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GLOSSAIRE

Abortive : substance qui a la propriété de faire avorter.
Allélopathie : ensemble des interactions biochimiques entre deux ou plusieurs plantes

Antibiotique : substance, d’origine naturelle ou synthétique, utilisée contre les infections causées

par les bactéries.

Artéfact : altération du résultat d'un examen due au procédé technique utilisé. Phénomene,

production artificielle ou factice.

Asthénie : état de faiblesse générale caractérisé par une diminution du pouvoir fonctionnel de

I'organisme, non consécutive au travail ou a I'effort et ne disparaissant pas avec le repos.

Azéotropique : qui a les propriétés d’'un azéotrope (mélange de deux liquides qui bout a

température fixe et ne se distille pas en bouillant).
Bactéricide : qui tue les bactéries, qui les détruit.
Bactérie basophile : bactérie qui croit dans un milieu a pH basique.

Bactérie halophile : ce sont des bactéries qui ont besoin de sel (NaCl) pour leur croissance. Cette
croissance peut varier de 1 a 6 % pour les faiblement halophiles et peut aller jusqu’a 30 % pour les

bactéries halophiles extrémes.

Bactérie mésophile : bactérie dont la croissance optimale se situe entre 30 et 37°C.
Bactérie neutrophile : bactérie qui croit dans un milieu a pH neutre.

Bactérie psychrotrophe : bactérie qui a la capacité de se développer au-dessous de +7°C.

Bactériostatique : se dit de tout phénomeéne ou de toute substance, notamment un antibiotique

capable d’inhiber la multiplication des bactéries sans les tuer.

Bioactive : substance qui a une activité sur le vivant.

Biocide : agent antimicrobien qui tue le microbe.

Biostatique : agent antimicrobien qui inhibe la croissance du microorganisme cible.
Biosynthétisé : produit dans un organisme vivant.

Biotope : milieu biologique déterminé offrant a une biocénose des conditions d’habitat

relativement stables.

Caduc : se dit d'un feuillage (ou de chaque feuille) d’'un végétal destiné a tomber en cours d’année,

aprés avoir rempli sa fonction, ce qui se produit normalement a 'approche de la mauvaise saison.

Chémotype ou chimiotype : type chimique des huiles essentielles des plantes d’'une méme espeéce



mais différant par plusieurs criteres comme la zone de récolte, la période. Il est déterminé a partir
de l'analyse chimique de ses métabolites secondaires, soit de l'identité chimique du composant

ayant la plus grande proportion ou composant majeur.

Composé : (1) feuille composée : c’est une feuille dont le limbe est si profondément divisé que les
divisions résultantes, indépendantes entre elles, portent le nom de folioles et sont alors
supportées comme autant de petites feuilles distinctes par I'axe de la feuille composée.(2)
inflorescence composée : ce terme s’emploie pour désigner des grappes, des ombelles, des épis,
dont I'axe principal est lui-méme ramifié et dont chacune des branches ainsi nées supporte a son

tour, selon les cas, une petite grappe, une ombellule, un épillet.

Diarrhée : émission, aigué ou chronique, de selles trop fréquentes.

Endocardite : inflammation de I'endocarde.

Entérohémorragique : substance qui peut provoquer des hémorragies dans le systeme digestif.
Fumigation : action d'exposer a des fumées médicinales le corps ou une partie du corps.
Gastro-entérite : inflammation des muqueuses gastrique et intestinale.

Glabrescente : qui devient glabre a la longue.

Hermaphrodite : se dit d’'un étre vivant ol sont présents les organes reproducteurs des deux sexes.

Hétéroazéotrope : azéotrope formé de deux liquides non miscibles.

Hétéroazéotropique : qui a les propriétés d’un hétéroazéotrope.

Infection nosocomiale : infection contractée au cours d’'une hospitalisation, qui n’existait pas

auparavant, ni pendant les 48 premiéres heures a I’'hopital.

Inflorescence: mode de regroupement des fleurs sur une plante. Les principaux types

d’inflorescence sont : grappe, épi, ombelle, capitule, cyme, corymbe.

Meéningite : inflammation des méninges et du liquide cérébrospinal qu’elles contiennent entre

leurs feuillets.

Moiré : qui a des reflets changeants et I'apparence ondée de la moire.
Neurotoxique : toxique pour le systéme nerveux.

Névralgie : douleur provoquée par une irritation ou par une Iésion d’un nerf sensitif.
Oblongue : plus long que large.

Ombrophile : se dit d’'un végétal qui aime la pluie.

Panicule : inflorescence indéfinie (et donc terminée par un bourgeon) et dérivée de I'épi et que les

fleurs, isolées ou groupées en épillets, sont pédonculées.



Pennée : se dit d’une feuille ou d’une fronde dont les nervures sont disposées de part et d’autre

d’un pétiole commun comme les barbes d’une plume.

Photosensibilisante : substance qui provoque une sensibilisation de la peau au rayonnement

solaire.

Phytoalexine : substance produite par la plante en réponse a une infection par un agent

pathogene.
Phytotoxique : toxique pour la plante.

Pleurésie : inflammation aigué ou chronique de la plévre, avec ou sans épanchement de liquide
dans la cavité pleurale. Généralement, la pleurésie est la conséquence d’une infection générale,

une broncho-pneumonie et parfois chez les sujets agés, d’une tuberculose...

Pollinisateur : insecte qui pollinise les fleurs en transportant du pollen des étamines jusqu’aux

stigmates.
Polyploidie : quantité excessive de chromosomes dans le noyau d’une cellule.
Pubérulent : se dit d’'un organe faiblement pubescent.

Pubescent : couvert de poils fins et courts. S‘'oppose a glabre.

A

Septicémie : état infectieux généralisé, di a la dissémination d’'un germe pathogéene dans tout

I'organisme, par I'intermédiaire du sang.

Substance allélochimique : un métabolite secondaire éliminé par un étre vivant, plante ou animal,

et qui agit sur d’autres étres vivants d’une autre espéce.

Tensioactifs ou émulsionnants : molécules amphiphiles ayant deux parties de polarité différente,
I'une lipophile et apolaire, I'autre hydrophile et polaire. Les tensioactifs se disposent a I'interface
entre la phase aqueuse et la phase huileuse. Ils permettent ainsi la liaison entre les deux phases en
modifiant leurs tensions superficielles et empéchent de ce fait le rassemblement des gouttelettes

dispersées et les phénomenes de coalescence.

Totum (sing.) ou tota (plur.): (1) ensemble des molécules entrant dans la composition de la
plante. (2) Ensemble moléculaire complexe et cohérent, spécifique d’'une espéce végétale bien
définie par son génome, issu de I'un ou de plusieurs de ses organes a lI'aide d’'une méthode

d’extraction appropriée. (3) Intégralité des constituants d'une huile essentielle.

Toxi-infection alimentaire : ingestion massive de bactéries et de toxines dans I'aliment. C’est une

infection digestive contractée par ingestion d’aliments souillés par différents microorganismes.
Tropophile : se dit d’'un végétal présentant un cycle de défoliation pendant une période seche.

Vermifuge : se dit d’un reméde qui a la propriété d’expulser les vers intestinaux

Vi



Xérophile : se dit en matiere d’habitat d’'une plante capable de vivre dans des conditions de

sécheresse accusée.

Vii
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INTRODUCTION

Les plantes médicinales et les plantes aromatiques en particulier sont utilisées depuis les
temps immémoriaux pour soigner diverses maladies humaines. Les huiles essentielles sont, par
exemple, connues pour leurs vertus thérapeutiques et sont des remédes courants en médecine
traditionnelle. La fumigation des personnes malades est en effet 'une des plus anciennes
techniques thérapeutiques. En France, il a été remarqué que les ouvriers parfumeurs et tanneurs,
qui étaient quotidiennement en contact avec des huiles essentielles, résistaient mieux aux
épidémies de toutes sortes (Piochon, 2008). Mais la découverte des antibiotiques a provoqué le
déclin de la médecine a base de plantes et I'a reléguée a un rang secondaire. L'utilisation clinique
des antibiotiques, dés la fin de la premiére moitié du XX*™ siécle, a radicalement modifié le

pronostic des maladies infectieuses d’origine bactérienne (Rhayour, 2002).

Cependant, l'utilisation massive des antibiotiques en médecine animale et humaine a
entrainé l'apparition de bactéries résistantes a un ou plusieurs antibiotiques. Depuis une dizaine
d’années, le type Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline ou SARM est devenu 'une des
causes d’infections graves les plus communes (Tremblay, 2008). Selon Burucoa (2009) la résistance
des Entérocoques comme Enterococcus faecalis aux glycopeptides est un probleme grave qui
réduit les possibilités de traitement et risque de se transmettre aux Staphylocoques. Croizé (2011)
a affirmé qu’Escherichia coli est I'espéce la plus concernée par I'émergence des bétalactamases a

spectre élargi ou BLSE.

Dans le cadre de la sécurité sanitaire des denrées alimentaires, I'acquisition des facteurs de
résistance par les bactéries responsables des intoxications alimentaires constitue un probléme
majeur pour la santé publique. A titre d’exemple, plus de 5000 cas par an d’infection a Escherichia
coli entérohémorragique, souvent fatale sont enregistrés dans le monde. Les nourrissons, les
enfants et les personnes agées sont les plus touchés (WHO, 2002 ; Burt et al., 2005). Récemment,
en Allemagne, Escherichia coli a été a 'origine d’une fulgurante épidémie. La bactérie a été isolée
sur des graines germées produites dans une exploitation agricole en Basse-Saxe (Allemagne du
Nord). Selon les données publiées par le Centre européen pour la prévention et le contréle des
maladies, 3507 personnes ont été contaminées en Europe (majoritairement en Allemagne), 837
ont développé un syndrome hémolytique et urémique caractérisé par des troubles rénaux graves,

38 personnes ont décédé en Allemagne et une en Suede (INRA, 2011).

Face au probleme de la résistance des bactéries, I'utilisation des huiles essentielles semble
étre une alternative fiable aux antibiotiques. La grande diversité de leurs composants empéche les
microbes d’organiser leur résistance surtout lorsque les huiles essentielles sont associées entre
elles. Ainsi, les huiles essentielles sont préconisées principalement pour leurs propriétés

bactéricides et bactériostatiques mais aussi pour augmenter les défenses naturelles du malade,
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notamment vis-a-vis des virus (Degryse et al., 2008). Les huiles essentielles sont de ce fait
d’excellents candidats pour faire face aux difficultés rencontrées dans le traitement des maladies

exigeant la destruction des germes pathogénes des patients immunodéprimés (Rhayour, 2002).

D’aprés les données recueillies dans la littérature concernant l'utilisation empirique des
plantes aromatiques malgaches, il apparait que I'espece endémique Cedrelopsis grevei est une
plante trés connue et dotée de vertus extraordinaires (Constantin & Poisson, 1908 ; Guéneau et
al., 1975 ; Blaser et al., 1993 ; Gauvin et al., 2003 ; Randevoson, 2004 ; Dongock Nguemo, 2008 ;
Rakotoarison, 2008). Cependant, peu d’études biologiques approfondies existent sur ses huiles a
notre connaissance. Ainsi, dans le cadre du projet PER/AUF intitulé " Valorisation de la biodiversité
végétale de Madagascar et des Comores pour la sécurité des aliments : identification des plantes,
criblage et caractérisation des molécules actives ", nous avons initié I'étude des propriétés
antibactériennes de I'huile essentielle de I'écorce de Cedrelopsis grevei une plante endémique
Malgache. En effet, ce projet vise a chercher de nouvelles alternatives aux antibiotiques et de
nouvelles propriétés nutritionnelles des plantes endémiques. Méme si des études sur la
composition chimique de I'huile essentielle de cette plante a révélé I'existence de molécules

originales, tres peu d'étude sur leurs propriétés biologiques a été effectuée.

Dans ce contexte, le présent mémoire est donc axé sur |‘étude des propriétés
antibactériennes des huiles essentielles de I'écorce de Cedrelopsis grevei. Lobjectif est de
déterminer si les huiles essentielles ont une activité antibactérienne intéressante et s’il existe une
variation de cette activité en fonction de la zone de récolte et du temps d’extraction. Pour cela, les
propriétés antibactériennes des fractions d’huiles essentielles et de leurs tota obtenus par

hydrodistillation ont été étudiées pour quatre zones de récolte du matériel végétal.

Les détails de cette étude sont consignés dans ce mémoire. Aprés l'introduction, la
premiére partie est consacrée a la synthese bibliographique qui résume les généralités sur
Cedrelopsis grevei et les huiles essentielles. La seconde partie décrit les matériels et les méthodes
gue nous avons utilisés. La troisieme partie est réservée aux résultats obtenus et leurs
interprétations. Ces résultats sont discutés dans la quatrieme partie qui est suivie de la conclusion

et des perspectives de I'étude.
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|.1 GENERALITES SUR Cedrelopsis grevei
1.1.1 PRESENTATION DE LA PLANTE

Le genre Cedrelopsis de la famille des Rutaceae élargie comprend 8 especes, toutes

endémiques de Madagascar (Dongock Nguemo, 2008).

Parmi les huit especes d’arbustes et de grands arbres (Leroy & Lescot, 1991), il semble que
seule l'espece la plus abondante et la plus connue, Cedrelopsis grevei, soit utilisée par la

pharmacopée traditionnelle.
A Classification
Régne : VEGETAL
Embranchement : SPERMAPHYTES
Sous-embranchement : ANGIOSPERMES
Classe : MAGNOLIOPSIDA
Sous classe : ROSIDAE
Ordre : SAPINDALES
Famille : RUTACEAE
Genre : Cedrelopsis

espece : grevei

Source : Schatz (2001)

1.1.2 DISTRIBUTION GEOGRAPHIQUE

Cedrelopsis grevei est présent dans la savane boisée, les terrains broussailleux, la forét
secondaire et la forét périodiquement seche, du niveau de la mer jusqu’a 500 m d’altitude. Il
pousse sur des types de sols tres divers, souvent les sols sablonneux rouges ou jaunes, mais sa
croissance en hauteur est meilleure dans les vallées fluviales que sur les sols des plateaux
(Dongock Nguemo, 2008). Elle se rencontre dans les foréts d’épineux, les foréts tropophiles,
xérophiles et ombrophiles du Sud, Sud-Ouest, Sud-Est, Ouest et Nord-Ouest de Madagascar

(Randevoson, 2004). La figure 1 représente sa répartition géographique.
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Figure 1 : Répartition géographique de Cedrelopsis grevei (Samisoa, 1998)

Connu sous plusieurs noms vernaculaires, Cedrelopsis grevei est souvent appelée Katrafay

ou Katsafa', Katrafaina?, Bemafaitra (amer), Hafatraina, Katafa, Katrafay Dobo, Katrafay lahy,

Katrafay vatany, Katrafe, Matahora (ayez peur), Mantaora, Mampandry, Valomahay, Katrajay,

Hafatray, Hafatraina, Bemafaitra, Dobo, Katrafaifilo, Valomahamay, Vatany, Mantara, Fatraina
(Randevoson, 2004 ; Rakotomalala, 2004).

1.1.3

DESCRIPTION

Lespéce Cedrelopsis grevei Baillon ou Katafa crassisepalum est une plante pérenne. Elle se

présente comme un arbuste a tiges tres ramifiées de 2 a 4 meétres ou un arbre, petit ou moyen, de

5 a 15 meétres de hauteur. L'écorce des rameaux est grisatre, rugueuse, légerement crevassée et

particulierement aromatique. Les jeunes plantes sont pubérulentes et les adultes glabres a

1 Nom attribué par le tribu Sakalava et par le tribu Mahafaly
2 Nom attribué par le tribu Sakalava
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glabrescentes. Les feuilles sont généralement caduques. Elles sont composées et pennées. Les
inflorescences sont en panicules ramifiées. Les fleurs males, femelles ou hermaphrodites sont
jaunatres. Les fleurs hermaphrodites sont non fonctionnelles. Les fruits glabres ou pubescents, se
présentent sous forme de capsules vertes qui seront noires a maturité. Les graines sont oblongues
et aplaties latéralement (Constantin & Poisson, 1908). Le bois est jaune pale tres clair, |égérement
moiré, lourd, tres dur, a résistance naturelle élevée vis-a-vis des champignons de pourriture et des
termites. La floraison a lieu entre septembre et décembre et la maturité des fruits se situe entre le
mois d’octobre et janvier (Randevoson, 2004). Cedrelopsis grevei pousse lentement (50 cm par an

maximum) pour atteindre une hauteur de 0,5-3 m a I'dge de 7 ans (Dongock Nguemo, 2008).

Figure 2 : Un pied de Cedrelopsis grevei (Rakotoarison, 2008)

1.1.4 UTILISATION

La dureté et la résistance de son bois aux attaques fongiques et d’insectes lui conférent la
réputation d’étre un bois impérissable, traditionnellement utilisé pour fabriquer les tombeaux
royaux Sakalava. Il est également utilisé comme bois de feu et pour faire du charbon de bois
(Dongock Nguemo, 2008) et comme bois de charpente, d’embarcation et de charonnage. L'écorce
du " Katrafay " sert a aromatiser le rhum local (Guéneau et al, 1975).

Cet arbre est exploité non seulement pour son bois mais aussi pour ses multiples propriétés
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médicinales. En effet, a Madagascar, Cedrelopsis grevei est I'un des arbres forestiers les plus
importants que l'on connaisse pour ses usages médicinaux. La plante entiere (écorce, bois, tiges,
feuilles, graines) est utilisée sous différentes formes (décoction, infusion, onguents, huiles
essentielles) dans la pharmacopée traditionnelle malgache (Rakotomalala, 2004 ; Dongock

Nguemo, 2008).

Lutilisation ethno-médicale la plus connue du " Katrafay " est relative a ses activités
tonifiante, fortifiante, stimulante générale et aphrodisiaque. Les feuilles sont utilisées contre la
fragilité capillaire, les maux de téte, de gorge et de reins. En fumigation, elles constituent un
remeéde contre les névralgies. Les graines sont aussi utilisées pour traiter les ulceres ; elles
possedent également des propriétés vermifuges. Les tiges servent a traiter la blennorragie.
L'écorce est tonifiante et cicatrisante et est utilisée contre les toux, les diarrhées, |'asthénie, les

fievres, les rhumatismes, les affections gastro-intestinales et le diabéte (Randevoson, 2004).

Les huiles essentielles de tiges et d’écorce sont connues pour leurs propriétés
antirhumatismale, anti-inflammatoire, antibiotique, antifongique et antivirale. De méme, les huiles
essentielles de feuilles et d’écorce sont utilisées comme remedes défatiguants, dynamisants et

décontractants (Rakotomalala, 2004).
1.1.5 RESUME DES ETUDES SUR LES HUILES ESSENTIELLES DE Cedrelopsis grevei
A Etude chimique

Selon la littérature, il s'est avéré que la composition chimique de I'huile essentielle de
Cedrelopsis grevei est extrémement variable. Toutefois, ces données concordent sur le fait que
cette huile essentielle est complexe par sa richesse en sesquiterpenes hydrocarbonés et oxygénés.
Environ 80% de ces molécules ont été identifiées (Cavalli, 2003 ; Rakotomalala, 2004 ;
Razafimamonjison, 2007 ; Dongock Nguemo, 2008 ; Rakotobe et al., 2008). Ces résultats sont

résumés en annexe 1.
A Etude biologique

Malgré le fait que le " Katrafay " soit largement utilisé de facon empirique a Madagascar, a
notre connaissance, une seule étude sur les activités biologiques de son huile essentielle a été
effectuée. Ainsi, dans ses travaux sur Cedrelopsis grevei, Rakotomalala (2004) a entrepris I'étude de

I'activité antimicrobienne et pharmacologique des huiles essentielles de I'écorce de la plante.

.2 GENERALITES SUR LES HUILES ESSENTIELLES

Parmi les especes végétales (800 000 a 1 500 000 selon les botanistes) 10 % seulement sont

dites " aromatiques ", c’est-a-dire qu’elles synthétisent et sécretent d'infimes quantités d’essences
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aromatiques qui sont responsables du parfum que dégagent les végétaux. La majorité de ces

plantes sont des spermaphytes (Randriantsoa, 2004 ; Pibiri, 2006).

1.2.1 DEFINITION, PARTICULARITE ET LOCALISATION
e Définition
Le terme " essence " désigne la sécrétion naturelle des cellules spécialisées d’une plante

aromatique. L' huile essentielle est issue de cette essence.

D’une maniere générale, I'appellation de l'essence extraite de la plante differe par la
méthode d’extraction et des produits qui sont coextraits. En se basant sur la définition de la
Commission de la Pharmacopée Européenne (AFSSAPS, 2008), une huile essentielle est de
I'essence extraite de la plante qui est un " Produit odorant, généralement de composition
complexe, obtenu a partir d’'une matiére premiere végétale botaniquement définie, soit par
entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation séche, soit par un procédé mécanique
approprié sans chauffage. L'huile essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par

un procédé physique n’entrainant pas de changement significatif de sa composition ".
* Particularité

Les composants des huiles essentielles sont génériquement dits " aromatiques " en raison

de leur caractére odoriférant et non pour indiquer leur structure chimique (Pibiri, 2006).

L'aspect généralement liquide a température ambiante des huiles essentielles ainsi que leur
volatilité sont les principaux caractéres les distinguant des huiles fixes. Les huiles essentielles sont
liposolubles et solubles dans les solvants organiques usuels, entrainables a la vapeur d’eau, trés
peu solubles dans l'eau. Leur densité est généralement inférieure a celle de l'eau. Les huiles
essentielles ont un indice de réfraction élevé et la plupart dévient la lumiere. Cependant, apres
distillation, la composition de I’huile essentielle est [égerement différente de celle de I'essence de
départ suite a une hydrolyse et oxydation, et a des effets de la chaleur et de I'oxygéne (AFSSAPS,

2008 ; Wikiphyto, 2010).
e Localisation

Les essences se rencontrent dans toutes les parties de la plante : écorce, feuilles, sommités
fleuries, racines, rhizomes, fruits, tiges ou bois. Ce sont des métabolites secondaires dont la

composition chimique peut varier d’'un organe a 'autre pour une méme espece végétale.

La synthese et I'accumulation des essences se font généralement au niveau de structures
histologiques spécialisées. Ces structures sont souvent situées sur, ou a proximité de la surface de

la plante et elles varient selon les familles botaniques. Les Lauracées, Magnoliacées et les
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Pipéracées secretent les essences par I'intermédiaire de leurs poils sécréteurs externes. Dans le cas
des Myrtacées et des Aurantiacées ce sont les poches sécrétrices alors que pour les Ombelliferes

et les Coniféres ce sont les canaux sécréteurs (Rakotomalala, 2004 ; Malecky, 2008).

1.2.2 COMPOSITION CHIMIQUE

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes constitués de plusieurs dizaines, voire
plus d’'une centaine de composés (Cavalli, 2002). Cependant, les constituants peuvent étre classés
dans les trois catégories suivantes : les terpénoides, les composés aromatiques et les composés

minoritaires de différentes familles chimiques.
A Les terpénoides ou isoprénoides

Les isoprénoides sont les composés majoritaires de la plupart des huiles essentielles. lls se
présentent sous forme d’hydrocarbures ou de dérivés oxygénés (alcool, cétones, phénols, ...) et se

caractérisent par des formes de molécule insaturées, cycliques ou acycliques (Bruneton, 1993).

La classification des terpénoides est fonction du nombre d’unités qu’ils contiennent. On
distingue les hémiterpenes (Cs) dont lisopréne est le principal représentant (CsHg), les
monoterpenes (Cy), les sesquiterpénes (Cys), les diterpénes (Cy), les triterpénes (Cs) et les
tétraterpenes (Cq). Lisopréne (2-méthyl-1,3- butadiéne)(ll), le MBO (2-méthyl-3-buten-2-ol (1)) et
les monoterpénes sont considérés comme volatils et les sesquiterpénes comme semi-volatils

(Kesselmeier & Staudt, 1999).

Sur le plan biogénétique, les terpénoides sont formés par I'assemblage de plusieurs unités
isopréniques (5 atomes de carbone) appelé isoprénes. Cet isopréene (I) est a la base de la " regle
isoprene " énoncée en 1953 par Ruzicka et complétée par Lynen et al. en 1958, puis par Bloch et
al. en 1959. Cette régle considere le diphosphate d' isopentenyle (ll), désigné sous le nom d'
isoprene actif, comme le véritable précurseur de la molécule terpénique; dou le nom d'

isoprénoides.
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Figure 3 : Représentation de l'isoprene et du diphosphate d'isopentenyle (Lamarti, 1994)

Le schéma général communément admis aujourd’hui propose que, chez les végétaux
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supérieurs, les unités isopréniques sont synthétisées par deux voies métaboliques : dans le cytosol
et le réticulum endoplasmique par la voie du mévalonate et dans les plastes par la voie du MEP (2-
C-méthyl-D-érythritol 4- phosphate). Des inter-croisements entre ces deux voies sont répandus en

particulier du cytosol vers les plastes (Sharkey, 1991 ; Rohmer, 1999 ; Lavoir, 2008).

La voie du mévalonate fournirait des unités isopréniques pour la formation des
sesquiterpénes tandis que les monoterpénes et les diterpénes sont formés a partir des précurseurs

issus de la voie du MEP (Lichtenthaler, 2000 ; Lavoir, 2008).

Les isoprénoides volatils obtenus peuvent également subir des transformations permettant
la formation d’autres composés (hydroxylation, oxydations (inter-conversion alcools/aldéhydes),

méthylation des groupes hydroxyles et carboxyles, acylation...) (Lavoir, 2008).
A Les composés aromatiques

Les composés aromatiques sont des dérivés du phénylpropane d’ou leur appellation
" phénylpropanoides ". lls sont beaucoup moins fréquents que les terpénes bien qu’il existe quand
méme des huiles essentielles a forte teneur en composés aromatiques comme I'eugénol du girofle.
Ce sont des dérivés non azotés dont le ou les cycles aromatiques sont formés a partir de la

voie de |'acide shikimique.

CO>
l Photosynthése

METABOLISME PRIMAIRE DU CARBONE

Erythrose- Phosphoenolpyruvate Pyruvate 3-Phospho-
4-phosphate glycérate
CYCLE DE KREBS |o— Acétyl CoA
Acides aminés E +
VOIE DE L'ACIDE aliphatiques VOIE DE L'ACIDE || VOIE DE L'ACIDE ||VOIE DU MEP

SHIKIMIQUE MALONIQUE MEVALONIQUE

! l

Acides aminés __ produits secondaires azotés
aromatiques

L J

» Composés phénoliques Terpénes

bVIETABOLISME SECONDAIRE DU CARBONE

Figure 4 : Voie métabolique des terpénoides et des composés aromatiques (Ebbs, 2005)
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A Les autres composés

Lors de la préparation des huiles essentielles, certains composés aliphatiques, de faible
poids moléculaire, sont entrainés lors de I’hydrodistillation (carbures, acides, alcools, aldéhydes,

esters...)(Bruneton, 1993).

1.2.3 ROLE PHYSIOLOGIQUE

La fonction exacte des essences dans la physiologie de la plante reste encore mal connue.

Toutefois, quelques roles ont pu étre définis.
* Pollinisation :

Les composés volatils libérés des fleurs et des fruits servent a attirer les pollinisateurs
(Knudsen et al., 2006). Ces composés sont essentiellement des dérivés aromatiques et parfois des

isoprénoides (Reinhard et al. 2004 ; Lavoir, 2008).
* Allélopathie :

Certaines plantes produisent des substances allélochimiques qui tuent les microorganismes
(bactéries, virus et champignons) et/ou des autres plantes ou inhibent leur croissance (Balandrin &
Kloche, 1988). Ces substances phytotoxiques peuvent étre des herbicides, des phytoalexines
(inhibiteurs des microbes) et inhibiteurs de la germination des graines. A titre d’exemple, les
monoterpenes diminuent la respiration mitochondriale, les sesquiterpénes diminuent la
photosynthese et les monoterpéenes oxygénés seraient utilisés comme bio-herbicides (Lavoir,
2008).

e Autres roles :

Certaines molécules seraient impliquées dans des mécanismes divers. L'isopréne et les
monoterpénes améliorent la tolérance face aux stress dus a de fortes chaleurs, de fortes lumiéres
ou aux stress oxydatifs (lié a l'action de substances chimiques oxydatives)(Lavoir, 2008). Certains
terpénoides seraient des phytohormones. Exemple : Lisopréne, a forte concentration accélére la

floraison chez Arabidopsis (Terry et al., 1995).
1.2.4 FACTEURS DE VARIABILITE

Les dérivés phénylpropanoiques et les terpénoides sont les principaux constituants des
essences. lls sont associés en nombre et en proportion trés variable de telle sorte que le produit
est hétérogéne et complexe sur le plan chimique. lls sont biosynthétisés au sein des mémes
organes sécréteurs ou ils forment I'essence naturelle (Ganou, 1993). Hormis cette caractéristique
chimique, deux facteurs principaux sont a l'origine de la variabilité des essences et des huiles

essentielles résultantes.

10
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.2.4.1 Facteurs d’ordre technologique

Les conditions de transport, de séchage et de stockage peuvent engendrer des
dégradations enzymatiques. Les changements les plus importants interviennent lors de
I’hydrodistillation sous I'influence des conditions opératoires, notamment du milieu (pH,

température) et de la durée d’extraction (Ganou, 1993).

D’autres facteurs tels que les traitements auxquels le matériel végétal est soumis avant ou
pendant I’hydrodistillation (broyage, dilacération, dégradation chimique, pression, agitation)

contribuent a la variation du rendement et de la qualité de I’huile essentielle (Ochoa, 2005).

1.2.4.2 Facteurs d’ordre naturel

Ces facteurs peuvent étre intrinseques, spécifiques de la génétique de la plante ou

extrinséques, liés aux conditions de croissance et de développement de la plante.

A Facteurs intrinséques :

Sur le plan génétique, les variations peuvent étre attribuées a des hybridations, a un
polymorphisme génétique ou a des mutations (polyploidie, aberration chromosomique). En
général, la modification chimique de I'huile essentielle chez un méme génotype est liée a celle de
la teneur. Par exemple, les rendements en huiles essentielles de Daucus carota et de Foeniculum

vulgare varient respectivement de 0,5 a 7,16 % et de 1,3 2 9,8 % (Ganou, 1993).

Le potentiel et la composition de I'essence dépendent de l'organe producteur. Ainsi les
racines, les fleurs, les feuilles peuvent produire des huiles essentielles différentes (Benachour et
al., 1998). lls dépendent également de la nature des glandes sécrétrices. Selon Heinrich et al.
(1983), les poches situées dans I'exocarpe ou dans I'endocarpe des fruits de Poncirus trifoliata
générent des essences qui different en monoterpénes et sesquiterpenes. Chez le fenouil, la
composition chimique de I'huile essentielle de la racine varie selon qu’elle est issue des canaux
sécréteurs du xyleme ou de ceux du cortex. Lessence du xyleme comporte de I'a pinéne, composé

non généré dans le cortex (Ganou, 1993).

Des variations en fonction du cycle végétatif ont été également observées. La biosynthese
des principes odorants évolue lors de la maturation de la plante. Elle est prédominante pendant les
périodes de forte croissance ou pendant celles correspondant a des activités métaboliques

intenses telles que la floraison ou la maturation du fruit (Ganou, 1993).

A Facteurs extrinséques

Les composants aromatiques d’une plante peuvent varier en fonction du biotope :

ensoleillement, conditions climatiques, le type de sol. La variation des composants aromatiques

11
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induit inévitablement des variations au niveau des propriétés chimiques de la plante et de I'huile
essentielle que l'on extrait. En effet, pour une méme variété botanique, il existe plusieurs
chémotypes c’est-a-dire des plantes fournissant des huiles essentielles de composition chimique
différente (Nerlet, 1993). Exemple : on compte pour Thymus vulgaris, espéce morphologiqguement

homogene sept chimiotypes différents (Bruneton, 1993).
1.2.5 PROCEDES D 'EXTRACTION

1.2.5.1 La distillation

La distillation est un procédé de séparation basé sur la différence de composition entre un
liguide et la vapeur engendrée. La technique implique la condensation de la vapeur et la
récupération des fractions liquides résultantes (Ganou, 1993). On parle de distillation simple ou
fractionnée lorsqu’il s'agit de liquides miscibles. On peut également procéder a la distillation de
liquides non miscibles (Ochoa, 2005) tel est le cas de I'extraction par distillation des huiles
essentielles. Parmi les plus couramment utilisées on peut citer I’"hydrodistillation, I"hydrodiffusion

et 'entrainement a la vapeur.

1.2.5.1.1 L’hydrodistillation

L'hydrodistillation est la technique la plus courante pour I'extraction des huiles essentielles.
Elle fut découverte par les Chinois il y a environ 2000 ans avant Jésus-Christ. L'hydrodistillation s’est
ensuite répandue dans tout le monde antique (Ganou, 1993). Cette méthode d’extraction s’est
largement développée au fil des années mais I’hydrodistillation classique est encore la plus utilisée

jusqu’a présent.

Lors de I’hydrodistillation classique, la matiére premiére est immergée dans un bain d’eau.
Lensemble est porté a ébullition et l'opération est généralement conduite a pression
atmosphérique. Les poches a essences, soumises a I'action de ’humidité et de la chaleur, éclatent.
Les vapeurs d’eau entrainent avec elles I'essence. Alors, le mélange distille. Entrainé vers le
systéme de refroidissement, le mélange se condense. A la sortie du condenseur, il y a séparation
des deux liquides par différence de densité. Un essencier ou un vase florentin est également utilisé
a cet effet. La distillation peut s’effectuer avec ou sans recyclage communément appelé cohobage.
(Morin et al. 1985 ; Smadja, 2001).

1.2.5.1.2 Lhydrodiffusion

Le matériel végétal n’est pas en contact direct avec I'eau mais avec la vapeur. Cependant le
principe consiste a faire circuler celle-ci de haut en bas au travers du végétal. Dans ces conditions,
les cellules végétales sont soumises a une action " osmotique " du flux de vapeur d’eau. Lextrait

associé a I'eau condensée au contact du végétal s’écoule vers un collecteur. Ce procédé évite grand

12
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nombre d’artéfacts liés a une température excessive. |l donne des produits de qualité, riches en

composés oxygénés, de faible volatilité, qui sont généralement les plus recherchés (Smadja, 2001).

1.2.5.1.3 Entrainement a la vapeur

Dans I'entrainement direct a la vapeur d’eau, le matériel végétal est soumis a I'action d’un
courant de vapeur sans macération préalable. Les vapeurs saturées en composés volatils sont
condensées puis décantées. Linjection de vapeur se fait a la base de I'alambic. Ce procédé favorise
le traitement des matieres végétales sensibles qui pourraient souffrir d’'une longue ébullition. Cette
méthode permet d’extraire la quasi-totalité des constituants aromatiques a partir de la matiére
premiere. Il s’agit d’'une codistillation d’eau et de produits odorants volatils ; ces derniers étant
entrainés par des aérosols de vapeur d’eau avant leur propre point d’ébullition, ce qui permet de
les recueillir intacts. Le mélange hétéroazéotropique eau/composé organique distille généralement

a une température inférieure a 100°C (Ganou, 1993 ; Smadja, 2001).

1.2.5.1.4 Etude de la cinétique de distillation

L'étude de la cinétique de distillation est une pratique courante pour les distillateurs ; cette
étude est de ce fait propre a I'extraction des huiles essentielles par distillation. Il s’agit de prélever
a chaque heure de distillation les huiles essentielles afin d’analyser son évolution quantitative et
qualitative. Le but de ce travail est de déterminer la durée adéquate de la distillation. La
détermination de cette durée d’extraction est basée sur trois criteres : La consommation minimale
d’énergie (eau, bois de chauffe), I'obtention du maximum de rendement et le recueil des huiles

essentielles de meilleure qualité (Raobelison, 2004).

Il faut aussi signaler que la cinétique de distillation n’est pas la méme pour les constituants
d’une huile essentielle (carbures, alcools, cétones,...), la composition du distillat varie en fonction

du temps (Bruneton, 1999).

1.2.5.2 L'expression

Cette technique s’applique uniquement aux huiles essentielles d’agrumes (Hespéridées)
telles que le citron, I'orange. Ne supportant pas la chaleur, les huiles essentielles de ces végétaux
sont aussi altérables par I'action de la vapeur d’eau. Lextraction du péricarpe frais des agrumes
s'effectue par différents modes d’expression. Généralement c’est le procédé de scarification
mécanique et entrainement de I'huile essentielle par un courant d’eau qui est utilisé dans

I'industrie. Lessence est ensuite séparée par décantation (Bendriss, 2003).
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1.2.5.3 Les autres procédés d’extraction

A Enfleurage et macération

Ces techniques sont réservées aux organes végétaux particulierement fragiles comme les
fleurs. On obtient par la suite une pommade florale qui est un " corps gras parfumé obtenu a partir
de fleurs, soit par " enfleurage a froid " (diffusion des composés odorants des fleurs dans le corps
gras), soit par " enfleurage a chaud " (digestion ou immersion des fleurs dans le corps gras fondu) "
(1SO 9235 : 1997).

Lenfleurage consiste en la mise en contact des pétales et d’'un corps gras sur des chassis
superposés a température ambiante. Les fleurs sont ensuite renouvelées 10 a 15 fois jusqu’a
I'obtention d’une pommade de plus en plus parfumée. Une fois gorgés de parfums, les corps gras
sont filtrés au travers de tissus de lin ou de coton. Les huiles sont ensuite lavées a I'alcool pur,

filtrées et évaporées (Bendriss, 2003).

En se basant sur le principe selon lequel la chaleur augmente le pouvoir absorbant des
graisses utilisées, la macération se distingue de I'enfleurage par I'immersion des fleurs fraichement
cueillies et constamment renouvelées dans un bac de graisse chaude jusqu’a saturation de celle-ci.

La graisse est ensuite épuisée par l'alcool absolu.

A Extraction par des solvants organigues

Ce procédé consiste a épuiser la matiere végétale de ses constituants odorants au moyen
d’un solvant. Ceci est lié a la propriété des essences d’étre solubles dans la plupart des solvants
organiques, particulierement les hydrocarbures aliphatiques (hexane, éther de pétrole,...) qui sont
les plus utilisés. La séparation de |I' extrait et du solvant se fait par évaporation a |'évaporateur
rotatif (Mohamed, 1997). La qualité de I'extrait aromatique obtenu est fonction de la technique et

de la nature du solvant utilisé.

Les résinoides sont des extraits a odeur caractéristique obtenus a partir d’'une matiere

seche d’origine végétale, par extraction au moyen d’un solvant non aqueux (ISO 9235 : 1997).

Les concretes sont des concentrées aromatiques sous forme cireuse issues de la matiére
végétale fraiche. Ces concentrées sont obtenues par extraction de la plante naturelle fraiche,
habituellement avec les solvants organiques non polaires, volatils, non aqueux (ex: hexane,

dichlorométhane), évaporés a température modérée sous vide (Ranaivosoa, 2007).

Les oléorésines sont des substances obtenues par extraction habituellement d’épice
naturelle, qui utilise des solvants sélectionnés pour enlever les composants vitaux. Les oléorésines

contiennent de I'huile essentielle plus les autres composants non volatils importants qui
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caractérisent saveur, couleur, et autres aspects de la matiere premiére initiale. Ce sont des
substances visqueuses ou semi-solides. La méthode d’extraction présente des analogies avec celles

des concretes (Ranaivosoa, 2007).

Les alcoolats sont des distillats résultant de la distillation d’'une matiere premiere d’origine

naturelle en présence d’éthanol de titre variable (ISO 9235 : 1997).

Les absolues sont des produits fortement concentrés obtenus a partir des concretes, d’une
pommade florale ou d’un résinoide. Pour cela, on effectue une extraction a I'éthanol suivie d’un
refroidissement rapide (vers — 20°C) pour provoquer la précipitation des cires. Aprés filtration,
centrifugation et évaporation sous vide du surnageant, les cires, terpenes, sesquiterpenes ainsi
gue les autres matiéres inodores sont éliminées et on obtient des absolues trés odorantes (Ganou,

1993 ; Mohamed, 1997).

Contrairement aux huiles essentielles obtenues par expression ou distillation a la vapeur
d’eau, les absolues ne sont pas utilisables en aromathérapie par voie interne a cause des infimes

traces résiduelles de solvants (Paris & Hurabielle, 1986).

A Extraction par CO, supercritique

Cette technique est basée sur le fait que certains gaz, notamment le CO,, dans des
conditions critiques ou supercritiques, présente un pouvoir de dissolution accru vis — a — vis de

divers composés tels que les huiles essentielles, les ardmes, les colorants naturels, les graisses ...

Sous pression et a température supérieure a 31°C, le CO, se trouve dans un état
" supercritique ". La matiere végétale est chargée dans I'extracteur puis le CO, est introduit sous
pression et réfrigéré. Le mélange est recueilli dans un vase d’expansion. La pression y étant
réduite, le CO, reprend sa forme gazeuse et est completement éliminé. Lextrait végétal est isolé,
les matieres premieres ainsi obtenues sont proches du produit naturel d’origine sans trace

résiduelle de solvant (Bernard et al., 1988).

1.2.5.4 Mode de conservation

La relative instabilité des molécules constitutives des huiles essentielles rend leur
conservation difficile. Les risques sont multiples : photoisomérisation, photocyclisation, coupure
oxydative de propénylphénol, péroxydation de carbures et décomposition en cétone et alcool
(limonénes). Ces dégradations peuvent modifier les propriétés et/ou mettre en cause I'innocuité
du produit (AFNOR NFT 75-001-[1996)).

Toutefois, I'huile essentielle se conserve parfaitement bien pendant quelques années si

certaines conditions sont respectées : I’huile doit étre placée a I'abri de la chaleur et de la lumiére.
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Des flacons en verre teinté sont aussi nécessaires a la bonne conservation des huiles essentielles,
car des incompatibilités sérieuses peuvent exister avec certains conditionnements en matiéres
plastiques (Bendriss, 2003 ; AFSSAPS, 2008). Selon Lazouni et al. (2007), la basse température

contribue a la conservation de la stabilité de I’huile essentielle.

Ainsi, les huiles essentielles sont mis dans des flacons en verre teinté fermé
hermétiquement puis conservés a +4°C. Ce mode de conservation serait aussi applicable pour les

produits obtenus par les autres produits d’extraction (concrétes, oléorésines, absolues ...).

1.2.6 UTILISATION

Les huiles essentielles constituent souvent une matiére premiere destinée a des secteurs

d’activités divers. L'utilisation des huiles essentielles est en constante évolution.
A En alimentation

Les huiles essentielles sont utilisées en tant que boissons, assaisonnements ou encore
colorants. Guenther (1948) a méme décrit leur réle dans la digestion. En effet, I'aréme des huiles
essentielles stimule la sécrétion des enzymes digestives gastriques et intestinales. Les huiles

essentielles sont aussi utilisées comme conservateurs.
A En cosmétologie

Les huiles essentielles sont utilisées pour la fabrication de produits de beauté, parfums et

articles de toilette ainsi que les produits d’hygiene (Porter, 2001).
A En thérapeutique

Lutilisation des plantes aromatiques et des huiles essentielles en thérapeutique remonte
aux temps les plus anciens. Actuellement, les huiles essentielles sont préconisées principalement
pour leurs propriétés bactéricides et bactériostatiques, mais aussi pour augmenter les défenses
naturelles du malade, notamment vis-a-vis des virus. Mais cela n’exclut pas pour autant les autres
utilisations thérapeutiques des huiles essentielles : certaines huiles essentielles sont des
analgésiques ; d’autres sont des anti-enzymatiques; sédatifs ou stimulants (Belaiche, 1979 ;

Duriez, 2000).

Les huiles essentielles sont également utilisées en milieu clinique pour soigner des maladies
inflammatoires telles que les rhumatismes, les allergies ou l'arthrite. Des investigations sur le
potentiel anticancéreux des huiles essentielles ont méme été rapportées. Lhuile essentielle dail
(Allium sativum), par exemple, est une bonne source de composés sulfurés reconnus pour leur

effet préventif contre le cancer (Maruyama et al., 2005 ; Pyun et al., 2006).
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A Les autres usages

Les huiles essentielles sont utilisées en diffusion dans l'air ambiant pour assainir et
parfumer l'atmosphére. Elles sont également utilisées comme agents détachants ou encore

comme solvants dans I'industrie de la peinture (Razafindrakoto, 1988 ; Mapola, 2003).
1.2.7 TOXICITE DES HUILES ESSENTIELLES

Les huiles essentielles sont réputées pour leur innocuité et leurs activités a large spectre.
Toutefois, leur utilisation n’est pas sans risque. De plus, certaines huiles essentielles ou du moins
certains de leurs composants sont réellement toxiques pour l'organisme. Le tableau 1 ci-aprés
donne un petit apercu des activités toxiques déja observés chez ’lhomme.

Tableau 1 : Quelques exemples de toxicité des huiles essentielles (Homburger et al., 1968 ;

Franchomme et al., 1990 ; Smith et al., 2000 ; Bendriss, 2003).

MOLECULE EN

HUILE ESSENTIELLE CAUSE ACTIVITE
CAUSE
Artemisia Méconnaissance des
o-Thujone Neurotoxique
absinthium chémotypes
Thymus vulgaris Application sur la peau | Thymol ou Carvacrol Irritante
Huiles riches en ]
) Application sur la peau Cinnamaldéhyde Allergisante
cinnamaldéhyde
Sassafras albidum Usage interne Safrole Inductrice de cancers

Cause des gastro-

entérites intenses,

Ruta chalepensis Usage interne Inconnue _
vertiges, tremblements
et convulsions
Application sur les bébés, | Dioxyde : ascaridole Neurotoxique et
Boldea fragrans _ _
enfants, femmes enceintes | (DL 5o= 0,13g/kg) abortive
Foeniculum vulgare Usage externe et cis-, trans-Anéthole Hépatotoxique et
ssp. Capillaceum application sur les bébés, et Coumarines légérement
var. dulce enfants, femmes enceintes phototoxique
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1.1 MATERIELS
1.1.1 LES HUILES ESSENTIELLES

e Provenance

La collecte du matériel végétal ainsi que I'extraction de I'huile essentielle a partir de I'écorce
de Cedrelopsis grevei ont été réalisées par le Laboratoire du FOFIFA Ambatobe. D’aprés les
informations qui nous ont été communiquées : la plante a été récoltée au mois de septembre 2009
dans 4 zones de récolte. Deux d'ltampolo (Sud de Toliary), une de Salary (Nord de Toliary) et une
de Tsaramandroso (Mahajanga). L'extraction des huiles essentielles a ensuite été effectuée au
FOFIFA au mois de septembre 2009. Les huiles essentielles ont été obtenues par hydrodistillation
fractionnée avec un alambic de capacité 12 kg. Les détails relatifs a I'origine des échantillons sont

donnés dans le tableau 2.

Tableau 2 : Détail des échantillons d’huiles essentielles

Origine Nom vernaculaire | Nom de code Fraction
ltampolo Filo CG1-1 0-3h
CG2-1 0-3h
CG 2-2 3-6h
ltampolo Dobo CG 2-3 6-9 h
CG 24 12-14 h
CG2 REC
CG3-1 0-3h
CG 3-2 3-6h
Salary Katrafay
CG3-3 6-9 h
CG3 REC
Tsaramandroso Katrafay CG4 HC (0-14 h)

REC : huile recomposée ; HC : huile compléte
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Le lot d’échantillons obtenu contient des fractions d’huile essentielle, des huiles

essentielles recomposées (ou reconstituée) et une huile essentielle compléte.

Pour obtenir les fractions, les huiles essentielles qui ont été distillées durant trois heures
sont recueillies dans des contenants bien secs. On change de contenants pour recueillir les huiles
essentielles qui ont été distillées durant les trois heures suivantes et ainsi de suite jusqu’a la fin de

I'extraction.

Les huiles essentielles recomposées sont obtenues en recomposant les fractions d’huiles
essentielles qui devaient constituer une huile compléte. Pour cela, on recompose les huiles en

fonction du pourcentage massique des fractions d’huile essentielle.

Tableau 3 : Reconstitution des huiles essentielles

. . . Huile .
fraction HE Poids (g) | % massique recomposée Poids (g) %
CG 2-1 27,212 55,366
CG 2-2 10,813 22,000
CG 2-3 8,614 17,526 G2 49,149 100
CG 2-4 2,51 5,107
CG 3-1 26,963 62,100
CG 3-2 10,744 24,745 CG3 43,419 100
CG 3-3 5,712 13,156

LUhuile compléte est obtenue en faisant une distillation continue. Lhuile essentielle est

recueillie dans un méme contenant du début jusqu’a la fin de I'extraction.

Pour simplifier, les huiles reconstituées et I’huile compléte seront appelées indifféremment

"totum ".

Tous les échantillons d’huiles essentielles sont mis dans des flacons en verre teinté

hermétiquement fermé puis conservés a +4°C.

11.1.2 LES MICROORGANISMES

Les microorganismes utilisés sont ceux qui sont conservés et utilisés au sein du Laboratoire
de Microbiologie du Département de Biochimie fondamentale et appliquée. Ce sont des cultures
pures conservées a +4°C sur des géloses inclinées contenues dans des tubes vissés. Ces cultures
pures sont issues des souches référencées et conservées a -20°C. Avant chaque manipulation, un
repiquage sur un milieu gélosé neuf est effectué pour permettre le relancement de la croissance

normale des microorganismes-tests mais aussi pour s’assurer de la pureté des souches qui ont été
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Tableau 4 : Caractéristiques des microorganismes-tests (Samain et al., 1987 ; Uttley et al.,1989 ;

Reinehart et al., 1990 ; El Kouri et al., 1998 ; Bornert, 2000 ; Bonhomme, 2003 ; Vimont, 2007 ;

Trembaly, 2008 ; Travers, 2008 ; Raj et al., 2010 ; Wikipédia, 2010)

Bactérie Gram Caractéristiques Pouvoir pathogeéne
— Coque immobile dépourvue |Bactérie opportuniste invasive
de spore et de capsule pouvant entrainer une septicémie.
Staphylococcus — Anaérobie facultative Chez ’homme, elle est a I'origine des :
référentielle . .
aureus + P — Infections nosocomiales
— Mésophile psychrotroph . ., ,
(ATCC 6538) esopniie psy ophe — Infections localisées suppurées
— Neutrophile . . . .
P — Diverses infections en association
— Halotolérant ou non avec d’autres bactéries.
Bactérie opportuniste.
Chez I’'homme, elle est a I'origine des :
— Coque immobile . .
— Infections nosocomiales
— Anaérobie aéro-tolérant q di
Enterococcus — Endocardite
; — Croissance en milieu hostile . -
faecalis + — Infection urinaire

(ATCC 29 212)

(température de 10 °C a 45 °C,
pH=9,6)

— Halophile

— Abces intra-abdominaux
— Pleurésies
— Infections néonatales

— Méningites

Escherichia coli

(363)

— Bacille mobile
— Aéro-anaérobie facultatif
— Mésophile

— Neutrophile

Bactérie commensale mais peut
devenir tres pathogene et entrainer

une septicémie.

Chez 'homme elle est a l'origine de

maladies diverses :
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— Colite hémorragique
— gastro-entérites et de diarrhées

—infections urinaires, méningites.

Salmonella

typhimurium

(ATCC 14 028)

— Bacille mobile
— Aero-anaérobie facultatif

— Mésophile

Bactérie pathogéne qui peut entrainer
une septicémie. Chez ’'homme elle

est responsable de :
— Gastro-entérites
— Toxi-infections alimentaires

— Fievres typhoides

Vibrio harveyi

(ATCC 14 126)

— Bacille droit, mobile

— Principalement dans les eaux
de mers chaudes et les

sédiments marins
— Halophile
— Aéro-anaérobie
— Basophile

— Température optimale 32°C.

Pathogéne important chez les
invertébrés et certains poissons

marins comme le requin

Vibrio fischeri

(ATCC 49 387)

— Bacille incurvé, mobile
— Ubiquiste des océans
— Halophile

— Basophile

— Symbiote du calmar

— Pathogene de certains poissons
marins causant des septicémies

hémorragiques

11.1.3

LES MATERIELS DE LABORATOIRE

Milieux de culture

Les milieux utilisés sont de qualité pour analyse et sont de marque Liophilchem, Becton

Dickinson et Difco.

Les milieux Marine Agar, Zobell solide et Zobell liquide sont utilisés pour la culture des

bactéries marines du genre Vibrio.
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Le milieu de Muéller Hinton Agar, le Poor Broth liquide et le Poor Broth solide sont utilisés
pour la culture de la plupart des bactéries. La composition et le mode de préparation des milieux

sont donnés en annexe 2.
e Matériels divers

Le sel de qualité pour analyse et de marque Reagent entre dans la composition de certains

milieu de culture et sert a préparer de I'eau physiologique pour les suspensions bactériennes.

Le Tween 80 de marque Rectapur est un tensioactif servant a la mise en émulsion des
composés hydrophobes ou de faible affinité pour I'eau. Les propriétés physiques du Tween 80 sont

données en annexe 3.

Des disques d’antibiogramme de 6mm de diameétre sont utilisés pour la technique de

diffusion en milieu gélosé.

Les antibiotiques de référence de marque Bio-rad sont fournis sous forme de disques

standardisés de 6 mm de diameétre.

Des filtres Micropore de marque Sartorius (modéle Minisart, 0,20 um de diameétre) sont

utilisé pour filtrer le Tween 80.

Les micropipettes, cones et porte-cones de différents calibre, les verreries, I'anse
d’inoculation, I'alcool, I'étuve, l'autoclave, le bec Bunsen, la plague chauffante, le Vortex, le bain-

marie agité sont utilisés durant toutes les manipulations.

e Précautions

Avant chaque manipulation, les milieux préalablement préparés, les cones et porte-cones
sont stérilisés a l'autoclave durant 20 min a 121°C sous une pression de 2 bars. Aprés un lavage au

savon et un bon ringage a I'eau, les verreries sont placées a I'étuve durant 120 min a 120°C.

La zone de manipulation et ses alentours doivent étre rigoureusement propres et
désinfectés. Avant de manipuler, le manipulateur doit rincer ses mains avec de l'alcool 70°C apres

les avoir lavées avec du savon.

Les manipulations doivent étre effectuées dans un espace restreint délimité par un rayon
de 15 cm autour de la flamme d’un bec Bunsen et I'ouverture des tubes ou d’autres récipients

toujours tournée vers la flamme.

Etant donné la fragilité des huiles essentielles, leur apport ne se fait qu’a la fin de tous les
préparatifs. Elles sont ensuite remises directement dans les endroits ou elles ont été stockées

apres leur utilisation.
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1.2 METHODES

Pour étudier les propriétés antibactériennes des huiles essentielles de Cedrelopsis grevei,

trois méthodes ont été adoptées.

Le protocole expérimental des trois techniques est toujours précédé d’une phase de
repiquage. La culture microbienne conservée a +4°C est repiquée sur un milieu gélosé adéquat
coulé dans des boites de Pétri stériles. Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia
coli et Salmonella typhimurium sont relancées sur le Muéller Hinton Agar. Elles sont ensuite
incubées a 37°C pendant 24 h. Vibrio harveyi et Vibrio fischeri sont repiquées sur Marine Agar puis

incubées a température ambiante pendant 48 h.
* Sélection des microorganismes

Le but de cette sélection est de déterminer les microorganismes sensibles qui seront
utilisés dans les autres techniques. Le protocole qui a été adopté est la technique de disque
diffusion pour sa rapidité et la facilité de la lecture des résultats. Toutefois, les résultats seront

confirmés par la méthode de dilution.
e Sélection du milieu de culture

Le choix du milieu de culture approprié pour chaque type de manipulation est primordial

pour le bon déroulement des expériences.

Etant donné la non-miscibilité ou du moins la faible miscibilité des huiles essentielles dans
I’eau, on a comparé I'activité des huiles essentielles dans le milieu de culture seul a été comparée a
celle dans le milieu de culture additionné du Tween 80, un agent tensioactif. Cette
expérimentation a pour but de sélectionner le milieu adéquat pour les manipulations, notamment
pour la méthode de dilution. La technique de dilution a été sélectionnée pour sa précision par

rapport a la méthode de disque diffusion.

Le Tween 80 reste I'agent de prédilection pour la mise en émulsion les huiles essentielles
malgré le fait que certains auteurs suggéerent que le Tween 80 exercerait une inhibition de l'activité

antimicrobienne (Remmal et al.,1993 a et b ; Inouye et al, 2001).

Mohammedi, (2006) a montré que le Tween 80 a 0,05 % influe encore sur la croissance
microbienne. Mais en utilisant la méthode de dilution, Hood et al.(2003) ont montré qu’on obtient
de meilleurs résultats en utilisant le Tween 80 a 0,02 % (v/v) pour émulsifier les huiles essentielles

visqueuses et hydrophobes.

Ainsi, lors de notre étude nous avons comparé lactivité antibactérienne des huiles

essentielles dans le milieu de culture seul et dans un mélange de milieu contenant du Tween 80 a
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0,02 % (v/v).

1.2.1 DIFFUSION EN MILIEU GELOSE
A Principe

Encore appelée aromatogramme ou méthode des disques ou encore méthode de disque
diffusion, cette technique est dérivée de l'antibiogramme, une technique largement utilisée en
bactériologie médicale. C'est une technique d’évaluation de I'activité en milieu solide gélosé, par
comparaison avec des antibiotiques de référence. Le microorganisme test est ensemencé au

préalable par inondation sur la gélose.

La méthode de diffusion sur milieu gélosé consiste en un dépot d’'une quantité définie
d’huile essentielle sur un disque déposé a la surface de la gélose. Le disque s’humidifie
progressivement et I'huile essentielle diffuse radialement a partir du disque vers la gélose et y
détermine un gradient de concentration. Apres un temps d’incubation suffisant, une zone ou un
halo clair est présent autour du disque si I'huile essentielle inhibe le développement bactérien.

Plus la zone entourant le disque est grande, plus le germe est sensible (Bassole et al. 2001).
A Protocole expérimental
Apres le repiquage, le protocole expérimental se divise en quatre étapes :

A lére étape: Mise en suspension d’'une 6se de la culture relancée dans de l'eau
physiologique. La charge bactérienne est ajustée a 10° UFC/ml. Une absorbance de 0,125
lue au spectrophotometre calibré a 600 nm puis une dilution au centiéme de la culture
permet d’avoir cette charge. Cette suspension bactérienne est ensuite ensemencée par

inondation sur la gélose.

A 2e étape : Ensemencement et dépot de I'huile essentielle : 2 ml de suspension bactérienne
sont étalées sur la gélose. L'excédent est éliminé par aspiration puis la gélose est laissée
sécher prés de la flamme du bec Bunsen. Le disque d’antibiogramme de 6mm de diameétre
est placé au centre de la gélose a I'aide d’une pince stérile. 5 ul d’huile essentielle pure sont
ensuite déposés sur le disque (MikulaSova et Vaverkova, 2009) puis, I'huile essentielle se
diffuse radialement dans la gélose et y détermine un gradient de concentration. Afin
d’éviter les effets synergiques de la phase volatile des huiles essentielles sur la croissance

microbienne, un seul disque d’antibiogramme par boite de Pétri a été déposé.

A 3e étape: Incubation de la préparation a des températures adéquates aux
microorganismes tests : 24 h a 37°C pour Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,

Escherichia coli et Salmonella typhimurium et 48 h a température ambiante pour Vibrio
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harveyi et Vibrio fischeri.

A 4e étape: Lecture des résultats par la mesure a la réegle du diametre d’une zone
translucide, circulaire ou halo d’inhibition. Le diamétre de ce halo est proportionnel a
I'activité de I’huile essentielle. Les bactéries qui n‘ont pas été inhibées par I'huile essentielle

forment une nappe homogéne autour du halo.

Pour avoir des résultats reproductibles, tous les tests sont effectués en double (en deux
exemplaires). Des témoins négatifs (gélose avec un disque au centre sans huile essentielle sans
suspension bactérienne) et des témoins positifs (gélose avec un disque au centre sans huile
essentielle avec suspension bactérienne). Des disques imbibés d’antibiotiques de référence sont
aussi préparés avec les tests pour évaluer l'activité des huiles essentielles par rapport aux

antibiotiques couramment utilisés.

11.2.2 DILUTION
A Principe

Cette technique permet la mise en contact direct de I'huile essentielle et de la bactérie
dans un milieu liquide défini. Une dilution en cascade (ou dilution de progression géométrique de
raison 2) permet de déterminer la plus faible concentration en huile essentielle pour stopper la
croissance bactérienne (CMI ou concentration minimale inhibitrice). La valeur de la CMI indique
I'activité de I'huile essentielle sur la croissance de la bactérie. Plus la concentration en huile
essentielle capable de stopper cette croissance est faible, plus I'huile est active sur le
microorganisme test. La plus faible concentration inhibitrice est la CMI. La CMB (ou concentration
minimale bactéricide) indique I'effet des huiles sur la survie des bactéries. Un repiquage en milieu
solide de 5 ul des cultures ou la croissance des bactéries a été inhibée permet de déterminer la
CMB. La CMB est la plus faible concentration en huile essentielle ol aucune croissance cellulaire

des cultures repiquées n’est observée.
A Protocole expérimental
Apres le repiquage, le protocole expérimental se déroule en huit étapes :

A leére étape : Mise en suspension d’'une 6se de la culture dans le milieu liquide : Poor Broth
pour Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli et Salmonella
typhimurium et Zobell pour Vibrio harveyi et Vibrio fischeri. L'absorbance de la suspension
bactérienne est lue au spectrophotomeétre calibré a 600 nm. L'absorbance de I'échantillon
est ajustée a 0,125. Une dilution au centieme est ensuite effectuée pour avoir une charge

bactérienne finale d’environ 10° UFC/ml.

25



Il. MATERIELS ET METHODES

A 2e étape : Préparation de la solution meére d’huile essentielle dans des tubes vissés stériles :

A 10 pl d’huile essentielle pure sont ajoutés dans 190 ul de milieu de culture

uniquement ou dans 190 pl de milieu de culture contenant 20 ul de Tween 80 a 4 %.
A Homogénéisation des solutions au Vortex.
A 3e étape : Dilution en cascade :

A 100 pl de solution meére d’huile essentielle (solution huile essentielle + milieu ou
solution huile essentielle + milieu + Tween 80) sont rajoutés dans 100 pl de milieu

de culture stérile.

A Le mélange est homogénéisé puis 100 ul de solution sont prélevés et placés dans un
tube stérile contenant 100 pl de milieu stérile et ainsi de suite. Les derniers 100 ul

de solution prélevés dans le dernier tube servant a la dilution en cascade sont jetés.

A 4e étape : Addition de 900 pl de suspension bactérienne dans les tubes contenant 100 pl
de solution en huile essentielle diluées en cascade. Le volume final de chaque solution test

est de 1 ml.
A 5e étape : Préparation des témoins dans les mémes conditions. Le volume final est de 1 ml.

A Témoin positif: Milieu de culture (Poor Broth ou Zobell) et la suspension

bactérienne uniquement.

A Témoin positif Tween : Milieu de culture (Poor Broth ou Zobell) contenant 0,02 % de

Tween 80 et la suspension bactérienne.
A Témoin négatif : Milieu de culture uniquement (Poor Broth ou Zobell).

A Témoin négatif Tween: Milieu de culture uniqguement (Poor Broth ou Zobell)

contenant 0,02 % de Tween 80.

A Dilutions en cascade a partir de 5 pl/ml de quantité finale d’huile essentielle des
témoins huile essentielle : ces dilutions ont été effectuées pour suivre I'évolution de
la quantité en huile essentielle dans les tests indépendamment de la croissance

microbienne.

A Dilutions en cascade des témoins huile essentielle Tween : la quantité mére finale
en huile essentielle est de 5 pl/ml et celle du Tween est de 0,02 % (v/v). Ces
dilutions ont été effectuées pour suivre l'évolution de la quantité en huile
essentielle en présence du Tween 80 dans les tests indépendamment de la

croissance microbienne.
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A ge étape : Homogénéisation de toutes les solutions préparées et incubation a 30°C durant
24 h dans un bain thermostaté agité (Destoumieux et al., 1999 ; Randriantsoa, 2004). La

vitesse de |'agitation est de 180 tours/min.

A 7e étape : Lecture de I'absorbance des tests et des témoins au spectrophotomeétre calibré a

600nm apreés I'incubation :
* Labsorbance réelle des tests est obtenue par la formule :
AR = AT — (AT,e+ AT)

AR : Absorbance réelle ; AT : Absorbance des tests; AT : Absorbance des témoins (milieu avec
Tween ou milieu uniquement) ; ATy : Absorbance des témoins huile essentielle (témoin avec ou

sans Tween)

* Une inhibition de la croissance se traduit par une absorbance réelle trés proche du

témoin négatif avec ou sans Tween.

* La croissance bactérienne se traduit par une augmentation de I'absorbance réelle

des tests jusqu’a étre égale a celle du témoin positif avec ou sans Tween.
A 8e étape : Détermination de la CMB :

= 5 ul de chaque test sont repiqués sur un milieu gélosé neuf a partir de la solution
meére en huile essentielle (avec ou sans Tween) jusqu’au tube correspondant a la
CMI. On utilise le Poor Broth Agar pour Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli et Salmonella typhimurium et Zobell solide pour Vibrio

harveyi et Vibrio fischeri.

= L'incubation a lieu a 37°C pendant 24 h pour Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli et Salmonella typhimurium et a température ambiante

pendant 48 h pour Vibrio harveyi et Vibrio fischeri.

La CMB est la plus faible concentration en antibiotique capable de tuer 99,99 % des

germes.

Apres repiquage et incubation, la CMB est la plus faible concentration en huile essentielle

ou il n’y pas eu de croissance sur la gélose.

Pour avoir des résultats reproductibles, tous les tests sont effectués en double.
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11.2.3 MICROATMOSPHERE
A Principe

Egalement dérivée de I'antibiogramme, la technique d’aérodiffusion ou le protocole des
microatmosphéres est techniquement proche de celle des aromatogrammes ou technique
diffusion en milieu gélosé. La différence réside principalement dans la position du disque

imprégné.

Cette technique permet de mettre en évidence la diffusion des composants volatils actifs

des huiles essentielles a I'intérieur d’'une boite de Pétri.

Le disque imprégné est déposé au centre du couvercle de la boite de Pétri, renversée
pendant la durée de I'expérience. La gélose ensemencée et le disque imprégné d’huile essentielle
ne sont donc plus en contact. Apres incubation, 'absence de la croissance microbienne se traduit
par une zone translucide sur la gélose de contour plus ou moins nette, a tendance circulaire
lorsque le disque est bien centré (Pibiri, 2006). La taille de la zone translucide ou halo est

proportionnel a I'activité des composants volatils de I’huile essentielle sur le microorganisme test.
A Protocole expérimental
Aprés le repiquage, le protocole expérimental se divise principalement en quatre étapes :

» lere étape : Mise en suspension d’une 6se de la culture dans de I'eau physiologique. La
charge bactérienne est ajustée a 10° UFC/ml. Une absorbance de 0,125 lue au
spectrophotometre calibré a 600 nm puis une dilution au centiéme de la culture permet

d’avoir cette charge.

* 2e étape: Ensemencement par inondation de 2 ml de suspension bactérienne sur la
gélose. L'excédent est éliminé par aspiration puis la gélose est laissée sécher pres de la
flamme d’un bec Bunsen. Un disque d’antibiogramme de 6 mm de diamétre est déposé
a l'aide d’une pince stérile au centre du couvercle situé au-dessous de la gélose
préalablement ensemencée. Une quantité définie d’huile essentielle pure est ensuite
déposée sur le disque pour chaque série de test. On effectue quatre séries de tests
pour lesquels le volume d’huile essentielle déposé sur le disque est respectivement de

5, 10, 15 et 20 pl.

* 3e étape: Incubation des cultures: 24 h a 37°C pour Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli et Salmonella typhimurium et 48 h a température

ambiante pour Vibrio harveyi et Vibrio fischeri.

* 4e étape : Lecture des résultats par la mesure a la régle du halo d’inhibition.
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Pour avoir des résultats reproductibles, tous les tests sont effectués en double. Des témoins
négatifs (gélose avec un disque au centre du couvercle sans huile essentielle sans suspension
bactérienne) et des témoins positifs (gélose avec un disque au centre du couvercle sans huile
essentielle avec suspension bactérienne) sont préparés simultanément avec les tests. Lactivité
des composés volatils sur les germes est évaluée en comparant le diamétre des halos d’inhibition a

celui des antibiotiques de référence testés en milieu solide.
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Il. RESULTATS ET INTERPRETATIONS

1.1 DIFFUSION EN MILIEU GELOSE

Cette méthode (paragraphe 11.2.1, p. 24) a permis de tester les propriétés antibactériennes
des huiles essentielles sur les microorganismes-tests. Le tableau 5 ci-dessous résume les résultats

obtenus par cette méthode.

Tableau 5 : Diamétre (mm) du halo d’inhibition des huiles essentielles et des antibiotiques de

référence

. S. aureus E. coli |E. faecalis | S. typhis |V. harveyi | V. fischeri
Echantillon
@ @ @ @ @ @
TE 28 28 15,5 20 19 13,5
Référence
GME 25,5 29 17 28,5 20,5 25
CG1-1 11 11 12,5 6 21 23
CG 2-1 10 11 9 6 14 16
CG 2-2 9 12 10,5 6 19 23
CG 2-3 10 11 10,5 6 24 19
CG 24 10 10 10 6 22 17,5
HE
V=5l CG2 11 12 12 6 20 16
CG 3-1 9 11 9 6 11,5 22*
CG 3-2 10 10 10 6 16 16
CG 3-3 10 11 10 6 19 20
CG3 11 15 11 6 20* 20
CG4 15 12 10 6,5 20 25%*

S. aureus : Staphylococcus aureus ; E. coli : Escherichia coli; E. faecalis : Enterococcus faecalis ; S.

typhis : Salmonella typhimurium ; V. harveyi : Vibrio harveyi ; V. fischeri : Vibrio fischeri
TE : Tétracycline ; GME : Gentamycine ; @ : Diameétre du halo d’inhibition (mm)

* : Diametre ellipsoidal ; V= Volume d'échantillon déposé par disque

La fraction CG 3-1 et le totum CG 4 ont donné un halo ellipsoidal avec Vibrio fischeri (fig. 5,
p. 31) ainsi que CG 3 avec Vibrio harveyi. Dans ce cas, le diamétre mesuré est la plus faible distance

entre les colonies qui ont poussé autour du disque.
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Nappe confluente

Halo d'inhibition de bactéries

ellipsoidal

Figure 5 : Halo d'inhibition provoqué par CG 4 sur Vibrio harveyi

Pour évaluer l'activité des huiles essentielles, nous avons utilisé comme référence la
tétracycline et la gentamycine, deux antibiotiques a large spectre d’action. Ces antibiotiques sont
couramment utilisés pour traiter diverses maladies incluant celles causées par les

microorganismes-tests.
D'apres le tableau 5, on constate que :

— Vibrio fischeri et Vibrio harveyi sont trés sensibles a toutes les huiles essentielles testées. En
effet, le diametre du halo d’inhibition des huiles essentielles et celui des antibiotiques de

références sont proches.

— Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Enterococcus faecalis sont sensibles a toutes les
huiles essentielles. On a un halo translucide circulaire traduisant ['inhibition de la
croissance bactérienne par les huiles essentielles mais elle est assez faible par rapport aux

antibiotiques de référence.

— Salmonella typhimurium est résistante a toutes les huiles essentielles de Cedrelopsis grevei

car aucune huile essentielle n'a inhibé sa croissance.

D'apres ce résultat, seules Vibrio fischeri et Vibrio harveyi sont tres sensibles aux huiles
essentielles de la plante. Les tota sont plus actifs que leurs fractions sauf pour le cas des fractions
CG 2-3 et CG 3-3 sur Vibrio fischeri et Vibrio harveyi. Toutefois, avec des quantités par dépot
inférieures aux antibiotiques de référence (5 ul par dépot pour les huiles essentielles contre 10 pl
par dépot pour les antibiotiques de références selon les fabricants des antibiotiques de référence),

on peut alors dire que les huiles essentielles ont une activité intéressante sur les microorganismes-
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tests.

Pour éviter les confusions, les études qui vont suivre seront axées sur la comparaison du
diametre du halo d’inhibition des huiles essentielles entre elles. Ainsi, en comparant I'activité des

tota et de leurs fractions, on remarque que les tota sont plus actifs.
* Activité en fonction de la zone de récolte

Afin d’évaluer l'activité des huiles essentielles en fonction de la zone de récolte, nous avons
comparé les halos d’inhibition des tota provenant de Itampolo (CG 2), Salary (CG 3) et

Tsaramandroso (CG 4).
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Figure 6 : Comparaison des tota issus de différentes régions

Selon cette figure, les 3 huiles sont actives sur les germes testés sauf Salmonella
typhimurium. CG 4 est la plus active sur Staphylococcus aureus. CG 2 et CG 3 sont les plus actives
sur Vibrio harveyi. Les trois huiles complétes ont a peu prés la méme activité sur Enterococcus
faecalis ; CG 3 est la plus active sur Escherichia coli et Vibrio fischeri. CG 2 et CG 3 ont la méme
activité sur Staphylococcus aureus tandis que CG 2 et CG 4 ont la méme activité sur Escherichia
coli. Ces résultats montrent une variabilité de l'activité des huiles essentielles sur les souches

testées en fonction de la zone de récolte.

* Effet du lieu de conservation sur les huiles essentielles de Cedrelopsis grevei
Afin d’évaluer 'effet du lieu de conservation des huiles essentielles, nous avons testé deux
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lots d’échantillons provenant d’'un méme stock d’huiles essentielles distillées au FOFIFA Ambatobe
(FOFIFA) au mois de septembre 2009. Un premier lot d’huiles essentielles a été pris au mois d’aolt
2010 et conservé a I'Université d’Antananarivo (Ankatso) et un deuxieme lot de ces mémes huiles
essentielles au mois de mai 2011. L'étude des activités antibactériennes de ces deux lots a été

effectuée au Laboratoire d’Ankatso au mois de mai 2011.

Tableau 6 : Comparaison de I'activité des échantillons conservés au FOFIFA Ambatobe et a

I’Université d’Antananarivo Ankatso

Lieu de conservation Conditionnement
Bactérie HE Ankatso | FOFIFA
Ankatso FOFIFA
(@ en mm)|(@ en mm)
CG2 12 10,25
Escherichia coli
CG3 15 9,5
Staphylococcus CG2 11 9,5
aureus CG3 11 10
G2 12 3 4°Cdans |4°Cdans des
Enterococcus faecalis des flacons flacons
cG3 13 13 teintés teintés
CG2 20 15
Vibrio harveyi
CG3 20 14,5
CG2 16 13,5
Vibrio fischeri
CG3 20 11

HE : huile essentielle ; @ : diamétre

A premiére vue, le mode de conservation des huiles essentielles du FOFIFA et d’Ankatso est
le méme. Les huiles essentielles ont toutes été conservées dans des flacons teintés a +4°C et a

I'abri de la lumiére apres I'extraction.

Toutefois, en comparant leur activité antibactérienne on note une différence : sur les cing
microorganismes testés, l'activité des huiles essentielles conservées au FOFIFA est faible par
rapport a celle des huiles conservées a Ankatso. En effet, pour des échantillons issus de la méme

distillation, le diamétre du halo d’inhibition provoquées par les échantillons conservés a Ankatso
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est supérieur a celui de ceux conservés au FOFIFA. La comparaison des résultats obtenus avec les

Vibrios permet en particulier de constater cette différence.

La méthode de diffusion en milieu gélosé a permis d’avoir un apercu de I'activité des huiles
essentielles de Cedrelopsis grevei. Toutefois, elle se limite a I'observation et a la mesure du
diametre des halos d’inhibition. En effet, méme si une variabilité de I'activité des huiles
essentielles a été observée, cette technique est estimative et nécessite la confirmation des

résultats par la méthode de dilution en milieu liquide.

1.2 DILUTION

Cette méthode décrite au paragraphe 11.2.2 (p. 25) permet de déterminer la concentration
minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB) exprimées en pl/ml. En
raison de l'insuffisance des échantillons d’huiles essentielles, la détermination de la CMB et de la

CMI n’a pas pu étre déterminée au-dela de 5 pl/ml.

©  Choix du milieu de culture

Afin de déterminer le milieu de culture adéquat pour notre étude, deux séries de tests ont
été effectuées. Nous avons utilisé un milieu de culture avec 0,02 % (v/v) de Tween 80 lors de la
premiére série. La deuxiéme série a été effectuée avec un milieu de culture sans Tween 80.
Escherichia coli a été choisi comme germe-test car d’apres les résultats de la méthode diffusion en
milieu gélosé, les huiles essentielles de Cedrelopsis grevei ont a peu prés la méme activité sur cette
bactérie. De plus, elle est plus facile a cultiver que Vibrio fischeri et Vibrio harveyi. Les fractions qui
ont été choisies sont CG 2-1, CG 3-1 et CG 3-2. La raison de ce choix réside dans le fait que lors des
tests préliminaires ce sont ces échantillons qui ont eu le plus de mal a se mélanger avec le milieu

de culture sans le Tween 80. Les résultats obtenus sont dans le tableau 7.

Tableau 7 : Activité des échantillons d'huile essentielle dans deux milieux de culture

Milieu de culture sans Tween Milieu de culture avec Tween

e CMB (pul/ml) CMI (pl/ml) CMB (pl/ml) CMI (pl/ml)
CG2-1 >5 1,25 >5 1,25
CG 3-1 >5 1,25 >5 0,6
CG 3-2 >5 0,6 >5 0,6

>5: CMB supérieure a 5 pl/ml
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Les résultats du tableau 7 montrent qu’il n'y a pas de différence entre les deux tests (milieu
sans Tween et milieu avec Tween 80). Pour simplifier et pour économiser les produits, les résultats

des tests décrits plus bas sont uniquement ceux ol on a utilisé le milieu de culture sans Tween 80.

o Sélection des microorganismes

La résistance de Salmonella typhimurium aux huiles essentielles de Cedrelopsis grevei
observée par la méthode de disque diffusion a été confirmée par la méthode de dilution. En effet,
tous les échantillons d’huiles essentielles testés n‘ont pas eu d'effet sur la croissance de
Salmonella typhimurium. Ainsi, les tests sur Salmonella typhimurium ne seront plus mentionnés

dans les résultats ultérieurs.

o Effet du lieu de conservation sur les huiles essentielles de Cedrelopsis grevei

Le tableau 8 résume les résultats obtenus lors de I'étude de I'effet du lieu de conservation

des huiles essentielles selon la méthode de dilution (paragraphe 11.2.2, p. 25).

Tableau 8 : Comparaison des propriétés des huiles essentielles en fonction des lieux de

conservation

Lieu de conservation
Bactérie HE Ankatso FOFIFA
CMB (pl/ml) | CMI (ul/ml) [ CMB (ul/ml) | CMI (ul/ml)
CG2 5 2,5 >5 1,25
Escherichia coli
CG3 2,5 1,25 >5 1,25
Staphylococcus  |C€G 2 5 2,5 5 5
aureus CG3 >5 2,5 5 5
Enterococcus CG2 5 1,25 >5 2,5
faecalis CG3 5 1,25 >5 2,5
CG2 1,25 0,6 >5 2,5
Vibrio harveyi
CG3 5 0,6 >5 1,25
CG2 >5 1,25 >5 2,5
Vibrio fischeri
CG3 >5 1,25 >5 1,25

>5: CMB supérieure a 5 pl/ml
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Les résultats du tableau 8 confirment les résultats obtenus par la méthode de diffusion en
milieu gélosé (tableau 7). Lactivité des huiles essentielles conservées au FOFIFA est généralement

inférieure a celle des huiles essentielles conservées a Ankatso.

Dans le cas d’Escherichia coli, I'échantillon CG 2 conservé au FOFIFA est plus actif que celui
conservé a Ankatso, car la valeur de sa CMI est inférieure a celle de I'échantillon d’Ankatso. Par
contre, la CMB de I'échantillon d’Ankatso est de 5 pl/ml alors que celle du FOFIFA n’a pas été
déterminée. La CMI du CG 3 du FOFIFA et d’Ankatso est la méme. La CMB du CG 3 du FOFIFA est
supérieure a 5 pl/ml alors que celle d’Ankatso est de 2,5 pl/ml.

Les huiles essentielles conservées au FOFIFA sont moins actives sur Staphylococcus aureus
gue celles d’Ankatso. En effet, la CMI de CG 2 et CG 3 pour les échantillons du FOFIFA est plus
élevée que celle des échantillons d’Ankatso. Pour |’huile essentielle CG 2, la CMB pour les deux
lieux de conservation est la méme. L'exception concerne la CMB du totum CG3 ou [l'huile
essentielle conservée a Ankatso a une CMB supérieure a 5 pl/ml tandis que celui conservé au

FOFIFA a une CMB de 5 pl/ml.

Enterococcus faecalis est plus sensible aux échantillons CG 2 et CG 3 d’Ankatso que ceux du
FOFIFA. En effet, la CMI des échantillons d’Ankatso est de 1,25 pl/ml ; la CMB est de 5 pl/ml alors
que la CMI des échantillons du FOFIFA est de 5 pl/ml ; la CMB est supérieure a 5 pl/ml.

On observe le méme phénomeéne sur Vibrio harveyi : la CMI des échantillons d’Ankatso est
de 0,6 pl/ml pour les CG 2 et CG 3 alors que pour les échantillons du FOFIFA la CMI est de 2,5 pl/ml
et 1,25 pl/ml respectivement. La CMB des échantillons d’Ankatso a été déterminée mais pas pour

les échantillons du FOFIFA.

Concernant Vibrio fischeri, 'échantillon CG 2 d’Ankatso est plus actif que celui du FOFIFA
tandis que la CMI des huiles essentielles CG 3 d’Ankatso et du FOFIFA est la méme (1,25 pl/ml).

D’une maniere générale, les échantillons conservés a Ankatso sont plus actifs que ceux
conservés au FOFIFA. Ainsi, les résultats donnés ultérieurement sont ceux obtenus avec les

échantillons conservés a Ankatso.

o  Etude de l'activité des huiles essentielles sur les bactéries sélectionnées

Le tableau 9 résume les résultats obtenus avec les tota et les fractions d’huile essentielle de

Cedrelopsis grevei.
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Tableau 9 : Valeurs de la CMI et de la CMB des huiles essentielles exprimées en pl/ml

E. coli S. aureus E. faecalis V. harveyi V. fischeri

HE
CMB CMI CMB CMI CMB CMmI CMB CMI CMB CMmI

CG1-1 2,5 2,5 >5 2,5 >5 2,5 1,25 1,25 >5 1,25

CG2-1 >5 1,25 >5 2,5 >5 1,25 >5 1,25 >5 1,25
CG 2-2 1,25 0,6 2,5 1,25 2,5 2,5 >5 0,6 >5 1,25
CG 2-3 2,5 0,6 2,5 1,25 2,5 2,5 2,5 0,6 >5 1,25
CG 24 2,5 0,6 2,5 1,25 2,5 2,5 2,5 1,25 >5 1,25

CG2 5 2,5 5 2,5 5 1,25 1,25 0,6 >5 1,25

CG 3-1 >5 1,25 >5 5 >5 1,25 >5 0,3 >5 1,25
CG 3-2 >5 0,6 >5 1,25 >5 1,25 >5 0,3 >5 0,6
CG 3-3 2,5 0,6 >5 1,25 >5 1,25 1,25 0,6 >5 1,25
CG 3 2,5 1,25 >5 2,5 5 1,25 5 0,6 >5 1,25

cG4 1,25 1,25 5 2,5 2,5 0,6 1,25 1,25 >5 0,6

>5: CMB supérieure a 5 pl/ml

En analysant l'activité des fractions d’huiles essentielles on constate que la valeur de la CMI
des fractions F2 (CG 2-1 a CG 2-4) et celle des fractions F3 (CG 3-1 a CG 3-3) diminue au cours du
temps pour Escherichia coli et pour Staphylococcus aureus. Autrement dit, les fractions qui ont été
recueillies lors des trois premiéres heures d’extraction (CG 2-1 et CG 3-1) sont moins actives que
les autres. La CMI des fractions F2 et des fractions F3 est la méme sauf pour CG 2-1 qui est plus
active que CG 3-1 sur Staphylococcus aureus. L'obtention des molécules bioactives se situe donc

principalement apres trois heures.

Concernant la CMB des fractions F2 et F3 on constate que, sur Escherichia coli, seule une
des fractions F3 a une CMB de 2,5 pl/ml (CG 3-3) alors que la CMB des fractions F2 a pu étre
déterminée a partir de CG 2-2 avec une valeur de 1,25 pl/ml qui augmente et reste constante a
partir de CG 2-3 (CMI= 2,5 pl/ml). La CMB des fractions F3 est supérieure a 5 ul/ml sur

Staphylococcus aureus alors que sa valeur est de 2,5 ul/ml a partir de CG 2-2 pour F2.

L'activité de F2 est différente de celle de F3 sur Enterococcus faecalis. La CMI de F3 est

constante tandis que celle de F2 augmente. A part CG 2-1, F2 est moins active que F3. En effet,

37



Il. RESULTATS ET INTERPRETATIONS

CG 2-1, la fraction la plus active de F2 a la méme CMI que F3. La CMB des fractions CG 2-2, CG 2-3
et CG 2-4 est de 2,5 pl/ml. F3 est donc riche en molécules a activité inhibitrice qui sont obtenues
dés les premiéres heures d’extraction. F2 possede des molécules a activité inhibitrice et

bactéricide.

En considérant la CMI de F2 sur Vibrio harveyi on constate que les premiéres et derniéres
fractions sont les moins actives. La majorité des molécules actives sont obtenues apres les trois
premieres heures d’extraction et avant les trois dernieres heures d’extraction. Par contre, on note

gue l'activité bactéricide apparait a partir de CG 2-3 et reste constante.

La CMI de CG 3-3 est plus élevée que celle de CG 3-1 et CG 3-2 sur Vibrio harveyi. Par
contre, la CMB de CG 3-3 est de 1,25 pl/ml.

La CMI des fractions F2 sur Vibrio fischeri est de 1,25 pl/ml. Ces molécules ont distillé dés
les premiéres heures d’extraction jusqu’a la fin. Pour les fractions F3, CG 3-2 est la plus active avec
une CMI de 0,6 ul/ml ; CG 3-1 et CG 3-3 ont la méme CMI. Une plus grande quantité de molécules

actives aurait donc distillé dans CG 3-2 par rapport aux deux autres fractions.

En comparant les propriétés antibactériennes des premieres fractions CG 1-1, CG 2-1 et
CG 3-1, on constate que la différence entre les huiles essentielles s’observe dés les premieres
heures d’extraction. La CMI et la CMB de CG 1-1 ont pu étre déterminées sur Escherichia coli et
Vibrio harveyi. On constate également que la CMI des trois fractions dépend du microorganisme.
CG 3-1 est la plus active sur Vibrio harveyi alors qu’elle est la moins active sur Staphylococcus
aureus. CG 2-1 et CG 3-1 ont la méme CMI sur Escherichia coli et sur Enterococcus faecalis. |l en va

de méme pour les trois huiles essentielles sur Vibrio fischeri (CMI= 1,25 ul/ml).

En analysant I'activité des huiles essentielles sur Escherichia coli et Staphylococcus aureus,
on note que les tota sont moins actifs que certaines de leurs fractions. Ainsi, la CMI de CG2 est plus
élevée que celle des fractions CG 2-2, CG 2-3 et CG 2-4, il en va de méme pour la CMI de CG 3

comparée a CG 3-2 et CG 3-3. Le méme phénomeéne est observé concernant la CMB.

Vis-a-vis d'Enterococcus faecalis, on constate que l'activité inhibitrice ou bactéricide de
chaque fraction est retrouvée dans le totum correspondant. En effet, CG 2 a la méme CMI que
CG 2-1 qui a la plus faible CMI des quatre fractions et une CMB qui serait due aux molécules qui
ont distillées apres trois heures d’extraction, car les trois derniéres fractions (CG 2-2, CG 2-3 et CG
2-4) ont toutes une CMB inférieure a 5 pl/ml. CG 3 se distingue de ses fractions par une CMB égale

a5 ul/ml.

Sur Vibrio harveyi, le totum CG 2 a la méme CMI que ses fractions les plus actives (CG 2-2 et

CG 2-3) et une CMB inférieure a celle de CG 2-3 et CG 2-4. Ce sont les fractions qui ont une CMB
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inférieure a 5 pl/ml. Le totum CG 3 est moins actif que ses fractions sur Vibrio harveyi dans la
mesure ou la CMI et la CMB du totum est supérieur aux fractions. La CMI de CG 2 et de ses
fractions est la méme sur Vibrio fischeri. CG 3 est moins active que CG 3-2 la fraction la plus active

sur Vibrio fischeri.

o Comparaison de l'activité des tota

La figure 7 ci-dessous représente I'activité des tota de trois régions différentes : le " Dobo "
d’ltampolo (CG 2), le " Katrafay " de Salary (CG 3) et le " Katrafay " de Tsaramandroso (CG 4). La
CMl varie de 0,6 pl/ml a 2,5 ul/ml. La CMB est d'au moins 1,25 pl/ml.

4,5
4

35 CG2
3 cG3

mCG4

25 - -

2

Concentration (pl/ml)

1,5
1
0,5
o 4

cCMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI
E. coli S. aureus E. faecalis V. harveyi V. fischeri

Activité

Bactérie

Figure 7 : Comparaison de l'activité des tota

D’apres cette figure, Enterococcus faecalis et Vibrio fischeri sont tres sensibles a CG 4 avec
une CMI de 0,6 pl/ml. Vibrio harveyi est trés sensible a CG 2 et a CG 3 avec la méme valeur de CMI.
CG 2 et CG 3 ont la méme CMI sur Enterococcus faecalis et sur Vibrio fischeri. CG 3 et CG 4 ont la
méme CMI sur Escherichia coli. La CMI des trois huiles essentielles est la méme sur Staphylococcus

aureus.

CG 2 et CG 3 ont la méme CMB sur Enterococcus faecalis. CG 2 et CG 4 ont la méme CMB

sur Vibrio harveyi et sur Staphylococcus aureus. Jusqu'a 5 pl/ml, la CMB de CG 3 sur
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Staphylococcus aureus n'a pas été déterminée méme si les trois huiles essentielles ont la méme
CMI sur cette méme bactérie. Les trois échantillons ont une CMB de valeur différente sur

Escherichia coli. La CMB des trois échantillons sur Vibrio fischeri n’a pas été déterminée.
o FEtude de l'effet bactéricide des huiles essentielles

La figure 8 ci-dessous montre le rapport de la CMB/CMI des fractions d’huile essentielle et

des tota sur les cing bactéries.

9
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W Vibrio harveyi
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=
=
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Figure 8 : Etude de I'effet bactéricide des huiles essentielles

Selon Smola (2008), le rapport de la CMB et de la CMI permet de déterminer I'action des
huiles essentielles sur un microorganisme. Si le rapport est inférieur ou égal a 4, I'huile essentielle
est bactéricide. Si le rapport est supérieur a 4 elle est bactériostatique.

Autrement dit,

A Si la valeur du rapport se situe entre 1 et 4 I'huile essentielle a une action

bactéricide.
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A Au-dela de cet intervalle, I'huile essentielle a une action bactériostatique.

Selon cette figure, CG 1-1 a une action bactéricide sur Escherichia coli et sur Vibrio harveyi ;
CG 2-1 et CG 3-1 n‘ont pas d’action bactéricide. En comparant ces trois fractions, il en ressort une
différence de l'activité des fractions en fonction de la zone de récolte. Les molécules bactéricides
sur Escherichia coli et sur Vibrio harveyi ont distillé dés les trois premiéeres heures d'extraction pour
CG 1, contrairement a CG 2 et CG 3.

On constate la variabilité des molécules actives en fonction de la zone de récolte. En
comparant les propriétés antibactériennes des tota, CG 2 et CG 4 ont une action bactéricide sur
Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus et sur Vibrio harveyi tandis que CG 3
a une action bactéricide sur Escherichia coli, et Enterococcus faecalis CG 3 exerce un effet
bactériostatique sur Staphylococcus aureus et sur Vibrio harveyi. CG 2 et CG 4 sont donc riches en

molécules bactéricides sur les quatre souches testées.

L’évolution de I'action bactéricide des huiles essentielles est observée dans les fractions. CG
2-1 et CG 2-2 sont bactériostatiques sur Vibrio harveyi alors que les échantillons CG 2-3 et

CG 2-4 ont une action bactéricide. Cette propriété bactéricide est retrouvée dans le totum CG 2.

La méthode de dilution a fourni des informations plus précises que la méthode de disque
diffusion. Elle a notamment permis de déterminer la CMI et la CMB des fractions d’huiles
essentielles, de confirmer la résistance de Salmonella typhimurium aux huiles testées et dans
certains cas, d’avoir un apercu de la variation des propriétés antibactériennes des huiles
essentielles en fonction des zones de récolte. Toutefois, cette méthode est loin d’étre complete,
car les huiles essentielles sont composées de molécules actives volatiles dont |'activité ne peut étre

décelée par la méthode de dilution.

1.3 MICROATMOSPHERE

Cette méthode (voir paragraphe 11.2.3, p. 28) permet uniquement de tester I'activité de la
phase volatile des huiles essentielles. Le volume en huile essentielle par dép6t est augmenté de
5 ul si tous les microorganismes ont poussé. La présence d’une activité se traduit par I'existence
d’un halo translucide plus ou moins circulaire sur la zone du milieu et au-dessus du disque ou a été
déposé I'huile essentielle. Une activité de la phase volatile des huiles essentielles sur Vibrio a été
enregistré a 20 ul. Le tableau suivant nous donne les résultats des tests avec un dépdét de 20 ul par

disque a raison d’un disque par boite.
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Tableau 10 : Diamétre des halos d’inhibition (mm) selon le protocole des microatmosphéres

HaEcterle E. coli S.aureus | E. faecalis | V. harveyi | V. fischeri
CG 1-1 0 0 0 0 0
CG 2-1 0 0 0 0 0
CG 2-2 0 0 0 90 0
CG 23 0 0 0 90 20
CG 2-4 0 0 0 90 27

CG 2 0 0 0 0 0
CG 3-1 0 0 0 0 0
CG 3-2 0 0 0 90 40
CG 33 0 0 0 0 35

CG 3 0 0 0 0 0

G4 0 0 0 0 0

Le diametre mesuré est proportionnel a l'activité de la phase volatile de I'huile essentielle.
Un diamétre de 0 mm indique une croissance normale du microorganisme alors que la valeur 90
mm indique une inhibition totale de la croissance microbienne.

Les fractions CG 2-2, CG 2-3, CG 2-4 et CG 3-2 ont une activité sur Vibrio harveyi. Cette
bactérie n’a pas poussé en présence de la phase volatile de volume 20 ul de ces fractions d’huiles
essentielles. Pour Vibrio fischeri, les diametres d’inhibition étant de 50 mm avec CG 2-3 ; 27 mm

avec CG 2-4, 40 mm avec CG 3-2 et 35 mm avec CG 3-3.

Etant donné que le volume en huile essentielle est quatre fois supérieur a celui utilisé lors
de la technique de disque diffusion et de la dilution et que seules quelques fractions sont actives
sur deux des cing bactéries testées, on peut alors dire que la phase volatile des huiles essentielles

de Cedrelopsis grevei ne contribue que trés faiblement a I'activité des échantillons testés.
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La diffusion en milieu gélosé et la dispersion en microatmosphére mettent en évidence
I'activité biostatique (Hermal, 1993), et les cultures en bouillon nutritif, I'activité biocide (Sarbach,
1962). En effet, la méthode de diffusion en milieu gélosé a permis d’estimer l'activité des huiles
essentielles de Cedrelopsis grevei. Le protocole des microatmospheéres ou aérodiffusion a permis
de déceler l'activité de la phase volatile de certaines fractions. Les CMI et CMB des huiles
essentielles sur les microorganismes tests ont été déterminées par la méthode de dilution en

milieu liguide.

Les résultats obtenus ont montré que des bactéries Gram négatif et Gram positif sont
sensibles aux huiles essentielles de Cedrelopsis grevei. Cette activité est intéressante, car en regle
générale, les bactéries Gram positif sont plus sensibles aux huiles essentielles que les bactéries
Gram négatif (De Billerbeck, 2000 ; Pibiri, 2006 ; Haddouchi et al., 2009 ; El Kalamouni, 2010).
Lactivité des huiles essentielles varie en fonction de la zone de récolte. Le " Katrafay" de
Tsaramandroso est le plus actif sur Vibrio fischeri et Enterococcus faecalis ; le " Dobo " d’ltampolo
et le " Katrafay " de Salary sont les plus actifs sur Vibrio harveyi; le " Dobo" d’ltampolo est
bactéricide sur Staphylococcus aureus alors que le " Katrafay " de Salary est bactériostatique sur la
méme bactérie. Le " Dobo " d’ltampolo et le " Katrafay " de Tsaramandroso ont la méme activité
sur Staphylococcus aureus. Lexistence des chémotypes serait a I'origine de ces variations. En effet,
un chémotype peut étre absent ou présent d’un site a l'autre et chaque site ne renferme pas les
mémes chémotypes. Méme dans une partie de la forét ol un chémotype est présent, la teneur en

composants majeurs peut varier considérablement (Andrianjafinandrasana, 2008).

Nos études ont montré que ces molécules seraient fragiles surtout les molécules a action
bactéricides. En effet, la comparaison des échantillons conservés dans deux lieux différents
adoptant les mémes modes de conservation a montré que l'action bactéricide des huiles
essentielles peut varier. A titre d’exemple, les molécules a activité bactéricide sur Escherichia coli
seraient conservées dans I'échantillon CG 2 et CG 3 d’Ankatso alors qu’elles auraient disparu dans
les échantillons du FOFIFA. Sur Staphylococcus aureus, |'effet bactéricide du totum CG 3 de
I'échantillon conservé a Ankatso est inférieur par rapport a celui du CG 3 conservé au FOFIFA. Les
molécules a activité bactéricide sur Staphylococcus aureus auraient donc été conservées dans
I'huile essentielle conservée au FOFIFA contrairement a celle conservée a Ankatso. Ces résultats
discordants laissent entrevoir un changement de I'activité des huiles essentielles. Etant donné que
ces échantillons proviennent tous d’un méme stock, des facteurs non prévus dans la conservation
standard (voir paragraphe 11.2.5.4, p. 15) des huiles essentielles ont pu contribuer au changement

de leur activité (exemple : fréquence d’utilisation des échantillons).

Des différences ont été trouvées entre les résultats de Rakotomalala (2004) sur les huiles
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essentielles de I'écorce de Cedrelopsis grevei et les notres. En utilisant le Tween 80 et une
méthode de dilution sur milieu gélosé, Rakotomalala (2004) a trouvé que Staphylococcus aureus,
Escherichia coli et Salmonella typhimurium sont résistantes aux huiles essentielles de Cedrelopsis
grevei. Or, nos résultats ont montré que Staphylococcus aureus et Escherichia coli sont sensibles a
ces huiles essentielles. La CMI trouvée pour ces deux bactéries varie de 0,6 a 5 pl/ml ; la CMB varie
de 1,25 a 5 pl/ml ou est supérieure a 5 pl/ml. Ces différences pourraient donc s’expliquer non
seulement par la différence entre les techniques qui ont été utilisées mais aussi par la variabilité de
I'activité des huiles essentielles de I"écorce de Cedrelopsis grevei. Néanmoins, nos résultats sont en
accord avec ceux de Rakotomalala (2004) concernant la résistance de Salmonella typhimurium aux
huiles essentielles de Cedrelopsis grevei. |l semble donc que Salmonella typhimurium ait une
résistance naturelle aux huiles essentielles de Cedrelopsis grevei indépendamment de sa

provenance.

Il faut aussi noter que la sensibilité des microorganismes peut varier selon le germe testé,
car une huile essentielle peut étre biocide vis-a-vis de certaines souches, biostatique vis-a-vis
d’autres ou n’avoir aucun effet (Hermal, 1993). Les huiles essentielles de Cedrelopsis grevei sont
toutes biostatiques sur Vibrio fischeri alors que certaines de ces huiles essentielles ont une action
biocide sur d’autres bactéries. C'est le cas du " Dobo" d’ltampolo sur Escherichia coli,

Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis et Vibrio harveyi.

Selon Oussou et al. (2010), le fractionnement de I’huile essentielle permet d’optimiser son
activité antibactérienne. En étudiant les propriétés antibactériennes des tota et leurs fractions
respectives, on a en effet constaté que certaines fractions sont plus actives que le totum
correspondant. A titre d’exemple, les fractions CG 2-2, CG 2-3 et CG 2-4 sont plus actives sur
Escherichia coli et sur Staphylococcus aureus que le totum CG 2. La présence d’autres molécules
antagonistes dans le totum serait probablement a l'origine de ce résultat. Le fractionnement aurait
aussi contribué a la modification du rapport quantitatif des molécules au profit de l'activité
antibactérienne des fractions. Ces molécules agissent par synergie au sein de |'huile essentielle
(Oussou et al., 2010). Cependant, pour certaines bactéries, I'activité des tota et de ses fractions
sont les mémes. Tel est par exemple le cas de l'activité de CG 2 et de ses fractions sur Vibrio
fischeri; de CG 3 et de ses fractions sur Enterococcus faecalis. Ainsi, la quantité en molécules
actives et les éventuelles interactions avec d’autres molécules auraient peu d’effet sur I'activité de
I’"huile essentielle. La faible activité de certaines fractions par rapport aux tota pourraient étre
expliquée par le fait que les molécules bioactives de ces fractions seraient en quantité insuffisante
pour produire l'effet antibactérien du totum. C’est le cas de l'activité des fractions CG 2-1 et

CG 2-4 comparé a I’ CG 2 et aux autres fractions.
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L'activité hétérogéne des fractions confirme I'hypothése de Ganou (1993) stipulant que la
composition chimique de I’huile essentielle change unidirectionnellement durant le processus de

distillation. D’aprés nos résultats, ce changement modifie l'activité des fractions résultantes.

A Lactivité augmente : les premieres fractions des huiles essentielles du " Dobo"
d’ltampolo et du " Katrafay " de Salary sont moins actives sur Escherichia coli,
Staphylococcus aureus et Enterococcus faecalis que les fractions recueillies
ultérieurement. Les molécules actives sur ces bactéries ont distillé principalement

apres les trois premiéres heures d’extraction.

A L'activité reste constante : toutes les fractions du " Dobo " ont la méme activité sur
Vibrio fischeri. Lorigine de cette activité serait due a la sensibilité du
microorganisme aux molécules actives. Vibrio fischeri est sensible aux molécules qui
sont obtenues tout au long de l'extraction. La concentration minimale en huile

essentielle pour produire I'activité est de 1,25 pl/ml.

A L'activité est variable : la premiére et la derniére fraction du " Dobo " d’ltampolo
sont moins actives sur Vibrio harveyi que les fractions recueillies au milieu de
I'extraction de méme que l'activité des fractions du " Katrafay " de Salary sur Vibrio
fischeri. La majorité des molécules actives auraient distillé aprés les trois premiéres

heures et avant les derniéres heures d'extraction.

A L'activité diminue : la faible activité sur Vibrio harveyi de la derniéere fraction du
" Katrafay " de Salary par rapport aux deux premieres fractions serait due a

I'insuffisance de molécules actives dans la derniéere fraction.

Selon Randrianarivelo (2009), les huiles essentielles de Cinnamosma fragrans ont une forte
activité antimicrobienne. En effet, les études qui ont été menées sur les propriétés
antibactériennes des huiles essentielles de Cinnamosma fragrans ont montré qu'elles sont actives
a faible dose (Randriantsoa, 2004 ; Ranaivosoa, 2007 ; Randrianarivelo, 2009). D'aprés les études
de Randriantsoa (2004) la CMB des huiles essentielles de Cinnamosma fragrans sur quelques
représentants du genre Vibrio est de 1,5 pl/ml. Or, notre étude a montré que la CMB des huiles
essentielles de Cedrelopsis grevei sur Vibrio harveyi varie de 5 pl/ml a 1,25 pl/ml. En comparant
I'activité de ces deux huiles essentielles issues de deux plantes endémiques Malagasy, on peut
donc dire que les propriétés antibactériennes des huiles essentielles de Cedrelopsis grevei sont

intéressantes.

En général, une substance peut étre considérée comme un bon agent antimicrobien in vivo

lorsqu’elle agit a de faibles concentrations in vitro (Chami, 2005). Les huiles essentielles de
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Cedrelopsis grevei pourraient constituer une bonne alternative aux traitements par les
antibiotiques standard, étant donné que ces huiles essentielles possedent des molécules actives
variées ce qui limiterait I'adaptation des microorganismes aux huiles essentielles. De plus, les
études que nous avons menées in vitro sur les propriétés antibactériennes des huiles essentielles

de Cedrelopsis grevei ont montré une activité antibactérienne intéressante a faible dose.

Vu lactivité antibactérienne de ces huiles essentielles, elles seraient d’excellents
conservateurs, car elles sont stables a basse température. Selon Caillet et Lacroix (2007), les huiles
essentielles agissent en empéchant la multiplication des bactéries, leur sporulation et la synthése

de leurs toxines.

Les études des propriétés antibactériennes des huiles essentielles de Cedrelopsis grevei ont
montré une activité sur Enterococcus faecalis. Cette bactérie ubiquitaire connue pour sa rapidité a
développer une résistance aux antibiotiques comme la vancomycine mais aussi pour le transfert de
sa résistance aux autres bactéries, est responsable d’infections de plus en plus graves. Le géne
vanA de résistance a la vancomycine des Entérocoques a été retrouvé dans trois souches de
Staphylococcus aureus aux USA (Reverdy et al., 2003). Or, ces deux bactéries sont impliquées dans

des infections nosocomiales et constituent un réel probléme de santé publique.

Vibrio harveyi est connu pour ses propriétés hyper-mutagénes et sa capacité a développer
des résistances aux antibiotiques (Nakayama et al. 2006a). Les huiles essentielles de Cedrelopsis
grevei sont actives sur Vibrio harveyi. Il serait donc intéressant de les tester pour substituer les
antibiotiques standard couramment utilisés en aquaculture dans le traitement des infections dues

a Vibrio harveyi.
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Les huiles essentielles de I'écorce Cedrelopsis grevei, une plante endémique de Madagascar
ont montré une activité antibactérienne tres intéressante. Nos études in vitro ont révélé que ces
huiles essentielles sont toutes actives a faible dose sur la plupart des microorganismes testés. Ces
huiles essentielles pourraient donc étre employées comme alternatives a I'utilisation de certains
antibiotiques standards. Ces huiles essentielles seraient ainsi de bons candidats pour traiter les
infections dues aux microorganismes antibiorésistants et pour limiter les effets indésirables des

antibiotiques.

En utilisant différentes méthodes (diffusion en milieu gélosé, dilution et microatmosphere),
nous avons remarqué que l'activité des huiles essentielles de I'écorce de Cedrelopsis grevei varie en
fonction de la zone de récolte et du temps d’extraction. D'apres nos résultats, I'amplitude de |'effet
bactéricide et bactériostatique des huiles essentielles sur les microorganismes-tests dépendent de
I'origine géographique de la plante et de ce fait de I'huile essentielle résultante. Le temps
d'extraction de la plupart des molécules bioactives se situe entre trois et douze heures ; les
fractions d’huiles essentielles recueillies dans cet intervalle de temps sont généralement plus
actives que les tota correspondants. Les molécules les moins volatiles des huiles essentielles sont
responsables de cette activité avec des CMI et des CMB inférieures ou égales a 5 pl/ml. La phase la

plus volatile des huiles essentielles a une faible activité sur les microorganismes-tests.

Au cours de notre étude, nous avons remarqué des variations des propriétés
antibactériennes des huiles essentielles de Cedrelopsis grevei nonobstant le mode de conservation
normal des huiles essentielles. Ces variations mettent en exergue la fragilit¢ des molécules
bioactives des huiles essentielles de Cedrelopsis grevei notamment les molécules a activité

bactéricide.

Les travaux réalisés dans le cadre de ce mémoire ont permis d'obtenir des informations
intéressantes sur les huiles essentielles de Cedrelopsis grevei. Néanmoins, ces études doivent étre

complétées par des investigations plus approfondies consistant a :

— Déterminer la nature chimique des molécules bioactives des huiles essentielles étudiées en

confrontant nos résultats et ceux des analyses physico-chimiques en cours,
—  Etudier l'activité antibactérienne de ces huiles essentielles sur d’autres microorganismes,
—  Elucider le mécanisme d’action des molécules bioactives,
— Déterminer les autres propriétés biologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles que nous avons utilisées sont issues d’une hydrodistillation classique.

Selon la littérature, la composition chimique ainsi que l'ordre de distillation des molécules
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bioactives peuvent changer en fonction de I'état de la matiére premiere utilisée et du mode
d’extraction de I’huile essentielle. Il serait donc intéressant d'adopter d’autres modes d’extraction

en vue de déterminer le procédé d’extraction donnant le maximum de molécules a activités

intéressantes.
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Annexe 1 : Liste des composants des huiles essentielles de I'écorce de Cedrelopsis grevei
identifiés par CPG et RMN

Nature chimique Nom Quantité (%)
B-pinéne 1,3-17,1
a-pinéne 0,6-3,6
limoneéne 0,3-1,8
para-cymene 0,3
6-3-caréne 0,3-4,2
campheéene tr
Monoterpénes hydrocarbonés sabinene tr-0,3
B-myrcene 0,6-0,7
o-terpinéne 0,5-1,3

sylvestréne tr

B-phellandrene tr

cis-B-ocimene 0,6

trans-B-ociméne tr
terpinoléne tr-0,2
linalol 0,2-05
endo-fenchol tr
trans-pinocarvéol 0,6-2,2
camphre 0,5
bornéol 0,4
umbellulone tr
terpin-4-ol 0,2-1
Monoterpenes oxygénés

p-cymén-8-ol tr
a-terpinéol 0,2-1,2
myrténal 0,3-1,3

myrténol 0,3-1,2
acétate de fenchyle 0,1-3,5
acétate d'isobornyle tr

terpene-4-ol 0,19

Oxydes terpéniques ca?z\r/)(:\ilféene 0,87
Sesquiterpénes hydrocarbonés cis-calaménéne 2,62
allo-aromadandréne 2,06

aristolochéne 1,37

a-calacorene 0,61




sélina-5,11-diéne 2,36
B-carophylléne 0,5
6-élémeéne 0,3-9,6
a-cubébene 0,48
ishwarane 1,0-25,9
B-élémene 1,8-11,2
a-cédréne 0,5-2,2
o-cis-bergamotene tr-0,2
B-caryophylléne 1,7-10,6
ber:at::tséne tr-0,7
cis-B-farnésene tr-0,2
trans-B-farnéséne 2,0-2,3
o-humuléne 1,2-4,3
y-curcumene tr-0,9
ar-curcumene 2,6-8,7
B-bisaboléne 2,8-9,2
Sesquiterpénes hydrocarbonés
B-curcuméne 2,1-2,4
y-cadinéne 0,7-0,8
6-cadinéne 1,6-4,6
trans-calaménene tr
(E)-caryophyllene 1,3-12,5
o-copaene 4,9-11,1
a-sélinéne 1,0-9,40
6-cadinéne 3,2-7,4
B-sélinéne 2,8-7,30
a-humuléne 0,8-5,4
y-muuroléne 1,9-4,4
B-copaene 0,3
rotundéne 0,3-0,4
ar?s,tsoldolcir‘e”ne 1>
trans-calaméneéne 0,6
Sesquiterpénes oxygénés sesquicinéol 0,6-2,4
composé A? tr-1,5
composé B2 1,6-12,8




composé C? tr-2,3
composé D? 1,6-7,0
y-eudesmol 0,1-0,3
B-eudesmol 0,5-1,2
a-eudesmol 1,2-1,6
a-bisabolol 0,2-1,1
hydrates de
sesquisabinéne 0.1
sosauisabinene 128
oxyde de 2,0-7,0
Sesquiterpénes oxygénés caryophyllene
thumatne 08
8-épi-y-eudesmol 0,2
B-bisabolol 0,51-0,8
épi-a-bisabolol 0,1-0,8
a-humulene 3,3
epi-globulol 1,12
épi-cubénol 1,19
élémol 0,59-1,3
Ishwarol B 0,1
nopinone tr
Autres composés
eugénol 0,9




ANNEXE 2 : Composition et mode préparation des milieux de culture

Tx‘?ﬁeie Nom Composition QL;Z?:)ité Préparation (1 litre de milieu)
Extrait de viande 2 Verser 35 g de poudre dans 1
Peptone trypsique de litre d'eau distillée. Agiter
MUELLER | caséine 17,2 continuellement jusqu’a
HINTON AGAR Amidon 1,5 ébullition et dissolution
compléte du milieu.pH:7,3
Agar 15 01,
Peptone 5
Extrait de levure 1
Citrate de fer 0,1
Chlorure de sodium 19,45
Chlorure de magnésium 8,8
Sulfate disodique 3,24
Chlorure de calcium 1,8 Verser 55,5 g de poudre dans 1
Chlorure de potassium 0,55 litre d'eau distillée. Agiter
MARINE AGAR | Bicarbonate de sodium 0,16 continuellement jusqu’a
ébullition et dissolution
Bromure de potassium 0,08 compléte du milieu. pH:7,6 +
Solide Gélose 15 0,2.
Chlorure de strontium 0,03
Acide borique 0,02
Silicate de sodium 0,004
Fluorure de sodium 0,0024
Nitrate d’ammonium 0,0016
Phosphate disodique 0,008
Chlorure de Sodium 5 Verser 30 g de poudre dans 1
POOR BROTH litre d'eau distillée. Agiter
AGAR Bactotryptone 10 continuellement jusqu’a
ébullition et dissolution
Agar 15 compléte du milieu.
Extrait de levure 1 Verser 50 g de poudre dans 1
Peptone 4 litre d'eau distillée. Agiter
ZOBELL AGAR continuellement jusqu’a
Chlorure de Sodium 30 | ébullition et dissolution
Agar 15 compléete du milieu.




Liquide

Verser 15 g de poudre dans 1

Chlorure de Sodium > litre d'eau distillée. Agiter
POOR BROTH continuellement jusqu’a
ébullition et dissolution
Bactotryptone 10 . o
compléte du milieu.
Extrait de levure 1 Verser 35 g de poudre dans 1
litre d'eau distillée. Agiter
ZOBELL Peptone 4 continuellement jusqu’a
ébullition et dissolution
Chlorure de Sodium 30

complete du milieu.




ANNEXE 3 : Propriétés physiques du Tween 80 (Source
Forme : liquide
Couleur : jaune
Odeur :inodore
Viscosité cinématique (25 °C) : 300-500 mm?/s
Point de fusion : non disponible
Point d'ébullition > 100°C
Température d'inflammation > 180 °C
Point d'éclair > 149 °C coupelle fermée
Limites d'explosion inférieure : non disponible
Limite d'explosion supérieure : non disponible
Pression de vapeur < 1,33 hPa
Densité (25 °C) 1,07 g/cm?
Solubilité dans :
Leau (20 °C) soluble

Ethanol (20°C) soluble

: Ibrahim, 2010)



ANNEXE 4: Densité optiqgue a 600 nm des cultures bactériennes avec les huiles

essentielles dans un milieu sans Tween 80 et un milieu avec Tween 80 a 0,02 % (v/v).

Concentration en HE (ul/ml) Témoin milieu

Bactérie | Milieu HE )
5 2,5 1,25 | 0,6 0,3 0,1 | Négatif | Positif

A | 0,076 | 0,051 | 0,042 | 0,161 | 0,840 | 1,956

B | 0,080 | 0,068 | 0,028 | 0,766 | 0,940 | 2,340

CG2-1| T | 0,065 | 0,060 | 0,020 | 0,006 | 0,004 | 0,004

A-T| 0,011 | -0,009 | 0,022 | 0,155 | 0,836 | 1,952
B-T| 0,015 | 0,008 | 0,008 | 0,760 | 0,936 | 2,336
A | 0,038 | 0,080 | 0,053 | 0,163 | 0,904 | 1,760
B | 0,068 | 0,083 | 0,025 | 0,075 | 0,895 | 2,020

Sans

CG3-1| T | 0,089 | 0,070 | 0,022 | 0,015 | 0,004 | 0,004 | 0,004 | 2,890
Tween

A-T|-0,051| 0,010 | 0,031 | 0,148 | 0,900 | 1,756

B-T|-0,021| 0,013 | 0,003 | 0,060 | 0,891 | 2,016

A | 0,063 | 0,082 | 0,031 | 0,038 | 0,876 | 2,650
B | 0,088 | 0,060 | 0,030 | 0,039 | 0,894 | 2,32
CG3-2| T | 0,079 | 0,057 | 0,030 | 0,007 | 0,004 | 0,004

A-T|-0,016 | 0,025 | 0,001 | 0,031 | 0,872 | 2,646

Escherichia B-T| 0,009 | 0,003 | 0,000 0,032 | 0,890 | 2,316

coli A | 0,139 | 0,108 | 0,073 | 0,105 | 0,560 | 1,853

B | 0,145 | 0,095 | 0,084 | 0,206 | 0,602 | 1,312
CG2-1| T | 0,100 | 0,054 | 0,043 | 0,020 | 0,007 | 0,004
A-T| 0,039 | 0,054 | 0,030 | 0,085 | 0,553 | 1,849

B-T| 0,045 | 0,041 | 0,041 | 0,186 | 0,595 | 1,308

A | 0,255 | 0,112 | 0,098 | 0,035 | 0,320 | 1,992

B | 0,300 | 0,104 | 0,090 | 0,078 | 0,465 | 2,003
CG3-1| T | 0,194 | 0,074 | 0,068 | 0,054 | 0,020 | 0,004 | 0,030 | 2,660
A-T| 0,061 | 0,038 | 0,030 |-0,019 | 0,300 | 1,988
B-T| 0,106 | 0,030 | 0,022 | 0,024 | 0,445 | 1,999

Avec
Tween

A | 0,090 | 0,139 | 0,060 | 0,068 | 0,650 | 1,760

B | 0,207 | 0,063 | 0,029 | 0,087 | 0,834 | 1,943
CG3-2| T | 0,197 | 0,101 | 0,065 | 0,038 | 0,016 | 0,004
A-T|-0,107 | 0,038 |-0,005| 0,030 | 0,634 | 1,756
B-T| 0,010 | -0,038|-0,036| 0,049 | 0,818 | 1,939
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ABSTRACT

As part of the search for new bioactive molecules alternatives to standard antibiotics, the
study of antimicrobial properties of essential oil from the bark of Cedrelopsis grevei, an endemic
Rutaceae of Madagascar was made. The plant material was harvested in four areas. A fractional
hydrodistillation was used to extract essential oils from the bark. The activity of the eleven samples

of essential oils collected (fractions or totum) was studied using three methods.

The agar diffusion assay was used to test the activity of essential oils to 5 pl. The eleven
samples are active on both Gram positive bacteria (Staphylococcus aureus and Enterococcus
faecalis) and Gram negative (Escherichia coli, Vibrio harveyi and Vibrio fischeri). Both Vibrio are the
most sensitive with a halo of inhibition ranging from 16 to 23.5 mm against a halo of 9 to 13mm

for the other bacteria. All oils are not active on Salmonella typhimurium.

Dilution assay was used to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) and
minimum bactericidal concentration (MBC) of samples of essential oils. For this, we performed
serial dilutions of the eleven solutions of concentration 5 pl/ml. This technique has shown that S.
typhimurium is resistant to all concentrations of essential oils tested. All samples tested were
bacteriostatic on V. fischeri but is bactericidal or bacteriostatic on others. The bactericidal effect

depends primarily on the collection area. The totum are generally less active than their fractions.

Studies using the agar vapor assay show that the volatile phase of essential oils has a very

low activity of the microorganisms tested.
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RESUME

Dans le cadre de la recherche de nouvelles molécules bioactives alternatives aux
antibiotiques standard, les propriétés antibactériennes des huiles essentielles de I'écorce de
Cedrelopsis grevei, une Rutacée endémique de Madagascar ont été étudiées. Le matériel végétal a
été récolté dans quatre zones. Une hydrodistillation fractionnée a permis d’extraire les huiles
essentielles des écorces. L'activité des onze échantillons d’huiles essentielles recueillies (fractions

ou tota) a été étudiée selon trois méthodes.

La méthode de diffusion en milieu gélosé a été utilisée pour tester I'activité des huiles
essentielles de volume 5 pl. Les onze échantillons sont actifs a la fois sur des bactéries Gram positif
(Staphylococcus aureus et Enterococcus faecalis) et sur des bactéries Gram négatif (Escherichia coli,
Vibrio harveyi et Vibrio fischeri). Les deux Vibrio sont les plus sensibles avec un halo d’inhibition
allant de 16 a 23,5 mm contre un halo de 9 a 13 mm pour les autres bactéries. Toutes les huiles

sont inactives sur Salmonella typhimurium.

La méthode de dilution a permis de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI)
et la concentration minimale bactéricide (CMB) des échantillons d’huiles essentielles. Pour cela, les
onze échantillons (tota et fractions) de concentration 5 pl/ml ont été dilués en cascade. Cette
technique a montré que S. typhimurium est résistante a toutes les concentrations d’huiles
essentielles testées. Tous les échantillons testés sont bactériostatiques sur V. fischeri mais sont
bactéricides ou bactériostatiques sur les autres. Leffet bactéricide dépend principalement de Ia

zone de récolte. Les tota sont généralement moins actifs que leurs fractions.

Les études menées en utilisant la méthode de dispersion en microatmosphere ont montré

gue la phase volatile des huiles essentielles a une faible activité sur les microorganismes testés.

Mots-clés : Cedrelopsis grevei Baillon, Katrafay, propriétés antibactériennes, huile essentielle,

fraction, CMI, CMB.

Rapporteurs : Dr. RAKOTO-RANOROMALALA Aurore Danielle Doll
Dr. DANTHU Pascal



	REMERCIEMENTS
	SOMMAIRE
	GLOSSAIRE
	LISTE DES ABRÉVIATIONS
	LISTE DES TABLEAUX
	INTRODUCTION
	I. SYNTHÈSE BIBLIOGRAPHIQUE
	 I.1 GÉNÉRALITÉS SUR Cedrelopsis grevei
	I.1.1  PRÉSENTATION DE LA PLANTE
	 I.1.2  DISTRIBUTION GÉOGRAPHIQUE
	 I.1.3  DESCRIPTION
	 I.1.4  UTILISATION
	 I.1.5  RÉSUMÉ DES ÉTUDES SUR LES HUILES ESSENTIELLES DE Cedrelopsis grevei
	 I.2 GÉNÉRALITÉS SUR LES HUILES ESSENTIELLES
	 I.2.1  DÉFINITION, PARTICULARITÉ ET LOCALISATION
	 I.2.2  COMPOSITION CHIMIQUE
	 I.2.3  RÔLE PHYSIOLOGIQUE
	 I.2.4  FACTEURS DE VARIABILITÉ
	 I.2.4.1  Facteurs d’ordre technologique
	 I.2.4.2  Facteurs d’ordre naturel
	 I.2.5  PROCÉDÉS D 'EXTRACTION
	I.2.5.1  La distillation
	 I.2.5.1.1  L’hydrodistillation   
	 I.2.5.1.2  L’hydrodiffusion   
	 I.2.5.1.3  Entraînement à la vapeur   
	 I.2.5.1.4  Étude de la cinétique de distillation  
	 I.2.5.2  L’expression
	 I.2.5.3  Les autres procédés d’extraction
	 I.2.5.4  Mode de conservation
	 I.2.6  UTILISATION
	 I.2.7  TOXICITÉ DES HUILES ESSENTIELLES
	II. MATÉRIELS ET MÉTHODES
	 II.1  MATÉRIELS
	 II.1.1  LES HUILES ESSENTIELLES
	 II.1.2  LES MICROORGANISMES
	 II.1.3  LES MATÉRIELS DE LABORATOIRE
	 II.2  MÉTHODES
	 II.2.1  DIFFUSION EN MILIEU GÉLOSÉ
	 II.2.2  DILUTION
	 II.2.3  MICROATMOSPHÈRE
	III. RÉSULTATS ET INTERPRÉTATIONS
	 III.1  DIFFUSION EN MILIEU GÉLOSÉ
	 III.2  DILUTION
	 III.3  MICROATMOSPHÈRE
	IV. DISCUSSION
	CONCLUSION ET PERSPECTIVES
	RÉFÉRENCES BIBLIOGRAPHIQUES
	ANNEXES



