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Résumeé

Le présent travail est concentré sur la valorisation d’une mixture de huit plantes médicinales :
Thymus vulgaris, Ammi visnaga, Mentha pulegium, Zingiber officinale, Cinnamomum verum,
Syzygium aromaticum, Lavandula angustifolia et Citrus sinensis, en évaluant certaines de
leurs propriétés biologiques. L’huile essentielle de la mixture obtenue par hydro-distillation a
donné un rendement de 2,4%. Le screening phytochimique a révélé la présence de différents
groupes de meétabolites secondaires dans les parties aériennes des plantes tels que, les
alcaloides, flavonoides, tannins. L’étude de ’activité antimicrobienne par aromatogramme, a
montré un grand effet inhibiteur d’huiles de mixture sur les cinq souches de référence testées
avec des diametres de zones d’inhibition variant entre 9 mm et 34mm. Les souches les plus
sensibles sont : Staphylococcus aureus, Escherichia coli présentant des diameétres de zones
d’inhibition de 24,13 mm et 18,99 respectivement, la souche la moins sensible est
P.aeruginosa avec un diametre de zone d’inhibition de 9,45mm. La méthode de macrodilution
en milieu liquide a permis d’obtenir des valeurs de concentration minimale inhibitrice (CIM)
allant de 0.62 a 2.5 uLL/mL et une concentration minimale bactéricide (CMB) de 5 puL/mL.
Une activité anti-radicalaire importante a été déterminé a notre échantillon contre le radical
DPPH avec une valeur de IC50 de 1,97 £ 0,2 mg/mL. Par ailleurs, le EC50 obtenue par le test
de pouvoir réducteur de fer (FRAP) est 1,763+0,08 mg/mL. L’administration orale de notre
I’huile essentielle avec des doses croissantes a des rats Wister est considérée modérément

toxique avec sa DL50 entre 50 et 2000mg/kg.



Mots clés: Huile essentielle, Plantes médicinales, Activité antibactérienne, Activité

antioxydant, Toxicité aigle

Abstract

The current study is centered on the valorization of a mixture consisting of eight medicinal plants,
namely Thymus vulgaris, Ammi visnaga, Mentha pulegium, Zingiber officinale, Cinnamomum verum,
Syzygium aromaticum, Lavandula angustifolia, and Citrus sinensis, through the assessment of their
various biological characteristics. The essential oil extracted from the mixture via hydro-distillation
exhibited a yield of 2.4%. Analysis through phytochemical screening unveiled the existence of diverse
classes of secondary metabolites in the upper parts of the plants like alkaloids, flavonoids, and tannins.
Evaluation of antimicrobial effects using an aromatogram demonstrated a substantial inhibitory impact
of the combined oils on the five standard strains tested, with inhibition zone diameters ranging from 9
mm to 34 mm. Among the strains, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, exhibited the highest
sensitivity with inhibition zone diameters of 24.13 mm, 18.99 mm, respectively, while P.aeruginosa
displayed the least sensitivity with an inhibition zone diameter of 9.45 mm. Through the liquid
macrodilution technique, minimum inhibitory concentration (MIC) values were determined to be in
the range of 0.62 to 2.5 uL/mL with a minimum bactericidal concentration (MBC) of 5 uL/mL.
Notably, our sample showcased significant anti-radical activity against the DPPH radical, with an
IC50 value of 1.97 + 0.2 mg/mL. Additionally, the EC50 acquired from the iron reducing power test
(FRAP) was calculated to be 1.763+0.08 mg/mL. The oral administration of our essential oil to Wister
rats at escalating doses was found to be moderately toxic, with an LD50 falling between 50 and

2000mg/kg.



Keywords: Essential oil, Medicinal plants, Antibacterial activity, Antioxidant activity, Acute

toxicity
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Introduction

l. Introduction

Depuis de nombreux siécles, les plantes ont été le principal moyen de gueérison pour
I'humanité, grdce a d’anciennes observations minutieuse qui a permis de découvrir les
propriétés thérapeutiques ou préventives des plantes médicinales. Une connaissance qui n'a
jamais été contestée par leur utilisation (Abdelli et al., 2019). La richesse en plantes
médicinales et aromatiques en Algérie est largement reconnue (Sahi, 2016).

De nombreuses études ont été réalisées sur diverses especes afin d'identifier les composés
actifs presents dans leurs extraits, tels que les huiles essentielles ou les extraits de plantes.
Toutefois, malgré leur utilisation répandue en médecine traditionnelle, moderne et
pharmaceutique, les informations sur l'activité biologique de ces extraits demeurent limitées.
Actuellement, l'usage des produits naturels issus des plantes est en progression constante
(Mnayer, 2014).

L’Algérie, de par sa gamme de climats trés variée et sa situation géographique, posséde un
ensemble considérable d’espéces naturelles qui représentent un patrimoine phyto-génétique de
tres grande importance vu leur mode de répartition spatiale et leur role dans 1’équilibre
écologique (Snoussi et al. 2003).

Les plantes médicinales revétent une importance primordiale dans la recherche
pharmacologique et le développement de nouveaux medicaments. Leur contribution ne se
limite pas a l'utilisation directe de leurs composants comme agents thérapeutiques, mais
s'étend également a leur utilisation comme matiéres premiéres pour la synthése de
médicaments, ainsi qu'a leur utilisation comme modeles pour la création de composés actifs
d’un point de vue pharmaceutique.(OMS, 1998).

Malgré les progres des médicaments de synthése, les médicaments dérivés de plantes
maintiennent une importance notable. Environ 20 000 a 25 000 plantes sont répertoriées dans
la pharmacopée humaine, avec 75% des médicaments ayant une origine végetale et 25%
contenant au moins une molécule active provenant de plantes. (Adossides, 2003), ce qui
équivaut a un total de 120 composeés provenant de 90 plantes différentes (Kar, 2007)

Dans ce travail, nous avons utilisé une mixture de huit plantes médicinales Thymus vulgaris
(Ui=3), Ammi visnaga (i2s), Mentha pulegium (s88), Zingiber officinale(Lwnsisy),
Cinnamomum verum (2_g), Syzygium aromaticum (J&_38), Lavandula angustifolia(®s!3) et

Citrus sinensis (i),

La mixture de plantes medicinales est une pratique ancienne qui consiste a combiner

différentes plantes pour créer des remédes thérapeutiques.
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L’utilisation des mélanges de plantes médicinales. Il met en lumiére leur capacité & combiner
les principes actifs de différentes plantes pour renforcer leurs effets thérapeutiques, ainsi que
leur adaptabilité aux besoins individuels grace a une personnalisation des melanges. L'ancrage
dans la tradition et la culture est souligné, tout comme la diversité des formes d'administration
et la polyvalence d'utilisation des mélanges de plantes.

L’Algérie est riche en plantes aromatiques et médicinales susceptibles d’étre utilisées dans
difféerentes domaines (parfumerie, pharmacie, cosmétique, agroalimentaire) pour leurs
propriétés thérapeutiques et odorantes. Ces plantes aromatiques sont donc, la source des
huiles essentielles (Etude des huiles essentielles).

Les huiles essentielles de diverses especes végétales ont été étudiees et caractérisees (Abadlia
et Chebbour, 2014), et leur utilisation s'accroit dans divers domaines (Mnayer, 2014). Elles
représentent des alternatives potentielles pour résoudre divers problemes, notamment
I'émergence de la résistance microbienne aux antibiotiques. Ce phénomeéne, en constante
augmentation et presque universel, est particulierement prononcé chez les microorganismes

responsables des infections nosocomiales (Hanberger et al. 1999 ; Sieradzki et al, 1999).

Est principalement causé par l'utilisation excessive d'antibiotiques. Dans de nombreuses
situations, seule une poignée d'antibiotiques demeure efficace (Goldmann et al., 1996 ; Wise
et al., 1998). Ces huiles sont particulierement appréciées pour leurs propriéteés biologiques
souvent remarquables (Merghache et Tabti, 2009).

Les sources naturelles est devenu aujourd’hui et plus que jamais important. Notre présente
étude cherche a approfondir les connaissances surla mixture de 8 espéces et a la valoriser en
évaluant les activités antibactérienne et antioxydants de leurs composants.

Notre travail a été organisé dans trois chapitres :

e Le premier chapitre a été consacreé a la revue bibliographique des connaissances sur la
mixture de huit especes et I’étude de ses principaux métabolites, leurs usages
traditionnels et leurs activités biologiques.

e Le deuxieme chapitre a été réservé a la partie expérimentale :
Matériel végétale
Procédés d’étude microbiologique

Etude de I’activité antioxydant
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e Le troisieme chapitre est consacré a la présentation des résultats et de leurs
discussions.

Ce travail a été achevé par une conclusion et une liste des références utilisées.
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Généralité sur les huiles essentielles
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I- Les huiles essentielles

1.1- Définition

En microbiologie, les huiles essentielles sont des mélanges complexes de plus de 300
composeés distincts, provenant de plantes aromatiques (Sell, 2006). Elles renferment des
composeés volatils aux propriétés antimicrobiennes, capables d'inhiber la croissance ou de tuer
des micro-organismes pathogenes comme les bactéries, les champignons et les virus. Leur
action peut perturber les membranes cellulaires, interférer avec les voies métaboliques ou
altérer la structure de I'ADN des micro-organismes cibles. Ces huiles sont souvent utilisées
comme alternatives naturelles aux antibiotiques dans le traitement des infections

microbiennes.

Selon la norme AFNOR NF’T 75-006, une huile essentielle est définie comme le produit
obtenu a partir d'une matiére premiére d'origine végétale, par le biais de différentes méthodes
telles que I'entrainement a la vapeur, les procédés mécaniques impliquant I'épicarpe, ou la
distillation "seche". Par la suite, elle est séparée de la phase aqueuse a l'aide de procédés
physiques (AFNOR, 2000).

|.2- Répartition botanique

Parmi les 1 500 000 espéeces végétales répertoriées, seules environ 10% ont la capacité de
produire des huiles essentielles, ce qui les classe dans la catégorie des plantes dites
"aromatiques"” (Bruneton, 1999 ; Degryse et al., 2008). Certaines familles de plantes, telles
que les Labiées, les Ombelliferes, les Myrtacées et les Lauracées, se distinguent par le grand

nombre d'especes qui produisent ces essences (Baser et Buchbauer, 2010).
1.3- Localisation et lieu de synthése

Les huiles essentielles sont présentes dans toutes les parties vivantes des plantes et se
forment dans le cytoplasme de cellules sécrétrices, dont la localisation varie selon l'organe
vegeétal considéré. Elles s'accumulent généralement dans des cellules glandulaires spécialisées
recouvertes d'une cuticule. Ces substances sont ensuite stockées et emmagasinées dans des
structures histologiques spécifiques, souvent situées a la surface de la plante ou a proximité.
Ces structures comprennent notamment les cellules a huiles essentielles (comme chez les
Lauracées et les Zingibéracées), les poils glandulaires épidermiques qui produisent les
essences dites superficielles (par exemple chez les Lamiacées, les Geraniacées et les

Rutacées), les poches sécrétrices (chez les Myrtacées, les Rutacées et les Aurantiacées) ou
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encore les canaux sécréteurs (chez les Apiacées, les Apiacées et les Astéracées) (Bruneton,
1999 ; Boz et al., 2009).

Les huiles essentielles peuvent étre extraites de divers organes de la plante, notamment les
écorces (comme la cannelle, le citron, I'orange, la bergamote), les graines (telles que le carvi,
la cardamome, la coriandre, le fenouil), les feuilles (comme I'eucalyptus, la mélisse, la
citronnelle), les racines (comme l'angélique, le vétiver), les rhizomes (comme l'acore, le
gingembre), les fleurs (comme l'origan, I'ylang-ylang, la camomille), le bois (comme le bois
de cedre, le santal), les seves (comme I'encens, le myrte), les bourgeons (comme le pin), et les

fruits (comme I'anis étoilé) (Bruneton, 1999).

1.4- Activité antimicrobienne des huiles essentielles

Depuis des temps anciens, les extraits aromatiques de plantes ont trouvé leur place dans
diverses formulations, telles que les médicaments et les parfums (Heath, 1981). Les huiles
essentielles, considérées comme parmi les agents antimicrobiens les plus efficaces dans ces
plantes, ont été utilisées pour leurs propriétés thérapeutiques. Bien que les caractéristiques
microbiologiques des plantes aromatiques et medicinales soient bien documentées, c'est en
1881 que Delacroix a réalise la premiére démonstration de I'efficacité des huiles essentielles
contre les bactéries (Boyle, 1995). Depuis lors, de nombreuses huiles essentielles ont été

identifiées comme possédant des propriétés antibactériennes (Burt, 2004).

Leur efficacité antimicrobienne s'étend a un large spectre de bactéries, y compris celles
développant des résistances aux antibiotiques, bien que cette efficacité puisse varier selon les
huiles et les souches bactériennes (Kalemba, 2003 ; Oussou, 2009 ; Avlessi, 2012). Elles
peuvent agir soit en tuant les bactéries (bactéricides), soit en inhibant leur croissance
(bactériostatiques) (Oussou et al., 2009). Cette action dépend principalement de la
composition chimique des huiles essentielles, en particulier de leurs principaux composes
volatils (Sipailiene et al., 2006 ; Oussou, 2009).

Les huiles essentielles agissent efficacement sur les bactéries a Gram positif et a Gram
négatif, bien que ces dernieres semblent moins sensibles en raison de la structure de leur paroi
cellulaire (Burt, 2004).

1.5- Composition chimique des huiles essentielles

Les compositions chimiques des huiles essentielles sont décrites de maniére détaillée, et elles

présentent une variabilité notable en fonction de divers facteurs, tels que le stade de
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développement des plantes, les parties prélevées, ainsi que la période et la localisation
géographique de la récolte (Delaquis et al., 2002 ; Gonny et al., 2004 ; Burt, 2004 ; Boti et
al., 2006 ; Oussou et al., 2009).

L'analyse de la composition chimique est généralement réalisée par chromatographie en phase
gazeuse (CPG) et chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CPG-SM) (Salzer, 1977).

Les huiles essentielles, composées d'un mélange complexe de composés organiques,
présentent une grande variété de structures et de fonctions chimiques (Lahlou, 2004). Une
seule huile essentielle peut contenir plus de 60 molécules différentes, avec certains composés
représentant jusqu'a plus de 85% de I'ensemble, tandis que d'autres ne sont présents
qu'enquantités minimes (Senatore, 1996).

Ces constituants appartiennent principalement a deux catégories : les terpénoides et les
composés aromatiques dérivés du phénylpropane, bien que ces derniers soient moins courants
(Bruneton, 1999 ; Baser et Buchbauer, 2010).

Il s'agit en effet d'un polymorphisme chimique : méme si une espece peut étre homogéne en
termes de caryotype, elle peut produire des huiles essentielles ayant des compositions

différentes.

1.5.1- Les terpénes

Les terpenes sont des composés hydrocarbonés naturels, caracterisés par leur structure en
anneau ou en chaine ouverte. Ce qui les distingue principalement, sur le plan structural, c'est
la présence d'unités isopréniques composeées de cing atomes de carbone (C5H8) dans leur
squelette (Hernandez-Ochoa, 2005 ; Fillatre, 2011).

BN

Figure 01 : Formule de I’isopréne (Fillatre, 2011).
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Les terpenes sont genéralement classés en différentes catégories en fonction du nombre
d'unités d'isoprene qu'ils contiennent. Les isoprenes sont des unités de base constituées de

cing atomes de carbone disposés dans une structure spécifique.

Les terpénoides se distinguent par leur vaste gamme de structures, dont certaines sont

illustrées dans la figure 2.
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Figure 02 : Représentation de molécules caractéristiques des différentesStructures

rencontrées chez les mono- et sesquiterpénoides (Ingy 1. Abdallah)

Bien que les composés terpéniques dominent généralement les huiles essentielles, les
molécules aromatiques restent également des composants significatifs. Par exemple, le

cinnamaldéhyde représente environ 75 % de I'huile essentielle de cannelle (Garnéro, 1996).

I .5.2- Les composés aromatiques

Les composés aromatiques des huiles essentielles sont une partie importante de leur
composition chimique, ajoutant des parfums caractéristiques et diverses propriétés
thérapeutiques. Les composés aromatiques présents dans les huiles essentielles sont

principalement issus du phénylpropane (C6-C3), une classe de composés organiques.
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Figure 03 : Exemples de composés aromatiques C6-C3 caractéristiques des huiles

essentielles (Bruneton,1999).
| .5.3- Les composés d’origines diverses

Les huiles essentielles contiennent une variété de composés volatils résultant de la
dégradation des terpenes non volatils et des acides gras. Parmi eux, les ionones et des
composés comme le (cis-3-hexen-1-ol) et le décanal sont remarquables. Bien que présents en
faibles concentrations, ces composés peuvent avoir un impact significatif sur I'aréme des
huiles essentielles. Par exemple, la B-damascénone, issue de la degradation des terpénes,
représente seulement 0,14 % de I'huile essentielle de rose, mais contribue largement a son
parfum distinctif.(Leffingwell, 2011)

| .5.4-Domaines d’application

Les huiles essentielles sont utilisées dans divers domaines en raison de leurs propriétés
thérapeutiques et aromatiques. Elles sont largement utilisées en aromathérapie pour favoriser
le bien-étre emotionnel et physique, ainsi que dans les soins de la peau pour hydrater et
purifier. En médecine alternative, elles sont utilisées pour traiter divers maux grace a leurs
propriétés antibactériennes et anti-inflammatoires. Dans l'industrie, elles sont utilisées dans la
parfumerie, l'aromatisation alimentaire et méme dans les produits de nettoyage pour
désinfecter et desodoriser. Enfin, elles sont souvent utilisées dans les spas et les

environnements de bien-étre pour créer une ambiance relaxante.(Abdelli et al., 2019).



Chapitre 11

Especes vegetales étudiees
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I1. Espéces végétales étudiées

I1. 1-Thymus vulgaris

Le thym, membre de la famille des Labiées, est une plante condimentaire. Le genre Thymus
comprend environ 215 espéces de plantes vivaces herbacées et de sous-arbustes. On le trouve
naturellement sur les coteaux arides de la Méditerranée. Ses propriétés pharmacologiques et
aromatiques, telles que son effet antispasmodique, antiseptique, antitussif et expectorant, en
font une plante couramment utilisée en médecine traditionnelle. 1l est réputé pour stimuler
diverses fonctions de l'organisme et pour l'activité antimicrobienne de son huile essentielle
(Touhami, 2017).

I1. 1.1-Description botanique du thymus vulgaris

Le Thymus est un genre de plantes appartenant a la famille des Lamiacées. Ce sont des plantes
herbacées ou des sous-arbrisseaux, souvent aromatiques, caractérisés par des feuilles
opposées, genéralement petites, souvent linéaires et étroites, avec des bords entiers a
légerement dentés. Les fleurs du Thymus sont généralement petites, regroupées en
inflorescences compactes ou en grappes, et peuvent étre de différentes couleurs selon I'espece,
allant du blanc au rose en passant par le violet. Les tiges sont souvent ligneuses a la base dans
les especes ligneuses, tandis que les especes herbacées ont des tiges plus souples. Ces plantes
sont souvent adaptées aux climats arides et rocailleux et sont connues pour leur résistance a la
sécheresse.. (Goetz et Ghedira ,2012)

Figure 04 : Aspect morphologique du thymus vulgaris L. (Fayad et al., 2013).
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I1. 1.2-Classification taxonomique
Cette classification place le thym dans la famille des Lamiacées, connue pour ses nombreuses
herbes aromatiques et médicinales .Le thymus vulgaris, communément appelé thym

appartient a la classification taxonomique indiqué dans le tableau 01 .

Tableau 01 : Classification botanique du Thymus vulgaris L. (Goetz et Ghedira,2012).

Regne Plantae
Embranchement Spermaphyte
Sous embranchement Angiosperme
Classe Magnolopsida
Sous- classe Métaclamydées
Ordre Tubiflorale
Famille Lamiaceae
Genre Thymus
Espece Thymus vulgaris

Les noms vernaculaires de thymus sont: Thymus vulgaris,Thym de jardins, farigoule,

frigoule,barigoule, thym commun, thym cultivé et saater ou Zaater (TEUSCHER et al.2012)

I1. 1.3-Principale Utilisations du thymus vulgaris

Dans de nombreuses traditions, le thymus vulgarise, ou thymus, et largement utilisé pour ses
propriétés culinaires et médicinales, le thymus est renommé pour ses vertus antiseptiques,
antifongiques et antibactérienne, souvent employé sous forme de tisanes, d’huile essentielle

ou de pommades pour traiter les infections.

Le thym posseéde un large spectre d’utilisation traditionnelles et m médicinales sont résumées

dans le tableau 02.
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TableauO 2 : Principale Utilisations du Thymus vulgaris.

Antispasmodique

Partie utilisee Indication Mode d’emploi Références
Antiseptique . (Nickavare et
N Antimicrobienne Infusmn ou al.2005 ;pirbatouti
Plante entiere décoction ' ’

2013)

Conservation des
aliments et
Empéchera la

(Miura et al.,2002)

Plante entiere

de cette décoction
filtrée avant de se
coucher

Feuilles et fleurs Cont_jlm_ent Formation des
Culinaire .
moisissures
Ifa:et\éLi( Utilise comme une (El bouzidi et
Feuilles Les infections Poudre ou infusion al.2003)
Racine Diarrhée Décoction (Pina-vaz et al.2004)
Faire bouillir de I’eau
avec une plante,
mettre une serviette
Fievre sur la tété et inhaler
Maladie broncho- la vapeur dégagée, (Rasooli et al.2006)
pulmonaires puis boire une tasse

I1. 2- Ammi visnaga

La plante Ammi visnaga, également connue sous le nom de Noukha en Algérie ou Khella dans
certaines parties de I'Afrique du Nord, est une plante médicinale utilisée depuis longtemps
dans la médecine traditionnelle de la région. Ses parties aériennes contiennent des composes
actifs qui lui conférent des propriétés médicinales (Imane et al., 2016). Qui présente
également d'autres synonymes tels que Daucus visnaga L. et Visnaga aucoides, appartient a la
famille des Apiacées (Umbelliferae), qui comprend environ 3600 espéces a I'échelle mondiale
(Chraka et al., 2020) .En Algérie, Ammi visnaga (L.) est largement utilisée dans le traitement
traditionnel des maladies digestives et a des fins culinaires, bien que son étude scientifique
soit limitée (Imane et al., 2016). Cette plante dégage une légére odeur aromatique et a un

goQt tres amer (Beltagy, 2015)
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11. 2.1-Description botanique de I’Ammi visnaga

Ammi visnagaest une plante annuelle ou bisannuelle qui pousse a partir d'une racine
pivotante. Cette racine est dressée et peut atteindre une hauteur maximale d'environ 1,0 metre.
Visuellement, la racine est épaissie et rappelle celle de la carotte. Les feuilles de cette plante
mesurent jusqu'a 20 cm de long et varient généralement en forme, allant de l'ovale au
triangulaire, mais elles sont disséquées en de nombreux petits segments linéaires ou en forme
de lance. Les tiges de I'Ammi visnaga sont droites et présentent une ramification importante.
(Hashim et al., 2014)

L’inflorescence se présente sous la forme d'une ombelle de fleurs blanches, trés enflée a la
base, qui devient ultérieurement ligneuse et est parfois utilisée comme cure-dents (Alaatabi et
al., 2020). Les fleurs sont pentameres, tétracycliques avec une symétrie radiale, comportant
cing étamines et un ovaire inférieur constitué de deux carpelles unis. Le fruit est une structure
ovale comprimée, composée de deux méricarpes et mesurant environ 3 mm de longueur
(Hashim et al., 2014).

Figure 05 : Aspect botanique d’Ammi visnaga (Franceherbo,2024)

I1. 2.2-Classification taxonomique

L’ Ammi visnaga, communément appelé Khella, est une plante herbacée appartenant a la
famille des Apiaceae, une famille riche en espéces aux usages aromatiques et médicinaux

L’Ammi visnagaappartient a la classification taxonomique indiqué dans le tableau 03

12
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Tableau 03 : Classification taxonomique d’Ammi visnaga (Alam et al., 2018).

Regne Plantae- Plantes
Sous-regne Tracheobionta — Plantes vasculaires
Sous-division Spermatophyta — Plantes a graines
Division Magnoliophyta — Plantes fleuries
Classe Mangoliopsida — Dicotylédones
Sous-classe Rosidae
Ordre Apiales.
Famille Apiaceae / Umbelliferae — Famille de
carottes.
Genre Ammi L. - ammi.
Ammi visnaga (L) Lam. — plante cure-
Espéece

dent.

11. 2.3-Principale Utilisations d’Ammi visnaga

L’Ammi visnaga, ou Khella, est principalement utilisée pour ses propriétés médicinales. Elle
est connue pour ses effets antispasmodiques, et ses composés actifs. L’usages traditionnels et

médicinales de la plante est résume dans le tableau 04

Tableau 04 : Principale Utilisations d’Ammi visnaga (Khalil et al., 2020).

Partie utilisée Principale utilisation

Traitement des coliques rénales
Soulagement des symptdmes anginaux légers

Poudre : .
Traitement des crampes abdominales
Parties
_ Infusion pour traiter les maux de téte
aériennes
Extraits Traitement du vitiligo

Traitement du psoriasis
Utilisé comme agent lithotriptique

13
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- Dilatation des bronches, des voies urinaires et des vaisseaux sanguins
sans affecter la pression artérielle
- Traitement de soutien pour I'obstruction légére des voies respiratoires
(asthme, bronchite spastique)
- Traitement postopératoire des conditions associées aux calculs
urinaires
général - Régulation des menstruations (emménagogue)
- Traitement du diabete
- Traitement des calculs rénaux

Usage

I1. 3- Mentha pulegium

Le nom "pouliot” provient du latin « pulegium », qui lui-méme dérive de « pulex », signifiant
"puce”, en référence a la capacité de la plante a éloigner ces insectes (Gamisans et
Jeanmonod, 1993). La menthe pouliot, connue sous le nom vernaculaire arabe "fliyou", est
largement utilisée en médecine populaire dans de nombreuses cultures (Agnihotri et al.,
2005). Elle se divise en deux sous-especes : « Mentha pulegium ssp. Vulgaris » et « Mentha

pulegium ssp. Pulegium »(Quézel et Santa, 1962)..

I1. 3.1-Description botanique de Mentha pulegium

La famille des lamiacées, également connue sous le nom de labiées, comprend environ 258
genres et 6900 espéces, réparties de maniéere cosmopolite mais principalement concentrées
dans le bassin méditerranéen (Botineau, 2010). Le genre «Mentha » regroupe entre 25 et 30
especes presentes dans le monde entier (Dorman et al., 2003). Les menthes sont des plantes
vivaces, herbacées, indigénes et trés odorantes, appartenant a la famille des labiées
(Jahandiez et Marie, 1934). Depuis l'antiquité, elles sont utilisées de maniére tres diversifiée

et jouent un réle important en thérapeutique (Il Edrissi, 1982).

Mentha pulegium L. est une plante a tiges dressées, fortement aromatique et & I'odeur intense.
Les tiges, a section carrée, sont plus ou moins dressées, de couleur verdatre ou grisatre, et trés
ramifiées. Les feuilles, opposées et petites, sont ovales ou oblongues, presque entiéres
(Iégerement dentelées ou crénelées) et munies d'un court pétiole. Cette plante glabre mesure
entre 10 et 30 cm de hauteur et posséde des inflorescences composées de nombreux verticilles

denses, feuillés et espacés (Quézel et Santa, 1963).
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Figure 06 : Aspect botanique de Mentha pulegium (Crstian ,2020)

I1. 3.2-Classification botanique de Mentha pulegium L

Selon (Guignard et Dupont, 2004), la classification botanique de Mentha pulegium L,
communément appelée menthe pouliot, est indiqué dans le tableau 05

Tableau 05: Classification botanique de Mentha pulegium L (Guignard et Dupont, 2004).

Regne Végétal
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotrylédones
Sous-classe Gamopétales
Ordre Lamiales
Famille Labiacées
Genre Mentha
Espéce Mentha pulegium L

11.3.2-Principale Utilisations Mentha pulegium

Voici un tableau récapitulatif des usages traditionnels de la plante «Mentha pulegium » selon

les différentes formes utilisées :
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Tableau 06 : Principale utilisation du Mentha pulegium.

Propriétés/Utilisations Description Sources

Utilisee par les Chinois pour

Propriétés calmantes et o o
ses propriétés calmantes et (Kebissi, 2004 )

antispasmodiques _ )
antispasmodiques.

) Considérée comme excitante o
Effet excitant ) (Kebissi, 2004)
par Hippocrate.

Notée pour son effet

Effet antalgique ) _ (Kebissi, 2004 )
antalgique par Pline.

Combat I'indigestion, les
crampes, les gaz intestinaux,
Troubles digestifs et et est carminative. Efficace _
) ) o (Baba Aissa, 2000)|
insuffisance biliaire contre les ballonnements et
les bralures d'estomac

(cholagogue).

Utilisée pour traiter le rhume,
la bronchite, la tuberculose,
la sinusite, le choléra, les

. L ) ) (Zargari, 1990 ; Delille,
intoxications alimentaires,

2007)
Propriétés antimicrobiennes | les flatulences et les coliques
intestinales.
o o Utilisée pour éloigner les
Propriétes insecticides (Bremness, 2001 )

insectes.

Appliquée pour
les points douloureux des
rhumatismes, et en compresses

Usage externe . . . (Gardes et al., 2003)
contre la névralgie faciale

I1. 4- Zingiber officinale

Le terme « Gingembre » est dérivé du mot anglais « Ginger ». Cette plante est également
appelée « Zingiberies » en grec et « Zingiberi » en latin. Dans la médecine indienne, le

Zingiber officinale est connu sous le nom de « vishwabhesaj », signifiant « remede universel
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(Bode AM et Dong IF. 2011). Le gingembre faisait déja partie des techniques de
momification pratiquées dans I'Egypte antique. Cette plante condimentaire et médicinale,
utilisée depuis plus de 3000 ans, est originaire de I'Inde. A partir de 13, le gingembre s'est
rapidement répandu grace a son commerce, depuis toute I'Asie du Sud-Est jusqu'en Afrique de
I'Ouest et aux Caraibes (Gigon. F. 2010).

I1. 4.1-Description botanique de Zingiber officinale

Le gingembre est constitué de deux parties : la partie souterraine, appelée rhizome, est
noueuse et branchue, tandis que la partie aérienne est composée de feuilles et d'une tige
d'environ un métre de hauteur. Le rhizome, dont la pulpe intérieure est jaune, sert de réserve a
la plante et assure sa survie. Les feuilles sont alternes, lancéolées et odorantes, et les fleurs
sont jaunes avec une levre rouge. Les fruits contiennent peu de graines noires. Le gingembre
se multiplie principalement par division de son rhizome. Il nécessite un environnement
humide, chaud et ensoleillé pour croitre, ce qui explique sa présence principalement dans les
pays tropicaux (Ivan, 2005).

Figure .07 : Aspects morphologiques du Zingiber officinale (ROSCOE, 1807)
11. 4.2-Classification botanique de Zingiber officinale

La classification botanique du gingembre, scientifiquement connu sous le nom de Zingiber

officinale est indigué dans le tableau 07.

Tableau 07 : Classification botanique de Zingiber officinale (Botineau M .2010).

Régné Végétale.
Embranchement Spermatophyte.
Sous- embranchement Angiospermes (Magnoliphyta)
Classe Monocotylédones (liliopsida)
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Ordre Zingibérales.
Sous-classe Zingibérale
Famille Zingiberaceae
Genre Zingiber.
Espéce Zingiber officinale Roscoe

11. 4.3-Principale utilisation de Zingiber officinale

Le gingembre (Zingiber officinale) est largement utilisé pour ses multiples applications

culinaires et medicinales Voici les informations présentées dans le tableau 08 :

Tableau 08: Principales utilisations du Zingiber officinale.

Propriétés /utilisations Description
Aide a expulser les gaz intestinaux et a lutter

contre les spasmes douloureux et les

Carminatif )
ballonnements. Soigne les douleurs, le

rhumatisme et l'arthrite.

Connu pour ses vertus aphrodisiaques, bien

Réputation aphrodisiaque que sa réputation ne repose pas principalement
sur ses propriétes.

Peut étre consommeé sous forme d'infusion, de
jus, de teinture, de décoction et d'huile

Formes de préparation essentielle. L'huile essentielle est indiquée

contre les flatulences et les douleurs

rhumatismales.

11.5. Cinnamomum verum

Le cannelier est un arbre de la famille des Lauracées, des plantes souvent aromatiques et
persistantes. Cette famille comprend 54 genres, dont le genre Cinnamomum qui renferme de
nombreuses especes selon leur provenance. Parmi les plus anciennes et connues, on trouve la
cannelle de Ceylan (Cinnamomum zeylanicum) et la casse ou cannelle de Chine

(Cinnamomum cassia), une espéce voisine avec des propriétés thérapeutiques similaires, bien
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que sa qualité soit inférieure. D'autres espéces moins couramment exploitées incluent la
cannelle de Saigon, la cannelle de Padang et la cannelle de Cochinchine, entre autres
(Dominguez Salinas, 2003; Edet, 2004).

11.5.1- Description botanique de Cinnamomum verum

L'arbre du cannelier s'éléve & une dizaine de metres de hauteur et son tronc est recouvert d'une
écorce épaisse et rugueuse. Apres avoir été incisée, cette écorce est délicatement retirée et
séchee. Ses branches nombreuses portent des feuilles vertes persistantes, opposées, qui
mesurent entre 10 et 15 cm de long. Les petites fleurs blanchatres émettent une légére odeur
désagréable. Les fruits prennent la forme de baies ellipsoides d'environ 1,5 cm de long, de

couleur bleu-noir (Barbier, 2014).

Figure 08 : Aspects morphologiques du Cinnamomum verum (Housing News , 2023)
I1. 5.2-Classification botanique du Cinnamomum verum

La cannelle de Ceylan (Cinnamomum zeylanicum) et la casse ou cannelle de Chine
(Cinnamomum cassia) sont des espéeces voisines avec des propriétés thérapeutiques similaires,
bien que la cannelle de Chine soit de qualité inférieure. Il existe également d'autres especes
moins exploitées, comme la cannelle de Saigon, la cannelle de Padang et la cannelle de
Cochinchine, entre autres (Dominguez Salinas, 2003; Edet, 2004).1a classification botanique

est présenté dans le tableau 09

Tableau 09 : Classification botanique de cannelier (Edet, 2004)

Regne Plante
Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe dicotylédones
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Sous classe Magnolidées
Ordre Laurales ou magoliales
Famille Lauracees
Genre Cinnamomum
Espéce Cinnamomum verum

11.5.3- Principale utilisation de Cinnamomum verum

Cinnamomum verum couramment utilisée pour ses ardémes distinctifs et ses propriétés

bénéfiques pour la santé, les diverses utilisations deCinnamomum verum et leurs bienfaits

présenté dans le tableau 10

Tableau 10 : Principale utilisations du Cinnamomum verum.

Utilisation Bienfaits Sources

| Propriétes anti-
inflammatoires et
antioxydants, riche en

o o (Koh et al., 1998);
minéraux et vitamines, .
Soigner les maux de I’hiver (Kaloustian et al., 2008)

renforce le systéeme
. . . (Brodowska et al., 2016 )
immunitaire, propriétés

antivirales et

antimicrobiennes

Traite les ballonnements,
diarrhée, indigestions,
A nausees, vomissements,
Calmer les bralures . .
remontées gastriques,

d’estomac et les problémes ) ) ) ) (Benzegguta, 2005)
infections et inflammations

de digestion o

de la flore intestinale,

stimule les sécrétions

gastriques
o Aide a maintenir la glycémie
Maintenir le taux de o (Lee et al., 2003)

o ] et le cholestérol a des

glycemie et le cholestérol ( Lee et Dugoua, 2011)

niveaux normaux
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Stimuler I’activité cérébrale
et prévenir les maladies

dégeénératives

Aide a éliminer la tension
nerveuse, prévient la maladie

de Parkinson et d’ Alzheimer

(Derabla et Zamouche,
2016)

Apaiser le stress, ’anxiété et

lutter contre la fatigue

Réduit le stress et I’anxiété,

combat la fatigue

(Lynck et al., 2009)
(Bureau, 2010)

11.6. Syzygium aromaticum

Le Giroflier est un arbre originaire d’Indonésie et Madagasca (BARBELET,2015), situées

dans l'archipel indonésien. Ses clous de girofle sont en réalité des boutons floraux. Ces

boutons, d'abord verts, deviennent rouges a maturité, puis prennent une belle couleur brune au

cours du séchage, qui s'effectue a l'air libre pendant un mois (Adefegha et al., 2016). Cette

plante est connue par le nom : Giroflier.

11.6 .1. Description botanique de Syzygium aromaticum

C’est un grand arbre fruitier élancé, conique, mesurant en moyenne entre 10 et 12 metres de

hauteur, mais pouvant atteindre jusqu’a 20 métres, avec une silhouette pyramidale et un tronc
gris clair et ridé. (BARBELET, 2015)

Figure 09 : Aspects morphologiques du Syzygium aromaticum

(Citrosupomo, Gembong, 1985).
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Aujourd'hui, il ressemble souvent a un arbuste car il est régulierement taillé pour faciliter la
cueillette. Ses feuilles, de 8 a 10 cm de long, sont coriaces, persistantes, opposées, pétiolées,
ovales, avec des limbes lancéolés. La face supérieure des feuilles est vert rougeatre, tandis que
la face inférieure est vert sombre et légerement ponctuée. Elles sont aromatiques et dégagent
une forte odeur de clou de girofle lorsqu'on les froisse. Le pétiole, qui porte le limbe, mesure
entre 0,5 et 1 cm de long. Les nervures sont nombreuses mais peu visibles, et les bords de la
feuille sont lisses. A 1’état adulte, les feuilles sont d’un vert foncé brillant, mais lorsqu’elles se

développent, elles sont roses et semblent saupoudrées d’or (BARBELET, 2015).

Figure 10 : Feuilles jeunes et feuilles matures du giroflier (Angus ,2024).

11.6.2. Classification botanique de Syzygium aromaticum

Le Syzygium aromaticum, connu sous le nom de clou de gigrofle, appartient a la famille des

myrtaceae . Voici la classification taxonomique compléte représenté dans le tableau 11.

Tableau 11 : Classification botanique de Syzygium aromaticum (FAUCON M, 2012).

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Embranchement Magnoliophyta (= phanérogames)

Sous-embranchement Magnoliophytina (= angiospermes)

Classe Magnoliopsida (= dicotylédones)

Ordre Myrtales

Famille Myrtaceae

Genre Syzygium

Espéce Syzygium. aromaticum
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11.6.3. Effet thérapeutique et Utilisation traditionnelle

Syzygium aromaticum agit comme un anesthésiant local, particulierement efficace contre les
douleurs dentaires. Il soulage également les douleurs musculaires et les rhumatismes, tout en
possédant des propriétés anti-inflammatoires. En outre, il redonne de I'énergie et aide a lutter
contre la fatigue, étant aussi un antidépresseur. Le clou de girofle est mentionné dans les écrits
ayurvediques pour ses usages contre les douleurs, la sciatique, les problemes
rhumatologiques, et il est utilisé comme antibactérien, antifongique et anesthésiant local pour
traiter les plaies et les odontalgies (BARBELET, 2015). voici les principales utilisations de

Syzygium aromaticum indiqué dans le tableau 12.

Tableau 12 : Propriétés et usage du Syzygium aromaticum

Utilisation interne Utilisation externe

Propriétés anti-inflammatoires :

soulage les douleurs musculaires

et les rhumatismes. Propriétés antiseptiques : le girofle
Effets antibactériens : désinfecte les plaies.
Apaise les infections urinaires. -Contre la mauvaise haleine :
Bienfaits digestifs : utilisé comme remeéde.
Atténue divers maux d'estomac. - Contre les douleurs dentaires :

Utilisation comme anesthésiant | efficace pour les maux de gorge et
local I'nerpés labial.
- Soulagement de la toux: efficace

contre les affections virales.

11.7. Lavandula angustifolia

Lavandula officinalis, également appelée Lavandula angustifolia, a été découverte par
Linné. Le nom "lavande" vient du latin "lavare", qui signifie laver. L'adjectif "angustifolia"
est dérivé du latin "angustus" (étroit) et "folia" (feuille) (M.E. Lucchesi.2015).
Les lavandes appartiennent a la famille des Lamiaceae, qui comprend des plantes

dicotylédones herbacées a semi-ligneuses, totalisant 7534 espéces réparties en 236 genres
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(Despinasse, 2015). Le genre Lavandula occupe une place importante au sein de cette famille.
Ses especes sont largement répandues dans la région méditerranéenne et sont cultivées en
France, en Italie et en Espagne (Silva et al., 2015).Lavandula angustifolia est le seul membre
du genre Lavandula officiellement reconnu comme plante médicinale et utilisé en

phytothérapie moderne (Blazekovi¢ et al., 2010).

11.7.1-Description de Lavandula angustifolia

La lavande est un arbrisseau vivace et aromatique, a souche ligneuse et courte, originaire du
bassin méditerranéen, pouvant atteindre jusqu'a 1 metre de hauteur. Elle possede une racine
pivotante et des rameaux dresses. Les tiges, mesurant de 20 a 50 centimétres, sont rameuses
des la base, allongées, gréles, blanchatres et touffues (figure 11).Les feuilles, opposeées,
lancéolées, linéaires, aigués, persistantes, aromatiques et velues, sont de couleur gris-vert et
mesurent de 3 a 5 cm de long. La floraison a lieu durant I'été, produisant des fleurs mauves a
bleu violacé portées par des tiges floriféres en épi terminal trés odorants. Les fruits, des
akénes, contiennent une graine noiratre (EcribanoB,.2003).

Figure 11 : Aspect morphologique de Lavandula angustifolia (Adam, 2006).
11.7.2 Classification taxonomique de Lavandula angustifolia

D’apres Laib et Barkat, (2011), Lavandula angustifolia est classé comme suite :

Regne : Plantes
Sous régne : plantes vasculaires
Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous classe : Dialypétales
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Ordre : Lamiales (Labiales)
Famille : Lamiaceae
Genre : Lavandula

Espéce : Lavandula angustifolia Mill

11.7.3- Effet thérapeutique et Utilisation traditionnelle

Utilisée depuis 1’ Antiquité pour ses vertus médicinales, la lavande était appelée en Provence
"’or bleu de la région" et était trés prisée par les grands parfumeurs pour sa fragrance
délicate, d’ou son nom de "lavande fine". Durant les années de forte production, un hectare de

plantation peut produire jusqu’a 25 litres d’huile (Lobstein et Couic-Marinier, 2017).

La lavande est bien connue pour son effet calmant. Associée a d'autres plantes sédatives, elle
combat I'insomnie, l'irritabilité, les maux de téte et la dépression. Elle soigne également les
indigestions et coliques, et élimine les ballonnements. Son action apaisante est efficace contre
divers types d’asthme. L’huile essentielle de lavande est un précieux remeéde de premier
secours. Elle est antiseptique, accélére la guérison des brllures et des plaies, et calme les
inflammations dues aux piqdres d'insectes.

Elle est utilisée pour traiter la gale et les poux, ainsi que pour soulager les maux de téte,

détendre, tonifier le systéme nerveux et favoriser le sommeil.(Ybert et Delesalleféat , 2001).

11.8.1. Citrus sinensis

L’oranger est un arbre pouvant atteindre environ 10 meétres de hauteur, avec un feuillage vert
sombre persistant et Iégerement ailé. Ses fleurs blanches tres parfumées donnent des fruits qui
mettent 10 a 12 mois a mdrir. Ces fruits, de taille moyenne, sont sphériques et de couleur
orange caractéristique (Figure 12). Il existe plusieurs variétés d’orangers, parmi les plus
connues : la Sanguine, Thomson Navel, Valencia Late, Washington Navel, Powell, Florida

Pineapple, et I'orange portugaise, etc. (Loussert, 1989).

11. 8.2. Description botanique de Citrus sinensis

Les Citrus sont des arbustes de couleur verte, mesurant de 3 a 15 métres de hauteur, avec un
bois trés dur (Ferhat et al., 2010). Leurs feuilles sont cireuses et coriaces, géenéralement
simples, souvent réduites a une seule foliole terminale de forme ovale-lancéolée a allongée
(Teuscher et al., 2005 ; Dupont et Guignard, 2007 ; Ferhat et al., 2010). Les fleurs,
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blanches, peuvent étre solitaires ou groupées. Le fruit est une baie, ronde ou allongée, de taille
trés variable, pouvant peser jusqu’a un kilogramme (Teuscher et al., 2005 ; Ferhat et al.,
2010). L’écorce du fruit (péricarpe) comprend une partie externe appelée « flavédo »,
constituée de 1’épicarpe (ou « zeste »), qui est jaune, orangé ou rouge a maturité, et parsemée
de nombreuses poches sécrétrices schizolysigenes remplies d’huile essentielle. Le mésocarpe
externe entoure le mésocarpe interne, appelé « albédo », de couleur blanche, avec une texture
plus ou moins spongieuse et d’épaisseur variable. L’épiderme interne, ou endocarpe, forme
des poils renflés et charnus qui composent la pulpe sucrée et comestible (Teuscher et al.,
2005 ; Dupont et Guignard, 2007).

Figure 12 : Feuilles, fleurs et fruits d’oranger (LOUSSERT, 1989).
11.8.3 Classification taxonomique de Citrus sinensis

Taxonomiquement, les Citrus sinensis appartienne a :

Regne : Végétal.
Embranchement : Spermaphytes.
Sous-embranchement : Angiospermes.
Classe : Eudicotylédones.
Ordre : Rutales.

Sous- classe : Rosidées.
Famille : Rutaceae.

Genres : Poncirus, Fortunella, et Citrus.(Guignard, 2001)
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11.8.4- Effet thérapeutique et Utilisation traditionnelle

Citrus sinensis a de nombreuses applications thérapeutiques et traditionnelles. Les principaux

effets sont présentés dans le tableau 13.

Tableau 13 : Effet thérapeutique et Utilisation traditionnelledu Citrus sinensis

Utilisation du Citrus sinensis

Effet thérapeutique

Jus d'orange
(Ferhatet al., 2010)

Antioxydant : Riche en vitamine C et
flavonoides, il protége les cellules contre les
dommages oxydatifs.
Renforcement immunitaire : Aide a renforcer le
systéme immunitaire et a combattre les infections

respiratoires.

Huile essentielle (écorce)
(Caissard et Baudino, 2012).

Digestif : Stimule I'appétit, améliore la digestion,
soulage les ballonnements et les indigestions.
Antistress et anxiolytique : Utilisée en

aromathérapie pour réduire le stress et l'anxiété.

Extraits (écorce et feuilles)
(Bruneton, 2001).

Anti-inflammatoire : Réduit I'inflammation et
soulage les douleurs.
Antimicrobien : Montre une activité
antimicrobienne contre divers pathogénes, utile

pour traiter certaines infections.

Huile essentielle (remede de premier

secours)
(Caissard et Baudino, 2012).

Antiseptique : Accélére la guérison des brllures
et des plaies, calme les inflammations dues aux
pigdres d'insectes.

Traitement de la gale et des poux : Efficace
pour traiter ces conditions.
Soulagement des maux de téte : Aide a
détendre, tonifier le systéme nerveux et favoriser

le sommeil.
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Depuis I’antiquité, I’homme a utilisé diverses plantes pour le traitement de maladies
infectieuses communes ainsi que pour leur parfum et leur saveur (Bauer et al., 2001; Rios et
Recio, 2005; Zsuzsanna et al., 2010). En effet, tout au long des siécles, les plantes
médicinales et aromatiques ont toujours fourni une source stable de médicaments pour les
populations. Elles ont été utilisées par les premiers Egyptiens et pour des siécles par les pays
asiatiques et plusieurs civilisations telle que les cultures indigenes, dans les pays arabes, la

civilisation grecque ou chinoise (Cowan, 1999).

Au cours des dernieres décennies, les huiles essentielles extraites des plantes aromatiques
ont suscité un intérét croissant en raison de leurs nombreuses propriétés bénéfiques
(Bandoniene et al., 2000). En effet, ces substances naturelles présentent une large gamme

d’activités biologiques (Marouf et Tremblin, 2009)

I11.1- Activité antibactériennes.
111.1.1- Infections nosocomiales

Une infection est par définition, la pénétration dans I’organisme d’un agent étranger
(bactérie, virus, champignon, parasite) capable de s’y multiplier et d’y induire des 1ésions
pathologiques . L’infection est dite nosocomiale si elle apparait au cours ou a la suite d’une
hospitalisation et si elle était absente a I’admission a 1’hopital (ou plus généralement dans un

lieu de soins), ce critére est applicable a toute infection (Elizabeth.F, 2002).

Lorsqu’une infection survient plus de 48heures apres 1’admission d’un patient dans une unité
de soins, elle est qualifiée d’infection nosocomiale (IN). De plus, toute infection du site
opératoire survenant dans les 30 jours suivant une intervention chirurgicale est généralement
considérée comme nosocomiale. Ce délai est étendu a un an pour les infections associées a la
mise en place de matériel prothétique telles que les prothéses articulaires, les dispositifs de

fixation métalliques ou les implants, comme indiqué par (Chabni et al., 2019 ; Popi , 2003).

Les IN les plus couramment observées incluent les infections des voies urinaires (IVU), les
infections du site opératoire, les infections respiratoires, et les septicémies, parmi lesquelles
I’infection urinaire est la plus prévalent, avec une incidence d’environ 40 % (Rahimi-Bashar

et al., 2018).

111.1.1.1- Agents pathogénes
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Les infections nosocomiales sont souvent causées par des bactéries commensales, qui les
bactéries sont souvent utiles au fonctionnement normal du corps humain, donc la flore
Bactéries qui vivent dans notre tube digestif (Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa...) est indispensable a la digestion; en revanche, si pour une raison ou une
D’autres bactéries peuvent s’échapper dans la cavité abdominale lors d’interventions
chirurgicales. lls peuvent devenir dangereux voire pathogénes ou saprophytes. Principal les
organismes responsables étaient des bacilles Gram négatif (53 %) et des coques Gram positif.
(33 %): E. coli (21 %), Staphylococcus aureus (16 %), Pseudomonas aeruginosa (11 %),
Enterococcus spp. (8 %). Ces quatre micro-organismes représentent 56% du nombre total de

micro-organismes Observé dans les infections nosocomiales (Abdelli et al., 2019)

Les bactéries ne sont pas les seuls pathogenes, notamment les champignons, Aspergillus,
Candida albicans, Cryptococcus neoformans et Cryptosporidium, les virus comme 1’hépatite
B et C, le VIH, Ebola, la grippe, I’herpés et la varicelle, le virus syncytial des voies
respiratoires (VRS), le rotavirus, I’entérovirus et le cytomégalovirus, ainsi que des parasites
tels que Giardia et les acariens de la gale, peuvent également étre des vecteurs d’infections

nosocomiales (WHO, 2002).
111.1.1.2- Modes de transmission

111.1.1.2.1- Voie endogene :

Le malade s’infecte avec ses propres germes lors d’un acte invasif et / ou en raison d’un acte
invasif. Fragilité particuliére (antibiotique diagnostic, état d’immunodépression). On parle
alors d’auto-infection. Cette flore est constituée des microorganismes abrités par le corps de

ce patient, et peut étre d’origine digestive, respiratoire, ou urogénitale (Phaneuf, 2010).
111.1.1.2.2- Voie exogéne :
Les bactéries d’intérét ont été obtenues a partir de I’environnement du patient.

e Hétéro-infection :

Dans ce cas, les germes qui provoquent une infection hospitaliére proviennent d’un autre
patient et la transmission est souvent transmise par les mains des agents de santé qui
travaillent avec plusieurs patients, transmettant les germes d’une personne a une autre. Ces
infections sont appelées «Croisées». Il s’agit de la méthode de décontamination la plus

courante pendant I’épidémie. Cependant, certaines bactéries, comme la tuberculose, sont
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aeroportées. Il est également rare que des bactéries se transmettent par contact direct entre
deux patients (Mergoud, 2004).

e Xéno-infection :

Il s’agit d’infections qui surviennent sous des formes endémiques ou épidémiques. Dans la
population extrahospitaliére ; le mode de transmission est un peu différents, Dans ce cas,
I’agent pathogene s’est propagé par des personnes provenant de: L’extérieur (personnel
soignant, visiteurs, sous-traitants) ainsi que lui-méme présentent des pathologies infectieuses
déclarées ou en voie de latence. Ce Cependant, le mode de transmission ne doit pas étre
ignoré car il peut étre dévastateur Pour les patients particulierement vulnérables; Ainsi; Les
professionnels de santé sont la vaccination contre la grippe est de plus en plus encouragée
(Mergoud, 2004)

e Exo-infection :

Cette infection est associée a des dégats techniques (désinfection inefficace, filtre air
non stérile, eau contaminée). Matériel a usage paramédical ou domestique utilisés avec des
patients; ils sont susceptibles d’étre contaminés et peuvent Cela conduit a de fréquentes

infections nosocomiales. (Ouhibi, 2015).

111.1.1.2.3. Patient réceptif

Certaines pathologies entrainent une légére immunodépression: les malades a risque sont: les
Brllés, les grabataires avec des escarres étendues, les polytraumatisés et les porteurs de
Dispositifs invasifs (assistance respiratoire, Sonde urinaire, cathéters divers), les insuffisants
Respiratoires, les personnes agées et surtout les nouveaux nés prématurés. lls sont donc

exposés a une Infection Nosocomiale (Berche et al., 1991).

I11.1.2. Les antibiotiques

Un « antibiotique » est toute substance naturelle produite par des organismes vivants ; Une
substance synthétique ou produite par un organisme vivant ou une substance chimique Semi-
synthétiques obtenus par modification chimique de molécules de base naturelles
(Auckenthaler et al., 1995)

Le terme « antibiotique » se limite aux molécules antimicrobiennes qui agissent en
empéchant la prolifération bactérienne (molécules bactériostatiques) ou en détruisant les

bactéries (molécules bactéricides ou bactériolytiques) (Clos, 2012).
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Par différents modes d’action, les antibiotiques peuvent agir sur: Synthése du peptidoglycane
et de la paroi cellulaire (B-lactamine, glycopeptide, fosfomycine), de la membrane cellulaire
(polymyxine), synthése des protéines (macrolides et médicaments apparentés,
aminoglycosides, phénols, tétracyclines), synthése des acides nucléiques (quinolones,
rifamycines, nitroimidazole) et métabolisme intermédiaire (sulfamides, triméthoprime)
(Demore et coll.; 2012)

111.1.3. La résistance bactérienne aux antibiotiques

On connait depuis longtemps la résistance des bactéries aux antibiotiques, et son impact
clinique survient trés peu de temps aprés le début de 1’antibiothérapie. Elle est I’objet de
nombreuses publications et de nombreuses revues qui témoignent de son évolution constante
Les avancées dans la connaissance de la morphologie et du métabolisme bactérien ont permis
de mieux comprendre ses mécanismes. (Mammeri et al., 2022)

La résistance naturelle ou intrinséque correspond a la capacité de résister a la présence d’un
antibiotique pour toutes les souches d’une espéce ou d’un genre bactérien. La Société
frangaise de Microbiologie (SFM) définit la résistance naturelle comme la caractéristique
d’une espece bactérienne qui se traduit par des concentrations minimales inhibitrices (CMI)
supérieures a la concentration critique des tests de sensibilité pour L’antibiotique concerné.

La résistance acquise est une propriété de souche, contrairement a la résistance naturelle, qui
est une propriété d’espece ou de genre. La capacité de cette derniére a supporter une
concentration d’antibiotique bien supérieure a celle des autres souches de la méme espece. Par
mutation chromosomique ou par acquisition de matériel génétique exogene, elle peut étre

acquise (Prescott, 2000).

I11.1.4. Les huiles essentielles comme agents antibactériens

On connait les caractéristiques microbiologiques des plantes aromatiques et médicinales.
Cependant, la premicre découverte de 1’effet des huiles essentielles sur les bactéries remonte a
1881 avec Delacroix (Boyle, 1995). Depuis lors, plusieurs huiles ont été identifiées comme
ayant une action antibactérienne (Burt, 2004). Elles ont un trés large champ d’action, car elles
ciblent une variété de bactéries, y compris celles qui développent des résistances aux
antibiotiques. De plus, cette activité varie selon les huiles essentielles et les souches
bactériennes (Kalemba et Kunicka, 2003; Oussou, 2009; Avlessi et al, 2012).

Selon Dorman et Deans(2000) et (Ultee et al. ,2002), ’activité biologique d’une huile

essentielle est influencée par sa composition chimique, les groupes fonctionnels des composés
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principaux (alcools, phénols, composés terpéniques et cétoniques), et leurs effets synergiques.
Les phénols (thymol, carvacrol et eugénol), les alcools (a-terpinéol, terpinéne-4-ol et linalol),
les aldéhydes, les cétones, et plus rarement les terpénes sont des composés chimiques de plus

grande efficacité et de plus large spectre (Cosentino et al., 1999; Dorman et Deans, 2000).

Les huiles essentielles agissent aussi bien sur les bactéries a Gram positif que les bactéries a
Gram négatif. Toutefois, les bactéries a Gram négatif paraissent moins sensibles a leur action
et ceci est directement lié a la nature de leur paroi cellulaire (Burt, 2004). La bactérie
reconnue comme la moins sensible a leur effet reste néanmoins les bactéries a Gram négatif

comme Pseudomonas aeruginosa (Dorman et Deans, 2000).

En réalité, cette bactérie est résistante aux agents biocides, en lien avec la nature de sa
membrane externe. Elle est constituée de lipopolysaccharides qui créent une barriere qui ne
peut pas étre attaquée par des composés hydrophobes. En la présence d’agents qui
perméabilisent la membrane externe entraine I’activation de substances inactives contre
Pseudomonas aeruginosa (Mann et al, 2000). Cette variété semble étre trés résistante a de

nombreuses huiles essentielles (Hammer et al, 1999; Deans et Ritchie, 1987).

111.1.4.1. Mode d’action des huiles essentielles

Il n’est pas évident comment les huiles essentielles agissent sur les cellules bactériennes

(Kalemba et Kunicka, 2003; Burt, 2004).

En raison de la diversité des quantités et des profils des composants des huiles essentielles, il
est probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas liée a un mécanisme unique, mais a
plusieurs sites d’action cellulaires. Comme leur composition chimique est complexe, tout
laisse supposer que ce mode d’action est assez complexe et difficile a comprendre du point de
vue moléculaire. Chacun des composants des huiles essentielles a probablement son propre

mécanisme d’action.

Les huiles essentielles agissent principalement en fonction du type et des propriétés des
composants actifs, notamment leur capacité a étre hydrophobes, ce qui leur permet de pénétrer
dans la double couche phospholipidique de la membrane bactérienne. Cela peut entrainer une

modification de la structure de la membrane (Cox et al, 2000; Carson et al, 2002).

Leur action se déroule, en général, en trois étapes:
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» L’huile essentielle attaque la paroi bactérienne, ce qui entraine une augmentation de la
perméabilité et la perte des composants cellulaires.

» La cellule est acidifiée a I’intérieur, ce qui entrave la production d’énergie cellulaire et
la synthése des composants de structure.

> Le matériel génétique est détruit, ce qui entraine la mort de la bactérie (Daferera et
al., 2003) (figure 13).
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Figure 13: Action des huiles essentielles et de leurs constituants sur la cellule Bactérienne
(Burt, 2004).

111.2. Activité antioxydante
I11.2.1. Le stress oxydatif

Un antioxydant est un élément ou un composé qui empéche la dégradation, les dégats, ou la
destruction par 1’oxydation. En bloquant ou en retardant les effets du stress oxydatif, ces
composes bioactifs assurent une protection contre celui-ci. Les dégats oxydatifs provoqués

par les organismes réactifs de I’oxygéne (ROS).

(Soumya et Jayanthi .2020), les antioxydants exploitent diverses approches pour éliminer les
radicaux libres, notamment en inhibant la production de radicaux libres, en capturant la

molécule d’oxygéne, et en chélant les pro-oxydants métalliques.

Les HE présentent un pouvoir antioxydant trés marqué grace a ces constituants actifs tel que
I’eugénol, le thymol .... Les résultats déja publiés révélent que les huiles essentielles sont une

bonne source d’antioxydants naturels. (Randriaanarivelo, 2010).

1112.2. Les radicaux libres
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Un radical libre est une espece chimique, atome ou molécule, caractérisée par la présence
d’un électron non apparié. Ce déséquilibre électronique est temporaire et est généralement
résolu par 1I’acceptation d’un autre électron ou par le transfert de 1’électron libre vers une autre
molécule (Afonson et al., 2007). En tant qu’accepteur ou donneur d’électrons, les radicaux
libres possedent la propriété d’étre extrémement réactifs (Koechlin-Ramonatxo, 2006). Cette
réactivité chimique varie en fonction de la molécule considérée, mais la plupart des radicaux
libres sont des oxydants puissants (Goudable et Favier, 1997).Toute réaction impliquant
I’oxygeéne moléculaire et un systéme réducteur de transfert d’électrons peut libérer des
radicaux (Barouki, 2006). En conséquence, le terme d’espéces réactives de 1’oxygéne (ERO)
est préféré a celui de radicaux libres, car il reflete mieux la nature inévitable de ces especes
chimiques dans le contexte biologique (Goudable et Favier, 1997). La production d’ERO est
permanente et physiologique, étant directement liée a la consommation d’oxygeéne

moléculaire par 1’organisme (Koechlin-Ramonatxo, 2006)

Le dioxygene est susceptible de récupérer quatre électrons, en présence de rayonnements, de
métaux ou d’enzymes, il est capable de capter un électron pour donner le radical superoxyde,
qui est un radical modérément réactif. Le monoxyde d’azote (NO) interagit avec 1’anion
superoxyde pour donner le peroxynitrite, composé extrémement réactif et toxique (Barouki,
2006). Les principales ERO : I’oxygéne singlet O2, I’anion superoxyde O2-, le
peroxyded’hydrogene, le radical hydroxyle OH et I’0zone Os (Bensakhria , 2018).

Reéactions chimiques de formation des radicaux libres

OO @G ®+eﬂ@'

Tique oe in llalson ¢ Reguction monod

OO ®+I0 9%%6

a lialzon covalen

Figure 14: Réactions de formation des radicaux libres (Bensakhria, 2018).

111.2.3. Les antioxydants

Les antioxydants sont définis comme toute substance qui, présente a faible concentration par
rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou inhiber I'oxydation de ce dernier

(Bensakhria, 2018). Ceux sont des molécules de défense présentes dans la cellule,
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notamment le glutathion, les vitamines E et C, la bilirubine, I'acide lipoique, et des enzymes
comme la catalase, la superoxyde dismutase, la glutathion peroxydase, les peroxyrédoxines...
elles ont la capacité de neutraliser les radicaux libre et empécher leur accumulation (Barouki,
2006).
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IV.1. Matériel végétal
IV.1.1. Mixture traditionnelle a base de plantes

La mixture testée dans notre travail est utilisée traditionnellement dans la région de
Mostaganem dans le traitement de quelques infections. Elle nous a été fournie par le
professeur Bahri Fouad. Elle est composée de huit plantes : Thymus vulgaris (Lis)), Ammi
visnaga (423, Menthapulegium (%), Zingibe officinale (LxaiSw), Cinnamomumverum ((24_3,
Syzygiumaromaticum (J&_8), Lavandulaangustifolia ((“/J> et Citrus sinensis((<is. Ces
plantes ont été achetées du commerce et la préparation de la mixture a été faite par le

professeur Bahri Fouad.

1V.2. Extraction de I’huile essentielle par Hydrodistillation :

L’extraction de I’huile essentielle de la mixture a été effectuée par la méthode
d’hydrodistillationa 1’aide d’un hydrodistillateur de type Clevenger (figure 15). Cela consiste
a introduire 100 g de matériel végétal dans un ballon de 2 Litres contenant de I’eau distillée.
L’ensemble est porté¢ a ébullition pendant 3H a 1’aide d’une chauffe ballon. Les vapeurs
chargées d’huile essentielle, traversent le réfrigérant et se condensent ainsi avant de chuter
dans une ampoule de décantation, 1’huile se sépare par la suite de 1’eau par différence de
densité. L’huile obtenue est conservée a une température de 0°C dans des tubes en verre
opaques, fermés hermétiquement pour la préserver de I’air et de la lumiere jusqu’a son usage.

(Abdelli et al., 2019)

1V. 3. Calcul du rendement

Selon les normes AFNOR 2000, le rendement en huile essentielle (RHE) est défini comme la
masse d'huile essentielle (M") obtenue apres extraction en pourcentage de la masse de matiére
végeétale utilisée (M). Ce rendement est exprimé en pourcentage et peut étre calculé a I'aide de

la formule suivante :

RHE (%) =M’ / M x 100

Dans cette formule :

RHE : représente le pourcentage de rendement en huile essentielle.
M : correspond a la masse d'huile essentielle obtenue (en grammes).

M : est la masse en grammes de matiere végétale séche utilisée.
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Grace a cette formule, le rendement en huiles essentielles pendant le processus d’extraction

peut étre calculé avec précision sur la base de normes établies.

Figure 15 : Hydrodistillateur de type Clevenger pour I’extraction de I’huile
essentielle

IV.4. Screening phytochimique

Le screening phytochimique est une étape essentielle permettant d’identifier les diverses
familles de composés chimiques présents dans les plantes étudiées. Ce processus implique la
réalisation de tests phytochimiques qualitatifs, qui reposent sur des réactions de coloration ou
la formation de complexes insolubles par le biais de réactions de précipitation spécifiques a
chaqueclasse de principes actifs. L’objectif principal est d’extraire les composés de la maticre
végétale en utilisant des solvants de polarité croissante. L’analyse phytochimique a été
réalisée sur la mixture ; en utilisant les tests standards décrits par Bruneton (1993), Sofowora
(1993) et (Trease et Evans,2002).

1V.4.1. Alcaloides
e Preéparation de la solution a analyser

Dans un erlenmeyer de 250 ml, 10 g de poudre végétale sont introduits. Une solution d’acide
sulfurique (H2S04) a 10% est préparée, dont 50 ml sont ajoutés a I’erlenmeyer contenant la
poudre végétale. L’ensemble est soumis a une macération de 24 heures a température

ambiante ; Le macéré est filtré et lavé a I’eau distillée de maniére a obtenir 50 ml de filtrat.

Caractérisation
e 1 ml de filtrat est prélevé et introduit dans un tube a essai auquel 5 gouttes du réactif

de Mayer (annexe n°2) sont ajoutées ;
e 1 ml de filtrat est prélevé et introduit dans un tube a essai auquel 5 gouttes du réactif

de Wagner (annexe n°2) sont ajoutées.
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La présence d’alcaloides est caractérisée par la formation d’un précipité de couleur blanc-

jaunatre pour la premiére réaction et brun pour la deuxieme.

Test de confirmation

Dans un erlenmeyer, une quantité de 0,3 g de poudre végétale est combinée avec 3 ml d’acide
chlorhydrique (HCI) dilué a 5%. Aprés agitation pendant 30 minutes, le mélange est filtré. Un
échantillon de 1 ml du filtrat est ensuite transféré dans un tube a essai et mélangé avec
quelques gouttes de réactif de Mayer. La présence d’alcaloides est confirmée par I’apparition

d’un précipité ou d’une opacité blanche.
1V.4.2. Polyphénols

e Préparation de la solution a analyser

5 g de poudre végétale sont introduits dans 100 ml d’eau distillée bouillante contenue dans un
erlenmeyer de 250 ml. Apreés une infusion de 15 min, la suspension est filtrée et rincée avec
un peu d’eau chaude de maniere a obtenir 100 ml d’infusé a 5%.

Caractérisation

1VV.4.2.1. Tanins
e Réaction de coloration

5 ml d’infusé a 5% sont introduits dans un tube a essai auquel 1 ml d’une solution aqueuse
diluée de chlorure de fer (I11) (FeClI3) a 1% est ajoute. La présence de tanins est caractérisée

par une coloration verdatre ou bleu noirétre.

Différenciation des tanins (réaction de Stiasny)

Dans un volume de 30 ml d’infusion a 5%, 15 ml de réactif de Stiasny(voir annexe n°3) sont
introduits. Le mélange est ensuite chauffé a 90°C dans un bain-marie pendant environ 15
minutes. La formation d’un précipité rose de maniere significative indique la présence de
tanins catéchiques. Apres filtration du mélange, une saturation est réalisée avec 5 g d’acétate
de sodium (CH3COONa), suivi de 1’addition de 1 ml d’une solution a 1% de chlorure de fer
(TIT) (FeCl3). L’apparition d’une coloration bleu-noire confirme la présence de tanins

galliques qui n’ont pas réagi avec le réactif de Stiasny.

1VV.4.2.2. Flavonoides
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Les flavonoides, pigments naturels, sont répandus dans les plantes et influent sur leur
coloration. Leur diversité structurelle suscite des études pour comprendre leurs propriétés
biologiques. Ces composés phénoliques contribuent a 1’attrait visuel des plantes en colorant

fleurs, fruits et feuilles.

e Anthocyanes

A 5 ml d’infusé présentant une coloration plus ou moins foncée, 5 ml d’acide sulfurique
(H2S04) a 10% puis 5 ml d’hydroxyde d’ammonium (NH4OH) a 50% sont ajoutés. Une
coloration s’accentuant par acidification puis virant au bleu violacé en milieu basique, conclut

a la présence d’anthocyanes.

e Réaction a la cyanidine

S5ml d’infusé sont introduits dans un tube a essai auquel sont ajoutés 5 ml d’alcool
chlorhydrique (alcool & 95°, eau distillée, HCI concentré a parties égales en volume de 5 ml)
et 1 ml d’alcool isoamylique puis quelques copeaux de magnésium. Il se produit une réaction

de crépitation pendant quelques minutes.

L’observation d’une coloration variant du rose orangé (flavones) au rouge (flavonols,
flavanolols) dans la phase supérieure d’alcool isoamyliqueindique la présence de flavonoides
libres, également appelés génines. Les colorations obtenues sont généralement moins
prononcees en présence d’hétérosides flavoniques. En revanche, les réactions sont négatives
en présence de chalcones, dihydrochalcones,aurones, catéchines et isoflavones

e Leucoanthocyanes

La réaction de la cyanidine est effectuée sans ajout de copeaux de magnésium avec chauffage
au bain-marie pendant 15 min. L’apparition d’une coloration rouge cerise ou violacée indique
une réaction positive. Une teinte brun-rouge est observée en présence de catéchols.

IV.4 .3. Dérivés anthracéniques

Préparation de la solution a analyser

> Extrait chloroformique

A 1 g de poudre végétale, un volume de 10 ml de chloroforme est ajouté. Le mélange est

chauffé au bain-marie pendant 3 min puis est filtré a chaud et complété a 10 ml si nécessaire.
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» Hydrolyséat

Pour préparer la solution, une fraction du résidu provenant de la poudre épuisée par le
chloroforme est combinée avec 10 ml d’eau distillée et 1 ml d’acide chlorhydrique concentré.
Le mélange est chauffé dans un bain-marie a ébullition pendant 15 minutes, puis refroidi sous
un courant d’eau et filtré. Enfin, la solution est ajustée a un volume final de 10 ml en ajoutant

de I’eau distillée

Caracterisation
> Derivés anthraceniques libres (réaction de Borntrager)

1 ml d’extrait chloroformique est introduit dans un tube a essai auquel 1 ml d’hydroxyde
d’ammonium (NH4OH) dilué a 50% est ajouté, le mélange est agité. Une coloration plus ou

moins rouge indique la présence d’anthraquinones libres.

> Dérivés anthracéniques combinés

e O-Hétérosides

Pour I’analyse, 5 ml d’hydrolysat sont combinés avec 5 ml de chloroforme, puis la phase
organique est isolée et transférée dans un tube a essai. A ce mélange, 1 ml d’hydroxyde
d’ammonium (NH4OH) dilué est ajouté et le tout est soigneusement agité. La phase aqueuse
est préservée pour I’étape suivante. Une réaction positive se manifeste par une coloration
rouge de diverses intensités. En cas de réaction négative ou faiblement positive, une recherche

approfondie est entreprise pour détecter les O-hétérosides agénine réduite.

e O-hétérosides a génine réduite
Un aliquote de 5 ml d’hydrolysat est supplémenté avec 3 a 4 gouttes de solution de chlorure
ferrique (FeClI3) a 10%. Le mélange réactionnel est incubé au bain-marie pendant 4 minutes,
puis refroidi et extrait au chloroforme (5 ml). La phase organique est récupérée et traitée avec
1 ml d’hydroxyde d’ammonium dilu¢ sous agitation. En présence de produits d’oxydation des
anthranols ou des anthrones, une coloration intense se développe dans la phase agueuse

ammoniacale.

e C-hétérosides

Lors de la caractérisation des O-hétérosides, la phase aqueuse conservée est traitée avec 10 ml
d’eau distillée, suivie de 1’addition de 1 ml de FeCl3 a 10%. Le mélange est chauffé dans un

bain-marie pendant 30 minutes, puis refroidi et agité avec 5 ml de chloroforme. La phase
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chloroformique est séparée et transférée dans un tube a essai, ou 1 ml d’hydroxyde
d’ammonium (NH4OH) dilué est ajouté et agité. Une coloration rouge plus ou moins intense
indique la présence de génines de C-hétérosides.
IV.4.4. Autres caractéerisations
e Préparation de la solution a analyser

Un décocté a 10% est préparé en introduisant 10 g de poudre végétale dans un erlenmeyer
de 250 ml contenant 100 ml d’eau distillée. Le mélange est porté a ébullition pendant 15 min.
1V.4.4.1 Composés réducteurs

5 ml de décocté aqueux a 10% introduit dans un bécher est évaporé au bain-marie jusqu’a
sec. Le résidu est repris avec 1 ml de réactif de Fehling (0.5 ml de réactif A + 0.5 ml de réactif

B). L’obtention d’un précipité rouge brique indique la présence de composés réducteurs

1VV.4.4.2. Oses et holosides

5 ml de décocté aqueux a 10% introduit dans un bécher est évaporé au bain-marie jusqu’a
sec. Le résidu est repris avec 2 a 3 gouttes de H2SO4 concentré puis 3 a 4 gouttes d’alcool
saturé avec du thymol 5 min apres. Le développement d’une coloration rouge caractérise les

oses et les holosides.

1V.4.4.3. Mucilages

Dans un tube a essai, 1 ml de décocté aqueux a 10% et 5 ml d’éthanol absolu sont introduits.
L’obtention d’un précipité floconneux par mélange aprés 10 min, indique la présence de
mucilages.

1V.4.4.4. Hétérosides cyanogénétiques

1 g de poudre végétale est introduit dans un tube contenant 5 ml d’une solution de méme
volume d’eau et de toluéne. Un papier picrosodé imbibé de réactif de Guignard (annexe n°3)
est alors déposé dans le tube. L’apparition d’une coloration rouge indique la présence
d’hétérosides cyanogénétiques.

IV.5. Procédés d’étude microbiologique

1VV.5.1. Souches bactériennes testées

Les cing souches utilisées dans notre étude nous ont été fourni par Dr Boussena Ces souches

ont été isolées, identifiés et caractérisées génétiquement (Boussena A. 2024) (Tableau 14).

41



Matériel et Méthodes

Tableau 14 : Nature des souches utilisées

Souches Gram Séquence ID: Source
Escherichia coli Positive ONG653022.1
Pseudomonas aeruginosa Négative KJ819583.1

Enterobacter homaechei

sub sp Xiangfangensis négative MG923793.1 |Boussena, 2024
Enterobacter auxiensis négative OP068064.1
Staphylococcus aureus Positive OP068064.1

1VV.5.2 Milieux de culture utilisés :

Les milieux de culture utilisés pour les différents tests microbiologiques sont les suivants
(annexe n°1).

- Bouillon nutritif ;

- gélose nutritive(GN)

- milieu Mueller Hinton (M.H) liquide et solide

1V.5.3. Préparation de I’inoculum

L’inoculum sont préparés a partir d’une culture jeune en milieu liquide (bouillon nutritif) de
18H et ce, en les diluant dans de I’eau physiologique stérile, de maniére a obtenir des
suspensions de concentration bactériennes déterminée suivant la méthode utilisée pour 1’étude

de I’activité antimicrobienne des différents agents testés

IV.5.4. Etude de la sensibilité des souches vis-a-vis des agents antibactérienne standards

La sensibilité bactérienne aux antibiotiques a été évaluée par diffusion de disque sur milieu
gélosé (NCCLS, 1997). Des suspensions bactériennes standardisées a 108 UFC/mL (Brahmi
et al., 2014) dans un volume de 100ul ont été ensemencées par étalement sur milieu gélosé
Mueller Hinton (Tableau 15). Utilisez ensuite une pince stérile pour placer le disque

d'antibiotique sur la surface du milieu correspondant.
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Dans le méme temps, des témoins ont été utilisés pour contrdler la croissance des souches
testées. Fermer la boite de Pétri et laisser diffuser 1 heure a température ambiante. Ils ont
ensuite été incubés a 37°C pendant 24 heures. Les expériences ont été répétées trois fois pour
Chaque bactérie.

La lecture des résultats a été faite par la mesure de la zone d’inhibition, qui est représentée
par une auréole formée autour de chaque disque ou aucune croissance n’est observée.
(Mammeri et al., 2022)

Tableau 15 : Liste des antibiotiques utilisés.

Antibiotique Sigle Charge du disque
Oxytétracycline OoXl 5pug
Ceftriaxone F300 300 pg
Ciprofloxacine CN120 10 pg
Amikacine AKio 30 ug

1V.5.5. Etude de activité antibactérienne des huiles essentielles
1V.5.5.1- Technique d’aromatogramme (méthode de Vincent)

La réalisation de cette méthode repose sur le principe de d’aromatogramme (NCCLS, 1997).
Des disques stériles de papier Wattman de 6 mm de diametre ; contenant 5 pL d’huile
essentielle a tester (Arabi et al., 2017). Sont déposés a I’aide d’une pince stérile a la surface
d’un milieu gélosé approprié pour chaque souche, préalablement ensemencé avec 100 pl de
suspension microbienne dont la turbidité a été ajustée a 108 UFC/ml (Haddouchi et al.,
2009). Des témoins ont été utilisés comme contréle négatif. Les boites de Pétri sont ensuite
fermées et laissées diffuser a température ambiante pendant 1H avant d’étre incubées a 37°C
pendant 24H.

L’activité antibactérienne de I’huile essentielle est déterminée en mesurant le diametre de la
zone d’inhibition formée autour de chaque disque. L’importance des diameétres des zones
reflete ’'impact de I’huile essentielle sur les souches testées.

IVV.5.5.2- Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
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La détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) contre les souches
bactériennes a été effectuée en utilisant la méthode de microdilution en milieu liquide décrite
par (Sharma et al., 2020). Les solutions méres d’huile essentielle ont été préparées en les
dissolvant dans du diméthylsulfoxyde (DMSO a 10%). Des dilutions successives par
progression géométrique a base de 2 de chaque solution mere ont été réalisées dans des
microplaques de 96 puits en utilisant du bouillon Mueller Hinton (MHB), afin d’obtenir les
dilutions suivantes : (5/1.25/0.62..../0.004) La gamme de concentrations finales d’huile
essentielle utilisée variait de 5mg/mL a 0.004mg/mL

Chaque puits de microplaque contenant 100 pL de dilution des échantillons testés a été
complété par 1’ajout de 10 pL de suspension microbienne (2 une concentration de
10°UFC/mL) et de 90 pL de MHB pour obtenir un volume final de 200 pL. Le dernier puits
de chaque ligne dans la microplaque, contenant le bouillon et I’inoculum, a servi de témoin
positif, tandis que le 11éme puits a été utilisé pour le témoin négatif, contenant uniquement du

bouillon. Aprés I’inoculation, les microplaques ont été incubées a 37 °C pendant 24 heures.

Aprés I’incubation, 40 pL d’une solution de chlorure de triphényltétrazolium (TTC) a 0,4
mg/mL ont été ajoutés a chaque puits, et les microplaques ont été incubées a 37 °C pendant 30
minutes. Ensuite, les microplaques ont été examinées pour détecter tout changement de
couleur. La présence d’une croissance microbienne a été¢ indiquée par 1’apparition d’une

couleur rose (Ouguirti et al., 2021).

IVV.5.5.3- Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La concentration minimale bactéricide est correspond a la plus faible concentration de
I’extrait ou de I’huile essentielle qui produit une réduction de 99.9% de 1’inoculum microbien
initial (Skandamis et al., 2001)

Inoculer le contenu des puits de microplaques ou aucun désordre n'est observé, en partant du
tube correspondant au CMI, en inoculant a l'aide d'une anse le milieu gélose M.H par bandes
de 5 cm de long. Les boites ont ensuite été incubées a 37°C pendant 24 h (Oussou K.P. et al.,
2004).

En se Référant au rapport CMB/CMI, I’effet antimicrobien peut étre jugé comme suit
(Sbayou et al., 2014) :

Rapport CMB/CMI <4 : effet bactéricide

Rapport CMB/CMI >4 : effet bactériostatique.
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IV.6. Etude de ’activité antioxydante
IV.6.1. Test de DPPH
Pour évaluer I’activité antioxydante, nous avons utilise la méthode DPPH (2,2-diphényle-1-
trinitrophénylhydrazine) (Boussena et al., 2022).
> Principe

Le test DPPH® mesure la résistance aux radicaux libres de molécules pures ou d’extraits de
plantes dans un systétme modele (solvant organique, température ambiante). Il mesure la
capacité d’un antioxydant (HA, généralement un composé phénolique) a réduire le radical
libre chimique DPPH (2,2-diphényl-1-trinitrophénylhydrazine) via transfert d’hydrogene.
DPPH?, initialement violet, se transforme en DPPH-H, jaune pale. (Dangles B. 1999)

— e

Figure 16 : Mécanisme de réduction du radical libre DPPH par un antioxydant

La réduction du DPPH peut étre facilement mesurée par spectrophotométrie a 515 nm (Amax
DPPH). Selon la nature de I’antioxydant, la réaction sera plus ou moins rapide, Et la Quantité

de DPPH-H formée dépendra de la concentration de 1’antioxydant
e Préparation du DPPH
25 mg de DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazine) est dissoute dans 100ml du méthanol pour

obtenir une solution de DPPH. (Solution de stock)

Pour préparer la solution de travail ; prenez 10ml de solution de stock et ajoutez 45ml de
méthanol. Ensuite ; ajustez le spectre a (515nm) pour obtenir une absorbance de 1,1 + 0,02)
.stocké a I’arbi de la lumiere et au réfrigérateur en attendant son utilisation

» Mode opératoire

150 puL d’huile essentielle a différentes concentrations (5, 2,5, 1,25, 0,62, 0,31 mg/mL) ont été
mélangés avec 2850 pL de solution de travail DPPH (25 mg/100 mL dans du méthanol, diluée
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pour obtenir une absorbance de 1,1 + 0,02) pendant 30 minutes d’incubation a I’obscurité et a
température ambiante. Ensuite, I’absorbance a été mesurée a 515 nm. Nous procédons de la
méme manicre pour 1’acide ascorbique (antioxydant de référence). Ce test a été répété trois

fois pour chaque échantillon.

Les concentrations des échantillons fournissant 50% de I’effet antioxydant (ICsp) ont été
Déterminées a ’aide des graphiques des pourcentages d’effet antioxydant par rapport aux

concentrations des échantillons (Boussena et al., 2022).

> Expression des résultats

L’activité anti radicalaire s’exprime par le pouvoir réducteur de la solution méthanolique
DPPH (Rashid et al. 2010). Selon Dung et al. (2008) et Eyob et al. (2008), la puissance

réduite est déterminée en appliquant la formule suivante :

PR (Ac-AE)/Ac. 100

PR: pouvoir de la reduction en %;
AE: absorbance de la solution de DPPH en présence de I’huile essentielle ou de la vitamine C
AC: absorbance de la solution de DPPH en absence de 1’ huile essentielle et de la vitamine C.

Diminution de la puissance en fonction de la concentration. Pour les mélanges d’huiles
essentielles et d’acide ascorbique, les parametres IC50peuvent étre calculés. Ou représente la
concentration efficace, qui est définie comme la concentration d’huile essentielle (ou de

vitamine C) nécessaire pour réduire 1’activité du DPPH de 50 % (Molyneux, 2004).

IV.6.2. Test de FRAP :
» Principe

Cette technologie repose sur la capacité des huiles essentielles & réduire le fer ferrique (Fe*)
présent dans le complexe ferrocyanure de potassiume K3Fe(CN) 6 fer ferreux (Fe'?),
provoquant ainsi une modification de la couleur jaune du fer trivalent Couleur bleu-vert du fer
au fer ferreux. L’intensité de cette coloration est mesurée par spectrophotométrie a 700 nm

(Karagozler et al., 2008).

> Mode opératoire
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Le pouvoir réducteur des huiles essentielles a été déterminé selon la méthode décrite par
Oyaizu (1986). A cette fin, 1 ml de solutions éthanoiques d’huiles essentielles préparées a
différentes concentrations ont été mélangées avec 2,5 ml de solution tampon phosphate (0,2
M, pH 6,6) et 2,5 ml de solution & 1% de ferrocyanure de potassium K3Fe(CN)6 Incuber dans
un bain-marie a 50°C pendant20 minutes, laisser refroidir a température ambiante et ajouter
2,5 ml d’acide trichloroacétique a 10 % pour terminer la réaction. Le mélange a été centrifugé
a 3000 tr/min pendant 10 min. Ensuite, 2,5 ml du surnageant ont été mélangés avec 2,5 ml
d’eau distillée et 0,5 ml d’une solution aqueuse a 0,1% de chlorure ferrique FeClz. Aprés 10
minutes d’incubation, 1’absorbance du mélange réactionnel a ét¢ mesurée a 700 nm a 1’aide
d’un spectrophotométre UV-Vis JENWAY 7305 contre un blanc préparé de maniere
similaire, en remplagant 1’échantillon d’huile essentielle par de 1’eau distillée. Des solutions
d’acide ascorbique de différentes concentrations préparées dans les mémes conditions ont été

utilisées comme contrdles positifs.

La valeur ECs est la concentration efficace de notre huile essentielle avec une absorbance de

0,5 et est déterminée par interpolation de 1’équation de régression linéaire.

IV.7- Encapsulation du I’huile essentielle par coacervation complexe alginate de sodium

et agar agar :

Les alginates ont des propriétés remarquables qui leurs permettent de former des gels, Des
sphéres ou encore des micro ou nanoparticules en raison de leur capacité a agir comme un
agent réticulent. Ils sont également utilisés en raison de leur caractéristiques biocompatibles,
biodégradables et non toxiques (HAMED et al., 2022).

Le protocole de coacervation est une adaptation du protocole décrit par Ollagnier et al.,
2014). Pour immobiliser 1’huile sous forme de billes de gel, un mélange d’huile et d’alginate
de sodium a été préparé. La solution d’alginate a été mélangée avec I’huile dans un rapport
1:1 (v/v) pour obtenir une concentration finale en alginate de 2% (p/v).L’huile a été
émulsionnée et le mélange est devenu crémeux apres agitation magnetique pendant 20 a 30
minutes. Un autre polymere, I’agar agar, a été ajouté pour améliorer 1’agrégation des billes.
Les billes ont été produites en injectant un mélange de fluides dans une solution de chlorure
de calcium a température ambiante. Apres production, | ont été mesurées et immergées dans
la solution de CaCl> pendant 30 minutes pour durcir. Une fois durcies, les billes ont été

récupérées par filtration et lavées a 1’eau désionisée.
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1V.8. Activités biologiques et propriétés pharmacologique
IVV.8.1. Etude de toxicité orale aigue :
e Matériel animal

Afin d’évaluer la toxicité aigiie de notre mixture, nous a Choisis les rats comme modele
animal expérimental. A cet effet, Des rats blancs Males et femelles du Wister pesant entre

150g et 200g, sont récupérés de I’institut Pasteur d’ Alger ; ont été utilisés pour le test in Vivo.

Les animaux sont mis dans des conditions appropriées de température 25°C, humidité 45% et
dispensés d’un éclairage artificiel faisant Alterner des séquences de 12 heures de lumiére et de
12 heures d’obscurité. Apres leur Reproduction, les males et les femelles sont séparées dans
des cages en plastique, d’une longueur de 34 cm, d’une largeur de 23cm et d’une hauteur de

16 cm.
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Figure 17 : Les Rats Wistar
e Principe

L’étude de la toxicité aigué par voie orale de I’huile essentielle a été conduite selon les

Directives 423 d’OCDE (Organisation de Coopération et de Développement Economique):
Toxicité orale aigué —Méthode par classe de toxicité aigué). La méthode utilisée dans cette
Etude est celle de 1’ajustement des doses qui permet d’estimer la DLsp.

e Mode opératoire

Les essais de toxicité aigué ont été effectués conformément au Code directeur 423 de
I’Organisation de coopération et de développement économiques (OCDE) (OCDE, 2001a)

(annexe 5). Les rats (femelles uniguement) étaient a jeun pendant 16 heures avant
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I’expérience et avaient libre accés a I’eau. Chaque huile essentielle des espéces végétales

étudiées a été administrée par voie orale a des doses de 50, 300 et 2000.

mg/kg a des groupes de souris (n=3). Respectivement. Le groupe témoin a recu uniquement
le véhicule (10 ml/kg 1 % Tween 80). Apres le traitement, les animaux ont été observés en
continu pendant 2 heures, puis ont regu de la nourriture et de 1’eau pour détecter des
changements dans leurs réponses autonomes ou comportementales (mort, agitation,

respiration, faiblesse) par rapport au groupe témaoin.

La surveillance de la mortalité s’est poursuivie pendant 48 heures puis pendant 7 jours. Si
aucun déces n’était enregistré dans le groupe de traitement, le test était répété sur un nouveau
lot d’animaux (n = 3) en utilisant des doses d’huile essentielle plus élevées, jusqu’a 5000

mg/kg. ) Figure 18.

Figure 18 : Méthode de gavage de I’huile essentielle
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Résultats et Discussion

V.1. Rendement en huile essentielle

Le rendement moyen en huile essentielle de la mixture extraite par hydrodistillation, a été

calculé en fonction de la masse du matériel végétal traité selon la formule suivante :
Rd = Masse d’huile essentielle (g)/Masse du matériel végétal utilisé (g) *100

Les résultats montrent que la mixture a donné un rendement en huile essentielle de 2.4%.
C’est un trés bon rendement. Ceci est peut-&tredd au nombre des plantes qui constituent cette

mixture.

De nombreux travaux effectués sur la mixture montrent des rendements variables comparés

aux notres.

Une étude faite sur la mixture de plantes médicinales en région de Djelfa située dans la partie
centrale du nord de I’Algérie qui est une région caractérisée par un climat semi-aride, a
donner un rendement de (0,26%) (Huzar et al., 2018). Ce résultat est tres inférieur au

rendement qu’on a obtenu.

En dehors de I’ Algérie, une étude a été faite en Egypte. Le rendement de 1’huile essentielle de
la mixture des plantes médicinales était de (1.1%) (Sefidkonetal., 2006). Il est largement

inférieur a notre rendement.

Cette variabilité des rendements est peut-étredue aux variations géographiques et climatiques

des plantes collecteées.

IV.2. Screening phytochimique

Une évaluation préliminaire de la composition phytochimique de la mixture a été réalisée a
I’aide de réactions qualitatives de caractérisation. Cette analyse a permis de mettre en
évidence la présence de différents groupes chimiques dans la mixture. Les résultats

expérimentaux obtenus des tests phytochimiques sont résumeés dans le tableau ci-dessous :
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Tableau 16: Résultats du screening phytochimique de la mixture.

Composition phytochimique recherchés Mixture
Réactif de Mayer _
Alcaloide

Réactif de Wanger +++
Reéaction avec FeCl 3 +++
Tanins Tanins galliques +++

Tanins Catéchiques _
Anthocyanes +++
Flavonoides Flavonoides libre +++

Leucoanthocyanes _
e O-hétérosides +++

Dérivés
Anthraquinones |anthracénique O-hétérosides
+ 4+ +
_ génine réduite
combines

C-hétérosides +

Aautre Mu,cila,ges +++
Composés réductures
Caractérisation Hétérosides cyanogénétiques +++
Mucilages

(+):Présents ; (++) : abondants ; (+++) : tres abondants ; (-) : absents.

Le tableau 16 présente les résultats du criblage phytochimique de la mixture. Effectivement,
nous constatons que la mixture contient, avec des intensités plus ou moins variables, les
alcaloides, les flavonoides (Flavonoides libre et Anthocyanes), les tanins, les derives
anthracéniques combinés, et composés réducteurs, les mucilages et les hétérosides
cyanogénétiques, tandis que, lesleucoanthocyaneset les tanins catéchiques sont absents. Méme

résultats a été trouvé par (Abdelli et al., 2019).
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Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par (Sefidkon et al., 1993). En effet, ces
derniers ont indiqué la présence de flavonoides, de tanins et d’alcaloides dans la mixture des

plantes qui ont été récoltées dans le nord-est de I’Inde.

La nature des composants phytochimiques mise en évidence sont connus pour des propriétés
pharmacologiques et biologiques intéressantes qui peuvent contribuer a 1’utilisation des
plantes étudiés. Nous citons les alcaloides qui ont été rapportés comme étant cytotoxiques,
antihypertensifs et antiarhytmiques (Saxena et al., 2013). Les tanins peuvent exercer des
effets astringents, antidiarrhéiques, diurétiques, hémostatiques, antioxydants, et
antimicrobiens (De Bruyne et al., 1999 ; Dolara et al., 2005; Geetha et Geetha, 2014). Des
flavonoides qui sont souvent présentés comme des anti-allergiques, antispasmodiques,
hypocholestérolémiants, et cytotoxiques (Kokate, 1997 ; Ayoola et al., 2008; Bruneton,
2009). Les composés réducteurs tels que les glycosides sont capables d’abaisser la tension

artérielle (Nyarko et Addy, 1990).

Les phytocomposés présents dans la mixture de plantes étudiées sont reconnus a la fois
comme des composants chimiques médicinaux actifs (Lingarao et Savithramma, 2011) et
comme des métabolites secondaires essentiels pour le bien-étre des plantes. Leur large gamme
de proprietés biologiques confére des effets bénéfiques significatifs aux végétaux.
Selon(Molyneux et al.,1996), les alcaloides jouent un role crucial dans la survie et la
protection des plantes contre divers agents pathogenes tels que les microorganismes, les
insectes et les herbivores.Ils peuvent méme agir contre d’autres plantes susceptibles d’étre
nuisibles par le biais de leur activité allélopathique. D’autre part, Winkel-Shirley (2001)
montrent que les flavonoides jouent un réle trés important en protégeant les plantes contre le

stress hydrique et en générant leur tolérance aux metaux lourds présents dans les sols (figure

19).
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Figure 19 : Résultat de screening phytochimique.
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V.3- Etude de P’activité antibactérienne
V.3.1- Etude de la sensibilité des souches vis-a-vis des agents antibactériennes standards

La sensibilité des souches microbiennes testées vis-a-vis des agents antibactérienne standards
a été évaluée par antibiogramme. Les résultats obtenus sont exprimés dans le tableau 17 et la
figure 20. En se basant sur les résultats présentés dans le tableau 17, nous constatons que les
souches bactériennes testées ont présenté différents degrés de sensibilité a la plupart des
agents antibactérienne employés. Les diamétres des zones d’inhibition enregistrés varient

entre 09 et 34 mm.

Les antibiotiques qui ont donné les plus grandes zones d’inhibition sont les suivants :
Gentamicine (CN120) contre Staphylococcus aureus (32mm) et Escherichia coli (24mm),
Amikacin( AK10) contre Escherichia coli (22mm),et Staphylococcus aureus(22 mm) . Les
antibiotiques qui se sont montré inactifs contre plus de deux bactéries sont: Oxacilline(OX1)
vis-a-vis P. aeruginosa ; Escherichia coli; E.homaechei subsp Xianfangensis, et le
Nitrofurantoine (F 300) contre E.homaechei subsp Xianfangensis ; Staphylococcus aureus et

P. aeruginosa . concernant la boite de (E.auxiensis) , il ya eu une contamination

Selon Ponce et al.,(2003) et Moreira et al.,(2005), la sensibilité des germes a été classée par
le diamétre des halos d’inhibition comme suit : non sensible (-) pour les diamétres moins de 8
mm ; sensible (+) pour les diametres de 9 a 14 mm ; trés sensible (++) pour les diametres de

15 a 19 mm et extrémement sensible (+++) pour les diameétres de plus de 20 mm.

Tableau 17 : Résultats de I’activité antibactérienne des antibiotiques exprimés par le diamétre

de la zone d’inhibition en mm.

Souches
ATB E.c P.a E.h S.a E.a
OX1 0 0 0 0 24
F 300 23 0 0 0 21
CN120 24 14 22 32 34
AK10 22 09 19 22 22
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e E.c: Escherichia coli ON653022.1;

e P.a: Pseudomonas aeruginosakKJ819583.1;

e E.h:Enterobacter homaecheisubspXiangfangensisMG923793.1;
e E.a: Enterobacter auxiensis OP068064.1 ;

e S.a: Staphylococcus aureus OP068064.1.

Toutes les valeurs (zone d'inhibition incluant le diamétre du disque de (6 mm) sont exprimées

en moyenne de trois essais + écart type

Figure 20 : Effet des antibiotiques sur les souches étudiées.
A: Escherichia coli ON653022.1;
B: Pseudomonas aeruginosa KJ819583.1;
C : Enterobacter homaechei MG923793.1,;
D :Enterobacte rauxiensis OP068064.1 ;
E. : Staphylococcus aureus OP068064.1.

V.3.2- Etude de P’activité antibactérienne d’huile essentielle
V.3.2.1- Technique de ’aromatogramme (Méthode de Vincent)

Le test de I’aromatogramme consiste a déterminer la sensibilité d’huile essentielle vis-a-vis

des souches bactériennes multi résistantes.
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Cette sensibilité est exprimée par I’apparition d’une zone inhibitrice autour du disque de
papier contenant de I’huile essentielle. Le diameétre de la zone inhibitrice différe d’une

bactérie a une autre.

En raison de la recrudescence préoccupante des micro-organismes résistants aux
antibiotiques, les extraits végétaux apparaissent comme des alternatives thérapeutiques
prometteuses pour inhiber efficacement la prolifération d’un large spectre de pathogenes
multirésistants (Boussena et al., 2022). Face a ce défi sanitaire majeur, il est crucial
d’explorer de nouvelles pistes de recherche afin de développer des traitements alternatifs

innovants et durables, en s’inspirant des vertus antimicrobiennes des plantes.

L’évaluation de I’activité antibactérienne de I’huile essentielle de notre mixture a été réalisée
sur cing souches multirésistantes, les résultats obtenus et relatifs aux diametres des zones

d'inhibition sont regroupés dans le tableau n°18suivant :

Tableau 18: Résultats de I’aromatogramme exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition

en mm.
Diameétre moyen
Souches Gram (mm) Sensibilité

1 Escherichia coli + 20.52 Extrémement sensible
2 Pseudomonas aeruginosa _ 9.45 Sensible

3 Enterobacter homaechei _ 12.69 Sensible

4 Enterobacter auxiensis _ 18.99 Tres sensible

5 Staphylococcus aureus + 24.13 Extrémement sensible

Toutes les valeurs (zone d'inhibition incluant le diamétre du disque de 6 mm) sont exprimées

en moyenne de trois essais.

D’aprés le tableau 18 et la Figure 21 : ci-dessus, on constate que les zones d’inhibition
varient entre (9mm) Et (24mm). On constate également que les bactéries Gram positif sont

plus sensibles que les bactéries gram négatifs.

Le diametre le plus faible était de 9.45mm. Il a été obtenu avec Pseudomonas aeruginosa par
contre le diamétre le plus élevé était de 24.13mm. Il a été obtenu avec Staphylococcus

aureus. La mixture testée a montrer un effet inhibiteur contre les bactéries multirésistantes
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testées. Ce résultat est tres important car ces bactéries testées causent beaucoup de probleme

dans les différents hopitaux de notre pays.

Plusieurs études se sont concentrées sur 1’activité inhibitrice des plants étudiés de la mixture,
montrant leur efficacité contre divers micro-organismes

Une étude fait par (Saee et al.,2016) en Iran montre 1’évaluation de I’activité antibactérienne
de 4 antibiotiques sur Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Figure 21 : Effet de I’huile essentielle de la mixture sur les souches étudiées

e E.c: Escherichia coli;

e P.a: Pseudomonas aeruginosa,

e E.h:Enterobacter homaecheisubspXiangfangensis;
e E.a: Enterobacterauxiensis ;

e S.a: Staphylococcus aureus

Nous constatons que les souches bactériennes testées ont présenté différents degrés de
sensibilit¢ a la plupart des agents antibactérienne employée avec des zones d’inhibition
enregistres varient entre 7mm et 28 mm. Ces résultats sont relativement proches du rendement

du nos résultats
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V.3.2.2-Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI),
bactéricide(CMB)

La détermination des parametres antibactériens (CMI, CMB) des huiles essentielles de la
mixture a été effectuée seulement sur les germes ayant présenté une sensibilité par le test

d’aromatogramme. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableaul9 et annexe 4.

Tableau 19 : Valeurs des parametres antibactériens de la mixture, CMI : Concentration
Minimale Inhibitrice ; CMB : Concentration Minimale Bactéricide.

Souche CMI CMB CMB/ CMI Activité
E. coli 0.62 5 8 Bactériostatique
P. aeruginosa 1.25 5 4 Bactéricide
E .homaechei 1.25 5 4 Bactéricide
E. auxiensis 1.25 5 4 Bactéricide
S.aureus 2.5 5 2 Bactéricide

Nous remarquons que la mixture a exercé une grande activité contre les cing souches testées
(Tableau 19). Les valeurs obtenues sont d’une gamme allantde 0.62a 2.5 pl/ml pour la CMI,
de 5 ul/ml pour la CMB

La susceptibilité a été particulierement importante chez E. coli .Effectivement, le CMI et le
CMB ont été enregistrées a la plus faible valeur, qui est de 0.62ul/ml. Par contre, la sensibilité
I’est beaucoup moins chez S.aureus; le CMI et la CMB ont été obtenue a de valeur plus

élevée, de 2.5ul/ml .

Selon Marmonier (1990), si le rapport d’activit¢ CMB/CMI d’une substance antibactérienne
est inférieur ou égal a 4, cette derniere est qualifiée de substance bactéricide et si le rapport est
supérieur a 4, elle est alors dite bactériostatique. En se référant aux résultats obtenus dans les
tableaux n°19, nous constatons d’une part, que, I’huile essentiel de notre mixture sont
bactéricides envers les souches testées, néanmoins, une exception est a noter pour celle de ou

E. coli le rapport CMB/CMI est estimé a 8, elle est alors considérée comme bactériostatique.

Des études ont démontré que la plupart des huiles essentielles testées pour leurs propriétés
antibactérienne présentent un effet plus marqué contre les Gram positive que contre les Gram

négatives (Kalemba et Kunicka, 2003; Trombetta et al., 2005). Cela est di aux différences
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structurales entre les parois cellulaires. En effet, les Gram négatifs possedent une membrane
externe composée de chaines de lipopolysaccharides. Cette couche forme une barriere de
perméabilité hydrophile qui restreint la diffusion de composés hydrophobes tels que ceux
présents dans les huiles essentielles (Nikaido et Vaara, 1985; Trombettaet al., 2005). Ceci
pourrait expliquer la forte sensibilité observée chez E. coli envers I’huile essentielle des
plantes étudiées par rapport aux autres souches testées. Toutefois, certaines études ne révélent
aucune activité antibactérienne sélective vis-a-vis des Gram positifs ou des Gram négatifs
(Guesmi et Boudabous, 2006).

Selon,(Oussalah et al., 2006) la propriété biologique d’une huile essentielle sont étroitement
liée a sa composition chimique, notamment aux groupes fonctionnelles des composés
majoritaire ainsi qu’aux interactions synergique entre ces derniers et les composée présents en
plus faible quantités. Ceci pourrait expliquer les différences constatées dans les résultats

obtenus par la présente étude ainsi que par les travaux antérieurs.
V.4. Activité antioxydante

L’effet antioxydants de 1’huile essentielle est évalué par deux méthodes complémentaires : le

piégeage des radicaux libres DPPH et la réduction du fer (FRAP).

e Testde DPPH

L’¢évaluation de I’activité antioxydant de 1’huile essentielle de la mixture a été réalisée par la
mesure de la capacité de cette derniere, & différentes concentrations, a piéger le radical libre
DPPH. L’acide ascorbique a été utilisé, a différentes concentrations, comme antioxydant
standard afin de comparer son pouvoir antiradicalaire a celui des plantes étudiées. 1C50 (la
concentration inhibitrice) a été également calculée. Les résultats obtenus sont illustrés dans les
figures 22 et 23et le tableau 20

Figure 22 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

Concentrations utilisées pour I’huile essentielle de la mixture testée

58



Résultats et Discussion

La figure 22 indique une augmentation des pourcentages d’inhibition de 1’absorbance de la
solution du DPPH en fonction des concentrations de 1’huile essentielle testée. A la plus faible
concentration (0,03 mg/mL), I’huile de notre mixture a présenté un pourcentage inhibitrice
(PI) de 24,58%, tandis qu’a la plus grande concentration (5 mg/mL), le PI a atteint 83.08%.

Ceci montre que I’huile posséde un grand potentiel antioxydant

wourcentage d'inhibition %

ncentration (mg/mil)

Figure 23: Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des

Différentes concentrations utilisées pour I’acide ascorbique
Nous notons d’apres la figure 23, que 1’acide ascorbique a provoqué une réduction presque
totale du DPPH en sa forme non radicalaire DPPH-H. la réduction de I’absorbance du DPPH
a été beaucoup plus importante, en effet, a seulement 10 mg/mL le PI a atteint 15,18%, puis a
partir de cette concentration, une augmentation extrémement intense a été observée donnant
ainsi, a 40 mg/mL, un Pl de 35 % qui atteint une réduction de 40% a la plus grande

concentration (50mg/mL).

Tableau 20 : Valeurs de la concentration efficace 50 des huiles essentielles des especes

Etudiées et de I’acide ascorbique obtenues par le test de DPPH

Acide ascorbique Huile essentielle

IC50 (pg/ml) 60,1 + 0,09 IC50 (mg/ml) 1,97 0,2

La ICso représente la quantité d'antioxydant nécessaire pour réduire de 50% la concentration
du radical libre DPPH. Elle est inversement proportionnelle a la capacité antioxydant d'un
composé : plus la valeur de la ICso est basse, plus I'activité antioxydant est élevée (Dung et al.
2008). La détermination de la ICs0 permet d’évaluer et de comparer I’efficacité de nos
échantillons. Selon les résultats présentés dans le tableau 20 . Donc on peut distinguer que

I’huile essentielle étudié a une activité antioxydant ¢levée
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e Testde FRAP

L’¢évaluation de I’activité antioxydante de 1’huile essentielle a été réalisée par la mesure de
I’aptitude de cette derniére, a différentes concentrations, & réduire le fer ferrique (Fe®") en fer
ferreux (Fe?: L’acide ascorbique a été utilisé, a différentes concentrations, comme
antioxydant standard afin de comparer son pouvoir réducteur, exprimé en absorbances, a celui
des plantes etudiées. La CE5s0 a éte egalement calculee. Les résultats obtenus sont illustrés
dans les figures 24 et 25 et le tableau 21

Absorbance 700nm ¥ =0,1482x + 0,2386

R? = 0,9516
1,2
1
0.8
[ER Y —f—
0.4 —— Linéaire ()

0,2

0
0078125  0,15625 0,3125 0,625 1,25

Concentration (ma/mL)

Figure 24 : Pouvoir réducteur de I’huile étudié

Nous remarquons que le pouvoir réducteur, exprimé en absorbances, de I’huile essentielle de
la mixture est proportionnel a I’augmentation des concentrations, a la plus faible
concentration (0,078 mg/mL), I’huile a présenté une densité optique (DO) de 0.398 Tandis
qu’a la plus grande concentration (1,25 mg/mL), la densité optique est de ’ordre de 1.12 Ceci

confirme le grand potentiel antioxydant de I’huile étudier

y = 0,0098x + 0,0728
R? = @9801

Absorbance 700nm

0,5
0,4
0,3
0,2

0,1

Concentration pg/mL

Figure 25: Pouvoir réducteur de 1’acide ascorbique

Nous notons selon les résultats de la figure n°4 que la réduction du fer par I’acide ascorbique,

a été bien plus importante, en effet, la plus grande absorbance a été de (0,798) et ce, a (70

pg/mL.)
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La détermination de la CEso permet d’évaluer I’efficacité des huiles essentielles et
D’apprécier encore mieux les résultats selon le tableau n°21 I’huile essentielle des plantes

étudie présente les valeurs les plus faibles en CE s0=1,76 mg/mL.

Tableau 21 : Valeurs de la concentration efficace 50 des huiles essentielles des espéces

Etudiées et de I’acide ascorbique obtenues par le test de FRAP

Huile essentielle Acide ascorbique

CEso (mg/mL) 1,763+0,08 CEso (ug/mL) 44,38+0,4

les résultats du tableau 21 la valeur de CEso de I’acide ascorbique est de (44,38 ug/mL) tandis

que celle de I’huile essentielle est de (1,763mg/mL).

Le criblage des huiles essentielles pour leurs activités antioxydants a nécessité I'utilisation de
deux tests différents. En raison de la complexité des processus d'oxydation-réduction et des
différences entre les systemes d'essai étudiés, un seul test ne peut refléter de maniere
exhaustive l'activité des antioxydants (Schlesier et al., 2002; Prior et al., 2005; Li et al.,
2009). Il est donc fortement recommandé d'utiliser au moins deux méthodes afin d'obtenir des
informations complétes sur la réponse des composés présents dans les échantillons testés dans
diverses conditions expérimentales (Schlesier et al., 2002; Sariburun et al., 2010). Nous
avons choisi les tests de DPPH et de FRAP car ils sont parmi les plus couramment utilisés
pour I'évaluation de I'activité antioxydante (Pérez-Jiménez et al., 2008).Les résultats nous ont
permis de constater que I’huile essentielle des plantes étudier possédaient un fort pouvoir

antioxydant , cependant, nettement inférieur a celui de I’acide ascorbique.

Selon L'étude de Bassolé et al. (2010) a evalué I'activité antioxydante d'un mélange d'huiles
essentielles de Cymbopogoncitratus (citronnelle) et de Ocimum basilicum (basilic) par le test
DPPH et FRAP. Les résultats montrent que le mélange d'huiles essentielles présente une
activité antioxydante significative, avec une valeur de CI150 (concentration inhibitrice 50%) de
42,95 £ 0,001 pg/mL, Cette activité antioxydante est probablement due a la synergie entre les
composés majoritaires des deux huiles essentielles, notamment le géranial, le néral et le
linalol . Les auteurs concluent que ce mélange d'huiles essentielles pourrait étre une source
naturelle d'antioxydants avec un potentiel dapplication dans les domaines alimentaire,

cosmétique et pharmaceutique.
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En résumé, cette étude démontre l'intérét des mélanges d'huiles essentielles pour leurs
propriétés antioxydants, qui peuvent étre supérieures a celles des huiles seules grace a des

effets synergiques entre leurs composeés.

En comparaison, nos résultats montrent une activité antioxydante significativement plus
élevée, avec une valeur de Clso de 0,03 - 5 mg/mL. Cette différence peut étre attribuée a la
composition chimique des huiles essentielles utilisées dans vos études, qui peuvent contenir

des composés plus puissants en termes d'activité antioxydante.

Les auteurs de I'étude de Bassolé et al. (2010) ont également souligné l'intérét des melanges
d'huiles essentielles pour leurs propriétés antioxydants, qui peuvent étre supérieures a celles
des huiles seules grace a des effets synergiques entre leurs composés. Nos résultats
confirment cette hypothese, montrant que le mélange d'huiles essentielles utilisé dans votre

étude présente une activité antioxydante significativement plus élevée que les huiles seules.

Enfin, les résultats de I'étude de Bassolé et al. (2010) et nos résultats montrent que les
mélanges d'huiles essentielles peuvent présenter des propriétés antioxydants supérieures a

celles des huiles seules, grace a des effets synergiques entre leurs composes.

V.5. Encapsulation de I’huile essentielle par coacervation complexe alginate de sodium
et agar agar

Aujourd’hui, de nombreux compléments nutritionnels sont disponibles sous forme de gélules
ou de comprimeés qui libérer les principes actifs de maniére contrdlée. Le but de la présente

étude est de développer une formulation des plantes médicinales de qualité alimentaire.

L’objectif visé dans cette étude est I’encapsulation du I’huile essentielle de notre mixture.
Lorsqu’une solution d’alginate de sodium a 4%, a été mélangée avec I’huile essentielle de
mixture qu’il n’a pas été compleétement dissous, une couche de 1’huile séparée s’est formée,
du fait que ce dernier n’était pas miscible dans ’alginate. Ceci était en partie attendu car
I’alginate est un polysaccharide dissous dans une solution polaire, tandis que 1’huile
essentielle insoluble dans I’ecau. Une solution d’agar-agar a 1% a été ajoutée a la solution
d’alginate, qui a permis a la solution s’amalgamer et former le mélange 1’huile-alginate-agar.

(HAMED et al., 2022).

Les billes ont été préparées en utilisant du CaCl2 (0,2 M). Il a été enregistré que les

concentrations de 1 et 2% d’alginate ne permettaient pas une bonne formation de, billes qui se
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dissolvaient dans la solution de CaCl2. Ceci peut étre expliqué par le non abondance
d’alginate pour former de fortes liaisons croisées afin de produire un gel stable. En revanche,
Des billes de résistance satisfaisante se sont formées lorsqu’une solution a 4% d’alginate a été

utilisée, donnant plus de rigidité et de forme aux billes (figure 26)

Figure 26 : Billes de I’huile encapsulée
V.6- Etude pharmacologique

V.6.1- Toxicité aigue

L’étude de la toxicité aigue des huiles essentielles de la mixture des plantes a été réalisée par
administration orale chez des rats Wistar. Les résultats nous ont permis de constater apres 24
heures, la mortalité totale du lot des rats (2 aprés 20min et 1 rat aprés 30min) a la dose de
4500 mg/Kg de p.c. Un sédentarisme et une trés forte respiration ont aussi été observés durant
les premiéres heures.

Notre étude a été fondée sur la méthode de toxicité aigué par classe décrite par la ligne
directrice de 1’Organisation de coopération et de développement économiques (OECD) code
423 (OECD, 2001). Cette méthode, validée a 1’échelle nationale (Schledeet al., 1992) et
internationale (Schlede et al., 1995), utilise trois animaux d’un seul sexe par étape pour
réduire la variabilité et minimiser le nombre d’animaux utilisés. Dans notre cas, nous avons
testé des femelles. Bien que les études de la littérature sur les tests de DL50 classiques
montrent que les différences de sensibilité entre les sexes sont généralement minimes, il est
noté que les femelles peuvent étre plus sensibles dans certains cas (Lipnicket al., 1995).
Selon la classification établie par GHS (Globally Harmonized System) (annexe n°4), L’huile
de la mixture appartient a la catégorie 5 (2000 < DL50 < 5000 mg/Kg), Les substances d’essai
rangées dans la catégorie 5 présentent un risque de toxicité aigue relativement faible mais qui,

dans certaines circonstances, peuvent étre un danger pour les populations vulnérables (OECD,
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2001a). En conséquence, nous pouvons considérer que les huiles essentielles testées, sont

relativement sans danger.
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Conclusion

L’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a recu un grand intérét dans la
recherche, cet intérét vient du fait que les plantes médicinales représentent une source
inépuisable de composés naturels bioactifs d’une part, et du besoin de la recherche d’une

thérapie avec le moins d’effets secondaires possible d’autre part.

L’objectif primordial assigné par ce présent travail est de valoriser la flore végétale
algérienne, en particulier le mixture des plantes du nord-ouest algérien, qui restent toujours
des plantes d’intérét trés important dans la médecine traditionnelle et dans le domaine
alimentaire pour les populations locales. Le criblage phytochimique de la mixture a révélé la

présence de différentes familles de métabolites secondaires.

Il s’agit essentiellement des alcaloides, flavonoides, tannins, les dérivés anthracénique
combinés, et composés réducteur les mucilages et les hétérosides cyanogénétiques, Ces
constituants sont connus de part leurs diverses propriétés biologiques pouvant ainsi,

contribuer a I’utilisation de la mixture comme remeédes en médecine traditionnelle.

Par ailleurs, I’extraction par hydrodistillation de I’huile essentielle de la mixture a donné un
rendement de 2.4%.Les souches bactérienne testées ont présenté différents degrés de
sensibilit¢ a la plupart des agents antibactérienne employés. Les diametres des zones
d’inhibition enregistrés varient entre 09 et 34 mm. Les antibiotiques qui ont donné les plus
grandes zones d’inhibitions sont CN120 et AK10)

De plus, I’activité antibactérienne des huiles essentielles a été réalisée sur cinq souches
cliniques par la méthode de diffusion en milieu gélosé. Les zone d’inhibition varient entre
(9mm) et (24mm). Les souches les plus sensibles sont staphylococcus aureus, Escherichia coli
présentant des diameétres de zones d’inhibition de 24,13 mm et 18,99 respectivement la

Souche la moins sensible est P. aeruginosa avec un diamétre de zone d’inhibition de 9,45mm.

La méthode de macrodilution en milieu liquide a permis d’obtenir les concentrations
minimales inhibitrices (CMI), bactéricide a des valeurs allant de 0.62 a 2.5 pl/ml, et de
5ul/ml pour la CMB

La susceptibilité a été particulierement importante chez E. coli. Effectivement, le CMI et le
CMB ont été enregistrées a la plus faible valeur, qui est de 0.62 pl/ml. Par contre, la
sensibilité 1’est beaucoup moins chez S.aureus ; le CMI et la CMB ont été obtenues a de
valeur plus élevée, de 2.5 ul/ml. Toutefois, L’effet antioxydant de la mixture estimé in-vitro

via le piégeage des radicaux libres DPPH, et le test FRAP a été significativement intéressant.
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Les résultats obtenus ont permis de constater qu’ils possedent une forte capacité antioxydante

avec des IC50 entre 1.97+0.2, et 44.38+0.4pug/mL’

Etude pharmacologique réalisée in vivo sur des rats Wistar a montré que 1’huile essentielle
administrée par voie orale est considéré modérément toxique avec sa DL50 entre 50 et
500mg/kg
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Annexe

Annexe n°1
Milieux de culture

Bouillon nutritif (BN) (g/l)

Peptone. .. ..c.oviii 10g
Extraitde viande............coooiiiiiiiii i S5¢g
Chlorure de sodium..........ccooiiiiiiiii e, 5¢g

Eaudistillée...........oooiiii 1000 ml

pH=7,3+02

Gélose nutritive (GN) (g/l)

Peptone. ....c.ooniiii 10g
Extraitde viande............oooviiiiiiii i 3g
Extraitde levure..........ccooiviiiiiiiii e 3g
Chlorure de sodium..........ccoooviiiiiiiii i, 5¢g
N . 1 18 ¢
Eaudistillée.........coooiiiiii 1000 ml

pH=7,3+0,2

Mueller Hinton gélosé (M-H) (g/l)

Extraitde viande............oooiiiiiiiiii 3g
Hydrolysat acide de caséine.................coeeviviinnnn. 175¢g
AMIdON. ... 15¢g
AT 16 g
Eaudistillée.........coooiiiiiii 1000 ml

pH =73



Annexe

Annexe n°2

Réactifs de screening phytochimique

1. Réactif de Mayer

Chlorure
(HECI2) e e e 1.358¢g
Iodure de potassium (KI).............ccoooiiiiiiiininn. S5¢g
Eaudistillée ...........oooeiiiiiii 100mL

Réactif de Wagner

lodur de potassium(KI)...........coooiiiin oo 2¢g
Tode(I2) oo 1.27¢g
Eaudistillée............oooiiii ImL

3. Réactif de Stiatsny

FOrmola30%......coooeeeeei 10mL

HCL concentré.........oovveiiiiiiiiiie i, 5m

mercurique



Annexe

Annexe n°3

Figure 01 : Détermination des concentrations minimale inhibitrices (CMI)

Annexe n°04

Etude in vivo de la toxicité aigue selon la méthode décrite par la ligne directrice OECD code

423 et détermination des DL50 selon la classification établie par GHS (GloballyHarmonized

System) :

3 animaux

NI

i
i



Annexe

Trois animaux d’un seul sexe sont utilisés (généralement des femelles) ; 0, 1, 2, 3 : nombre
d’animaux morts a chaque étape ; GHS : GloballyHarmonized Classification System (mg/Kg

p.c) ; co: inclassable
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