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Résumé : Les huiles essentielles sont I'objet de nombreuses recherches scientifiques et elles ont des
intéréts multiples mis a profit dans les industries alimentaire, cosmétique et pharmaceutique. En effet,
dans le cadre de valorisation des ressources végétales dans les zones arides, notre étude consiste a
évaluer l'activité antimicrobienne de l'huile essentielle d’une plantes aromatiques poussant a 1'état
spontané dans la région de Béchar : Rhetinolepis lonadioides COSS ou Ormenis lonadioides (COSS)
MAIRE. Nom vernaculaire: kamonate el achra. Cette plante appartient a I'une des plus vastes familles
du regne végétal : ASTERACEAE.

Les principales classes de meétabolites secondaires, a savoir saponines, alcaloides, coumarines,
flavonoides, antracénosides, anthocyanosides, et tanins ont été recherchées dans les différents organes
de la plante. Le screening phytochimique a dévoilé que la plante est riche en tanins et en terpenes. Elle
contient, également, d’autres familles de composés.

Nous avons testé l'activité antibactérienne de l'huile essentielle extraite par hydrodistillation
(Rendement 2.52%) sur cinq souches bactériennes et cinq souches fongiques. Cette étude témoigne
que les moisissures et levure sont plus sensibles aux HE que les bactéries. L'inhibition moyenne de la
croissance de la plupart des souches a été enregistrée a partir de la concentration de 1/50.

Mots clés : huile essentielle, Rhetinolepis lonadioides, activités antimicrobiennes, screening phytochimique.

Introduction

De part sa situation géographique particuliere, 1’Algérie bénéficie d’une gamme trés
variée de climats favorisant le développement d’une flore riche et diversifié. En effet, Le
territoire algérien couvre d’importantes ressources végétales réparties sur les cotes, les
plaines, les montagnes, la steppe, le Sahara et autour des points d’eau. Ces ressources
naturelles sont importantes pour 1’économie algérienne et pour le maintien de 1’équilibre
¢cologique de la région.
La zone saharienne caractérisée par une importante diversité¢ floristique, renfermant de
nombreuses especes endémiques, hautement adaptées au contexte de 1’aridité absolue.
Sachant que les ressources végétales spontanées du Sahara constituent une flore d’environ
500 especes de plantes supérieures [1], une partie reste trés peu explorée sur le plan
phytochimique comme sur le plan pharmacologique.

28



PhytoChem & BioSub Journal Vol. 7(1) 2013
ISSN 2170-1768

Les huiles essentielles comptent parmi les plus importants principes actifs des plantes. Ce sont
des substances odorantes synthétis¢é dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et
s’accumulent en général dans des cellules glandulaires spécialisées, situées en surface de la
cellule et recouvert d’une cuticule. Elles ont de multiple propriété biologique. En
phytothérapie, elles sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies
infectieuses d'origine bactérienne et fongique.

Afin de maitre en évidence les propriétés thérapeutique des huiles essentielles des plantes
spontané de la région de Bechar, notre choie apporté sur 1’étude du pouvoir antimicrobienne
de Rhetinolepis lonadioides coss., communément appelé Kamonate elachar, appartienne a la
famille Asteraceae. C’est une plante herbacée annuelle ramifiée dés la base. Les feuilles sont
généralement découpées au sommet en trois lobes. Les fleurs, tubuleuses et jaunes, sont
réunies en petits capitules, eux-mémes groupés en corymbe au sommet des rameaux [2]. Cette
plante est utilisée dans la préparation du beurre pour leur aromatisation et conservation. Dans
certaines régions, elles ont utilisé pour traiter les maux de 1’estomac.

Matériel et méthodes

Matériel vegétal

Rhetinolepis lonadioides coss. a était collecté le de mars 2009 dans la station colonel lotfi
environ 18 km sud Bechar. Les parties récoltées ont été nettoyées, ensuite étalées sur du
papier en fines couches, pour qui il seche a I’air libre. Pendant 7 a 10 jours.

Criblage phytochimie

Afin de déterminer les principaux groupes chimiques, un screening phytochimique a été
effectué sur la partie aérienne de cette plante. Un criblage phytochimique de base consiste a
effectuer des tests chimiques simples pour détecter la présence d’alcaloides, tannins,
saponines anthraquinones, cardénolides, etc., dans un extrait de plante [3].Quatre solvants
d'extraction de polarités différents (eau, éthanol, acide chlorhydrique et chloroforme) sont
employés. Nous avons appliqué les méthodes citées par [4, 5, 6] pour des tests qualitatifs.

Procédé d’extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont obtenues par hydrodistillation avec un appareil de type Clevenger
pendant une durée de trois heures, apres la séparation de la phase aqueuse, Elles sont
conservées dans des flacons en verre a' I’abri de la lumiére et a’ une température de 4 °C.

Caractérisation physicochimie
Les caractéristiques physicochimies des huiles essentielles ont été déterminées selon les
normes de 1’association frangaise de normalisation AFNOR

Evaluation de I’activité antimicrobienne

L’activité antibactérienne des huiles essentielles a été¢ évalués par la méthode de diffusion sur
disque (Méthode de Vincent) et la méthode de contacte directe en utilisant la gélose de
Mueller-Hinton. L’activité antifongique des huiles essentielles a été déterminée aussi par la
méthode de diffusion en milieu gélosé cité par [7, 8, 9].

Technique de I’antibioaromatogramme

Dans cette méthode, on utilise des disques de papier filtre de 6 mm de diametre, imprégnés
d’HE (5ul) et déposés a la surface d’un milieu gélosé, préalablement ensemencé en surface a
I’aide d’une suspension bactérienne. Apres incubation, la lecture des résultats se fait par la
mesure, en mm, de la zone d’inhibition. Les résultats sont exprimés selon trois niveaux
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d’activité : résistant (D < 6 mm), intermédiaire (13 mm >D <6 mm) et sensible (D > 13 mm)
[10].

Contact direct

Du fait de la non-miscibilit¢é des huiles essentielles a I’eau, une mise en émulsion a été
réalisée grace a une solution d’agar a 0,2 % [11]. Elle permet d’obtenir dans le milieu une
répartition homogene des huiles essentielles et d’augmenter au maximum le contact
germe/composé. Des dilutions sont préparées au 1/2°, 1/5°, 1/10° 1/25° dans cette solution
d’agar. Dans des tubes a essai contenant chacun 13,5 ml du milieu MUELLER-HINTON en
surfusion, on ajoute aseptiquement 1,5 ml de chacune des dilutions de fagon a obtenir les
concentrations finales de 1/20, 1/50, 1/100, 1/250 (v/v). On agite convenablement les tubes
afin de bien disperser ’'HE dans le milieu de culture avant de les verser dans les boites de
Pétri.

L’ensemencement se fait par stries a [’aide d’une anse de platine calibrée afin de prélever le
méme volume d’inoculum.

Résultats et discussion

Tableaul. Résultat du criblage phyto-chimique de Rhetinolepis lonadioides Coss.

Familles chimiques Réactifs Réaction caractéristique Résultats
Flavonoide PV/M Hcl NH,OH Jaune claire +
Stéroides PV/IM ET H,SO, Rouge ++
Stérols insaturés  (PV/ECL) CH;COOH Verte +

H,SO4
Terpénes (PV/ECL) H,SO0, Intersection verte ++
transformée en rouge
Saponosides (PV/EC) Eau Mousse ++
Tanin (PV/EC) FeCl, -ble_liz-rrtlemre ++
(PVIET) -bleue-verte *
Réactif de mayer -
Acaloides sof | PV/EQ) Y Turbidité
caloides se Réactif de wagner ou +
Réactif de mayer précipitation -
(PVIET) Réactif de wagner -
Antracénosides (PVIET) Borntrager orange-rougeou -
violet-pourpre

Anthocyanosides  (PV/ET) NaOH Virage de couleur -
Coumarines (PVIET) NH,OH Fluorescence ++

(PV/EC) : produit végétal épuisé avec eau chaud.
(PV/ET) : produit végétal épuisé avec éthanol.
(PV/ECI) : produit végétal épuisé avec chloroforme.

PV/M Hcl : produit végétal opérés aprés macération dans Hel.
PV/M ET : produit végétal opérés aprés macération dans éthanol.

L’étude phytochimique de cette plante révele la présence de grands groupes chimiques
(flavonoides, Saponosides, stéroides, terpénes, stérols insaturé et tanins), dont de nombreux
composés possédent diverses propriétés notamment anti-inflammatoires, antibactériennes,
antiseptiques, antioxydants et antivirales qui peuvent €tre a 1’origine des propriétés
thérapeutiques de cette plante.

30



PhytoChem & BioSub Journal Vol. 7(1) 2013
ISSN 2170-1768

Le screening phytochimique de Rhetinolepis lonadioides Coss. A été effectué pour la
premiére fois. Cependant, un complément d’études phytochimique serait nécessaire pour
détecter les nouvelles substances naturelles d'intérét biologique.

En ce qui concerne I’extraction et le rendement en huiles essentielles, plusieurs techniques
sont disponibles pour la préparation des extraits naturels, a partir des plantes aromatiques et
médicinales. L’hydrodistillation est I'une de ces techniques la plus ancienne et la plus
courante. Avant de procéder a cette opération qui vise a recueillir I’huile essentielle, la
préparation du matériel végétal est une opération importante qu’il faut mener avec soin, car la
gestion du procédé d’extraction et la qualité de I’extrait obtenu seront largement dépendants
de cette préparation.

L’huile essentielle de Rhetinolepis lonadioides Coss. obtenu est un liquide faiblement
visqueux, contenant parfois des particules tres fines, d’une couleur marron a marron rougeétre
et odeur tres forte.

Le rendement moyen en huiles essentielles a été calculé en fonction de la matiére végétale
séche de la partie aérienne de la plante. Les échantillons de Rhetinolepis lonadioides coss. ont
fourni un taux d’environ 2,52 %o.

D’aprés plusieurs études, on peut retenir que le rendement en huiles essentielle, dépond de
nombreux facteur tel que, ’espéce, I’age de la plante, la partie de la plante traité, la période de
la récolte et ’origine géographique, la méthode de séchage, ainsi que le mode d’extraction.
Les propriétés physico-chimiques tels que : le pouvoir rotatoire, I’indice de réfraction, 1’indice
d’acide, I’indice d’ester, I’indice de réfraction, etc., constituent un moyen de vérification et de
controle de la qualité de I’huile essentielle [12].

Les résultats des caractéristiques physico-chimiques de 1’huile essentielle sont regroupés
dans le tableau (n°2).

Tableau 2 Caractéres physique-chimique de I’huile essentielle de Rhetinolepis lonadioides Coss.

Parametres Résultats
Densité relative 0.8022
Indice de réfraction 1.484 3
Pouvoir rotatoire 8.85
Indice d’acide (mg KOH/g) 0,54
Indice d’ester (mg KOH/g) 18,52

Sur le plan de I’activité antimicrobienne, les huiles essentielles des plantes ont trouvé leur
place en aromathérapie, en pharmacie, en parfumerie, en cosmétique et dans la conservation
des aliments. Leur utilisation est liée a leurs larges spectres d’activités biologiques reconnues
[13]. L’importance de la recherche scientifique poussée sur les huiles essentielles des plantes
aromatiques comme source de nouveaux composés antimicrobienne vient de 1’utilisation
traditionnelle des plantes a des fins médicinales.
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Tableau 3 Moyenne des diamétres des zones d’inhibition * (en mm)
des huiles essentielles vis-a-vis les souches bactériennes

Souches HE de Rhetinolepis lonadioides Coss.
Enterococcus faecalis 6
Staphylococcus aureus 6
Klebsiella pneumoniae 10
Escherichia coli 10
Pseudomonas aeruginosa 6
*diamétre du disque inclus.
La densité cellulaire initiale est de 105 UFC /ml.

L’activité antimicrobienne a été testée sur une large gamme de micro-organisme : bactéries
(Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa), moisissures (Aspergillus flavus, Penicillium sp, Penicillium
escpansum, Penicillium jensinii) et levures (Candida albicans).

Tableau 4 Zones d’inhibition (en mm) des huiles essentielles vis-a-vis les souches fongiques

HE de Rhetinolepis
Souches L
lonadioides Coss.

Candida albicans 33
Aspergillus flavus 13
Penicillium sp 30
Penicillium escpansum 22
Penicillium jensinii 6

La méthode d’aromatogramme est la technique utilisée pour déterminer [’activité
antimicrobienne de notre huile essentielle. C’est la technique la plus répandue de 1’évaluation
de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles [14].

L’aromatogramme est basée sur une technique utilisée en bactériologie médicale, appelée
antibiogramme ou méthode par diffusion en milieu gélosé ou encore méthode des disques
[15]. Le contact se fait par I’intermédiaire d’un disque de papier sur lequel on dispose une
quantité donnée d’huile essentielle.

L’activité antimicrobienne des HE a fait I’objet d’un grand nombre de publication a 1’échelle
internationale [16]; [17] ;[18] ;[19];[20]. Dont plusieurs ont spécifiquement noté la forte
activité sur les champignons filamenteux, les protozoaires et les mites en comparaison de
celle qui est exercent vis-a-vis des bactéries et levures [21]. Ces résultats ont été confirmés
dans le présent travail. Une bonne activité été témoignée contre les moisissures et levure par
rapport les bactéries. D’autre part, Plusieurs travaux ont mis en évidence la grande sensibilité
des bactéries Gram (+) par rapport aux Gram (-) [22]. Néanmoins, Certaines études ne
révélent aucune activité antimicrobienne sélective vis-a-vis les bactéries Gram (+) ou Gram

()[23].
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Les résultats de I’activité antibactérienne (tableau n°3) révélent une sensibilité de Klebsiella
pneumoniae et Escherichia coli (bactéries a gram négatif) ; et que Pseudomonas aeruginosa
possede un potentiel de résistance contre 1’action antibactérienne de I’huiles essentielles
(aucune zone d’inhibition n’a été observée). Cette action n’est pas Surprenante, elle est
exercée sur plusieurs agents biocide.

Comparer aux résultats d’activité antibactérienne, 1’huile essentielle de Rhetinolepis
lonadioides Coss. exerce une bonne activité sur les souches fongiques. Une bonne activité la
plus élevée a été remarqué contre la souche Candida albicans avec des zones d’inhibition 33
mm. Nous avons noté aussi une résistance ou aucune zone d’inhibition n’a été détectée avec
la souche Penicillium jensinii pour les deux huiles.

L’essai antibactérien a été estimé aussi par la méthode de contact direct, qui consiste a
additionner aseptiquement I’extrait naturel dans le milieu de culture. Une faible croissance de
la plupart des souches témoigné a partir de la concentration 1/50 ; aucune inhibition totale de
la croissance n’a été enregistré dans toute les dilutions préparé. Alors, I’inhibition de la
croissance bactérienne dans ce cas exigé une forte concentration voir tableau n°5.

Tableau 5 Pouvoir antibactérien de 1’huile essentielle
de Rhetinolepis lonadioides Coss. selon la méthode de contact direct

SM 1/2 1/5 1/10 1/25

Concentration final | Témoin 1/10 1/20 1/50 [ 1/100 | 1/250
Enterococcus faecalis ++ + * * + ++
Staphylococcus aureus ++ + * * + ++
Klebsiella pneumoniae ++ + + * + ++
Escherichia coli ++ + * * + ++
Pseudomonas aeruginosa ++ + + + ++ ++

Témoin sans huile essenticlle
- : pas de croissance + : croissance
+ : croissance faible ++ : croissance importante

Conclusion

La région sud-ouest Algérien présente une diversité de plantes spontanées des zones
sahariennes et de nombreuse plantes endémiques. Parmi ces plantes, qui sont fréquemment
utilisé soit dans 1’alimentation soit en médecine traditionnelle, un grand nombre est considéré,
sur le plan phytopharmaceutique, comme nouvelle source de molécules bio-actives.
A la lumiére des résultats obtenus au cours de ce travail, nous pouvons conclure que 1’espece
¢tudi¢  Rhetinolepis lonadioides posséde une activité antimicrobienne vis-a-vis quelque
souches testées, ce qui justifie leur utilisation traditionnelle pour des fins thérapeutiques.
Il serait intéressant de réaliser d’autres études pour approfondir ce travail a savoir :
Elargir la gamme des souches microbiennes ;
Utiliser d’autre méthode pour I’évaluation de I’inhibition de la croissance ;
Analyser la composition chimique des huiles essentielles par CPG /SM ;
Fractionner ces huiles pour mettre en évidence les molécules responsables de 1’activité.
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