplopenone 1606 0.3 0.6 -
humulene epoxide 1608 0.2 tr 0.2
1.10-di-epi-cubenol 1614 2.8 34 0.2
helifolen-12-al 1620 0.2 0.3 -
epia-cadinol 1641 0.7 tr tr
cubenol 1643 tr 0.5 -
a-cadinol 1654 0.9 0.7 0.3
cis-calamenen-10-ol 1661 tr 0.1 -
occidentalol acetate 1678 0.8 0.3 -
eudesma-4 (15).7-dienftol 1688 0.2 0.5 -
juniper camphor 1692 - 0.5 -
hexahydrofarnesylacetone 1845 0.2 tr -
Monoterpene hydrocarbons 59.0 49.1 57.9
Oxygenated monoterpenes 10.1 13.8 125
Sesquiterpene hydrocarbons 3.8 2.4 1.8
Oxygenated sesquiterpenes 8.5 9.0 1.8
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Apocarotenoids 0.2 - -

Non-terpene derivatives 8.5 8.6 20.1

Les huiles essentielles de. aureus (Sétif, et Constantine) contiennent du Sabiner®6¢3,
36.2%), a-pinene (5.5%, 6.3%) et-terpinene (2.8%, 4.2%), respectivent, comme cuasits
majoritaires. Alors que les constituants majorgsirde I'huile essentielle dB. aureus(Oum
Elbouaghi) sont lo pinene (19,4%)p-cymene (12.2%)p-pinene (12.0%), limonene (3.5%);
phellandrene (3.4%) et le sabinene (3.1%). Cedtagsisont en accord avec les résultats trouvés
par Laouer etl. (2012) pour I'huile essentielle de I'espéPaucus setifoliusDesf. et ceux de
Flamini et al. (2007) pour I'huile de l'espéc®. gingidium L. (feuilles et fruits) ou les
monoterpenes hydrocarbonés présentent 66.2% e8&s8pectivement. De méme, dans I'huile
des feuilles et des fruits de I'espée glaber Forssk, Mansour etl. (2004), ont trouvé que les
monoterpéenes représentent des pourcentages de,&8%B%, et 61.5% respectivement. Pinili et
al. (1995) ont prouvé la présence du sabinene (26@&¥0et dua-pinene (10.8-12.2%) comme
composés majoritaires dans I'huile essentielle 'despéce D. carotagumnifequi provient de
'Espagne. Par contre, Meliani at. (2013) ont trouvé que les huiles essentielles ad@drtie
aérienne et de la racine de I'esp&eaureusqui provient de I'Ouest d’Algérie contiennent les
sesquiterpenes hydrocarbonés (62.5%) et les segupres oxygénés (59.6%) respectivement

comme composants principaux.

Malgré la présence d’'un nombre important de mopetezs oxygenes, le 4- terpineol apporte
une contribution modeste dans les huiles essergidkD. aureusde Sétif et de Constantine avec
un taux de 4.4% et 6.0% respectivement, contreaefaibles concentrations en linalool, trans-
pinocarveol, trans-piperitol étterpineol avec des taux respectifs de (0.8%, 0.496]%, 0.6%),
(0.3%, 0.3%) et (0.2%, 0.2%), par contre dans léhdeD. aureus(Oum Elbouaghi) le 4-terpineol

est présente en faible concentration avec un tedeeQr5%.

S’agissant des sesquiterpenes hydrocarbonés, lésence est nettement moins importante
gue les monoterpénes hydrocarbonés. On noteraedesirs variant entre 1.8%, 2.4% et 3.8%
respectivement pour les huiles Be aureus(Oum Elbouaghi, Sétif, et Constantine). Les alsool
sesquiterpeniques présents dans ces[HEaureus Sétif et Constantine, montrent des teneurs
respectives de 9% et 8.5%. Nous constatons quenkailsution des sesquiterpénes (hydrogénés et

oxygeénes) a la composition totale@deaureus(Oum Elbouaghi) est faible.

56



Chapitre V Résultats et discussion

Les alcools sesquiterpéniques, carotol et daucohnte dans I'huile essentielle (feuilles
fruits) D. carotasspmaximusrecueillis dans la région d’Akar, au Nord du Libaont totalemer
absents (Saad ell., 1995)Ces deux composés caractéristiques sont présemss!'tiaile deD.
carotade I'lnde (Cheema &tl., 1975) dans 'huile deD. carota(Garnero, 1996 dans 'huile deD.
carota provenant du Japo(Hiromu et al., 1989), dans I'huile deD. carota de la Pologne
(Staniszewska etl., 2005)et dans I'huile ddD. carotade I'ltalie (Mazzoniel al., 1999). L’étude a
montré que la composition chimique des ts essentielles obtenues a partir des différentpsng
étaientqualitativement et quantitativement presddentiquepour les deux huiles essentielles
Sétif et de Constantine. Pour I'huile essent deD. aureus(Oum Ellouagh) les composants non
terpéniques sont révélgtus important 20.1% par rapport aux deux autrekefide Sétif, et de

Constantine (8.6 et 8.5%}kspectivemen

sabinene a-pinene
B- pinene 4-terpineol

A 3

Figure 19: Structures chimiques dcomposés majoritaires @& aureu.
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a-pinene

sabinene

Figure 20: Pourcentage des composés chimi de I'huile essentielle d®. aureus(Sétif).

n-nonane

. o-pinene
4-terpineol P

sabinene

Figure 21 Pourcentage des composés chimi de I'huile essentielle d®. aureu: (Constantine).
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n-nonane

p-cymene

a-pinene

B-pinene

Figure 22 Pourcentage des composés chimi de I'huile essentiellde D. aureugOum
Elbouaghui).

V.2.1.1.Variabilité chimique des huiles essentielles ¢D. aureus

Afin d'identifier les relations entre | abondancesles composés organiques volatils et
origines géographiques, l'analyse en composanitesigales (ACP) et I'analyse de cluster UPGI
(distance de Manhattargnt été appliquées a une matrice reliant les coitipos ces huiles
essentielles des sitegchantillonnage

L'analyse en composantes principales (ACP) a présssis axes comprenant 92.05% dt
variation totale (fig. 23)ll regroupe les populations en deux groupes, leggale L'Est Algérien ¢
le groupes de I'Ouest Algérien et il a permis deomeaitre quatre types distincts des ht
essentielles.

Le premier groupe était repenté par les populations de I'Ouddgérien. Ce groupe est
devisé en deux sougoupes. Les populations (-S7) sont originaires des montagnes de Tlen
et ont été caractérisées par des quantités tréées de germacrer®2{59.8%z=8.6). Alors que le
populations (S&14), dans lequel des antités inférieures de germacr-D (19%+8.7) et des
quantités plus élevées des composés sesquiterpapgénés tels que spathulenol (6.2% =2z
l'oxyde de caryophylene (7.8%z1.5), -a-santalol (4.9%z1.1), viridiflorol (4.2%z+1.2), ca-4-én-
7-0l (4.5%20.8).
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Le deuxiéme groupe formé par trois populationsésisua I'Est Algérien (Sétif, Oum
Elbouaghi et Constantine). L’analyse statistiqugraape les échantillons des huiles essentielles de
ces groupes qui sont caractérisés par un tauxrdeagesne-D trés faible, et est également devisé en
deux sous groupes ; le sous groupes d'Oum Elbogagkst riche en-pinene (19.4%) €i-pinene
(12.0%), opposant le sous groupe formé par les lpbpns de Constantine et de Sétif, avec la

présence d'un taux élevé de sabinene (36.2 et 3@i6d46 4-terpineol (6.0 a 4.4%).

Nous avons constaté que tous les composants peasene grande variabilité quantitative et
gualitative. La variabilité des terpénoides reflbgtérogénéité de la structure génétiqueDde

aureus

L'analyse de cluster UPGMA (distance de Manhattfg) 24), montre la présence de deux
groupes chose qui confirme les résultats obtensisudalyses ACP.

Ces résultats suggerent que cette variabilité wbeedans la composition des huiles
essentielles peut étre attribuée aux différenteslités géographiques, le climat, la saison de
récolte, la partie distillée de la plante et adastechnique pour le traitement (Moghaddam et
al., 2007; Weaver al,. 1994). Il y'a un autre facteur important quiuefla composition chimique
des huiles essentielles qui est le patrimoine ggunetde la plante. Hanover (1992) fournit la preuve
gue les chémotypes terpéniques sont fortementaéatpar des facteurs génétiques. L'analyse de
classification hiérarchique montre que les huile®daureusrécoltés dans I'Est de I'Algérie (Sétif,
Oum Elbouaghi et Constantine) sont chimiquemeritndits des huiles dB. aureusrécoltés dans
I'Ouest de I'Algérie (Tlemcen) et représente deoxveaux chémotypes riche en sabinene-4-

terpineol, et ler-pinenef-pinene
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[¢Cum Elbcuaghi ~ y
A

onmntain area

% Littoral area

Wl o1t 1opeq

Western groups

Eastern groups

Figure 23: ACP des huiles essentielles D. aureusdes différentes localités d'Algé.

. Constantine
T Setif

Oum ElBouaghi

100 80 60 40 20 0
(Dlink/Dmax)* 100

Figure 24: UPGMA des compositions chimiquesD. aureusdes différentes localités d'Alge.
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V.2.2. Composition chimique de I'huile essentiellde Reutera lutearécolté de Bejaia

Nous avons étudié pour la premiere fois les congpos#atiles deR. lutea extrait par
hydrodistillation en utilisant la chromatographigeage gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CPG-SM).L'examen des résultats des analyses &ali@) fait apparaitre que I'huile essentielle de
R. luteaest constituée de 47 composés dont 43 sont igkente qui correspond a 98.52% de la
totalité de I'huile (fig. 25). Les composés magiris identifiés lors de I'analyse de I'HE Belutea
sont le sabinene (14.10%); elemene (9.47%)5- terpinene (6.76%)q-terpinene (4.43%)q-
pinene (3.79%)p- cymene (3.57%)p- elemene (3.40%)y -chamigrene (2.59%) -humulene
(2.53%), trans-caryophyllene, (2.22%), cadinene (1.98%) eai-thujene (1.94%). Nous avons
révélé dans cette analyse, la présence de monoéepe/gené tels que: 4-terpineol 13.59% qui
apporte la meilleure contribution. Le myrtenakterpineol et menth-2-en-1ol (trans-para) sont
présents dans la composition de I'’échantillon rasex des taux faibles dans I'ordre: 1.40%, 1.14%
et 1.16%. Tous ces derniers ont été identifiéscanparant leurs indices de rétention avec ceux de

la littérature (voir le tableau 3).

Ces résultats sont en accord avec les résultatgésgar Jarban at. (2009) pour I'huile des
fleurs de I'especd®. carota sspmaritimus poussant en Tunisie ou le sabinene (51.6%) et le 4
terpineol (11.0%) présentent comme composants itajes. De méme, l'analyse de lhuile
essentielle dezornia diphylla(L.) de I'lnde a révélé la présence du sabinenel@4} et le 4-
terpineol (13.2%) comme composants majoritairesifRumar eal., 2014).

En regle générale, les différences observées damsrhposition chimique des différentes
huiles peuvent étre la conséquence de plusieuneuidc Ces facteurs peuvent inclure des
différences dans les conditions climatiques, lesdigéographiques et les types des sols (Cheng et
al., 2006 et 2009).Les stress biotiques et abiotigescent une influence considérable sur la
production de plusieurs métabolites secondairesplieges (Jaleel &ll.,2008). La sécheresse est
l'un des plus importants facteurs du stress ahieigDosh et Mohanty, 2001), ce qui affecte la
croissance des plantes, la photosynthese desefe(iHlexas eal., 2004) et modifie les propriétés
biochimiques des plantes (Zobayedakt 2007). De la méme maniére, les changements ldans
composition chimique des huiles essentielles étasgportés selon le type du sol (Gouyoralet
1986).Tableau 3 regroupe les 43 composés que nvons acussi a identifier, ils présentent 97.3%

de la composition totale de I'huile essentielleRddutea
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Chapitre V Résultats et discussion

sabinene

delta-elemene

: delta-te
terpinen-4-ol

Figure 25 Pourcentage des composés chimi de I'huileessentiell deR. lutea

sabinene 4-terpineol 6-Elemene

Hal

Figure 26: Structures chimiues des composés majoritairesRléutea
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Les huiles essentielles possedent d'importantesvitést antimicrobiennes et peuvent
substituer avec succés les antibiotigues qui montteurs inefficacites a I'encontre des
microorganismes resistants (Jonkers, 1999). Noslestude recherche ont pour objectif la
valorisation de deux huiles essentielles & saveibDdaureus de trois régions de I'Est d'Algerie
(Sétif, Constantine et Oum Elbouaghi), et Reutera lutea de Bejaia, par I'étude de I'activité
antimicrobienne et antioxydante de ces deux plamissuite de proposer une solution pour lutter
contre les infections microbiennes dans les lieogpitaliers et les laboratoires d'analyse par
incorporation de ces huiles essentielles dansligngwe PEBD, qui sera par la suite utiliser comme
sacs poubelles.

Les huiles essentielles de la partie aériennB.drireus et deReutera lutea ont été extraites
par hydro distillation. Les rendements en huilesentelles déD. aureus des trois régions (Sétif,
Oum Elbouaghi et de Constantine) sont de I'ordré0d&5 %, 0.16%, 0.13%) (w/w) et celui Be
lutea est de 0.3% (w/w).

Les résultats de l'analyse chimique de la compmosites huiles essentielles des parties
aériennes d®. aureus récoltées dans les trois stations (Sétif, Oum Edbby et Constantine) par
chromatographie en phase gazeuse couplée a lar@pétie de masse, nous a permis
l'identification entre 45 et 58 composés avec dasrgentages variant de 82.2 a 94.1 % de la
composition chimique globale. Les huiles essemseltde D. aureus (Sétif, et Constantine)
contiennent du Sabinene (30.6%, 36.2%)inene (5.5%, 6.3%) eg-terpinene (2.8%,4.2%),
respectivent, comme constituants majoritaires. #Algue les constituants majoritaires de I'huile
essentielle d®. aureus (Oum Elbouaghi) sont le- pinene (19,4%)p-cymene (12.2%)B-pinene
(12.0%), limonene (3.5%)-phellandrene (3.4%) et le sabinene (3.1%). L'aw®mlgtatistique a
montré la présence de deux chemotypes pour lesshesisentielles de. aureus des trois régions,
qui sont dominés pauo{pinenep-pinene) et (sabinene-4-terpineol).

La composition chimique de I'huile essentielle departie aérienne de. lutea a réveélé la
présence de 43 composés ce qui correspond a 98182t totalité de l'huile. Les composés
majoritaires identifiés lors de I'analyse de I'HE R. Iutea sont le sabinene (14.10%y}, elemene
(9.47%), 6- terpinene (6.76%). Ainsi nous avons révélé daetiecanalyse, la présence de
monoterpene oxygéné tels que: 4-terpineol (13.59%apporte la meilleure contribution.

Les huiles essentielles d® aureus (Oum Elbouaghi, et Sétifitestées par la méthode des

disques sur cing souches ATCC se sont montréagacurStaphylococcus aureus avec une zone
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d’inhibition (14+0.9mm) et (26£0.0 mm) respectivamhest surE. coli ATCC 2592 avec une
inhibition moyenne 13+0.4 et 10+0.4 mm respectiveimk’activité de 'HE deD. aureus d’'Oum
Elbouaghi a montré une activité stwralbicans, avec une zone d’inhibition 12+0m.

L'activité antimicrobienne des huiles essentielies parties aériennes de aureus été
confirmée par le dosage de bouillon de microdilutibes résultats les plus prometteurs étaient
obtenus a partir de I'huile de la partie aériene®daureus d’'Oum Elbouaghi qui avait la valeur de
CMI la plus faible (0,97 mg/mL) contr& aureus, il a également montré un effet antimicrobien
contreE. coli etC. albicans avec une CMI de 1,81 et 2.54 mg/mL, respectiven@ette activité est
due a la forte concentration de sabinene en hedesntielles dB. aureus de Sétif et Constantine
(30.1% et 36.4%) respectivement.

La méthode de contacte directe montre que I'hatemtielle deR. lutea présente un effet
antibactérien moyen sur la croissanceBdeubtilis, S. aureus et C. albicans avec des diamétres
d’inhibitions 13+0.94mm, 12+0.94mm et 15+£0.81mmpesstivement a la dilution 1/2. La levu@e
albicans est la plus sensible avec de CMI égale a 2.31 ingAlors que cette huile est avéréee
inactive contre le®. aeruginosa. L'activité antimicrobienne de I'huilR. lutea pourrait, erpartie,
étre associée a ses principaux composants (sakehézrpinene-4-ol).

La phase vapeur des huiles essentiellelS.dmireus et deR. lutea s’est montrée active si&.
subtilis a partir de 40 pL. L’huile dB. aureus de Constantine et d’Oum Elbouagftait active sur
C. albicans a partir de 40pl et 80ul respectivement.

Le teste de l'activité antioxydante a montré que deux huiles possedent une activité
antiradicalaire relativement faible par rapportediecdu BHT (IGo= 41,3 £ 0,40 {g/mL)). L’huile
essentielle d®. aureus de Sétif est le plus efficace sur le radical DRPH3t0.04 (ug/ml)). 1l est
suivi par I'huile deD. aureus de Constantine (783x0.1@g/ml)) et finalement par L’huile dB.
aureus d’Oum Elbouaghi (970£0.53.¢/ml)). Alors que pour I'huile d&. lutea la valeur d’'IC50
est de (269+0.2gg/ml).

Pour résoudre le probléme de contamination de dies hdpitaux, au moins partiellement. La
collection des huiles essentiellesBleaureus est incorporé dans le polymére PEBD pour avoir des
films qui ont des propriétés antimicrobienne pamiéthode de micro atmosphere (phase vapeur).
De nombreuses techniques ont été utilisées pooarkctérisation des mélanges PEBD/E\DA/
aureus (0%, 10% et 20% de l'huile dB. aureus), telle que IRTF, DSC, et une caractérisation
mécanique (traction). L'évaluation de l'activitéimacrobienne des films PEBD/EVA. aureus a
été faite par la méthode de micro atmosphere.
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A la fin de cette étude plusieurs conclusions pattigges:

Tout d'abord la spectroscopie infrarouge (IRTF) dedanges PEBD/ EVAD. aureus a
montré I'absence de toute réaction dans ces n&sang

La caractérisation calorimétrique différentielleSO) a montré que la taille des domaines
cristallins, du PEBD ne sont pas affectées pardagnce de I'huile essentielle@eaureus.

La caractérisation mécanique (traction) a montré tajout de 10% et 20% de I'huile
essentielle d®. aureus provoque la chute de la contrainte maximalg €t minimale a la rupture
(o7), le module d'élasticité(E) et 'allongement auature €, %).

L'étude de l'activité antimicrobienne des films EEBVA/D. aureus en phase vapeur, a
montré que la phase volatile de huile essentielle Deaureus était active suiS. aureus et C.
albicans a partir de 20% et si. subtilis & partir de 10% de I'huile.

Les perspectives dégageées de cette étude sonplesiltiaire un fractionnement de ces huiles
pour savoir les molécules responsables de cettwit@ctElargir la gamme des souches
microbiennes; Etudier une plante qui a vraiment acivité antimicrobienne importante sur les
souches microbiennes afin de lincorporer dans dgnmere PEBD; En plus étudier d’autres
propriétés biologiques de ces plantes, a savoprigsriétés: anti-inflammatoire, antivirale et astr
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Annexe | :

MH agar :

-Infusion de viande de beceuf déshydraté
-Hydrolysat de CaSEINE........oiui i e e e e e e e e e e e e
SAMIAON A MATS ...ttt ettt e e e e e e e e
FAGAE A . .t e e e e
o =t T8I0 1S3 1] == 0 1 o

Sabouraud simple

-Peptone ChapOteaU. .. ... ..ttt e e e e e e e e e e e

-Glucose
-Eau distillée

Sabouraud+Clormphénicol

-Milieu de Sabouraud

SO (0] = T2 ] o =T [ | P

Bouillon nutritif

P P 0N . e

-Extrait de viande
-Extrait de levure
-Chlorure de Sodium
-Eau distillée

Les milieux de culture

109
209
209
1000 ml

0.5%

59
1000 ml



Annexe |l :

Les antibiotiques

Antibiotique Sigle Charge du disque (ug)
Benzilpencilline P 6
Ticarcilline TIC 75
Gentamicine GM 10
Amikacine AN 30
Furane FT 300
Ciprofloxacine CIP 5
Oxaciline OX 5
Vancomycine VA 30
Acide nalidixique NA 30
Kanamycin K 30Ul
Pipéracilline PIP 75
Terrramycine ™ 10
ceftriaxone CRO 25
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Résumé:

Afin de proposer une méthode de purification dé& Ies hopitaux basée sur les proprieties antirhiermes des huiles
essentielles, nous avons sélectionné deux plé&nhtagreus etR. lutea. L'extraction est effectuée par hydrodistillatitranalyse des
huiles essentielles est réalisée par CPG/SM. Lia&tantimicrobienne est mise en évidence par ldhotet de diffusion sur milieu
gélosé. L'analyse chimique d&. aureus de trios régions de I' Est d'Algerie (Sétif, Constem et Oum Elbouaghiq révélée la
présence entre 45 et 58 constituants dominés p&@akinene (30.6%, 36.2%jour I'huile essentielld. aureus (Sétif, et
Constantine). Alors que le constituant majoritaieel’tiuile essentiell®. aureus (Oum Elbouaghi) est le pinene (19,4%), L’huile
essentielle d®. lutea est constituée principalement de 43 constituants lés constituants majoritaires: sabinene (14.1604@ 4-
terpineol (13.59%). Les huiles d@e aureus (Sétif, Oum Elbouaghi) présentent une activitéraittiobienne su. aureus, E. coli et
C. albicans. L'huile essentielle d&. lutea présente un effet antibactérien moyen sur la saoise deB. subtillus, S. aureus et C.
albicans. La phase vapeur des huiles essentielledasreus et R. lutea c’est montrée active s\& aureus etC. albicans. Le teste
de l'activité antioxydante a montré que les dellebypossédent une activité antiradicalaire redatient faible par rapport a celle du
BHT. La collection des huiles essentiellBs aureus est incorporé dans le polymére PEBD pour avoir fdees qui ont des
propriétés antimicrobienne par la méthode de matmosphere (phase vapeur). Les techniques qui éerutdisées pour la
caractérisation des mélanges PEBD/EDA/aureus) sont: IRTF, DSC et teste de traction. L'étude aiVité antimicrobienne des
filmes PEBD/EVAD.aureus en phase vapeur, a montpéela phase volatile del' huile essentidlleaureus était active sus. aureus
etC. albicans et surB. subtilis.

M ots clefs: huiles essentielles, activités antimicrobienmeisro atmosphére, polymeére, PEBD.

Abstract:

To provide a method for purifying air of hospitalssed on the proprieties antimicrobial essentla wie selected two plants
D. aureus andR. lutea. The extraction is carried out by steam distitlati Analysis of the essential oils is performedGg / MS.
The antimicrobial activity is demonstrated by thi#udion method on agar medium. Chemical analysiB.cdureus from three sites
in Eastern AlgerigSetif, Constantine and Oum Elbouaghi) revealedptitesence between 45 and 58 constituents domingted b
sabinene (30.6%, 36.2%) for the essentiaDoilureus (Setif and Constantine). While the major constitugfithe essential oD.
aureus (Oum Elbouaghi) is pinene (19.4%). The essential oil®flutea consists mainly of 43 componerbwhich the majority
compounds sabinene (14.10%) and 4-terpineol (13.59%). Hiseoils D. aureus (Setif, Oum Elbouaghi) exhibit antimicrobial
activity on S. aureus, E. coli andC. albicans. The essential oil oR. lutea has an average antibacterial effect on the gra#th.
subtillus, S. aureus and C. albicans. The vapor phase of essential dilsaureus andR. lutea has been active d aureus andC.
albicans. The tests of antioxidant activity showed thathboils have a relatively low anti-radical activitpmpared to that of BHT.
The collection of essential oiB3. aureus is incorporated in the polymer to have LDPE Filitnat have antimicrobial properties by
the method of micro atmosphere (steam phase). ddimigues that were used for the characterizatidreads (LDPE / EVA / D.
aureus) are: FTIR, DSC and tests traction. The stfittye antimicrobial activity of the blends LDPEYA / D. aureus showed that
the volatile phase of essential Dil aureus was active ors. aureus, C. albicans andB. subtilis.
Key words: essential oils, antimicrobial activities, micro asphere, polymer, LDPE
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