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ABSTRACT: Salvadora Persica is a plant known for its medicinal properties whose variety of pharmacological activities have
been reported by many studies. Volatile extracts of Salvadora persica are obtained either by hydrodistilation or by using a
Soxhlet apparatus from crushed roots by using hexane as solvent. The obtained result by hexane extraction 2.5% has given
better results than the one got by steam distillation 0.05%. Thus, the extracts obtained have been analyzed by coupling (GC-
MS). The following products are among the many products identified: The Eugenol, the Asarone the Borneol the Carvacrol,
vanillin, the Cuminal, Camphor, Acetamide the n-benzyl, the benzyl Isocianate and the oily acids Oleic and palmitic that
represents the majority of the products extracted.

The essential oil of action Persica - on Streptococcus faecalis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Pseudomonas
aeruginosa by the method aromatogram- shows that these bacteria are inhibited. Therefore, essential oil Miswak generated
a zone of inhibition of 40, 25 and 15mm respectively on Streptococcus faecalis, Escherichia coli and Staphylococcus aureus.
Meanwhile, it did not influence Pseudomonas aeruginosa.

The antimicrobial activity of the essential oils has been evaluated by determining the minimum inhibitory concentration
(MIC). Comparing the antibacterial effect with antibiotics, it was observed that the Miswak has a noticeable antibacterial
power. It may, then, be an excellent oral hygiene agent.

KEYWORDS: Salvadora Persica; extracts; essential oil ; Soxhlet; GC-MS; Streptococcus faecalis; Escherichia coli; Staphylococcus
aureus; Pseudomonas aeruginosa MC1; Aromatogram.

RESUME: Salvadora persica est une plante connue pour ses vertus médicinales dont de nombreuses études ont rapporté
diverses activités pharmacologiques.

Les extraits volatils de Salvadora persica sont obtenus soit par hydrodistilation, soit a I'aide d’un appareil de Soxhlet a partir
des racines broyées en utilisant I’hexane comme solvant. Le rendement obtenu par extraction a I’hexane 2.5% est beaucoup
plus significatif que celui obtenu par hydrodistillation 0.05%. Les extraits ainsi obtenus sont analysés par couplage (CG-SM).
Les produits cités ci-suit sont parmi les nombreux produits identifiées :

I’Eugenol, I’Asarone, le Borneol, le Carvacrol, la Vaniline, le Cuminal, le Camphre, I’Acetamide n-benzyl, I'lsocianate de benzyl
et les acides gras Oleique et palmitique qui representent les produits majoritaire des extraits. L’action d’huile essentielle de
Salvadora Persica sur Streptococus faecalis, Escherichia Coli, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa par la
méthode d’aromatogramme montre que ces bactéries sont inhibées. En effet I'huile essentielle de Miswak a engendré une
zone d’inhibition de 40, 25 et 15mm respectivement sur Streptococcus faecalis, Escherichia Coli et Staphylococcus aureus.
Alors qu’elle n’a pas donné d’effet sur Pseudomonas aeruginosa.
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L'activité antimicrobienne des huiles essentielles a été évaluée par la détermination des concentrations minimales
inhibitrices (CMI). En comparant |'effet antibactérien avec les antibiotiques, on observe que le Miswak posséde un pouvoir
antibactérien notable. Il peut, alors, constituer un excellent agent d'hygiene buccale.

MoOTs-CLEFS: Salvadora persica; huiles essentielles; Soxhlet; GC-MS; Streptocoque faecalis; Escherichia Coli;
Staphylococcus aureus ; Pseudomonas aeruginosa MC1 ; Aromatogramme.

1 INTRODUCTION

Les plantes sont une source naturelle d'agents antibactériens. Elles sont plus efficaces et moins nocives, elles présentent
une faible toxicité pour les mammiferes et peuvent étre manipulées facilement (Deshpan., 2011).

Plusieurs études ont montré que les huiles essentielles et leurs constituants présentent un potentiel important en tant
qgu’agents antimicrobiens et dans plusieurs domaines industriels et médicaux (Baser et coll., 2002). Pourtant Salvadora
persica (Miswak ou batonnet a curer) est un arbuste ou petit arbre appelé arbre « brosse a dents » car les jeunes rameaux
ainsi que les racines sont utilisées pour se brosser les dents (Noumi et coll., 2011). lls ont utilisés par de nombreuses
communautés musulmanes (Sher et coll., 2010) car leur efficacité pourrait étre équivalente a celle des méthodes d’hygiéne
ultra-modernes. Des recherches scientifique ont prouvé que cet arbre "brosse a dent ou Miswak" est tres utile dans la
prévention de la carie dentaire, méme en cas d’utilisation sans aucune autre méthodes de nettoyage des dents (Hilal et
Rajagopal., 2013). Le « Miswak » a des propriétés Antibactériennes, Anticandidal, Antioxydant (Noumi et coll., 2011),
Antiviral, Analgésique, Anti-inflammatoire, Anti-pyrétique, Diurétique et activités gastrique ameéres (Galletti et Chiavari.,
1993), Anticaries, Anti-maladies parodontales et antifongiques (Al-Bagieh, Almas 1997).

En ce qui concerne les composés chimiques, on a trouvé différentes compositions dans I'extrait de Salvadora persica.
Certains de ses constituants chimiques sont biologiquement actifs tels que la vitamine C, salvadorine, Salvadourea,
Alcaloides, la triméthylamine, glycosides cyanogénes, tanins, des saponines et des sels surtout que les chlorures (Alali et coll.,
2004 ; Almas, 2002 ; Almas et coll., 2005 ; Rajesh et coll., 2009). Les acides oléique et linoléique ont été suggérés pour leur
contribution a I'efficacité du nettoyage, et pour leurs propriétés antifongiques (Abdillah et coll., 2010) (Kamil M et coll.,
1999).

L'usage abusif des antibiotiques de synthése modifie I'équilibre de la flore buccale et favorise le développement de
germes pathogénes résistant, pour pallier aux problemes engendrés par les antibiotiques, une médecine douce est
préconisée.

Cependant, I'objectif de ce travail est d’étudier les compositions chimiques des extraits volatils de Salvadora persica, en
provenance de la Mecque, Arabie Saoudi, et d’évaluer leurs pouvoirs antibactériens
2 MATERIEL ET METHODES
METHODES D’EXTRACTIONS

Les tiges de Salvadora persica, emportées d’Arabi Saoudi, ont été séchées a I'étuve a 37°C puis broyées au mortier. Deux
types d’extraction ont été réalisés :

D’une part I’hydrodistillation qui est réalisée par un systeme classique, I'huile essentielle et I'hydrolat obtenus ont subi un
relargage au chlorure de sodium et les composés volatils sont obtenus par extraction a I'éther diethylique. Dans le cas de
I’extraction au Soxhlet les composés solubles de Salvadora persica sont entrainés par I’hexane puis I'extrait est concentré au
rotavapeur. Les extraits ainsi obtenu ont été conservés a 4°C a I'obscurité.

METHODES D’ ANALYSE

L'identification des constituants des extraits volatils a été réalisée par comparaison des spectres de masse obtenue a ceux
d’une base de données fournie avec I'appareil (NIST).
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SOUCHES MICROBIENNES

Les micro-organismes, utilisés pour tester l'activité des extraits :_Streptococcus faecalis et Staphylococcus aureus,
proviennent de patients du Service de Parodontologie du Centre de Consultation et de Traitements Dentaires du centre
Hospitalo-universitaire de Rabat. Escherichia Coli isolée des eaux usées (S.Oulkhier et coll., 2008) et Pseudomonas
aeruginosa MCI1 Isolée des eaux de puits (Bricha S et coll., 2007). Elles sont entretenues par repiquage sur gélose nutritive
favorable a leur croissance pendant 24 heures a 37°C.

PREPARATION DE L'INOCULUM

L'inoculum se présente sous forme de bouillon de culture de 18 a 24 heures correspondant a 10° UFC/ml pour
Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli et 10’ UFC/ml pour Streptococcus faecalis et Staphylococcus aureus.

Des antibiotiques communément utilisés en thérapie ont été retenus comme contréle positifs. Les disques d’antibiotiques
testés contiennent chacun en mg ou Ul : (Ampicilline(10), Erythromycine(15), Tétracycline(30), Gentamicine(10)). Les disques
d’antibiotiques sont appliqués sur Mueller Hinton couvert par l'inoculum. La sensibilité ou la résistance de la souche est
déterminée en mesurant le diametre de la zone d’inhibition. L'incubation se fait a 24 heures a 37°C p. Chaque essai est
répété trois fois. La sensibilité in vitro des souches en présence des antibiotiques est testée par la méthode des
antibiogrammes

IMETHODE DE DIFFUSION DU DISQUE
ANTIBIOGRAMME

Les antibiotiques testés sont les suivants : I’Ampicilline, I'Erythromycine, la Tétracycline, et la Gentamicine.

Pour réaliser I'antibiogramme par la méthode des disques, la culture bactérienne est ensemencée a la surface d’une
gélose spécialement étudiée, la gélose de Mueller-Hinton (MH). Des disques pré-imprégnés d’'une dose connue
d’antibiotique sont déposés a la surface de la gélose (contrdle positif). L’antibiotique diffuse a partir du disque en créant un
gradient de concentration. Apres, on détermine du diametre de la zone d’inhibition pour déduire les caractéres de sensibilité
ou de résistance de la souche bactérienne

AROMATOGRAMME

Les tests sont effectués par la méthode de Vincent (Aromatogramme). Cette derniére consiste a déposer les disques de
papier filtre imprégnés d’huile essentielle pure a la surface du milieu gélosé, Mueller-Hinton pour les bactéries, en boite de
pétri préalablement ensemencées par inondation de. Un disque imprégné de solvant (contréle négatif) est placé dans chaque
boite de Pétri, les boites sont incubées aprés le dépot des disques, pendant 24 heures a 37°C.Les résultats sont exprimés par
la mesure du diametre des halos d’inhibition, en millimetre (mm).

DETERMINATION DE LA CONCENTRATION MINIMALE INHIBITRICE (CMI).

L'activité antimicrobien des huiles essentielles a été évaluer par la détermination des concentrations minimales
inhibitrices (CMI) par la technique de dilution sur gélose (Mayaud.L et coll ;.2008) Cette technique a été réalisée en préparant
des milieux contenant différentes concentrations d’HE. La plus petite concentration d’"HE pour laquelle aucune croissance
bactérienne n’a été visible sur la gélose a été déterminée.

3 RESULTATS
RENDEMENT ET COMPOSITIONS CHIMIQUES

Les extrais obtenus a partir de Salvadora persica sont de couleur brunatre avec une tres forte odeur persistante. Les
rendements d’extractions sont généralement faibles ; a partir de 50g de poudre de Miswak on obtient environ 2.5% en

matiere organique extractible par I'hexane par contre moins de 0.01% d’huile essentielle extraite par entrainement a la
vapeur d’eaux.
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ANALYSE CHROMATOGRAPHIQUE EN PHASE GAZEUSE DE L’EXTRAIT ORGANIQUE DE SALVADORA PERSICA

Les figures 1 rapportent le chromatogramme de [I'extrait de Salvadora persica retenu par le CG-MS apres

I’hydrodistillation.
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Figure 1 : Chromatogramme de I’extrait de Salvadora persica par ’hydrodistillation.
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Tableau 1 : Composition chimique de Salvadora persica obtenue par Hydrodistlilation.

hydrodistillation

Nom
RT % Formule

Eugenol 7.5 1.1 C10H1302
Asarone 10.22 0.24 C12H1603
Acide oleique 16.16 39.31 n-C18H3202
Acide palmitique 14.51 23.59 n-C16H3202
Acide hexadecenoique 14.21 1.80 n-C16H3002
cholesterole 23.29 0.34 C27H460
6-sitostérol 24.62 8.82 C29H500
squalene 21.29 0.18 C25H42
Acide stearique 16.29 2.22 n-C18H3602
Acide heptadecanoique 15.34 0.26 n-C17H3402
Acide pentanoique 13.41 0.40 n-C15H3002
dodecane 5.42 0.34 n-C12H26
Acide C11 :: 7.89 0.35 C11H1802
Acide C13 :: 10.31 0.65 C13H2202
Acide tetradecanoique 12.39 0.31 n-C14H28H2
Acide C15 :: 12.53 0.34 C15H2602
Acide en C16 14.03 0.28 C16H3202
Acide en C18 :: 15.70 0.24 C18H3202
tricosane 17.27 0.12 n-C23H48
tetracosane 18.08 0.37 n-C24H50
pentacosane 18.87 0.39 n-C25H52
hexacosane 19.31 0.33 n-C26H54
heptacosane 20.37 0.19 n-C27H56
octacosane 21.06 0.1 n-C28H58
nonacosana 21.78 0.14 n-C29H60
triacontane 22.45 0.12 n-C30H62
campesterole 24.01 0.29 C28H480
Cholesta-22,24 dien 5 ol,4,4-dimethyl 24.22 1.29 C29H460
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Tableau 2 : composition chimique de I’huile essentiel de Salvadora persica obtenue par Soxhlet.

; Soxhlet
Composés RT % Formule brute
Eugenol 18.77 0.58 C10H1302
Asarone 23.46 0.04 C12H1603
Acide oleique 32.20 6.14 n-C18H3402
Acide palmitique 29.14 7.23 n-C16H3202
Acide hexanoique 8.32 0.42 C6H1202
Acide octanoique 13.07 0.46 C8H1602
Benzyl isocyanate 13.35 0.65 C7H7NO
Borneol 13.80 0.26 C10H180
Carvacrol 17.14 0.06 C10H140
Vanilin 21.15 0.04 C8H803
Cuminal 16.31 0.72 C10H120
Camphre 13.70 0.14 C10H160
tricosane 32.20 1.62 n-C23H48
tetracosane 32.83 1.20 n-C24H50
pentacosane 35.63 0.88 n-C25H52
hexacosane 36.95 0.99 n-C26H54
heptacosane 38.35 0.87 n-C27H56
octacosane 39.46 0.63 n-C28H58
nonacosana 40.67 0.60 n-C29H60
triacontane 41.83 0.52 n-C30H62
2,4-dimethyl-2pentene 4.96 0.86 C7H16
nonanal 11.66 0.21 C9H180
2-cyclohexenlone,3methyl 12.31 0.36 C7H110
Acide benzoique 14.43 0.43 C7H602
Acide nonaoique 15.43 0.81 C9H1802
Benzen acetique acide 16.47 0.11 C8H802
2-vinyl naphtalene 19.73 0.39 C12H10
n-benzyl formamide 21.79 0.26 C8HINO
Acetamide n-benzyl 22.15 0.42 C9H11NO
octadecane 24.70 0.04 n-C18H38
nonadecane 24.70 0.09 n-C19H40
ecosane 28.18 0.21 n-C20H42
heneicosane 29.79 0.54 n-C21H44
docosane 31.34 0.95 n-C22H46

ACTIVITE ANTIBACTERIENNE DES HUILES ESSENTIELLES DE SALVADORA PERSICA

Le pouvoir antibactérien des huiles essentielles de Salvadora percsica a été testé vis-a-vis de quatre bactéries redoutées
en santé humaine (Tableau 2), ce tableaux illustre les diamétres de la zone d’inhibition des antibiotiques ainsi que les
résultats relatifs aux diameétres des zones d’inhibition obtenus aprés I'action d’extraits sur Streptococcus faecalis, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa MC1.
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Tableau 3 : Activité antibactérienne des huiles essentielles de Salvadora persica a I’encontre de Streptococcus feacalis, Staphylococcs
aureus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosas MC1.

Antibiotiques en (mm) Extraits en (mm)
Les souches AMP | CN TE E SP
Escherichia coli 20S 25S 30S 10R 25
Pseudomonas aeruginosa MC1 36S 30S 37S 11R _
Streptococcus feacalis 30S 24S 38S 30S 40
Staphylococcus aureus 39S 35S 34S 408 15

- Ampicilline(AMP), Gentamicine(CN), Tétracycline(TE), I'Erythromycine(E).
- Les résultats sont notés selon les normes (R : souche résistante, S : souche sensible, | : souche intermédiaire) (Robin et
coll., 2010)

Figure 2 : Effet antibactérien de I’huile essentielle de Miswak vis-a-vis a-Staphylococcus aureus ; b-Escherichia Coli ; c-Streptococcus
feacalis.

Tableau 4 : CMI de I’extraithexanoique de S. persica contre les micro-organismes.

CMI (mg/ml)

Les souches extrait
Escherichia coli 0.095
Streptococcus feacalis 0.025
Staphylococcus aureus 1.12

Le tableau 4 résume la CMI de I'extrait de I’ hexane de tige de S. persica . le plus forte activité a été observée contre
Strep. faecalis (CMI: 0.025mg / ml) suivi par E.Coli (CMI: 0.095mg / ml) et Stap.aureus (CMI: 1.12mg / ml).

4 DISCUSSIONS

L’extraction par distillation montre la présence des hydrocarbures aliphatiques, des acides gras saturés et insaturés, des
alcools, et des stérols. Par contre I'extrait obtenu par soxhlet a identifié les alcools, les acides gras saturés et insaturés, les
cétones, les composés azotés et aromatiques, les hydrocarbures et les aldéhydes.

Les composés identifiés dans les extraits de Salvadora persica sont reportés dans les tableaux 1 et 2, avec leurs temps de
rétention (RT) et leurs pourcentages. On note au regard de ces tableaux, que I'Eugénole, I’Asarone, I’Acide Oleique, I’Acide
Palmitique, I’Acide Hexadecenoique sont présents aussi bien dans I'extrait de I’'Hydrodistillation que dans I’extrait de Soxhlet,
et on note qu’il y a des molécules qui sont présents dans un extrait et absents dans I'autre.
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Vingt-neuf composés sont identifiés pour I'échantillon provenant de I'Hydrodistillation et trente-quatre pour celui
provenant de Soxhlet (Tableau 1 et 2) ; les composés majoritaires sont I’Acide oléique (31,39 %), I'Acide palmitique (23,59
%), le b6-sitostérol (8,82%), I'Acide stéarique (2.22%), et 'Eugénol (1.1 %).

Parmi les molécules identifiées on cite :
- Le Stérol ont trouvé avec I'acide m-Anisique, et Salvadourea [1,3-bis-(3 -] Méthoxy-benzyle)-urée (Ray et coll ; 1975).
- Le Phenol dont les tanins est I'un de ces composants. Ces derniers empéchent I'adhérence des bactéries aux dents.

- L'Acide palmitique ou I'Acide cétylique fait partie des acides gras saturés, des molécules entrant dans la composition
des lipides. Comme les autres acides gras saturés, l'acide palmitique; consommé avec modération; est bon pour
I'organisme. Cet acide gras représente en effet une excellente source d'énergie.

- Le Carvacrol inhibe la croissance de plusieurs souches de bactéries, par exemple Escherichia coli ( WX et coll ; 2008)
et Bacillus cereus. Sa faible toxicité ainsi que son golt et son aréme agréables ont conduit a son utilisation comme additif
alimentaire pour prévenir la contamination bactérienne (Ultee A et coll; 2001). Chez Pseudomonas aeruginosa, il
provoque des lésions de la membrane cellulaire de ces bactéries et, contrairement a d'autres terpénes, il inhibe la
prolifération de ces germes (Cox SD et coll; 2007). On attribue l'origine de ces propriétés antimicrobiennes a une
désorganisation de la membrane bactérienne (Di Pasqua R et coll ; 2007)( Cristani M et coll ; 2007).

Des analyses de composés volatiles d'extraits bruts de Salvadora persica ont révélé la présence d'Acide oléique (Howaida
et al, 2003).

Les quatre souches testées réagissent différemment aux antibiotiques testés, on observe que ces souches sont sensibles
a I’Ampicilline, la Gentamicine, et la Tétracycline. Tandis que I’Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa MC1 sont
résistants a I’'Erythromycine.

L'extrait de Salvadora persica était actif contre la plupart des bactéries pathogenes testées et le diameétre de la zone
d’inhibition le plus important est observé dans le cas de streptococcus qui est le plus sensible. L'activité inhibitrice la plus
élevée est observée contre le streptocoque Faecalis (zone d'inhibition : 40millimeétres), alors que l'activité la plus faible était
démontrée contre la Staphylococcus aureus.

On constate que les souches sont sensibles aux quatre antibiotiques, sauf L’Escherichia Coli et Pseudomonas aeruginosa
MC1. Qui sont résistantes a I'Erythromycine.

L'extrait de Miswak a engendré une zone d’inhibition de 40, 25 et 15mm respectivement sur Streptococcus faecalis,
Escherichia Coli et Staphylococcus aureus. Alors qu’il n’a pas donné un effet sur Pseudomonas aeruginosa MC1.

En comparant ces résultats avec celle des antibiotiques, on trouve que les bactéries étudiées sont aussi sensibles a
I'extrait de Salvadora percsica : 25-40 mm sur Streptocoque faecalis, Escherichia Coli, Staphylococcus aureus et Pseudomonas
aeruginosa. Ce qui est en accord avec des études qui ont indiqué que I'extrait de Salvadora percsica est efficace sur
Streptocoque mutans et Streptococcus faecalis (Salehi et Momeni Danaie., 2006), méme a des faibles concentrations de
I'extrait de Salvadora persica (Almas, 1999).

D’autres auteurs montrent que l'activité inhibitrice la plus élevée de Salvadora persica a été observée contre le
Streptocoque Faecalis (zone d'inhibition : 22,3 millimétres) (Firas, 2007).

Les effets antimicrobiens du Miswak sont attribués a I'action combinée de divers produits chimiques contenus dans son
extrait, tels que les alcaloides, les terpénes, et oléique, linoléique et acide stéarique ( Abd EL Rahman., 2003).

Concernant CMI I'Escherichia coli et Streptococcus feacalis s’averent plus sensibles que Staphylococcus aureus. Par
ailleurs Staphylococcus aureus est la plus résistante des souches étudiées (CMI=1.12) alors que Streptococcus feacalis est la
plus sensible (CMI=0.025). En effet I'extrait a été efficace contre Streptococcus feacalis méme en utilisant des bas
concentrations de I'extrait ( Almas K.1999).

5 CONCLUSION
L'usage abusif des antibiotiques peut entrainer I'émergence et la propagation de germes multi-résistants. Les extraits des

plantes peuvent étre utilisés comme agents de remplacement qui sont efficaces contre les pathogénes d'intérét et qui ne
perturbent pas la flore.
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