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Résumé

Le présent travail vise a étudier D’activité antibactérienne et antioxydante de 1’huile
essentielle des graines de Cuminum cyminum L. L’extraction est de cette derniere par
hydrodistillation a donné un rendement de 0.95%. Elle est d’un aspect liquide, d'une odeur épicée

tres forte, et d’une couleur jaune péle.

L'antibiogramme nous a permis de constater que Staphylococcus aureus ATCC 27853 a été
sensible aux 9 antibiotiques testés, tandis que Escherichia coli ATCC 25922 et Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 ont montré une résistance a trois d’entres eux. Les plus grands
diameétres de zones d’inhibition ont été enregistrés a 24 mm pour gentamicine (GEN) contre E.
coli, 31.5 mm pour erythromycine (E) contre P. aeruginosa et 45 mm pour céfazoline (CZ)

contre S. aureus.

L’étude de ’activité antibactérienne par aromatogramme a montré que 1’huile de Cuminum
cyminum a exerce un effet inhibiteur sur les trois souches bactériennes. La plus sensible est S.
aureus ATCC 25923 avec une zone d’inhibition del3.33mm de diametre. La méthode de
dilutions en milieu gélosé a indiqué qu’aucune CMI, a I’exception de S. aureus, n’a pu étre

déterminée. En effet, celle-ci a été notée a la premiere dilution (1/100 v/v).

L’étude de I’activité antioxydante a été faite en rassemblant les résultats du test de DPPH
de certains travaux antérieurs. La valeur de CEso la plus basse ; se traduisant par un puissant

pouvoir antioxydant, a été obtenue a 6.24 pg/ml.

Mots clés: Cuminum cyminum L., huile essentielle, hydrodistillation, activité antibactérienne,

aromatogramme, CMI, activité antioxydante, test DPPH.
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Abstract

The present work aims to study the antibacterial and antioxidant activity of the essential oil
seeds of Cuminum cyminum L. The extraction of the latter by hydrodistillation gave a yield of

0.95%. It has a liquid aspect, a very strong and spicy smell, and a pale yellow color.

The antibiogram allowed us to note that Staphylococcus aureus ATCC 27853 was sensitive
to the 9 antibiotics tested, while Escherichia coli ATCC 25922 and Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 showed resistance to three of them. The largest diameters of inhibition zones were
recorded at 24 mm for gentamicin (GEN) against E. coli, 31.5 mm for erythromycin (E) against

P. aeruginosa and 45 mm for cefazolin (CZ) against S. aureus.

The study of antibacterial activity by aromatogram showed that Cuminum cyminum oil
exerted an inhibitory effect on the three bacterial strains. The most sensitive one is S. aureus
ATCC 25923 with an inhibition zone of 13.33 mm diameter. The method of dilutions in agar
medium indicated that no MIC, except for S. aureus, could be determined. Indeed, this last was
noted at the first dilution (1/100 v/v).

The study of the antioxidant activity was made by gathering the results of DPPH test from
some previous works. The lowest ECsg value; resulting in a powerful antioxidant power, was
obtained at 6.24 pg/ml.

Keywords: Cuminum cyminum L., essential oil, hydrodistillation, antibacterial activity,

aromatogram, MIC, antioxidant activity, DPPH test.
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Introduction

Introduction

Le phénoméne de résistance voire de multirésistance des bactéries aux antibiotiques est
une des préoccupations majeures de santé publique (Akoua et al., 2004), il touche toutes les
especes bactériennes et ne cesse de s’amplifier (Decousser et al., 2010). Le principal facteur
responsable est une surconsommation incontrélée et une mauvaise utilisation des antibiotiques,
ce qui favorise le développement de la résistance des germes vis-a-vis de ces molécules, et
pourrait éventuellement compromettre les traitements des infections bactériennes chez I'hnomme
(Saee et al., 2016).

Par ailleurs, le stress oxydatif résultant d’une production excessive de radicaux libres, est
une des causes les plus courantes a l’origine de plusieurs maladies chez 1’homme (cancer,
diabete, hypertension artérielle, Alzheimer, Parkinson...etc) (Khosroyar et Arastehnodeh,
2018). 11 touche non seulement le domaine de la santé mais aussi 1’industrie agroalimentaire. En
effet, 'oxydation des lipides dans les produits alimentaires induit la détérioration chimique,
entrainant le rancissement et/ou la détérioration de la qualité nutritionnelle, de la couleur, de la
saveur, de la texture, mais aussi des effets reconnus nuisibles pour le consommateur et qui
peuvent étre associes a des risques de maladies (Ho et al., 2009 ; Chahardehi et al., 2010).
L’utilisation d’antioxydants synthétiques présenterait des effets secondaires negatifs sur la santé.
Par conséquent, la présence d’agents naturels, en substitution de ces derniers dans 1’alimentation,
est devenue essentielle pour la qualité et la sécurité de ’aliment, et pour la réduction des

dommages oxydatifs résultant du stress oxydant (Gachkar et al., 2007 ; Rasooli et al., 2008).

L'homme utilise depuis I’antiquité diverses ressources trouvées dans son environnement y
compris les plantes médicinales et aromatiques pour la nutrition, traiter et guérir toutes sortes de
maladies. Selon I'Organisation Mondiale de la Santé(OMS), la médecine traditionnelle couvre
les besoins en soins de santé primaire de 80% de la population mondiale (OMS, 2013). Les
plantes sont réparties en 12 familles botaniques importantes en aromathérapie, parmi les plus
connues, il y a les Abiétacées, les Apiacées, les Astéracées, les Cupressacées, les Ericacées, les
Géraniacées, les Lamiacées, les Lauracées...etc (Jean, 2009). Dans ce contexte, nous avons
choisi I'espece Cuminum cyminum L. (communément appelée cumin) qui appartient a la famille
des Apiacées. Elle est cultivée en Inde, en Chine, en Arabie Saoudite et dans les pays riverains
de la Méditerranée (Thippeswamy et al., 2005). Des travaux réalisés par lacobellis et al. (2005),
Hajlaoui et al. (2010), Al-Snafi (2016) et Yahioui et al. (2018), ont montré que le cumin
possédait plusieurs propriétés connues telles que: antimicrobienne, insecticide, analgésique,

antioxydante, anticancéreuse, antidiabétique, hypotenseuse, bronchodilatatrice et immuno-
1



Introduction

logique. Il pourrait donc constituer une ressource naturelle alternative aux antibiotiques et aux

additifs alimentaires antioxydants synthétiques.

Notre travail a pour objectif d’extraire ’huile essentielle de 1’espéce Cuminum cyminum et
d’évaluer son activité antibactérien et antioxydants. Ce travail est scindé en deux parties. La
premiere est une compilation des connaissances bibliographiques, elle-méme, composée de trois
chapitres. Le premier s’intéresse a la description botanique de la plante étudiée, le deuxiéme
présente des généralités sur les huiles essentielles, tandis que le troisiéme, aborde la résistance
bactérienne aux antibiotiques, et l'activité antioxydants. La deuxiéme partie du travail est
expérimentale. Elle est composée de deux chapitres. Le premier illustre le matériel et les
méthodes utilisés, le second présente et discute I’ensemble des résultats obtenus.

Enfin, ce manuscrit est achevé par une conclusion générale qui résumera 1’ensemble des

résultats du travail.
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Chapitre | Cuminum cyminum L.

I- Famille Apiaceae

Cette vaste famille a été classée par Antoine Laurent de Jussieu en 1789 sous le nom
Umbelliferae, puis nommée Apiaceae par John Lindley en 1836 (Boitineau, 2010). Elle est ’une
des plus importantes familles de plantes a fleurs, composée de 300 a 455 genres et de 3000 a
3750 especes, distribués partout dans le monde, et principalement dans les régions tempérées du
nord et les hautes altitudes des régions tropicales (Canter et al., 2005). En Algérie, 55 genres
regroupant 117 especes dont 24 endémiques, sont répertoriés (Quezel et Santa, 1963). Les
Apiacées sont principalement caractérisées par des feuilles non stipulées et disposées d’une
facon alterne, des tiges creuses, des petites fleurs, des inflorescences en ombelle simple ou
composeée, et des fruits ou des graines indéhiscents riches en huiles. Leur nature herbacée
aromatique est trés distincte en raison de la présence des cavités sécretrices constituées de
canaux schizogénes de résine, d’huile ou de mucilage, situées dans les fruits, les tiges, les

feuilles et les racines (Christensen et Brandt, 2006).

La famille des Apiaceae comprend un grand nombre de plantes qui sont utilisées pour
différentes fins, y compris la nutrition, la médecine, les boissons, les épices, les répulsifs, les
colorants, les cosmétiques, les parfums...etc. La plupart des especes constitue une excellente
source d'huiles essentielles, notamment leurs graines, dont la teneur est généralement supérieure
a 50%. Plus de 760 composants chimiques de leurs huiles ont un intérét pharmaceutique élevé
(Bagci, 2007 ; Aé¢imovi¢ et Kostadinovi¢, 2015).

I.1- Cuminum cyminum L.

Le cumin est une petite plante annuelle, originaire du Turkestan d’ou elle fut rapidement
propagée dans I’ensemble des pays méditerranéens jusqu’en Amérique latine (Boullard, 2001).
C’est une épice et plante médicale qui a été largement employée au moyen Age, et aussi trés
populaire dans ’Egypte ancienne, connue pour étre prescrite contre les affections digestives et

respiratoires, ainsi que pour soigner les caries dentaires (Vican, 2001).

I.1.1- Description botanique

Cuminum cyminum est une plante mince, glabre, herbacée et annuelle, pouvant atteindre
une hauteur de 20 jusqu’a 60 cm (figure n°1) (Singh et al., 2017). Ses feuilles sont parfumées,
finement divisées, 1 a 2 palmatiséquées a laniéres longuement filiformes. Involucres et
involucelles a bractées sétacées tres longues. Ses fleurs arrangées par 3 a 5 par ombellules, sont

blanches ou roses et plus courtes que les feuilles (Quezel et santa, 1963 ; Bremness, 2000).
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Ses fruits sont schizocarpes de 4 a 6 mm de long, fusiformes, hérissés de longues soies dressees
cultivées et naturalisées (Quezel et Santa, 1963), d’une couleur jaune clair qui devient plus foncé
au contact de l'air, strié variant du vert au gris-brun (Singh et Goswani, 1996 ; Bremness,

2002), et d’une odeur aromatique, et un goQt épicé et amer (Behera et al., 2004).

Figure n°1 : Parties aériennes de la plante de Cuminum cyminum
(Sahana et al., 2011)

1.1.2- Classification botanique

Selon Quezel et santa (1963), la classification du C. cyminum L. est comme suit :
Reégne : Plantes

Embranchement :Spermaphytes

Classe : Dicotyledones

Ordre : Apiales

Famille : Apiaceae

Genre : Cuminum
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1.1.3-Nomenclature

Anciennement appelé Kermun, serait devenu Kumun, puis cumin dans les langues européennes
(Shivakumar et al., 2010).

Nom scientifique : Cuminum cyminum L.
Nom frangais : Cumin
Nom anglais : Cumin, Roman caraway

Nom vernaculaire : s« Kammoun (Minakshi et al., 2003).

1.1.4- Habitat

Le cumin est une plante de culture hivernale qui pousse jusqu’a 1200 m d’altitude, en climat
tempéré froid mais qui peut résister jusqu’a 46°C a condition d’étre abrité du vent (Gilly, 2005).
Il se développe dans des sols profonds, permeables, fertiles et bien drainés, de nature
sablonneuse de préférence. Ses graines sont cueillies a la fin de 1’été lorsqu’elles sont mires
(Bremness, 2002 ; Minalkshi et al., 2003; Gilly, 2005).

I.1.5- Distribution géographique

Le cumin est la seconde herbe la plus commercialisée dans le monde apres le poivre noir.
Originalement cultive en Iran et dans les régions méditerranéennes, le monde occidental a appris
a le connaitre comme épice d’Iran, le nom cumin vient du mot Kerman ; une ville Iranienne
autour de la laquelle la plante était largement cultivée (Divankara et Muthuswamy, 2013).
Son utilisation remonterait au second millénaire avant J.C en Syrie (Zohary et Hopf, 2000), et
vers sixieme millénaire avant J.C en Egypte antique (Gilly, 2005), ou il a été retrouvé dans les
anciennes pyramides (Attokaran, 2011). Au moyen age, C. cyminum fut rapidement propagé
dans I’ensemble des pays européens en Grece et a Rome, ou il était utilisé comme une sorte de
poivron, puis les explorateurs espagnols et portugais ’ont introduit jusqu’en Amérique latine. A
ce jour, il est largement cultivé en Ouzbékistan, Tadjikistan, Turquie, Maroc, Egypte, Inde,
Syrie, Mexique, et au Chili (Gohari et Saeidnia, 2011 ; Parashar et Jakhar, 2014). L'Inde est
actuellement le fournisseur mondial de semences de cumin. Parmi les 80 000 & 170 000 tonnes
de semences qui y sont cultivées, 10% sont exportées ; les autres principales sources sont la

Syrie, le Pakistan et la Turquie (Rebey et al., 2011 ; Divakara et Muthuswamy, 2013).
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1.1.6- Composition chimique du cumin

Les graines de cumin contiennent environ 15% d’huile fixe (Saiedirad et al., 2008)
constituée essentiellement de triglycérides (55%), d’esters de stérol (25%) et d’acides gras libres
(10%) (Shahnaz et al., 2004). Elles contiennent aussi 2.5 a 4% d’huile essentielle constituée de
monoterpénes (jusqu’a 35%), de sesquiterpenes (3%) et de composes oxygenés (jusqu'a 43%).
Les principaux composés sont-e et B-pinéne ; limonéne, a, B et y-terpinéne, 1’aldéhyde
cuminique, et 1,3-p-menthadien-7-al (Verghese, 1991). D’autres constituants sont également
présents dans le cumin comme la résine (13%), les pentosanes (7%), les tanins, 1’aleurone
(Bellakhdar, 1997), les fibres diététiques (59% dont 48.5% sont insolubles et 10.5% sont
solubles), I’amidon (8.3%), les protéines, la cellulose, les sucres (Behera et al., 2004 ;
Sowbhagya et al., 2007), les flavonoides, les coumarines, les acides phénoliques et les

caroténoides (Vican, 2001 ; Surveswaran et al., 2007 ; Kandlakunta et al., 2008).

1.1.7- Usages
1.1.7.1- Usages thérapeutiques

Les propriétes thérapeutiques attribuées au cumin sont tres variées, parmi lesquelles, on
peut citer: stomachique, diurétique, carminative, stimulante, astringente et antispasmodique
(Dhandapani et al., 2002). Il est employe principalement en médecine vétérinaire pour ses
propriétés carminatives, il est supposé aussi augmenter la lactation et réduire les nausées en cas
de la grossesse (Lavabre et Marcel, 1997 ; Joshi, 2000). En usage externe, il est utilisé en
cataplasme sur la nuque contre les oreillons (Bellakhdar, 1997), il est aussi appliqué dans une
compresse pour soulager le gonflement des seins et des testicules (Jalali-Heravi et al., 2007).
Les phytothérapeutes Indiens prescrivent le cumin contre les insomnies, les coups de froid et
pour abaisser la fievre. Mélangé au jus d’oignon, il forme une pate que ’on applique sur les
pigdres de scorpion (Vican, 2001). Dans la médecine Iranienne ancienne, les fruits de la plante
ont été utilisés pour le traitement du mal de dents et I'épilepsie (Janahmadi et al., 2006). Etant
également toniques et stimulants, ils facilitent la digestion et soulagent la flatulence colique et les

diarrhées (Bremness, 2002).

1.1.7.2-Usages culinaires

Le cumin est une épice indispensable dans presque toutes les préparations culinaires telles
que les potages, les gateaux, le pain, le fromage...etc. Connu pour son effet aromatique spécial,

il est communément utilisé dans les cuisines de 1’Inde, du Pakistan, de 1’Afrique du nord, du
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Moyen-Orient, du Sri Lanka, de Cuba, du nord du Mexique et de la Chine occidentale. Son fruit
est un ingrédient essentiel dans de nombreux mélanges d’épices: baharat arabe, poudre de curry

indienne, pate de curry thailandaise et condiment cajun (Bremness, 2002).
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I1- Huiles essentielles
11.1-Définition

Les huiles essentielles sont des mélanges naturels de métabolites volatils secondaires qui
sont isolés par hydrodistillation ou expression mécanique (Kalemba et Kunicka, 2003).
Selon la norme AFNOR NF T 75-006, une huile essentielle est un « produit obtenu a partir d'une
matiere premiere végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit par des procédés mécaniques a
partir de I'épicarpe des Citrus, soit par distillation seche. L'huile est ensuite séparée de la phase
aqueuse par des procédés physiques n'entrainant pas de changement significatif de sa
composition (AFNOR, 2000).

La Commission de la Pharmacopée Européenne (01-2008 : 2098) a défini les huiles
essentielles comme étant des produits odorants, généralement de composition complexe,
résultant de la distillation de 1’essence végétale. Cette derniére est une sécrétion naturelle faite

par certains organes de plantes aromatiques.

I1.2-Localisation et lieu de synthese

Les huiles essentielles se trouvent généralement chez les végétaux supeérieurs, par
exemple, chez les Lamiaceae, les Astéraceae, les Apiaceae, les Cupressaceae, les Rutaceae, les
Lauraceae et les Myrtaacee (Baser, 2009). Elles peuvent étre stockées dans plusieurs tissus
sécreteurs présents dans tous les organes de la plante: les fleurs (bergamotier), les feuilles
(menthepoivrée), les écorces(Ceylancanner), le bois (santal), les racines (angélique), les rhizomes
(gingembre), les fruits (badiane) ou encore les grains (muscade) (Bakkali et al., 2008 ;
Chouitah, 2012).

Elles sont synthétisées par des glandes sécrétoires que l'on trouve dans presque toutes les
parties de la plante. Comme la plupart des produits chimiques lipophiles, elles sont stockées dans
le cytoplasme de certaines cellules ou rassemblées sous forme de petites gouttelettes. Elles
s’accumulent par la suite dans des structures histologiquement spécialisées dont les cellules
sécreétrices isolées dites cellules a huiles essentielles, les poils sécréteurs, les poches sécrétrices,
et les canaux sécréteurs. Il est a noter que les organes d'une méme espéce peuvent produire des
huiles essentielles de compositions différentes selon leur localisation dans la plante (Svoboda,
2000; Carson et Hammer, 2011).
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11.3-Propriétés physico-chimiques

Les huiles essentielles sont volatiles, inflammables, trés odorantes, de nature liquides a
température ambiante. Elles sont incolores ou de couleur jaune pale, a l'exception de I’huile
essentielle d'azulene qui est bleue, de la cannelle qui est rougeétre, et de 1’absinthe qui est verte.
Leur densité est généralement inférieure & 1 sauf pour les huiles essentielles de cannelle
(Cinnamomum zeylanicum), de giroflier (Syzygium aromaticum) et de sassafras (Sassafras
albidum). Ce sont des composés solubles dans les alcools, les huiles fixes et la majorité des
solvants organiques, mais peu solubles dans I'eau. Leur indice de réfraction est éleve et ont donc

des propriétés rotatoires (Baser et Buchbauer, 2010).

Les huiles essentielles peuvent avoir un toucher gras ou graisseux mais ne proviennent pas
d’un corps gras. Elles peuvent revenir a I’état de vapeur sans laisser de traces, ce qui n'est pas le
cas des huiles fixes (olive, tournesol...etc.), qui ne sont pas volatiles et laissent une trace
herbacée persistante sur le papier (Bernad et, 2000).

Elles présentent certains inconvenients comme le fait d’étre altérables et trés sensibles a
l'oxydation, d’avoir tendance a polymériser et a générer des produits cassants, et d’avoir une
durée de conservation limitée (Bruneton, 1993). Elles sont attirées par la vapeur d’eau et se
retrouvent dans le protoplasme sous forme d’une émulsion plus ou moins stable qui a tendance a

s'agglutiner en grosses gouttelettes (Martini et Seiller, 1999).

11.4- Rble physiologique

Le r6le des huiles essentielles dans la plante n'est pas bien défini, cependant il a été
rapporté que de par leur odeur, elles interviennent dans la pollinisation, et servent de forme de
défense contre les prédateurs tels que les microorganismes, les champignons, les insectes...etc.
Et ce, par la modulation de leurs comportements trophiques vis-a-vis des plantes (Dorosso
Sonate, 2002 ; Kaloustian et Hadji 2012).

Elles sont considérées comme des modérateurs des réactions d'oxydation intramoléculaire
qui protégent la plante contre les agents atmosphériques. Elles peuvent étre utilisées comme
source d'énergie lorsque I’activit¢ de photosynthese n’est pas suffisante; résultant d’une
diminution de l'assimilation de la chlorophylle par la plante (Bakkali et al., 2008). De plus, elles
peuvent étre impliquées dans la régulation de la température et de la transpiration diurne en
absorbant les rayons UV avec leurs constituants insaturés (Croteau, 1986), et constituent, par
ailleurs, un moyen de compétition pour les ressources environnementales en inhibant la

germination des graines d’autres especes végétales ou en limitant la croissance des espéces
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voisines (Fischer et al., 1994).

11.5-Composition chimique

La composition chimique des huiles essentielles révéle qu'elles sont composées de
mélanges complexes et d’une variété de constituants qui appartiennent exclusivement a deux
groupes, ayant chacun des origines biogénétiques distinctes, a savoir, les terpénoides et les
composés aromatiques dérivés du phénylpropane (Gildo, 2006). Les huiles essentielles peuvent
également contenir divers produits résultant du processus de dégradation, y compris des
constituants non volatils (Bruneton, 1999).

11.5.1-Terpénes

Les composés terpéniques sont couramment présents dans les huiles essentielles, ce sont
des hydrocarbures naturels a structure cyclique ou ouverte. La présence d'une unité isoprénique a
cing atomes de carbone dans leur squelette caractérise leur structure (CsHs) (figure n°2) (Baser
et Buchbauer, 2010; Fillatre, 2011). On distingue ainsi selon le nombre de carbone constituant
les molécules de ce groupe: les hémiterpenes (1 unité: Cs), les monoterpénes (2 unités: Cio), les
sesquiterpénes (3 unités:Cis), les diterpénes (4 unités: Cyo), les sesterpénes (5 unités: Czs), les
triterpenes (6 unités:Cso), les tétraterpenes (8 unités: Cao) et les polyisoprénes (n unités: Csy). Les
terpenes les plus rencontrés dans les huiles essentielles sont les terpénes les plus volatils ; dont la
masse moléculaire n’est pas trop élevée tels que les monoterpenes (Cio) et les sesquiterpenes
(C15) (Couic-Marinier et Lobstein, 2013), les Cio a eux seuls, sont les constituants d’environ
90% des huiles essentielles (Bakkali et al., 2008).

/

Figure n°2 : Formule de ’isoprene (Fillatre, 2011)

Les terpenes peuvent comprendre des dérivés oxygénés appelés terpénoides, leurs structures
sont caractérisées par le nombre d’atomes de carbone présents, le caractere saturé ou insaturé des

liaisons, la configuration spatiale (forme de canapé, bateau...etc.) et la nature du groupement
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fonctionnel. Ils sont composés de nombreuses fonctions (Bakkali et al., 2008) :

e Phénol: C6H5-OH (thymol) ;

e Alcool: R-OH (menthol);

e Aldéhyde : R-COH (citronellal);

e Cétone : R1-CO-R2 (carvone);

e Ester: R1-COO-R: (acetatedelinalyle);

e Ether : R1-O-R2 (eucalyptol);

e Péroxide:R;1-O-0O-R; (ascaridol) (figure n°® 03).

8 CHy |
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N.n: )\ /:\

CH HC™ CHy
¢-pinene Teapmene Oamene Thymol Menthol
| e ) & U
& | O K -~
VAN, I A
Citronellal Carvone Acetate delnalyle Eucalyptol Ascandole

Figure n°3 : Représentation des structures des terpénes et des terpénoides
(Fillatre, 2011).

11.5.2-Composés aromatiques

Les composés aromatiques des huiles essentielles sont principalement des dérivés du
phénylpropane Ce-Cs. lls sont beaucoup moins courants que les terpenes, et peuvent comprendre des
phénols (chavicol, eugénol), des aldehydes (cinnamaldéhyde), des alcools (alcoolcinnamique), des
dérivés méthoxy (anéthol,estragol) ou de méthyléne dioxy (myristicine,safrole) (figure n° 04)
(Bakkali et al.,2008).
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Figure n°4 : Structures des quelques composés aromatiques (Fillatre, 2011).

Des composes de structure Ce-C1 peuvent aussi étre rencontrés comme la vanilline qui est
assez fréquente et lanthranilate de méthyle,ainsi que des lactones dérivées des acides

cinnamiques comme les coumarines (figure n° 05) (Bruneton,1999).
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Figure n°5 : Exemples de composés aromatiques de structure Cs-C1 (Bruneton, 1999)

11.5.3-Composeés d'origines diverses

Il existe un nombre non négligeable de produits résultant de la transformation de molécules
non volatiles, et plus précisément, de la dégradation des terpenes non volatils (de I’auto-
oxydation des carotenes, par exemple), ou encore, de la dégradation des acides gras comme
lesacides linoléique et oa-linolénique en 3-cis hexanol, deécanal ou B-ionone(figure n° 06)
(Bruneton, 1999).

12
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Figure n°6 : Exemple de structures de composés issus de la dégradation
d'acides gras ou de terpénes (Bruneton, 1999)

Les huiles essentielles peuvent contenir divers composes aliphatiques, généralement de
faible masse moléculaire, entrainables lors de I'hydrodistillation, pouvant étre azotés ou soufrés
tels que les alcools (géraniol, a-bisabolol), les cétones (menthone, B-vétivone), les aldéhydes
(citronellal, sinensal), les esters (acétate d'a-terpinyle, acétate de cédryle), les phénols
(thymol)...etc (Minker, 2013).

11.5.4-Notion de chémotype

Le terme « chémotype » (chimiotype ou race chimique) est fondamental en aroma-thérapie,
il décrit un « groupe chimiqguement defini au sein d'une population d’individus
morphologiquement indiscernables » (Keefover et al., 2009). Cela signifie que des individus
d’une méme espece botanique, avec le méme genre et le méme phénotype, peuvent avoir des
différences significatives dans leur composition chimique. L'exemple le plus notable est celui du
thym sauvage Thymus vulgaris dont six chémotypes distincts lui sont reconnus. Ces différences
se trouvent au niveau de la nature du monoterpeéne majeur de I’huile essentielle, qui peut étre soit
le géraniol, 1'a-terpinéol, le thuyanol-4, le linalool, le carvacrol ou le thymol (Thompson et al.,
2003).

I1.6-Facteurs influencant la composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont variables aussi bien au niveau de la composition chimique
qu’au niveau du rendement ; ce qui permet a leurs activités biologiques d’étre tres différentes
(Bruneton, 1999; Benini, 2007). Cette variabilité est due a I’influence de divers facteurs
intrinséques et extrinseques. Les premiers sont liés a la plante tels que le stade végétatif, I'organe

végétal, les hybridations, les mutations et le polymorphisme chimique (chémotype) (Garnéro,
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1991 ; Chowdhury et al., 2009 ; Aprotosoaie et al., 2010). Les seconds facteurs sont liés aux
conditions de croissance et de développement de la plante (Morin et Richard, 1985).1l s'agit
plus précisément de facteurs climatiques (température, humidité relative, vitesse du vent,
ensoleillement...etc), de facteurs édaphiques (les propriétés physiques du sol (porosité, rétention
d'eau...), ainsi que sa nature (argile, sable...), et sa composition (teneur enazote, silice...)
(Guignard, 1983), de pratiques culturelles telles que les traitements phytosanitaires, l'utilisation
d'engrais et les pratiques de récolte, la date des émis, la date de récolte (Benini, 2007;

Aprotosoaie et al.,2010), ou encore de méthodes d’extraction employées (Lucches, 2005).

11.7- Domaines d’application

11.7.1-Parfumerie et cosmétologie

En raison de leurs propriétés odoriferantes, les huiles essentielles sont employeées dans les
industries de la parfumerie et de la cosmétique. D'implorants tonnages d’essences (60%) sont
consommeés en parfumerie ; en particulier celles de la rose, du jasmin, de la violette et de la
verveine. En cosmétologie, les huiles sont utilisées pour parfumer les dentifrices, les

shampoings, les cremes, les savons...ctc (Seu-Sabeno et Blakeway, 1984).

Les huiles essentielles ne sont pas seulement utilisees dans les préparations cosmétiques
comme ingrédients actifs, mais aussi comme substances auxiliaires, toujours dans une optique de
substitution aux produits chimiques, en particulier les conservateurs, grace a leurs propriétes
antimicrobiennes qui permettent d’augmenter la durée de conservation des produits (Fernandez

et Chemat, 2012).

I1.7-2-Santé : pharmacie et aromathérapie

Les huiles essentielles constituent le support d'une pratique de soins particuliere appelée
aromathérapie. Cette derniere est un type de médecine alternative dans laquelle les huiles jouent
un réle important car elles ont de nombreux effets curatifs contre différentes maladies telles que
ostéoporose, rhumatismale....etc. En conséquence, les huiles sont de plus en plus utilisées dans
diverses spécialités médicales, notamment: I’acupuncture, la masso-kinésithérapie, I'ostéopathie,

la podologie, la rhumatologie ainsi que dans l'esthétique (sallé, 1991).

Elles présentent également un grand intérét en pharmacie, elles s'utilisent sous la forme de
préparations galéniques, et dans la préparation d'infusion (verveine, thym, menthe, mélisse,
fleurs d'orange...etc.) (Sallé, 1991). Plus de 40% de médicaments sont a base de composants

actifs de plantes, c’est le cas par exemple de gastralgie qui est un digestif antiacide qui se
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compose d’huile essentielles de carvi. Les huiles sont majoritairement destinées a 1’aromatisation
des formes médicamenteuses administrées par voie orale (Bruneton, 1999) mais aussi, a
I’antisepsie dans le milieu hospitalier (Edris, 2007). De nombreuses crémes, pommades et gels a
base d’huiles essentielles, peuvent étre appliqués localement pour soulager les entorses, les
courbatures, ou les claguages musculaires en augmentant la microcirculation, provoquant une

sensation de chaleur, et dans certains cas, une legere anesthésie locale (Bruneton, 1993).

11.7.3-Agro-alimentaire

Les huiles essentielles sont employées comme agents ardmatisants dans divers secteurs
agro-alimentaires: alcools, boissons non alcoolisées, confiserie, produits laitiers, produits carnés,
sauces, condiments, produits de boulangerie et nutrition animale (Bruneton, 1999). Leurs
propriétés antimicrobiennes et antixoydantes leur permettent d’agir également comme des
conservateurs alimentaires (Tiwari et al., 2009), a cet effet, I'Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) les recommande largement comme additifs de substitution aux produits synthétiques
(Burt, 2004). D’autant plus qu’elles sont pour la plupart classées GRAS (Generally Recognized
As Safe), ou “généralement reconnus comme sains” La Food and Drug Administration (FDA)
les a d’ailleurs approuvé comme additifs alimentaires. Par conséquent, elles ne nécessitent pas de
licence pour étre utilisées dans les aliments, bien que des recherches préliminaires soient

nécessaires pour mieux comprendre leur activité antimicrobienne (Caillet et Lacroix, 2007).

11.7.4-Agriculture

L utilisation des huiles essentielles dans l'agriculture en est encore a ses débuts, mais elle
est destinée a se développer. En effet, le contexte reglementaire actuel incite fortement a
développer des produits phytosanitaires d’origine naturelle comme alternative aux moyens de
lutte chimique. Des tests d'huiles essentielles sont d’ailleurs effectués sur différentes cibles:
insectes, champignons, bactéries, mauvaises herbes et semences. L’huile essentielle de clou de
girofle (Syzygium aromaticum L.) est par exemple utilisée pour lutter contre des maladies de
conservation des pommes et des poires. La menthe verte (Mentha spicata L.) est proposée pour
inhiber la germination des pommes de terre. L’orange douce (Citrus sinensis L.) est utilisée
contre de nombreuses maladies infectieuses et insectes (mildiou, oidium, rouille blanche,
cicadelles, aleurodes...etc) (Furet et al, 2013 ; Chavassieux, 2014). En outre, une étude récente
et tres intéressante menée sur I'huile essentielle du lin combinée a trois autres huiles essentielles,
pour développer une nouvelle formulation efficace contre les criquets (probléme majeur pour les

cultures agricoles), a montré en 24h, apres une seule pulvérisation, que les huiles avaient

15



Chapitre 11 Généralités sur les huiles essentielles

provoqué un taux de mortalité moyen de 80 % et 100 % des criquets pelerins et migrateurs,
respectivement (Ali Saad Abdelatti et Hartbauer, 2019).

Les huiles essentielles sont une source trés prometteuses mais pour qu’elles soient appliquées en
agriculture biologique, elles doivent étre inscrites sur une liste dite « positive » de produits
autorisés (Furet et al., 2013 ; Chavassieux, 2014).

11.8-Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Plusieurs méthodes sont connues pour extraire les essences aromatiques des végétaux
(Sallé, 2004), elles sont basées sur la distillation, I'expression, la solubilité et la volatilité (Luque
de Castro et al., 1999). Le choix de la meilleure méthode est déterminé par la nature de la
matiere végétale a traiter, les propriétés physico-chimiques de I'essence a extraire, l'usage de
I'extrait, la capacité a minimiser les colts ainsi que la sensibilité de certains constituants de

I'huile essentielle aux hautes températures (Richard et Etievant, 1997; Hellal, 2011).

11.8.1-Distillation

La distillation reste la méthode la plus ancienne et la plus prisée du fait qu'elle est facile a
mettre en ceuvre (Bruneton, 1999), elle est utilisée pour les écorces, bois et racines. Ce principe
est utilisé dans trois procédés différents: 1’hydrodistillation, 1'entrainement a la vapeur d'eau et
I'nydrodiffusion (Piochon, 2008).

11.8.1.1-Hydrodistillation

C'est la technique la plus simple et la plus répandue. Elle consiste a immerger la matiere
premiére directement dans l'eau, puis I’ensemble est porté a ébullition. L’opération est
généralement réalisée sous pression atmospheérique. Un systéeme de réfrigération par courant
d’eau condense les vapeurs formées. Plusieurs phénomeénes se produisent lors de la distillation
des huiles essentielles, basés sur des échanges de matiere entre les phases solide, liquide et
vapeur, entrainant I’influence d’un grand nombre de parametres sur la qualité et le rendement de

ces essences végetales (Lucchesi, 2005) (figure n° 07).
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1- Chauffe ballon ; 2- Ballon ; 3- Thermometre ; 4- Réfrigérant ; 5- Entrée et sortie d’eau ;
6-Erlenmeyer;7-Matiére aextrairel’essence;8-Couche d’huile essentielle.

Figure n°7: Schéma du principe de la technique d’hydrodistillation (Lucchesi, 2005).

11.8.1.2-Entrainement a la vapeur d’eau

Ce procédé est réalisé dans une cuve en métal inerte, comme le cuivre ou l'inox, avec un
tamis au fond pour empécher les plantes d'entrer en contact direct avec I'eau. La vapeur produite
traverse la plante et se charge de microgouttelettes d'huile essentielle. Elle est ensuite refroidie
dans un serpentin par un circuit d’eau froide et revient ainsi a I’état liquide, recueillie dans un
vase essentiel ou un florentin. L huile essentielle étant hydrophobe et souvent moins dense que
I’eau, remonte a la surface dans la majorité des cas et est récupérée (figure n° 08) (Baudoux et

al., 2012).
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Figuren©8: Montage d’entrainement a la vapeur d’eau (Lemesle, 2012).

11.8.1.3-Hydrodiffusion

L’hydrodiffusion est utilisée par certains producteurs, le principe de I’extraction consiste a

forcer la vapeur d'eau a s'écouler du haut vers le bas a basse pression (0.02-0.15 bar) a travers la

masse végétale (figure n° 09). Cette méthode présente de nombreux avantages, notamment la

sécurité de I’emploi grace a une machine télécommandée, une amélioration de la qualité et de la

quantité d’huile récoltée, des gains de temps et des économies de vapeur d'eau et d'énergie (Muselli

et al., 1997).
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Figuren©9: Schéma du principe de la technique d’hydrodiffusion (Lucchesi, 2005).

11.8.1.4-Extraction a froid

La methode d’expression a froid est 1'une des meilleures pour extraire les huiles
essentielles. Elle garantit 1’obtention de huiles pures a 100% tout en conservant les propriétés de
la plante car il s'agit d'une approche d’extraction mécanique qui réduit et minimise la chaleur
tout au long du processus (Rassem et al., 2016). Elle est surtout appliquée aux agrumes afin
d’extraire les huiles essentielles contenues dans leurs écorces (Lahlou, 2004). La technique
traditionnelle consiste a effectuer une opération abrasive sur la surface du fruit alors qu'il est
immergé dans l'eau. Apres 1’élimination des déchets solides, la centrifugation est utilisée pour
séparer I’huile essenticlle de la phase aqueuse. D'autres dispositifs utilisent la pression pour
déchirer les sachets et collecter directement 1’huile essentielle, évitant la dégradation causée par

I’action de l'eau (Bruneto, 1993).

11.8.1.5-Extraction par solvants organiques

Le principe de cette technique est de faire macérer la plante dans un solvant organique tel
que I’hexane, le cyclohexane, 1’éthanol, le dichlorométhane et l'acétone (Kim et Lee, 2002 ;
Hernandez-Ochoa, 2005). Chaque solvant n'a pas la méme affinité vis-a-vis des constituants
d’une huile essentielle; le pourcentage de récupération de chaque composé¢ du mélange et la
qualité de I'extrait aromatique obtenu seront donc variables et fonction du type de solvant utilisé
(Richadr et Etievant, 1997). Ces solvants ont un pouvoir d'extraction plus élevé que l'eau si
bien que les extraits ne contiennent pas uniquement des composés volatils mais également bon

nombre de composés non volatils tels que des cires, des pigments, des acides gras et bien d'autres
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(Richard, 1992; Robert, 2000). L’¢limination de ces composés indésirables est possible avec un
lavage a I’éthanol. Le produit obtenu apres distillation de I'alcool est appelé « absolu »
(Hernandez-Ochoa, 2005 ; Proust, 2006). Cette méthode d’extraction est assez coliteuse étant
donné qu’elle nécessite une purification supplémentaire pour éliminer ce qui est indésirable

(Bruneton, 1993).

11.8.1.6-Enfleurage

L'enfleurage est une compétence difficile a maitriser, elle date de I’antiquité égyptienne
étre pose sur les fortes affinités des molécules odorantes avec les grains. Elle est avant tout
réservée aux organes délicats comme les fleurs. Celles-ci sont disposees sur des plaques de verre
recouvertes d’une fine couche de graisse, puis sont posées sur des chassis en bois. Les composés
volatils se diffusent et sont absorbés par la couche de graisse. Apres cela, les grains sont trempés
dans de l'alcool. Cette procédure a tendance a s'estomper car elle nécessite beaucoup de travail
(Handa et al., 2008).

11.8.1.7-Extraction assistée par micro-ondes

Ce procédé dextraction par micro-ondes ou VMHD (Vacuum Microwave Hydro-
distillation) consiste a placer le matériel végetal dans un enceinte fermée et chauffee par les
micro-ondes ou la pression est réduite séquentiellement. Les molécules volatiles sont entrainées
par la vapeur d’eau formée a partir de I’eau contenue dans le végétal. La vapeur est ensuite
récupérée et traitée de la méme fagon que dans les méthodes traditionnelles (figure n° 10)

(Pourmortazavi et Hajimirsadeghi, 2007; Piochon, 2008).

Cette méthode d'extraction ne nécessite pas I’utilisation de solvants chimiques, elle présente

beaucoup d’avantages, notamment : technologie verte (beaucoup moins polluant qu'un chauffage

traditionnel au feu de bois), gain de temps (temps d'extraction divisé par 5 a 10) et économie

d'énergie considérable (température plus basse), investissement initial réduit et dégradations

thermiques et hydrolytiques minimisées (Mengal et al., 1993; Lucchesi et al., 2004; Lucchesi,

2005).
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Figure n°10: Schéma du principe de la technique d’extraction assistée
par micro-ondes (Lucchesi et al., 2004).

11.8.1.8-Extraction par fluide a I’état supercritique

Cette methode permet de récupérer des composés thermosensibles a haute valeur ajoutée.
Les qualités dissolvantes des fluides supercritiques sont plus ou moins sélectives selon la
température, la pression et la composition des solutions. Le dioxyde de carbone est le fluide le
plus couramment utilisé en raison de ses avantages: parameétres critiques (P =73.8 bars, T =
31.1°C), produit naturel, chimiquement inerte, inflammable, atoxique, facile a éliminer
complétement disponible, peu colteux, sélectif...etc. Il se trouve dans un état intermédiaire entre
le liquide et le gaz lui conférant un important pouvoir d’extraction des molécules aromatiques
(figure n° 11) (Bruneton, 1993). Lorsqu’il est conditionné a la température et a la pression
souhaitée, il traverse la matiére végétale en extrayant et en volatilisant les molécules
aromatiques. Le mélange passe ensuite a travers un séparateur ou le CO2 se dilate et s‘évapore,

L’extrait est quant a lui, condense et récupéré (Fernandez et Chemat, 2012).

L'avantage de cette méthode est que le solvant peut étre éliminé et recyclé par simple
compression et détente (Pourmortazavi et Hajimirsadeghi, 2007). L'inconvénient réside dans
la complexité des installations, ce qui les rend colteuses et donc inaccessibles aux petits
producteurs, d'autant plus que leur mise en ccuvre nécessite une bonne maitrise technique
(Fernandez et Chemat, 2012).
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Figure n°11: Schéma du principe de la technique d’extraction par le CO>

supercritique (Pourmortazavi et Hajimirsadeghi, 2007).

11.9-Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des substances puissantes et trés actives (Degryse et al., 2008).
Elles représentent une source inépuisable de remedes naturels, cependant, il est crucial de
souligner qu'une automédication fréquente et abusive, notamment en termes de dosage et de
forme d’application (interne ou externe) par les essences, est nocive (Bruneton, 1999). Les
personnes particulierement sensibles sont les enfants, les femmes enceintes et allaitantes, les plus

agées et les allergiques (Degryse et al., 2008).

L’accumulation d’essences dans le corps causée par des doses répétées peut provoquer des
nausées, des céphalées et d'autres symptomes. L’ingestion de plus de 10 ml d’huile essentielle
est neurotoxique et épileptogéne car elle inhibe I’apport d’oxygeéne aux tissus cerébraux
(Baudoux, 1997). En raison de leur capacité a irriter la peau, certaines huiles essentielles sont
dangereuses lorsqu'elles sont appliquees sur celle-ci (les huiles riches en thymol ou en
carvacrol), allergénes (huiles riches en cinnamaldéhyde) (Smith et al., 2000) ou photo-toxiques
(huiles de Citrus contenant des furocoumarines) (Naganuma et al., 1985). Parmi les composés
des huiles ayant un effet neurotoxiques, il y a les cétones comme 1’a-thujone (Franchomme et
Pénoel, 1990). Certaines molécules sont capables d’induire la formation de cancers, c’est le cas
des dérivés d’allybenzénes ou de propénylbenzénes comme le safrole (Sassafras), 1’estragole

(Artemisia dracunculus), lap-asarone (Acoruscalamus) et le méthyleugénol (Guba, 2001).
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En regle générale, les huiles essentielles ont une toxicité aigué faible ou trés faible par voie
orale: une DLso comprise entre 2 et 5 g/Kg pour la majorité des huiles couramment utilisées
(anis, eucalyptus, girofle...etc.), ou le plus fréquemment supérieure a 5 g/Kg (camomille,
citronnelle, lavande, marjolaine, vétiver,...etc). D’autre ont une DLso inférieure a 1 g/Kg, c’est
le cas de I’huile essentielle de boldo (0.13 g/Kg), de moutarde (0.34g/Kg), d’origan et de la
sarriette (1.37 g/Kg), du basilic, de I’estragon et de I’hysope (1.5 ml/Kg). La toxicité chronique
est quant a elle, assez mal connue (Bruneton, 1999), reste a savoir si dans leur emploi externe,

les risques de toxicité sont fortement réduits (Bernadet, 2000).
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I11.1-Activité antibactérienne
I11.1.1-Antibiotiques

Les antibiotiques au sens strict sont des substances antibactériennes d'origine biologique
c'est-a-dire produites par des micro-organismes (champignons et/ou bactéries), ils comprennent
également des dérivés semi-synthétiques et des produits entierement synthétiques capables
d'inhiber la reproduction microbienne ou de détruire des micro-organismes. Ils peuvent étre
classés en fonction de leur origine, de leur composition chimique, de leur mécanisme d’action et

de leur spectre d'action (Yala et al., 2001).

Les principales cibles des antibiotiques sont :
« La paroi bactérienne (béta-lactamines, glycopeptides) ;
« Lasynthese d’ADN (quinolones, nitroimidazoles) ;
« Lasynthese protéique (macrolides, aminoglycosides, cyclines) ;
« L’inhibition compétitive (sulfaméthoxazole et triméthoprime) (Gras et Choutet, 2010).

La plupart d'entre eux exercent leurs effets antibactériens sur la paroi cellulaire bactérienne
et la synthése des proteines. Certains autres comme les rifamycines peuvent inhiber la synthése
d'’ARN (Singh, 2012).Malgré leurs nombreux avantages, les antibiotiques ont montré aussi
certains inconvénients et limites dans leur utilisation : effets secondaires, toxicité des molécules
antimicrobiennes pour l'organe traité, et difficultés rencontrées dans le traitement des maladies
nécessitant la destruction des bactéries pathogenes indépendamment des défenses du patient
(Siegenthaler et Luthy, 1978).

I11.1.2-Résistance bactérienne aux antibiotiques

Une souche bactérienne est dite résistante a un antibiotique, lorsqu’elle se cultive en
présence d’une concentration plus élevée en antibiotique comparativement a d’autres souches qui
lui sont phylogénétiquement liees (Muylaert et Mainil, 2013). lls existent deux types de

résistances: la résistance naturelle ou intrinseque et la résistance acquise :

111.1.2.1. Résistance naturelle ou intrinseque

On parle de résistance naturelle lorsque toutes les souches d’une méme espéce bactérienne,
sont résistantes a un antibiotiqgue de maniere innée. Celle-ci est stable et transmissible a la
descendance (elle a pour support genétique le chromosome bactérien) mais elle n’est pas ou peu
transmissible par mode horizontal (d’une bactérie a une autre au sein d’'une méme espéce ou

entre especes différentes) (lozmiewski et Rabaud, 2010). Elle repose en général sur
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I’inaccessibilité de ’antibiotique a la cible due a des particularités structurales que peut présenter
I’espece bactérienne visée, ou a I’absence de la cible au sein de I’espéce. Ce deuxieéme cas est
rencontré par exemple chez les bactéries du genre Mycoplasma. Ces dernieres sont dépourvues
de paroi et donc de son composant principal, le peptidoglycane, ce qui leur conféere une
résistance aux béta-lactames, dont le mode d’action consiste a inhiber la synthése de celui-ci
(Normak et Normak, 2002). La résistance intrinseque peut aussi résulter de la présence
d’enzymes naturelles chez certaines bactéries capables de détruire des antibiotiques, c’est le cas
de certaines entérobactéries comme Klebsiella spp., Enterobacter spp., Escherichia spp.,
Serratia spp...etc, qui produisent naturellement des béta-lactamases (Livermore, 1995 ;
Mehrotra et al., 2003).

111.1.2.2. Résistance acquise

Contrairement a la résistance naturelle, la resistance acquise survient lorsque seules
quelques souches d’une méme espéce, normalement sensibles a un antibiotique deviennent
résistantes. Elle est due soit a un changement ou mutation des génes de la bactérie (Wang et al.,
2003 ; Cheumg et al., 2005), soit a I’acquisition de génes de résistance étrangers par le biais de
plasmides (conjugaison), de bactériophages (transduction) ou de transposons (transformation)
(Libert et al., 2000 ; Steinmon et al., 2002).

Cette résistance a provoqué 1’émergence de bactéries pathogénes et résistantes a un ou
plusieurs antibiotiques (BMR : bactéries multi-résistantes). La fréquence de leur apparition est
d’ailleurs en augmentation (Arias et Murray, 2012; Coates, 2012). Ces bactéries sont
responsables de 20 a 30% des d’infections nosocomiales (CCLIN, 2022; Le Loir et Gantier,
2009). Elles incluent aussi bien les Gram positives dont Staphylococcus aureus résistante a la
méthicilline (SARM), et les entérocoques résistantes a la vancomycine (ERV), que les Gram
négatives comme les membres de la famille Enterobacteriaceae BLSE (beta lactamases a spectre
élargi), Pseudomonas aeruginosa et Mycobacterium (Medeiros, 1997 ; Sajdudda et al., 1998).
La résistance acquise est est due a [l’utilisation accrue et répétée des antibiotiques,
I'administration de doses sous-optimales, ou encore a une durée de traitement insuffisante
(WHO, 2002).

111.1.3-Effet antibactérien des huiles essentielles

La premiere mise en évidence de 1’action des huiles essentielles contre les bactéries a été
réalisée en 1881 par Delacroix (Boyle, 1995). Depuis lors, un grand nombre d’entre-elles été

étiquetées comme antibactériennes (Burt, 2004).Leur activité peut varier d’une huile essentielle
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a une autre, et d’une souche bactérienne a une autre (Kalemba et Kunicka, 2003). Leur spectre
d’actionest large, autrement dit, elles agissent sur un large éventail de bactéries incluant aussi
bienles bactéries Gram positives, que les bactéries Gram négatives. La structure de la paroi
cellulaire de ces derniéres les rend toutefois moins sensibles a I’action des huiles essentielles
comparées aux bactéries Gram positives (Raut et Karuppayil, 2014). Quelques exceptions
peuvent étre cependant rencontrées, a titre d’exemple, chez Aeromonas hydrophila et
Campylobacter jejuni qui ont été rapportées comme étant des bactéries Gram négatives
particulierement sensibles aux effets des huiles essentielles (Wan et al., 1998 ; Wannissorn et
al., 2005).

De nombreuses études ont démontré que certaines huiles essentielles étaient capables
d’inhiber la croissance de bactéries résistantes voire multirésistantes aux antibiotiques. C’est le
cas des huiles d’agrumes, de lavande, de menthe, de genévrier, de I’arbre a thé, de thym et
d’eucalyptus. En effet, celles-ci se sont révélées étre particulierement efficaces contre les
staphylocoques dorés résistants a la méthicilline (SARM), les B-Lactamases a spectre élargi
(BLSE) et les entérocoques résistants a la vancomycine (ERV) (Tohidpour et al., 2010 ;
Warnke et al., 2013).

L'activité antibactérienne d'une huile essentielle est liée a sa composition chimique, aux
groupes fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, composés terpéniques et
cétoniques) et a leurs effets synergiques (Dorman et Deans, 2000; Ultree et al., 2002).
Les composés chimiques de plus grande efficacité et a plus large spectre sont les phénols
(thymol, carvacrol et eugénol), les alcools (a-terpinéol, terpinéne-4-ol et linalol), les aldéhydes,

les cétones et plus rarement les terpenes (Cosentino et al., 1999; Dorman et Deans, 2000).

111.1.3.1-Mode d’action

Le mécanisme d’action des huiles essentielles sur les cellules bactériennes n'est pas
clairement élucidé (Kalemba et Kunicka, 2003 ; Burt, 2004), il dépend principalement du type
et des caractéristiques des composants actifs des huiles, en particulier de leurs propriétés
hydrophobes, présentes notamment dans les terpénes, qui leur permettent de pénétrer la double
couche phospholipidique de la membrane cellulaire bactérienne, ce qui peut induire des
changements de conformation membranaire, conduisant le plus souvent a son altération et a sa
solubilisation mais aussi, a une perturbation chimio-osmotique et une fuite des ions potassium
(figure n° 12) (Cox et al., 2000 ; Tepe et al., 2005 ; Souza et al., 2006).
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Figure n°12 : Action des huiles essentielles et de leurs constituants sur la cellule
bactérienne (Burt, 2004).

Les terpénes peuvent également agir au niveau du matériel génétique bactérien, c’est du
diterpene qui est capable de couper 'ADN au niveau des guanines precédant le site de clivage de
I'ADN, entrainant une distorsion de la double hélice de l'acide nucléique (Slamenova et al.,
2004). D’autres composants comme les alcools sont réputés pour leur effet bactéricide tres
marqué. Les terpenes-alcools peuvent agir comme solvant ou comme agent déshydratant sur la
protéine, provoquant leur dénaturation. Les aldéhydes, en particulier le formaldéhyde et le
glutaraldéhyde, ont un fort effet antibactérien. Les aldéhydes conjugués a une double liaison
carbonique produisent un arrangement électronégatif tres fort, ce qui pourrait expliquer leur
activité. Ces composants éelectronégatifs interferent avec les processus biologiques impliquant le
transfert d’¢lectrons et réagissent avec les composants contenant de I'azote tels que les protéines
et les acides nucléiques, provoquant ainsi I’inhibition de la croissance bactérienne (Dorman et

Deans, 2000 ; Holley et Patel, 2005).

111.1.4-Effet antibactérien de I’huile essentielle de Cuminum cyminum L.

Plusieurs études ont montré que I'huile essentielle des graines de cumin possédait une forte
activité antibactérienne. En effet, elle est efficace contre diverses especes aussi bien, les bactéries
Gram positives telles que les especes Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus,

Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Micrococcus luteus, que les bactéries Gram négatives comme
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Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Enterococcus feacalis, Pseudomonas aeruginosa et

Salmonella typhimurium (Johri, 2011).

I11.2-Activité antioxydante
I11.2.1-Stress oxydatif

Dans nos tissus sains, un équilibre entre oxydants et antioxydants est assuré grace a une
défense antioxydante qui maintient les radicaux libres produits & un niveau stable. Cependant
certaines situations ou il y a une surproduction de radicaux (tabac, alcool, pollution...etc.) ou une
diminution de la capacité antioxydante (carence en micronutriments antioxydants, inactivation
enzymatique), un déséquilibre entre la production des radicaux libres et le systéme de défense est
a I’origine d’un état redox altéré de la cellule appelé stress oxydatif (Sohal et al., 2002).

Les conséquences biologiques du stress oxydatif sont trés diverses selon la dose et le type

de cellule. Un stress léger favorise la prolifération cellulaire et l'expression des protéines
d'adhésion, un stress modéré favorise I'apoptose, un stress sévere provoque une nécrose, alors
gu'un stress violent desorganise la membrane cellulaire, entrainant des lyses immédiates.
De nombreuses autres anomalies biologiques sont causées par le stress oxydatif, notamment une
mutation, une carcinogenese, une malformation feetale, une synthése protéique, lipidique ou
encore nucléique anormale, une fibrose, un développement d'auto-anticorps, un synthese
oxydative des lipides, un vieillissement cellulaire accéléré ou encore une immunosuppression
(Favier, 2003).
Plusieurs pathologies peuvent par consequent se développer telles que les maladies
cardiovasculaires, le cancer, l'athérosclérose, le diabéte, maladies d’Alzheimer de Parkinson et
de Creutzfeldt Jacob, les méningo-céphalites, les cedémes et vieillissement prématuré de la peau
(Jhaet al., 1995 ; Georgetti et al., 2003 ; Hennebelle et al., 2004).

I111.2.2- Radicaux libres

111.2.2.1-Définition

Un radical libre est une espéce chimique, atome ou molécule, capable d’une existence
indépendante (d’ou le terme libre), caractéris€ par un ou plusieurs électrons non appariés sur son
orbitale externe (Halliwell, 2006). Sa durée de demi-vie étant extrémement courte (de 1’ordre de
10 a 10 secondes), il cherche donc a atteindre un état stable en s'appropriant les électrons des

molécules proches qui a leur tour deviennent instables (Capasso, 2013).
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Parmi toutes les espéces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il convient
de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires dits radicaux primaires de ceux dits
radicaux secondaires. Ces derniers se forment par réaction des radicaux primaires sur les
composeés biochimiques de la cellule (Favier, 2003). L’ensemble des radicaux libres et de leurs
précurseurs est souvent appelé espéces réactives de ’oxygene (ERO), il inclut les radicaux libres
de ’oxygéne proprement dit tels que le radical superoxyde (O2%), le radical hydroxyle (OH") et
le monoxyde d’azote (NO”) mais aussi, certains dérivés réactifs non radicalaires dont la toxicité
est plus importante tels que ’oxygeéne singulet (*O2), le peroxyde d’hydrogéne (H20,) et le
peroxynitrite (ONOQO) (figure n°® 13) (Favier, 2003 ; Halliwell et Whiteman, 2004).
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Figure n °13 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et especes reactives

de I’oxygeéne impliqué en biologie (Favier, 2003).

Les radicaux libres constituent des especes extrémement dangereuses, susceptibles de
provoquer de nombreuses maladies, tout en étant des especes indispensables a la vie. lls
participent au fonctionnement de certaines enzymes, a la transduction de signaux cellulaires, a la
défense immunitaire contre les agents pathogenes, a la destruction par apoptose des cellules

tumorales, a la régulation de la dilatation capillaire, au fonctionnement de certains neurones et
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notamment ceux de la mémoire, a la fécondation de l'ovule, a la régulation des genes (Favier,
2003), a la production énergétique, au reglement de la croissance des cellules et a la signalisation
intracellulaire (Ardestani et Yazdanparast, 2007).

111.2.2.2. Sources des radicaux libres

Plusieurs mécanismes et systémes responsables de la production de radicaux libres ont été

identifiés jusqu’a présent, parmi lesquels on peut citer :

e Sources endogénes

- La mitochondrie : a partir de la chaine respiratoire durant le transfert des électrons
(DeMarchi et al., 2013) ;

- Les globules blancs: dont les neutrophiles, eosinophiles, les basophiles, les monocytes et les
lymphocytes, sont des producteurs importants des ERO endogenes au cours de leur attaque
contre les bacteéries et autres envahisseurs (Kohen et Nyska, 2002) ;

- Les processus inflammatoires produits par les cellules phagocytaires activées (Van
Antwerpen, 2006) ;

- Le cytosol: constitué essentiellement de peroxysome, il constitue une source importante de
production cellulaire de H20. (Valko et al., 2007) ;

- Le systéme xanthine déshydrogénase/oxydase activé lors d’ischémie-reperfusion (Valko et
al., 2006).

e Sources exogenes

- Les rayonnements UV capables de générer des anions superoxydes ou de I’oxygene singulet,
les rayons X ou Y sont aussi capables de couper la molécule d’eau en deux radicaux par
I’intermédiaire d’agents photo sensibilisants (Tamer, 2003) ;

- Les poussieres d’amiante et de silice sont des sources d’ERO (Favier, 2003 ; Wang et al.,
2008) ;

- Les fumées de combustion (cigarettes), la consommation d’alcool et I’effort physique
intense (Pincemail et al., 2001 ; Lee et al., 2006).
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111.2.3-Antioxydants
111.2.3.1-Définition

Les antioxydants sont des molécules qui ont la capacité de neutraliser les radicaux libres en
inhibant, ou en ralentissant I'initiation ou la propagation des chaines de réaction oxydative. Cette
définition s'applique a un large éventail de substances comprenant les enzymes aux propriétés
catalytiques spécifiques, et les petites molécules non enzymatiques (Reichl et al., 2004 ; Behera
et al., 2006). Les antioxydants sont présents dans toutes les parties de 1’organisme, qu'elles soient
intracellulaires, membranaires ou extracellulaires, leur role permet de prévenir diverses maladies
telles que les maladies cardiovasculaires et neurodégénératives, les inflammations, le
diabete...etc (Méda et al., 2005 ; Cano et al., 2007).

111.2.3.2. Source des antioxydants

e Systemes enzymatiques

Parmi les antioxydants enzymatiques on retrouve la superoxyde dismutase (SOD), la

catalase (CAT), la glutathion peroxydase (GPx) et la glutathion réductase (GR) (Therond et
Bonnefont-Rousselot, 2005 ; Valko et al., 2007).
- La superoxyde dismutase (SOD): est une métalloenzyme de manganése ou de cuivre et de zinc
présente dans les mitochondries. Elle catalyse la disproportionation de l'anion superoxyde en
peroxyde d’hydrogene, qui peut étre supportée par des enzymes a activité peroxydase (Baudin,
2006) ;

- La catalase (CAT): est une enzyme intracellulaire qui catalyse la réaction de détoxification du

H20. (genéralement produit par les SOD) (Newsholme et al., 2007) ;

- La glutathion peroxydase (GPx): fait partie d’un systéme complet qui joue un rdle central dans
le mécanisme d’élimination du H2O». Elle nécessite la présence de glutathion réduit (GSH)
comme donneur d’¢électron pour produire le dissulfite de glutathion (GSSG) (glutathion oxydé)

(Agarwal et Prabakaran, 2005) ;

- La glutathion réductase (GR): catalyse la réduction du glutathion oxydé (GSSG) en glutathion
réduit en utilisant le nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NAPDH) comme donneur
d’¢électron. Cette enzyme contient le groupe prothétique flavine adénine dinucléotide (FAD) et

réalise des réactions de transfert d'électrons (Voet et al., 2002).
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e Systémes non enzymatiques

Ce groupe d’antioxydants comprend de nombreuses substances endogénes telles que le
glutathion, I’acide urique, la bilirubine, I’acide lipoique, les hormones sexuelles (cestrogeénes) et
les protéines de stockage des métaux de transition (ferritine, transferrine, lactoferrine,
céruléoplasmine) (Savini et al., 2013), mais aussi des substances exogénes apportées par

I’alimentation, telles que :

- La vitamine C ou acide ascorbique : dont le r6le est de protéger I'ADN, les protéines, les
lipides, les enzymes et d'autres antioxydants par le piégeage des radicaux libres et la réduction
des ions métalliques (Ge et al., 2008 ; Pallauf et al., 2013) ;

- La vitamine E ou tocophérol : qui empéche la propagation de la peroxydation lipidique induite
par les especes réactives (Yang et Mc Clements, 2013) ;

- Les caroténoides : qui sont généralement de bons capteurs de radicaux hydroxyles OH" et
pyroxyles RO et donc capables d'inhiber les chaines de peroxydation lipidique. Elles peuvent
aussi capter l'oxygene singulet, ce qui leur permet d'exercer une protection vis-a-vis des

dommages induits par les rayons ultraviolets (Gardes-Albert et al., 2003) ;

- Les flavonoides : leur pouvoir antioxydant dépend des relations structure-activité antioxydante
des flavonoides, il est déterminé par la position et le degré d’hydroxylation. Ils ont la capacité de
piéger les ERO comme les radicaux superoxyde, hydroxyle, peroxyle, et alkoxyle (Rajendran et
al., 2004; Nagai et al., 2005), et d’inhiber la réaction de Fenton et de limiter ainsi la production
d’ERO (Moridani et al., 2003 ; Engelmann et al., 2005) ;

- Les polyphénols : grace a la présence d'un nombre important de groupements hydroxyles
phénoliques dans leurs structures, certains peuvent empécher la production enzymatique des
ERO par inhibition de cyclooxygénase, lipoxygénase et cytochrome P450, par exemple
(Ferguson, 2001 ; Hannan et al., 2012). D’autres peuvent augmenter l'expression des enzymes
qui ont une activité antioxydante telles que la glutathion peroxydase, le superoxyde dismutase et

la catalase (Jayasena et al., 2013).

111.2.3.4-Mécanismes d’action des antioxydants

Les antioxydants peuvent contribuer de différentes facons dans la défense antioxydante et
la prévention du stress oxydatif. Ils peuvent par exemple inhiber les phases d’initiation et de
propagation de I’oxydation des lipides (Frankel, 1998), protéger les systémes cellulaires des

processus potentiellement nocives entrainant une hyperoxydation (Hale, 2003). Piéger l'oxygene

32



Chapitre 111 Activités biologiques des huiles essentielles

singulet, inactiver les radicaux libres par réaction d'addition covalente, réduire les radicaux libres

ou les peroxydes, ou encore chélater les métaux de transition (Diallo, 2005).

111.2.4-Activité antioxydante des huiles essentielles

Une des facons de prévenir le stress oxydatif qui endommage et détruit les cellules, est de
rechercher un apport supplémentaire de composés antioxydants (vitamine C, a-tocophérol,
butylhydroxytoluéne (BHT)...etc.) dans l'alimentation (Béliveau et Gingras, 2005). Les plantes
et les épices comme la cannelle, la muscade, le clou de girofle, le basilic, le persil, I'origan et le
thym peuvent également étre sollicitées étant donné qu’elles contiennent des huiles essentielles.

Celles-ci sont connues pour étre de puissants agents antioxydants (Edris, 2007).

Les composés d’huiles essentielles étant rapportés comme é€tant les plus actifs sont les
phénols tels que le thymol et le carvacrol. Leur activité est liée a leur structure phénolique qui
leur confere des propriétes oxydo-réductrices, et leur permette de jouer donc un réle important
dans la neutralisation des radicaux libres et dans la décomposition des peroxydes (Braga et al.,
2006). Certains alcools, éthers, cétones, aldehydes monoterpéniques (linalool, 1,8-cinéole,
géranial/néral, citronellal, isomenthone, menthone) et monoterpénes (y-terpinéne, et a-

terpinoléne) y contribuent également dans I’activité antioxydante des huiles (Edris, 2007).

111.2.4.1-Activité antioxydante de I’huile essentielle de Cuminum cyminum L.

L'huile essentielle de cumin a été rapportée comme ayant un pouvoir antioxydant
significatif par plusieurs travaux et par différents tests d’évaluation (Allahghadri et al., 2010 ;
Bettaieb et al., 2010). Parmi ses effets, nous citons sa capacité a désactiver de maniére
proéminente le radical hydroxyle, le radical 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH) et la
peroxydation lipidique dépendante de la lipoxygénase de soja, mais aussi, sa capacité a réduire le
fer ferrique (Fe3*) en fer ferreux (Fe?*) (Johri, 2011).

Les propriétés antioxydantes du cumin sont attribuées en grande partie a la présence dans
son huile essentielle de composés phénoliques comme le carvacrol, d'alcools terpéniques comme
le linalool...etc. Le profil antiradicalaire du cumin a été proposé comme mécanisme sous-jacent
des propriétés pharmacologiques a multiples facettes telles que antimicrobiennes,
antidiabétiques, anticancérigenes/antimutagenes, antistress, antiulcérogenes...etc (Ruberto et
Baratta, 2000 ; De Martino et al., 2009 ; Rodov et al., 2010).
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Chapitre | Matériel et méthodes

I. Matériel et méthodes

Notre travail s’est basé sur I’étude de I’huile essentielle des graines de 1’espéce Cuminum
cyminum. Son extraction et la détermination de son rendement et de ses propriétés
organoleptiques ont été réalisées au laboratoire pédagogique de Biologie végétale de I'université
de Khemis Miliana.

L’évaluation de son activité antibactérienne a été, quant a elle, effectuée au laboratoire privé

d’analyses médicales de Mr Zibouche (Ain Defla).

I.1-Matériel végétal

Les graines de cumin (Cuminum cyminum L.) ont été achetées sous forme séchée chez un
herboriste de la région de Khemis Miliana (Ain Defla). Elles ont été conservées dans des sachets
hermétiques pour servir ultérieurement a ’extraction de leur huile essentielle (figure n°14).
Notre choix s’est porté sur cette plante en raison de sa disponibilité sur le marché tout au long de
I'année, et pour son importance majeure et son usage quotidien dans la cuisine algérienne et en

médecine traditionnelle.

Figure n° 14 : Graines de Cuminum cyminum L.
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1.2. Huile essentielle

1.2.1. Technique d’extraction

L'extraction de l'huile essentielle des graines de cumin a été réalisée par la méthode
d'hydrodistillation au moyen d'un dispositif d'extraction de type Clevenger (figure n° 15). Pour
ce faire, 100 g de maticre végétale est introduite dans un ballon en verre contenant 500 ml d’eau
distillée. Le mélange est porté a ébullition pendant 3H a 1’aide d’un chauffe-ballon. La vapeur
chargée d'huile essentielle, est entrainée vers le réfrigérant ou la condensation aura lieu. Le
distillat (huile essentiel + eau) est récupéré dans une ampoule a décanter ou la séparation des
deux phases est produite par différence de densité. L’huile essentielle est ensuite conservée a 4°C

dans un tube en verre opaque, fermé hermétiquement pour la protéger de la lumiére et de Iair.

Figure n° 15: Dispositif d’extraction de ’huile essentielle de Cuminum cyminum L.
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1.2.2. Calcul du rendement

Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en huile essentielle est défini comme étant
le rapport entre la masse d’huile essentielle obtenue aprés extraction et la masse de la matiére

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

RHE = M’/M x 100

RHE : rendement en huile essentielle en % ;
M’: masse de I’huile essentielle en gramme ;
M : masse de la plante en gramme.

1.2.3. Caractéristiques organoleptiques

Selon AFNOR (2000), les huiles essentielles sont habituellement liquides a température
ambiante et volatiles, plus ou moins colorées et leurs densité est généralement inférieure a celle
de I'eau. Chaque huile essentielle est caractérisee par des propriétés organoleptiques tels que :

l'odeur, l'aspect physique et la couleur.

1.3-Etude de Pactivité antibactérienne

1.3.1- Souches bactériennes testées

Pour notre étude microbiologique, nous avons testé la sensibilité de quelques souches
bactériennes de référence vis-a-vis de I’huile essentielle de C. cyminum et de quelques
antibiotiques. Les souches sont en nombre de trois et proviennent du laboratoire privé d’analyses
medicales de Mr Zibouche (Ain Defla) (tableau n°l). Elles ont été choisies pour leur
pathogeénicité, et plus précisément parce qu’elles sont souvent responsables de maladies et
d’infections nosocomiales, mais aussi parce qu’elles sont résistantes aux antibiotiques voire

multi-résistantes.
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Tableau n°1 : Liste des souches microbiennes testées

Souche Code Gram

Escherichia coli ATCC 25922 Négative
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Négative
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Positive

ATCC : American Type Culture Collection

1.3.2-Milieux de cultures utilisées

Les milieux de culture utilisés pour les différents tests microbiologiques sont les suivants

(annexe n°1) :

e Bouillon nutritive (BN) ;
e Gélose nutritive (GN) ;

e Gélose Muller-Hinton (MH).

1.3.3-Repiquage

Les souches bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries dans une boite Pétri
contenant de la gélose nutritive, puis incubées a I’étuve a 37 °C pendant 18 a 24H afin d’obtenir

une culture jeune et des colonies isolées. Celles-ci vont servir a préparer I’inoculum.

1.3.4-Préparation de I’inoculum

Les inoculums sont préparés a partir de cultures jeunes (18 a 24H) en milieu liquide
(bouillon nutritif (BN)). Pour cela, quelques colonies bien isolées sont prélevées a I’aide de
I’anse de platine et mises dans 9 ml de BN puis homogénéisées a I’aide du vortex.

La densité optiqgue des suspensions bactériennes, lue a 625 nm, est ajustée a I’aide d’un
spectrophotométre UV-Vis, & entre 0.08 et 0.10 correspondant a 102 UFC/ml (Baser et
Buchbauer, 2010).

L’inoculum est ajusté en ajoutant soit de la culture s'il est trop faible en concentration, soit de

I’eau physiologique s'il est trop chargé.

1.3.5-Etude de la sensibilité des souches vis-a-vis des antibiotiques

La technique utilisée est la méthode de diffusion de disques sur milieu gélosé appelée
également antibiogramme (NCCLS, 2001). Le milieu de culture (Mueller-Hinton) est coulé en

boites de Pétri puis ensemencé par écouvillonnage avec une suspension bactérienne de

37



Chapitre | Matériel et méthodes

108 UFC/ml. A T'aide d'une pince stérile, des disques d'antibiotiques sont déposés sur la surface
gélosée. Les boites de Pétri sont ensuite portées a I’étuve pour une incubation a 37°C pendant
24H. Les essais sont effectués trois fois.

La lecture des résultats est faite par la mesure de la zone d’inhibition qui est représentée par une

aréole formée autour de chaque disque ou aucune croissance microbienne n'est observée.

Les différents antibiotiques testés dans notre étude sont mentionnés dans le tableau n°2

Tableau n°2: Liste des antibiotiques utilisés

Antibiotique Sigle Charge du disque
Acide nalidixique AN 30 ug

Amikacine AK 30 ug

Cefazoline CZ 30 ug
Erythromycine E 15 ug
Gentamicine GEN 10 ug

Oxacilline OX 5 ug

Pipéracilline RP 100 pg
Tobramycine TOB 10 ug
Triméthoprime-sulfamethoxazole SXT 25 ug

1.3.6-Etude de la sensibilité des souches vis-a-vis de I’huile essentielle

1.3.6.1-Technique d’aromatogramme (méthode de Vincent)

L’aromatogramme est basée sur une technique utilisée en bactériologie médicale, appelée
antibiogramme ou meéthode de diffusion en milieu gélose ou encore, méthode des disques
(NCCLS, 1997). Elle consiste a déposer, a I’aide d’une pince stérile, des disques stériles de
papier Wattman de 6 mm de diametre, contenant 15 pl d’huile essentielle a tester, a la surface du
milieu Mueller-Hinton, préalablement ensemencé par écouvillonnage avec une suspension
bactérienne ajustée a 10 UFC/ml. Les boites de Pétri sont ensuite fermées et laissées diffuser a
température ambiante pendant 1H avant d’étre incubées a 37°C pendant 24H (Haddouchi et al.,
2009).

Apres incubation, les colonies se développent a la surface de la gélose laissant des zones

vierges autour des disques appelées zones d’inhibition. La lecture des résultats se fait par la
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mesure du diametre de la zone observée en millimetre. Plus le diamétre de la zone est grand,

plus la souche testée est sensible a I’huile essentielle (figure n°16) (Celikel et Kavas, 2007).
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imbibé d'huile Tapis bactérien
essentielle /P\ \(d_\\
’ \ // N
| —
> C— (. )
P Incubation a 37°C FS—"1
g o \ - '
o \ 7 pendant 24 heures g »
bacténen \\_,,/
. " »'
Boite de Pétn Diamétre
e aEsome d'inhibition
nutritive

Figure n°16 : Principe de la méthode d’aromatogramme (Gachkar et al., 2007).

1.3.6.2-Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est définie comme étant la plus faible concentration en huile essentielle capable
d’inhiber la croissance microbienne de 90% (Skandamis et Nychas, 2001). Elle est déterminée
selon la méthode décrite par Remmal et al. (1993) et Satrani et al. (2001). Elle consiste tout
d’abord a préparer une émulsion d’huile essentielle dans une solution d’agar a 0,2 % et ce, en
raison de la non-miscibilité de celle-ci a I’eau et donc au milieu de culture. L’émulsion permettra
ainsi une répartition homogéne de I’huile dans le milieu et une augmentation maximale du
contact germe-compose. Des dilutions sont préparées au 1/10, 1/25, 1/50, 1/100, 1/200 et 1/300
dans cette solution d’agar. Un volume de 1.5 ml est prélevé a partir de chaque dilution et est
ajouté aseptiguement dans un tube a essai contenant 13,5 ml du milieu gélos¢é MH,
préalablement chauffé au bain-marie puis refroidi a 45°C. Les concentrations finales sont de
1/100, 1/250, 1/500, 1/1000, 1/2000 et 1/3000 (v/v). Les tubes sont ensuite agités
convenablement avant de les verser dans des boites de Pétri.  Des témoins, contenant le milieu
de culture et la solution d'agar a 0,2 % seule, sont également préparés. Apreés solidification du
MH, un ensemencement a I’aide d’une anse de platine est réalisé par stries a partir d’une
suspension bactérienne de 108 UFC/m. Les boites sont ensuite incubées a 37°C pendant 24H.

La CMI correspond a la plus faible concentration d’huile a laquelle aucune croissance

microbienne n’est visible & I’ceil nu (CLSI, 2002).
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|.4-Etude de I’activité antioxydante
1.4.1-Test DPPH
1.4.1.1-Principe

Ce test vise a mesurer la capacité de 1’huile essentielle a piéger le radical libre 2,2diphenyl-
1-picrylhydrazyl (DPPH). En présence d’agents antioxydants qui sont des donneurs d’hydrogene
(AH), le DPPH qui est initialement de couleur violette, est réduit en une forme non radicalaire
DPPH-H (2,2-diphényl-1-picrylhydrazine) de couleur jaune, ce qui entraine une diminution de

son absorbance (Brand-Williams et al., 1995 ; Maataoui et al., 2006).
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Figure n°17: Mécanisme de réduction du radical libre DPPH par un antioxydant
(Molyneux, 2004)

1.4.1.2-Mode opératoire

L’activité antioxydante de I’huile essentielle de C. cyminum est évaluée selon la méthode
décrite par Dung et al. (2008) et Nikhat et al. (2009). Cette derniére consiste tout d’abord a
préparer des solutions méthanoliques d’huile essentielle a une gamme de concentration
déterminée. Un volume de 100 pl est prélevé de chaque dilution et est introduit dans des tubes a
essai contenant 2,9 ml de la solution méthanolique de DPPH® de 0,004% (p/v).

Aprés agitation, les tubes sont placés a 1’obscurité et a température ambiante pendant 30 minutes.
La lecture est effectuée par la mesure de 1’absorbance a 517 nm par spectrophotomeétre UV -Vis.
La méme procédure est effectuée pour le contrdle positif qui est le butyl-hydroxytoluéne (BHT)
(agent antioxydant de référence). Un contrble négatif composé de 100 ul de méthanol et de

2.9 ml de solution de DPPH est également préparé.
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Expression des résultats

Le résultat de I’activité antiradicalaire est exprimé en pourcentage de réduction de la solution
de DPPH° (Dongmo et al., 2010). Le pouvoir de réduction est déterminé en utilisant la formule

suivante (Dung et al., 2008) :

PR = (Ac - Ae)/ Ac x 100

PR : pouvoir de réduction exprimé en pourcentage (%) ;
Ag : absorbance de la solution de DPPH? en présence de I’huile essentielle ou du contréle positif;

Ac : absorbance de la solution de DPPH° en absence de I’huile essentielle et du contrdle positif.

1.4.1.3-Calcul de la CEsp

La CEso est définie comme étant la concentration de 1’huile essenticlle nécessaire pour
réduire 50% de I’activité de DPPH® (Molyneux, 2004). Elle est déterminée graphiquement par
les régressions lin€aires de trois essais séparés, ou 1’abscisse est représentée par la concentration
des échantillons testés, et I’ordonnée par le pouvoir de réduction en pourcentage (Mensor et al.,
2001).
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I1. Résultats et discussion
I11.1-Rendement en huile essentielle

L’extraction de I’huile essentielle des graines de cumin par hydrodistillation, a donné un
rendement de 0,95%. Nous avons rassemblé dans le tableau n°3, les rendements obtenus de

différents travaux réalisés en Algérie et dans quelques pays, afin de pouvoir faire une étude

comparative avec notre résultat.

Tableau n°3 : Rendements en huile essentielle de Cuminum cyminum L. en Algérie et dans

le monde
Origine Rendement % Référence
Khemis Miliana 0.95 Présent étude
Sétif 1.54 krishnamoorthy et al.
En Algérie (1996)
Alger 2.25 Diridi(2005)
Boumerdes 1.80 Yahiaoui et al.(2018)
El oued 1.67 Abbas et
Maouche(2019)
Chine 3.8 Li et Jiang (2000)
Bulgarie 5.3 Jirovetz et al.(2005)
Iran 1.45 Mehdi et al. (2007)
Inde 2.33 Sowbhagya et
Dans | d
ans le monde al.(2008)
Egypte 2.52 El-Ghorab et al.(2020)
Tunisie 1.6 Rebey et al.( 2012)

Nous constatons d’apres le tableau n°3 que le rendement de I’huile essentielle de notre
plante est le plus faible comparé aux autres études. En Algérie, le rendement le plus éleve a été
obtenu dans la région d’Alger (2.25%) (Diridi, 2005), suivi par celui de la région de Boumerdes
(1.80%) (Yahiaoui et al., 2018), tandis que les taux obtenus a EIl oued et Sétif sont plus ou
moins similaires et sont respectivement de 1.54% et de 1.67% (Krishamoorthy et al., 1996 ;
Abbas et Maouche, 2019).

En dehors de 1’Algérie, le plus grand rendement en huile essentielle est obtenu par le
cumin originaire de Bulgarie (5.3%) (Jirovetz et al., 2005), il est d’ailleurs nettement plus
important que les rendements de I’espéce algérienne. Il est suivi par celui obtenu en Chine
(3.8%) (Li et Jiang, 2000), puis ceux de I'Inde et de I’Egypte qui sont de I'ordre de 2%
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(Sowbhagya et al., 2008 ; EI-Ghorab et al., 2010), tandis que les taux les plus faibles sont
ceux de I’Iran et de Tunisie qui sont de ’ordre de 1% (Mehdi et al., 2007 ; Rebey et al., 2012).

Ces variations dans les rendements en huiles essentielles observées chez C. cyminum
peuvent étre dues a divers facteurs tels que, la zone géographique et la période de récolte, le
climat, les parties végétales utilisées, la méthode et la durée de séchage de la plante, la durée
d’extraction de I’huile essentielle ainsi que le matériel utilisé (Sefidkon et al., 2001;Vekiari et
al., 2002 ; Naili, 2013).

11.2- Caracteéristiques organoleptiques de I’huile essentielle

Apres extraction, nous avons déterminé les caractéristiques organoleptiques de I’huile
essentielle de la plante, et les avons comparées a la norme AFNOR (1986). Les résultats sont
présentés dans le tableau suivant (tableau n°4).

Tableaux n° 04 : Caracteristiques organoleptiques de I’huile essentielle de Cuminum

cumynum L.

Caracteres Couleur Aspect Odeur

organoleptiques

Odeur caractéristique

Présente étude Jaune pale Liquide L
épicée tres forte
Norme . Odeur
Jaune ambré a jaune o _ o
AFNOR(1986) fonce Liquide mobile caractéristique,
oncé

grasse, aromatique

Nous remarquons que les caractéristiques de I’huile essenticlle sont conformes a celles
¢tablies par la norme AFNOR. D’autres travaux effectués par Diridi (2005) et Moumen (2016)
confirment également notre résultat concernant 1’aspect et I’odeur, par contre, la couleur est
jaune pour le premier et jaune foncé pour le deuxieme, ce qui différe tres legérement de la notre

qui est jaune péle. Cependant, ces trois tons de couleurs sont inclus dans I’intervalle d’AFNOR.

11.3-Etude de Pactivité antibactérienne

11.3.1-Etude de la sensibilité des souches vis-a-vis des agents antibactériens standards

L’activité antibactérienne de neuf antibiotiques a été testée sur une bactérie Gram positive
(Staphylococcus aureus) et deux bactéries Gram négatives (Escherichia coli et Pseudomonas

aeruginosa) par la méthode d’antibiogramme. Les résultats sont présentes dans le tableau n° 5.
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Tableau n° 05 : Résultats de I’activité antibactérienne des antibiotiques exprimés par le

diamétre de la zone d’inhibition en mm

Souches testes
Escherichia coli Pseudomonas Staphylococcus
ATCC 25922 aeruginosa aureus
Antibiotiques ATCC 27853 ATCC 25923
Tobramycine (TOB) 19.5+05 235+0.70 22+0
Pipéracilline (RP) 19+05 30505 30505
Amikacine (AK) 185+ 0.5 26.5+0.5 21.5+£0.5
Gentamicine (GEN) 24+0 24+0 26+0

Cefazoline (C2) R R 45+0

Acide malidixique 13.5+0.5 R 19+0
(AN)

Oxaciline (OX) R R 31+1
Erythromycine (E) 23.5+25 31.5+05 32+0
Sulfaméthoxazole- R 09+0 29.5+05

trimethoprime (SXT)

ATCC : American Type Culture Collection ; R :Résistance.

Le tableau n°5 indique que les trois souches bactériennes testées ont présenté différents
degrés de sensibilité vis-a-vis des agents antimicrobiens employés. Les diameétres des zones

d'inhibition enregistrés varient entre 09 mm et 45 mm.

Selon le diameétre obtenu, la sensibilité des germes est classée dans ’une des catégories

suivantes:

D <8 mm: Souches résistante (-) ;
9 mm <D <14 mm : Souches sensible (+) ;
15 mm < D <19 mm : Souches tres sensible (++) ;

D > 20 mm : Souches extrémes sensible (+++) (Ponce et al., 2003).

Nous constatons que Staphylococcus aureus ATCC 25923 s’est montrée trés sensible (++)

a I’acide nalidixique (AN) (19 mm), et extrémement sensible (+++) aux huit autres antibiotiques.
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Le résultat le plus remarquable est enregistré & 45 mm pour cefazoline (CZ), suivi
d’erythromycine (E), oxacilline (OX), pipéracilline (RP) et sulfaméthoxazole-trimethoprime
(SXT) avec une moyenne de 30.75 mm, tandis que les plus petits diametres sont enregistrés a 22

et 21.5 mm pour tobramycine (TOB) et amikacine (AK), respectivement.

Escherichia coli ATCC 25922 s’est révélé sensible a six antibiotiques. Les plus grandes
zones d’inhibition (+++) ont été notées a 23.5 mm et 24 mm pour erythromycine (E) et
gentamicine (GEN), respectivement, tandis que la plus petite zone (+) a été enregistrée a 13.5
mm de diametre pour I’acide nalidixique (AN). Des diametres moyens de 19 mm ont été notés
pour tobramycine (TOB), pipéracilline (RP) et amikacine (AK). En revanche, aucune inhibition
n’a €té observée pour cefazoline (CZ), oxacilline (OX) et sulfaméthoxazole-trimethoprime

(SXT), ce qui indique que la souche est résistante envers ces derniers.

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 s’est montré, quant a elle, trés sensible (+++) a
erythromycine (E), et pipéracilline (RP) avec des diametres de zones presque similaires (31.5 et
30.5 mm, respectivement), ainsi qu’amikacine (AK), gentamicine (GEN) et tobramycine (TOB),
avec des diamétres variant entre 23.5 et 26.5 mm, tandis que la plus petite zone (+) a été
enregistrée a 09 mm de diametre pour sulfaméthoxazole-trimethoprime (SXT). En revanche,
aucune inhibition n’a été observée pour cefazoline (CZ), oxacilline (OX) et acide nalidixique

(AN), ce qui indique que la souche est résistante envers ces derniers.

11.3.2-Etude de la sensibilité des souches vis-a-vis de I’huile essentielle de Cuminum

cyminum L.
11.3.2.1. Technique d’aromatogramme

L’évaluation de I’activité antibactérienne de I’huile essentielle du cumin a été réalisée par
la méthode de diffusion des disques sur milieu gélosé (aromatogramme). Les résultats obtenus

sont présentés ci-apres (figures n°18 et n°19).
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16

14

12

Diamétre des zones d’inhibition en (mm)

T T 1

Escherichia coli  Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus
ATCC 25922 ATCC 27853 ATCC 25923

Figure n°18 : Résultats de ’activité antibactérienne de I’huile essentielle de Cuminum

cyminum exprimés par le diameétre de la zone d’inhibition en mm

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Escherichia coli ATCC 25922
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Figure n°19: Sensibilité des souches bactériennes testées vis-a-vis de I’huile essentielle de
Cuminum cyminum L.

Les figures 18 et 19 montrent que I'huile essentielle de C. cyminum a exerceé un effet
inhibiteur (+) contre les 3 souches testées. La souche la plus sensible est Staphylococcus aureus
étant donné que le diametre de la zone d’inhibition est le plus grand (13.33 = 0.93 mm). Elle est
suivie de tres pres par Escherichia coli avec un diametre de 11 = 0 mm, et enfin Pseudomonas
aeruginosa avec seulement 09 = 4.24 mm de diametre ; faisant de celle-ci la souche la moins

sensible par rapport aux deux autres.

De nombreux travaux antérieurs confirment I’effet antibactérien de I’huile essentielle de
I’espéce végétale étudiée. Nous citons par exemple 1’étude de Mehdi et al. (2010) qui rapporte
qu’E. coli et P. aeruginosaont été extrémement sensibles a I’action de I’huile ; les diamétres
respectifs des zones d’inhibition obtenus ont été enregistrés a 23 mm et 20 mm. Ces résultats
sont néanmoins nettement supérieurs aux nétres (11 mm et 09 mm, respectivement). Une autre
étude réalisée par Hajlaoui et al. (2010) a montré des résultats presque similaires aux notres
concernant E. coli et S. aureus (12 mm et 14 mm de diametres, respectivement). Par contre, P.
aeruginosaa été rapportée comme étant un peu plus sensible (11.67 mm de diamétre) par rapport
a celle testée dans notre étude (09 mm de diameétre). Par ailleurs, les travaux de Yahiaoui et al.
(2018) et de Mehdi et al. (2007) ont indiqué que I’huile essentielle de cumin n’avait exhibé
aucun pouvoir inhibiteur sur Staphylococcus aureus. La méme constatation a été faite pour P.

aeruginosa par Yahiaoui et al. (2018).
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111.3.2.2-Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Les résultats de la CMI ont été obtenus par la méthode de macrodilution sur milieu gélosé,

ils sont mentionnés dans le tableau n°6.

Tableau n° 06 : Résultats de la CMI de ’huile essentielle de Cuminum cyminum L.

Dilutions | 1/100 1/250 1/500 1/1000 1/2000 1/3000

(9,15mg/ | (3,66mg/ | (1,83mg/ | (0,92mg/ | (0,46mg/ | (0,28mg/
ml) ml) ml) ml) ml) ml)

Souches

Escherichia

coli + + + + + +

ATCC 25922

Pseudomonas

aeruginosa + + + + + +

ATCC 27853

Staphylococcus

aureus - + + + + +

ATCC 25923

ATCC: American Type Culture Collection ; (+) : Croissance ; (-) : Inhibition.

Au vu des résultats présentes dans le tableau n°06, nous constatons que la CMI n’a pas pu
étre déterminée pour les souches E. coli et P. aeruginosa. En effet, ces dernieres se sont
développées a toutes les dilutions d’huile essentielle appliquées. Par contre, une absence de la
croissance a été observée chez Staphylococcus aureus mais seulement a la dilution 1/100
correspondant a la plus grande concentration (9.15 mg/ml). Ceci montre que I’huile essentielle

de notre plante n’a pas un grand pouvoir contre les bactéries testees.

Par comparaison avec nos résultats, I’étude de Saee et al. (2016) a permis de déterminer la
CMI chez E. coli et P.aeruginosa a la méme valeur qui est de 0.25mg/ml, en revanche, aucune
CMI n’a été notée chez S. aureus. Nous remarquons que ces résultats sont a I’inverse des ndtres
¢tant donné que nous n’avons pu déterminer la CMI que chez S. aureus. Une autre étude réalisée
par Hajlaoui et al. (2010) a montré qu’E. coli et S. aureus ont été sensibles a I’huile essentielle
du cumin. En effet, leur croissance a été inhibée a la méme concentration minimale de
0.078mg/ml.

Par ailleurs, Yahiaoui et al. (2018) ont noté des CMI de 20,40 mg/ml et 111,1 mg/ml
contre E. coliet S. aureus, respectivement. Ces résultats nous permettent de constater que notre
huile essentielle est moins efficace contre les 3 bactéries testées que celles des travaux précités.

D’autre part, Hajlaoui et al. (2010) et Yahiaoui et al. (2018) ont confirmés notre résultat
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concernant P. aeruginosa, autrement dit, aucune CMI n’a pu étre déterminée. Cette souche est
d’ailleurs généralement reconnue comme étant la moins sensible a I’effet des agents

antimicrobiens (Dorman et Deans, 2000).

L’évaluation de I’effet antibactérien de I’huile essentielle de cumin, par la méthode
d’aromatogramme et la détermination de la CMI, a montré que la bactérie Gram positive S.
aureus a été plus sensible que les deux bactéries Gram négatives E. coli et P. aeruginosa. Ceci
est compréhensible, en effet, les bactéries Gram négatives sont généralement plus résistante a
I’effet des huiles essentielles que les bactéries a Gram positives. Ceci pourrait s’expliquer par le
fait qu’elles se caractérisent par une membrane externe impermeéable, qui est due a sa forte teneur
en lipopolysaccharides ; ce qui la rend plus hydrophile et empéche les terpenes hydrophobes d'y
adhérer et donc d’y pénétrer (Smith-Palmer et al., 2001 ; Cristiani et al., 2007).

L’activité antibactérienne des huiles essentielles est attribuée surtout a leur composants
majeurs (Burt, 2004 ; Derakhshan, 2008). Pour Cuminum cyminum, il s’agit principalement du
cuminaldéhyde, vy-terpinéne-7-al, o-terpinéne-7-al, y-terpnene, B-cymene, B- pinene, et p-
mentha-1,4-dien-7-ol (Abbdellaoui et al., 2019).Ces composés sont rapportés comme eétant
capables de dégrader la membrane externe des bactéries Gram négatives et augmenter la
perméabilité de la membrane cytoplasmique entrainant alors un changement de conformation et

un disfonctionnement de la membrane cellulaire (Helander et al, 1998).

I11.4-Etude de P’activité antioxydante

L’évaluation de la capacité de I’huile essentielle de Cuminum cyminum L. a piéger le
radical libre DPPH, est réalisée par la mesure de son absorbance en présence de celle-ci et ce, a
différentes concentrations. Cependant, I’indisponibilit¢ du DPPH au niveau du laboratoire
pédagogique de I'université, nous a contraintde se contenter de rassembler seulement les

résultats obtenus par quelques travaux antérieurs. Ils sont présentés dans le tableau n°7.

Tableau n°7 : Valeurs de la concentration efficace 50 de I’huile du Cumin cyminumL. des

différents travaux antérieurs

Références Ramy et al. (2010) Hajlaoui et Rebey et Kedi et
al.(2010) al.(2012) al.(2014)
CEso (pHg/ml) 72.3 31 6.24 92
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La CEso exprime la quantité¢ d’antioxydant requise pour réduire de 50% la concentration du
radical libre DPPH. D’aprés les résultats du tableau n°7, nous constatons que la plus faible
valeur de CEso obtenue par I’huile essentielle du cumin est celle de Rebey et al.(2012) (6.24
pg/ml), tandis que la plus grande valeur a été obtenue par Kedi et al.(2014) (92 pg/ml),

D’aprés Dung et al. (2008), plus la valeur de CEsg est basse, plus I’activité antioxydante est
grande, ce qui veut dire que I’huile essentielle de Rebey et al. (2012) a présenté une plus grande
activité antioxydante que celles rapportées par les autres travaux (tableau n°7).

Les résultats d’évaluation de D’activité¢ antioxydante des huiles essentielles d’une méme
espéce végétale, peuvent varier considérablement d’une étude a une autre (Ruberto et Baratta,
2000 ; Kulisic et al., 2005). C’est ce que nous avons d’ailleurs remarqué en comparant les
résultats des différentes études antérieures. Ces différences peuvent s'expliquer par la variabilité
de leurs compositions chimiques (Abbdellaoui et al., 2019). Des composants tels que le
cuminaldéhyde et le y-terpinéne, qui sont présents a des teneurs tres importantes, sont
principalement responsables de lactivité antioxydante du cumin (Brewer, 2011). D’autres
composants mineurs appartenant a l'alcool monoterpénique, par exemple : le linalool, le
pinocarveol, le terpinéne-4-ol et le terpinéol, peuvent également contribuer a cet effet
(Embuscado, 2015 ; DeMartino et al., 2009).

En général, le pouvoir antioxydant des huiles essentielles dépend de plusieurs facteurs
parmi lesquels, on peut citer : la concentration de DPPHe utilisée dans le test (Sharma et Bhat,
2009), la composition chimique de 1’échantillon testé et par conséquent, sa capacité a piéger les
radicaux libres la variété de I’espéce végétale ainsi que les conditions de sa croissance, les
conditions de stockage de I’huile essentielle et les méthodes d’extraction pratiquées (Mastelic et

al., 2008).
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Ces dernieres années, il y a eu un intérét croissant pour la recherche de composés
biologiquement actifs isolés des huiles essentielles et des extraits de plantes, en raison des
propriétés variées et prometteuses qu’ils possédent, et cela dans le but de les utiliser en
substitution des antioxydants synthétiques et des antibiotiques.

Le présent travail avait pour objectif de valoriser I’espéce Cuminum cyminum L. (cumin)
par I’étude des activités antibactérienne et antioxydante de I’huile essentielle de ses graines.
L’extraction par hydrodistillation a I’aide d’un appareil de type Clevenger, a révélé un
rendement de 0.95% en huile essentielle. Celle-ci est d’un aspect liquide, d'une odeur épicée tres

forte et d’une couleur jaune péle.

L’antibiogramme réalisé sur les trois souches de référence sélectionnées, nous a permis de

constater que Staphylococcus aureus ATCC 27853 a été trés sensible aux 9 antibiotiques testés.
Les diamétres des zones d’inhibition enregistrés varient de 19 mm a 45 mm. Escherichia coli
ATCC 25922 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ont toutes deux été sensibles a 6
antibiotiques. Les diametres des zones notés varient respectivement entre 19 mm et 24 mm et
entre 9 et 31.5 mm.
L’¢évaluation de I’activité antibactérienne a été réalisée par la méthode de diffusion des disques
sur milieu gélosé (aromatogramme) et par la détermination de la CMI. La premiéere technique
nous a permis de mettre en évidence le pouvoir inhibiteur de I’huile essentielle de C. cyminum
sur les trois bactéries testées. Les diamétres des zones d’inhibition ont été enregistrés a 9 mm
pour Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, 11 mm pour Escherichia coli ATCC 25922 et
13,33mm pour Staphylococcus aureus ATCC 27853 ; cette derniere étant donc la souche la plus
sensible des trois. La deuxieme méthode nous a permis de déterminer la CMI chez S. aureus
ATCC 27853 seulement a la premiére dilution (1/100) ; soit a la concentration la plus grande
(9,15mg/ml). En revanche, aucune CMI n’a pu étre notée pour E. coli ATCC 25922 et P.
aeruginosa ATCC 27853.

En comparant entre les résultats de ’aromatogramme et de I’antibiogramme, nous avons
constaté que I'huile essentielle de Cuminum cyminum a exercé un effet antibactérien nettement
inférieur a celui de la plupart des antibiotiques utilisés. En effet, les diametres des zones
d’inhibitions obtenus par ces derniers varient en moyenne entre 09 et 45 mm contre 09 et 13 mm

pour I’huile. Cependant, trois antibiotiques ont été inactifs contre E. coli ATCC 25922
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(céfazoline (CZ), oxacilline (OX) et sulfaméthoxazole-triméthoprime (SXT)) et P. aeruginosa
ATCC 27853 (céfazoline (CZ), acide nalidixique (AN) et oxacilline (OX)).

Les résultats de travaux antérieurs obtenus lors de 1’é¢tude du pouvoir antioxydant par le
test de DPPH, ont montré que I’huile essentielle du cumin possédait une grande activité
antiradicalaire. En effet, celle-ci a été capable de piéger le radical libre DPPH. Les résultats les
plus remarquables de CEso ont été obtenues par Rebey et al.(2012) (6.24ug/ml) et Hajlaoui et
al.(2010) (31pg/ml).

Sur la base des résultats obtenus au cours de notre étude, nous pouvons conclure que
malgré que I'huile essentielle de Cuminum cyminum ait présenté une activité antibactérienne
relativement faible, elle peut quand méme étre utilisée contre les germes pathogenes présentant
des résistances aux antibiotiques. Son fort pouvoir antioxydant rapporté par quelques etudes
antérieures, lui permettrait d’étre exploitée dans l'industrie agroalimentaire comme alternative
aux additifs chimiques de conservation et par extension, comme antioxydant naturel capable de

piéger les radicaux libres produits en exces chez ’homme et ainsi, réduire le stress oxydatif.

L'ensemble des résultats de notre travail constitue une étape préliminaire dans la recherche
de substances provenant de sources naturelles biologiquement actives, il serait intéressant de le
compléter en :

e Testant d’autres méthodes d’extraction et leurs influences sur le rendement de 1’huile de C.
cyminum.

e Analysant la composition chimique de I’huile essentielle par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG — SM) ;

e Déterminant la concentration minimale bactéricide (CMB) de I’huile essentielle ;

e Réalisant d’autres tests d’activité antioxydante comme le test de FRAP, de B-
caroteéne...etc. ;

e FEtudiant d’autres activités biologiques de I’huile telles que I’activité anti-inflammatoire,

anti-cancéreuse, antifongique...etc.
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Annexe
Milieux de culture

Bouillon nutritif (BN) (g/l)

PEPIONE ... 10 g
Extrait de VIande ..........ccoceeiiiiiiiiiie e 59
Chlorure de SOdIUM ........cooiiiiiiiie e 59
Eau diStillée ........cooiieeei e 1000 ml

pH=7,30,2

Gélose nutritive (GN) (g/l)

PEPIONE ... 10 g
Extrait de VIande ..........ccoovveiiie i 30
EXtrait de leVUre........ccooevvieeiieece e 30
Chlorure de SOdiUM .......ceeiiiieiiee e 59
AN e 189
Eaudistillée..........oooviiiiiii e, 1000 ml

pH=7,3+0.2

Mueller Hinton gélosé (M-H) (g/l)

Extrait de Viande ...........cccoveeiiee e 30
Hydrolysat acide de caséine..........ccccccoveevieeeiieeeineenn, 175¢

AMIAON ...t 15¢

AAAT it 169
Eau distillée ..........coooriiiii 1000 ml
pH=7,3
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Annexe

Boite 2 : Gentamicine (GEN), Cefazoline (CZ), Acide malidixique (AN).

Boite 3 : Oxaciline (OX), Erythromycine (E), Sulfaméthoxazole-trimethoprime (SXT).

Figure n°20: Résultats de ’antibiogramme de Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Boite 3 : Oxaciline (OX), Erythromycine (E), Sulfaméthoxazole-trimethoprime (SXT).

Figure n°21: Résultats de ’antibiogramme d’Escherichia coli ATCC 25922
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Annexe n°3

Dilution 1/100

s s

Dilution 1/1000 Dilution 1/2000 Dilution 1/3000

Figure n° 22 : Résultats de la détermination de la CMI de Cuminum cyminum L. chez
Escherichia coli ATCC 25922

Dilution 1/100 Dilution 1/250 Dilution 1/500
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Dilution 1/1000 Dilution 1/2000 Dilution 1/3000

Figure n° 23: Résultats de la détermination de la CMI de Cuminum cyminum L. chez

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Dilution 1/1000 Dilution 1/2000 Dilution 1/3000

Figure n°24 : Résultats de la détermination de la CMI de Cuminum cyminum L. chez
Staphylococcus aureus ATCC 25923
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