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Introduction

Introduction

Depuis plusieurs années, 1’utilisation des plantes médicinales ou des préparations a base
de plantes connait un succes croissant. Ainsi, d’aprés les estimations, 80% de la population

mondiale dépend principalement de la médecine traditionnelle (Noui, 2018).

Les plantes sont des usines biologiques naturelles de remedes traditionnels et efficaces.
Elles produisent des substances biochimiques actives : huiles essentielles (HE), phénols
(exp : flavonoides), hétérosides, alcaloides, saponosides, quinones, vitamines ...ct les
mettent a la disposition de I’homme qui peut en faire usage pour sa santé et satisfaire ses
besoins vitaux. Dans I’antiquité, certaines plantes étaient révérées pour des vertus qu’on leur
avait reconnues. Aucun ne cherchait a savoir pourquoi et comment elles agissaient, mais
c’était un fait incontesté et qui paraissait magique. Actuellement la recherche sur les bienfaits
des plantes aromatiques et médicinales voit son développement s’accroitre, notamment avec
les HE dont les domaines d’application sont nombreux aussi bien en médecine, en pharmacie
ainsi que dans d’autres domaines tels que 1’agroalimentaire, les industries chimiques, etc.
Les effets bioactifs des HE et des extraits se sont largement avérés étre liés a leurs grande
richesse en composés terpéniques et aromatiques dont les structures chimiques sont trés
diversifiées (Croteau et al., 2000).

L’Algérie, de part sa situation géographique et climatique, posséde une flore
particulierement riche et diversifiée depuis longtemps exploitée par la médecine
traditionnelle de ses habitants. Cette flore comprend environ 4000 taxons répartis en 131
familles et 917 genres. Le nombre de plantes endémiques nationales est de 464 (387 especes,
53 sous espéces et 24 variétés). Par ailleurs, on ne peut que se réjouir du fait que 1’ Algérie
est un bon exemple de pays en développement qui a pris conscience de la richesse et de
I’importance de sa médecine traditionnelle puisque tout en s’efforgant de moderniser son
systtme de santé sur le modeéle occidental, elle rend prioritaire 1’étude des plantes
médicinales par les laboratoires de recherche universitaires, dans le but de rationaliser leurs
utilisations (Noui, 2018).

La reésistance aux antibiotiques est devenue un probleme de santé publique d'amplitude
croissante, notamment avec 1’accroissement des maladies infectieuses de plus en plus
difficiles a traiter. Cette résistance augmente a un rythme alarmant, particulierement suite a
I'apparition de multirésistances touchant les bactéries a Gram négatif et positif. Par

conséquent, la découverte et le développement d’agents antimicrobiens ou de stratégies de
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lutte efficaces contre cette antibiorésistance sont devenus d’une extréme importance
(Landoulsi, 2016). C’est pour cela qu’on s’est intéressé dans notre étude a tester 1’activité
antibactérienne des huiles essenticlles d’une plante trouvée en Algérie dans le but de

I’utiliser comme alternative contre cette résistance bactérienne.

La famille des Apiaceae appelées anciennement ombelliferes comprend des plantes
alimentaires comme la carotte sauvage, le céleri, le fenouil... et des plantes condimentaires
comme le carvi, la coriandre, le cumin...C’est une famille riche en huile essentielle (Ouis,
2015).

La plante choisie pour notre étude appartient au genre Daucus (Daucus carota). Ce genre
comprend plus de 22 espéces dont plusieurs sont connues et utilisees en médecine
traditionnelle dans de nombreux pays, Cependant, il n'y a pas beaucoup d'études sur celui-ci
d'un point de vue phytochimique et biologique (Landoulsi, 2016).

Nous avons comparé dans notre étude 1’activité antibactérienne de 1’huile essentielle
extraite de la partie aérienne (fleurs) de la carotte sauvage avec une huile essentielle
industrielle extraite des graines de la méme plante. 1l faut savoir que la carotte sauvage dont
on a extrait les deux types d’huiles essentielles est récoltée a I’Est algérien (la premiere huile
est extraite de la plante récoltée a Guelma et la deuxieme de la méme plante récoltée a
Annaba). Les bactéries potentiellement pathogénes choisies dans cette étude sont :

Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa.

Il faut noter que parallelement a cette étude comparative, un screening
phytochimique des deux types d’huiles a été réalisé afin de vérifier la composition chimique

de chacune.
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1. Les Bactéries
1.1. Historique

Depuis environ 60 ans, on assiste a une explosion des découvertes microbiologiques,
a commencer par les travaux de Pasteur. La période de 1857 a 1914 est appelée a juste titre
I'dge d'or de la microbiologie. Les progres rapides, accomplis surtout par Pasteur et Robert
Koch, permettent d'établir la microbiologie en tant que science. Au nombre des découvertes,
on compte les agents pathogénes de nombreuses infections et le role de I'immunité dans la
prévention et la guérison des maladies. Durant cette période effervescente, les
microbiologistes ont étudié l'activité chimique des micro-organismes, amélioré les
techniques de microscopie et les méthodes de culture des micro-organismes et ont développé
des vaccins et des techniques chirurgicales (Tortora et al., 2003).

En 1673, Antoni van Leeuwenhoek (1632-1723) fut le premier a observer des
bactéries en décrivant leurs différentes formes; il les appela "animaux". C'est aussi le premier

qui a décrit un globule rouge et un spermatozoide (Hachemie et Ruis, 2002).

Des raisons majeurs de I’étude des bactéries, est la lutte contre les maladies. Ces
microorganismes sont la cause de quelques pathologies graves ainsi que de multiples
affections bénignes. La prévention et le contréle de ces maladies dépend en grande partie de
l'effort des bactériologistes tant en médecine humaine qu’en médecine vétérinaire ou en

agriculture (Precott et al., 2010).
1.2. Définition

Les bactéries sont des organismes procaryotes, ¢’est-a-dire qu’ils ne contiennent pas
de noyau. Le matériel génétique est présent dans le cytoplasme sous forme d’un
chromosome unique circulaire. Dans le cytoplasme, on trouve d’autres éléments comme les
ribosomes essentiels a la fabrication de protéines ou encore des organites responsables du

fonctionnement métabolique (Bianchi et al., 2013).
1.3. Morphologie des bactéries
1.3.1. Forme des bactéries

Les cellules bactériennes existent sous plusieurs formes, les plus courantes sont les
bacilles (en forme de batonnet), les cocci singuliers (sphériques ou ovales), en spirale et en

forme d'étoile. Elles forment des paires, des chaines, des grappes ou d'autres groupements
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(Figure 01). Elles contiennent en moyenne 80% d'eau, le reste est composé de quantités
variables de matiéres organiques et inorganiques, selon I'espéce et les conditions de culture:
protéines (30-50%), acides nucléiques (15% dont 3% d'’ADN), matieres minérales (10-13%),
lipides et glucides (Guiraud, 2003; Tortorat et al., 2003).

0O g =

o< o F

COCLCI COCCI SN CHAINE DIPLOCOQUES COCCI EN AMAS
(streptocoque) (pneumocoque ) {staphylocoque)

=0 A Py ==
oo 04 /AN
COCCOBACILLE BACILLE SACILLE FUSIFORME
VIBRICHNS SPIRILLE BORRELIA TREPONEME LEPTOSPIRE

Figure 1: Les différantes formes et groupements de bactéries (Cabeen et al., 2000)

1.3.2. Dimensions

Le microscope est nécessaire a I’étude des bactéries, puisque elles atteignent a peine
une centaine de pm de longueur (entre 5 a 10 pum). Une goutte d’eau peut contenir plus d’un
milliard de ces organismes. Les Staphylocoques et les Streptocoques qui sont des bactéries
sphériques ont un diamétre variant entre 0,75 et 1,25 um. Au plus fort grossissement du
microscope optique (X 1000 a 1500), les Rickettsies et Chlamidies sont a peine visibles ce

qui les classe parmi les plus petites bacteries (Baltimore et al., 2000).
1.4. Structire et Composition de la cellule bacterienne
1.4.1. Membrane cytoplasmique

La membrane cytoplasmique est la véritable barriére perméable de la cellule, qui
delimite le cytoplasme. Sa structure de base est constituée d'une double couche lipidique a
base de phospholipides ("mosique fluide™). Les enzymes du métabolisme énergétique et les

protéines impliquées dans le transport sont situées sur cette membrane (Guiraud, 2003).
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1.4.2. Paroi

La paroi est présente chez toutes les especes de bactéries sauf les mycoplasmes.
Gréace a l'existence de cette structure rigide, de nature polymérique, la bactérie n'éclate pas .
Les polymeres et leur mode de liaison varient selon les espéces bactériennes. Toutefois, une
substance de base, spécifique de ces microorganismes, est partout présente : c'est la muréine,

appelée par extension peptidoglycane (Bianchi et al., 2013).

Chez les bactéries a Gram +, on trouve plusieurs couches de muréine, formant un réseau
compact, ainsi que des acides teichoiques (polyribitolphosphate, etc.) tandis que
chez les bactéries a Gram -, la paroi est mince (une seule couche de muréine) et on trouve
une membrane externe riche en protéines, lipides et glucides. Comme pour la membrane
cytoplasmique, I'élément de base est une double couche de phospholipides, mais elle contient
des lipoprotéines qui la lient a la muréine et un lipopolysaccharide externe ou LPS formé de
3 régions . La membrane externe est imperméable a de grosses molécules mais contient des
porines qui laissent passer les petites. Elle délimite un espace périplasmique. Elle est dotée

de propriétés antigéniques et peut étre toxique (Guiraud, 2003).
1.4.3. Cytoplasme

Le cytoplasme des bactéries est aqueux, contenant un coktail de molécules, de riboomes
constitués d’acide ribonucléique (ARN ribosomique) et de protéines nécessaires au

fonctionnement de la cellule (Nicklin et al., 2000; Tortora et al., 2003).
1.4.4. Matériel génétique

Il n'existe pas de noyau chez les bactéries et I'appareil nucléaire se limite a un
chromosome unique ou génophore situé dans le cytoplasme et constitué d'/ADN, d'ARN et
de protéines. Le chromosome est circulaire, refermé sur lui-méme. 1l est constitué par une
chaine continue de genes et ne contient pas de régions répétitives de grande taille. 1l peut y
avoir du matériel généetique extra-chromosomique : plasmides, virus... etc. Les plasmides
sont des structures homogenes formées d’ADN bicaténaire circulaire de taille et de poids
moléculaire bien définie . Les plasmides bactériens se répliquent de facon indépendante par

rapport au chromosome (Guiraud, 2003).
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1.5. Classification des bactéries
1.5.1. Bactéries a Gram —
1.5.1.1 Escherichia coli

C’est en 1885 que la bactérie Escherichia coli est decrite pour la premiere fois dans
des selles de nourrissons, par 1’Allemand Theodor Escherich. Toutefois, son nom actuel lui

est donné en 1919 par Castellani et Chambers (Grimont, 1987).

Les genres constituant cette famille sont des bacilles a Gram négatif, aéroanaérobies

facultatifs qui peuvent fermenter les nitrates et qui ne posseédent pas d’oxydase (Le Minor

et al., 1990).

Le genre Escherichia regroupe cing especes : E. blattae, E. coli, E. fergusonii, E.
hermanii et E. vulneris. Chaque espece d’Escherichia posséde des caractéristiques

biochimiques particulieres, permettant de les différencier (Grimont, 1987).

> Différents caractéres d’E.coli

E. coli se définit par les caracteres suivants:

e Bacille(batonnet) ou colibacille a Gram négatif (2 a 4 p de long sur 0.4 a 0.6

de large)

non sporulée, encapsulée .
e Immobile ou mobile grace a des flagelles disposés de maniére péritriche.
e pousse sur milieu ordinaire .
e Aérobie-anaérobie facultative réduisant le nitrate en nitrite.
e A une réaction d’oxydase négative.
e Utilise le glucose par voie fermentative (Le Minor et al., 1990; Joly et
Reynaud, 2002).
» Classification phylogénique
Regne: Procaryotae
Domaine: Bacteria
Phylum: Proteobacteria
Classe: Gammaproteobacteria
Ordre: Enterobacteriales
Famille: Enterobacteriaceae
Genre: Escherichia (Somalia, 2012).
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» Différents pathovars d’E. Coli

1- E. coli a Porigine de pathologies intestinales:

Les Escherichia coli entéropathogénes (EPEC)

Les Escherichia. Coli Enterohémorragiques (EHEC)

Les Escherichia Coli Entérotoxinogénes (ETEC)

Les Escherichia Coli Entéroinvasives (EIEC)

Les Escherichia Coli A Adhésion Diffuse (DAEC)

Les Escherichia coli entéro-agrégatives (EaggeEC, ou EAEC) (Diallo, 2013).

2- E. coli a I’origine de pathologies extra-intestinales : les E. coli a I’origine de pathologies
extra intestinales ont acquis la capacité a dépasser les défenses immunitaires de leur hote, et

a se propager dans 1’organisme par exemple infection urinaire (Johnson et al., 2005).
1.5.1.2 Pseudomonas

Les bactéries du genre Pseudomonas appartiennent a la famille des
Pseudomonadaceae. Elles sont ubiquitaires et présentent un intérét particulier en
microbiologie médicale, alimentaire, aquatique et environnementale ainsi qu’en

agronomique (Meghdas et al., 2003).

Le genre Pseudomonas regroupe 7 especes : P. aeruginosa ou bacille pyocyanique
est I’espéce type, P. chlororaphis, P. fluorescens, P. pertucinogena, P. putida, P.stutzeri et
P. syringae (chaker, 2012).

» Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa est une des bactéries fréquemment en cause des infections
opportunistes et responsable de nombreuses infections nosocomiales. Elle est souvent

rencontrée dans la pratique dermatologique (Morand et al., 2017).

» Différents caractéres de Pseudomonas aeruginosa

* Pseudomonas aeruginosa est un bacille & Gram négatif.
* présent notamment dans le sol et dans les milieux aquatiques
* forme droite ou légerement courbée. Il mesure de 1 a 5 pm de long et de 0,5 a 1 um.

* aérobie stricte
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» Pseudomonas aeruginosa est une bactéric mobile grace a la présence d’un flagelle

monotriche polaire.
* cette bactérie est catalase positive et oxydase positive.
* non sporulant (Elmeskini, 2011).

» Classification phylogénique

Bacteria :Régne
Prokaryota :Embranchement

Proteobacteria :Division
Gammaproteobacteria :Classe
Pseudomonadales : Ordre
Pseudomonadaceae :Famille

Pseudomonas : Genre
aeruginosa :Espéce (CHAKE,2012).

» Pouvoir pathogene

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie pathogéne opportuniste capable d’infecter un
large spectre d’hdte : humains, souris, plantes, insectes, nématodes ou amibes. Chez
I’homme, cette bactérie affecte particulierement les personnes immunodéprimées, les grands

bralés et les patients en soins intensifs (Rossignol, 2007).
1.5.2 Bactérie a Gram+
1.5.2.1. Staphylococcus aureus

Le staphylocoque a été découvert a la fin du 19eme siecle. 1l prend la forme de "grappes
de raisins sous microscope optique. S. aureus est de la division des firmicutes. C’est une
bactérie & Gram-positif ayant 1’apparence de petites baies, dont les colonies prennent une
couleur dorée, d’ou son nom (Staphylo : grappe, kokkus : baie, aureus : doré) (Ogston, 1984;
Yves, 2009 ; Somerville, 2016).

» Différents caractéres de Staphylococcus aureus
Ce sont des cocci a Gram positif d’environ 0,5 a 1 pm de diamétre, apparaissant au
microscope sous la forme diplocoques, en courtes chainettes ou en grappes ressemblant a

des raisins.C’est une bactérie immobile, non productrice de spores mais résistante et parfois
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encapsulée. Elle produit des colonies dorées jaune pigmentées. Il est maintenant établit que
S. aureus est une bactérie aéro-anaérobie facultative qui produit une catalase et une
coagulasse, et qui peut tolérer une activité en eau trés réduite (Rebiahi, 2012; Delarras,
2014; Alioua, 2015).

» Classification phylogénique

Domaine (régne): Bacteria.

Division (phylum XI11): Firmicutes.

Classe : Bacilli.

Ordre : Bacillales.

Famille : Staphylococcaceae.

Genre : Staphylococcus.

Espece : Staphylococcus aureus (Delarras, 2007).

» Pouvoir pathogene

1- Infections suppuratives

S. aureus provoque des infections superficielles cutanées, sous-cutanées et
muqueuses comprennant les furoncles, anthrax, panaris, impétigos, abces, cellulites et

lymphangites (Perez, 2013).
2- Infections associées aux toxines (infections toxémiques)

e Intoxications alimentaires

La consommation des aliments contaminés par des toxines de S aureus, comme les
produits laitiers et les produits d’origine animale, conservés a température ambiante apres la
cuisson, provoquent une intoxication alimentaire, ce qui induit 1’apparition de symptémes
soudains dans les 2 a 6 heures suivant I’ingestion de I’aliment. Cette intoxication est
caractérisée par des nausées, des vomissements, des crampes abdominales et une diarrhée

aqueuse et non sanguinolente (Freeman-Cook, 2006; Parija, 2009; Delarras, 2014).

e Pneumopathies nécrosantes
S. aureus représente une cause rare de pneumonie communautaire. La pneumonie
nécrosante a S. aureus sécréeteur de leucocidine de Panton-Valentine est une maladie grave

caractérisee par une mortalité trés élevée (Mortaza et al., 2010 ; Laverdure et al., 2014).
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e L’entérocolite staphylococcique
L’entérocolite a staphylocoque est rare, mais peut étre grave et parfois fatale (Libert et
al., 2009 ; Thakkar et al., 2010).

2. Les antibiotiques

2.1. Définition

Un antibiotique est une substance antimicrobienne d’origine biologique, produite par
un microorganisme (champignon microscopique et bactérie) ou par synthése chimique et qui

est capable d’inhiber la multiplication ou de détruire d’autres microorganismes (Boulahbal,

2006).
2.2. Classification des antibiotique

11 existe plusieurs modalités de classification des antibiotiques d’utilité variable:
* La structure chimique de base exemple : f-lactamines, quinolones, aminoglycosides.
* La cible des bactéries : les antibiotiques peuvent agir sur les ribosomes, paroi ...etc.

* Le mécanisme d’action : inhibition de la synthese protéique, inhibition de la synthese des

peptidoglycanes ...etc.
* Spectre d’activité : groupe ou espéces bactériennes sensibles (Hnich, 2017).
2.3. Mode d’action des antibiotiques

Chaque classe d’antibiotique a un effet spécifique dirigé contre les micro-organismes :

on parle d’un effet bactéricide ou bactériostatique (Delplanque, 2018).

o Effet bactéricide
Certains antibiotiques attaquent les peptidoglycanes de la paroi bactérienne ce qui cause
une déstabilisation de la bactérie et entraine sa mort. Il s’agit de I’action bactéricide,

autrement dit qui tue les bactéries (Battraud, 2017).

o Effet bactériostatique
Les antibiotique agissent sur le systéme protéique de la bactérie en se fixant sur la sous
unité 50s du ribosome bactérien entrainant une inhibition de la synthése protéique. La

bactérie ne meurt pas mais ne peut plus se développer ni se multiplier, on parle de
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bactériostatisme; 1’antibiotique est donc capable d'inhiber la multiplication des bactéries sans
les tuer (Battraud, 2017).

2.4. Concentration minimale inhibitrice d’un antibiotique (CMI)

La concentration minimale inhibitrice donne une idée sur la sensibilit¢ d’'un germe
vis a vis d’ un antibiotique. Celle-ci est d’autant plus grande que la CMI est basse. La CMI
d’un antibiotique sur une souche étudiée est définie comme la plus faible concentration
d’antibiotiques inhibant (en milieu liquide ou gélosé) toute croissance bactérienne visible a

I’ceil nu, aprés 18 a 24 heures d’étuve a 36°C (caquet, 2010).
2.5. Concentration minimale bactéricide (CMB)

La concentration minimale bactéricide est la plus petite concentration
d’antibiotiques qui laisse un faible pourcentage de bactéries survivantes. La CMB est
déterminée secondairement a la CMI; on dénombre les bactéries survivantes en présence de
concentrations d’antibiotique supérieures a la CMI. On utilise la méthode de dilution en

milieu liquide d’aprés Woolfrey et Lally (Woolfrey et al., 1986; courvalin et al., 1996).
2.6. Résistances aux antibiotiques

» Reésistance bactérienne naturelle

Si les antibiotiques, molécules naturelles, sont synthétisés par la plupart des micro-
organismes pour supplanter d’autres micro-organismes dans un environnement donné; ces
substances peuvent ne pas étre actives sur tous les micro-organismes. On dira que ces micro-
organismes ont une résistance naturelle vis-a-vis de cette molécule. La résistance naturelle a
un antibiotique donné est un caractére présent chez toutes les souches de la méme espece
(Courvalin et al., 2001).
» Résistance acquise

Une résistance acquise se produit quand un microorganisme particulier acquiert une
aptitude a résister contre un agent antimicrobien auquel il était déja sensible auparavant. Elle
peut provenir d’une mutation chromosomique de genes impliqués dans les processus
physiologiques normaux ou les structures cellulaires de la bactérie, d’une acquisition de
genes de résistance étrangers a partir d’'une autre source au moyen de plasmides, de

bactériophages ou de transposons (Davies et al., 1997; Chopra et al.,2013).
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2.7. Antibiogramme et méthode des disques
2.7.1. Antibiogramme

L’antibiogramme est avant tout un outil d’aide a la décision thérapeutique en
catégorisant les bactéries en: bactéries sensibles, intermédiaires ou résistantes. 1l évalue
principalement 1’effet bactériostatique. C’est un outil d’aide au diagnostic et aux
investigations épidémiologiques (grace a la comparaison des antibiotypes, tant a 1’échelon

individuel que collectif) (Hallal, 2011).
2.7.2. Méthode des disques

- Des disques de papier buvard imprégnés d'une dose connue d'antibiotique, sont placés a
la surface d'une boite de Pétri contenant un milieu solide (Mueller Hinton) ensemencé
auparavant par inondation avec la culture bactérienne.

- A partir des disques, l'antibiotique diffuse dans la gélose.

- Apres 24 heures d'incubation a 37 ° C, chaque disque est entouré d'une zone d'inhibition
de la croissance bactérienne dont le diameétre est plus ou moins grand selon l'antibiotique
considéré. Le diameétre, mesuré en mm, est relié de facon linéaire a la CMI (Figure
02). Plus le diamétre de la zone indemne de colonies bactériennes est grand, plus la
souche est sensible a I'antibiotique. Plus il est petit, plus le germe est résistant (caquet,
2010).

Diameétre
d'inkibition
lenmm) .1
20
10T
Chl
0 | I I | T I (en mgiL)

|
2 4 B 18 32 B4 128

Figure 2: Courbe De la CMI par diamétre d’inihibition (caquet, 2010).
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1. Aromathérapie
1.1. Historique

L’histoire de 1’aromathérapie se confond avec celle de la phytothérapie jusqu au XXéme
siecle. En effet, le terme « aromathérapie » dérivé du latin « arbme = odeur » et du grec «
thérapein = soin ». 1l a été crée en 1928 par le chercheur Lyonnais M. Gatte. On raconte
qu'il a découvert les propriétés de I'nuile essentielle de lavande dans une explosion dans le
laboratoire de parfumerie et qui I'a été gravement bralé. Il mettait la main dans un vase
rempli d'huile essentielle de lavande. La brdlure a disparu rapidement, ne laissant aucune
cicatrice ni infection (Yfrah et Ghali, 2020).

Depuis le XXéme siécle, une grande avancée a eu lieu grice aux méthodes d’analyses
modernes (ex : chromatographie en phase gazeuse, spectrométrie de masse). En effet, grace
a I’é¢tude de la composition moléculaire des HE, il devient possible de supposer 1’effet
thérapeutique de celles-ci et par conséquent d’orienter les études pharmacologiques
(Baudoux, 2017).

1.2. Définition

Dans le domaine médical, I’aromathérapie se définit comme une thérapeutique utilisant
les huiles essentielles végétales par voie interne ou externe. Au terme « aromathérapie » est

donc le plus souvent associée la notion d’huiles essentielles.

Cependant, certains auteurs souhaitent respecter a la lettre 1’étymologie du mot «
aromathérapie » (du latin aroma, aréme, et du grec thérapia, traitement) pour définir cette

thérapie comme le traitement des maladies par les ardmes.

D’une manicre générale, I’aromathérapie peut se définir comme une thérapeutique
naturelle utilisant les extraits de plantes aromatiques pour soigner ou prévenir les maladies ;
elle s’intégre dans le cadre de la phytothérapie qui, elle, fait appel a toutes les plantes dotées

de vertus médicinales (Lardry, Haberkorn, 2007).
1.3. Différence entre aromathérapie et phytothérapie

La phytotherapie est la medecine par les plantes. Elle se decline sous de tres nombreuses
formes (tisanes, extraits secs ou fluides, macerats, sirops, suspension intégrale de plantes

fraiches...).
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En aromatherapie, branche de la phytotherapie, on utilise une seule partie de la plante et
sous une forme trés concentrée. Les techniques d’extraction des huiles essentielles sont plus
delicates que celles employees en phytotherapie.

Si en phytotherapie on utilise souvent le totum de la plante , ce n’est pas le cas en
aromatherapie. Cette notion est importante, car chaque organe de la plante fournit une huile
essentielle differente (Festy, 2015).

1.4. Aromatogramme

L'aromatogramme est base sur une technique utilisée en bactériologie médicale, appelée
antibiogramme ou méthode par diffusion en milieu gélosé ou encore méthode des disques.
Cette méthode a I'avantage d'étre d'une grande souplesse dans le choix des HE testées, de
s'appliquer a un trés grand nombre d'especes bactériennes, et d'avoir été largement évaluée
pendant plus 50 ans d'utilisation mondiale. Dans I’aromatogramme on remplace les
antibiotiques par des HE afin de tester la sensibilité des bactéries (Boudjemaa et Ben
Guegua, 2010).

2. Huiles essentielles

2.1. Historique

Les huiles essentielles sont connues depuis des millénaires pour leur action bénéfique sur
I’homme. Quatre mille ans avant J.C, les égyptiens les utilisaient déja comme parfum dans
les momifications des corps. Il faudra attendre le XVI eme siécle pour voir apparaitre la
généralisation de leur production et de leur utilisation, grace aux travaux sur les huiles

essenielles de romarin, de bois de geniévre et de lavande (Chouitah, 2012).

Par la suite, les huiles essentielles ont bénéficié des avancées scientifiques, au niveau des
techniques d’obtention et de 1’analyse de leur composition chimique. Parallélement, leur
utilisation a aussi tiré profit de I’avénement de I’aromathérapie. René-Maurice Gattefosse a
crée, en 1928, le terme <<aromathérapie>> et il a mené de nombreux travaux concernant les
huiles essentielles, notamment leurs propriétés ; ses résultats seront a 1’origine de

nombreuses autres recherches (Besombes, 2008).
2.2. Définition

Les HE appelées encore « essences » ou « essences aromatiques végétales » sont des
substances odorantes, volatiles et de consistance huileuse, contenues dans les plantes. Elles
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sont fabriquées a partir des sucres issus de la photosynthese, par des cellules sécrétrices
situées, le plus souvent, dans les fleurs et les feuilles. Mais il est aussi possible d’utiliser le
fruit, le bois ou encore la racine du végétal considéré. Les huiles essentielles sont a la fois
des parfums et des remeédes naturels. Elles doivent étre utilisées a tres faibles doses, car leurs
principes actifs sont hyper concentrés (Balz, 1986 ; Roulier, 1990).

Les huiles essentielles ont été considérées comme des agents antimicrobiens les plus
efficaces contenus dans les plantes aromatiques. Il existe aujourd’hui approximativement
3000 huiles, dont environ 300 sont réellement commercialisées, destinées principalement a

I’industrie des aromes et des parfums (Sipailiene et al, 2006).

2.3. Classification des huiles essentielles

Selon le pouvoir spécifique sur les germes microbiens et grace a ’indice aromatique
obtenu par des aromatogrammes, les huiles essentielles sont classees en trois groupes :

e Les huiles majeures.

e Les huiles médiums.

e Les huiles terrains (Chakou, Bassou, 2007).

2.4. Répartition et localisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes de la plante, tels que :
dans les sommités fleuries (la carotte sauvage, menthe, lavande), les feuilles (eucalyptus,
laurier), les rhizomes (gingembre), les fruits (agrumes, badiane, anis), les racines (Vétiver),
les graines (muscades), bien que cela soit moins habituel dans des écorces (Cannelier)
(Bellakhdar, 1997; Gonzalez et al., 2007).

2.5. Cellules Secretrices des huiles essentielles

Les cellules sécrétrices peuvent se situer dans n’importe quel organe de la plante
aromatique. En fonction du végétal, les essences peuvent étre sécrétées dans un ou plusieurs
d’entre eux. Leur composition chimique dépend de 1’organe d’ou elles proviennent. Par
exemple, la cannelle de Ceylan possede une écorce et des pétioles riches en cinnamaldéhyde
tandis que les feuilles le sont plutdt en eugenol (Franchomme et al., 2001).
En fonction de 1’organe considéré, on distingue plusieurs types de cellules secrétrices :

e Les cellules épidermiques (pétales) ;

e Les poils sécréteurs périphériques (tiges, feuilles, calices) ;

o Les cellules sécrétrices épaisses (tiges, écorces, racines, graines, feuilles) ;
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e Les poches secrétrices (provenant de cellules sécrétrices modifiées), (Faucon et
Lobstein, 2015 ; ziti, 2019).

» Synthese des essences
La synthese des essences est issue du métabolisme secondaire des plantes, a partir du

fructose provenant de la photosynthése. Celui-ci sera métabolisé directement en PEP

(Phosphoénolpyruvate) ou apres plusieurs réactions intermédiaires en IPP (Isopentényl-

pyrophosphate) qui serviront de base a la synthése des molécules aromatiques volatiles via

deux voies principales :

e La voie des terpénes : elle consiste en la conjugaison de plusieurs unités d’IPP suivie de
transformations (cyclisation, hydrogénation, oxygénation...) permettant I'obtention des mono,
di- ou sesqui- terpénes constituant un grand nombre des familles chimiques contenues dans
les HE (phénols, alcools, oxydes, aldéhydes, cétones...) (Franchomme et al., 2001 ; Faucon
et Lobstein, 2015 ; Baudoux, 2017).

e La voie du phénylpropane : aprés passage par des intermédiaires tels que 1’acide
shikimique ou cinnamique, elle aboutit a des substances aromatiques tels que certains
acides (acide salicylique), leurs esters (salicylate de méthyle), certains phénols
(eugénol)... (Franchomme et al., 2001 ; Faucon et Lobstein, 2015 ; Baudoux, 2017).

2.6. Caractéristiques physiques

Les huiles essentielles sont composées de molécules aromatiques de tres faible poids
moléculaire. Elles sont tres inflammables a température ambiante, tres odorantes et
liquides (quelques-unes sont visqueuses comme I’HE de myrrhe et de houblon). A 10°C :
certaines HE subissent une cristallisation sans conséquence sur leur composition chimique
(HE de Thym vulgaire a thujanol ou de Rose). Lorsqu'elles sont exposées a l'air, les huiles
essentielles s'évaporent. Elles ont peu de couleurs. Elles sont généralement moins denses
que l'eau, a I'exception de celles issues des arbres, des clous de girofle et de la cannelle.
Elles ont un indice de réfraction élevé déviant la lumiere la plus polarisée (optiquement
actives) (Bruneton, 1999 ; Rhayour, 2002 ; Degryse et al., 2008 ; Desmares et al., 2008).

Les huiles essentielles sont extrémement difficiles a dissoudre dans l'eau ou
parfaitement insolubles. Elles peuvent étre emportées par la vapeur d'eau et existent dans
le protoplasme sous forme d'émulsion plus ou moins stable, tendant a s'agréger en grosses
gouttelettes. D'autre part, Elles sont solubles dans les solvants organiques courants
(Bruneton, 1999 ; Rhayour, 2002 ; Benini, 2007 ; Benayad, 2008).
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2.7. Composition chimique

La composition des huiles essentielles est trés complexe ; ce sont des meélanges
fortement variables et analysables. Leurs constituants appartiennent, de facon quasi
exclusive a deux groupes caractéerisés par des origines biogénetiques distinctes : le groupe
des terpénoides (les composés terpéniques) et le groupe des composés aromatiques derivés
du phenylpropane . Elles peuvent également renfermer divers produits issus du processus de
dégradation mettant en jeu des constituants non volatils (Benayad, 2008 ; Guinoisseau,
2010).

2.8. Analyse des huiles essentielles

Pour l'identification qualitative et quantitative des différents constituants d'une huile
essentielle, on peut utiliser les méthodes suivantes : CG, CG/SM, HPLC, RMN, IR, etc La
chromatographie en phase gazeuse (CG) est la méthode de référence dans 1’analyse des HE.
Elle s’applique a des échantillons gazeux ou susceptibles d’étre vaporisés sans
décomposition dans I’injecteur. La phase mobile est un gaz (hélium, azote, argon ou
hydrogene), appelé gaz vecteur (Arpino et al., 1995 ; Audigie et al., 1995 ; Lehotay et
Hajslova, 2002).

2.9. Les procédés d’extraction des huiles essentielles

Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour I’extraction des essences végétales. Cette
diversité est due a la variété des matiéres premieres et a la sensibilité considérable de certains
de leurs constituants.

a. L’hydrodistillation

L’hydrodistillation est la méthode la plus couramment employée pour I’extraction d’une
huile essentielle. Le principe consiste a immerger directement la matiere végétale a traiter
dans un ballon rempli d’eau qui est ensuite porté a ¢bullition, les vapeurs hétérogenes vont
se condenser sur une surface froide et 1’huile essentielle sera alors séparée par différence de
densité. A la fin, on aura une phase aqueuse (hydrolat) et une phase organique surnageante
(huile essentielle) (Figure 03). La durée d’hydrodistillation est de trois a six heures en
fonction de la matiére végétale a traiter. Elle peut avoir une influence sur le rendement en
huile essentielle et sur sa composition chimique (Meyer, 1984 ; Bruneton et al., 1993 ;
Unido, 2008).
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Figure 3: Appareillage utilisé pour I’hydrodistillation des HE (Lagunez, 2006)

b. Distillation a vapeur saturée (entrainement a la vapeur d’eau)

Le principe de la distillation & vapeur saturée est analogue a I’hydrodistillation.
Toutefois, le matériel végétal n’est pas en contact direct avec 1’eau ; il est place sur une grille
perforée au-dessus de la base de I'alambic. La vapeur va détruire les cellules végétales et
libérer les molécules aromatiques. Ces composés volatils sont entrainés par la vapeur d'eau
qui traverse le végétal ; ils sont ensuite entrainés dans un serpentin de refroidissement.. La,
les vapeurs refroidies retournent a I'état liquide formant un mélange « eau+ huile essentielle
» appelé distillat. Recueillies dans un essencier, I'huile essentielle et I'eau florale se séparent
par simple différence de densité (Figure 04). L'absence de contact direct entre I'eau et la
matiére végeétale, puis entre I'eau et les molécules aromatiques évite certains phénomenes
d'hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la qualité de I'huile (Unido, 2008 ; Neffati,
2010).
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Figure 4: Distillation par entrainement a la vapeur d’eau (Couic-Marinier, 2017)

c. Hydro diffusion

Elle consiste a pulvériser de la vapeur d’eau a travers une masse végétale, du haut vers
le bas. Ainsi, le flux de vapeur traversant la biomasse végétale est descendant contrairement
aux techniques classiques de distillation dont le flux de vapeur est ascendant. L’avantage de
cette technique est traduit par I’amélioration qualitative et quantitative de 1’huile récoltée,
I’économie de temps, de vapeur et d’énergie. Cette technique avec celle de I’entrainement a
vapeur d’eau sont usuellement employé€es par les industriels pour la production d’huiles
essentielles et d’hydrolats a grande échelle (bassereau et al, 2007 ; Unido, 2008).
d. Expression a froid

La technique est réservée a l’extraction des essences volatiles contenues dans les
péricarpes d'agrumes en déchirant ces derniéres par un traitement mécanique. Elle consiste
a rompre ou dilacérer les parois des sacs oléiferes contenus dans le mesocarpe situé juste
sous 1’écorce du fruit, 1’épicarpe, pour en recueillir le contenu qui n’a subi aucune
modification.
Les essences de Citrus ont longtemps été extraites manuellement. La mécanisation et

I’industrialisation de la technique d’expression a froid ne s’étant effectuées qu’au début du

€ .o N . . A . ) 2 .
XX siecle, afin de diminuer les cofits de production et d’améliorer les rendements pour faire
face a I’augmentation de la demande. Les systémes récents, comme la « Food Machinery

Corporation-in-line » (FMC), permettent d’extraire le jus de fruit et ’essence de maniére
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quasi-simultanée sans contact des deux. C’est pourquoi 1’expression a froid est la méthode
de choix pour extraire ces essences, d’autant que la distillation n’est plus une technique tres
appropriée. En effet, la distillation produit des huiles aromatiques de moindre qualité
principalement due a une présence importante d’aldéhydes, composés sensibles a
I’oxydation et a la chaleur (Belsito et al, 2007).
e. Extraction par solvant organique

La technique d’extraction « classique » par solvant, consiste a placer, dans un extracteur,
un solvant volatil et la matiere végétale a traiter. Grace a des lavages successifs, le solvant
va se charger en molécules aromatiques, avant d’étre envoyé au concentrateur pour y étre
distillé a pression atmosphérique. En fonction de la technique et du solvant utilisé, on obtient
des hydrolysats (eau comme solvant), des alcoolats (éthanol dilué), des teintures
(éthanol/eau), des résinoides (extraits éthanoliques concentrés) et des concretes (extraits a
froid et a chaud au moyen de solvants divers). L’emploi restrictif de 1’extraction par solvants
organiques volatils se justifie par son co(t, les problémes de sécurité et de toxicité, ainsi que
la réglementation liée a la protection de 1’environnement. Cependant, les rendements sont
généralement plus importants par rapport a la distillation et cette technique évite 1’action
hydrolysante de la vapeur d’eau (Lucchesi, 2005 ; Ochoa et Raul, 2005).
f. Extraction par micro-ondes

Le procédé (Figure 05) consiste a irradier par micro-ondes de la matiere végétale broyée
en présence d'un solvant absorbant fortement les micro-ondes (le méthanol) pour I'extraction
de composés polaires ou bien en présence d'un solvant n'absorbant pas les microondes
(hexane) pour l'extraction de composes apolaires. L'ensemble est chauffé sans jamais
atteindre [I'ébullition durant de courtes périodes entrecoupées par des étapes de

refroidissement (Bruneton, 1999).
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Figure 5: Principe schématisé de 1’appareillage d’extraction sous micro-ondes (Lagunez,
2006)

2.10. Domaines d’utilisation des huiles essentielles

i.  Enpharmacie

Le contenu des plantes en essence et la nature chimique des constituants leurs conférent
de grandes perspectives d’application. Ces substances sont d’un grand intérét pour le
domaine médicale et pharmaceutique. En effet, les huiles essentielles ont un champ
d’activité trés large, elles inhibent la croissance des bactéries, et des levures. et ¢galement
des moisissures, de plus elles sont trés efficaces sur les microorganismes résistants aux
antibiotiques (Koba et al., 2004 ; Duarte et al., 2005).

% Activité antibactérienne

Depuis I’antiquité, les extraits aromatiques de plantes ont été utilisés dans différentes
formulations, comme les médicaments et la parfumerie. Les qualités microbiologiques des
plantes aromatiques et médicinales sont connues. Les huiles essentielles ont été considérées
comme agents antimicrobiens les plus efficaces dans ces plantes. Toutefois, la premiére mise
en évidence de leur action contre les bactéries a été réalisée en 1881 par Delacroix. Depuis,

de nombreuses huiles ont été définies comme antibactériennes (Toure, 2015).
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Les huiles essentielles agissent aussi bien sur les bactéries a Gram positif que les bactéries
a Gram négatif. Toutefois, les bactéries a Gram négatif paraissent moins sensibles a leur
action et ceci est directement lié a la nature de leur paroi cellulaire (Toure, 2015).
Elles possedent plusieurs modes d’action sur les différentes souches de bactéries, mais
d’une maniére générale leur action se déroulent en trois phases :
1- Attaque de la paroi bactérienne, provoquant une augmentation de la perméabilité puis la
perte des constituants cellulaires.
2- Acidification de I’intérieur de la cellule, bloquant la production de I’énergie cellulaire et
la synthése des composants de structure.
3- Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie (Caillet et Lacroix,
2007).
% Activité antifongique
Les activités antifongiques de nombreuses huiles essentielles incluant les huiles de
thym, de citronnelle, de cannelle et de Melaleuca alternifolia, ont été décrites. L’efficacité
des huiles extraites des achillées, Achillea fragrantissima , A. terefolia , et A. milefolium ,
contre la levure pathogéne Candida albicans, a également été mise en évidence (Toure,
2015).
ii. Encosmétologie
C’est I’un des plus grands consommateurs des substances odorantes. En effet, les produits
de toilettes (parfums, savons, laits, shampooings, pates et poudres, dentifrices), seront
appréciés selon leur fragrance. L’homme étant toujours a la recherche de sensations
nouvelles, les industries de la parfumerie et la cosmétique utilisent abondamment les
substances odorantes volatiles pour I’¢laboration des gammes de produits de plus en plus
diversifiés (Obame-Engonga, 2009).
iii.  Enindustrie agroalimentaire
Les huiles essentielles sont de plus en plus utilisées dans la conservation des denrées
alimentaires et cela grace a leur activité antimicrobienne a large spectre sans pour autant en
dénaturer le gout car ces aromates entrent dans la composition des préparations alimentaires
(Kurita, Koike, 1982).
iv.  Enagriculture
Les pesticides naturels basés, notamment, sur les huiles essentielles représentent une
altérative intéressante pour la protection des cultures contre les insectes mais également

contre les adventices et les champignons. Les huiles essentielles sont utilisées comme agent
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de lutte biologique dans plusieurs cas y compris le cas de niébé infectée par Callosobruchus
maculatus (Isman, 2000 ; Dayan et al., 2009 ; llboudo, 2009).
2.11. Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles ne sont pas des produits inofensifs. Comme tous les produits
naturels: "ce n'est pas parce que c'est naturel que c'est sans danger pour I'organisme". Cet
aspect des huiles essentielles est d'autant plus important car leur utilisation, est de plus en
plus populaire. Certaines huiles essentielles sont dangereuses lorsqu'elles sont appliquées
sur la peau en raison de leur pouvoir irritant (huiles riches en thymol ou en carvacrol),
allergéne (huiles riches en cinnamaldéhyde , ou phototoxique (huiles de citrus contenant des
furocoumarines) et d'autres huiles essentielles ont un effet neurotoxique (les cétones comme
I'a-thujone). Il existe aussi quelques huiles essentielles dont certains composés sont capables
d'induire la formation de cancers (Piochon, 2008).
2.12. Conservation des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des substances sensibles et trés fragiles, ce qui rend leur
stockage obligatoire pour limiter les risques de dégradation et de modification de leurs
propriétés. Elles doivent donc étre encapsulées dans un flacon opaque a I'abri de la chaleur
et de la lumiere (Valnet, 2000).

23




Chapitre N°3 : Generalite
sur la plante etudiee




Chapitre N°3 Généralité sur la plante étudiée

1. La famille des Apiaceae
1.1. Historique

La famille des Apiaceae anciennement appelée Ombelliféres, était déja connue des
anciennes civilisations chinoise et indienne du Mexique, ainsi que des Grecs et des Romains.
Elle semble étre la premiere famille de plantes a fleurs reconnue en tant que telle par les
botanistes vers la fin du XVle siccle. Ce fut aussi le premier groupe de plantes faisant 1’objet
d’une étude systématique publiée par Robert Morison en 1672 (Heywood et al., 1996).

1.2. Définition

Les plantes de la famille des Apiacées sont essentiellement des plantes herbacées
annuelles, bisannuelles ou le plus souvent vivaces. Elles sont rarement ligneuses et
arbustives, a plan floral fixe, a fleurs hermaphrodites, rarement dioiques ou polygames,
disposées en ombelles, souvent munies a la base d'un verticille de bractées involucres ou
composées de plusieurs ombelles simples (ombellules) presque toujours pourvues de
bractéoles (involucelles) (Bach et al., 1979).

Les Apiacées sont faciles a reconnaitre mais sont pourtant difficiles a distinguer entre
elles (exemple il est difficile de faire la distinction entre la cigue (Conium maculatum L.)
avec la carotte sauvage (Daucus carota L.) (Jensch et al., 2008).

1.3. Distribution

La famille des Apiacées (Apiaceae) constituant les plantes aromatiques médiévales, est
une famille de plantes dicotylédones. Elle comprend prés de 3000 especes réparties en 420
genres qui sont surtout présentes dans les régions tempérées du monde (Figure 06). En
Algérie, elle est représentée par 55 genres, 130 espéces et 27 sous — especes. Les especes
présentent une distribution bipolaire (dans toutes les régions tempérées), mais la majorité se

trouve dans I’hémisphére Nord tempéré (Tabanca et al., 2006).

Figure 6: Répartition géographique mondiale des Apiaceae (Djarri, 2011)
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2. L’espéce Daucus carota L. (Carotte sauvage)

2.1. Définition

Le nom vernaculaire arabe de la carotte sauvage (Daucus carota L) est « sennayria », et le
nom berbére « asfarnaia » pousse spontanéement dans les régions méditerranéennes ;

d'Europe, d'Asie et d'Afrique. On la retrouve aussi en Amérique du Nord, en Sibérie et au

Nord et Est de I’Inde.

En Algérie elle existe au bord des routes, coteaux, prairies sablonneuses et rocailleuses,

rivages et montagnes (Mohammedi, 2012).

2.2. Classification

Selon le tableau 01, la carotte sauvage est classée comme suit :

Tableau 1 : Classification de la carotte sauvage (Daucus carota L.) (Botineau, 2010).

Empire Eukaryota
Régne Plantae
Sous-regne Viridaeplantae
Embranchement Tracheophyta

Sous-embranchement

Euphyllophytina

Infra-embranchement

Radiatopses

Classe Magnoliopsida
Sous-Classe Cornidae
Superordre Aralianae

Ordre Araliales
Famille Apiaceae

Sous famille Apioideae

Tribu Caucalideae
Genre Daucus

Espéce Daucus carota L.

2.3. Description morphologique
La Plante: est de taille moyenne (0,6 a 2 m au moment de la floraison). Nous la

connaissons pour sa racine pivotante développée en organe de réserve, charnue, cassante,
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pigmentée (rarement blanche), agréable au godt et non ramifiée (en sol meuble, sans
obstacle) (Reduron, 2007).

Les feuilles: les feuilles sont minces, souvent mates, avec un pourtour triangulaire.
Elles sont tres divisées-pennées, a divisions écartées tres allongées, étroites, linéaires ou
lancéolées-linéaires (Figure 07) (Reduron, 2007).

Figure 7: les feuilles de la carotte sauvage (photo personelle, 2021)
Les fleurs: les inflorescences sont constituées de grandes ombelles composées de
fleurs blanches jaunatres (Figure 08), allogames et protandres, regroupées en ombellules.

Chaque fleur est constituée de cing sépales, cing pétales, cing étamines et deux carpelles
(Tirilly et Bourgeois, 1999).
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Figure 8: Les fleurs de la carotte sauvage (photo personelle, 2021)

Les graines: les fruits (communément appelés graines de facon abusive) sont des
diakenes albuminés de forme elliptique qui contiennent des flavonoides (Figure 09), des
polyphénols et une huile essentielle constituée d’asarone, de carotol, de pinenes, de
limonéne, de sesquiterpenes, et de B-bisaboléne. Les graines contribuent a la réduction du
stress oxydatif et ont montré une réduction significative du taux de cholestérol total, de
triglycérides et des HDL et VLDL (Tirilly et Bourgeois, 1999 ; Singh et al., 2010).

Figure 9: Les graines de la carotte sauvage (photo personelle, 2021)
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2.4. Propriétés naturelles et utilisations

Daucus carota L. est une plante aromatique utilisée depuis longtemps dans la médecine
traditionnelle. Elle était notamment bien connue chez les Grecs et des Romains qui
I’utilisaient déja comme reméde (Mohammedi, 2012).

Renforce 1’action du foie, la sécrétion d’urines. La vitamine A contenue améliore la
vision. La racine est un traitement des oxyures chez 1’enfant. Les feuilles sont un bon
diuretique, sont utilisées contre les cystites, soignent les troubles digestifs (Chaabane et
Latreche, 2020).

Plusieurs composants impliqués dans la protection contre la maladie cardiovasculaire
comme la vitamine C, les flavonoides (Voutilainen et al., 2006).

De nombreux travaux scientifiques ont montré que les caroténoides contenus dans la
plante de carotte participent dans la lutte contre le cancer des poumons, du sein et de la
prostate, mais aussi des tumeurs de 1’estomac, de 1’intestin ou de 1’oseophage (De Groot,
1998).

Elle est également employée comme épice. Ses composeés les plus caractéristiques sont
des coumarines et des esters sesquiterpeniques. Jabran et coll. rapportent dans une étude que
Daucus carota L est largement utilisée dans la médecine populaire tunisienne, pour ses
propriétés carminatives, apéritive, emménagogue et diurétique. Par ailleurs, cette espece a la
réputation d'étre anti-diarrhéique et a été utilisée contre différentes infections cutanées ainsi
que contre les coliques néphrétiques (Mohammedi, 2012).

2.5. L'huile essentielle de Daucus carota L

L’essence est légerement jaune ou incolore, fluide, a odeur caractéristique de carotte
sauvage, Elle est employée couramment comme ingrédient dans beaucoup de recettes
alimentaires. C’est également un composant important dans 1’industrie cosmétique et
pharmaceutique notamment grace a ses propriétés de conservation (Lanore, 2009 ;
Mohammedi, 2012).

2.6. La composition chimique de I’huile essentielle de Daucus carota

Plusieurs enquétes sur la composition chimique de I’huile essentielle de D. carota, ont été
réalisées. En particulier, la composition de I'huile des graines, qui a diverses applications
dans la formulation de certaines boissons alcoolisées, et des parfums (Lanfranchi et al.,
2010).
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Diverses compositions de I’huile essentielle de cette plante ont été signalées,
caractérisées par un €lément principal, apinéne (jusqu'a 55%), sabinéne (jusqu'a 60%),
géraniol (jusqu'a 50%), des esters (jusqu'a 81%), et carotol (jusqu'a 77%) (Djarri et al., 2006

; Casanova et al., 2009).

L'huile des ombelles en fleure de D. carota subsp. est composée principalement de

monoterpénes hydrocarbonés (84%), et les principales composantes se sont avérées a-pinene

(41%) et sabinéne (18%) (Staniszewska et Kula, 2001).

La composition de I'huile essentielle obtenue a partir des parties aériennes, comparé a
trois stades de développement, (stade vegétatif, en pleine floraison, et ombelles mdrs) montre
que toutes les huiles ont été dominées par des monoterpénes hydrocarbonés avec a-pinene
(16-43%), sabinéne (21-45%) et les mycénes (4-13%) comme principaux composants
(Bauer et al., 1990).

Cependant selon une étude, les huiles essentielles des feuilles, tiges, et ombelles de D.
carota de Corse recueillies avant la floraison et au stade de pleine floraison contenaient
essentiellement des monoterpénes, a savoir a-pinéne (28-39%) et le sabinéne (7-20%).
Inversement, 1’échantillon d'huile isolé des ombelles au stade de floraison a été largement
dominé par (E)- méthylisoeugenol (41%) suivit par a-pinéne (19%) et le sabinéne (10%)
(Lawrence, 1994).
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L’objectif de ce travail est d’évaluer I’activité antibactérienne de deux sortes
d’huiles essentielles de carotte sauvage : une huile extraite de la partie aérienne (fleurs ) de
la carotte sauvage ceuillie a I’Est du pays (Guelma) et une autre industrielle (Eurl Arom
Est- Annaba) extraite des graines de la plante . L’effet antibactérien a été tester sur trois
souches bactériennes potentiellement pathogeénes et reférenciées : E. coli et Pseudomonas
aeruginosaqui sont des bactéries & Gram - et une bactérie a Gram + qui est Staphylococcus

aureus.

Parallemement a ce travail des tests phytochimiques sur les différentes huiles ont été

réalisés afin de confirmer la présence ou I’absence de certains principes actifs.
1.  Matériel

1.1. Matériel végétal

Les échantillons (sommités fleuries) de la carotte sauvage (Daucus carota) ont été
récolté des bords de la route nationale, a proximité d’oued sibous Guelma- el fedjoudj et ont
¢été délicatement lavée a I’eau du robinet et séchées (Figure 10) a I’ombre pour etre

utilisées par la suite dans I’extraction de I’huile essentielle.

Figure 10: Les sommités fleuries fraiches et sechées de la carotte sauvage (photo
personelle, 2021)
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Figure 11: Les graines de la carotte sauvage (photo personelle )

Les graines des carottes sauvages (Figure 11) ont été récoltées dans la région de

Berhal de la Wilaya d'Annaba.

1.2. Matériel microbiologique
Les souches bactériennes utilisées dans cette étude ont été fournies par le laboratoire

de microbiologie de I’Université du 8 Mai 1945- Guelma. Elles sont répertoriées dans le
tableau 02 ¢i dessous:

Tableau 2: : Les souches bactériennes utilisées dans 1’étude

souche Escherichiacoli Staphylococcus Pseudomonas

aureus aeruginosa
référence  ATCC 25922 ATCC 25923 ATCC 27853

1.3. Milieux de cultures utilisés

Pour assurer la survie des bactéries et tester les huiles essentielles, plusieurs milieux de
culture ont été utilisés:
e Le milieu Mac conkey (E. Coli), le milieu Chapman (Staphylococcus aureus) et le
milieu King A (Pseudomonas aeruginosa).
e Le milieu Mueller — Hinton (MH): a été utilisé pour tester l'activité antibactérienne

d'une substance donnée (antibiotiques et huiles essentielles).
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2. Méthodes

2.1. Extraction de I’huile essentielle de la carotte sauvage

Les étapes d'extraction de 1’huile essentielle (non industrielle) de la carotte sauvage
a ¢été réalisée au laboratoire de chimie pharmaceutique de I’institut des sciences médicales
de I’université Badji Mokhtar -Annaba.

Le Matériel végétal (sommités fleuries) a été soumis a une hydro-distillation au
moyen d’un dispositif d’extraction de type clévenger ; cette technique se base sur le pouvoir
que possede la vapeur d’eau a transporter les huiles essentielles.

L’opération consiste a introduire 100g de sommités fleuries séches de la carotte
sauvage dans un grand ballon en verre, on y ajoute les deux tiers d’cau distillée sans pour
autant remplir le ballon pour éviter les débordements lors de 1’ébullition. Les vapeurs
chargées d’huile essentielle passent a travers le tube vertical puis dans le condensateur
(Figure 12) Les gouttelettes ainsi produites s’accumulent dans le tube rempli auparavant
d’eau distillée. L huile essentielle étant de faible densité par rapport a 1’eau, surnage a la
surface de cette derniére (Figure 13) L’huile est récupérée et conservée dans une petite
bouteille en verre sombre bien scellée a température basse (4,5 C°). Les extractions durent
environ 2h 30 de temps. ( Nedjai, 2017)

En ce qui concerne I’huile essentille des graines de la carotte sauvage (huile
essentielle industrielle), elle a été extraite par un dispositif de distillation industriel ayant le
meme principe que I’hydrodistillateur de laboratoire mais produisant des quantités

supérieures d’huile( Nedjai, 2017).
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[ Réfrigérant J

Chauffe-
Ballon

Figure 12: Début d’extraction dans un hydrodistillateur (Photo personnelle, 2021)

Huile essentielle }

)

Eau florale (hydrolat) J

Figure 13: Distillat obtenu apres hydrodistillation (Photo personnelle, 2021)
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2.2. Rendement
Le calcul du rendement est défini comme étant le rapport entre la masse de la matiére

végétale et la masse de 1’huile essentielle obtenue , selon la formule suivante :

RHE (%) = M’/M x 100

e RHE : Rendement en huile essentielle en 7.
e M’: Masse de I’huile essentielle en gramme.

e M : Masse de la matiere végétale seche utilisée en gramme (Belyagoubi, 2006).

2.3. Evaluation de P’activité antibactérienne des deux types d’ huiles essentielles de la

carotte sauvage

2.3.1. Préparation des suspensions bactériennes

La méthode de préparation de 1’inoculum est celle préconisée par la CLSI (Clinical
& Laboratory Standards Institute), qui consiste a préparer, a partir d’une culture jeune de 18
a 24h de la bactérie étudiée sur un milieu gélosé, une suspension en solution saline (0.9%
NaCl) équivalente au standard Mc Farland 0.5 (10°CFU/mI). Cette suspension peut étre
obtenue par la mesure de la densité optique (DO) allant de 0.08 2 0.1 lue a 625 nm (Mahfouf,
2017).

2.3.2. Méthode de diffusion sur disque (aromatogramme)

L’aromatogramme est une méthode inspirée de l’antibiogramme qui permet de
déterminer 1’activité inhibitrice de la croissance bactérienne, d’une huile essentielle (a la
place d’un antibiotique) par la mesure du diamétre d’inhibition autour d’un disque de
cellulose (papier whatman) imprégné de celle ci . Cette méthode consiste a utiliser des boites
de Pétri contenant de la gélose Muller Hinton (MH) (annexe), solidifiée et inoculée avec les
suspensions microbiennes (des différentes bactéries utilisées) a l'aide d'écouvillons. Sur la
surface de la gélose, sont distribués des disques de papier stériles de 6 millimétres de
diameétre (Whatman TM) imbibés de 10 ml d'HE (Goncalves et al., 2019).
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» Ensemencement

Cette opération se fait apres la préparation de I'inoculum ; avec un écouvillon, on
prend des colonies bactériennes, puis on frotte I'écouvillon sur la totalité de la surface de la
gélose MH, de haut en bas, en stries serrées, un étalement uniforme en nappe et on laisse

sécher les boites pendant 15 a 20 min (Noual, 2018).

» Distribution des disques

e Des disques de papier Wattman N°1 de 6 mm de diamétre ont été préparés, et
stériliseés.

e Les disques sont par la suite chargés avec 10 ul de chaque HE (Huile essentielle des
fleurs et industrielle des graines de la carotte sauvage) puis déposés a la surface des
boites ensemencées (un disque par boite). Un disque impréngé d’eau distillée stérile
est dépose sur la gélose MH et utilisé comme témoin négatif.

e Les boites sont incubées a 37°C pendant 18-24h. Trois essais sont réalisés pour
chaque test

e Les diametres sont mesurés en mm et le résultat étant la moyenne des trois essais.

» Lecture

Aprés incubation de 24 h, I'absence de croissance bactérienne exprimant une activité
antimicrobienne se traduit par un halo translucide autour du disque, de méme couleur que la
gélose stérile et dont le diametre est mesuré & I'aide d'un pied a coulisse (exprimé en mm). Il
est important de noter que la quantité d'HE déposée sur le disque varie selon les auteurs,
excluant toute comparaison des valeurs des diamétres mesurés (Pibiri, 2006).

Il est & noter que la sensibilté des bactéries vis-a-vis des huiles essentielles est classée
par le diamétre des halos d’inhibitions en :

-Non sensibles : diamétre < 8mm

-Sensibles : diamétre entre 8mm et 14 mm
- Tres sensibles : diamétre entre 15mm et 19 mm
- Extremement sensibles : diamétre >20 mm (Ouis, 2015).
2.3.3. Choix des antibiotiques (antibiogramme)

Quatres disques d’ antibiotiques mentionnés dans le tableau 03 ¢i-dessous,

ont été déposés sur la gélose MH et testés contres les bactéries utilisées dans 1’étude, comme
témoins positifs. Nous avons également utilsé un disque d’éthanol pur comme témoin

positif.
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Tableau 3: Propriétés des antibiotiques utilisés (Casfm, 2009)

résistante intermédiaire  sensible

_ 10 <12 13-14 >15
_ AMX 25 <13 14-17 >18
_ CAZ 30 <17 18-20 >21
_ CX 30 <14 15-17 >18

2.3.4. Evaluation quantitative de ’activité antibactérienne (calcul des CMI)

La CMI est définie comme étant la plus faible concentration en extrait pour laquelle,
aucune croissance visible a 1’oeil nu n’est observée. Elle a été déterminée par la méthode de
dilution en milieu solide ; qui consiste a disperser I’exrait a des concentrations variables dans
le milieu géloseé avant sa solidification, donc une gamme de concentration de I’HE diluée
dans le DMSO a été préparée ; chaque dilution d’HE (500ul) a été incorporée a 19,5ml de
MH maintenu en surfusion. Aussit6t, le mélange a été réparti dans des boites de Pétri. Apres
solidification du milieu, I’ensemencement a été exécuté par des spots a I’aide d’une pipette
Pasteur. L’ensemble a été incubé 24h a 37C°. Un témoin de croissance a été réalisé¢ (Figure

11) (Benjilali et al., 1986 ; Skandamis et Nycha, 2001; Billerbeck et al., 2002 ).
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-Aprés solidification, ensemencer le milieu de culture sous forme de spots.
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l -Homogénéiser bien le mélange puis le verser dans des boites de Pétri.

Boite 1
Témoin

OOOOOOLOOOO

Lecture apreés 24 h

Figure 14: Détermination de la CMI sur milieu solide (Mahfouf, 2017)

2.4. Tests phytochimiques
L'un des objectifs fondamentaux des tests phytochimiques est de détecter différentes
familles de métabolites secondaires présentes dans la matiere vegétale. Ces réactions sont
basees sur des phénomeénes de précipitation ou de coloration avec des réactifs spécifiques
de chaque famille de composés (Hagerman et al., 2000).
Notre étude a porté sur la recherche des principaux groupes chimiques (alcaloides,
tanins, flavonoides, saponines, coumarines, terpenes, ...) au niveau des diférentes parties de
la carotte sauvage d’ou on a extrait les deux types d’huiles essentielles utilisées ( ¢’est a dire

au niveau des sommités fleuries et des graines).
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2.4.1. Préparation des extraits des différentes parties de la carotte sauvage

Avant d’effectuer les tests phytochimiques, deux différents extraits hydroalcooliques ,
ont été obtenus a partir des différentes parties de la carotte sauvage (sommités fleuries et des
graines) servant de matiére vegetale pour extraire les huiles essenticlles . L’opération

d’extraction s’est déroulée selon les étapes suivantes :

e Verser 100ml de mélange méthanol-eau (70/30) bouillant sur 10g du matériel
vegétal.

e Agiter et laisser le mélange refroidir.

e Filtrer le mélange a ’aide d’un papier Whatman et récupérer le filtrat (extrait).
2.4.2. Principes actifs

e Coumarines

Introduire 5ml d’extrait dans un tube, ajouter 0,5ml de NH4OH a 10%, mélanger et
observer sous UV a 366 nm. Une fluorescence intense indique la présence des coumarines
(Hailuoa, 2015)

Alcaloides

Les tests sont réalisés par des réactions de précipitation avec les réactifs de Mayer et
Wagner. 1ml de I’extrait est divisé en deux volumes égaux. Un volume est traité par 0,5 ml
de réactif de Mayer, I’autre par 0,5ml de réactif de Wagner. L’apparition d’un précipité
blanc ou brun, respectivement, révele la présence des alcaloides (Hailuoa, 2015)

e Terpénoides

5ml d’extrait est ajouté a 2ml de chloroforme et 3ml d’acide sulfurique concentré. La
formation de deux phases et une couleur marron a I’interphase indique la présence des
terpénoides ..aouli)

e Saponosides

On prend 2 g de la drogue végétale, on lui ajoute 80 ml d’eau distillée et on met le
mélange a ebullition. Apreés filtration, on laisse refroidir la solution. Par la suite on agite le
filtrat verticalement. L’apparition d’une mousse qui dure quelques instants indique la

présence des saponines (Karumi et al., 2004).
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e Tanins

A 10 g de la drogue végétale, on ajoute 200 ml d’une solution aqueuse de C2HsOH a
1%. On filtre et on teste le filtrat avec quelques gouttes d’une solution aqueuse de FeCls.
L’apparition d’une couleur verte indique la présence de tanins (Karumi et al., 2004).
NB : pour préparer la solution aqueuse de FeCls: on ajoute a 1g de poudre de FeCls, 2ml

d’eau distillée et on agite .

e Flavonoides
On ajoute a 10 g de la drogue végétale, 150 ml d’HCL diluée a 1%. On laisse macérer

24h. Apres filtration, on prend 10 ml de filtrat et on lui ajoute une goutte de NH,OH pour
le rendre basique. L’apparition d’une couleur jaune claire dans la partie supérieur du tube a
essai indique la présence de flavonoides (Okmu, 2005).

e Mucilage

A 1 ml d’une solution a analyser (solution du test des saponosides), on ajoute 5 ml
d’alcool absolu (95%). L'apparition de précipités floconneux montre la présence de mucilage
(Adiaratou , 2001).
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Chapitre N° Discussion et résultat

1. Rendement en huile essentielle

Nous remarquons avec intérét que le rendement en huile essentielle de la carotte sauvage
extraite des graines (huile essentielle industrielle) (0.4%) par la méthode industrielle de
I’entrainement a la vapeur est supérieur a celui de I’huile extraite des sommités fleuries
séches (0.09%) par hydrodistillation (Tableau 04). Il faut noter que la qualité et le
rendement des HE dépend de plusieurs facteurs a savoir 1’espéce (la génétique), 1’organe
utilisé de la plante, le degré de fraicheur, la période de séchage de la plante, la zone
géographique et la période de récolte, les pratiques culturales et la technique d’extraction
(Giordani et al., 2008) .

Nos résultats conconrderaient avec ceux de Mohammedi et al. (2013), qui ont trouvé
un rendement en huile essentielle de carotte sauvage variant de 0,11% a 0,49% en utilisant
I’hydrodistillateur comme appareil d’extraction de I’huile essentielle, a partir de différents
organes de la plante.

Tableau 4: Rendement des HE de la carotte sauvage extraites des fleurs et des graines

Rendement de ’HE de Daucus carota L Rendement de I’ HE de Daucus carota L
(fleurs) (graines)

0.09% 0.4%

2. Evaluation de I’activité antibactérienne des deux types d’ huiles essentielles de la

carotte sauvage
2.1. Méthode de diffusion sur disque (aromatogramme et antibiogramme)
2.1.1. Escherichia coli

Les résultats du tableau 05 et des figures 15 et 16 montrent qu’E. coli a été sensible
vis-a-vis de [I’huile essentielle extraite des fleurs avec un halo d’inhibition de 8mm de
diametre. Ce résultat ne concorde pas avec celui de Kalemba et Kunicka (2003) qui ont
trouvé que I’huile essentielle issue de la partie aérienne de la carotte sauvage n’a aucun effet
sur la méme bactérie. Cependant, E. coli a était résistante vis-a-vis de I’huile essentielle
industrielle issue des graines (petit halo d’inhibition de 4mm de diametre). Nous avons
remarqué avec intérét que le halo d’inhibition obtenu avec I’HE de fleurs n’est pas loin de
celui de I’éthanol pur (7mm). E. coli a également était tres résistante vis a vis de plusieurs
antibiotiques (CX et CAZ avec une absence de diamétre d’inhibition et AMX avec un
diametre de 11mm). Toutefois, elle a été trés sensible vis-a-vis de GEN avec un diametre de

19mm. Nous ne constatons donc que 1’activité antibactérienne de I’HE de la carotte sauvage
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extraite des sommités fleuries, vis-a-vis d’E. coli est supérieure a deux antibiotiques (CX et
GAZ).

Tableau 5: Les diamétres d’inhibitions des huiles et des antibiotiques testés sur E. coli

Huiles essentielles et Sensibilité Inhibition @ (mm)
antibiotiques
HE industrielle des graines L
résistante 4
de la carotte sauvage
HE des fleurs de la carotte .
Sensible 8
sauvage
Eau distillée Résistante 0
Ethanol Sensible 7
CX : Céfoxitine Résistante 0
AMX : Amoxicilline Résistante 11
CAZ : Ceftazidime Résistante 0
GEN : Gentamicine Trés sensible 19

N R —

Figure 15: Antibiogramme de la souche E. Figure 16: Effet des huiles essentielles
coli pure et industrielle de la carotte sauvae
sur E. coli (Hf : huile des fleurs ; Hg :

Huile des graines ; ET : éthanole)

2.1.2. Pseudomonas aeruginosa

Le tableau 06 et les figures 17 et 18 montrent que la souche P. aeruginosa a été
résistante vis-a-vis des deux types d’huiles essentielles ainsi que des trois antibiotiques CX,
AMX, CAZ avec une absence d’halo d’inhibition pour les deux premiers antibiotiques et un
tres petit halo de 2mm pour le dernier antibiotique. Ces résultats concordent avec ceux de

Boukortt, (2020), qui a étudié I’activité antibactérienne de 1’huile essentielle de C. cyminum
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ou cumin (plante de la méme famille que la carotte sauvage), sur la méme bactérie. lls sont

accord également avec les études d’lazzourene (2015) qui a montré qu’au contact des

bactéries a Gram négatif, comme P. aeruginosa, les huiles essentielles de la carotte sauvage

ne manifestent aucune inhibition.

Un seul antibiotique GEN avait un effet antibactérien modéré sur P. aeruginosa avec

un diamétre de la zone d’inhibition égale a 13 mm. |l faut noter que cette souche a été

sensible également vis-a-vis de 1’alcool absolu avec un diamétre de 6mm.

Tableau 6: Les diamétres d’inhibitions des huiles et des antibiotiques testés sur P.

aeruginosa
Huiles essentielles et Sensibilité Inhibition @ (mm)
antibiotiques
HE industrielle des graines de Résistante 0
la carotte sauvage
HE des fleurs de la carotte Résistante 0
sauvage
Eau distillée Résistante 0
Ethanol Sensible 6
CX : Céfoxitine Résistante 0
AMX : Amoxicilline Résistante 0
CAZ : Ceftazidime Résistante 2
GEN : Gentamicine intermédiaire 13

Figure 18: Effet des huiles essentielles

Figure 17: Antibiogramme de la souche P. pure et industrielle de la carotte sauvae

aeruginosa

sur P. aeruginosa (Hf : huile des fleurs ; Hg
: Huile des graines ; ET : éthanole ; H20 ;
Eeu Distillée stérile)
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2.1.3. Staphylococcus aureus

Le tableau 07 et les figures 19 et 20 ci-dessous montrent que la souche S. aureus
n’a été sensible qu’a I’HE industrielle avec un halo d’inhibition proche de celui de I’éthanol
absolu (6mm). Il est & noter que cette bactérie exprime une résistance vis-a-vis de plusieurs
antibiotiques ( CX, AMX et GAZ) avec une absence d’halo pour les deux premiers
antibiotiques et un halo tres faible (2mm) pour le dernier. Seul un antibiotique sur les quatre
utilisés (GEN) a eu un effet antibatérien intermédiaire sur la souche testée avec un diametre
d’inhibition de 14mm. Nos résultats concordent avec ceux d’Alves-Silva et al. (2015), qui
ont trouvé un effet antibactérien de 1’huile essentielle de la carotte sauvage supérieur pour
les bactéries a Gram positif comme S.aureus, par rapport aux bactéries a Gram négatif. lls
pensent que cette dissimilitude soit due a la différence entre les deux parois cellulaires
sachant que les bactéries a Gram négatif possedent une membrane externe rigide contenant
des polysaccharides qui sont hydrophiles et donc ils empécheraient 1’huile essentielle

d’entrer a I’intérieur de la bactérie pour exercer son action.

Tableau 7: Les diamétres d’inhibitions des extraits testés et des antibiotiques chez S.

Huiles essentielles et

antibiotiques Sensibilité Inhibition @ (mm)
Huile industrielle des graines Sensible 8
de la carotte sauvage
Huile des fleurs de la carotte Résistante 0
sauvage
Eau distillée Résistante 0
Ethanol Sensible 6
CX : Céfoxitine Résistante 0
AMX : Amoxicilline Résistante 0
CAZ : Ceftazidime Résistante 2
GEN : Gentamicin intermédiaire 14
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Figure 19: Antibiogramme de la souche S. Figure 20: Effet des huiles essentielles
aureus. pure et industrielle de la carotte sauvae
sur S. aureus. (Hf : huile des fleurs ; Hg :
Huile des graines ; ET : éthanole ; H20 ;
Eeu Distillee stérile)

3.2. Résultats de ’antibiogramme
2.2.  Evaluation quantitative de I’activité antibactérienne (calcul des CMI)

En raison du manque de temps, et du faible rendement de 1’huile essentielle issue des

sommités fleuries, la CMI a été évaluée uniquement pour 1’huile essentielle industrielle.

La figure 16 montre que la concentration minimale inhibitrice de I’huile industrielle sur
Staphylococcus aureus est de 0.3%. Cela veut dire qu’une trés faible concentration en huile,
exercerait déja une action bactériostatique sur la bactérie. Ce qui confirme nos résultats
précédents sur la grande sensibilité de S. aureus vis-a-vis de cette huile (zone d’inhibiton
de 8mm).

En ce qui concerne Escherichia coli, sa CMI est plus élevée que celle de S. aureus ;
elle est de 50%, ce qui veut dire qu’il faut une concentration plus élevée en huile pour inhiber
la croissance bactérienne. En effet, nos résultats précédents ont montré qu’E. coli n’était pas

trés sensible vis-a-vis de cette huile.
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" 1/64(1.5%) 1/128(0.7%) | 1/256(0.3%) |

Figure 21: Evaluation de la concentration minimale inhibitrice de 1’huile essentielle
industrielle de la carotte sauvage sur S. aureus et E. coli

3. Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques représentées par le tableau 08 et les figures 22 et 23, sur
les deux parties de la carotte sauvage servant pour extraire 1’huile essentielle (sommités
fleuries et graines ) montrent la présence dans la poudre de ces deux parties du végétal, de
plusieurs principes actifs qui sont : les saponines, alcaloides, tanins, térpenoides, flavonoide
et mucilage. Toutefois nous remarquons 1’absence des coumarines au niveau de la poudre
des graines de carotte sauvage.

Ces principes actifs élucidés dans les deux différentes parties de la plante pourraient

se trouver également au niveau des deux types d’huiles essentielles d’ou elles sont extraites
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et principalement les principes actifs hydrophobes comme les térpenoides (Deshcepper ,
2017). Certains auteurs ont mentionné la présence de deux composés de nature terpénique
dans I’huile essentielle de la carotte sauvage et qui sont connus comme des agents
antibactériens qui sont : le geranyl acétate et 1’a pinéne (Alves-Silva et al., 2015 ; Reboucas
de Araujo et al., 2017).

Le mode d’action des huiles essentielles sur la cellule bactérienne n’est pas
clairement élucidé. Compte tenu de la diversité des molécules présentes dans les huiles
essentielles, ’activité antibactérienne semble résulter d’une combinaison de plusieurs modes
d’action, impliquant différentes cibles cellulaires. Du fait de la variabilité quantitative et
qualitative des composants des huiles essentielles, il se pourrait que leur activité
antibactérienne ne soit pas attribuable a un mécanisme unique, mais a plusieurs sites d’action
au niveau cellulaire. L’effet antibactérien des HEs dépend du type et des caractéristiques
des principes actifs qui les constituent, en particulier des caractéristiques hydrophobes qui
leur permettent de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane de la
cellule bactérienne, ce qui peut induire a un changement de conformation de la membrane
bactérienne, une perturbation chémo-osmotique et une fuite d’ions K* (Ouis, 2015).

Certains composés phénoliques des HEs interférent avec les protéines de la
membrane des microorganismes comme I’ATPase, soit par action directe sur la partie
hydrophobe de la protéine soit en interférant dans la translocation des protons dans la
membrane prévenant la phosphorylation de ’ADP. Il est rapporté également que les
composés des HE peuvent inhiber la synthese de ’ADN, de I’ARN, de la synthese des
protéines et des polysaccharides et interférer dans la division et donc dans la croissance
bactérienne (Ouis, 2015).

Tableau 8: Les principes actifs identifiés dans la carotte sauvage.

Les
rincipes Les Les Les L Les Les .
princip saponosides |alcaloides | tanins | Lestérpenaide - flavonoides Mucilages | L-€s coumarines
actifs
Les
+ + + + + + +
fleurs
Les
) + + + + + + -
graines
Précipit Deux phase Couleur L
. Couleur ) Précipités | Fluorescence
couleurs | Mousse é blanc et couleur |Jaune claire dans la ]
verte . . floconneux Intense
ou Brun marron partie superieure
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Apres
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e Les Mucilages (d)

Précipités
floconneux

Les Terpénoide Avant

Deux phases et
couleur marron

Avant Ap rés

e Les coumarines (f)

Fluorescence ‘
intense |

Avant Apres
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e Les Alcaloides ()

Précipité
Brun

Apres

Avant

Figure 22: Test phytochimiques sur la poudre des sommités fleuries de la carotte sauvage.
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e Lestanins (b)
Couleur
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e Les flavonoides (c)
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e Les coumarines (f)

Fluorescence

intense
Avant Apres
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Figure 23: Tests phytochimiques sur la poudre des graines de la carotte sauvage

51




Conclusion et perspectives




Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales restent toujours une source fiable de principes actifs connus
par leurs propriétés thérapeutiques. Avec la prévalence des microorganismes pathogénes
résistants aux antibiotiques, nous notons un regain d’intérét pour les molécules naturelles
extraites a partir de plantes. L’Algérie par sa situation géographique, offre une végeétation

riche et diverse.

Les but de notre étude est la recherche de nouvelles biomolécules comme des
alternatives thérapeutiques pour éliminer les bactéries multirésistantes. Notre étude c’est
portée sur 1’exploitation de ’HE extraite des fleurs de la Carrote sauvage et une autre
extraite des graines (huile industrielle) par deux techniques difféntes qui sont

respectivement: I’hydrodistillation et I’entrainement a la vapeur.

Le rendement en HE extraite des sommités fleuies et de 0.09 e il est inférieur a celui
de I’Heindustrielle qui est de 0,4 .

L’¢évaluation de 1" activité antimicrobienne de ces HEs vis-a-vis des microorganismes
pathogenes par la méthode d“aromatogramme a montré qu’E. Coli était beaucoup plus
sensible a I’action de [I’huile essentielle extraite des fleurs que de ’HE industrielle. Par
contre, S.aureus était uniquement sensible a I’huile industrielle. P. aeuginosa n’a été sensible

a aucune huile utilisée.

La valeur de la CMI de I’HE industrielle vis a vis de S. aureus a été plus faible que
celle d’E. coli, ce qui veut dire que I’HE exercerait sur S. aureus une action bactériostatique
plus élevée. Cette action pourrait etre due a la présence de principes actifs hydrophobles et
antibactériens se trouvant dans I’HE tels que les terpénoides qu’on a retrouvé dans les parties

d’ou on a extrait cette essence.
Afin de completer ce travail, nous pouvons:
-Tester I’HE de caotte sauavage sur d’autres bactéries.

- Faire une étude qualutative et quantitative de I’HE en utilsant des techniques

chromatographiques comme la CPG couplée a la spectrphotométrie de masse.
- Tester ’HE extraite des différents organe de la méme plante.

- Utiliser d’autres techniques d’extraction et comparer la composition en HE
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Annexe

Annexe

Tableau: les appareils de laboratoire utilisés

Matériel

Utilisation

Appareil dhydro distillation
de type Clevenger

Extraction des HEsS

Agitateur plague chauffante

Préparation du milieu de

culture

Refrigerateur

Conservation des échantillons

Autoclave

Stériliser les matériels et les

milieux de culture

Etuve réglée a 37C

incubation les souches
bactérienne

Micropipette (500ul)

Préparation de micro volumes

Figure : Etuve réglée a 37C.
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Produite :

Figure : MHA

Figure : DMSO

Annexe
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Résumé

Résume

Les huiles essentielles possédent des activités antibactériennes importantes et peuvent se
substituer avec succes aux antibiotiques qui montrent leurs inefficacités a I’encontre des
microorganismes résistants. Ceci nous a conduit a évaluer 1’activité antibactérienne de 1'huile
essentielle de la carotte sauvage extraite des fleurs et une autre des graines par des méthodes
d’extraction différentes qui sont respectivement I’hydrodistillation et I’entrainement a la
vapeur. Le rendement en huile était de 0,09% pour la premiere HE et de 0,4% pour la
seconde. La méthode de I’aromatogramme testées pour les trois souches bactériennes (E.
coli, P. aeruginosa et S. aureus) a montré qu’aucune HE n’a donné un effet sur P.
aeruginosa. E coli était beaucoup plus sensible a I’action de I’HE des fleurs tandis que S.
aureus 1’¢tait plus pour I’HE industrielle. En effet, cette derniére exergerait sur cette souche
une grande action bactériostque. Cet effet pourrait étre d0 a certains principes actifs

antibactériens trouvés dans la plante et probablement dans 1’HE tels que les térpénoides.

Mots clés : HE, carotte sauvage, principes actifs, activité antibactérienne, E. coli, S.

aureus, P. aeruginosa, aromatogra
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Résumé

Abstract

Essential oils have important antibacterial activities and can be a successful substitute for
antibiotics which show their ineffectiveness against resistant microorganisms. This led us
to evaluate the antibacterial activity of the essential oil of the wild carrot extracted from the
flowers and another from the seeds by different extraction methods which are
hydrodistillation and steaming, respectively. The oil yield was 0.09% for the first ET and
0.4% for the second. The aromatogram method tested for the three bacterial strains (E. coli,
P. aeruginosa and S. aureus) showed that no essential oil gave an effect on P. aeruginosa.
E coli was much more sensitive to the action of essential oil in flowers while S. aureus was
more sensitive to industrial  essential oil. Indeed, the latter would exert on this strain a
great bacteriostic action. This effect could be due to certain antibacterial active ingredients

found in the plant and probably in  essential oil such as terpenoids.

Key words: essential oil, wild carrot, active ingredients, antibacterial activity, E. coli,

S. aureus, P. aeruginosa,
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