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Résumé

La composition des huiles essentielles lui confére une activité antibactérienne et antioxydante importante ;
souvent rechercher dans le domaine agroalimentaire pour la conservation des aliments. Le présent travail
porte sur I'étude de l'effet antimicrobien et antioxydant de I'huile essentielle d’Ammoides verticillata
(NOUNKHA) de la famille des ombelliféres, extraite par hydrodistillation avec un rendement moyen de 2,9%.
Les résultats de I'activité antibactérienne vis-a-vis les bactéries pathogenes (Escherichia coli et Staphylococcus
aureus) par la méthode de diffusion en puits et I'évaluation de la concentration minimale inhibitrice ; ont
montré que le pouvoir antibactérien de I'huile essentielle d’Ammoides varticillata est trés important pour
toutes les souches étudiées avec des valeurs des zones d’'inhibitions maximales a un volume de 20ul d’H.E :
E.coli ATCC 25922 avec 38,5 + 4,77 mm et S.aureus ATCC 25923 avec 42,5 = 3,90 mm. Et des valeurs minimales
a un volume de 10 pl d’H.E : E.coli ECL 3463 avec 15,66 + 3,78 mm et S.aureus ATCC 43300 avec 26,66 + 2,46
mm. La concentration minimale inhibitrice de I'H.E d’Ammoides verticillata pour les souches Staphylococcus
aureus ATCC 25923 et Staphylococcus aureus ATCC 43300 est comprise entre 0,4617 mg/ml et 0,2770mg/ml.
Ainsi pour les souches de Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ELC 3463 et Escherichia coli ECL 6611 est
comprise entre 0,9235 mg/ml et 0,4617 mg/ml. Ainsi que I'évaluation de I'activité antioxydante par DPPH
montre que I'huile essentielle d’Ammoides varticillata a une forte activité antioxydante.

Mots clé : Ammoides verticillata —huiles essentielles — extrait aqueux — hydrolisat - activité antibactérienne —
Activité antioxydante.

Abstract

The composition of essential oils gives an important antioxidant and antibacterial activity; often find in the food
industry for food preservation. The present work concerns the study of antioxidant and antimicrobial effect of
essential oil Ammoides verticillata (NOUNKHA) of the Umbelliferae family, extracted by steam distillation with a
yield of 2.9 %. The results of the antibacterial activity vis-a-vis the pathogenic bacteria (Escherichia coli and
Staphylococcus aureus) by well diffusion method and evaluation of the minimum inhibitory concentration,
showed that the antibacterial activity of essential oil of Ammoides varticillata is very important for all tested
strains with zones of inhibition values to a maximum volume of 20ul of ET: E. coli ATCC 25922 with 38.5 + 4.77
mm and S. aureus ATCC 25923 with 42.5 + 3.90 mm. And minimum values to a volume of 10 pl of ET: E. coli ECL
3463 with 15.66 + 3.78 mm and S. aureus ATCC 43300 with 26.66 + 2.46 mm. The minimum inhibitory
concentration of the ET Ammoides verticillata for strains Staphylococcus aureus ATCC 25923 and
Staphylococcus aureus ATCC 43300 is between 0.4617 mg / ml and 0.2770 mg / ml. And for strains of
Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli 3463 ELC and Escherichia coli ECL 6611 is between 0.9235 mg / ml
and 0.4617 mg / ml. And the evaluation of antioxidant activity by DPPH shows that the essential oil of
Ammoides varticillata has strong antioxidant activity.

Key words: Ammoides verticillata —essential oils — aqueus extract — hydosol — antibacterial activity —
antioxydant activity.
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% : pourcentage.
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I ntroduction

La plante est un organisme vivant qui existe depuis I’ antiquité. Elle constitue un maillon
trés important et fondamental dans le cycle biologique des autres organismes vivants tel que
les animaux aussi bien des étres humains. L’ensemble de ces organes forme une usine
productrice immense, des milliers de substances qui sont différentes sur le plan structural
biologique. Cette usine utilise le CO, dégagé dans I’atmosphere et I'H,O comme matieres
premiéres par le biais de la photosynthése pour produire la pramiére matiére organique qui est
CsH1206 (M adi, 2010).

Toutes plantes sont capables de produire des substances naturelles tres diversifiées. En
effet, & coté des métabolites primaires, ils accumulent des métabolites dits secondaires parmi
lesquels, les huiles essentielles, trés utilisées par I’homme dans des domaines aussi différents
gue la pharmacologie ou |’ agroalimentaire (Haddouchi et Benmansour, 2008).

Les huiles essentielles de ces plantes ont toutes une particularité commune: elles sont
riches en composés phénoliques comme I'eugénol, le thymol et le carvacrol. Ces composés
possedent une forte activité antibactérienne. Le carvacrol est le plus actif de tous. Reconnu
pour étre non toxique, il est utilisé comme agent de conservation et arbme alimentaire dans les
boissons (Piochon, 2008).

En industrie alimentaire, jusgu’a présent de nombreux micro-organismes pathogenes ;
tels que Escherichia coli, Saphilococcus aureus, Kleebsiella pneumoniae, Literia
monocytogenes et Campylobacter jejuni, ont é&é signalé comme agents responsable de
maladies d’origine alimentaire et d'altération des aliments (Betts et al., 1999 ; Deak et
Beuchat, 1996 ; Pitt e Hocking, 1997 ; Walker, 1988). Les aliments frais et/ou transformés
sont ouverts a la contamination au cours de leur production, leur vente et leur distribution
(Deak et Beuchat, 1996). Ainsi a I'heure actuelle, il est nécessaire d'utiliser des produits
chimiques de conservation afin de prévenir la multiplication des microbes dans les aliments
(Sagdic et Ozcan, 2003).

Actuellement, la recherche de nouvelles substances antimicrobiennes purement
naturelles est la préoccupation capitale de la plupart des gens et des chercheurs (Hellal, 2011).
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En effet, elles ont de nombreux effets biologiques : antibactérien sans développement de
phénomeéne de résistance, antioxydant activateur du systéme immunitaire, stimulateur des
processus de digestion. Certains antimicrobiens naturels comme le thymol extrait du thym ont
démontré leur intérét pour la conservation des aliments (Guillier et al., 2007).

L’ objectif de ce travail est de mettre en evidance I’ activité antibactérienne des huiles
essentielles d Ammoides verticillata (Nounkha) vis-a-vis de cinq souches de bactéries
pathogéene a savoir Staphylococcus aureus ATCC 25923, Saphilococcus aureus ATCC
43300, Eschérichia coli ATCC 25922, Eschérichia coli ELC 3463 et Eschérichia coli ECL
6611, ainsi que I'éude de I'activité antioxydante de I’ensemble des huiles essentielles, de
I’ extrait aqueux et de I’ hydrodistillat d Ammoides verticillata par le test du DPPH.

Nous somme intéressés d'étudier cette plante pour son large utilisation par la
population locale. En plus, la plante est spontané endémique et peu connue en Algérie.
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Chapitrel : Généralités sur les plantes medicinales et les huiles essentielles

1. Les plantes médicinales

Depuis tres longtemps, les plantes médicinales jouent un role déterminant dans la
conservation de la santé des hommes et dans la survie de I'humanité ; 1l ya environ 500 000
plantes sur terredont 10 000 d'entre elles, environ, possedent des propriétés médicinales
(I'serin, 2001).

Selon la réglementation francaise et d apres la circulaire n°346 du 2 juillet 1979 du
code de la santé publique : Un plante médicinale est " une plante présentant des propriétés
médicamenteuses, sans avoir ni ne pouvant avoir aucune utilisation aimentaire,
condimentaire et hygiénique; pour les plantes présentant des propriétés autres que des
propriétés medicamenteuses, elles sont considérées comme des plantes aromatiques

condimentaires (Veuillot, 2001).
1.1M étabolisme secondair e

Depuis toujours les plantes ont constitué une source majeure de médicaments gréce a la
richesse de ce qu’on appelle le métabolisme secondaire: Parmi les milliers de molécules
produites par ce métabolisme, I’homme sélectionne celles qui lui permettent de se défendre
contre les agressions d’autres organismes vivants pathogénes et de corriger ses troubles
métaboliques (Fouché et al., 2000).

Lavie sur terre dépend du monde végétal. C'est par latransformation énergétique qui se
réalise dans les grains (chloroplastes) des cellules chlorophylliennes des plantes vertes opérant
comme de véritables laboratoires biochimiques qu’est apparu I’ oxygene, et donc la vie sur
terre, placant I"’humanité sous la dépendance du monde végétal. En effet, la chlorophylle,
pigment vert des plantes, aide a capter |’ énergie solaire. Cette réaction appelée photosynthese,
produit des substances complexes et nutritives (amidon, protéines, voir graisses) a partir de
corps tres simples et incombustibles (eau, gaz carbonique de I'air, nitrates). A partir du
glucose produit dans les feuilles, la plante peut synthétiser d'autres molécules appelées
métabolites secondaires et notamment, parmi les 10 000 recensées a ce jour, des lipides
(graisses) des huiles essentielles, des glucosides, des tanins, des vitamines, et d autres
composants actifs comme les alcaloides, les terpénes, les saponines...etc. Certains de ces
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molécules ont été synthétisés comme un élément de défense de la plante, pour I'aider a lutter

contre certaines bactéries et champignons (L ucienne, 2010).
On peut classer les métabolites secondaires en différents groupes:

- les composés phénoliques: avec un groupe hydroxyle sur un cycle aromatique.
lls interviennent dans les interactions plante-plante (alélopathie, inhibition de la
germination et de la croissance). On a, par exemple, la lignine, les flavonoides, les
phénylpropanoides et les anthocyanes.

- les composés azotés: |Is comprennent les alcaloides et les glycosides (qui
larguent de I'acide cyanhydrique quand les plantes sont abimées). Ils sont synthétisés a
partir d'acides aminés. On a, par exemple, la nicotine, I'atropine, la codéine et la

lupinine.
- les terpénes
-les poly-isoprenes
Les composés aromatiques peuvent étre classés en fonction de la longueur de la chaine
aliphatique liée au noyau benzénique. On distinguera:
__Lesdérivésen CsC; et CoCo.
_ Lesdérivés en CsC; (phénylpropanoides).

_ Lesdérivésen Cs —C; (ou C,, C3) — Cs 0u dérivés « mixte ».

Les tanins, composés provenant de la polymérisation de dérivés aromatiques et les
quinones (Guignard et al., 1985).

Les terpenes constituent une famille de composés largement répandus dans le régne
végétal. Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette
d'une unité isoprénique a 5 atomes de carbone (C5 H8) reconnue par Wallach des 1887
(Lamarti et al., 1994).

1.2. Récolte et conservation des plantes

Les propriétés pharmacologiques des plantes médicinales dépendent essentiellement de la
région de production, de la période de récolte, des techniques de cueillette et des modalités de
conservation (Tableau 01). La connaissance de ces conditions doit toujours étre présenté al’ esprit afin

de garantir la qualité des produits et de protéger leur source de production. Par contre la négligence de
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ces données a contribué, pour beaucoup afaire tomber les plantes a plusieurs reprises, dans |e discrédit
(Valnet, 2001. In: Haddouchi 2006).

Tableau 01 : Récolte, séchage et conservation des plantes (Valnet, 2001. In: Haddouchi

2006).
Partiedelaplante Cueillette Séchage Conservation
Racines A l'air sec
Racines charnues A I'é&uve
Racines mucilagineuses Au four
Racines vivaces Au printemps
Racines des plantes En automne
annuelles et bisannuelles
Ecorce des plantes Quand il a acquis une certaine
annuelles et bisannuelles | épaisseur et se sépare facilement du
corps >
) H g
Ecorce d’ arbre En hiver AU solail ou & i
Ecorce d' arbrisseau En automne "éuve 2
=0
c
Ecorce de résineux En printemps g_-
Bois
Fleurs Au début de leur épanouissement A l'ombreet a
Lesfleurs derose se cueillent en fjltsé::nr:)jphere
boutons
Feuilles Avant lafloraison
Semences Quand la plante se desseche
Tiges En méme temps queles feuilles Au soleil ou
dansuneserrea
Feuilles épaisses 30-35°C
Bourgeons Au début du printemps
Fruits Un peu avant compléte maturité
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2. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles (H.E), Les molécules actives impliquées dans les mécanismes de
défense des plantes, sont issues du métabolisme secondaire. Elles ne participent pas
directement a la croissance des plantes, mais ont évolué pour leur fournir une protection
naturelle contre les attaques de microbes ou d'insectes. Une partie de ces métabolites
secondaires se concentre dans les sacs oléiféres, qui sont des poches sécrétrices d' huiles
essentielles (Guinoiseau, 2010).

Pour la 8° édition de la pharmacopée francaise (1965), les huiles essentielles
(=essences=huiles volatiles) sont: «des produits de composition généralement assez
complexe renfermant les principes volatils contenus dans les végétaux et plus ou moins
modifiés au cours de la préparation » (Bruneton, 1993).

Les huiles essentielles extraites des plantes par distillation comptent parmi les plus
importants principes actifs des plantes. Elles sont largement employées en parfumerie. Les
huiles essentielles contenues telles quelles dans les plantes sont des composés oxygeéenés,
parfois d'origine trapénoide et possédant un noyau aromatique (I serin, 2001).

2.1. Répartition et localisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs qui sont
répartis dans un nombre limité de familles. Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans
tous les organes végétaux :

Fleurs bien sur (bergamotier, tubéreuse...) mais aussi feuilles (citronnelle, eucalyptus,
laurier...) et, bien que cela soit moins habituel, dans des écorces (cannelier), des bois (bois de
rose, santal...), des racines (vétier), des rhizomes (curcuma, gingembre...), des fruits (tout-
épices, anis, badiane...), des grains (muscade...). La composition de ces huiles essentielles
peut varier selon leur localisation (Bruneton, 1999).

La synthese et I’accumulation des huiles essentielles sont généralement associes a la
présence de structures histologiques spécialisées, souvent localisées sur ou a proximité de la
surface de la plante :

- Cellules a huiles essentielles des L auraceae ou des Zingiberaceae,
- Poiles sécréteurs des Lamiaceae,

-Poches sécrétrices des Myrtaceae ou des Rutaceae,
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- Canaux sécréteurs des Apiaceae ou des Asteraceae (Bruneton, 1993).
2.2. Biosynthese des huiles essentielles

Les huiles essentielles produits du métabolisme secondaire des plantes, se compose

généralement de:

1. Les métaux volatils synthétisés via le précurseur isopentenyl pyrophosphate (IPP),
consistent en des mélanges complexes se composants des mono-sesquiterpenes hydrocarbones
et des matériaux oxygéneés dérivé d’ eux.

2. Phényl propanoides de la voie acide shikimique, et leurs produits de
biotransformation (Hatanaka et al., 1987).

2.2.1. Biosynthese desterpenes

Les terpenes constituent une famille de composés largement répandus dans le régne
végetal (figure 01). Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur
squelette d’une unité isoprénique a 5 atomes de carbone (CsHg) reconnue par Wallach en
1953. Cet isgoprene (1) est la base du concept de la « régle isoprénique » énoncée en 1953 par
Ruzika. Cette régle considére le diphosphate d'isopentényl(ll), désigné sous le nom

d isopréne actif, comme le véritable précurseur de la mollécule terpénique (M ochammedi,

2006).

2.2.2. Biogénese des monoter penes

2.2.2.1. Site de biosynthese

Les leucoplastes jouent un réle primordial dans la biosynthése des monoterpenes, selon
un processus intense et bref (Figure 02). Le transport et lI'accumulation de ces composés
seraient assurés par le réticulum endoplasmique. Des structures d'association de type
membranaire se mettent en place entre les leucoplastes et le réticulum endoplasmique. Les
cellules sécrétrices vivantes mais inactives peuvent retrouver leur potentialité de synthese

terpénique aprés une blessure (Lamarti et al., 1994).
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2.2.2.2. Elaboration et sécrétion

L'IPP est I'intermédiaire clé dans la formation des composés terpéniques. La premiére éape de
la formation des diphosphates des prényles est I'isomérisation de I'lPP en diphosphate de
diméhylallile (DMAPP). Cette réaction est catalysée par une enzyme hydrosoluble, |'isopentényl
diphosphate isomérase (Lamarti et al., 1994 ; Dudariva et al., 2005).

La biosynthése des terpénoides implique I’ addition de I'unité isopréne avec son isomere pour
former le géranyl diphosphate (GPP,C 10), condensé avec une autre unité |PP forme | e diphosphate de
farnesyl (FPP, C15) al’ origine des sesquiterpenes.

Les précurseurs parentaux compte tenu de la modification structurale par I'oxydation, la
réduction, I'isomérisation, | hydratation, la conjugaison et/ou d'autres transformations donnent une
variété de terpénoides (Dubey et al., 2003).

Le diphosphate disopentényle (IPP), élaboré dans le cytoplasme, pénétre par un
mécanisme encore inconnu dans le leucoplaste, ou il subit dans le stroma I'isomérisation en
diphosphate de diméthylallyle (DMAPP). MV A : acide mévalonique ; PT : prényltransférases
(figure 03) (Dagan, 1988).

2.3. Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont de trés complexes mixtures naturelle qui contient jusqu’a 60
composes a des concentrations différentes. |ls sont caractérisés par deux ou trois composés
majoritaires avec des concentrations nettement élevées (20-70%) par rapport aux autres
composes présents en faible quantité. Généralement, les composés majoritaires déterminent
les propriétés biologiques des huiles essentielles. Ces composés comprennent deux groupes de
biosynthése (figure 04). Le premier est un compose de terpénes et des terpénoides et le second
de congtituants aromatiques et aliphatiques (composés organiques a chaine carbonée ouverte)
(figure 05) (Bakkali et al., 2008).

Les composes terpéniques et les composés aromatiques, dérivés du phénylpropane. Les
composes terpéniques sont formés d’unités isopréniques (en C5) et comprennent les
monoterpenes (C10), les sesquiterpenes (C15), les diterpenes (C20) et les tri terpenes (C30).
Ces composés ont tous la méme origine métabolique. Les composés aromatiques dérivés du

phénylpropane ont une biogenese différente de celle des terpénes.
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La composition chimique des HE varie avec le milieu et I'époque de la végétation. Elle
peut aussi se modifier au cours de |’ extraction et durant la conservation (Chami, 2005).

Feuille de thym : trichomes glandulaires ou
sont synthétisés les mono et les
sesquiterpénes qui sont responsable des
arémes.

Tuyau résinifere du pin

Figure 01 (A-B-C) : Biosynthése des terpenes (Anonyme 1).
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Figure 02 : Structure schématique du leucoplaste sécréteur (Carde, 1979).

ADN : fibrilles d'acide désoxyribonucléique
PG : platoglobules

R : ribosomes

RE : réticulum endoplasmique

T : terpene

Li : lamelle interne
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LEUCOPLASTE
CYTOPLASME ENVELOFPE ~ STROMA

acstate B lipides
andtyl Coft
* GGHP
P-hydioxy-Frméthylglutary CoA FT
L FFP
MVA —%(
FT

t

PT
DMARP =~ IPP : » DMAPP— GFP
izoméraas
3 IPP C10 | oyclasos
GGPP monoterpanas

Figure 03 : Compartimentation de la biosynthése des monoterpénes dans les cellules

secrétrices (Dagan, 1988).
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1. Terpenes
-Monoterpences

Carbure monocyclic

Cymene (“y™) or p.cymene

Aldcohol acyclic
Citronellol

MV\DH

-Sesquerpitenes

Carbure
Farnesol

Sabinene

Geraniol

S
if\OH

OH

Carbure bicyclic
Alpha-pinene

&

Phenol

Carvacrol

OH

Betapinene

Thymol

OH

Alcohol
Caryophyllene

Figure 04 : Structure chimique des composes seléctionés (les térpénes) des huiles essentielles

(Bakkali et al., 2008).

2. Aromatic compounds

Aldehyde
Cinnamaldehyde

0
R Y
e
Methoxy derivative
Anethole

Alcohol
Cinnamyl alcohol

o o

Methylene dioxy compound

Methoxy derivative
Estragole

Phenol
Chavicol

Safrole

— 0

Phenal
Engennl

~CHz

CCH
OH

Figure 05 : Structure chimique des composeés seléctionés (les composés aromatiques) des

huiles essentielles (Bakkali et al., 2008).
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2.4. M éthodes d’ extraction des HE:
v Hydrodistillation simple:

La plante est mise en contact avec I'eau dans un ballon lors d'une extraction au
laboratoire ou dans un alambic industriel. Le tout est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs
sont condensées dans un réfrigérant et les HE se séparent de |'eau par différence de densité
(Benayad, 2008).

v Entrainement ala vapeur d’eau

L’entrainement ala vapeur d eau est I une des méthodes officielles pour I’ obtention des
huiles essentielles. A la différence de I'hydrodistillation, cette technique ne met pas en
contact direct I'eau et la matiére végétale a trater. De la vapeur d’eau fournie par une
chaudiére traverse la matiere végétale située au dessus d'une grille. Durant le passage de la
vapeur atravers le matériel, les cellules éclatent et libérent I huile essentielle qui est vaporisée
sous I’ action de la chaleur pour former un mélange « eau + huile essentielle ». Le mélange est
ensuite véhiculé vers le condenseur et I’ essencier avant d' étre séparé en une phase agueuse et
une phase organique : I’ huile essentielle. L’ absence de contact direct entre I’eau et la matiére
végétale, puis entre |I’eau et les molécules aromatiques évite certains phénomenes d' hydrolyse
ou de dégradation pouvant nuire a laqualité de I’ huile (L ucchesi, 2005).

v Extraction par les solvants

L’ extraction par les solvants est précédée d une division de la plante. Le choix du
solvant est influencé par des paramétres techniques et  économique .les solvants les plus
utilisés, sous, réserve de législation restrictives particulieres, sont les hydrocarbures
aliphatiques : éher de pétrole, hexane mais aussi propane ou butane liquides .on a également

recoures aux solvants hologenés et I’ é&hanol.

Aprés |’ extraction, le solvant est distillé .en fin d’ opération, le solvant qui imbibe la

masse Végétale est récupéré par injection de vapeur d’eau dans celle-ci (Bruneton, 1999).

2.5. Pouvoir antimicrobienne des huiles essentielles

Les huiles essentielles ont un spectre d'action biocide trés large puisqu'elles inhibent la

croissance de moisissures, levures et bactéries (De Billerbeck et al., 2002).
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Lorsque I'on parle d’ activité antimicrobienne, on distingue deux sortes d’ effets: une activité
létale ou bactéricide et une inhibition de la croissance ou activité bactériostatique. Le plus
souvent I’action des huiles essentielles est assimilée a un effet bactériostatique. Cependant,
certains de leurs constituants chimiques semblent avoir des propriétés bactéricides. Plusieurs
études ont ainsi montré I’ apparition de fuites d’ ions potassium dans les cellules microbiennes
(Escherichia coli et Saphylococcus aureus) en contact avec de I’ huile essentielle d’ arbre athé
(tea tree). Cette fuite de potassium est la toute premiére preuve de I’ existence de Iésions
irréversibles au niveau de la membrane de la bactérie. Le thymol, le carvacrol, des
composants actifs d’ huiles essentielles, rendent perméable la membrane des bactéries, un effet
précurseur de leur mort. Les huiles essentielles ont donc bien des propriétés bactéricides
(Zhiri, 2006).

L’ activité biologique d'une huile essentielle est liée & sa composition chimique, aux groupes
fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, composés terpéniques et
cétoniques) et aleurs effets synergiques (Zhiri, 2006).

2.6. Propriétés et mode d’action des huiles essentielles

D’aprées Willem (2002), les molécules aromatiques se manifestent a différents niveaux ;

en schématisant, on peut dire que les huiles essentielles ont une action directe et indirecte.
@ Uneaction directe:

* sur un métabolisme (foie, reins...),

* sur les micro-organismes pathogenes,

« sur une fonction physiologique particuliére (thyroide, pancrésas...),

* sur larégulation hormonale (plantes cortisone-like et folliculine-like),

* sur lastimulation des catalyses enzymatiques,

« sur la fonction émonctorielle de certains organes.

Cette action directe sexerce dans trois domaines spécifiques:

— Pouvoir antiseptique : les huiles essentielles sont antibactériennes, antivirales,

antiparasitaires.

— Pouvoir désintoxicant : un organisme malade est un organisme encrasse et affaibli, qui n'a
pas pu résister a une agression extérieure. Toutes les thérapeutiques naturelles favorisent la
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dissolution et I'élimination des déchets du métabolisme qui saccumulent dans le corps. Cette
élimination seffectue par I'un des grands « émonctoires » — circuits d'élimination — du corps :
les poumons, lesreins, les intestins, la peau, le carrefour ORL.

— Action sur les différents métabolismes : foie, pancréas, thyroide, génital...
@ Uneaction indirecte : par une approche scientifique du terrain biologique.

Elles agissent en intervenant sur les processus biologiques et par modification du terrain
local et général gréce a leur activité énergétique.

Les modes d’action des huiles essentielles et de leurs principaux constituants, décrits
jusqu’a présent, semblent tous affecter la paroi ou la membrane cytoplasmique. Cependant, la
variabilité chimique des huiles essentielles laisse présager |’ existence de molécules pouvant

agir par de nouveaux mécanismes cellulaires (Guinoiseau, 2010)

Les huiles essentielles comprennent un grand nombre de composants et il est probable
que leur mode d'action implique plusieurs cibles dans la cellule bactérienne. L'hydrophobie
des huiles essentielles leur permet de partition dans les lipides de la membrane cellulaire et les
mitochondries, les rendant perméable et conduisant & des fuites du contenu des cellules. Les
conditions physiques qui améliorent l'action des huiles essentielles sont a faible pH, basse
température et faible teneur en oxygene. La synergie a été observée entre le carvacrol et de
son précurseur le p-cyméne et entre cinnamaldéhyde et l'eugénol. Effets indésirables
organoleptiques peuvent étre limités par une sélection rigoureuse des huiles essentielles en
fonction du type de nourriture (Figure 06) (Burt, 2004).

Les huiles essentielles possédent plusieurs modes d’ action sur les différentes souches de
bactéries, mais d’ une maniere générale leur action se déroule en trois phases :

- atague de la paroi bactérienne par I’ huile essentielle, provoquant une augmentation de la
perméabilité puis la perte des constituants cellulaires.

- cidification de I'intérieur de la cellule, bloguant la production de I’ énergie cellulaire et la
synthése des composants de structure.

- destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie (Caillet et Lacroix.,
2007).
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Figure 06 : Action des huiles essentielles et de leurs constituants sur la cellule bactérienne
(Burt, 2004)
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2.7. Toxicité des huiles essentielles

Les études scientifiques montrent que les huiles essentielles peuvent présenter une
certaine toxicité. 11 faut cependant remarquer que celle-ci varie selon la voie d’ exposition et la

dose prise.

Les huiles essentielles semblent n' étre toxiques par ingestion que si celle-ci est faite en
de grandes quantités et en dehors du cadre classique d'utilisation. Les huiles ne seront
toxiques par contact que si des concentrations importantes sont appliquées (Degryse et al.,
2008).

Selon Englebin (2011), les huiles essentielles sont des substances trés puissantes et tres
actives, ¢'est la puissance concentrée de la plante aromatique, il ne faux donc jamais exagérer
les doses, quelque soit la voie d’ absorption, car toute substance est potentiellement toxique a
dose élevée ou répétée. Paracelse adit : « Rien n’est poison, tout est poison, tout dépend de la
dose » Il faut également savoir qu’ une période trop prolongée provoque I'inversion des effets

et/ou I’ apparition d’ effets secondaires indésirables.
2.8. Applications des huiles essentielles

Les huiles essentielles des plantes ont trouve leur place en aromathérapie, en pharmacie,
en parfumerie, en cosmétique et dans la conservation des aliments. Leur utilisation est liée a
leurs larges spectres d’ activités biologiques reconnues (Amarti et al., 2010). Leurs champs
d application s articulent sur trois secteurs (Tableau 02) a savoir :

@ Enindustrie agro-alimentaire

Les études faites a travers le monde, montrent que les huiles essentielles peuvent ére
ajoutées a peu pres a tous les aliments. Ainsi, les huiles essentielles d origan, de thym, de
cannelle ou de coriandre sont efficaces pour les viandes, les volailles, les charcuteries et les
Iégumes; I" huile essentielle de menthe pour les produits frais (salades, yaourts...); les huiles
essentielles a base de cavarcrol ou de citral pour les poissons; les huiles essentielles de thym,
de noix de muscade ou de gingembre pour les céréales (plus particulierement celles riches en
carvacrol pour leriz); et les huiles essentielles a base de carvacrol ou de cinnamal déhyde, pour
les fruits. Toutefois, quelques limites existent a I’ utilisation des huiles essentielles comme

agents de conservation dans les aliments, notamment le pouvoir aromatisant de certaines
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d entre elles. Cependant des techniques de désaromatisation existent et sont de plus en plus
efficaces (Caillet et Lacroix., 2007).

Tableau 02: Exemples de la diversité des applications des huiles essentielles (Grysole,

2005).
Parfumerie
Huiles essentielles Alimentation M édecine
cosmétiques | technique
arbme pour sauces antispasmodique
basilic parfum o COFr’] irents régulateur du
systéme
aréme pour
savons, aréme pour
citronnelle désinfectant, boissons et
éloigne les sucreries
insectes
aréme pour
eucalyptus boissons, sucreries, | anti-inflammatoire
cremes glacées
éranium arfum aréme pour anti-spasmodique,
9 P sucreries, relaxant
chewing-gum
lemonarass vasodilatateur,
o sédatif
saveur pour antalgique,
menthe poivrée saveur pour liqueurs, glaces, anesthésique,
P dentifrice chewing-gum, tonique, stimulant
chocolat du systéme nerveux
menthe verte boisi\:liu;?gruerries saveur pour les
N .| siropspar exemple
crémes glacées
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D'autre part, les effets organoleptiques indésirables peuvent étre limités en
sélectionnant soigneusement |’ huile essentielle selon le type d’aliment considéré, mais il est
important de noter, que dans la plupart des cas, les concentrations d’ huiles utilisées sont si
faibles, qu’elles ne modifient pas les qualités organoleptiques de I’ aliment. Un autre aspect a
prendre en compte, c'est de Vvérifier que I'huile essentielle sélectionnée n'a pas d effet
antimicrobien contre les bactéries utiles, notamment les ferments d acidification,
d aromatisation et d'affinage, indispensables a la fabrication des produits. Moyennant ces
précautions d’'usage, I’emploi des huiles essentielles lors de la transformation des aliments
peut présenter un triple intérét: aromatisant, antioxydant et antimicrobien (Caillet et Lacroix.,
2007).

Certaines huiles essentielles sont également actives sur des champignons responsables
de mycoses et sur des levures (candida). Les substances actives sont en générale faibles et
celle qui sont déterminées par une expérimentations in vitro sont directement transposables
pour une utilisation par voie externe ou, a fortiori, comme conservateur. Sarriette, cannelle,
thym, girofle, lavande, eucalyptus sont au nombre des huiles essentielles les plus
antiseptiques. Des composés comme le citral, géraniol, le linalol ou le thymol sont
respectivement 5, 2, 7,1, 5 et 20 fois plus antiseptiques que le phénol (Bruneton, 1993).

@ En parfumerie et cosmétique

L’ utilisation des huiles essentielles comme base dans |a fabrication de parfums constitue
une pratique courante depuis des siecles dans la plupart des civilisations. Toujours d’ actualité,
cet usage a cours particuliérement en Europe et aux Etats-Unis. Ces régions ont d'ailleurs
développé des industries importantes qui se démarquent par leur haut niveau d exportations

dans ce domaine (Grysole, 2005).
@ En pharmacie

Dans leur grande majorité, elles sont utilisées en nature, en particulier pour la
préparation d’infusions (menthe, mélisse, verveine, fleurs d’ orange, etc.) et sous la forme de
préparations galéniques simples. Elles sont également utilisées pour I'obtention d’ huiles
essentielles dont un petit nombre peut avoir un intéré& médicamenteux (en particulier dans le
domaine des antiseptiques externes) mais qui, majoritairement, sont surtout destinées a
I’aromatisation des formes médicamenteuses destinées a la voie orale. Les huiles essentielles
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congtituent également le support d'une thérapeutique particuliere: |'aromathérapie
(Bruneton, 1993).

2.9. L’aromathérapie

L’aromathérapie, qui signifie littéralement « soin par les odeurs » est le terme que I'on
utilise pour désigner la thérapie basée sur I’ utilisation des huiles essentielles. |1 s agit donc de

la capacité et de |’ art de soigner avec les huiles essentielles (Buronzo, 2008).

L’aromathérapie est I’ utilisation des huiles essentielles a des fins thérapeutiques. C'est
une “biochimio-thérapie’ naturelle sophistiquée qui repose sur la relation existant entre les
composants chimiques des huiles essentielles et les activités thérapeutiques qui en découlent.
Elle recourt a une méthodologie rigoureuse qui s'inspire de données scientifiques solides
confirmées tant par la clinique que par le laboratoire. C'est une thérapeutique naturelle de
qualité supérieure (Baudoux, 2008).

2.10. Contrdle de qualité des huiles essentielles

Selon la Pharmacopée francaise et européenne, le controle des huiles essentielles
Seffectue par différents essais, comme la miscibilité a I'éhanol et certaines mesures
physiques : indice de réfraction, pouvoir rotatoire et densité relative. La couleur et I’ odeur
sont aussi des parameétres importants. La meilleure carte d'identité quantitative et qualitative
d' une huile essentielle reste cependant le profil chromatographique en phase gazeuse. Il
permet de connaitre tres exactement la composition chimique et de rechercher d’ éventuelles
traces de produits indésirables tels des pesticides ou des produits chimiques goutés (Pibiri,
2006).

Une huile essentielle pure et naturelle est caractérisée par sa composition strictement
« Vveégétale », contrairement aux essences synthétiques ou « identiques naturelles »
intégralement reconstituées a partir de composés chimiques de synthése (Pibiri, 2006).

2.11. Activité antioxydante des huiles essentielles

Les huiles essentielles commencent a avoir beaucoup d'intérét comme source
potentielle de molécules naturelles bioactives. Elles font I’ objet d’ étude pour leur éventuelle
utilisation comme alternative pour la protection des aliments contre I’ oxydation (Bouhdid et
al., 2006).
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Des études ont éé menées sur le développement de nouvelles applications et
I’ exploitation des propriétés naturelles des huiles essentielles dans le domaine alimentaire.
Les huiles essentielles et leurs composants sont connus pour posséder des activités anti
oxydantes et pourraient donc servir d’agents de conservation alimentaire, ou approuves

comme additifs alimentaires (Caillet et L acroix, 2007).
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2.1. Introduction

Ammoides verticillata est une plante odorante qui pousse spontanément dans le Nord de
I’ Afrique ainsi qu’en Nord d’ Asie. Cependant, les principaux cultivateurs sont I’ Inde et Perse.
Les deux grandes qualités d Ammoides verticillata sont sa forte action stimulante et son
remarguable pouvoir antimicrobien (Bekhechi et Abdelouahid., 2004).

Cette plante est fortement aromatique et piquante ; son odeur est trés agréable mais trés
diffusible et intense ; fortement balsamique, persistante méme apres la dessiccation (Daine et
M ostefai, 1998).

Noms ver naculaires

Nounkha, NUnkha, Ajowan ou Ajawain

En Arabe: Taeb El Koubs ( Abdelouahid Bekhechi ., 2004).

Noms scientifiques

Ptychotis verticillata ,Ammoides (ou Ptychotis) verticillata Trachyspermum Boiss (Quesel et
Senta, 1963).

Carum copticum( Benth et Hook) ( Goudarzi et al.,2011).

Photos 01 : Ammoides verticillata ( Abdelouahid Bekhechi ., 2004).
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2.2. Classification botanique de la plante

Ammoides (ou Ptychotis) verticillata est classé selon la clé de détermination botanique,
d aprés Quesel et Senta (1963) et Guinochet et Vilmorin (1975) comme suit :

Embranchement Phanérogames
S.embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones

S.classe Dialypétales

Série Calciflores

Ordre Ombellales

Famille Ombelliferes

Genre Ammoides ou Ptychotis
Espéce Verticillata

2.3. Description de la famille:

La famille des ombelliféres se caractérise par une organisation florale trés homogene ce
qui rend l'identification délicate. Elle doit son nom & son inflorescence ordinairement en
ombelle et ombellules. La morphologie du fruit apporte une aide a l'identification.
Cette famille est représentée dans le monde entier, principalement dans les régions tempérées
de I'némisphére nord et compte environ 438 genres et 3955 especes (Rubinstein, 2009).

2.4. Description dela plante

Plante annuelle gréle a souche filiforme, a tige trés ramifiée de 10-40 cm, sans rosette
de feuilles basales. Feuilles inférieures pétiolées a nombreux segments multifides verticillés,
les supérieures pennatifides a segments linéaires. Ombelles principales a 8-15 rayons. Fruits
ovoides de moins de 1 mm de long, trouvé généralement dans la nature; cette plante
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caractérise les pelouses des montagnes, foréts, surtout les zones arides et semi-arides (Quesel
et santa, 1963).

Plante annuelle de 15-35 cm., glaucescente, a racine gréle, pivotante ; tige dressée,
striée, gréle, a nombreux rameaux étalés ; feuilles radicales pennatiséquées, a 3-5 segments
trés rapprochés, étroits, trifides, les caulinaires découpées en lanieres capillaires paraissant
verticillées ; ombelles petites, penchées avant la floraison, a 6-12 rayons capillaires, trés
inégaux, les intérieurs tres courts ; involucre nul ; involucelle a 5 folioles inégales, 3 sétacées,
2 spatulées et aristées ; styles réfléchis, égalant le stylopode ; fruit petit, ovoide (Benoit,
2011) .

P ?*J' e ?r"
@ﬁ ‘f,":' \\V D

Figure 07 : figure descriptif d’ Ammoides verticillata (Benoit, 2011).
2.5. Composition chimique de I’ huile essentielle d Ammoides verticillata

Selon lestravaux d El Ouariachi et al. (2010) ; La composition chimique de I'huile
essentielle de P. verticillata de Maroc a éé caractérisée par 19 électeurs, qui représentaient
pour 98,9% du total du pétrole. L'huile a é&é dominée
par des composés phénoliques (48,0%), avec de grandes quantités de carvacrol
(44,6%) et le thymol (3,4%). Les autres composants principaux ont éé limonene
(18,4%), g-terpinéne (9,5%), le p-cymeéne (9,4%), et géranyle acétate (4,7%).

Dans une autre étude faite par Gaudarz et al. (2011) la composition chimique de
I”huile essentielle de Carum copticum (Ammoides verticillata) de la région de Tahran (Iran)
est présentée dans le tableau 03.
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Tableau 03 : composition chimique (%) de I’ huile essentielle de Carum copticum

(Gaudarz et al., 2011).

Composés Indice de (%) M éthodes

rétention o d’identification
a-thujene 932 0,5 SM IR
a-pinene 941 0,2 SM, IR, ICo
Sabinene 981 0,3 SM, IR
B-pinene 984 2,5 SM, IR,ICo
a-phyllanderene 1000 0,7 SM, IR
a-terpinene 1022 0,7 SM, IR
p-Cymene 1028 21,1 SM, IR, ICo
B-phyllanderene 1035 0,4 SM, IR
-terpinene 1060 36,5 SM, IR, ICo
Terpinene- 4 - ol 1177 0,01 SM, IR
Thymol 1294 36,7 SM, IR, I1Co
Carvacrol 1306 0,1 SM, IR
Total 99,7

Indice derétention a : indice de Kovats. SM = spectrométrie de massg,
IR : Indicederéention, | Co: injection avec des composés authentiques.
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2.6. Usage thérapeutique D’ Ammoides verticillata :

D’ aprées I’ enquéte thérapeutique réalisée par Felidj et al. (2010) effectuée aupres de la
population locale Tlemceniéne, la plante est utilisée aussi bien pour des fins culinaires que
thérapeutiques. C'est une plante aux effets antispasmodiques, laxatifs, diurétiques, anti-
inflammatoires qui peut aussi servir comme condiment culinaire. Les types d'utilisation sont

repris dans le tableau suivant (tableau 04).

Tableau 04 : Utilisation d’Ammoides pussila (verticillata) par la population de Tlemcen
(Felidj et al .2010).

Partiesdela
p!a}nge Indications Mode d’emploi
utilisées
Fievre Inhalation
Rhume et grippe Inhalation ou infusion de la plante mélangée avec
Problémes de citron
respiratoires Inhalation ou infusion
Infections rénales Infusion
Parasites intestinaux Infusion ou plante en poudre mélangée avec de
Cycle douloureux miel
L Antispasmodique Infusion

Plante entiére Laxatif Infusion
Migraines et sinusites | Infusion
Boissons Infusion
rafraichissantes infusion

Condiment culinaire Sauces

Soupes
Feuilles Conservateurs d' aliment confit (antifongique)
Abces furoncles Cataplasme
Diurétique Décoction mélangée avec de miel

Racines
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Chapitre 3: matériels et méthodes

1. Matériel vegétal

1.1. Provenance du matériel végétal

L’ échantillon utilisé est d’ origine commerciale (herboriste) ; qui provient d’ Ain Fezza
Tlemcen.

1.2. Partiesutilisées

Suivant le travail de AbdelOuahid et Bakhchi (2004), la partie utilisée est la partie
aérienne de la plante séchée puis broyée.

2. Méthodes
2.1. Extraction

2.1.1. Procédés d’ extraction et conservation del’ huile essentielle

La distillation reste la méthode la plus utilisé pour des composés d’aromes du fait
qu’elle produits des substances volatiles facilement analysables par chromatographie en phase
gazeuse et exigent une technologie relativement simple, donc un cout plus bas ainsi qu’une
reproductibilité facilement contrélable (Bendjilali, 2004).

L’ extraction des huiles essentielles a été effectuée par hydrodistillation dans un appareil
de type Clevenger (Clevenger, 1928). Troisdistillation de 150g chacune de matériel végétal
séché (partie aérienne) avec 011 d’ eau dans un ballon de 02 litres surmonté d’ une colonne de
60 cm de longueur reliée a un réfrigérant ; la distillation a été réalisée par ébullition, pendant
03 heures aprés I’ apparition de la premiére goutte de distillat ala sortie du tube de
condensation de la vapeur. Les vapeurs chargées d’ huile; en traversant un réfrigérant se
condensent dans une burette graduée (photo 02).

Aprés décantation, | huile essentielle est récupérée par aspiration a I’ aide d’ une pipette-
pasteur et est conservée dans des tubes en verre fermé hermétiqguement al’ abri de lalumiére
et aune température entre 4 et 6°C.
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Photo 02 : Montage pour |” hydrodistillation.
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2.1.2. Calcul du rendement en huile essentielle

Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse
d huile essentielle obtenue et la masse seche du matériel végétal atraiter (Carre, 1953.1n :
Bekhchi, 2002).

Le rendement, exprimé en pourcentage, est calculé par la formule suivante :
Rd = m/mgx100

Ou
Rd= m/ mgx100
Avec :
Rd : rendement en H.E exprimée en pourcentage ;

m : masse en grammede I'H.E;

Mo : masse en gramme de la matiere végétale seche.
2.2. Testedel activité antibactérienne

Les propriétés antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont dues a la
fraction d' huile essentielle contenue dans les plantes. Ces derniers ont un spectre trés large
puisqu’elles inhibent aussi bien la croissance des bactéries que celles des moisissures et des
levures. Leur activité antimicrobienne est principalement fonction de leurs composition,
chimique, et en particulier de la nature de leurs composés volatils majeurs (Caillet et
L acroix, 2009).

L’ activité antibactérienne de I’ huile essentielle d’ Ammoides verticillata a été testée par
des méthodes rapides (la méhode de diffusion en puits) et par la détermination de la

concentration minimale inhibitrice).

2.3. Microorganismes testées et préparation del’inoculum

2.3.1. Origine des bactéries

Cing bactéries (Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ECL 3463,
Escherichia coli ECL 6611, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus
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ATCC 43300) ont été choisies pour leur fréguence élevée a contaminer les denrées

alimentaires et pour leur pathogénicité; elles proviennent d’une collection de référence
(tableau 05).

Tableau 05 : Souches utilisées dans la présente expérimentation.

Bactéries Microorganismestestés Références
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Gram positif | Coccies Staphylococcus aureus ATCC 43300
Escherichia cali ATCC 25922
Gram négatif | Bacilles Escherichia coli ECL 3463
Escherichia cali ECL 6611

2.3.2. Conservation des souches
Les souches bactériennes ont éé conservées a 4°C, dans la gélose nutritive inclinée.

2.3.3. Milieux de culture

Suivant la méthode employée et selon les souches étudiées, nous avons utilisé les
milieux de cultures suivants:

- Bouillon Coaur-cervelle (BHIB)
- Mueller Hinton

2.3.4. Préparation desinoculums

Les souches pures sont revivifiées dans un bouillon nutritif & 37°C + 1°C pendant 24
heures.

2.4. Evaluation del’ activité antibactérienne

La technique utilisée pour déterminer le pouvoir antimicrobien des HE a une grande

influence sur les résultats. Des difficultés pratiques viennent de I'insolubilité des constituants
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des HE dans I eau, de leur volatilité et de la nécessité de les tester a faibles concentrations. A
I” heure actuelle, I’ activité antimicrobienne in vitro d’ une substance peut ére mise en évidence
par un grand nombre de techniques classiques, aussi bien en milieu solide qu'en milieu
liquide (EI kalamouni ,2010).

Dans notre étude les méthodes utilisées sont les suivantes :
2.4.1. M éthode de diffusion en puits::

Méthode proposée par COOPER & WOODMAN en 1946 e, reprise par SHROEDER
et MESSING en 1949. Elle assure une diffusion radiale de I'H.E a partir d'un puits en
donnant une zone d’inhibition claire facilement mesurable. La méthode consiste a découper
en trou circulaire dans la gélose et y verser une solution de I'H.E de concentration connue.
L'H.E diffuse radialement en donnant une zone d’ inhibition circulaire a la surface de la gélose
préalablement ensemenceée avec la suspension bactérienne (EY M ARD, 2003).

L’ ensemencement des suspensions bactériennes a été effectué en profondeur, il s agit
de répartir O1 ml de I'inoculum dans des boites de pétri, auquel est agjouté le milieu
d enrichissement Mueller Hinton préalablement préparé et stérilisé par autoclavage a 121 °C
pendant 20 minutes et refroidis a 45°C.

Sur la gélose et a I'aide d’une pipette Pasteur stérile on a foré aseptiquement trois puits

remplis respectivement comme sulit :
1% puits : témoin négatif avec 10 pl d’ eau physiologique ;
2°™ puits : avec 10 pl d huile essentielle d” Ammoides verticillata ;
3°™puits : avec 20 pl d huile essentielle d’ Ammoides verticillata.
Puis on a déposé sur la gélose un disgue d antibiotique (chloramphénicol) comme un
témoin positif.
Les manipulations sont répétées trois fois afin de minimiser I’erreur expérimentale et

garantir un bon déroulement de la méthode.

L’incubation des boites est faite a 37°C pendant 24h.

Matériels et méthodes Page 30



Merzougui | .,Tadj H.(2012) :Etude de I'effet antibactérien et antioxydant d’Ammoides verticillata de la région de Tlemcen

Les diamétres des zones d’inhibitions sont mesurés al’aide d’une régle, al’ extérieur de
la boite fermée. La moyenne de deux diamétres pour chaque puits et de disque d’ antibiotique
est calculée pour plus d’ exactitude.

2.4.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice par la

méthode du contact direct en milieu solide

Selon Guinoiseau (2010) cette technique consiste a inoculer, par une suspension
bactérienne, une gamme de concentration décroissante en huile essentielle. Apres incubation,
I’observation de la gamme permet d accéder a la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI),
qui correspond a la plus faible concentration en huile essentielle capable d’inhiber la

croissance bactérienne.

Dans notre travail, pour ' évaluation de la CMI, on a établi la gamme des concentrations
en H.E suivante : 0,25%, 0,1%, 0,05% et 0,03%.

On a préparé 4 flacons, chaque flacon contenu le milieu de culture (Mueller Hinton)
autoclaver a 121°C pendant 20 minute puis refroidis et additionner d’un volume définie en
H.E :(tableau 06)

Tableau 06 : préparation des flacons de différentes concentrations de I’ H.E.

Volumede MH (ml) | VolumedeH.E (ul) | Volumetotal (ml)
er
1 ﬂacoﬂ (é)),25% de 199,5 500 200
eme
2 flatlz_(l)nE()O, 1%de 199.8 200 200
3°" flacon (0,05%
deH.E) 1999 10 0
4°™ flacon (0,03%
deH.E) 9997 * 1

On a versé aseptiquement le contenu des 3 premiers flacons dans les boites de pétrie, 15
boites pour chaque flacon (3 boites pour chaque souche).

Le 4°™ flacon est versé aseptiquement dans 6 boites de pétri (pour les souches 1 et 2).
L’ ensemencement est effectué en surface al’aide d’ un réteau.
L’incubation des boites est faite a 37°C pendant 48h.

Lalecture: laCMI est lafaible concentration alaguelle il n'y a pas de croissance visible dans
le milieu de culture.
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3. Evaluation del’ activité antioxydante

L’ activité antioxydante in vitro a éé évaluée par la mesure du pouvoir de piégeage d’un
radical en utilisant le réactif 2,2- Diphenyl-1-picryhydrazyl (DPPH) comme radicale stable.

Suivant la méthode décrite par Hazzit et al. (2009) on a mis 50ul des différentes
dilutions des huiles essentielles des extraits aqueux et des hydradistillat dans du méthanol
(MeOH) qui ont été additionnée par 2 ml de la solution méthanolique du DPPH a 60 puM.
I’ absorbance a été mesurée a 517nm apres 30 minutes d’incubation en obscurité et a la
température ambiante. Une mesure d’ absorbance d’un échantillon contenant 50pl de méthanol
et 2 ml de du DPPH a été considérée comme témoin négative.

Le pourcentage d’ inhibition du radical du DPPH par I’ échantillon a été calculé suivant la
formule suivante :

% d inhibition = [(Ag-A)/Ag]* 100
AB: Absorbance du blanc (uniquement du DPPH) (t=0).
AT: Absorbance des différents concentrations (t=30min).
Chague test a éé répété trois fois.

Analyse statistique

L’ analyse statistique des résultats (ANOVA) a éé réalisée par un logiciel statistique (Statbox V.
6.40 copyright Grimmer logiciels 1997-2002 Paris) aprés trois répétitions de chaque paramétre. La

comparaison des moyennes est évaluée lorsgue P<0.05.
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Chapitre 4 : Reésultats et discussion

4.1. Propriétés organoleptiques de |’ huile essentielle extraite

L’examen organoleptique de cette huile (tableau 07) consiste en un essai olfactif,

toutefois, il est nécessaire de décrire |’ aspect des ces huiles essentielles et de leurs saveurs.

Tableau 07 : Caractéres organoleptique des huiles essentielles d’ Ammoides verticillata

Huiles
essentielles

D’ Ammoides
verticillata

Couleur Aspect Odeur Saveur
: . , Fortement
Jaune clair Liquide Aromatique :
piguante

4.2. Rendement en huile essentielle

Tableau 08 : Le rendement en H.E d’ Ammoides verticillata, par hydrodistillation.

Extraction N°

Poids vegétal (g)

Poidsd’'H.E (g)

Rendement en

H.E%
1 150 3,499 :2,)?2
2 90 2,847 3’ o0
3 114 3,701 '
Figure 08 : Représentation graphique des différents rendements (%) de H.E
d’ Ammoideverticillata.
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L’ extraction de notre échantillon effectué par hydrodistillation a fourni un rendement
moyen de 2,9% obtenus a partir de trois extractions (Figure 08).

D'aprées El Ouariachi et al. (2011); [I'extraction de I'huile essentielle par
hydrodistallation de la partie aérienne de A. verticillata récoltées a partir de Ahfir (Maroc)
donne des rendements de 2%.

Dans une autre éude réalisée par Dine E et Mostfal N. (1998) le rendement moyen en
huiles essentielles des échantillons d’ Ammoides verticillata ont fourni un taux d environ
4,40%.

Amarti et al. (2010), dans une éude sur Thymus ciliatus du Maroc ont obtenus un
rendement en huile essentielle de 1,2%, ce rendement est trés faible comparer a celui obtenue

par I’ Ammoides verticillata.
4 3. Etudedel’activité antibactérienne

4.3.1. Activité antibactérienne des HE visa visd’'Escherichia Coli ATCC
25922

Selon Moustardier (1968); Leminor et Veron (1982), Escherichia. Coli es un
saprophyte constant du tube digestif, tout particuliérement du colon chez I’homme, il peut
dans certain circonstances acquérir un pouvoir pathogene et dans ce cas ¢’ est soit en donnant
une Iésion du voisinage péri-intestinal par pénétration directe dans le péritoine, dans le tissu
cellulaire péri-réctal, soit le plus souvent en passant dans le sang et déterminant une
septicémie qui lorsgu’ elle est grave, prend I’allure de la fiévre typhoide, elle peut se localiser
sur le poumon (broncho-pneumonie & colibacille), (infection chez les lithiasiques) et sur les

reins donnant alors toute la gamme des infections urinaires.

Les résultats de I action inhibitrice de I’ HE d’ Ammoides verticillata vis-&vis d E .coli
ATCC 25922 a été évalué aprés 24 H de coculture sur milieu solide & 27°C sont illustrés par
le tableau O9, figure 09 et photos 03; ou I’on constate que les diamétres des zones
d'inhibition atteints sont de 0; 24,66 £ 2,51 ; 26,5 + 3,5 et 38,5 * 4,77 respectivement pour
I’ eau physiologique, chloramphénicol, I'HE a10ul et I'HE & 20pl.

En comparant les résultats de I’ effet inhibiteur de L’HE a 10pl d’ Ammoides verticillata
sur E.coli ATCC 25922 on a constaté que la valeur moyenne du diamétre des zones
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d’inhibition se rapproche de celle de chloramphénicol et forme donc un groupe homogeéne
suivant la comparaison des moyennes (P< 0,05),ces résultats sont significativement différents
(P< 0,05), avec celle de HE a 20pl .

Dans une étude faite par Abdelouahid et Bekhechi en 2004, ils ont constate que sur
E.coli 25922 les huiles essentielles d’ Ammoides verticillata récoltée des défferents régions ont
un effet inhibiteur remarquable et avec des zones claires dépassant 30mm et alant jusgu’'a
36,7mm.

D'aprées Goudarzi et al., (2011). Le diamétre d'inhibition de I'huile essentielle
Carum copticum Benth. et Hook contre E. coli 25922 est de 21 mm.

Nodorostova et al. (2009) reportent que I'activité antimicrobienne des huiles
essentielles de Thymus pulegioides, Thymus serpylum et Thymus vulgaris envers Escherichia
coli ATCC 25922 est de |’ ordre de 0,033 pil/cm?.

En étudiant I’ effet antimicrobien de I huile essentielle de Thymus algeriensis Boiss et
Reut de Tunisie Zouari et al. (2011) ont signalé un diametre d’ inhibition contre Escherichia
coli ATCC 25922 de I’ ordre de 14 = 1mm.

La méme constatation d'effet inhibiteur de I’ huile essentielle de Thymus spathulifolius
avec un diamétre de la zone d’inhibition de 32 mm sur Escherichia coli-Al a été faite par
Atalay et al. (2004) avec des disques imprégnés de 10ul d'H.E ce qui veut dire que sur la
méme souche les H.E d’ Ammoides verticillata sont plus efficace contre cette souche comparé
a Thymus spathulifolus.
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Photos 03 : zones d'inhibition (halots claire) de E.coli ATTCC 25922 a:(E.P) eau
physiologique ;(c) chloramphénicol ; (10) H.Ea 10 pl ; (20) H.E 220 pl.
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Figure 09 : Représentation graphique du diametre des zones d’inhibition d’ Escherichia coli. ATCC
25922
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Tableau 09 : Vaeurs moyennes avec |'écart types du diamétre des zones d'inhibition
d’ Escherichia coli. ATCC 25922.

EAU
PHYSIOLOGIQUE chloramphénicol HE 10ul HE 20ul
M oyennes (mm) 0 24 .66 26,5 38,5
Ecart types 0 2,51 3,5 4,77
Comparaison
C B B A
de moyennes

4.3.2. Activité antibactérienne des HE vis a visd’'Escherichia Coli ECL 3463

Aprés 24 heures de coculture d'E .coli ECL 3463 avec I’ huile essentielle d’ Ammoides
verticillata ainsi que chloramphénicol et I’ eau physiologique (figure 10 ; photos 04) avec des
diametres de O pour |’ eau physiologique 18,16 + 2,02 mm pour chloramphénicol, 20 ,5 + 2,78
pour 10ul d'H.E, 35,66 £1,52 (tableau 10).

Des résultats similaires ont é&é obtenus par Ghalem et Mohamed (2008) qui ont
rapporté des résultats ont testant la sensibilité d’E.coli aux différentes concentrations d'H.E
d Eucalyptus globulus (5 pl, 7,5 ul, 10 pl et 20 pl) ; les halots d’ inhibition obtenus éaient de
I’ordre de 13, 15, 20 et 24 mm.
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Photos 04 : zones d'inhibition (halots claire) de E.coli ECL3463 a:(E.P) eau physiologique;
(c) chloramphénicol; (10) H.E a 10 pl; (20) H.E &20 pl.
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Figure 10 : Représentation graphique du diamétre des zones d’ inhibition
d Escherichia coli. ECL 3463.
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Tableau 10 : Valeurs moyennes avec |’ écart types du diamétre des zones d’ inhibition

d' Escherichia coli. ECL 3463.

EAU
PHYSIOLOGIQUE chloramphénicol HE 10ul HE 20ul
M oyennes (mm) 0 18,16 20,5 35,66
Ecart types 0 2,02 2,78 1,52
Comparaison
C B B A
de moyennes

4.3.3. Activité antibactérienne des HE vis a visd’ Escherichia Coli ECL 6611

Les résultats de I action inhibitrice de I’ HE d’ Ammoides verticillata vis-avis d E .coli
ECL 661 a éé évaluée apres 24 H de coculture sur milieu solide & 27°C sont illustrés par le
tableau 11, figure 11 et photos 05; ou I'on constate que les diamétres des zones d’inhibition
atteints sont de 0; 155 + 0,86; 15,66 + 3,78 e 30,66 + 3,51 respectivement pour I'eau
physiologique, chloramphénicol, I'HE a10pl et I'HE & 20pl.

Haddouchi (2007) dans leur étude, a testé I'effet inhibiteur de I huile essentielle de
Laurus nobilis sur E.coli, obtenu des diametres d'inhibition compris entre 8-9 mm, cette
activité est faible par rapport a nos résultats qui représente des zones d'inhibition plus
importants (allant de 15,66 + 3,78 jusqu’a 30,66 + 3,51 mm).

Dans un méme contexte, Daine et M ostfai (1998) ont constaté des résultats similaires a
ceux obtenus par Haddouchi (2007) en éudiant I’effet antimicrobien de I’ huile essentielle

d’ Ammoides verticillata vis-a-vis E.coli 3, avec une zone d'’ inhibition de 30mm.
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Photos 05 : zones d'inhibition (halots claire) de E.coli ECL 6611 a:(E.P) eau physiologique;
(c) chloramphénicol; (10) H.E a10 pl; (20) H.E a20 pl.
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Figure 11 : Représentation graphique du diamétre des zones d’ inhibition

d Escherichia coli. ECL 6611.
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Tableau 11 : Valeurs moyennes avec |’ écart types du diamétre des zones d’ inhibition

d' Escherichia coli. ECL 6611.

EAU
PHYSIOLOGIQUE chloramphénicol HE 10ul HE 20ul
M oyennes (mm) 0 15,5 15,66 30,66
Ecart types 0 0,86 3,78 3,51
Comparaison
C B B A
de moyennes

4.3.4. Activité antibactérienne des HE vis-a-vis de Staphylococcus aureus
ATCC 25923

Les Staphylocoques sont des saprophytes habituel de la peau et méme des muqueuses
de I'intestin en particulier, ils provoquent des manifestations suppurées et aussi des réactions
fibrino-leucocytiques- spécialement une espece ubiquitaire : Saphylococcus aureus qui tient
son nom de son pigment dorés: c'est un coque (coccus) poussant en groupe (staphylos) et
formant des colonies jaunes dorés (aureus) qui est susceptible de produire des processus de
septicémie ou de septico-pyomie par mécanisme embolique. Ce germe est pyogene, présente
des symptdomes de gastroentérites dues aux entérotoxines qu’il possede. Les maladies
provoguées sont de deux types: intoxication alimentaire caractérisée par des vomissements,
puis apparaissent diarrhée, douleurs abdominales, rarement un collapsus cardiaque ou
entérocolite aigue pseudomembraneuse (L eminor et Veron, 1982 ; Pelczar, 1982).

Aprés avoir mis en évidence rapide I'activité inhibitrice de I'huile essentielle
d’ Ammoides verticillata vis-avis de Staphylococcus aureus ATCC 25923 apres 24 heures a
37 °C sur un milieu solide en plus de chloramphénicol comme témoin positif et I'eau
physiologique comme témoin négatif ce qui arévélé un effet inhibiteur avec des diamétres de
zones d'inhibition de I'ordre de 17,5 + 7,365 mm pour I'HE ala dose de 10 pl et de 20,5 +
5,268 mm pour I'HE ala dose de 15 pl (tableau 12 ; et photo 06 ; figure 12).
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Photos06 : zones d'inhibition (halots claire) de Staphylococcus aureus ATCC 25923
a:(E.P) eau physiologique ; (¢) chloramphénicol ; (10) H.E a10 ul ; (20) H.E a20 pl.
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Figure 12 : Représentation graphique du diamétre des zones d’ inhibition de staphyl ococcus
aureus ATCC 25923
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Tableau 12 : Valeurs moyennes avec I’ écart types du diamétre des zones d’ inhibition

de Saphylococcus aureus ATCC 25923.

EAU
PHYSIOLOGIQUE chloramphénicol HE 10ul HE 20ul
M oyennes (mm) 0 18 ,66 26,66 35,33
Ecart types 0 1,52 2,46 4,93
Comparaison
D C B A
de moyennes

Dans une éude faite par Benalla (2009) et qui a étudié I'effet inhibiteur de I’ H.E
extraite d'Ammoides verticillata sur plusieurs souches bactériennes dont parmi
Saphylococcus aureus, le résultat obtenu était d’ une zone d’ inhibition de I’ ordre de 36mm.

De méme M chammedi (2006) a obtenu des diametres des zones d’ inhibition de 5,90 +
1,67;3,5+1, 32; 3,33+1,52 respectivement de HE de Lavandula stoecha, Citrus ladaniferus
et Smyrnium olusatrum envers Staphylococcus aureus ATCC 25923.

4.3.5. Activité antibactérienne des HE vis-a-vis de Staphylococcus aureus ATCC 43300

En étudiant I'effet antimicrobien de I"huile essentielle d Ammoides verticillata on a
signalé les diamétres d'inhibition contre Staphylococcus aureus ATCC 43300 des valeurs de
0; 28,83 £ 2,02; 285 + 8,04 et 425 + 3,90 respectivement pour I'eau physiologique,
chloramphénicol, 'HE a10 pl et I'HE a20 pul (tableau 13 ; figure 13 ; photos 07).

Notre huile essentielles a une forte activité contre S. aureus 43300 (g= 28,5 + 8,04pour
10 pl d'H.E) par rapport a une autre étude faite par De Billebeck (2007) qui a rapporté que
Saureus a présenté une sensibilité variable envers les H.Es de quelques espéces de Citrus
testées, en effet, les H.Es de bergamot, de citron de petit grain de bigarade ont montré des
zones d’ inhibitions de 30 mm, 12 mm et 20 mm, respectivement.
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Photos07: zones d'inhibition (halots claire) de Staphylococcus aureus ATCC 43300
a:(E.P) eau physiologique ; (¢) chloramphénicol ; (10) H.E a10 pl ; (20) H.E & 20 .
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Figure 13 : Représentation graphique du diamétre des zones d’ inhibition de staphyl ococcus
aureus ATCC 43300.
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Tableau 13 : Valeurs moyennes avec |’ écart types du diamétre des zones d’ inhibition

de Staphylococcus aureus ATCC 43300.

EAU
PHY SIOLOGIQUE chloramphénicol HE 10pl HE 20ul
M oyennes (mm) 0 18,66 26,66 35,33
Ecart types 0 1,52 2,46 4,93
Compar aison de
D C B A
moyennes

Dans I’ étude de AbdelOuahid et Bekhchi (2004) ils ont eu des zones d’ inhibition allant
de 28,7 mm jusgu'a 33,3 mm en mettant en évidence I'effet des huiles essentielles

d’ Ammoides verticillata de différentes régions de I'ouest Algériennes. Ce qui est en accord

avec lesrésultats obtenues dans notre éude.

5. Déter mination des concentrations minimales inhibitrices (CM1)

Les tableaux suivants résument les résultats de la méthode de contacte directe pour la

détermination de la concentration minimale inhibitrices d Ammoides verticillata de différents

souches étudier.

Tableau 14 : Les concentrations minimales inhibitrices (C.M.1), pour I" huile essentielle

d’ Ammoides verticill ata.

Bactéries Boit,0§ T Dilutions
de pétri 0,25 0,1 0,05

Eschérichia Bl + - - +
coli ATCC B2 + - - +
25922 B3 + - - +
Eschérichia Bl + - - +
coli ELC B2 + - - +
3463 B3 + - - +
Eschérichia| Bl + - - +
coli ECL B2 + - - +
6611 B3 + - - +

+ : croissance bactérienne ; - : pas de croissance bactérienne.
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Photos08 : Croissance bactérienne d Escherichia coli a différentes concentrations de |’ huile
essentielle d Ammoides verticillata.

Sachant que toutes les souches bactériennes étaient positives dans les témoins.

Le tableau 14 montre que pour toutes les souches de Eschérichia coli ATCC 25922,
Eschérichia coli ELC 3463 et Eschérichia coli ECL 6611 sont sensibles a I’'H.E d’ Ammoides

verticillata, a des dilutions inférieures a 0,05%.

Sachant que la masse volumigue des huiles essentielles d Ammoides verticillata et de
0,9235mg/ml la concentration minimale inhibitrice pour les souches précédentes est comprise
entre 0,9235 mg/ml et 0,4617 mg/ml.
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Tableau 15 : Les concentrations minimales inhibitrices (C.M.1), pour I"huile essentielle
d’ Ammoides verticillata.

Dilutions

Bacteries 025] 0.1 0.05

Saphylococcus | Bl

aureus ATCC B2

25923 B3

Saphilococcus | Bl

aureus ATCC B2

+ |+ |+ |+ |+ |+
1
1
O
++ |+ |+ |+ + [
@

43300 B3

+ : croissance bactérienne ; - : pas de croissance bactérienne.

Photos 08 : Croissance bactérienne de Saphylicoccus aureus a différentes concentrations de

I" huile essentielle d Ammoides verticillata.

D’ apres le tableau 15, nous constatons que les souches Saphyl ococcus aureus ATCC
25923 et Saphilococcus aureus ATCC 43300 sont sensibles a des dilutions inférieures a
0,03% (O, 2770 mg/ml).

Donc la concentration minimale inhibitrice est comprise entre 0,4617 mg/ml et
0,2770mg/ml.

Dans une autre éude sur I'H.E d Amoides verticillata faite par AbdelOuahid et
Bakhchi (2004), les valeurs de la CMI sont de 557,830 pg/ml et 650,810 pg/ml sont
respectivement pour E.coli et Saureus.
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D’apres le travail de Goudarz et al (2011) sur I'activité antibactérienne de I’ huile
essentielle de Carum copticum (Benth et Hook), la valeur de CMI vis-avis Saphylococcus
aureus est de 0,03% et 0,031% pour I’ Escherichia coli.

6. Evaluation de |’ activité antioxydante

L’ activité antioxydante peut étre due a différents mécanismes, dont parmi la prévention
de I'initiation de I'altération des chaines, la décomposition des peroxydes, |’abstraction
continuelle d’ hydrogéne, capacité réductrice (Bouvatirou et al., 2007).

L’ activité antioxydante exprime la capacité de réduction des radicaux libres. Pour nos
extraits, nous avons employé la méthode au DPPH.

Ce radical libre présente une coloration violet sombre, lorsgu’il est piégé par des
substances antioxydantes. La forme réduite conféré a la solution une coloration jaune péle, le
virage vers cette coloration et I'intensité de la coloration de la couleur de la forme libre en
solution dépend de la nature, la concentration et la puissance de la substance antiradicalaire
(M ohammedi, 2006).

6.1. Activité antioxydante de |’ huile essentielle d’ Ammoides verticillata

L’effet antioxydant sur les radicaux de DPPH est d0 a son habilité & donner une
molécule d hydrogéne. le radical DPPH est un radical stable et libre et peut accepté un
électron ou un radical d’ hydrogene pour devenir diamagnétique stable (Hazzit et al. 2009).

L'utilisation du radical par je DPPH a le méme mécanisme que celui des
antioxydantbdes aliments (Bouvatirou et al., 2007).

La figure 14 nous donne une idée sur la forte activité antioxydante des huiles
essentielles d’ Ammoides verticillata qui dépasse le 90 % pour une concentration inférieur a
0,1% d'H.E.
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Figure 14: I’ activité antioxydante de I’ huile essentielle d Ammoides verticillata.

On éudiant les huiles essentielles de Thymus pallesceens et Thymus algériensis Hazzit
et al., (2009) n’'ont pas enregistré un bon effet antioxydant et qui ne dépasse pas les 20% ala
méme concentration de 0,1 mg/ml.

De méme Bouvatirou et al. (2007) en étudiant Thymus capitatus n’'a pas enregistré une
forte activité antioxydante a 0,1% mg/ml qui n’'a pas dépassé les 20% d’ activité, ce qui nous
donne une idée sur la bonne efficacité antioxydante des H.E d’ Ammoides verticillata.

6.2. Activité antioxydante de |’ extrait aqueux d’ Ammoides verticillata

Comparé aux huiles essentielles I’ extrait aqueux d’ Ammoides verticillata n’a pas donné
une forte activité mais par rapport aux huiles essentielles de Thylus pallescens et Thymus
algériensis étudiées par Hazzit et al.(2004) et Thymus capitatus étudiée par Bouvattious et
al. (2007) I'extrait aqueux d’ Ammoides verticillata enregistre une bonne activité antioxydante

qui double les résultats des deux auteurs précedents cités.

Dans une autre étude faite par Ozen et al. (2011) et qui a fait I'objet de mettre en
évidence I’ activité antioxydante des différents extraits par les solvants organique de Thymus
praecose subsp.scorpilii var.scorpilii et qui ont enregistré des résultats similaires aux notre.
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Figure 15 : I'activité antioxydante de I’ extrait agueux d’ Ammoides verticillata.

6.3. Activité antioxydante de |’ hydr odistillat d’ Ammoides verticillata

D’ apres les résultats obtenus I" hydrodistillat d’ Ammoides verticillata ne représente pas
une capacité de réduction de radicale DPPH a ces différentes dilutions. Donc elle ne posséde
pas un effet antioxydant. Par contre Azza et al. 2011 ont trouvé un effet antioxydant
remarquable des hydrodigtillats de Syzygium aromaticum mais avec d’autres  méthodes
d activité antioxydante.

Résultats et discussion Page 50






Merzougui | ., Tadj H.(2012) :Etude de I'effet antibactérien et antioxydant d’Ammoides verticillata de la région de Tlemcen

Conclusion et perspectives

Le présent travail portant sur I'étude des huiles essentielles d’Ammoides verticillata,

nous a permis de tirer un certain nombre de conclusions :

Tout d’abord, I'obtention de I'huile essentielle par hydrodistillation reste une méthode
simple et efficace, et donne un rendement intéressant. Le calcule de rendement moyen en

huile essentielle de notre plante nous a révéle une valeur important de 2,9%.

D’aprés les résultats obtenus, le pouvoir antibactérien de [I'huile essentielle
d’Ammoides varticillata est trés important pour toutes les souches étudiées avec des valeurs
des zones d’inhibitions maximales a un volume de 20ul d’H.E : E.coli ATCC 25922 avec 38,5 +
4,77 mm et S.aureus ATCC 25923 avec 42,5 £ 3,90 mm. Et des valeurs minimales a un
volume de 10 pl d’H.E : E.coli ECL 3463 avec 15,66 + 3,78 mm et S.aureus ATCC 43300 avec
26,66 = 2,46 mm.

La concentration minimale inhibitrice de I’'H.E d’Ammoides verticillata pour les souches
Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Staphilococcus aureus ATCC 43300 est comprise entre
0,4617 mg/ml et 0,2770mg/ml. Ainsi pour les souches de Eschérichia coli ATCC 25922,
Eschérichia coli ELC 3463 et Eschérichia coli ECL 6611 est comprise entre 0,9235 mg/ml et
0,4617 mg/ml.

Donc Ihuile essentielle d’Ammoides verticillata posseéde une forte activité

antibactérienne vis-a-vis les souches pathogénes étudiées.

L’étude de I'activité antioxydante par la méthode de DPPH a confirmé les propriétés
puissantes que possedent les huiles essentielles a piéger les radicaux libres. Contrairement a
I'extrait aqueux qui a un faible pouvoir antioxydant et I'hydrodistillat qui ne possede pas un

effet antioxydant.

Cette étude permet la mise en valeur de I'exploitation des huiles essentielles comme
conservateur dans le domaine de l'industrie agroalimentaire, ceci montre que la flore

algérienne peut constituer une réserve importante d’espéces végétales intéressantes.

L’ensemble de nos résultats obtenus sur la mise en évidence de [Iactivité

antibactérienne in vitro des huiles essentielles d’Ammoides verticillata vis-a-vis des souches

Conclusion et perspectives Page 51



Merzougui | ., Tadj H.(2012) :Etude de I'effet antibactérien et antioxydant d’Ammoides verticillata de la région de Tlemcen

pathogenes étudié et I'activité antioxydante par la méthode du DPPH ne constitue qu’une
premiére étape pour valoriser cette plante. Cependant pour la suite de ce travail, des essais
complémentaires seront nécessaires sur I'étude de I'activité antimicrobienne sur d’autres
souches bactériennes et fongiques par d’autres méthode ainsi que le changement de
substrat et qui sera la viande pour voir dans le comportement de ces huiles vis-a-vis des
souches pathogenes dans un substrat viande et si ces huiles essentielles peuvent étre utilisés
comme bioconservateur et pour compléter cette étude il faut étudier I'activité antioxydante

par d’autre méthodes a part le DPPH.
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Résumé

La composition des huiles essentielles lui confére une activité antibactérienne et antioxydante importante ;
souvent rechercher dans le domaine agroalimentaire pour la conservation des aliments. Le présent travail
porte sur I'étude de l'effet antimicrobien et antioxydant de I'huile essentielle d’Ammoides verticillata
(NOUNKHA) de la famille des ombelliféres, extraite par hydrodistillation avec un rendement moyen de 2,9%.
Les résultats de I'activité antibactérienne vis-a-vis les bactéries pathogenes (Escherichia coli et Staphylococcus
aureus) par la méthode de diffusion en puits et I'évaluation de la concentration minimale inhibitrice ; ont
montré que le pouvoir antibactérien de I'huile essentielle d’Ammoides varticillata est trés important pour
toutes les souches étudiées avec des valeurs des zones d’'inhibitions maximales a un volume de 20ul d’H.E :
E.coli ATCC 25922 avec 38,5 + 4,77 mm et S.aureus ATCC 25923 avec 42,5 = 3,90 mm. Et des valeurs minimales
a un volume de 10 pl d’H.E : E.coli ECL 3463 avec 15,66 + 3,78 mm et S.aureus ATCC 43300 avec 26,66 + 2,46
mm. La concentration minimale inhibitrice de I'H.E d’Ammoides verticillata pour les souches Staphylococcus
aureus ATCC 25923 et Staphylococcus aureus ATCC 43300 est comprise entre 0,4617 mg/ml et 0,2770mg/ml.
Ainsi pour les souches de Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ELC 3463 et Escherichia coli ECL 6611 est
comprise entre 0,9235 mg/ml et 0,4617 mg/ml. Ainsi que I'évaluation de I'activité antioxydante par DPPH
montre que I'huile essentielle d’Ammoides varticillata a une forte activité antioxydante.

Mots clé : Ammoides verticillata —huiles essentielles — extrait aqueux — hydrolisat - activité antibactérienne —
Activité antioxydante.

Abstract

The composition of essential oils gives an important antioxidant and antibacterial activity; often find in the food
industry for food preservation. The present work concerns the study of antioxidant and antimicrobial effect of
essential oil Ammoides verticillata (NOUNKHA) of the Umbelliferae family, extracted by steam distillation with a
yield of 2.9 %. The results of the antibacterial activity vis-a-vis the pathogenic bacteria (Escherichia coli and
Staphylococcus aureus) by well diffusion method and evaluation of the minimum inhibitory concentration,
showed that the antibacterial activity of essential oil of Ammoides varticillata is very important for all tested
strains with zones of inhibition values to a maximum volume of 20ul of ET: E. coli ATCC 25922 with 38.5 + 4.77
mm and S. aureus ATCC 25923 with 42.5 + 3.90 mm. And minimum values to a volume of 10 pl of ET: E. coli ECL
3463 with 15.66 + 3.78 mm and S. aureus ATCC 43300 with 26.66 + 2.46 mm. The minimum inhibitory
concentration of the ET Ammoides verticillata for strains Staphylococcus aureus ATCC 25923 and
Staphylococcus aureus ATCC 43300 is between 0.4617 mg / ml and 0.2770 mg / ml. And for strains of
Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli 3463 ELC and Escherichia coli ECL 6611 is between 0.9235 mg / ml
and 0.4617 mg / ml. And the evaluation of antioxidant activity by DPPH shows that the essential oil of
Ammoides varticillata has strong antioxidant activity.

Key words: Ammoides verticillata —essential oils — aqueus extract — hydosol — antibacterial activity —
antioxydant activity.
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