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INTRODUCTION



INTRODUCTION

L’augmentation de la fréquence des infections microbiennes au cours des dernieres
années ainsi que I’émergence des résistances aux antibiotiques et aux antifongiques de
synthese, posent a I’heure actuelle de trés sérieux problémes pour les scientifiques et les
cliniciens. En effet, les maladies causées par les microorganismes sont de plus en plus
difficiles a traiter par les médicaments existants, d’ou la nécessité d’orienter 1a recherche vers

de nouvelles molécules, entre autre vers les substances d’origine végétale.

Les plantes aromatiques sont considérées comme étant un reservoir inépuisable de
composés bioactifs du fait de leurs richesses en composés phytochimiques ainsi que des huiles
essentielles présentant un effet inhibiteur considérable vis-a-vis des bactéries, des
champignons, des parasites et des virus. L’organisation mondiale de la santé (OMS) estime
gu'environ 80% de la population mondiale a recours aux préparations traditionnelles a base de

plantes. [1]

Les Astéracées sont trés distribuées dans la région méditerranéenne ou elles sont
généralement utilisées parfois comme aromates ou épices en cuisine ou alors comme des
médicaments grace a leurs richesses en métabolites secondaires. Pulicaria est un genre

appartenant aux Astéraceées.

Pulicaria odora est une espéce possedant des propriétés biologiques et médicinales trés
importantes telle que I’activité antibactérienne [2], antioxydante [3] et cicatrisante [4]. Dans
certaines régions de la Kabylie, les feuilles de Pulicaria odora sont utilisées sous forme
fraiche pour soigner des affections cutanées (plaies, brilures, écorchures...) ou encore par

voie interne pour soigner certaines pathologies digestives (ulcére gastrique, gastrite...).

Dans cette optique, et afin de contribuer & la valorisation de ladite plante (Pulicaria
odora) provenant des régions d’Ath Mendes et Ath Zmenzer de la wilaya de Tizi-Ouzou, notre
modeste travail a pour principaux objectifs 1’évaluation de son pouvoir antibactérien et
antifongique (de I’huile essentielle et de quelques extraits) et la mise en évidence des

principaux groupes de métabolites qu’elle renferme.

D’autres objectifs secondaires sont visés : étude de la structure histo-anatomique de la
plante avec localisation et identification d’éventuels tissus sécréteurs et évaluation de sa

teneur en HE a travers la technique d’hydrodistillation.



INTRODUCTION

Notre étude sera donc scindée en deux parties: une recherche bibliographique
comprenant deux chapitres, ou le premier donnera un apercu sur les huiles essentielles et les
autres principes actifs constituant une plante, tandis que le second sera consacré a 1’étude de

[’activité antimicrobienne des huiles essentielles.

La partie pratique, quant a elle comprend une identification de ’espéce ; une étape
importante et indispensable pour initier toute recherche scientifique sur les plantes
médicinales et qui est basée sur la description botanique : morphologique et anatomique de
I’échantillon végétal. Elle est suivie d’un screening phytochimique de la drogue (feuilles
séchées), puis d’une préparation de quelques extraits (a savoir 1’huile essentielle des feuilles
obtenue par hydrodistillation, les extraits brut, méthanolique et hydrométhanolique) lesquels
feront I’objet de 1’étude du pouvoir antimicrobien effectuée sur quelques souches bactériennes

et fongiques fréquentes en infectiologie et microbiologie humaines.

Les résultats obtenus des différentes étapes du travail sont présentés, analysés, discutés

et compares aux références issues d’une recherche bibliographiques (travaux antérieurs).

Enfin, une conclusion générale résumant I’ensemble des résultats obtenus et dégageant

les principales perspectives.



PARTIE THEORIQUE
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LES HUILES ESSENTIELLES GENERALITES

1. Définitions

L’Agence nationale francaise de sécurité du médicament (ANSM) reprend, pour les
huiles essentielles, la définition adoptée par la Commission de la pharmacopée européenne
(CPE) : "Produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une
matiere premiere végétale botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit
par distillation seche, soit par un procedé mécanique approprié sans chauffage. L’huile
essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procedé physique

n’entrainant pas de changement significatif de sa composition". [5]

Les HEs sont composées de molécules volatiles, majoritairement issues de la famille
des terpénoides, et qui s’accumulent dans des glandes et tissus spécialisés des végétaux :
cellules épidermiques des pétales chez les Rosaceae ou les Oleaceae, glandes épidermiques
des Labiaceae, poches sécrétrices des Rutaceae ou canaux sécréteurs des Apiaceae

(anciennement Ombelliferae). [6]

Actuellement, pres de 3 000 huiles essentielles sont décrites, parmi lesquelles environ
300 présentent une importance commerciale dans le cadre d’applications pharmaceutiques,

cosmétiques, alimentaires, agronomiques ou dans le domaine de la parfumerie. [7] [8]
2. Répartition dans le régne végétal

Les HEs n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs : il y aurait, selon
Lawrence 17 500 espéces aromatiques. Les genres capables d’élaborer des constituants qui
composent les huiles essentielles sont répartis dans un nombre limité de familles, exemple :
Myrtacéae, Lauraceae, Rutaceae, Lamiaceae, Asteraceae, Apiaceae, Cupressaceae, Poaceae,

Zingiberaceae, Piperaceae, etc.
Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux :
» Des sommités fleuries (lavande, tubéreuse, camomille) ;
» Des racines ou rhizomes (vétiver, angélique, gingembre) ;
> Des écorces (orange, bergamote, cannelle) ;
» Du bois (bois de cédre, de santal, bois de rose) ;

> Des fruits (toute-épice, anis, badiane) ;
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» Des graines (cardamones, coriandre, fenouil, muscade) ;

> Des feuilles (eucalyptus, citronnelle, laurier noble).

Si tous les organes d’une méme espéce peuvent renfermer une HE, la composition de
cette derniére peut varier selon sa localisation. Ainsi, dans le cas de 1’oranger amer (C.
aurantium L. ssp. aurantium, Rutaceae), le « zeste », c’est-a-dire le péricarpe frais du fruit,
fourni I’HE d’organe amére ou « essence du curagao », la fleur fournit « essence de Néroli »
et I’hydrodistillation de la feuille, des ramilles et des petits fruits conduit a « essence de petit

grain bigaradier ». La composition de ces trois HEs est différente.

Quantitativement, les teneurs en HE sont plutdt faibles. Assez souvent inferieures a 10
ml/kg. Des teneurs fortes comme celle du bouton floral de giroflier (150 mi/kg et plus dans la

drogue séche) sont exceptionnelles. [9]

3. Localisation et role des huiles essentielles chez les végétaux

La teneur des plantes en huiles essentielles est généralement faible, de 1’ordre de 1 %.
[10]

La synthése et ’accumulation des HEs sont généralement associées a la présence de
structures histologiques spécialisées, souvent localisées sur ou a proximité de la surface de la
plante : cellule a HEs des Lauraceaeou des zingiberaceae, poils sécréteurs des Lamiaceae,
poches sécréteurs des Myrtaceae ou des Rutaceae, canaux secréteurs des Apiaceae ou des

Asteraceae. [9]

Les HEs permettent aux plantes de s’adapter a leurs environnements et a assurer leurs
défenses, En effet, étant fixées au sol elles n’ont que les composés chimiques issus du
métabolisme secondaire, stockés a 1’endroit ou ils seront le plus utile comme arme de défense
contre les parasites et les déprédateurs, les plantes qui possedent ces composés toxiques,
qualifiés de phagodetérrants ou d’inappétants, sont moins consommées. [11]
D’une fagon géneérale, les terpénoides jouent un role fondamental dans les interactions
entre les organismes vivants, permettant par exemple a une plante d’attirer les pollinisateurs,

les prédateurs, les parasitoides des herbivores venant I’attaquer. [12] [13]
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C’est en particulier ce dernier rdle qui donne toute son importance a une stratégie bio-
inspirée de recherche de composés antifongiques, antibactériens ou bio-insecticides parmi les
métabolites secondaires, et en particulier les huiles essentielles. [14]

4. Composition chimique et voies de synthese des huiles essentielles
4.1. Composition chimique des huiles essentielles

L'étude de la composition chimique des huiles essentielles révele qu'il s'agit de
mélanges complexes et variables de constituants appartenant exclusivement a deux groupes
caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : les terpénoides et les composés

aromatiques dérivés du phenylpropane. [15]

% Les terpénoides

Le terme terpéne rappelle la toute premiére extraction de ce type de composé dans
I'essence de térébenthine. Dans le cas des huiles essentielles, seuls les terpenes les plus
volatils, c'est a dire, ceux dont la masse moléculaire n'est pas élevée sont observés, ils

répondent dans la plupart des cas a la formule générale (CsHs) n.

Suivant les valeurs de n, on a les hémiterpenes (n =1), les monoterpenes (n=2), les

sesquiterpenes (n=3), les triterpénes (n=6), les tétraterpénes (n=8) et les polyterpenes.

Les constituants des huiles essentielles sont tres variés, on y trouve en plus de
terpénes : des hydrocarbures, des esters, des lactones, des aldéhydes, des alcools, des

acides, des cétones, des phénols, des oxydes et autres. [15]

% Les composés aromatiques

Contrairement aux dérivés terpéniques, les composés aromatiques sont moins fréquents
dans les huiles essentielles, trés souvent, il s'agit d'allyle et de propénylphénol. Ces composés
aromatiques constituent un ensemble important car ils sont généralement responsables des
caracteres organoleptiques des huiles essentielles. Nous pouvons citer en exemple lI'eugénol

qui est responsable de I'odeur du clou du girofle. [15]

+»+ Les composés d'origines diverses
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Compte tenu de leur mode d'extraction, les huiles essentielles peuvent renfermer divers
composes aliphatiques, généralement de faible masse moléculaire, entrainables lors de I'hydro
distillation. Ces produits peuvent étre azotés ou soufrés. [15]

Alcools : menthol, géraniol, linalol, ...
Aldéhydes : géranial, citronellal, ...
Cétones : camphre, pipéritone, ...
Phénols : thymol, carvacrol, ...

Esters : acétate de géranyle, ...

A N N N RN

Acides : acide géranique, ...

(\

Oxydes : 1,8-cinéole,...

(\

Phénylpropanoides : eugénol,...
v’ Autres : éthers, composés soufrés, composés azotés,...

4.2. Les voies de synthese des huiles essentielles
La biosynthése des huiles essentielles se fait suivant deux principales voies [16] :
% Voie des Terpenoides

Le matériau de base est I'lPP (isopentenylpyrophosphate), molécule a cing atomes de
carbones ayant une structure semi- alvéolaire, il est dérivé de I'AcétylCoA (carrefour
important), lui-méme issu du PEP (phosphoenolpyruvate) provenant directement du fructose.

La construction des squelettes hydrocarbonés a lieu de la méme maniere par la
juxtaposition "téte a queue™ d'unités isoprénigues, unités penta-carbonés ramifiées assemblées
via une enzyme, ainsi on trouve des squelettes hydrocarbonés a dix carbones (monoterpénes),
puis a quinze carbones (sesquiterpenes) et plus rarement, a vingt carbones (diterpenes), le

processus peut se poursuivre mais dans d'autres buts que la synthése des essences.

+ Voie des Phenylpropanoides

La synthese des huiles essentielles par la voie des phenylpropanoides commence par un

métabolite du fructose, le PEP (phosphoenolpyruvate), elle aboutit & un trés grand nombre de



LES HUILES ESSENTIELLES GENERALITES

substances aromatiques, via une série d'acides, dont I'acide shikimique (d'ou son nom, voie

shikimique) et I'acide cinnamique.

Les métabolites terminaux, importants en thérapeutique, sont les acides aromatiques
suivants : acides salicylique, cinnamique et benzoique et leurs esters dont le salicylate de

méthyle, les cinnamates, les benzoates, certains phénols (eugénol) ainsi que les coumarines.

Quelques grandes familles chimiques de molécules non volatiles, comme les tannoides

et les flavonoides, se trouvent incluses dans cette voie. [17]

5. Facteurs influencant la composition chimique des huiles essentielles

Les compositions chimiques de nombreuses huiles essentielles ont été décrites. Elles
varient en fonction de différents facteurs, incluant le stade de développement des plantes, les

organes prélevés, la période et la zone géographique de récolte. [18, 19,20]

La composition chimique des huiles essentielles pourra fortement varier selon la plante
productrice de l'essence, des facteurs environnementaux (altitude, ensoleillement,

température, humidité, ...), le mode d’extraction, le savoir-faire de manipulateur.

Les chémotypes

La connaissance des chémotypes d'une huile essentielle et leur comportement est
fondamentale car elle permet d'envisager l'activité pharmacologique, de prévoir aussi la

pharmacocinétique et la biodisponibilité.

Pour une méme espece botanique, la composition chimique de I'huile essentielle n'est
pas immuable. Les huiles essentielles sont élaborées par les plantes aromatiques au sein des
cellules sécrétrices. Leur élaboration est totalement tributaire du rayonnement solaire en
I'absence duquel le rendement en produits aromatiques et leur nature sont affectés. En sa
présence, et tout particulierement en fonction de la présence de tel ou tel rayonnement, les
types de composants pourront varier considérablement au sein d'une méme espéce. Par
exemple, le basilic cultivé en pleine lumiére a Madagascar a un taux de chavicol de 57% alors

que la méme plante cultivée a I'abri de la lumiére en contient 74%. [21]
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Cette variabilité peut étre influencée également par la composition du sol et la position
géographique ; le Lippiamutiflora récoltée au Togo a révélé les chémotypes a citral, a thymol
(acétate de thymyle), a para-cyméne, a 1 -8 cinéole. [22]

6. Procédés d’extraction des huiles essentielles

Il existe trois méthodes pour extraire les huiles essentielles. Les principales sont basées
sur I’hydrodistillation, distillation a vapeur saturée, hydrodiffusion. Le choix de la méthode la
mieux adaptée se fait en fonction de la nature de la matiére végétale a traiter, des
caracteéristiques physico-chimiques de l'essence a extraire, de I'usage de l'extrait et de I'aréme

de départ au cours de I'extraction. [23]

6.1. Hydrodistillation

Il s'agit de la méthode la plus simple et de ce fait la plus anciennement utilisée, c’est la

méthode normée pour I’extraction d’une huile essentielle, ainsi que pour le contrdle de

qualité. [24]

Le principe de I’hydrodistillation correspond & une distillation hétérogéne(distillation
des mélanges binaires non miscibles) qui consiste a immerger la matiere premiere végétale
dans un ballon lors d’une extraction au laboratoire ou dans un alambic industriel rempli d'eau
placé sur une source de chaleur, le tout est ensuite porté a I’ébullition. La chaleur permet
I’éclatement des cellules végétales et la libération des molécules odorantes qui y sont
contenues. Les vapeurs sont condensées dans un réfrigérant et les huiles essentielles se
séparent de I’eau par différence de densité. Au laboratoire, le systéme équipé d’une cohobe
généralement utilisé pour I’extraction des huiles essentielles est le Clevenger. Les eaux
aromatiques ainsi prélevées sont ensuite recyclées dans I’hydrodistillateur afin de maintenir le

rapport plante/eau a son niveau initial.

La durée d’une hydrodistillation peut considérablement varier, pouvant atteindre

plusieurs heures selon le matériel utilisé et la matiére végetale a traiter. [25]

10
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6.2. Entrainement a la vapeur d’eau

L’entrainement a la vapeur d’eau est 1’une des méthodes officielles pour 1’obtention des
huiles essentielles. A la différence de 1’hydrodistillation, cette technique ne met pas en contact

direct I’eau et la matiére végétale a traiter. [25]

Le principe consiste a faire passer la vapeur d'eau a travers la plante a une température
adéquate pour détruire les cellules végétales, libérer les molécules aromatiques et les entrainer
dans un serpentin de refroidissement. La, les vapeurs refroidies retournent a I'état liquide
formant un mélange «eau + huile essentielle». Recueillies dans un essencier, I'huile essentielle
et I'eau florale se séparent par simple différence de densité. L'absence de contact direct entre
I'eau et la matiere végetale, puis entre l'eau et les molécules aromatiques évite certains

phénomenes d'hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la qualité de I’huile. [27]

condenseur
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Figure 1 : Entrainement a la vapeur d’eau. [28]

6.3. Hydrodiffusion

L hydrodiffusion est une variante de distillation a vapeur saturée. Cette technique
relativement récente et particuliere. Elle exploite ainsi I’action osmotique de la vapeur d’eau.
Elle consiste a faire passer, du haut vers le bas et a pression réduite, la vapeur d'eau au travers

de la matrice végetale.

L'avantage de cette méthode est d'étre plus rapide donc moins dommageable pour les

composés volatils, et de ne pas mettre en contact le matériel végétal et 1’eau. De plus,

11
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I’hydrodiffusion permet une économie d’énergie due a la réduction de la durée de la

distillation et donc a la réduction de la consommation de vapeur. [25]

0,0.9.9.9]
EONOJONONOY

régulation de e condenseurs

la vapeur ‘ ‘(, ]@
at

Figure 2 : Schéma de I’hydrodiffusion. [28]
6.4. La distillation a vapeur saturée

Dans cette variante, la matiere végétale n'est pas en contact avec I'eau. La vapeur d'eau
est injectée au travers de la masse végeétale disposée sur des plaques perforées. La distillation
a vapeur saturée est la méthode la plus utilisée a I'heure actuelle dans l'industrie pour
I'obtention des huiles essentielles a partir de plantes aromatiques ou médicinales. En général,
elle est pratiquée a la pression atmosphérique ou a son voisinage et a 100°C, température
d'ébullition d'eau. Son avantage est que les altérations de I'huile essentielle recueillie sont

minimisées. [23]

6.5. Distillation séche

La distillation « séche », aussi appelée distillation destructive, est utilisée pour la
séparation des produits chimiques liquides contenus dans des matériaux solides. [24]
Elle est réalisée, de préférence, sur le bois ou les écorces. Elle n’utilise pas 1’eau ou la vapeur
d’eau ajoutée au végetal, contrairement a 1’entrainement par la vapeur ou 1’hydrodistillation.
La distillation seche conduit a un distillat ayant souvent 1’apparence d’un goudron (liquide

visqueux noiratre). Ce mode de distillation est trés peu utilisé. Des critiques sur 1’éventuelle

12
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cancérogénicité de ce goudron ont conduit les industriels a raffiner I’huile, par des

distillations fractionnées, afin d’éliminer les produits toxiques. [27]

6.6. Expression a froid

Cette technique est utilisée pour extraire les huiles essentielles des agrumes de la famille
des Rutacées (citron, orange, mandarine). C'est une méthode assez simple qui consiste a briser
mécaniquement les poches a essence (souvent au niveau de I'écorce ou péricarpe du fruit)
pour recueillir un mélange d'essences odorantes et d'eau. Dans le cas des agrumes, on parle
d'essence et non d'huile essentielle car aucune modification chimique liée a des solvants ou a
la vapeur n‘a lieu (contrairement a I'nydrodistillation ou a I'extraction par solvants volatils ou

cette modification est possible). [27]

6.7. Extraction par solvant organique volatil

Cette technique est la plus pratiquée avec | 'hydrodistillation. Elle consiste a épuiser la
matiere premiére de ses constituants odorants au moyen d'un solvant, puis a chasser celui-ci
de l'extrait par évaporation sous vide. Il existe deux cas particuliers, les hydrolats (extraction
par solvant en présence d'eau) et les alcoolats (extraction avec de I'éthanol dilué) pour lesquels
on récupere les composés odorants conjointement avec le solvant lors de la distillation
pratiquée pour éliminer l'eau présente dans les isolats. Le choix du solvant dépend de
nombreux parametres techniques et économiques, notamment : La sélectivité, la température

d'ébullition, la miscibilité dans l'eau, la facilité de recyclage.

Les solvants les plus utilisés a I'heure actuelle sont surtout des hydrocarbures
aliphatiques (hexane, éther de pétrole), des hydrocarbures aromatiques (toluéne), des alcools
ou des solvants carbonylés, et moins fréqguemment des hydrocarbures halogénés
(dichlorométhane).

La méthode d'extraction mise en ceuvre dépend aussi de la nature de la matiere
premiére végétale. On peut extraire soit a chaud, c'est-a-dire a température proche de la
température d'ébullition du solvant, soit a température ambiante. On travaille, en général, dans
un extracteur statique afin d'éviter la dégradation de la matrice végétale et la solubilisation

concomitante de composeés indésirables. [29,30]

13
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Les solutions aromatiques obtenues sont évaporées sous vide, a Température la plus
basse possible afin d'éviter la dégradation des molécules odorantes. Le solvant organique
extrait également des composés indésirables, en particulier des matieres grasses (huile, cires,
etc....). Un traitement secondaire est donc nécessaire pour séparer les fractions aromatique et
grasse. Il consiste a entrainer, a I'éthanol, les composés aromatiques. Cette opération est
pratiquée a basse température (environ 20°C). On obtient, apres évaporation de I'éthanol, un
produit appelé «absolue» qui comporte la majorité des composés volatils. [31]

7. Rendement d’extraction des HE

Selon I’AFNOR 2000, le rendement est défini comme étant le rapport entre la masse de
I’HE obtenue et la masse du matériel végétal utilisé pour cent [27]. Son calcul se fait comme

suit :
Rdt % = (mHE / mvégétal) x 100

Rdt % : rendement en HE en g pour 100 g de la matiere végétale ;
MHE : masse d’HE récupérée en grammes (g) ;

mvégétal : masse du matériel végétal utilisé en grammes (g)

Le rendement peut aussi étre exprimé en ml/kg de matiére vegétale.

Quantitativement, les teneurs en HE des végétaux sont plutdt faible, assez souvent
inférieures a 10 ml /kg. Des teneurs fortes comme celle du bouton floral de girofliers (150 ml
/kg et plus dans la plante séche) sont exceptionnelles. Déterminer la bonne période de récolte
est primordial en termes de rendement et de qualité. Ainsi, il ne faut pas négliger lI'impact du
climat sur le rendement et la qualité, mais aussi celui de la zone géographique ainsi que la

période de récolte et le moment du traitement. [33]

8. Caractérisation des Huiles essentielles
8.1. Caractéristiques organoleptiques
a) Aspect: liquides a température ambiante, rarement visqueuses, certaines
cristallisent partiellement ou totalement a plus faible température (anis, menthe des

champs, thym saturéioide), de méme qu'a basse température (eucalyptus), elles

14
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n’ont pas le toucher gras et onctueux des huiles fixes, limpides et ou mobiles. [34,
35,36]

b) Couleur : rarement colorées, lorsqu'elles viennent d'étre préparées, leurs teintes
est généralement comprise dans une gamme allant de l'incolore, a jaune pale. Il
existe toutefois quelques exceptions, comme l'huile essentielle de camomille
romaine (Anthemis nobilis) qui possede une coloration bleu clair due a la présence
du chamazuléne. [41]

c) Odeur : agréable, aromatique. [38,39]

d) Saveur : douce, piquante, caractéristique, fruitée, fraiche, etc. [36]

Les caracteristiques organoleptiques étaient autrefois les seules indications permettant
d’évaluer la qualité d’une huile essentielle, mais comme ces propriétés ne donnent que des
informations trés limitées sur ces essences, il est nécessaire de faire appel a d’autres
techniques de caractérisation plus précises. La qualit¢ d’une huile essentielle et sa valeur
commerciale sont définies par des normes admises et portant sur les indices

physicochimiques. [40]

8.2. Caractéristiques physicochimiques
8.2.1. Propriétés physiques
Les HEs sont tres inflammables, facilement altérables et oxydables.
A- Pouvoir rotatoire

Le pouvoir rotatoire est caractéristique des molécules énantiomeres (chirales).
Lorsqu’une molécule présentant une isomérie optique est traversée par un faisceau de lumiére
polarisé, le plan de polarisation est dévié, soit vers la gauche (molécule 1évogyre) c’est un
pouvoir rotatoire négatif, soit vers la droite (molécule dextrogyre) c’est un pouvoir rotatoire
positif. Cet angle de rotation du plan de polarisation est exprimé en degré (°) et il peut étre
mesuré¢ avec un polarimétre. Il dépend de plusieurs facteurs (la température de 1’échantillon

analysé, la longueur d’onde de la lumiére, I’intervalle de concentration, 1a nature du solvant).
[26]
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Les HE sont douées de pouvoir rotatoire puisque constituées de molécules

asymétriques. [41]
B- Densité relative

La densité relative est le rapport de la masse d’un volume de liquide par la masse du

méme volume d’eau. La densité n’a pas d’unité, elle varie avec la température. [26]

La plupart des HE ont une densité inférieure a celle de 1’eau ; il existe, cependant, des
exceptions telles que les huiles essentielles de Sassafras, de Girofle et de Cannelle dont la

densité est supéricure a celle de 1’eau. [42]
On peut mesurer la densité relative a 20°C avec un pycnhometre. [43]

C- Indice de réfraction

L’indice de réfraction d’un milieu est le rapport entre la vitesse de la lumicre dans le

vide et dans la substance a analyser, c’est une grandeur sans dimension.

L’indice de réfraction est largement supérieur a 1 pour les HE. L’appareil le plus

couramment utilisé pour mesurer 1’indice de réfraction est le réfractométre d’Abbe. [26]

D- Solubilité des huiles essentielles

Les HEs, de caractere lipophile, sont solubles dans les alcools et dans la plupart des

solvants organiques courants et elles sont peu solubles dans 1’eau. [26,41]

E- Point d’ébullition

Le point d’ébullition des HE est relativement haut (150°C-300°C) cependant, elles sont

extrémement volatiles a température ambiante. [36]

F- Point de solidification

Le point de solidification (cristallisation) correspond a la température maximale
observée lorsque le liquide se solidifie au cours du refroidissement. Cette température de
cristallisation augmente en fonction de la teneur en 1,8-cinéole qui est dosé par des techniques

chromatographiques. [26]
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8.2.2. Propriétés chimiques
a. Indice d’Acide (IA)

L’indice d’acide d’une huile essentielle est défini comme étant le nombre de
milligrammes de potasse (KOH) nécessaire pour la neutralisation des acides libres contenus

dans un gramme d’huile essentielle. [40]
Selon la réaction suivante :
RCOOH + KOH —»  RCOOK + H20 (réaction a température ambiante) [26]

b. Indice d’ester

L’indice d’ester (IE) est le nombre de mg de potasse nécessaire pour saponifier les

esters présents dans 1,00 g d’huile essentielle, d’apres la réaction :

RCOOR” + KOH —  RCOOK + R"OH (réaction a chaud) [26]

c. Indice de Saponification

L’indice de saponification (IS) est le nombre de mg de potasse nécessaire pour
neutraliser les acides libres et saponifier les esters présents dans 1,00 g d’huile essentielle.
[26]

d. Indice de peroxyde

L’indice de peroxyde (IP) est le nombre qui exprime, en milliéquivalents d’oxygene

actif, la quantité de peroxyde contenue, dans 1 000 g de I’huile essentielle. [26]

e. Eau dans les huiles essentielles

Dans la méthode par entrainement a la vapeur, I’HE, non soluble dans 1’eau est séparée
de I’hydrolat par décantation. De ce fait, de faibles quantités d’eau peuvent étre présentes
dans les HE, surtout si ces derniéres sont constituées de composants trés polaires. Pour la
recherche de ces traces d’cau on fait appel a la méthode de Karl Fisher qui est trés efficace
pour doser la teneur en eau des HE [23], elle se base sur I'oxydation du dioxyde de soufre en
présence d'eau :

SOz + 12+ 2 H20 <> H2SO4 + 2 HI.
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Or, cette équation est réversible, I'eau n'est donc pas consommeée entierement et son
dosage ne peut pas étre quantitatif. Pour remédier a cela, il faut ajouter une base : I'imidazole.
Celle-ci va capter toute l'acidité formée lors de la réaction (HI et H2SO4) et permettre de
déplacer la réaction vers la droite, cette derniere pourra ainsi étre utilisée quantitativement.
[44]

f. Recherche des esters étrangers, huiles grasses et huiles essentielles
résinifiées
Cette recherche est réalisée dans le cas de suspicion de fraudes. Les esters étrangers
peuvent s’hydrolyser a chaud avec la potasse alcoolique ; les huiles grasses et les huiles

essentielles résinifiées ne sont pas volatilisables au bout de 24 heures. [26]

8.3. Analyse des composés chimiques de I’huile essentielle

Il existe différentes méthodes analytiques pour le contr6le des huiles essentielles, on
peut citer : la spectroscopie infrarouge, la chromatographie liquide & haute performance
(HPLC), la chromatographie sur couche mince et la chromatographie en phase gazeuse (CPG

ou GC) qui est la méthode la plus utilisée dans le domaine des huiles essentielles. [45]

8.3.1. Spectroscopie infrarouge

La spectroscopie infrarouge (IR — Infra Red) est une des techniques les plus efficaces et
les plus communes pour l'identification des groupements fonctionnels caractéristiques des
molécules organiques et inorganiques a partir de leurs propriétés vibrationnelles. En effet, le
rayonnement infrarouge excite des modes de vibration spécifiques des liaisons chimiques
(déeformation, élongation). La comparaison entre le rayonnement incident et le rayonnement
transmis a travers I'échantillon suffit par conséquent a déterminer les principales fonctions

chimiques présentes dans un échantillon. [46]

Les nouvelles techniques telles que la spectroscopie infrarouge a réflexion atténuée ou
la NIR-FT remnan spectroscopy, ouvrent une nouvelle voie d’analyse des huiles essentielles
puisque 1’on peut identifier les composants des huiles essentielles en utilisant des références
spectrographiques de composés chimiques purs. L’avantage certain de ces techniques réside
dans la facilité de contrble de qualité des HE avec en prime la possibilité de quantifier et
analyser les composants d’une HE in-situ, c’est-a- dire sur du matériel vegetal vivant (sans

isolation préalable). [47]
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8.3.2. Controle chromatographique des huiles essentielles

Les techniques chromatographiques peuvent étre definies comme regroupant les
techniques de séparation d’un ou de plusieurs composés d’un mélange en vue de leur
identification et de leur quantification qui impliquent un transfert de matiere entre des phases

stationnaires et des phases mobiles. [46,48]

1) Chromatographie sur couche mince (CCM)

Il s’agit de la premiére et plus utilisée des techniques chromatographiques, elle fournit
des informations simples quant aux caractéres physicochimiques des composants d’un
mélange. De nombreuses pharmacopées préconisent I’utilisation de cette technique vue sa

simplicité pour la caractérisation des huiles essentielles en test de routine.

Cependant cette technique est a indiquer pour la détermination rapide des différentes
voies et/ou familles chimiques présentes dans une huile essentielle donnée. [47]

Principe

La chromatographie sur couche mince (CCM) repose principalement sur des
phénoménes d’adsorption, la phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui
progresse le long d'une phase stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille
semi-rigide de matiére plastique ou d'aluminium. Aprés que I'échantillon ait été déposé sur la
phase stationnaire, les substances migrent a une vitesse qui dépend de leur nature et de celle
du solvant. Apres la migration, le repérage des molécules s’effectue soit par ultra-violet (UV),
soit par un colorant spécifique ou encore par exposition aux vapeurs d’iode. La distance de
migration des composés est ensuite mesurée et comparée a celle du front de la phase mobile,

ceci permet de definir la référence frontale Rf caractéristique de chaque composé. [42]

2) Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

Il s’agit d’une technique de chimie analytique qui permet de séparer des composés
volatils ou volatilisables sans dégradation (non-thermolabiles) soit par partage soit par
adsorption, C’est une migration différentielle des constituants du mélange a analyser a travers
un substrat choisi.

Son pouvoir de séparation dépasse celui de toutes les autres techniques, du moins pour

les huiles essentielles. [47]
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Principe

La phase mobile est alors un gaz (hélium, azote, argon ou hydrogeéne), appelé gaz
vecteur qui balaie en permanence la colonne. Cette derniére placée dans un four thermostaté,
est un tube de faible section enroulé sur lui-méme et contenant la phase stationnaire. Un grand
choix des détecteurs permet l'analyse sélective et parfois l'identification de mélange trés
complexe comme dans le cas des huiles essentielles. Si la phase stationnaire est un liquide
non ou peu volatil, possédant des propriétés de solvant vis a vis des composés a séparer, on
parle de chromatographie gaz-liquide ou chromatographie de partage ; si la phase stationnaire
est un solide adsorbant (silice, alumine,), c'est la chromatographie gaz- solide ou
chromatographie d'adsorption. [23]

3) Chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

La chromatographie en phase liquide a permis de réaliser des analyses qui n’étaient

auparavant pas possible avec les techniques sur couche mince ou en phase gazeuse. [48]
Principe

Les composés a séparer (solutés) sont mis en solution dans un solvant. Ce mélange est
introduit dans la phase mobile liquide (éluant). Suivant la nature des molécules, elles
interagissent plus ou moins avec la phase stationnaire dans un tube appelé colonne

chromatographique.

La phase mobile poussée par une pompe sous haute pression, parcourt le systéme

chromatographique.

Le mélange a analyser est injecte puis transporté au travers du systeme
chromatographique. Les composes en solution se répartissent alors suivant leur affinité entre

la phase mobile et la phase stationnaire.

En sortie de colonne grace a un détecteur approprié les différents solutés sont

caractérisés par un pic. L’ensemble des pics enregistrés est appelé chromatogramme. [48]
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4) Couplage chromatographique en phase gazeuse/spectrométrie de
masse (CPG/SM)

Le couplage de la chromatographie en phase gazeuse a la spectrométrie de masse (CPG-

MS) est une technique d’analyse qui posseéde plusieurs atouts :

-La chromatographie en phase gazeuse permet de séparer avec une tres bonne résolution les

constituants des mélanges tels que les huiles essentielles.

-Le spectrométre de masse associée permet d’obtenir le spectre de masse de chacun des

constituants et donc de les identifier.

-La chromatographie en phase gazeuse et la spectrométrie de masse possedent des limites de
sensibilité voisines. Leur association permet de disposer d’un outil analytique trés performant.
L’identification de produits est réalisable pour des quantités de I’ordre du nanogramme, la

détection par fragmentométrie est possible jusqu’au picogramme. [47]
Principe

Le principe de cette méthode consiste a transférer par le gaz vecteur (phase mobile) les
composés séparés par chromatographie en phase gazeuse dans le spectrométre de masse au
niveau duquel, ils vont étre fragmentés en ions de masse variables dont la séparation sera en
fonction de leur masse. La comparaison informatique du spectre d’un pic inconnu avec une ou
plusieurs librairies de référence permet son identification a condition que la similitude des
spectres, inconnus et référence, soit suffisant et que les indices de rétention soient identiques,

dans des conditions opératoires comparables. [42]

9. Conservation et étiquetage des huiles essentielles
9.1. Conservation des huiles essentielles

A cause de leur évaporation rapide, leur sensibilité a I’air et a la lumiére, les huiles
essentielles doivent étre conservées dans des flacons opaques en acier ou en verre et fermés

hermétiquement. [49]

9.2. Etiquetage

Selon les différentes législations, 1’étiquetage  des HEs doit comporter les

informations suivantes :
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-Le nom scientifique de la matiere premiére vegétale utilisée, ainsi que le nom vernaculaire
pour une meilleure identification ;

-La partie de la plante utilisée ;

-Le nom de I’huile essentielle et/ou le chémotype ;

-La méthode de production ;

-Les symboles et indications de danger équivalant a la classification ;

-Mentions : HE 100% pure, Tenir hors de la portée des enfants ;

-La quantite de remplissage lorsqu’il s’agit de substances et de préparations accessibles au
grand public ;

-La désignation chimique des substances dangereuses s’il s’agit d’une préparation (mélange
d’huiles essentielles), qui doit étre conforme a une nomenclature internationale reconnue ;
-Numéro de lot, date de production et date de péremption ;

-Nom, adresse et numéro de téléphone du fournisseur. [38,50]

10. Intérét des huiles essentielles

En raison de leurs diverses propriétés, les HEs sont devenues une matiére d’importance
économique considéerable avec un marché en constante croissance En effet, elles sont
commercialisées et présentent un grand intérét dans divers secteurs industriels comme en

pharmacie par leurs pouvoirs antiseptique, analgésique, antispasmodique, apéritif.

10.1. Intérét physiologique des huiles essentielles pour la plante

Le rble biologique des HEs dans 1’écologie est évident, par leur odeur, elles
interviennent dans la pollinisation ; ainsi, elles jouent un réle attractif ou répulsif vis-a-vis des

prédateurs (herbivores, insectes...). [51]

Elles peuvent paralyser les muscles masticateurs des agresseurs par les propriétés toxiques et

inappétentes des substances qu’elles contiennent. [52]

Elles protégent les cultures en inhibant la multiplication des bactéries et des champignons ;
Elles empéchent la dessiccation de la plante (perte d'eau) par évaporation excessive et

protégent la plante contre la lumiére soit par diminution ou concentration ;

Par ailleurs leurs composés interviennent dans les réactions d'oxydoréduction, comme

donneurs d'hydrogéne. [53]
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10.2. Intérét des huiles essentielles en aromathérapie

L’aromathérapie est une forme de médecine alternative dans laquelle les HEs ont une
grande importance car elles induisent de nombreux effets curatifs. Ainsi elles s’utilisent de
plus en plus dans diverses spécialités médicales telles que : la podologie, I’acupuncture, la

masso-kinésithérapie, 1’ostéopathie, la rhumatologie ainsi que dans 1’esthétique. [54]
10.3. Intérét des huiles essentielles en agro-alimentaire

En vertu de leurs propriétés antiseptiques et aromatisantes, les HEs sont employées

quotidiennement dans les préparations culinaires (ail, laurier, thym,).

Elles sont également tres prisées en liquoristerie (boissons anisées, kiimmel) et en confiserie
(bonbons, chocolat,). Leur pouvoir antioxydant leur permet de conserver les aliments en
évitant les moisissures, conservation du smen par exemple par le thym et le romarin. [55,
56,57]

10.4. Intérét des huiles essentielles en cosmétologie et parfumerie

Les HEs sont recherchées dans I’industrie des parfums et des cosmétiques en raison de
leurs propriétés odoriférantes ; I’industrie de la parfumerie consomme d’importants tonnages

d’essences (60%) en particulier celles de rose, de jasmin, de violette, de verveine, ...

Les HEs sont aussi consommées en cosmétologie pour parfumer les produits
cosmeétiques : les dentifrices, les shampoings, les crémes solaires, les rouges a levres, les

savons, etc... [58]

Les produits d’hygiéne, détergents et lessives par exemple, consomment eux aussi

beaucoup d’HEs pour masquer les odeurs (souvent peu agréables) des produits purs.

10.5. Intérét des huiles essentielles en pharmacie

Les essences issues des plantes sont utilisées en grande partie dans la préparation
d’infusion (menthe, verveine, thym,) et sous la forme de préparations galéniques plus de 40%
de médicaments sont a base de composants actifs de plantes ; par exemple gastralgine est un

digestif anti-acide qui se compose d’HE de carvi. [59]
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De méme, elles permettent par leurs propriétés aromatisantes de masquer 1’odeur
désagréable de médicaments absorbés par voie orale ; Aussi beaucoup de médicaments
vendus en pharmacie sont a base d’HE comme par exemple les collyres, les créemes, les
élixirs. [60]

11. Pharmacologie et toxicité des huiles essentielles
11.1. Pharmacocinétique

Les huiles essentielles étant par définition des produits de composition complexe, les
études de pharmacocinétique sont peu nombreuses; ce sont souvent quelques composés
isolés qui ont été étudiés. Généralement ; I’action d’une huile essentielle est réduite a celle du
ou des composés principaux alors que I’on admet que méme les molécules présentes sous

forme de traces participent aux propriétés de celle-ci.

On peut toutefois décrire les regles genérales régissant la cinétique d’absorption des

huiles essentielles :

11.1.1. Absorption

Le choix de la voie d’administration a une influence importante sur la biodisponibilité
d’une HE ;

La biodisponibilité est définie comme étant la fraction de la dose administrée qui
atteint la circulation sanguine sous forme inchangee ; Elle dépend :
- De la substance administrée
- Du mode d’administration
- Du sujet

Le passage de molécules dans 1’organisme est principalement réalise par diffusion
passive ; Les caractéristiques de la diffusion passive : sans énergie ; non saturable ; non
specifique et fonction d’un gradient allant de la zone la plus concentrée vers la moins
concentrée.

11.1.1.1. La voie cutanée

La voie cutanée est certainement celle la plus couramment utilisée en thérapeutique
aromatique de par la praticité de son mode d'utilisation ; Elle constitue en effet une trés bonne

voie d’administration pour une activité topique, mais aussi pour des indications plus
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systémiques ; Il convient de préter attention a une possible toxicité systémique, bien qu’elle

soit rare.

L’absorption cutanée est un phénomene impliquant 2 étapes :

1.

Une phase de pénétration qui se réalise de maniere passive, soit par passage au niveau
des espaces intercellulaires, soit directement au travers des cellules de la couche
cornée, agissant comme une barriére lipophile. Ce passage peut aussi se produire au
niveau des follicules pileux pour les substances lipophiles. [61]

Une phase de résorption par la circulation sanguine ou lymphatique apres accumulation

des molécules aromatiques dans le stratum corneum

% Facteurs influencant I’absorption

L’épaisseur du derme est en toute logique un facteur majeur influengant 1’absorption des
composes aromatiques ; la paume des mains ou la plante des pieds sont ainsi des zones de
perméabilité faible tandis que les zones de plis (poignets, coudes, aisselles) permettent une
meilleure pénétration des molécules aromatiques ; cependant; a épaisseurs de peau
comparables ; on observe des différences d’absorption significatives entre certains composés.
Les caractéristiques physico-chimiques des molécules ; la couche cornée dotée d'une structure
hydrolipidique laisse ainsi mieux passer les molécules amphiphiles ; ce qui est d'ailleurs le cas
de la plupart des molécules contenues dans les huiles essentielles a 1’exception des
hydrocarbures terpéniques.

Le poids moléculaire des substances aromatiques : plus il est faible, la pénétration est
meilleure ;

La température améliore la pénétration ;

La circulation cutanée : la vasodilatation des capillaires favorise 1’absorption (on comprend
mieux alors que I’administration d’huiles essentielles en massage augmente sa pénétration en
stimulant la circulation sanguine et en augmentant localement la température par friction) ;

L’état de la peau : une breche dans la barriere cutaneée (plaie, brilure) augmente

I’absorption ;

- L’hydratation augmente aussi 1’absorption ;

- L’age est en fin un facteur limitant. [62]

11.1.1.2. Voie respiratoire

Cette voie est d’un grand intérét dans le traitement des affections ORL. [63]
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Cependant en raison de ’excellente diffusion des HEs ; on peut également appliquer
cette voie pour d’autres pathologies ; deux méthodes sont utilisées pour cette voie :
I’inhalation et 1’aérosolisation ; il convient de préciser que cette seconde méthode nécessite
I’utilisation d’un appareillage adapté constitu¢ d'une source d’air comprimé et d'un
pulvérisateur dispersant le liquide), cette bonne absorption nécessite donc une grande

prudence pour éviter d'éventuels effets indésirables.

11.1.1.3. Voie orale

La voie orale est considérée comme plus pratique pour les patients, elle permet en
outre au thérapeute de se montrer plus précis en matiere de dosage ;
L’utilisation de cette voie implique la mise en contact des huiles essentielles avec de
nombreuses zones du tractus digestif. Dans le cas d'une administration d’huile essentielle en
gouttes, pures ou diluées ; la muqueuse buccale est déja mise a contribution pour 1’absorption
de I’HE. Sa paroi est en effet particulierement fine et sa vascularisation tres importante ;
notamment sous la langue dont le réseau capillaire rejoint la veine jugulaire externe ;

I’absorption se poursuit ensuite au niveau des parois stomacales et intestinales. [64]

11.1.2 Distribution

La distribution des composés formant les huiles essentielles est trés peu évoguée dans la

littérature et les études sur ce sujet tres rares. [65]

De fagon générale la distribution tissulaire d’une substance dépend de certains facteurs

Les caractéristiques physicochimiques de la substance aromatique ;

Les molécules liposolubles ont une forte affinité pour les organes riches en lipides comme le foie

ou le cerveau dans lesquels elles se fixeront rapidement ; elles seront a l'inverse ; distribuées
plus lentement mais avec une affinité importante dans le tissu adipeux ; faisant de ce dernier
le site de stockage privilégié des molécules aromatiques sous forme inchangée ;

La fraction libre de la substance présente dans le sang : plus celle-ci est élevée ; meilleur sera
le passage de la molécule dans les autres compartiments.

La liaison aux protéines plasmatiques ; de nombreuses protéines plasmatiques peuvent fixer
en effet les molécules en circulation dans le sang ; notamment 1’albumine qui est la plus
représentée des protéines plasmatiques ; 1’a. 1-glycoprotéine acide ; les globulines ; et les

cellules sanguines.
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- La variation du taux de protéines sériques (valeurs usuelles comprises entre 65 et 80 g/l)
entraine une variation de la fraction libre des molécules aromatiques

Autre critére important a prendre en considération : la vascularisation ; Plus un organe recevra de
sang ; plus il sera susceptible d’étre touché par les molécules que ce dernier contient. ; sont
ainsi principalement concernés : les reins, les poumons, le foie, le cerveau et les muscles
squelettiques. [66]

- Accumulation dans les tissus ; les substances lipophiles comme les mono et les sesquiterpénes
vont rapidement passer de la circulation sanguine vers les organes ; les muscles ; et aprés un
certain temps seront stockées dans le tissu adipeux, de fait ; une administration de doses

répétées peut entrainer une toxicite par accumulation. [67]

La faible vascularisation du tissu adipeux ralentit en effet les échanges, les substances
aromatiques pouvant étre stockées sur de longues périodes, elles seront par contre plus
rapidement libérées dans la circulation générale a la faveur d’une diminution de la masse

graisseuse, ce qui peut arriver lors d’une dénutrition et conduire a une intoxication.

11.1.3 Métabolisme

Une fois absorbées, les molécules aromatiques vont subir des biotransformations dont
le but final est de rendre ces substances plus hydrophiles et accélérer ainsi leur élimination au
niveau renal. Si la plupart des organes sont capables de métaboliser les xénobiotiques,
I’organe majeur du métabolisme reste le foie. Suivent les reins, la muqueuse intestinale, les
poumons... De nombreuses réactions de biotransformation sont possibles selon la molécule

envisagée.

En effet chaque molécule peut conduire par plusieurs chaines de réactions a des
métabolites différents ; il n'existe pas de métabolite final commun a toutes les substances
exogenes, les réactions de biotransformation sont divisées en 2 phases :

> Les réactions de phase | qui permettent de rendre la molécule plus hydrophile ; en lui
adjoignant des groupements polaires ou en faisant apparaitre des fonctions cacheées ;
on retrouve dans cette phase les réactions d’hydrolyse (les esters donneront ainsi des
alcools et des acides carboxyliques), d’oxydation (qui entraine I’addition d’atomes

d’oxygene, d’azote ou de souffre) et de réduction.

27



LES HUILES ESSENTIELLES GENERALITES

Les réactions d’oxydation sont principalement assurées par un groupe d’enzymes appelées
les Cytochromes P450, présents en quantité élevée dans les microsomes au niveau hépatique ;

Il en existe une grande variété ;

» Les réactions de phase Il sont dites de conjugaison ; les substances métabolisées vont
étre fixées sur des molécules endogenes trés polaires ce qui va rendre 1’ensemble
suffisamment hydrophile pour pouvoir étre éliminé ; ces molécules, au nombre
desquelles figurent 1’acide glucuronique, la glycine et le sulfate donneront
respectivement des réactions de glucuronoconjugaison, de glycoconjugaison et de

sulfoconjugaison. [68]

11.1.4. Elimination

L’¢élimination des substances exogénes se fait principalement par les reins, le foie, les
poumons et la peau ; mais on retient surtout la part importante que représentent les reins dans
cette fonction.

L’élimination est aussi caractérisée par le temps mis pour épurer ces substances ; on
utilise alors la notion de demi-vie ; elle définit en effet le temps nécessaire pour que la moitié

d’un composant étudié soit élimine.
On peut citer pour exemple de demi-vie :

-Le 1,8 cinéole inhalé : T1/2= 2,95 h chez la femme et 0,5 h chez I’homme. Selon I’étude, cet
¢cart serait da a la différence de tissu adipeux entre I’homme et la femme. [69]
- Il est ainsi possible de conclure que I’élimination des composés aromatiques est rapide et

principalement rénale en dépit d’une importante affinité pour les tissus adipeux.

11.2. Toxicité des huiles essentielles

Les HEs sont des substances puissantes et tres actives. Elles représentent une source
inépuisable de remedes naturels. Neéanmoins, il est important de souligner que
I’automédication fréquente et abusive surtout en ce qui concerne le dosage, ainsi que le mode
d’application interne ou externe par les essences est nocive. Elle engendre de graves effets
secondaires. Principalement chez les populations sensibles (enfants, femmes enceintes et

allaitantes, personnes agées ou allergiques) [70]. Parmi ces effets, citons :
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> Des allergisants : les molécules les plus souvent mises en causes sont des lactones
sesquiterpeniques contenues par exemple dans le laurier noble (Laurusnobilis), ainsi
que I’isoeugénol contenu dans I’HE de clous de girofle (Syzygium aromaticum) ;

» Hypersensibilisants, photosensibilisants ; dus aux furocoumarines, et aux
pyrocomarines ; cet effet est principalement provoqué par les essences de citrus
(bergamote, citron et pamplemousse), ainsi que par les HEs de cumin et de persil frisé,
se manifeste plusieurs heures aprés 1’exposition ;

» Neurotoxiques dus aux cétones, comme le camphre, la thuyone (Thuya, Absinthe,
Sauge officinale) et la pinocamphone (Hysope) car elles possédent une forte affinité
pour les lipides cérébraux ;

» Neéphrotoxiques dus aux terpénes majoritaires dans I’huile essentielle de Térébenthine
et des rameaux de Genévrier ;

» Hépatotoxiques dus aux phénolscomme 1’eugénol (1’un des constituants du Thym) ; le

thymol ou le carvacrol ;

Il a été démontré que le linalol, 'un des constituants d’une autre espéce de thym, est

cytotoxique pour les cellules de la peau humaine. [71]

En régle générale, les huiles essentielles ont une toxicité aiglie par voie orale faible ou tres
faible : la majorité des huiles qui sont couramment utilisées ont une dose létale (DL50)
comprise entre 2 et 5 g/kg (Anis, Eucalyptus, Girofle...etc.) ou, ce qui est le plus fréquent,
supérieure a 5 g/kg (Camomille, Lavande...etc.). D’autres, une quinzaine, ont une DL50
comprise entre 1 et 2 g/kg : Basilic, Estragon, Hysope (1,5ml/kg). Les plus toxiques sont les
huiles essentielles de Boldo (0,13 g/kg; convulsions apparaissant dés 0,07 g/kg), de
Chénopode (0,25 g/kg), de Thuya (0,83 g/kg), ainsi que ’essence de moutarde (0,34 g/kg).
[09]

11.3. Mesures toxicologique

Paracelse écrivait :

« Toutes les choses sont poisons ; et rien n’est sans poison ; seule la
dose détermine ce qui n’est pas un poison. »

Toute substance serait donc potentiellement toxique ; et cette toxicité serait liée a la

dose administrée, la véracité de ce raisonnement dépend toutefois de la dose arrivant a un
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organe donné; c’est-a-dire de son profil toxico-cinétique (devenir de la substance dans
I'organisme) et toxico-dynamique (action sur sa cible) ; ce résultat est la combinaison de ;

-La dose et la concentration utilisées ;

-La voie d’administration ;

-Le mode d’administration ;

-La biodisponibilité ;

-Le mécanisme toxicologique ;

Pour évaluer le degré de toxicité d'une substance ; il convient enfin de prendre en
considération les facteurs propres au sujet exposé comme 1’age ; le poids; le sexe ; I’état

physiologique...Ainsi que des facteurs environnementaux.

A . DL50

Pour apprécier la capacité toxique d'une substance, et notamment lorsqu'il s'agit de
toxicité aiglie, on utilise la valeur de DL50 (dose létale 50) ; cette valeur représente la dose
pour laquelle la substance entraine la moitié de décés dans un lot de sujets définis, plus cette

valeur est élevée, plus la substance est sdre.

Inversement, une DL50 faible est le reflet d’un toxique puissant. En s’appuyant sur
cette DL50, il sera possible de classer les molécules par niveau de toxicité. L’échelle de
Hodge et Sterner permet ainsi de classer les toxicités en fonction des DL50orale mesurées
chez le rat (Tableaul).

Tableau I : échelle de Hodge et Sterner. [72]

DL50 orale (rat) Indice de toxicité
Jusqu’a Img /kg 1= extrémement toxique
De 1 a 50 mg/kg 2= hautement toxique
De 50 a 500 mg/kg 3= modérément toxique
De 500 a 5000 mg/kg 4= |égérement toxique
De 5000 a 15000 mg /kg 5= presque pas toxique
Plus de 15000 mg/kg 6= relativement toxique
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Selon ce tableau, aucune huile essentielle n’appartient actuellement aux 2 premieres
catégories. Avec une DL50 de 130 mg/kg, I’huile essentielle de Boldo (Peumus boldus) est la
premiére HE a y faire son entrée.

Il faut noter que des convulsions ont été observées chez le rat a une dose de 70 mg/kg.
[72]
On trouve ensuite 1’huile de Chénopode vermifuge (Chenopodium ambrosioides) avec une
DL50 chez le rat de 255 mg/kg. Quatre cas d’intoxication mortelle chez I’enfant ayant été
recenses, il a été établi que la dose fatale chez I’homme était comprise entre 10 et 40 mg/kg.
[73]

C’est pourquoi cette huile essentielle est reglementée par le Code de la Santé publique
francais. Enfin, I’huile essentielle de Thuya (Thuja occidentalis) elle aussi réglementée,
possede une DL50 de 830 mg/kg. [74]

B. NOAEL

Une autre valeur est utilisée en toxicologie : la NOAEL (Non Observed Adverse
Effect Level), cette valeur détermine la dose la plus élevée pour laquelle aucun effet nocif n’a
été rencontre. La pulégone contenue en forte proportion (67,6 -86,7%) dans I'HE de Menthe
pouliot (Mentha pulegium) posséde par exemple une NOAEL de 20mg/kg ; cela signifie
qu’en dessous de ce seuil, le risque d’observer un effet nocif est nul. Par comparaison ; la

DL50 orale de la pulegone est de 500 mg/kg chez le rat. [74,75]

Tableau 11 : Exemple de NOAELSs de quelques molécules aromatiques [74,75]

Molécules NOAEL (5mg/kg)
Alpha-pinéne 300

d-limonene 300

Bornéol 15

Citronellal 51
Cinnamaldéhyde 205

Camphre 75

Pulégone 20

Eucalyptol 32
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11.4. Précaution d’utilisation

1- Les HEs doivent toujours étre diluée dans des huiles de porteuse comme I’huile d’amande
ou d’olive, elles sont trop actives pour étre appliquer sur la peau dans leur forme pure ;

2- Garder les HEs hors de la portée des enfants et des animaux de compagnie ;

3-N’employer pas I’HEs sur des bébés ou des enfants ;

4-Toujours faire un test pour vérifier la sensibilitt ou une réaction allérgique avant
’utilisation d’un produit d’HEs sur la peau sensible ;

5-Ne pas placer les gouttes d’HEs dans les oreilles, les yeux, le nez ou la bouche ou dans
autres ouvertures de corps ;

6- Cesser d’employer n’importe quelle HE si I’irritation ou la sensibilité de la peau se
développe ;

7- Les HEs de bois de cédre, la sauge sclarée, la basilique, la marjolaine, le clou de girofle, le
fenouil, le jasmin, le genévrier, le citron, la myrrhe, la verveine citron ou romarin ne doivent
pas étre employées pendant la grossesse ;

8- Eviter d’employer les HEs d’agrumes photosensibles comme la bergamote, le citron, la
mandarine, I’orange, la verveine citron et d’autres quand vous vous exposez au soleil ;

9-Ne jamais injecter I’HE par voies intramusculaire ou intra veineuse ;

10-L’HE de menthe poivrée ne doit jamais étre appliquée sur une zone cutanée étendue

(réaction glacee). [76]

12. La réglementation en Algérie

Selon sa composition et la présentation qui en est faite, une HE destinée au
consommateur pourra étre considérée comme un médicament, un cosmétique ou une denrée

alimentaire. [77]

+» Huiles essentielles et médicaments

Selon la définition du médicament, donné par l'article 170 de la loi no 85-05 du 16
février 1985 relative a la protection et a la promotion de la santé « On entend par médicament
toute substance ou composition présentée comme possédant des propriétés curatives ou
préventives a I'égard des maladies humaines ou animales, ainsi que tout produit pouvant étre
administré a I'nomme ou a l'animal, en vue d'établir un diagnostic médical ou de restaurer,

corriger ou modifier leurs fonctions organiques ».
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Donc une HE qui présente une quelcongue allégation thérapeutique sur son
conditionnement sera considérée comme médicament ;
Le statut d'une HE est ainsi déterminé par son usage et par son activité pharmacologique.
[78]

Les spécialités pharmaceutiques a base d'HE répondent a la définition des
médicaments a base de plantes, par conséquent ils doivent étre conformes a la réglementation
régissant les médicaments et faire l'objet d'une demande d'autorisation de mise sur le marché ;

La loi no85-05 précise dans l'article 171 « sont également assimilés a des médicaments :

-Les produits d’hygiéne et produits cosmétiques contenant des substances vénéneuses a des
doses et concentrations supérieures a celles fixées par arrété du ministre chargé de la santé ;
-Les produits diététiques ou destinés a I'alimentation animale qui renferment des substances

non alimentaires leur conférant des propriétés sur la santé humaine ». [78]

En effet, un grand nombre de produits cosmétiques comprennent dans leur
composition des huiles essentielles, il est donc nécessaire de prendre en considération les
risques que ces substances peuvent faire courir a la santé des consommateurs ;

Les HEs utilisées comme aromatisants sont aussi susceptibles de présenter un danger sur la
santé publique, leur usage doit donc étre limité dans les denrées alimentaires ;

Par ailleurs, il existe des bonnes pratiques de fabrication des médicaments a base de
plantes, elles regroupent les spécifications concernant les matieres premieres et les locaux
(zones de stockage, zone de production), les instructions relatives au traitement des plantes

(séchage, concassage, durée et température d'extraction ...) ainsi que le controle de la qualité.

[79]

+ Huiles essentielles et vente en 1’état

Le code de la santé publique précise dans l'article 190 de la loi n°85-05 du 16 février
1985 relative a la protection et la promotion de la santé que « La production, le transport,
I'importation, I'exportation, la détention, I'offre, la cession, l'acquisition, l'emploi de
substances ou plantes vénéneuses stupéfiantes et non stupéfiantes ainsi que la culture de ces

plantes, sont fixées par voie réglementaire ».

Par conséquent les HEs et les produits a base d'HE répondant aux critéres cités ci-dessus

entrent dans le champ de cette directive. [78]
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Etude phytochimique d’une plante

Les métabolites primaires interviennent dans différentes fonctions de la vie : la
division cellulaire, la croissance, la respiration, stockage des substances et la reproduction.
Ces métabolites s’opposent aux meétabolites secondaires [94], qui sont des espéces
specifiques, qui ne sont pas directement impliquées dans le cycle de vie normal des plantes
[95].

Ce sont des substances naturelles produites en faible quantité dans les plantes [96] et
les microorganismes comme les bactéries et les champignons [97]dont le r6le écologique le
plus important est lié a la fonction reproductrice qui garantit le succes évolutif de toutes les
especes vivantes, les pigments et les composés volatils de ces métabolites peuvent attirer les

pollinisateurs et ainsi favoriser la dispersion des graines et la fécondation .[98]
1. Les alcaloides

Les alcaloides forment 1’un des groupes de principe actif les plus importants de la
matiere médicale. Ce sont des bases azotées généralement hétérocycliques, douées d’une
activité pharmacodynamique marquée. La plus part se sont des poisons végétaux dotés d’une

action spécifique.

Certain ont une action médicale sur 1’appareil digestif tel que 1’aesine d’Aesculus

hippocastanum qui posséde une action antihémorroidaire. [99,100]
2. Saponosides

Principaux constituants de nombreuses plantes médicinales, sont fortement moussants

et constituent d’excellents émulsifiants.

Leur principale propriété c’est de pouvoir transformer les matieres fermes en maticres
fluides. Les saponines existent sous deux formes, les stéroides et les triterpénoide, la structure
chimique des stéroides est similaire a celle de nombreuses hormones humaines, alors que les
saponines tréterpénoides, ont une avtivité hormonale moindre mais elles sont souvent

expectorantes et favorisent la digestion, comme pour la glycyrrhizine de la réglisse. [101,102]
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3. Les polyphénols

Les polyphénols sont des métabolites secondaires synthétisés par I’ensemble des

vegétaux. Ils sont presents dans les plantes au niveau des tissus superficiels. [103]
IIs sont présents partout dans les racines, tiges, feuilles, fleurs de tous les végétaux. [104]

Les composés phénoliques regroupent plusieurs classes chimiques qui présentent
toutes un point commun : la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a 6
carbones, lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH). Il existe de
nombreuses classes de ces composés : acides phénoliques, flavonoides, coumarines et tanins.
[105]

Un trés grand nombre de données expérimentales plaide aujourd’hui en faveur de leur
implication dans la prévention des maladies dégénératives telles que cancers, maladies cardio-

vasculaires, ostéoporose ou maladies inflammatoires. [106]

4. Les flavonoides

sont des pigments polyphénoliques trés répandus au royaume des plantes, qui

contribuent, entre autre, a colorer les fleurs et les fruits. Ils ont un important champ d’action.

IIs sont particulierement actifs dans le maintien d’une bonne circulation et le controle
de processus de croissance. Certains, flavonoides ont aussi des propriétés anti-inflammatoires,
antioxydantes, antivirales, spasmolytiques, et des effets protecteurs sur le foie comme le
Chardon Marie. [101,102]

5. Tanins

Les tanins sont des substances végétales qui se combinent avec les protéines pour donner

des composés insolubles, il existe deux types principaux de tanins

> les tanins hydrolysables : qui produisent par hydrolyse un sucre et 1’acide gallique, un
acide phenol donnant par la suite du pyrogallol.

> les tanins non hydrolysables ou catéchiques, plus répandus que les premiers,
produisant du pyrocatéchol par distillation seche. Les plantes renfermant les tanins

sont astringente, ce qui peut etre utilisé en cas de diarrhée et d’ulcere. [107]
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6. Mucilages végétaux

Ce sont des polysaccharides que 1’on trouve dans toutes les plantes, gonflent au
contact de 1’eau et produisent une substance visqueuse semblable a la gélatine. Ils exercent
une action favorable contre les inflammations des muqueuses. lls ne sont pas rapidement
éliminés par la digestion et forment une couche de protection sur la paroi gastrique
enflammée, permettent de lutter contre ’action nocive des acides gastriques et de combattre la
constipation, parmi les nombreuses plantes qui contiennent ce principe actif on peut citer le
lin. [101,102]

7. Les terpénes

Les terpénes (Terpénoides) sont des constituants habituels des cellules végétales
impliqués ou non dans des fonctions métaboliques essentielles. Ce sont des métabolites
secondaires résultant de la condensation d’unités isoprénique a 5 atomes de carbone. [108]
Les terpenes sont présents chez tous les étres vivants et possédent des structures, des
propriétés physiques et chimiques, et des activités biologiques trés diverses. Plusieurs d'entre
eux sont exploités a I'échelle industrielle (industrie des cosmétiques et des parfums, industrie
agroalimentaire pour les ardmes et les colorants alimentaires, etc....) [109]. Parmi eux,
certains sont des substances odorantes, comme par exemple le menthol et le thymol,
provenant d’huiles essentielles. D’aprés (ODILE-MEYER, 2004) [110].

IIs peuvent aussi jouer un réle comme agent régulateur de la stabilité, la fluidité et la

perméabilité des membranes cellulaires.
8. Anthracénosides

Dérivés phénoliques de 1’anthracine a divers stades d’oxydation (anthrones,
anthranons, anthraquinones). Selon la dose utilisée on observe un effet laxatif ou purgatif voir
méme drastique. Elles provoquent des contractions des parois intestinales et stimulent les
évacuations, et rendent les selles plus liquides, facilitant ainsi le transit intestinal, ce sont des
principaux constituants de Séné (caacia senna) par exemple. [111]
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1. Définitions
A. Microbe

Un microbe est une appellation qui englobe tous les micro-organismes, incluant les
bactéries, les virus, les levures, les protozoaires; certaines micro-algues, des organismes
unicellulaires mais aussi pluricellulaires de taille microscopique.

Le terme "microbe"™ résume tout étre vivant, quel quil soit (animal,

végeétal, champignon, bactérie et virus ; procaryote et eucaryote) de taille microscopique. [80]

B. Un antimicrobien

Le terme antimicrobien fait référence a un ensemble de composés, qui ont la capacité
d'éliminer ou de réduire la prolifération de microbes. Ces derniers visés par un antimicrobien
peuvent étre des virus, des bactéries, des mycétes ou des parasites.

Les traitements antibiotiques font partie également des antimicrobiens, ils ciblent les
champignons ou les bactéries ; les antimicrobiens peuvent étre utilisés sur I'nomme, les

produits alimentaires, ou pour assainir un environnement. [81]

2. Mode d’action antimicrobien
1.1. Bactéries
a. Définition
Les bactéries sont des organismes unicellulaires microscopiques se distinguant des
autres protistes par un certain nombre de caracteres cytophysiologiques essentiels :

absence de mitochondries intra-cytoplasmiques, appareil nucléaire différent dans sa structure,

sans membrane nucléaire et dans sa physiologie, sans mitose.

La cellule bactérienne comprend obligatoirement un cytoplasme avec des inclusions, un
appareil nucléaire, une membrane de nature cytoplasmique dite membrane cytoplasmique,
une paroi et, facultativement, une spore thermorésistante, des cils, une capsule, et dans
certains groupes, des organites de reproduction tels que conidies, microcystes et corpuscules

reproducteurs.

Les bactéries sphériques sont appelées « coccus », les bactéries cylindriques allongées

sont des « bacilles », et les bactéries en spirales ou hélicoidales sont des « spirilles ». [80]
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Figure 3 : Structure schématique d'une bactérie. [82]
b. Activité antibactérienne des huiles essentielles

La structure chimique des constituants des huiles essentielles conditionne leur mode
précis d’action antibactérienne. Compte tenu du nombre de différents groupes de composeés
chimiques présents dans les huiles essentielles, il est probable que leur activité antibactérienne
ne soit pas attribuée a un mécanisme spécifique mais qu’il y ait plusieurs cibles dans la
cellule. [83]

Les principaux mécanismes et sites d’action des différents constituants des HEs sont :

- L’altération de la paroi cellulaire.

- La dégradation de la membrane cytoplasmique.
- L’altération des protéines membranaires.

- La fuite du contenu cellulaire.

- La coagulation du cytoplasme.

- L’épuisement de la force de mouvement des protons. [83]

Une caractéristique importante des huiles essentielles et de leurs constituants est leur
caractére hydrophobe, ce qui leur permet de s’insérer dans les couches lipidiques de la

membrane cellulaire bactérienne et des mitochondries, perturbant les structures et les rendant
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plus perméables. La fuite des ions et autres constituants de la cellule peut alors se produire.
[83]

Les molécules possédant le coefficient antibactérien le plus élevé sont, par ordre
décroissant : le carvacrol, le thymol et I'eugénol ; elles appartiennent toutes les trois au groupe
des phénols [84] contenus par exemple dans 1’huile essentielle de clou de girofle [85].Une
molécule n'appartenant pas au groupe des phénols (mais apparentée : présence d'un noyau
benzénique), l'aldéhyde cinnamique (HE du basilic), possede une activité anti-infectieuse

comparable a celle des phénols.

Dans la hiérarchie anti-infectieuse, les alcools a dix atomes de carbone (ou
monoterpenols) se situent immédiatement apres les phénols ; leur liste est plus étendue :
géraniol, linalol, thujanol et myrcénol ainsi que terpinéol, menthol et pipéritolsont les plus

connus. [83]

Le groupe des aldéhydes manifeste également une certaine puissance antibactérienne :
néral et géranial (qui forment les citrals), citronnellal et cuminal, sont les plus souvent

employés.

Le groupe des cétones présente un intérét dans le traitement des états infectieux
mucopurulents (action le plus souvent uniquement indirecte) : thujone, boméone (camphre),

menthone.

En ce qui concerne les éthers, leur action antibactérienne est certaine mais irreguliére ;
seul l'aromatogramme permet de prévoir avec certitude leur utilité dans des cas précis :

estragole et anéthole, sont ici les molécules les plus représentatives de ce groupe. [83]

Les oxydes présentent en général des propriétés anti-infectieuses légeres. Enfin, les
terpénes peuvent étre intéressants, mais leur utilit¢ en ce domaine se révélera plutbét sous
forme aérodiffusée (action antiseptique atmosphérique). Les autres groupes moléculaires ne
présentent pas d'intérét dans le cadre de la lutte antibactérienne. [83]
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1.2. Champignons
a. Définition

Les mycetes (champignons), véritables eucaryotes, constituent un régne (Fungi) distinct
de celui des plantes et du regne animal. Les champignons assurent leur nutrition uniquement
par absorption a partir du mycélium (réseau de filaments).

Les micromyceétes vivent le plus souvent en saprophytes dans le milieu extérieur a partir
de substrats organiques en décomposition. Certains champignons vivent en commensaux de
I’Homme et font partie du microbiote normal intestinal, respiratoire et vaginal (par exemple,
Candida sp.). La plupart des mycétes sont des pathogénes opportunistes, profitant d’un
affaiblissement de 1’hote pour provoquer une infection : ce sont, Soit des champignons
commensaux normalement présents chez ’Homme, soit des champignons présents dans
I’environnement (moisissures) qui peuvent pénétrer dans [’organisme (par exemple,
Aspergillus). D’autres mycétes (dermatophytes) se comportant en parasites obligatoires sont
pathogénes quel que soit le statut immunitaire du patient.

On distingue trois types de myceétes : filamenteux, levuriformes et dimorphiques. [86]

b. Activité antifongique des huiles essentielles

Les HEs sont actives sur les levures, elles agissent sur la biomasse et la production des
pseudomyceliums, de méme qu’elles inhibent la germination des spores, 1’élongation du
mycélium, la sporulation, ainsi que la production de toxines chez les moisissures. [87]

Les huiles essentielles de cannelle, de clou de girofle ou de Niaouli sont des

antifongiques. [85]

1.3. Virus
a. Définition d'un virus

Un virus est une particule microscopique infectieuse qui ne peut se répliquer qu’en
pénétrant dans une cellule et en utilisant sa machinerie cellulaire. Les virus qui infectent les
bactéries sont les bactériophages. Il existe des virus qui infectent des animaux et d'autres, des
végétaux. S'ils provoquent des maladies, les virus peuvent étre considérés comme des germes

pathogenes. [88]
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ARN monocaténaire

capside a symeétrie
icosaédrique
enveloppe

glycoprotéine d enveloppe

Figure 4 : Structure schématique d’un virus. [89]

b. Activité antivirale

Aujourd’hui, les huiles essentielles sont largement étudiées dans les centres de
recherches du monde entier: il n’y a pratiquement pas une université qui n’ait une unité
consacrée a cette étude. Il apparait désormais que les remedes naturels les plus efficaces en
cas d’infection virale, sont les huiles essentielles. Certaines d’entre elles possédent en effet de
puissants effets virucides car elles sont extrémement réactives. Cette vertu impose qu’elles

soient maniées avec précaution et parcimonie. [90]

Les virus sont assez sensibles aux molécules aromatiques des huiles essentielles
(phénol et monoterpénol), ce qui leur confere la capacité de combattre certaines pathologies
virales. Les HE arrétent le développement des virus et facilitent 1’¢limination du mucus tout
en stimulant le systtme immunitaire. Plus d’une dizaine d’huiles essentielles poss¢dent des

propriétés antivirales. [85,91]

Beaucoup aussi sont également antibactériennes, ce qui est particulierement
intéressant du fait que les surinfections bactériennes sont une des complications les plus

fréquentes des infections virales. [90]

Ces huiles essentielles peuvent étre utilisées en unitaires ou en association de
plusieurs, ce qui améliore leur performance contre les virus. Il est aussi possible de combiner
des huiles essentielles a action antivirale, anti-inflammatoire et antibactérienne afin d’agir aux

différents niveaux de I’infections virales et prévenir une éventuelle surinfection. [90]
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1.4. Activité antiparasitaire des HES

Les molécules aromatiques possédant des phénols ont une action puissante contre les
parasites. Les HE de géranium, de citronnelle, de menthe ou de lavande diffusées dans I’air
sont efficaces pour protéger des attaques des insectes, en particulier des moustiques. Elles
tiennent & distance tous ces petits indésirables (poux, mites...etc.), mais pour une protection
plus sdre, il vaut mieux les appliquer directement sur le corps (elles devront alors étre diluées)
ou sur les vétements (elles peuvent étre utilisées pures). Certaines huiles essentielles sont
reconnues pour leur action sur les vers intestinaux et le principal constituant ayant montré
cette activité est ’ascaridole. [85, 91,92]

1.5. Activité antiseptique

Les propriétés antiseptiques et désinfectantes sont souvent retrouvées dans les huiles
essentielles possédant des fonctions aldéhydes ou des terpénes comme 1’huile essentielle
d’Eucalyptus radiata. [85]

Les essences de sarriette, cannelle, thym, girofle, lavande et eucalyptus sont les plus
antiseptiques. Certains de leurs composes tels que le citral, le géraniol, le linalol et le thymol

sont en moyenne 7 a 10 fois plus antiseptiques que le phénol. [92]

2. Facteurs déterminants le degré d’activité des huiles essentielles

Plusieurs facteurs influencent la détermination de ’activité antimicrobienne des huiles
essentielles ou de leurs composants actifs, tels que la méthode d’évaluation ATB, le type et la
structure moléculaire des composants actifs (composition chimique), la dose ajoutée, le type
de microorganisme ciblé et leur éventuelle adaptation aux huiles essentielles. [93]
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¢ Rappel des objectifs de I’étude
Objectif principal
Contribution a 1’étude phytochimique et de 1’activité antimicrobienne de Pulicaria odora.

Objectifs secondaires

- ldentification de 1’espéce par une description botanique : morphologique et
anatomique de 1’échantillon végétal ;

- Screening phytochimique de la drogue (feuilles séchées) ;

- Préparation de quelques extraits (a savoir I’huile essentielle des feuilles obtenue par
hydrodistillation, les extraits bruts, méthanolique et hydrométhanolique) ;

- Etude du pouvoir antimicrobien effectué sur quelques souches bactériennes et

fongiques.

% Type de I’étude

Il s’agit d’une étude descriptive prospective, réalisée sur la plante Pulicaria odora récoltée

dans la wilaya de Tizi-Ouzou.
+¢ Lieu de I’étude

L’identification botanique a été réalisée au sein du laboratoire de botanique médicale,
Département de Pharmacie Faculté de médecine UMMTO.

L’¢évaluation de I’activité antibactérienne a été réalisée au niveau du laboratoire de
microbiologie et I’activité antifongique a été réalisée au niveau du laboratoire de parasitologie

du CHU de Tizi-Ouzou.
< Durée de I’étude

L’¢tude a été réalisée durant la période allant du 27 février au 04 juillet 2019 (5 mois).
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1. Matériel d’étude

1.1. Matériel biologique
1.1.1 Matériel végétal

Les échantillons constitués de feuilles et de quelques racines de Pulicaria odora sont
récoltés durant les mois d’Avril, Mai et Juin 2019, a partir des régions d’Ath Zmenzer et Ath
Mendes de la wilaya de Tizi-Ouzou et sont acheminés frais au niveau du laboratoire de
botanique médicale de ’'UMMTO, puis traités pour servir de matériel végétal aux différents
essais et manipulations. Des spécimens entiers et agés avec appareil végétatif complet et

inflorescences sont également cueillis pour identification et étude botanique.

1.1.2 Micro-organismes

L’étude de I’activité antibactérienne des différents extraits et de I’huile essentielle de la
plante Pulicaria odora a été réalisée au niveau du laboratoire de Microbiologie de CHU Tizi-
Ouzou, sur quatre souches bactériennes dont trois bacilles a gram négatif qui sont :
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae et un cocci a gram positif

qui est Staphylococcus aureus. (Voir tableau I11)

Les deux souches (Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae) que nous avons
utilisées sont des souches de référence qui nous ont été fournies par le laboratoire de
microbiologie de ’'UMMTO, faculté de Biologie ;

Les deux autres souches (Escherichia coli et Staphylococcus aureus) nous ont été

fournies par le laboratoire de Microbiologie du CHU TO unité « Nedir Mohamed ».

L’¢étude de I’activité antifongique des différents extraits et de 1’huile essentielle de la
plante Pulicaria odora a été réalisée au niveau du laboratoire de Parasitologie de CHU Tizi
Ouzou sur une souche de levure qui est Candida albicans et sur un champignon filamenteux

qui est Aspergillus niger. Ces souches nous ont été fournies par le méme laboratoire.
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Tableau I11 : Micro-organismes testés.

Souches Référence

Escherichia coli ATCC25922

Pseudomonas aeruginosa ATCC27853

Klebsiella pneumoniae ATCC4392

Staphylococcus aureus ATCC43300
Candida albicans Souche clinique
Aspergillus niger Souche clinique

1.2. Matériel non biologiques
1.2.1 Milieux de culture

Tableau 1V : Milieux de culture utilisés

Milieu utilisé

Utilisation

Liquide | BHIB(Brain Heart Infusion Broth)

Réactivation des souches bactériennes.

Gélose Nutritive (GN)
Solide

Isolement et 1’entretien des souches

bactériennes.

Gélose Mueller- Hinton

FEtude de 1’activité antibactérienne.

Sabouraud + chloramphénicole

Croissance des champignons et levures.

1.2.2 Colorants, réactifs, verreries et appareils

Tableau V : Colorants, réactifs, verreries et appareils utilisés.

Colorants et réactifs

\erreries et autres
matériels

Appareils

\ert de méthyle

Rouge Congo

Eau de javel (solution
d’hypochlorite de sodium) ;
Acide acétique ;

Eau distillée ;

Eau distillée stérile ;

Lame de rasoir ;

Lames et lamelles ;

Boites de Pétri stériles en
plastique a 90 mm de
diametre ;

Micropipettes réglable 50 pl ;
Tubes a essai a vis stériles ;

Microscope photonique a
I’objectif10, 40 et 100 ;
Loupe

Etuve

Réfrigérateur ;

Etuve 37°c

Balance de précision ;
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Eau physiologique stérile ;
Acide sulfurique 10% ;
lode ;

iodure de potassium Kl ;
Carbonate de bismuth ;
HCL concentré ;

chlorure de mercure HgCL, .
perchlorure ferrique FeCls;
acide acétique ;

formol 30% ;

acetate de sodium ;

FeCl3; 10% ;

Ethanol ;

rognures de magnésium ;
eau oxygeénee H,0; ;

éther éthylique ;

NaOH ;

anhydride acétique ;
chloroforme ;

acide sulfurique concentré
H2SO4;

Méthanol ;

Vaseline ;

DMSO.

Tubes a essai ;

Pipettes Pasteur ;
Pipette graduée ;
Barreau magnétique ;
Pinces ;

Epindorff ;

Flacons en verre ambré ;
Cristallisoirs ;

Seringues de 5 ml, 10ml ;
Eprouvettes ;

Fioles jaugees 100 ml ;
Ampoule a décanter ;
Erlenmeyers ;
Entonnoirs ;

Beéchers ;

Disques de papier Wattman
N°1;

Papier filtre ;

Papier aluminium ;
Ballon a fond rond ;
Tamis ;

Mortier et pilon ;

Tubes secs ;

Ecouvillons stériles ;
Anse de platine ;

Pied a coulisse.

Agitateur magnétique ;
Plaque chauffante
Bain- marie ;
Rotavapeur

Clevenger

Autoclave ;

Chauffe ballon
Bec-Bunsen ;

1.2.3 Les disques d’antibiotiques et d’antifongiques utilisés

Tableau VI : Les antibiotiques testés sur les différentes souches bactériennes selon les

recommandations du Protocol

7™ édition, 2014. [117]

E.coli/ i
Souche _ S.aureus | F-aeruginosa
K.pneumoniae
AMP 10 pg PIR 100 pg
CZ 30 ug CX 30 pg
NA 30 g C30 Mg TOB 10 g
C 30 g P 10M
ATB AMP 10 11g ¢|§ 3(()) tg LE 5 ug
AK
30 g VA 30 g AK 30 pg
OF 5 ug
DO 30 Ug CL10 g
OX 5 g

de standardisation de I’antibiogramme a 1’échelle nationale
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CD 2 g
RP 15 pg
E 15 ug
RS Hg
FAD 10 pg
KMN 30 pug

Tableau VII : Les disques de témoins positifs et de témoins négatifs utilisés dans 1’évaluation

de I’activité antimicrobienne de la plante étudiée.

Témoin négatif

Souche Témoin positif (T+)
(T-)
Staphylococcus aureus Clindamycine 2ug
Pseudomonas aeruginosa Tobramycine 100 pg
Klebsiella pneumoniae Chloramphénicol 30 ug DMSO

Escherichia coli

Amikacine 30ug ;
Acide nalidixique 30ug

Candida albicans

Fluconazole

Disque stérile

Ces disques d’antibiotiques et d’antifongique nous ont été fournis successivement par les
laboratoires de Microbiologie et de parasitologie du CHU de Tizi-Ouzou unité « Nedir
Mohamed ».

2. Méthode

Le matériel végétal est bien nettoyé a I’eau douce afin d’éliminer toutes matieres
étrangeres suspendues. Les racines ainsi qu’une partie des feuilles sont broyées fraiches pour
I’obtention d’un extrait brut (sous forme de jus).

Quant aux feuilles restantes, elles ont été séchées a ’air libre et a I’abri de la lumiére
pendant une semaine puis a 1’étuve a 40°C :

- Une partie de ces feuilles est coupée en petits morceaux, broyée ensuite tamisée afin d’obtenir
une poudre de granulométrie inférieure a 200 um. Cette derniére est conservée dans un flacon
opaque pour servir a 1’étude phytochimique et a la préparation de 1’extrait alcoolique.

- Le reste des feuilles séchées (une grande partie) est destiné a 1’extraction de 1’huile essentielle

par hydrodistillation.
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Les extraits bruts et alcooliques ainsi que 1’huile essentielle sont destinés a 1’é¢tude de

I’activité antimicrobienne de la plante.

2.1. Etude botanique (Monographie de la plante)

Dans le but d’identification de notre plante, une étude botanique, morphologique et
histo-anatomique a été réalisée sur les différents éléments constituants cette derniére (racines,

tiges, feuilles et fleurs).

2.1.1. Description morphologique (organographie)

L’étude morphologique est une étape clé indispensable a 1’identification de 1’espéce
étudiée, basée sur la description externe de 1’appareil végétatif et 1’analyse florale. Elle a été
faite au niveau du laboratoire de botanique comme suit :

Type végétatif (port, racine, tige, feuilles).
Inflorescence et caracteres floraux. .

Formule et diagramme floraux.

2.1.2. Etude histo-anatomique

Elle permet de décrire la structure interne de la plante qui peut révéler des critéres
d’identification complémentaires a coté des critéres organographiques externes et permet de
déterminer la nature et la localisation des tissus sécréteurs des huiles essentielles. Elle consiste
a I’observation microscopique et la description des coupes anatomiques des différents organes
(racine, tige, feuilles) préparées puis colorées par la technique de double coloration.
L’anatomie de chaque organe est ensuite représentée par un schéma général en figurés

conventionnels.

a. Reéalisation des coupes

Des coupes transversales aussi fines que possible ont été réalisées a 1’aide d’une lame de
rasoir au niveau de la tige, la feuille et la racine de Pulicaria odora (Figure 05).

Des coupes longitudinales ont été réalisées ultérieurement au niveau de la racine afin de
confirmer la nature de quelques tissus observeés sur la coupe transversale.

Les coupes préparees ont été deposees dans des microplines afin de les colorer.
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A ?B

Figure 5 : Réalisation des coupes de Pulicaria odora au niveau de :
A- la feuille ; B- latige ; C- la racine.
b. Technique de double coloration (rouge Congo — vert de méthyle)

Les coupes préparees sont colorées afin de permettre une meilleure identification des
structures. Cette technique est basée sur la coloration différentielle des parois cellulaires par le
rouge Congo et/ou le vert de méthyle : les éléments cellulosiques sont colorés en rose, les

éléments lignifiés en vert et les structures subérifiées en marron.

Matériel

L’¢échantillon a étudier (tige, feuille, racine).

Acide acétique.

Hypochlorite de sodium (eau de Javel sans additif).

Rouge Congo et vert de méthyle.

Protocole
Les coupes ont été traitées comme suit
- Dans une solution d’hypochlorite de sodium (eau de javel) pendant 20 min afin de les
vider de leur contenu cellulaire et de ne garder que les parois squelettiques (Figure 6),
puis rincées a 1’eau du robinet ;
- Dans une solution d’acide acétique pendant 1 min (lavage rapide) pour neutraliser
I’effet basique induit par I’hypochlorite de sodium, puis rincées a 1’eau du robinet ;
- Dans une solution de vert de méthyle pendant 5 min (Figure 6), puis rincées a 1’eau du
robinet ;
- Enfin, dans une solution de rouge Congo pendant 3 min (Figure 6),puis rincées a 1’eau du

robinet.
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Apreés colorations, les coupes ont été placées dans de I’eau pour éviter leur déshydratation et
permettre leur conservation plusieurs jours et quelques-unes d’entre elles (les mieux colorées

et les plus fines) ont été sélectionnées pour 1’observation microscopique (Figure 7).

Eau de javel Acic!e acétique Vert. de méthyl Rouge congo (3 min)
(20min) (Lmin) (5min

Figure 7 : Coupes colorées conservées dans de 1’eau.

o4



MATERIEL ET METHODE

2.2. Etude phytochimique des feuilles

Les tests suivants sont réalisés sur la poudre végétale afin de déterminer de maniere
préliminaire les classes photochimiques contenues dans notre plante. Il s’agit d’une analyse
qualitative basée sur des réactions de coloration et/ou de précipitation qui permet la détection
de certaines familles de métabolites secondaires : alcaloides, hétérosides anthraquinoniques et

flavonoides.

Les essais phytochimiques ont été menés suivant les méthodes phytochimiques usuelles et
décrites pour la plupart par G. FAUGERAS (1965) [112] et J. VERCAUTEREN (2011/2012).
[113]

2.2.1. Mise en évidence d’alcaloides

Le test de caractérisation est effectué aprés une extraction acide :

- A 200 mg de poudre végétale, ajouter 10 ml d’acide sulfurique a 10%.
- Agiter pendant 2 min.

- Filtrer sur papier filtre.
Le filtrat (solution aqueuse) contient les alcaloides totaux qui donnent avec plusieurs réactifs
iodés des précipités colorés caractéristiques :

-Avec le réactif de Bouchardat (solution iodo-iodurée) — précipité brun.

- Avec le reactif de Dragendorff (solution acide d’iodobismuthite de potassium —précipité

rouge vermillon.

-Avec le réactif de Mayer (solution acide de mercuri-iodure de potassium) —précipité blanc

créme.

- Répartir le filtrat dans 3 tubes a essai.

- Ajouter dans le ler deux gouttes de réactif de Bouchardat.

- Ajouter dans le 2eme deux gouttes de réactif de Dragendorff.
- Ajouter dans le 3eme deux gouttes de réactif de Mayer.

- Observer les divers précipités
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2.2.2. Mise en évidence des polyphénols

Les polyphénols donnent des réactions colorées en présence de réactifs généraux. La
réaction de mise en évidence utilisée est le test de détection au perchlorure ferrique (FeCls).

- A 200 mg de poudre ajouter un mélange d’eau (2 ml) et d’acide acétique (6 ml)

- Placer le tout dans un bain-marie a 60°C pendant 5 min, en agitant de temps a autre.

- Filtrer sur papier filtre.

- Au filtrat, ajouter 1 a 2 gouttes de FeCl; a 10%

- Observer la formation ou non d’une coloration noire, en comparant a une solution témoin.

- Ce méme filtrat est gardé et nous permettra de rechercher les tannins,
2.2.3. Mise en évidence des tannins

a. Tannins catéchiques (condensés, procyanidoliques)
- Au filtrat précédent, ajouter quelques gouttes du réactif de Stiasny.
- Maintenir au bain-marie a 80°C pendant 30 min.

- Observer la formation ou non de gros flocons blancs.

b. Tannins galliques (saponifiables,hydrolysables)

- Un deuxieme filtrat est obtenu par élimination des flocons formés avec les tannins

catéchiques.

- Neutraliser ce deuxiéme filtrat d’acétate de sodium.
- Ajouter 2 gouttes de FeClz a 10%.

- Observer la formation ou non d’une coloration bleu noiratre intense.
2.2.4. Mise en évidence des flavonoides

Réaction a la cyanidine : en présence d’hydrogeéne naissant produit par action de I’acide

chlorhydrique sur du magnésium, plusieurs groupes de flavonoides développent des
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colorations variées : rouge cerise dans le cas des flavonols, orange dans le cas des flavones et
violacée dans le cas des flavanones, ( réaction exothermique ).

- A 300 mg de poudre, ajouter environ 5 ml d’éthanol.
- Porter le tout au bain-marie a 65°c pendant 10 min.
- Filtrer sur papier filtre.

- Ajouter au filtrat alcoolique 1 ml d’eau distillée, 1 ml d’acide chlorhydrique concentré et

quelques rognures de magnésium.

- Observer la coloration formée.
2.2.5. Mise en évidence des saponosides

Mesure de I’indice de mousse (IM) :
- Préparer un décocté a 1% : mettre 1g de poudre dans 100 ml d’eau, porter au bain-marie a

95°C pendant 30 min, puis filtrer a chaud sur papier filtre.

- Dans une série de 11 tubes a essai (16cm de hauteur / 16mm de diameétre) numérotés de 1 a
11, répartir le décocté selon le tableau Il ci-dessous, puis compléter a 10 ml avec I’cau
distillée :

Tableau VIII : Mise en évidence des saponosides.

Tube 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Décocté(en
0 0,5 1 15 2 2,5 3 35 4 4,5 5
ml)
Eau (en
N 10 9,5 9 8,5 8 7,5 7 6,5 6 55 5
m

- Agiter vigoureusement chaque tube dans le sens du longeur du tube pendant 15 secondes et

laisser reposer 15 min, sur le portoir.

- L’indice de mousse correspond a I’inverse de la dilution du tube dans lequel la hauteur de la

mousse résiduelle est de 1 cm.
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2.2.6. Mise en évidence des anthracénosides / Quinones

Reéaction de Borntréeger : les anthracénosides sont des hétérosides hydrosolubles. Cette
réaction doit se faire obligatoirement sur la génine libre (anthragquinone) lipophile. Deux
étapes sont nécessaires :

lére étape : extraction des anthracénosides et leur hydrolyse acide ;

- A 200 mg de poudre, ajouter 5 ml d’acide sulfurique a 10% et 1 ml d’eau oxygénée.
- Porter au bain-marie & 95°C pendant 10 min.

- Filtrer sur papier filtre et laisser refroidir — filtrat contenant les anthracénosides.

2eme étape : extraction des genines avec un solvant organique apolaire.

- Au filtrat précédent, ajouter 3 — 4 ml d’éther éthylique.
- Agiter.

- Décanter.

- Extraire la phase organique colorée en jaune.

- Ajouter un volume égale de NaOH a 50 g/L.

- En présence d’anthraquinones, la phase aqueuse se colore en rouge et la phase organique

devient incolore.

2.2.7 Mise en évidence des stérols et triterpénes

- Introduire dans un tube a essai 1 g de poudre, ajouter 20 ml d’éther.

- Boucher le tube, agiter et laisser au réfrigérateur pendant 24 h.

- Filtrer sur papier filtre et compléter a 20 ml d’éther.

- Evaporer 10 ml de I’extrait éthéré dans une capsule.

- Dissoudre le résidu dans 1 ml d’anhydride acétique et 1 ml de chloroforme.

- A I’aide d’une pipette, déposer 1 a 2 ml de H,SO, concentré au fond du tube a essai, ne pas

agiter.
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- Observer a I’interphase des deux liquides la formation ou non d’un anneau rouge brunatre a

violet indiquant la présence de stérols et triterpenes.

2.2.8. Mise en évidence de mucilage

- Préparer un décocté a 10 % de la poudre végétale (10 g de poudre dans 100 ml d’eau).

- A 1ml de ce décocté, ajouter Sml d’éthanol absolu.

- Apres une dizaine de minutes, observer s’il y a obtention d’un précipité floconneux

indiquant la présence de mucilages.

2.3. Préparation des différents extraits de la plante
2.3.1. Extraction de I’huile essentielle des feuilles seches de Pulicaria odora

Pour extraire I’huile essentielle de P. odora, c’est la technique d’hydrodistillation qui a
été utilisée, celle-ci se produit dans I’appareil de Clevenger et consiste a porter a ébullition
I’eau a laquelle est mélangé le broyat végeétal (feuilles seches) dans un ballon de laboratoire,
et ce, grace a un chauffe-ballon. Les vapeurs hétérogenes ascendantes provenant du ballon
progressent dans la partie A puis se condensent sur la surface froide du réfrigérant (partie B).
Le condensat est récupéré dans la partie C ou I’huile essentielle se sépare de la phase aqueuse
grace a leur différence de densité. L’eau en exces retourne dans le ballon par la partie D qu’un

robinet a 3 voies (f) fait communiquer avec la partie C (Figure 8).
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Les dimensions sont exprimées en mm
Figure 8 : Clevenger en schéma. Figure 9 : Photo originale du Clevenger
[114] prise au laboratoire de botanique

médicale, 2019.
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L’extraction dure environ entre 3h30 a 4 heures. Les feuilles séches utilisées (40 g) sont
découpeées en petits morceaux pour faciliter leur introduction dans un ballon en verre a fond
rond de un litre, additionnée d’environ 400 ml d’eau distillée, I’ensemble est chauffé jusqu’a
ébullition, les vapeurs se condensent en passant dans le réfrigérant qui est constamment

refroidi par un courant d’eau froide du robinet.

L’HE de P. odora a été récupérée a I’aide d’une pipette, déshydratée avec du sulfate de
sodium anhydre (Na,SO,4) pour éliminer les traces d’eau, puis conservée dans un flacon en
verre hermétique et ombré au réfrigérateur a 4°C.

Cette opération a été répétée 14 fois (utilisant un poids total de feuilles de 560 g) afin

d’extraire une quantité suffisante d’HE pour I’étude de son activité biologique.

2.3.2. Extrait brute des feuilles fraiches

Quelques feuilles fraiches de la plante étudiée sont broyées a 1’aide d’un mortier, puis
filtrées sur du papier filtre.
L’extrait est récupéré dans un flacon en verre ambré et conservé dans le réfrigérateur, a

I’abri de la lumiére.

Figure 10 : Préparation de I’EBF (laboratoire de botanique médicale, 2019)

2.3.3. Extrait brut des racines

Quelques racines de la plante étudiée sont mises dans de I’eau fraiche afin de les

rafraichir, ensuite elles sont broyées a I’aide d’un mortier, puis filtrées.

L’extrait est récupéré dans un tube sec recouvert de papier aluminium et conservé dans le

réfrigérateur.
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Figure 11 : Préparation de I’EBR. (Laboratoire de botanique médicale, 2019)
2.3.4. Extrait hydro-méthanolique

Cet extrait a été préparé par épuisement du matériel végétal selon la méthode de DIALLO

(2005) avec quelques modifications. [115]

10 g de poudre de la plante P. odora sont macérées dans un mélange méthanol/eau (80:20
VIV), sous agitation douce pendant 24 heures a une température ambiante. Apres maceération,
la solution obtenue a été filtrée plusieurs fois sur papier filtre, la méme opération a été répétée
03 fois avec renouvellement du solvant, afin d’avoir une extraction exhaustive, les trois
filtrats ont été mélangés, le méthanol est évaporé sous vide a 45° C dans un évaporateur rotatif

(Rotavapeur) jusqu'a ce que le poids de I’extrait reste constant.

Figure 12 : Préparation de ’EHM des feuilles de P. odora (laboratoire de botanique
médicale, 2019)
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2.3.5. Extrait méthanolique

1 g de matériel végétal est introduit dans 20 ml de méthanol, puis laissé macérer pendant 24
heures. [116]

La solution obtenue a été filtrée et laissée a 1’air libre pour que le solvant s’évapore
compléetement.

+»» Calcul du rendement d’extraction

Le rendement d’extraction est calculé selon la formule suivante :

Le taux d’extraction (%) = P1/P0. 100

PO : poids de la poudre avant 1’extraction.

P1 : poids de I’extrait sec apres I’extraction.

2.4. Evaluation qualitative de I’activité antimicrobienne des différents extraits
et de I’HE de P. odora

L’objectif de notre travail consiste a évaluer le pouvoir antimicrobien de 1’huile essentielle
et des différents extraits de la plante étudiée.
A cet effet, nous avons suivi la méthode de diffusion en gélose décrite dans le protocole

de standardisation de I’antibiogramme & I’échelle nationale 7°™ édition, 2014. [117]
Principe

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé antimicrobien en milieu
solide dans une boite de Pétri, avec création d’un gradient de concentration aprés un certain
temps de contact entre le produit et le microorganisme cible. L’effet du produit antimicrobien
sur la cible est apprécié par la mesure d’une zone d’inhibition, et en fonction du diamétre
d’inhibition, la souche sera qualifiée de sensible, trés sensible, extrémement sensible ou

résistante.

Protocole expérimental
- Stérilisation du matériel

Les tubes a essai utilisés pour la préparation des solutions ainsi que les disques en
papier Wattman (6 mm de diametre) enrobés dans du papier aluminium ont été stérilisés a

I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
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- Préparation de pré-culture

Les tests antimicrobiens sont réalisés a partir des cultures jeunes de 18 a 24 heures en
phase exponentielle de croissance. La réactivation des souches est effectuée par
I’ensemencement de I’espéce bactérienne dans un milieu liquide BHIB (Brain Heart Infusion
Broth). Aprés incubation 24 heures a 37°C, les souches bactériennes sont repiquées dans la

gélose nutritive et incubées a 37°C pendant 24 heures.

Figure 13 : Préparation des cultures jeunes.
- Préparation de la suspension bactérienne

- A partir d’une culture pure de 18 a 24 h, racler a I’aide d’une anse de platine quelques
colonies bien isolées et parfaitement identiques.
- Bien décharger 1’anse dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%.

- Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0,5 MF.

Figure 14 : Préparation de la suspension microbienne.
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- Ensemencement

- Tremper un écouvillon stérile dans I’inoculum. L’essorer en le pressant fermement (et en le
tournant) contre la paroi interne du tube, afin de décharger au maximum.

- Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries

serrées.

- Répéter I’opération 2 fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de faire

pivoter 1’écouvillon sur lui-méme.

- Finir ’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

Figure 15 : Ensemencement de la suspension microbienne.
- Application des disques d’antibiotiques

Presser chaque disque d’antibiotique a ’aide de pinces bactériologiques stériles et ne
pas déplacer les disques aprés application. La liste des antibiotiques a tester selon la bactérie

isolée. (Figure 16)
- Incubation
Les boites sont incubées a 37°C pendant 18 & 24 heures. [118]

- Lecture

- Mesurer avec précision les diameétres des zones d’inhibition a I’aide d’un pied a coulisse.
- Comparer les résultats obtenus, aux valeurs critiques figurant dans les tables de lecture
correspondantes.

- Classer la bactérie dans 1'une des catégories : Sensible (S), Intermédiaire (I) ou Résistant

(R).
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Remarque : Un contréle de qualité a été au préalable effectué sur les différents
disques d’antibiotiques, les souches bactériennes ainsi que le milieu de culture en utilisant la
méthode de diffusion sur gélose afin de :

- Valider la qualité des souches bactériennes, les milieux de culture utilisés et les disques
antibiotiques

- Mesurer la sensibilité d’une souche bactérienne a un ou plusieurs antibiotiques

- Dépister les résistances acquises et de choisir 1’antibiotique a utiliser comme témoin positif

dans notre étude. [117]

Figure 16 : Dépot des disques d’antibiotiques pour le contrdle de qualité.

2.4.1. Evaluation de ’activité antibactérienne des extraits

Cette activité est évaluée par la technique de contact direct par diffusion sur disque en
milieu gélosé en adaptant le protocol de Belhattab, 2007. [119]
- Préparation des milieux de culture
- Préparation des suspensions
- Ensemencement
- Dépot des disques : déposer a 1’aide d’une pince stérile des disques a la surface de la gélose
ensemencée et répartir comme suit :
- Mettre dans chaque boite de Pétri 4 disque imbibés avec différents volumes des extraits (10,

20, 30 et 50ul), 1 disque imprégné de 10ul de DMSO utilisé comme témoin négatif, le dernier

65



MATERIEL ET METHODE

est I’antibiotique comme control positif, puis laisser sécher a température ambiante pendant
10 a 15 minutes. Les boites de Pétri sont incubées a 37°C pendant 24 heures pour les

bactéries.

Aprés incubation, 1’évaluation du pouvoir antimicrobien des différents extraits de la
plante se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition qui se traduit par un halo clair
autour du disque absorbant. Le diamétre des zones d’inhibition est mesuré a 1’aide d’un pied a

coulisse déterminant ainsi des zones d’inhibition et les valeurs sont exprimées en mm.

Figure 17 : Dép6t des disques et les extraits de P. odora
2.4.1. L’évaluation de I’activité antifongique

Cette activité est évaluée par la méme technique décrite précédemment en suivant la
méthode de Benjelali. [120]

- Préparation de pre-culture
Les deux souches fongiques Candida albicans et Aspergillus niger sont repiquées dans le
milieu de culture Sabouraud + Chloramphénicol, puis elles sont incubées a 37°C pendant 24

heures pour la souche C. albicans et a 25°C pendant 5 jours pour A. niger.

- Préparation de la suspension fongique

A partir des cultures de levures et champignons revivifiées, prélever a I’aide d’une anse de
platine quelques colonies et les introduire dans des tubes stériles contenant 5 ml d’eau
physiologique Stérile.

Bien homogénéiser la suspension fongique. La standardisation de la suspension & 10°
UFC/ml.

- Ensemencement sur milieu Sabouraud + Chloramphénicol.
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- Dépot des disques : déposer a 1’aide d’une pince stérile des disques a la surface de la gélose
ensemencée et répartir comme suit

- Mettre dans chaque boite de Pétri 4 disques, 2 imbibés par 20ul de 1’extrait, un autre imbibé
par 20ul de la solution de Référence (DMSO), le dernier est 1’antifongique (Fluconazole) pour
la souche C. albicans (voir figure 17°).

- Laisser sécher a température du laboratoire pendant 10 a 15 minutes.

-Les boites de Pétri sont incubées a 25°C pendant 3 a 5 jours pour les levures et champignons,
on obtient ainsi des cultures jeunes.

- Aprés incubation, on réalise la lecture.

Figure 17’ : Préparation de I’antifongigramme pour Candida albicans

(Photographie originale du laboratoire, 2019)

2.4.2. Evaluation de ID’activité antimicrobienne de I'HE de P. odora
(Aromatogramme)

Cette méthode repose sur le pouvoir migratoire des huiles essentielles sur un milieu solide

a ’intérieur d’une boite de Pétri. Elle permet de mettre en évidence 1’effet antibactérien et

antifongique de I’huile essentielle, ainsi que la détermination de la résistance ou la sensibilité

de ces bactéries et champignons vis-a-vis de cette huile essentielle.

-Protocole expérimental

Apres avoir ensemenceé les boites de pétri par les différentes suspensions microbiennes
préparées (suspensions bactérienne et fongiques), le dépbt des disques sur les différents
milieux gélosés (MH, SAB chloramphénicol) est réalisé dans des conditions d’asepsie a 1’aide

d’une pince stérile.
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Dans chaque boite, 2 disques ont été imprégnés par 10 pl d'huile essentielle de Pulicaria
odora, Un disque de papier wattman a été déposé sans €tre imbibé d’huile essentielle comme
contréle négatif, un disque d’antibiotique / antifongique utilisé comme témoin positif.

Les boites ont ét¢ maintenues a 4°C pendant 1 heure pour que 1’huile essentielle puisse

diffuser. [121]

-Incubation

Les boites ont été incubées a 1’étuve a 37°C pendant 24 h pour les souches bactériennes, et

pendant 48 heures a 25° pour la souche fongique. [121]

-Lecture : voir page 64.
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1. Etude botanique (Monographie de la plante)
1.1.  Description morphologique (organographie)
1.1.1. Appareil végétatif (port, racine, tige, feuilles)

a) Type végétatif (port) : plante herbacée vivace par un tubercule souterrain.

b) Systéme racinaire : racines adventives portées par le tubercule, ayant un aspect
fasciculé, de couleur brune jaunétre ; faiblement ramifiees (portant de fines radicelles).

C) Systéme caulinaire : il existe deux types de tiges :

Tige souterraine : tubercule assez court et peu large, de couleur brune, donnant naissance a
plusieurs pousses aériennes.

Tige aérienne : dressée de 30 a 60 cm, velue, pleine, de forme cylindrique et présentant des
stries de couleur violacée.

d) Les feuilles: non stipulées, simples, laineuses notamment sur la face inférieure,
obscurément denticulées.

Les feuilles basales (radicales) : grandes, elliptiques-lancéolees, pétiolées, insérées en rosette.
Elles sont pennatinerves, marquées d’un réseau dense de nervures nettement saillantes sur la
face dorsale. La base du pétiole ainsi que le contour du limbe présentent une teinte noire-
violacée.

Les feuilles sommitales : sessiles, demi-embrassantes, cordiforme a la base, de forme plus au

moins triangulaire, elles sont alternes hélicoidales (en hélice).

1.1.2. Appareil reproducteur (étude florale)

a) Inflorescence : capitules regroupés en corymbes (inflorescence composée mixte)
portés par des pédonculesplus larges au sommet qu’a la base. Les capitules sont radiés
constitues de réceptacles plans portant :

- Fleurs du rayon : ligulées étalées, jaunes, insérées sur un seul rang ;

- Fleurs du disque : tubuleuses, jaunes.

- Involucre : bractées nombreuses insérées sur plusieurs rangs, étroites (linéaires
lancéolées), poilues, a extrémités pointues et violacées.

b) Fleurs : sessiles insérées sur la partie supérieure du réceptacle plus au moins plane.

" Fleurs du rayon : ligulées zygomorphes, pentamere ;
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- Calice réduit en poils blanchatres ;

- Corolle a 5 pétales soudés (gamopétale) dont 3 développés formant la ligule (terminée
par 3 dents) ;

- Androcée : absent ;

- Gynécée : ovaire infere (fleur épigyne), bicarpellé, uniloculaire, uniovulé, a

placentation basale, surmonté d’un style et d’un stigmate bifide.

Les fleurs du rayon sont femelles.

. Fleurs du disque : tubuleuses actinomorphes.

- Calice réduit en poils blanchatres ;

- Corolle : 5 pétales égaux et soudés sous forme d’un tube terminé par 5 dents ;

- Androcée : 5 étamines synanthérées (soudées par les anthéres), corolliflores de
couleur jaune formant un manchon staminal autour du style ;

- Gynécée : ovaire infere (fleur épigyne), bicarpellé uniloculaire, uniovulé a

placentation basale, surmonté d’un style et d’un stigmate bifide.

Les fleurs du disque sont hermaphrodites.
C) Fruit :il s’agit d’un akéne (selon la bibliographie) que nous n’avons pas pu avoir vu
qu’il n’était pas encore disponible dans la nature, durant la période de réalisation de notre

travail (hors la saison de fructification).

d) Formules et Diagrammes floraux

Fleur du rayon : Fleur du disque :

—~1

FF: .|. ; 58, [5]P, [2]C!; Akéne FF: ¢ ; 58S, [STR, [SIE, [21C] : Aléne
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Figure 18 :Pulicaria odora dans son biotope
(Photographies originales prises & Ath Mendes, 2019)

Figure 19 : Différentes parties de 1’appareil végétatif de P. odora
(Photographies originales, 2019)
A- Systeme racinaire ; B- Systeme caulinaire ; C- Feuille (face supérieure a gauche, face
inférieure a droite) ; D- Détails du sommet de la feuille
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Figure 20 : Inflorescence de P. odora (photographies originales, 2019)

A- Fleur du disque. B- Fleur du rayon.

Figure 21 : Fleur de P. odora observée a la loupe (photo graphies originale, 2019)
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e) Conclusion florale : capitule hétérogame, radié avec fleur du rayon ligulée,
pentameére, femelle, incomplete, épigyne, tricyclique, hétérochlamyde et fleur du disque

tubuleuse, pentamere, tétracyclique, hétérochlamyde, compléte, épigyne. [122]

1.2. Etude histo-anatomique

a. Etude de la coupe transversale de la racine

Le faible grossissement (10x4) montre (figure 22) : un organe a section ronde et a symétrie
axiale, le rapport écorce/cylindre central > 1 avec présence de structures secondaires subéro-
phellodermiques et libéro-ligneuses repérées par leur aspect caractéristique en files radiales.
Donc il s’agit d’une racine de Dicotylédone a structure secondaire.

Aux grossissements supérieurs (10x10 et 10x40), nous énumérons, de la périphérie au centre

les tissus suivants :
L’écorce, largement dominante, comprenant (figue 23)

- Un périderme : tissu de revétement secondaire en files radiales, constitué¢ d’un suber
ou liege a plusieurs assises de cellules subérifiées (mortes), une a deux assises de phellogene
(assise génératrice subéro-phellodermique) a cellules cellulosiques aplaties. Quant au

phelloderme, il est rarement observable.

- Un parenchyme cortical : & méats, constitué de grandes cellules vivantes a parois fines

et cellulosiques ;

- Des cellules scléreuses : isolées, réparties dans I’ensemble du parenchyme, reconnues
par leur paroi trés épaisse et lignifiée. La coupe longitudinale a permis de confirmer leur
nature et de les différencier des fibres : elles sont plus au moins allongées, a ponctuations

nombreuses et trés visibles et a extrémités non effilées (cellules non fusiformes).
- Un tissu sécréteur : constitué de cellules sécrétrices cellulosiques bordant une cavité

centrale, il s’agit soit d’une poche ou d’un canal sécréteur. La coupe longitudinale confirme sa

nature : il s’agit de poches sécrétrices (figure 25).
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Le cylindre central, comprenant (figure 24)

- Des restes du phloéme : repoussé par le liber contre le parenchyme cortical ;

- Des tissus conducteurs secondaires: constitués du cambium continu (assise
génératrice libéro-ligneuse) a cellules cellulosiques aplaties donnant, vers 1’extérieur, du liber
a cellules cellulosiques toutes vivantes (tubes criblés + cellules compagnes + parenchyme
libérien), et vers I’intérieur du bois hétéroxylé a cellules lignifiées (vaisseaux, fibres
ligneuses, parenchyme ligneux). Le bois et le liber sont organisés en 4 pachytes discontinus
séparés par des bandes de parenchyme secondaire formant des rayons médullaires plurisériés
issus du cambium interfasciculé.

- Des restes du xyléme : peuvent étre visibles a la périphérie de la moelle, entre les
pachytes libéro-ligneux.

- Un parenchyme médullaire : ou moelle, réduite, a cellules fines et cellulosiques.
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Figure racine
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Schema racine
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b. Etude de la coupe transversale de la tige

Le faible grossissement (10x4) montre (figure 27) : un organe a section ronde et a symétrie
axiale, le rapport écorce/cylindre central < 1 avec présence de structures secondaires libéro-
ligneuses repérées par leur aspect caractéristique en files radiales. Donc il s’agit d’une tige de

Dicotylédones a structure secondaire.

Aux grossissements supérieurs (10x10 et 10x40), nous énumérons, de la périphérie au centre
les tissus suivants (figure 28) :

L’écorce, peu large, comprenant :

- Un épiderme cutinisé : comme tissu de revétement primaire, portant de longs poils
tecteurs pluricellulaires unisériés et des poils sécréteurs a pied pluricellulaire bisérié et téte

bicellulaire (figure 29).

- Un parenchyme cortical & méats, les cellules augmentent de taille en allant vers le

centre de la tige, les plus externes sont collenchymateuses.

- Un sclérenchyme : sous formes d’amas péricycliques chapeautant les pachytes libéro-

ligeneux.

Le cylindre central, comportant :

- Des tissus conducteurs secondaires : organisés sous forme de pachytes discontinus
plus nombreux et plus petits que ceux de la racine. lls sont séparés par du parenchyme
médullaire primaire et non pas par des rayons secondaires vu ’absence d’un cambium
interfasciculé. Le bois, peu développé, est constitué de vaisseaux, fibres et parenchyme
ligneux cellulosique. Liber constitué de cribles, cellules compagnes et de parenchyme
libériens et quelques fibres libériennes au niveau des tiges les plus agées.

Des restes de xyleme et de phloeme peuvent persister.

- La moelle : constituée de parenchyme médullaire a méatsrecouvrant une grande

surface de la tige et constitué de cellules a parois cellulosiques pouvant se lignifier avec 1’age.
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Figure tige
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Schéma de la tige
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C. Etude de la coupe transversale de la feuille

Le faible grossissement (10x4) montre (figure 31) : un organe a section aplatie et a symétrie
bilatérale avec distinction entre deux parties : la nervure centrale trés apparente et le limbe de

part et d’autre de celle-Ci.

Aux grossissements supérieurs (10x10 et 10x40), nous énumerons, du haut en bas (en allant

de la face supérieure a la face inférieure), les tissus suivants :
Au niveau du limbe (figure 32)

- Un épiderme supérieur cutinisé : sans stomates, constitué d’une seule assise de cellules
cellulosiques, comportant peu de poils tecteurs semblables a ceux de la tige. Les poils

sécréteurs étant quasi-absents a ce niveau.

- Un mésophylle hétérogene : constitué¢ d’un parenchyme palissadique constitué de 2 a 3

assises de cellules allongées a parois fines.

- Un parenchyme lacuneux : constitué de cellules parenchymateuses arrondies laissant

entre elles de grosses lacunes aériferes.

- Un épiderme inférieur cutinisé : avec stomates, constitué d’une seule assise de cellules
cellulosiques, comportant des poils tecteurs plus abondants et des poils sécréteurs semblables
a ceux de la tige (a pied pluricellulaire bisérié et téte bicellulaire).

- Des nervures secondaires : plus réduites et coupées obliquement, renferment des tissus

conducteurs peu visibles.

Au niveau de la nervure principale (figure 33)

Elle est plus saillante du coté inférieur, ce qui facilite I’orientation de la feuille. Nous y
observons :

Plusieurs arcs libéro-ligneux : au centre de la nervure, chaque arc étant constitué de d’un
cambium produisant du bois du coté ventral et du liber du coté dorsal. Un phloeme interne
surnuméraire est observe.

Un parenchyme : cellulosique, occupe le reste de la nervure principale dont les assises les plus

externes (situées sous les épidermes supeérieur et inférieur) sont collenchymateuses.
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L’épiderme au niveau de la nervure ne présente pas de stomates et comporte également des

poils tecteurs plus marqués sur la face inférieure.
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Figure feuille

Figure feuille
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Schema feuille
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1.3.

Conclusion systématique (clé d’identification)

D’apres 1’étude botanique et anatomique, des critéres taxonomiques ont pu étre relevés

et utilisés pour I’identification et la détermination de 1’espece (en se référant a la flore

d’Algérie de Quezel et Santa (1963) [122] :

Plante a fleur et a ovules enfermés dans un ovaire clos - bois de type
REETOXYIC. .. et e Angiospermes

Feuilles pennatinerves - tige ramifiée et lignifiée — présence de structures anatomiques

secondaires - fleur pentamere.............o.vvieeniiniiriiiieanaieneannns Eudicotylédones
Fleur hétérochlamyde cycliqgue - corolle gamopétale pentamére - androcée
0ligostémonecoroliflore ...........cooevuiiiiit v Astéridées
FIeUr €PIgYNe . .ovinit it Campanuliidées
Inflorescence en  capitule..........ccooeeeiiiiiiiiiiiii Astérales et
AstéracéesCapitule radi€ ............coiiiiiiiiiiii Sous famille des

tubulifloresCapitule hétérogame multiflores - fleurs du rayon ligulées a ligules bien
marquées etétalées, femelles et sur un rang - fleurs du disque tubuleuses et
hermaphrodites -involucre de bractées sur peu de rangs étroites - réceptacle plan nu a
épines alvéolées —fleurs
JAUNBS . Lttt e e e, Pulicaria

Plante vivace a ligules étalées dépassant amplement I’involucre - capitules assez grands
(30-40 mm) - feuilles radicales de 10 a 20cm de long, lancéolées - plante velue ou
laineuse a souche tubériforme - tige dressée simple, rameuse a la partie supérieure -
feuilles obscurément denticulées ; les radicales pétiolées, les caulinaires sessiles, semi-
embrassantes cordees a la base sans oreillettes saillantes - capitule en corymbe portés

par des pédoncules épaissis au SOMMEL).......c.evvrveerrerrrrerernsssenns cenene Pulicaria odora(L.) Rchb.

Statut taxonomique :la consultation de certaines bases de données numériques (plantes

d’Afrique du CJB, Euro+MedPlantBase) a permis de noter quelques synonymes acceptés de

Pulicaria odora (L.) Rchb. A savoir :

Inula odora L.
Pulicaria majoricensis Gand.

Pulicaria atlantica Pau.
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1.4. Classification

a.Ancienne classification : classification morphologique de Pulicaria odora selon Cronquist

(1981) :

Tableau IX :Classification de Pulicaria odora selon selon Cronquist (1981) :

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Embranchement Spermatophyta

Sous-embranchement

Angiospermes

Classe Magnoliopsida (Dicotylédones)
Sous-classe Asteridées

Ordre Asterales

Famille Asteraceae

Sous —famille Tubuliflores

Genre Pulicaria

Espéce Pulicaria odora (L.) Rchb.

b.Nouvelle classification APG 111 ou classification phylogénétique, est la troisieme version

de classification botanique des Angiospermes établie par Angiosperms Phylogeny Group,

fondée sur des critéres moléculaires.[139]

Tableau X : Classification de Pulicaria odora selon APG 111 (2009)

Regne Plantae
Embranchement Embryophytes
Sous-embranchement Trachéophytes
Superclasse Spermatophytes

Classe Angiospermes = Magnoliopsides
Clade Eudicotylédones
Clade Astéridées
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Clade Campanuliidées

Ordre Asterales

Famille Astéracées

Genre Pulicaria

Espéce Pulicaria odora (L.) Rchb

1.5. Noms vernaculaires

Frangais : pulicaire odorante,

Kabyle : Amezzough guilef (signifiant : oreille du sanglier)

1.6. Répartition géographique

Pulicaria odora est une espece méditerranéenne [123], qu’on rencontre dans les
maquis et les sous-bois clairs et les essarts [124]. Elle est commune dans les lieux frais de la
région méditerranéenne, les Alpes-Maritimes, le Var et la Corse. Ainsi, elle est présente en :
Espagne, Portugal, Italie, Afrique du nord [125]. Elle fait partie de la flore spontanée

algérienne. [122]

1.7.  Usages traditionnels

Selon Ezoubeiri et al. (2005) [126], Pulicaria odora est une plante médicinale
largement utilisée en médecine traditionnelle, pour traiter les douleurs des troubles intestinaux
et les crampes menstruelles. Elle rentre dans la composition de ”Mssakhen”; reméde
traditionnel, qui est donné aux femmes aprés 1’accouchement. Elle est aussi utilisee comme
épice pour parfumer le pain et la viande, la fleur de la plante est connue localement sous le
nom d'Anssif, est utilisée comme épice et dans la préparation de divers aliments délicieux
[127]. Les parties aériennes de cette plante sont également utilisées comme agent
antibactérien ou anti-diarrhéique. [124]

Selon Meddour et al (2009) [129], Pulicaria odora est une espéce employée pour
traiter exclusivement des pathologies dermiques : gale, plaies, brQlures, engelures, alopécie,
eczéma, mycoses, rougeole, etc. Les racines de Pulicaria odora sont également utilisées dans

la médecine traditionnelle pour leurs propriétés anti-inflammatoires. [130]
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Dans certaines régions de Kabylie (Boghni, Ouadhias, Beni Douala et autres), la plante est
utilisée pour ses vertus cicatrisantes, anti-inflammatoires et antiulcéreuses digestives. Elle

rentre méme dans les ingrédients d’un pain traditionnel : « Aghroum oumezzough ».

2. Etude Phytochimique

Tableau XI : Résultats du screening phytochimique.

Métabolites secondaires Réactif Résultat

Dragendorff (solution iodo-

bismuthate de potassium)

Alcaloides Bouchardat (réactifiodo-ioduré) -
Mayer -
Polyphénols Chlorure ferrique FeCls; 4
) o Réactif de Stiasny
Tanins Catéchiques -

Galli Acétate de sodium
alligues
J Chlorure ferrique T

Ethanol

Acide chlorhydrique
Flavonoides . St
Copaux de magnésium

Saponosides Indice mousse (IM) +/-
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Anthracénosides/Quinones Borntraeger

] o Anhydride acétique
Stérols et triterpenes ) ) ) ++
Acide sulfurique concentré

Mucilages Ethanol bt

- Test négatif (métabolite non détecté)
+/- Test plus au moins positif (métabolite plus au moins détecté)
++ Test positif (métabolite abondant)

+++ Test positif (métabolite trés abondant).

L’étude phytochimique de la poudre des feuilles de Pulicaria odora a révélé que notre

plante est riche en polyphénols, flavonoides, tanins (galliques) et mucilages.

La présence de ces métabolites secondaires a coté de I’huile essentielle expliquerait
son usage traditionnel contre les affections cutanées (plaies, brllures) et digestives (ulcére
gastrique).

Nous avons également noté la présence des terpenes et stérols. Quant aux saponosides,

ils sont quasi absents.

Notre plante est dépourvue d’anthracénosides et d’alcaloides d’ou sa consommation

par la population locale comme plante médicinale et alimentaire (toxicité peu probable).

Nos résultats concordent avec 1’étude récente de Hussein et al. (2017) [131] menée sur
Pulicaria undulata, une plante du genre Pulicaria qui souligne la richesse de cette derniere en

composés sesquiterpénes, en flavonoides et d’autres dérivés de composés phénoliques.

El-Negoumy et al, (1982) [132] précisent que tous les flavonoides de Pulicaria

arabica L. sont détectés dans les feuilles et les fleurs.
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Bien que nos résultats discordent avec ceux obtenus par Ezoubeiri et al, (2005) [126]
qui précise la richesse de cette plante en saponosides, ceci pourrait étre d0 a des variations
liées a la provenance de la plante, la période de cueillette, aux conditions d’échantillonnage et

de manipulation.

3.Préparation des différents extraits de la plante Pulicaria odora
3.1. Extraction de I’huile essentielle

Le rendement de I’hydrodistillation était relativement faible (environ Iml pour toute la
quantité de feuilles utilisées), ce qui pourrait étre du : a une faible teneur de la plante en HE, a
une cueillette faite non coincidée avec la période de production maximale de I’huile
essentielle et la méthode d’extraction. Nous n’avons pas pu le calculer d’une manicre exacte,
faute de nombreuses déperditions (une quantit¢ d’HE adhérente aux parois de I’appareillage,
une autre quantité restée en suspension dans le distillat...)

L’HE de Pulicaria odora obtenue est de couleur jaune et présente une odeur forte
caractéristique de la plante. Nous avons remarqué qu’elle avait tendance a se gélifier au froid

et reprend son aspect liquide normal a température ambiante.

Figure 36 : Photographie de I’HE de P. odora
(Laboratoire de botanique médicale, 2019)
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3.2. Extraits alcooliques

Tableau XI1 :Couleur et rendement des différents extraits de Pulicaria odora

Extrait Couleur Rendement %
EHMF Verte 15 %
EMF Verte foncée 20 %

Les résultats obtenus montrent que I’extrait méthanolique de de la plante, représente le

rendement le plus élevé (20%), car I’'usage du méthanol pur permet d’extraire au maximum

les composés organiques.

4. Activité antimicrobienne des différents extraits et de ’HE de P. odora

v' Contrdle de qualité des antibiotiques

Tableau X111 : Résultats du contréle de qualité des antibiotiques sur les souches testées.

Souches

ATB

Diameétre d’inhibition / Profil de

sensibilité
AMP (10pg) 0,6mm : résistant
CX(30 ug) 23mm : intermédiaire
C(30 ng) 25mm : sensible
P(10p) 18mm : résistant
AK(30 ug) 24mm : sensible
TEI(30ug) 20mm : sensible
VA (30 pg) 21mm : sensible
S. aureus OF (5 o) 28mm : sensible
' DO (30 pg) 25mm : sensible
OX (5 ug) 26mm : sensible
CD (2 pg) 34mm : sensible
RP (15 ug) 30mm : sensible
E (15 pg) 31mm : résistant
R (5 ug) 36mm : sensible
FAD (10 pg) 32mm : sensible
KMN (30 ug) 23mm : sensible
PIR (100 pg) 26mm: sensible
TOB (10 pg) 26mm: sensible
P. aeruginosa LE (5 pg) 24mm: sensible
' AK(30 pg) 21mm: sensible
CL(10 pg) 16mm: sensible
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CZ(30 pg) 0,6mm : résistant

NA(30 pg) 15mm : intermédiaire
K. C(30 png) 28mm: sensible
pneumoniae AMP(10 pg) 0,6mm: resistant
AK(30 pg) 19mm: sensible
CZ(30 pg) 26mm : sensible

NA(30 pg) 15mm : intermédiaire
E.coli C (30 pg) 28mm : sensible
AMP (10 pg) 0,6mm : résistant
AK (30 pg) 19mm : sensible

Remarque : les diamétres d’inhibition des deux souches (S. aureus, P. aeruginosa) sont
validés selon le protocole de standardisation des antibiotiques (CLSI) sauf pour les souches E.
coli et K. pneumoniae leurs diamétres d’inhibition ne sont pas validés.

K. pneumoniae s’est avérée mutée, elle a acquis une résistance a la CZ30.

4.1 Activité antibactérienne

La sensibilité des germes vis-a-vis les différents extraits a été classée par le diamétre des halos
d'inhibition comme suite :

Souche non sensible (-) pour les diamétres moins de 8mm ;

Souche sensible (+) pour des diameétres de 8 a 14mm ;

Souche tres sensible (++) pour des diameétres de 15 a 19mm [140].

Tableau XVI : Résultats de ’activité antibactérienne des différents extraits et de ’'HE de P.

odora.
Extraits de plante P Diameétre d’inhibition pour les souches microbiennes en (mm)/ profil
odora avec différents de sensibilité
volumes en (pl) Staphylococcus Pseudomonas Klebsiella Escherichia
aureus aeruginosa pneumoniae coli

Extrait brut 10 6 _ 6 _ 6 _ 6 _

des feuilles 20 6 _ 6 _ 6 _ 6 _

fraiches 30 6 B 6 _ 6 _ 6 _

50 6 B 6 B 6 ~ 6 B

Extrait brut 10 6 _ 6 _ 6 _ 6 _

des racines 20 6 _ 6 _ 6 _ 6 _

92




RESULTATS ET DISCUSSIONS

30 6 _ 6 _ 6 _ 6 -

50 6 _ 6 _ 6 _ 6 _

Extrait hydro- 10 10 + 6,33 _ 9 + 9,33 +

méthanolique 20 12,33 + 7,66 _ 7,33 _ 11 +

30 13,66 + 10 + 7,33 _ 11,33 +

50 15,33 ++ 11 + 13 + 15 ++

Extrait 10 6,66 _ 6, 33 _ 8,33 + 7,33 _

méthanolique 20 8 _ 8,33 + 9,66 + 9,33 +

30 8,66 + 9 + 10,66 + 9,66 +

50 10,66 + 10,33 + 11,33 + 11 +

HE 10 12 + 6 B 10 + 10 +

DMSO 6 - 6 - 6 - 6 -
(Témoin négatif)

4.1.1. Extraits bruts des feuilles et des racines

Les extraits bruts des feuilles fraiches et des racines n’ont donné aucun effet sur les souches
bactériennes testées cela est observé par 1’absence d’un halo d’inhibition autour du disque
contenant 1’extrait, ceci pourrait étre expliqué par une mauvaise extraction des métabolites
actifs a partir des cellules végétales (sans utilisation d’aucun solvant).

4.1.2. Extrait hydrométhanolique

La majorité des souches bactériennes testées étaient sensibles a I’extrait hydrométhanolique et
le diametre d’inhibition croit en augmentant la quantité de I’extrait utilisé (10, 20, 30 et 50 ul)
Une anomalie a été notée avec la souche K. pneumoniae qui s’est avérée sensible a la dose de
10 pl de I’extrait et résistante aux doses de 20 et 30ul, ceci pourrait avoir un lien avec le

caractére mutant de la bactérie que nous avons mise en évidence.

4.1.3. Extrait méthanolique

L’extrait méthanolique a donné des résultats positifs sur les différentes souches bactériennes.
L’effet antimicrobien est observé a partir de la dose 20 ul pour les souches P. aeruginosa et

E. coli.
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Pour S. aureus I’effet est observé a partir de la dose de 30 pl par contre cet extrait s’est révelé
plus efficace sur la souche K. pneumoniae.

D’une maniere générale nous avons remarqué que l’extrait hydrométhanolique était plus
efficace que I’extrait méthanolique qui pourrait s’expliquer par une meilleure solubilité¢ des
principes actifs dans le mélange « eau + méthanol » que dans le méthanol pur.

4.1.4. Huile essentielle

L’huile essentielle a donné des résultats positifs avec les souches S. aureus, K. pneumoniae et
E. coli en I’utilisant a une dose de 10 pl et des résultats négatifs avec P. aeruginosa.
Nous n’avons pas pu effectuer la détermination de la CMI faute du trés mauvais rendement

de I’HE et de la non disponibilité des milieux de culture.

4.2  Activité antifongique

Au cours de la réalisation de cette partie nous avons rencontré plusieurs obstacles tels
que le probléme de contamination, le manque des milieux de culture. De ce fait nous n’avons

pas pu continuer notre travail et aboutir aux résultats attendus.

Concernant la plante P. odora, a notre connaissance, trés peu de données ont été
retrouvées concernant sa composition chimique et son activité biologique. Quant a sa
structure anatomique aucune référence bibliographique ne 1’a décrite, de ce fait notre travail
constitue une originalité dans cette partie. Le peu de travaux disponibles sont axés sur ’effet
des huiles essentielles. Ainsi, des huiles essentielles extraites des racines de cette plante
(Ezoubeiri et al, 2005, Hanbali et al, 2005) [126,130] se caractérisent par une activité
antibacterienne et antifongique. Cependant, des travaux menés avec différentes especes du
méme genre, notamment des extraits de polyphénols méthanoliques de ’espéce Pulicaria
dysenterica sont actifs sur les différentes souches bactériennes concordent en grosso modo
avec nos resultats (Bahman et al, 2002) [133]. Les quelques différences notées de sensibilité
des souches microbiennes aux extraits biologiques peuvent étre expliquées par une adaptation
évolutive liée étroitement aux conditions biotiques (I’espece elle-méme) et abiotique (milieu).

D’aprés Colak et al, (2009) [134], la sensibilité d'un microorganisme a un extrait
dépend des propriétés de type de polyphénols et du microorganisme lui-méme. Dans notre
étude, la souche bactérienne a Gram positif testée est plus sensible que les souches a Gram
négatif. Cette différence dans la sensibilité aux extraits peut étre attribuée a la différence de la
structure entre les bactéries & Gram positif et les bactéries a Gram négatif (Shtayeh et al.,
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1998) [135].Selon Yakhlef et al., (2011) [136], la résistance des bactéries a Gram négatif n’est
pas surprenante du fait que ces bactéries possedent une résistance intrinseque aux agents
biocides qui est en relation avec la nature de leurs membranes externes composées de
lipopolysaccharides qui forment une barriere impermeéable aux composées hydrophobes.

De plus, Trombetta et al, (2005) [137] ont conclu, I’effet antimicrobien des composés
polyphénoliques est partiellement di a une perturbation des fractions lipidiques de la
membrane plasmique des bactéries. Selon ces auteurs, ces composés phénoliques alterent la
perméabilité de la membrane et causent ainsi la perte de ses organites intracellulaires.
D’autres auteurs, Dhaouadi et al, (2010) [138] suggérent que I’effet antimicrobien des
polyphénols induit I’inhibition de la croissance bactérienne suite a leur adsorption sur la

membrane cellulaire et leur interaction avec les enzymes.

Représentation graphique des diamétres
d’inhibition générés par ’EMF  sur les
souches testées.

p

Staph Pseudo K,

=
o N

o N B OO

E,coli
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Figure 37 : Représentation graphique des diameétres d’inhibition générés par 'TEMF  sur les
souches testées.

Elgure 3.8 : Ré;‘;lt?t de I’IEMF.te.Stelsué Figure 39 : Résultat de ’'EMF pour K.
. aeruginosa(Photographie originale du pneumoniae (photographie originale du

laboratoire, 2019) laboratoire, 2019)
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Figure 40 : Résultat de ’EMF testé Figure 41 : Résultat de ’EMF testé
sur E. coli (photographie originale sur S. aureus (photographie
du laboratoire, 2019) originale du laboratoire, 2019)

Représentation graphique des diamétres d'inhibition
géneérés par 'EHMF sur les souches testées

20

15

S. aureus P. aeruginosa K. pneumoniae E. coli

1

o

(6]

B 10pu ®m20pl = 30ul =50ul

Figure 42 : Représentation graphique des diamétres d’inhibition générés par ’EHMF sur les souches testées.

Figure 43 : Résultat de ’EHMF testé sur Figure 44 : Résultat de ’EHMEF testé
K. pneumoniae (photographie originale sur E. coli (photographie originale du
du laboratoire, 2019) laboratoire, 2019)
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. - =
Figure 45 : Résultat de ’TEHMF testé Figure 46 : Résultat de ’EHMF testé sur
sur S. aureus (photographie originale du P. aeruginosa (photographie originale du
laboratoire, 2019) laboratoire, 2019)

Figure 47 : Résultat de I’EBR testé sur Figure 48 : Résultat de I’EBR testé sur
K. pneumoniae (photographie originale P. aeruginosa (photographie originale du
du laboratoire, 2019) laboratoire, 2019)

Figure 49 : Résultat de I’EBF testé sur P. aeruginosa
(photographie originale du laboratoire, 2019)
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CONCLUSION

Les plantes aromatiques constituent une source insoupgonnée de molécules bioactives
qui pourront servir a de nouvelles thérapies (aromathérapie) complémentaire aux thérapies
conventionnelles.

Plusieurs études ont été réalisées sur les plantes appartenant a la famille des Astéracées,
elles ont montré la richesse de ces derniéres en composés bioactifs. Cependant, il existe peu
de données et d’études évaluant la composition chimique et le potentiel antimicrobien de la
plante Pulicaria odora. Dans ce contexte nous nous sommes intéressées a 1’étude générale
cette de plante en passant par son identification, criblage phytochimique, la préparation des
différents extraits, extraction de I’huile essenticlle et I’évaluation de son pouvoir
antimicrobien.

Au terme de notre travail, 1’étude botanique a confirmé I’identit¢ de 1’espéce, le
screening phytochimique a révélé une abondance en composés polyphénoliques, flavonoides,
tannins galliques et mucilages, nous avons également constaté que la poudre des feuilles de la
plante présente une quantit¢é moyenne en stérols et terpénes quant aux saponosides ils s’y
retrouvent sous forme de traces et nous n’avons enregistré aucune contenance en alcaloides.

Un faible rendement en huile essentielle a été décelé en utilisant la technique
d’hydrodistillation.

Concernant les résultats de I’activité antibactérienne nous avons noté qu’ils fluctuent
d’un extrait a un autre en fonction de la nature du solvant et de la souche ciblée.

Nous avons remarqué que les extraits bruts des feuilles fraiches et des racines n’ont
manifesté aucun effet antibactérien contre les souches S. aureus, P aeruginosa, K.
pneumoniae et E. coli. Par ailleurs, les extraits hydrométhanoliques et méthanoliques ont
présenté un effet contre toutes les souches testées dont le meilleur a été observé notamment
avec le mélange « eau + méthanol ».

L’huile essentielle extraite des feuilles de Pulicaria odora s’est révélée possédant un effet

antibactérien vis a vis des souches testées.
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A T’issue de notre modeste travail qui constitue une contribution a la valorisation de la

plante Pulicaria odora qui pourra faire le sujet d’études ultérieures plus approfondies

concernant sa composition chimique et son activité biologique ainsi on suggere comme

perspectives :

1-
2-

Caractérisation physicochimique de I’HE et une étude de son profil chimique.

Dosage et identification des principaux métabolites secondaires mis en évidence
notamment les polyphénols.

Optimisation de certains parametres conditionnant le rendement des HEs (période de
récolte, séchage et méthode d’extraction) et des extraits de la plante (nature des solvants,
protocole d’extraction).

Détermination de la CMI pour les souches étudiées et étendre les essais du pouvoir
antimicrobien a d’autres souches bactériennes et fongiques.

Etude d'autres activités biologiques de la plante (activités cicatrisante, antiulcéreuse

activité antioxydante...)
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Annexe I: les huiles essentielles totalement interdites pendant toute la grossesse et

I’allaitement.

Les huiles essentielles totalement interdites pendant
toute la grossesse et l'allaitement

B Absinthe

B Achillées

= Acores

B Aneths

= Anis étoilé (badiane)

B Armoises

= Aunée

® Balsamite

® Basilic camphré

= Boldo

B Buchus

® Cajeput

B Calament

® Camphrier du Japon
(bois)

® Cannelle (sauf conseil
professionnel)

m Carvi

W Cedres (sauf conseil
professionnel)

# Chénopode

# Curcuma

™ Cypres bleu (et
vert, sauf conseil
professionnel)

¥ Eucalyptus dives
(mentholé)

W Eucalyptus polybractea
a cryptone

¥ Fenouil doux

¥ Germandrées

® Giroflier

¥ Hélichryse (sauf conseil
professionnel)

¥ Hysope officinale ssp
officinale

® Lantana

¥ | avande stoechade

® Menthes

# Moutarde noire

¥ Myrique baumier

¥ Niaouli (prudence)

® Origans

¥ Persils (simple, frisé)

W Ravensare anisé

® Romarin a camphre
(sauf conseil
professionnel)

® Romarin a verbénone
(sauf conseil
professionnel)

Annexe I1:Les Réactifs utilisés pour le screening phytochimique.

1. Réactifs pour drogue a alcaloides

v' Réactif de Mayer

Chlorure mercurique.......................
lodure potassium................oeuennn..
Eaudistillée...............oooiiiii,
Agiter jusqu’a dissolution puis ajouter :
Eaudistillée............ooooiiiii.

v" Réactif de Bouchardat

lodure potassium...........................
Eaudistillée..............coooviiiiiiinnnn.

v Réactif de Dragendorff

Sous nitrate basique de bismuth.........
lodure potassium................ceeuenne..
Acide acétique glacial.....................
Eaudistillée.................c.o

v' d’acide sulfurique a 10%

....q.s.p 100 ml

......... q.s.p 100 ml

¥ Rue odorante
¥ Sabine

® Santoline

¥ Sapin baumier
® Sapin blanc
W Sassafras

¥ Sauges

¥ Souchet

¥ Tagete

® Tanaisie

¥ Thuya

W Zédoaire
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2. Réactifs pour drogues a polyphénol

v' Réactifs deStiasny

FOrmMol 3090.........cciieiieecieececcee e 100 ml
Acide chlorhydrique concentré........................ee. 10 ml

v' Solution de chlorure ferrique a 10 %
Chlorure ferrique cristallisé...............ccooeiiiiiiiininn 19
Eaudistillée...........coooiiiiiiiiii, g.s.p 10 mi
v Acétone
v Ethanol

3. Réactifs pour drogues a flavonoides

v' Magnésium en rognures (réactif a « cyanidine »)
v' Ethanol

v Acide chlorhydrique concentrée

4

. Réactifs pour drogues a anthracénosides /quinones

v' Réactif de Borntrager
Potasse en pastille..............oooiiiiiiiiiiiiii 30g
Ethanol ... g.s.p. 1L
d’acide sulfurique a 10%
Eau oxygénée 30 volume
d’éther éthylique
Hydroxyde de sodium (NaOH a 50 g /L)

AN NI NERN

5. Reactifs pour drogues a stérols et triterpenes :

Ether

Anhydride acétique
Chloroforme

Acide sulfurique concentré
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Annexe I11: tableau dequelques HEs majeures dans la lutte contre les bactéries.

Dénomination | Plante et type d'extrait |  Molécule(s)
latine et partie utilisée d'intérét s
Cinnamomum HE cannelle écorce | Cinnamaldéhyde, |  Caustique sur muqueuse
verum |. Presl. eugénol et peau (choix galénique
important)
Cinnamomum HE cannelle feuille Eugénol, alcool | Caustique sur muzucusc
verum J. Pres| cinnamique et peau (choix galenique
important). Attention per os,
I'eugénol est
un antiaggrégant plaquettaire
Eugenia HE girofle clou, griffe Eugénol Caustique sur muqueuse
caryophyllata et feuille et peau (choix galénique
Thumb. important). Attention
per os, I'eugénol est un anti-
aggrégant plaquettaire)
Satureja HE sarriette Carvacrol Caustique sur muqueuse
montana L. des montagnes et peau (choix galénique
sommité fleurie important)
Satureja hortensis L. | HE sarriette des jardins | Carvacrol, thymol | Caustique sur muqueuse
sommite fleurie et peau (choix galénique
important)
Origanum HE origan compacte | Carvacrol, thymol | Caustique sur muqueuse
compactum partie aérienne et peau (choix galénique
Bentham important)
Origanum HE origan d'Europe | Carvacrol, linalol, |  Caustique sur mugqueuse
vulgare L. partie aérienne thymol et peau (choix galénique
important)
Thymus vulgaris L. |~ HE thym ct thymol | Thymol, carvacrol | Caustique sur muqueuse
sommité fleurie et peau (choix galénique
important)
Thymus vulgaris L. | HE thym ct carvacrol | Carvacrol, thymol | Caustique sur muqueuse
sommité fleurie et peau (choix galénique
important)
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AnnexelV:Tableau des principales huiles essentielles antivirales.

Mmﬁon Plante et type d’extrait Molécule(s) d'intérét Précaution
Ormenis multicaulis| HE camomille du Maroc Santolina alcool, yomogi Aucune connue

Braun-Blanquet et

partie aérienne fleurie

alcool, linalol, artemisia alcool,

Maire citronellol
Monarda fistulosa HE monarde géraniol Géraniol Aucune connue
L. var. menthaefolia
(Graham) Fernald.
forma « sweet »
Thymus vulgaris L. HE thym ct thuyanol Thuyanol, linalol, Aucune connue
sommité fleurie
Thymus vulgaris L. HE thym ct linalol Linalol Aucune connue
sommité fleurie
Thymus vulgaris L. HE thym ct géraniol Géraniol Aucune connue
sommité fleurie
Melaleuca HE arbre a thé rameau Terpinéne-4-ol, globulol, Aucune connue
alternifolia Cheel. fraichement taillé viridoflorol
Nigella sativa L. | HE nigelle cultivée semence |  Thymoquinone, carvacrol, | Aucune connue
linalol, terpinéne-4-ol, thymol
Myrocarpus HE cabreuva des foréts, Nérolidol trans, farnésol, Aucune connue
}g:ndosus bois du tronc cadinol, bisabolol a
Freire Allemao
Mentha citrata HE menthe bergamotte Linalol, terpinéol a, géraniol | Aucune connue
Ehrh. origine France plante
coupée pré fanée
Inula graveolens HE inule odorante Bornéol, épi-a-cadinol, Aucune connue
gcsf. sommité fleurie terpinéol a
Annexe V : Tableau des résistances naturelles chez les enterobacteries.
Bactérie AMP/AMX AMC TIC/PIP c1G FOX GEN TCY coL NIT
Klebsiella spp. R R
C.koseri R
C.freundii R R R R
E.cloacae R R R
E.aerogenes R R R
S.marcescens R R R R
P.mirabilis R R R
P.vulgaris R R R R R
M.morganii R R R R R R
P.stuartii R R R R R R
Y.enterocolitica R R R R R

R : Résistance naturelle.
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Résumé

Le présent travail est une contribution a la caractérisation in-vitro de 1’effet inhibiteur
de la plante Pulicaria odora cueillie dans les régions Ath Mendes et Ath Zmenzer se trouvant
a quelques kilometres de la ville de Tizi Ouzou. Cette plante est utilisée en médecine
traditionnelle pour les traitements de divers dysfonctionnements physiologiques (ulcére ;
cicatrice ; douleur post-partum). Le screening phytochimique a révélé une richesse en
métabolites secondaires dans les feuilles de cette plante et I’extraction de I’huile essentielle
par la technique d’hydrodistillation est constatée d’un faible rendement.

L’HE et les extraits de cette plante ont été testés sur quatre souches microbiennes
pathogenes a savoir trois souches bactériennes & Gram négatif il s’agit d’Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa ; une souche bactérienne a Gram positif
qui est Staphylococcus aureus et quelques especes fongiques telles que Candida albicans et
Aspergillus niger.

Des propriétés antimicrobiennes intéressantes de la plante étudiée ont été constatées
sur la majorité des germes testés. Cette activité antimicrobienne sur des bactéries Gram (+) et
Gram () peut contribuer a la lutte contre les maladies infectieuses.

Mots clés : Pulicaria odora, screening phytochimique, extraits, huile essentielle,
hydrodistillation, activité antimicrobienne.

Abstract

The present work is a contribution to the in-vitro characterization of the inhibitory
effect of the pulicaria odora plant harvested in the Ath Mendes and Ath Zmenzer regions,
located a few kilometers from the city of Tizi Ouzou. This plant is used in traditional
medicine for the treatment of various physiological dysfunctions (ulcer, scar, postpartum
pain). The phytochemical screening revealed a richness of secondary metabolites in the leaves
of this plant and the extraction of the essential oil by the hydrodistillation technique is found
of a low yield.

The essential oil and extracts of this plant have been tested on four microbial
pathogenics trains, namely three Gram-negative bacterials trains: Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa;a Gram-positive bacterials train that is
Staphylococcus aureus and some fungal species such as Candida albicans and Aspergillus
niger. Interesting antimicrobial properties of the studied plant were found in the majority of
the germs tested. This antimicrobial activity on Gram (+) and Gram (-) bacteria can
contribute to the fight against infectious diseases.

Keywords: Pulicaria odora, phytochemical screening, polyphenols, essential oil,
hydrodistillation, yield, antimicrobial activity.
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Figure 33 : détails de la nervure principale observée au G. 10x10
(photographie originale, 2019)
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