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Résumé :

Aloysia Citrodora est une plante médicinale aromatique, qui appartient a la famille de
Verbenaceae, appelée Verveine Aloysia, elle se répand dans le bassin de la méditerranée et
surtout en Algérie. Notre modeste travail a éte réalisé au sein du centre universitaire Abd El-
Hafida Bousouf durant I'année scolaire 2021/2022, accompagné de plusieurs expériences au
niveau du laboratoire central de Il'université en s‘appuyant sur la méthode d'extraction des
substances et des extraits de la matiere végétale et des feuilles de la plantes. Nous avons utilisé
I'extrait obtenu par I'examen chimique pour la détection de différentes familles bioactives qui
existent dans les feuilles de la plante Aloysia (les Polyphénols, les Flavonoides, les Saponosides,
les composés réduits, les alcalins..., etc. Pour cette détection nous nous sommes basées sur la
coloration en utilisant des détecteurs a chaque composante. Et voici les résultats obtenus a la fin
de cette expérimentation : la méthode de disques nous permet la détermination de l'activité
antibactérienne de cet extrait qui a montré des zones distinctes d'inhibition contre les quatre
souches bactériennes examinées. La présence d'huiles essentielles dans la plante Aloysia est
aussi parmi les résultats obtenus de cette détection. Mots-clés : Citrodora Aloysia, Verbenaceae,
les Polyphénols, les Flavonoides, les Saponosides, les composés réduits, les alcalins, les extraits

éthanolique, l'activité antibactérienne.



Summary:

Citrodora Aloysia is an aromatic medicinal plant, which belongs to the family of
Verbenaceae, called Verbena Aloysia; it spreads in the Mediterranean basin and especially in
Algeria. Our modest work was realized in Abd El-Hafidh Boussouf university center during the
2021/2022 school year, accompanied by several experiments at the level of the central laboratory
of the university based on the method of extracting substances and extracts from plant material
and plant leaves. We used the extract obtained by chemical examination for the detection of
different bioactive families that exist in the leaves of the Aloysia plant (Polyphenols, Flavonoids,
Saponosides, reduced compounds, alkalines, etc... For this detection, we based on the staining
using detectors special at each compound. And here are the results obtained at the end of this
experiment: The disc method allows us to determine the antibacterial activity of this extract,
which showed distinct areas of inhibition against the four bacterial strains examined. The
presence of essential oils in the Aloysia plant is also among the results obtained from this
detection. Key words: Citrodora Aloysia, Verbenaceae, Polyphenols, Flavonoids, Saponosides,

compounds reduced, the alkalis, ethanolic extracts, antibacterial activity.
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Introduction

Introduction

Depuis des milliers d’années, ’homme utilisé les plantes trouvées dans la nature pour
traiter et soigner des maladies (Sanago, 2006), I’utilisation des plantes en phytothérapie est trés
ancienne et connait actuellement une région d’intérét au prés du public, selon I’organisation
mondiale de la santé (O.M.S., 2003) environ 65- 80% de la population mondiale a recours au
médicine traditionnelle pour satisfaire ses besoins en soins de santé primaire, en raison de la
pauvret¢ et du manque d’accés a la médicine moderne (MA et al., 1997). Les plantes
médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et 1’¢laboration des
medicaments, non seulement lorsque les constitutions des plantes sont utilisés directement
comme agent thérapeutique, mais aussi comme matiere premiére pour la synthése de
médicaments ou comme modéle pour les composés pharmaco logiquement actifs (Ameenah,
200Toutes les plantes sont capables de produire des substances naturelles tres diversifiées.

Le développement des techniques d’analyses chimiques a permis de révéler qu’une
espece Vvégétale peut synthétiser des milliers de constituants chimiques différents ceux-ci
appartiennent a deux types de métabolisme primaire et secondaire. Le métabolisme secondaire,
modelé par le temps et 1’évolution, caractérise le profil chimique original de chaque espece
végétale, conduisant a une grande biodiversité moléculaire (Wichtel et Anton, 1999). En
phytochimie et pharmacologie seule une petite partie de 400000 espéces végetales connues était
exploitée, et une espece peut contenir jusqu’a plusieurs milliers de constituants
Différents et d’intéréts variés (Remmal et al. 1993).

En industrie alimentaire, jusqu’a présent de nombreux micro-organismes pathogenes; tels
que Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus ont été
signalé comme agents responsables de maladies d’origine alimentaire et d’altération des aliments
(Walker, 1988; Deak et Beuchat, 1996; Pitt et Hocking, 1997; Betts et al. 1999). Les  aliments
frais et/ou transformés sont ouverts a la contamination au cours de leur production, leur vente et
leur distribution (Deak et Beuchat, 1996).

Actuellement, la recherche de nouvelles substances antimicrobiennes purement
naturelles est la préoccupation capitale de la plupart des gens et des chercheurs (El-Lakany et
al, 1997).

Les tisanes représentent une source majeure de composés phénoliques dans notre
alimentation. Parmi les tisanes les plus consommées, I’infusé¢ de verveine odorante (Aloysia
citriodora) est connue pour ses propriétés aromatiques, digestives et antispasmodiques
(Lenoir, 2011).




Introduction

Parmi les sources alimentaires de polyphénols, les tisanes pourraient jouer un apport
intéressant. La verveine odorante, (Aloysia citrodora), est une plante médicinale connue pour ses
vertus thérapeutiques digestives et antispasmodiques et couramment consommeée en
infusion.l’infusé de feuilles d” Aloysia citrodora contient de grandes quantités de polyphénols,
acides phénoliques complexes et dérivés de flavones (Lenoir, 2011)

L'objectif principal de notre travail présenté sous le titre de contribuer a I'étude de
I'activité antimicrobienne des quelques extraits bruts éthanolique et aqueux qui leur sont liés par

distillation, que nous avons obtenu en trempant les feuilles de notre plante dans 1’éthanol.

Nous avons fait trois expériences sur notre plante : screening phytochimique, Rendement

(éthanolique, aqueuse) et I’activité antibactérienne .

Notre travail sera divise en deux parties:

v' La premiére partie concerne tout d’abord au rappel bibliographique de la plante,
Elle contient trois chapitres:
- Généralités sur Aloysia citrodora.
- Présentation des métabolites secondaires.
- Activités biologiques.

v" La deuxiéme partie concerne 1’étude expérimentale, est divisé en deux
Chapitres:
- Matériel et méthodes

- Résultats et discussion. et finalement conclusion.










Chapitre 01: Les Plantes Médicinales

I -Les plantes médicinales :
1-Définition

Les plantes médicinales sont toutes les plantes qui possédent une activité
pharmacologique pouvant conduire a des utilisations thérapeutiques (Bubulka.P, 2007), grace a
la présence d'un certain nombre de substances actives dont la plupart agissent sur I'organisme
huma

Les plantes médicinales sont des drogues végetales dont au moins une partie posséde des
propriétés médicamenteuses (Benadji.H et Khoukhi.N, 2012).

Ce sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle dont au moins une partie possede
des propriétés medicamenteuses. Leur action provient de leurs composés chimiques (métabolites
primaires ou secondaires) ou de la synergie entre les différents composés présents. Une plante
médicinale est un végétal dont un des organes, par exemple la feuille ou I'écorce, posséde des
vertus curatives lorsqu’il est utilisé a un certain dosage et d’une maniere précise. La plante
médicinale porte sur deux origines. Les plantes spontanées dites "sauvages" et les plantes

cultivées (Moreau, 2003).

Il - Aloysia citrodora :
11-1- Généralités

L’Aloysia est un arbrisseau cultive dans les jardins, communément appelé ‘‘Louiza ou
Tizana’. Cette Plante ramifiée est caractérisée par un parfum tres agréable rappelant 1'odeur du
citron, que ces feuilles et ses fleurs exhalent. La verveine peut atteindre 2m de haut, ses rameaux
son Blanchatres et ses feuilles lancéolées et rugueuses sont disposées en rosette par trois le long
des tiges, au sommet des quelles apparaissent des gerbes de minuscules fleurs blanches disposées
également par groupe de trois. Les feuilles récoltées avant la floraison et froissées dégagent une
odeur citronnée agréable. Elles contiennent une huile essentielle composeée de citral, de terpénes,
de géraniol (Slimani. et Dahmane., 2013)

Le genre Aloysia montre une grande diversité génétique, ce qui lui permet de synthétiser
une variété de constituants de I'huile essentielle dans des plantes cultivées dans les différentes
parties du monde .Le pays origine est I'’Amérique du sud, la verveine odorante est cultivée sous
les climats tempérés comme plante aromatique et ornementale ainsi que pour les feuilles,
utilisées en phytothérapie, récoltées a la fin de I'été ; elle posseéde des propriétés similaires a

celles de la mélisse (Slimani. et Dahmane., 2013).




Chapitre 01: Les Plantes Médicinales

11.2. Historique

La nomma Aloysia en I'nonneur de Maria Luisa, princesse de Parme et épouse de Charles
IV d'Espagne propriétaire du jardin Real Jardin de Madrid ou la plante a été importée.

La littérature botanique révele une variété de noms, y compris Aloysia triphylla. En
Amérique du Sud, les botanistes lui donnérent le nom du genre Lippi, en mémoire d'un
naturaliste Italien d'origine Francaise, Augustin Lippi et puis un autre botaniste d’origine
Espagnol en 1785 (Ozek. et al 1996).

11.3. Noms communs
Le terme citriodora signifie : « a odeur de citron». Cette plante posséde aussi les noms suivants :
Aloysia citrodora, verveine a trois feuilles, thé arabe, herbe Louise (Pierre.M, 2002) Il posséde
plusieurs nominations suivant les langues courantes de chaque pays (Bonjean.A, 2001) (Pierre.M,
2002)

v" Nederland : Citroenkruid, Citroenverbena, Lemonverbena

v" Allemagne : Citronenkraut, Zitronenkraut, Zitronenverbene.

v France : Herbe-Louise, Verveine citronnelle, Verveine citronnée, Verveine du Pérou.

v Grande Bretagne : Lemonverbena, Herb Louisa, Lemon Beebrush, LemonVerbena,
Lemon-scentedVerbena.

» ltalie : Cedrina, Cedronella, Erba-Luigia, Verbenaodorosa.

» Espagne : Cedron de Peri, Cidrén, Hierba Luisa, Hierbacidrera.
11 .4. Description botanique

Aloysia citrodora, La verveine odorante, Lippia citrodora ou Aloysia triphylla est un sous
arbrisseau vivace de la famille des Verbénacée mesurant 2 a 3 m de hauteur (De Figueiredo et al.
2002).Portant des feuilles vertes péles, allongées, celle-ci ont une longueur de 3 a 7 centimetres
et une largeur de 1 a 2 centimeétres, verticillées par trois ou quatre sur les tiges, a pétioles trés
courts, rudes au toucher. Les fleurs longues, disposées en épis, possedent quatre pétales soudées
a la base en un tube et etalés en quatre lobes bicolores : blancs sur la face externe et bleu violacé
sur la face interne ,Figure 02(Loaec. M..H, 2000) (Ghédira et Goetz, 2017)

Les tiges sont anguleuses, cannelées a branches droites et ramifiées, Elles dégagent une

odeur caractéristique de citron lorsqu’elles sont froissées (Hadni D, 1982).
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Figure02 : Photographie des fleurs et feuilles d’Aloysia citriodora
(Anonyme .2017).

11.5.Classification botanique

La classification botanique de I'espéce Aloysia citrodora est donnée par le tableau 01.

TableauOl : Classification botanique d’Aloysia citriodora (Taleb-Toudert.K ,2002), (Ghédira et
Goetz, 2017).

Régne Plantea ‘
Super-division Embryophyta
Division Tracheophyta
Classe Magnoliopsida
Superordre Asteranae
Ordre Lamiales
Famille Verbenaceae
Genre Aloysia Juss
Espece Aloysia citriodora
(7 )
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11.6. Composition chimique

Une premiére analyse d’Aloysia composition avait été réalisée au laboratoire Cette étude
rapportent la présence dans l'infusé de flavonoides, principalement la lutéoline 7- diglucuronide,
et de dérives hydroxycinnamiques dont le principal est le verbascoside. Récemment, des études
ont identifié dans l'infusion de verveine odorante, outre la lutéoline 7-diglucuronide et le
verbascoside, des dérivés diglucuronidés d'apigénine et de chrysoériol ainsi qu'un isomere du
verbascoside, I'isoverbascoside.

Bien que l'infusé de feuilles d’Aloysia citrodora soit largement consommé, sa

composition qualitative et quantitative en polyphénols est encore mal connue.

I1.7. les caractéres d‘Aloysia citrodora L
Les caractéristiques de la plante aloysia peuvent étre résumées comme suivant :

< Nom : Verveine citronnelle.

< Autre nom : Verveine odorante. Verveine du Pérou. Verveine a trois feuilles. Thé arabe.
Aloysie a odeur de mélisse. Aloyse citronnée.

% Nom scientifique : Aloysia citriodora Palau.

% Synonymes : - Aloysia sleumeri Moldenke, Aloysia triphylla (L'Hér.) Britton, Lippia
citriodora (Palau) Kunth, Zappania citriodora (Palau) Lam, Verbena citriodora (Palau)
Cav, Ordre : Lamiales.

% Famille : Verbenaceae — Verbénacées.

% Genre : Aloysia Palau. 1 espéece(s) dans le genre Aloysia

 Espece : Aloysia citrodora.

¢+ Origine : Pérou. Bolivie. Chili. Uruguay. Argentine. Amérique du Sud

% Type : aromatique vivace

%+ Couleur : fleurs blanches

< Semis : oui

+ Plantation : avril-mai

¢+ Floraison : juin a septembre
¢ Hauteur : 1 m (et bien davantage dans sa région d'origine)

11.8. Habitat et culture d’Aloysia citrodora

Aloysia citrodora est cultivée sous les climats tempérés comme plante aromatique et

Ornementale, ainsi que pour ses feuilles, utilisées en phytothérapie. Celles-ci sont récoltées a la

fin de I'été. Elle s'accommaode sur tous les types des sols et exige une quantité d'eau
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Importante (Pascual ME. et Siowing.K et Carretero E.Sanchez Mata D.Villar ,2007). L’ Aloysia
citrodora s'acclimate d'un sol perméable, bien drainé et des endroits ensoleillés ou semi-
ombragés, abrités des vents froids. Elle exige un sol frais en été, sans exces d’humidité qui
entraine la pourriture de ses racines. Elle doit étre paillée en hiver pour la protéger du gel, car
elle ne supporte pas les températures inférieures a 4 °C (Botrel.A ,2001)
I1.9.Principaux pays producteurs et exportateurs d’Aloysia :
Selon EL Hmamouchi (2006), les pays classés comme suit :
» Les pays exportateurs sont le Chili, le Maroc
» Les pays producteurs sont le Mexique, le Chili, le Brésil, le pourtour méditerranéen

(Maroc, Algérie, Turquie, France), I'Afrique du sud et I'Inde.
I1.10. Mode de préparation de I’infusé d’Aloysia citrodora

Elle se prépare en versant de I’eau bouillante sur les parties de plantes fraiches ou
séchees et les bien tremper afin d’extraire leurs principes actifs. En laissant reposer la mixture
pendant 5 a 10 minutes. Elle convient pour I’extraction de parties délicates ou finement hachées
des plantes : feuilles, fleurs, graines, écorces et racines, ayant des constituants thermolabiles
comme les huiles essentielles (Kraft et Hobbs, 2004). Pour conserver les infusions, il faut les
embouteiller a chaud (a environ 80 °C ou 90- 100°C selon les plantes), elles sont stockées pour
quelques jours au froid (Chaboussou et Chabauty, 2013).
11.11. Marché d’Aloysia citriodora

Principalement pour la consommation en herboristerie mais aussi de I'huile essentielle.
Le Kg de plante séche varie de 5 a 10 Euro. Celui de I'essence était d'environ 15 000 Euro/kg.
L'arrivée de nouveau producteur sur ce marché a fait baisser les prix, actuellement il se situe
entre 7 000 et 10 000 Euro/kg (EL Hmamouchi, 2006).
II1. Effet thérapeutique d’Aloysia citrodora

Aloysia citriodora est une herbe largement utilisée a des fins alimentaires. Elle a connu
une longue histoire dans la médecine traditionnelle tel que le traitement de I’asthme, du rhume,
de la fievre et de la grippe, elle est utilisée pour lutter contre les flatulences, les coliques, la
diarrhée, I’indigestion, I’insomnie et 1’anxiét¢ (Abuhamdah et Mohammed, 2013). L’aloysia
citrodora est également utilisée contre les états nerveux, les palpitations, les migraines, les
bourdonnements d'oreille et les vertiges, elle est également utilisée pour baisser le taux de
glycémie (Pascual et al, 2001). Les huiles essentielles de cette plante sont utilisées dans le
traitement des cancers (Yousef et al , 2013).Des analyses menées in vitro a l'aide de différents
tests ont permis de montrer les propriétés antioxydantes, antispasmodiques et anti-

inflammatoires de l'infusé. Des chercheurs ont montré que 1’huile essentielle d’ Aloysia citriodora
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possede une activité antibactérienne vis-a-vis d’Escherichia coli, de Mycobacterium tuberculosis,

de Staphylococcus aureus et autres (Cheurfa et Allem, 2015).
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I. Métabolismes secondaire :
1.1.Généralité

Une des originalités majeures des végeétaux réside dans leurs capacités a produire des
substances naturelles tres diversifiées. En effet, a coté des métabolites primaires classiques
(glucides, protides, lipides, acides nucléiques), ils s’accumulent fréquemment des metabolites
dits secondaires dont la fonction physiologique n’est pas toujours évidente mais qui représentent
une source importante de molécules utilisables par ’homme dans des domaines aussi différents

que la pharmacologie ou I’agroalimentaire (Macheix et al, 2005).

Les métabolites secondaire ne sont pas essentiels a la croissance et au développement de
base de plantes, mais ils peuvent jouer différents réles pour la survie du végétale lui-méme
(Merghem, 2009).

Ces metabolites secondaires exercent cependant une action déterminante sur l'adaptation
des plantes a leur environnement. Ils participent ainsi, de maniére trés efficace, a la tolérance des
végétaux a des stress varies (attaques de pathogenes, prédations d'insectes, sécheresse, lumiere
UV ....) (Colmar, 2007).

1.2.Définition

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes, ils sont divisés principalement en

trois grandes familles : Les polyphénols, les terpenes, les alcaloides (Lutge et al, 2002 ;
Abderrazak et Joél, 2007).

Les plantes utilisent les métabolites primaires pour produire les métabolites secondaires
(Hopkins, 2003).

I.3.Relation entre le métabolisme secondaire et primaire

Le métabolisme est I'ensemble des processus chimiques qui se produisent dans les
organismes vivants afin de maintenir la vie. Des milliers de composés chimiques sont impliqués
dans le métabolisme des organismes vivants. Ces composés sont appelés métabolites et ils sont

des intermédiaires et des produits du métabolisme.

Les métabolites primaires et les meétabolites secondaires sont les deux catégories de

métabolites présents dans les organismes vivants.

12
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Les deux sont de petites molécules qui agissent comme des molécules de signalisation,

des catalyseurs, des stimulateurs ou des inhibiteurs de toute activité métabolique dans le corps.

La différence principale entre métabolites primaires et métabolites secondaires est
que les métabolites primaires participent directement au développement de la croissance primaire
et a la reproduction tandis que les métabolites secondaires sont indirectement impliqués dans les
métabolismes tout en jouant des fonctions écologiques importantes dans le corps (Anonyme
.2022).

1.4.Principaux métabolites secondaires du genre Aloysia citrodora

De nombreuses études phytochimique sur des espéces du genre Aloysia citrodora ont
révélé la richesse de ces dernieres en métabolites secondaires tels que les flavonoides, les
Tanins, les acides phénols, les huile essentielle qui sont les principale composant de cette espece
(Anonyme.2022).

1.5.Classification de métabolisme secondaire
1.5.1.Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont en effet des éléments importants, de qualités
sensorielles (Couleur ; astringence) et nutritionnels des végétaux que consomme I'homme et leur
intervention dans la santé est maintenant reconnue dans des domaines variés (Manchado et
Cheynier, 2006). Les composés phénoliques (ou polyphénols) regroupent plusieurs milliers de
molécules caractérisées chez les végétaux (Albrecht et al, 1999 ; CIé et al, 2008). lls possédent
tous un ou plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles (OH-)
(Macheix et al, 2005 ; Benhamou, 2009) tableau 02

13
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Tableau02 : Les différents groupes de composés phénoliques. D’aprés Macheix et al, (2005)

Squelette carboné Nom du groupe

C6 Phénols simples

C6-C1 Acides hydroxybenzoiques
C6-C3 Acides phénoliques
C6-C4 Naphtoquinones
C6-C2-C6 Stilbénes

C6-C3-C6 Flavonoides

(C6-C3)2 Lignanes

(C6-C3) n Lignines

(C15)n Tannins

a. Localisation

Les polyphénols sont probablement, les composés naturels les plus répondus dans la
nature on les trouve essentiellement dans les cellules épidermiques des fruits et [égumes ainsi
que dans les fleurs de plusieurs plantes L'ensemble des propriétés physico-chimiques des
polyphénols végetaux fait des substances des écrans efficaces contre les rayons ultraviolets
du soleil (Guignard et al, 1985).

1.5.2. Acide phénolique

Les acides phénoliques constituent un groupe important de composés organiques naturels
avec un large spectre d'activités pharmacologiques, ils possédent des propriétés non seulement
antioxydantes, mais également des propriétés antivirales et antibactériennes. L'activité
antioxydant phénolique est généralement combinée avec des groupes hydroxyles trouvé dans
leurs molécules (Cazes, 2005). Sont les principaux polyphénols alimentaires (Watson et al.
2013), ils sont présents dans tous les fruits et les légumes et représentent environ un tiers de la

teneur totale de 1’alimentation en polyphénols (Sharma et al. 2015).
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Les acides phénoliques font partie des formes les plus simples des composes phénoliques et se
séparent en deux grands groupes distincts que sont les acides hydroxycinnamiques (C6-C3) et les

acides hydroxy benzoiques (C6-C1) (Arimboor ; Kumar et al, 2008).

R2 R1
O
R3
OH

R4

Figure03 : Acides hydroxycinnamiques (C6-C3) (Han et al, 2007 ; Chira et al, 2008)

OH

Figure04 : Acides hydroxy benzoiques (C6-C1) (Bruneton, 2008).
1.5.3.Flavonoides

Le terme flavonoide désigne une trés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols (Seyoum et al, 2006), ils sont considérés comme des pigments
quasiment universels des végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et
parfois des feuilles. A 1’état naturel les flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme

d’hétérosides (Ghestem et al, 2001 ; Bruneton, 1999).
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Largement répondus dans le régne végétal avec plus de 4000 composés ayant des
propriétés pharmaceutiques diverses. Ils sont toujours hydrosolubles, ils contribuent a la

coloration par leur role de co-pigment (Guignard et al, 1985).
a. Localisation

Les flavonoides sont présents d'une maniére générale dans toutes les plantes supérieures
(Angiospermes). lls sont localisés dans les divers organes, racines, tiges, feuilles, bois, pollens,
Fleur et fruits. Se trouvent généralement dans les vacuoles, parfois dans le cytoplasme (Hadjadj

et Labeb, 1993).1ls se rencontrent parfois dans la cuticule foliaire (Bruneton, 1993).

b. Structure chimique
Les flavonoides possédent un squelette de base a 15 atomes de carbone constitués de
deux cycles benzéniques en C6 (A et B) reliés par un hétérocycle de 3 atomes de carbone (C)
(Nutr, 1996).

8 B _
= O ﬂf““x,,_:;’”ﬁ
iy | c 2 &
6 o~ — -
5 <

Figure 05 : Structure chimique de base des flavonoides (Nutr, 1996)

De fagon générale les flavonoides se trouvent soit a 1’état libre, dans ce cas ils sont dits
aglycones, soit sous forme de C- ou O-glycosides, et dans ce cas ils sont liés a des sucres tels que
le glucose, le thamnose, I’arabinose, ils peuvent en outre étre des monomeres ou des oligomeres
(Dacosta, 2003).

C .Classification des flavonoides

Selon les modifications de 1’hétérocycle, ces composés sont regroupés en divers sous-
groupes incluant les anthocyanidines, les flavonols, les flavones, les flavanols, les flavanones, les

chalcones, les isoflavonoides (Treutter, 2006).
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Y

Flavanols or Catechins
Isoflavones Flavanones OH

Flavonoids

OH
Z
0

Flavanonols Anthocyanidins Neoflavonoids

o

Chalcones

Flavonols

Figure06 : Structures de quelques classes des flavonoides (Gamet-Payrastre et al, 1999).

1.5.4.Coumarines

Sont des composés aromatiques naturels, largement distribués dans le regne végétal, ils
inhibent la croissance et la sporulation des champignons et autres microorganismes qui sont

pathogénes pour les plantes (Edardes, 2008).

Les coumarines sont parmi les composés phénoliques les plus connus. Elles se trouvent
dans de nombreuses espéces végétales et posseédent des propriétés trés diverses. Elles sont
capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capter les radicaux

hydroxyles, superoxydes et peroxyles (Bossokpi, 2002).

Les coumarines sont des 2H -1-B enzopyran-2ones que I'on peut considérer comme étant
les lactones des acides 0 -hydroxy- Z-cinamique. Les coumarines furent isolées en 1820 a partir
de la féve (Brunton, 1993). Ont une structure de base (C6-C3) dérivant des acides
orthohydrocinnamiques (Collin et Crouzet, 2011). Différents dérivés coumariniques ont été
isolés, habituellement, les substituants sont dans les positions C5, C6, C7 et C8 (ex:

I’ombelliférone, I’hierniarine, I’aesculétine, la scopolétine, 1’osthenol, 1’osthol...) (Cazes, 2001).
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R1 R2 R3 ‘

Ombelliféfrone H ~ OH H
Herniarine H OCH3 H
Esculélot OH OH H
Scopolélot OCH3 OH H
Fraxétol OCH3 OH OH

Figure07 : Structure de coumarine (Bruneton, 2009).
1.5.5.Les tanins

Le terme tanin provient d’une pratique ancienne qui utilisait des extraits de plantes pour
«tanner» les peaux d’animaux, autrement dit pour transformer une peau en cuir. Ces extraits
contiennent des dérivés phénoliques qui se lient aux protéines et donc les dénaturent (Hopkins,
2003). Sont des composés phenoliques hydrosolubles ayant une masse moléculaire comprise
entre 500 et 3000, qui présentent a coté des réactions classiques des phenols, la propriété de
précipiter les alcaloides, la gélatine et d'autres protéines telles que I'albumine (Bruneton, 1993 ;
Guignard et al, 1985).

Son réle biologique dans la plante est lié a sa propre protection contre les infections, les
insectes et les animaux herbivores (Khanbabaee et Ree, 2001), en plus de la protection contre les

attaques fongiques et bactériennes (Peronny, 2005).

Les tanins sont trés répandu dans le régne végétal, mais ils sont particulierement abondants

dans certaines familles comme les coniféres, les Fagacée, les rosacée (Ghestem et al, 2001).
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IIs peuvent exister dans divers organes : I'écorce, les feuilles, les fruits, les racines et les
graines (Khanbabae et Ree., 2001).

Leur structure chimique est tres variable mais comporte toujours une partie
polyphénolique (Bouche, 2004). On distingue deux grounds groupes de tanins, différent a la fois
par leur réaction chimique et par leur composition : les tanins hydrolysables et les tanins

condensés (Manchado et Cheynier, 2006).
a-Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des polyesters de glucides et d'acides phénols, ils sont
facilement scindés par les enzymes de tannases en oses et en acide phénol, selon la nature de
celui-ci on distingue : les tanins galliques (lls donnent par I'hydrolyse des oses et de l'acide
gallique), et les tanins ellagiques (Ils sont scindés par les enzymes en oses et en acide ellagique)
(Paris et Hurabielle, 1981).

O 2 OH

o
HO\@/
HO. o._ O
o o @] O]
U OH
e A Eeg
1 Os_ O e O._0O i
i o
OH
HO OH
OH

H
OH
OH
o ]
o]
9] o OH
o HO O o)
(9]
HO O o4
o] S o OH
OH
HO OH

A- les tanins galliques B-tanin ellagique

Figure08 : Structure des tanins hydrolysables et leur monomeére (Bruneton, 1999).
b-tanins condenses

Les tanins condensés sont présents dans les vacuoles d’un réseau de cellules spécialisées,
situées sous 1’épiderme des feuilles et des tiges de certaines 1égumineuses tempérées (sainfoin,
loier cornicule ou pédonculé) et tropicales herbacées (Lespedeza sericea, des-modium intortum)

et arbustives, ainsi que dans les feuilles d’arbustes fourragers ...etc. (Jarrige et al, 1995).
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IIs sont constitués d'unités de flavan3-ols liées entre elles par des liaisons carbones -
carbone le plus souvent 4-8 ou 4-6. Contrairement aux tanins hydrolysables, ils sont résistants a
I'nydrolyse et seules des attaques chimiques fortes permettent de les dégrader, ainsi, par
traitement acide a chaud, ils se transforment en pigments rouge et pour cette raison, les formes
dimeres et oligomeéres sont dénommées « proanthocyanidines». (Mol et al, 1998 ; Winkel-
Shirley, 2001).

OH
J OH
e
HO L
~_ O ~.~ OH

Figure9 : Structure de tanins condensés (Cowan, 1999).

1.5.6.Quinones
Les quinones sont des pigments naturels, la plupart sont jaunes pales, rouges et bruns.

Ces couleurs sont masquées par les autres pigments. Elles sont ubiquitaire dans la nature,

principalement dans le regne végétal et sont fortement réactifs (Cowan, 1999).

Ce sont des composés oxygénés qui correspondent a 1’oxydation de dérivés aromatiques
avec deux substitutions cétoniques. Elles sont caractérisées par un motif 1,4-dicéto cylohexa-2,5-
diénique (para-quinones) ou, éventuellement, par un motif 1,2-dicéto cyclohexa3, 5 diénique

(ortho-quinones) (Bruneton, 1993).
On distingue 4 groupes :

Benz quinones (arthropodes), Naphtoquinones (angiospermes), Quinones isopréniques

(photosynthese et respiration) et Anthraquinones. Ces derniers, les plus répondus sont colorés en
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orangé rouge et combinés a des sucres. Les émodoles sont des dérivés hydroxy anthracéniques
(Chaouche et al, 2012).

1.5.7. Saponosides

Les saponosides (saponines) doivent leur nom au fait que comme le savon, elles
produisent de la mousse en contact avec 1’eau Sont des molécules de forme hétérosidique. Ils se

divisent en saponosides a génuine tri terpénique et stéroidien (Bruneton, 1999).

Les saponines stéroidiques ont une structure chimique similaire a celle de nombreuses
hormones humaines (cortisol et cestrogéne) et conférent aux plantes qui les contiennent une
activité hormonale, Les triterpenoides sont de puissants expectorants, mais peuvent aussi faciliter

I’absorption des éléments nutritifs (Larousse, 2001).
1.5.8.Composés réducteurs

Les glycosides sont le nom général d'un aglycone (partie non sucre) lié de maniere
covalente a un hydrate de carbone par un lien Oglycosidique, C glycosidique ou N-glycosidique
selon le type d'atome impliqué dans la liaison .11 est généralement accepté que les glycosides
présentent une plus grande hydro solubilité que leurs aglycones respectifs (Kren et Martinkova,
2001). C'est pourquoi, dans la plante, les glycosides jouent un role essentiel dans les phénomenes

d'accumulation, d’entreposage et de transport des substances hydrophobique.

En effet, l'attachement d'une section saccharidigue a une molécule donnée augmente

sensiblement son hydrophilicité (De Roode et al, 2003).
1.5.9.Lignine

La lignine est un polymére fortement ramifié, formé par trois alcools phénoliques

simples. Sont constitué 15 a 35 % du bois des angiospermes et gymnospermes.

La lignine des gymnospermes est essentiellement composés de sous-unités d'alcools
coniférylique, tandis que celle des angiospermes est un mélange de sous -unités d'alcools
coniférylique et synapylique .Les alcools sont oxydés en radicaux libres réagissent ensuite

spontanément et au hasard pour former la lignine (Hopkins, 2003).

A partir de la condensation d'unités phénylpropanoique on a Les lignines. Quatre
groupes peuvent étre considérés : les lignines (liaison entre deux carbones 3 des chaines latérales

de deux unités dérivées du phénylpropane), les néolignanes (un seul carbone B est en jeu), les
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oligomeéres, (condensation de 2 a 5 unités phénylpropanoique) et enfin les norlignanes avec un
squelette en C17. (Djedadia., 2017).

Le role des lignines dans 1’évolution des végétaux, ils forment une barriére mécanique,
de godt désagréable, et réduisant la digestibilité des sucres de la paroi, les lignines participent a
la résistance des plantes aux microorganismes et herbivores, la lignification est une réponse

courante a I’infection ou la blessure (Murry et al, 1982).
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FigurelO : Structures chimiques de lignine (Scalbert et Williamson, 2000).

1.5.10.Alcaloides

Les alcaloides forment un grand nombre des familles trés hétérogenes des métabolites
secondaires représentant un intérét de par leurs propriétés pharmacologiques et leur application

en medecine (Vican, 2001). Leurs caractéristiques communes sont :

-la solubilité dans I'eau.

-la présence d'au moins un atome- d'azote qui accepte souvent un proton, ce qui leur confére un
caractére légérement basique en solution. Dans leur majorité, les alcaloides soient,
hétérocycliques, bien que quelques composés azotés aliphatiques, comme la colchicine soit -
parfois classée dans les alcaloides (Hopkins, 2003).

Les alcaloides sont d’origine naturelle, le plus souvent végétale. Ce sont des substances

organiques azotés et basiques, doués, a faible dose, de propriétés pharmacologiques marquées.
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A I’état naturel, ils sont généralement salifiés par les acides organiques (tartrates, maliates ...) ou

combinés a des tanins (Bruneton, 2009).

0 CHs 0 H 0 CHs
HsC N/ HsC N/ H N/
N N N
AL AL A
07 N 0 N 07 N

CH; CH; CH;

Caffeine Theophylline Theobromine

Figurell : Structures chimiques de quelques alcaloides (Bruneton, 2009).

1.5.11.Huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des métabolites secondaires des végétaux d'odeur et de
saveur généralement forte (Wichtl et Anton, 1993). Elles sont volatiles, ce qui les différencie des

huiles fixes.

La pharmacopée frangaise (1965) définit les huiles essentielles comme des produits de
composition généralement assez complexe renfermant les molécules volatiles contenues dans les

végétaux et plus ou moins modifiés au cours de la préparation.

La norme AFNOR NET 75-006 (1987) a donné la définition suivante : « produit obtenu a
partir d'une matiére premiére végeétale soit par entrainement a la vapeur soit par des procédes
mécaniques a partir de I'épicarpe des citrus, soit par distillation a sec. L'huile essentielle est

ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques.
a. Caractéres chimiques des HEs
L'huile essentielle est constituée de plusieurs molécules chimiques de synthese naturelle.

Ces molécules sont différentes selon la nature de la plante, le sol, le temps de récolte, la

partie de la plante, la préparation de I’échantillon, ainsi que la méthode d’extraction.
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Les composés sont principalement des Mono terpenes et des sesquiterpénes de formule
(C5HS8) n. Du strict point de vue chimique, les terpénes apparaissent comme des polymeéres d’un

carbure d’hydrogene diéthylénique, 1’isoprene. (Pibiri, 2006).

Figurel?2 : Structure de I’isopréne (Pibiri, 2006).

b. Principaux constituants des huiles essentielles d ’Aloysia citrodora

Selon Slimani.N (2014), les résultats obtenus dans I’analyse de la composition chimique
de I’huile essentielle d’Aloysia citriodora sont présentés dans le tableau 04 (Slimani.N et
Dahmane.M, 2013)
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Tableau03 : Principaux composés de I’huile essentielle d’Aloysia citrodora analysée par

CG/MS (Slimani.N et Dahmane.M ; 2013)

Composants INICEC)) Temps de rétention (min)
Citral 11.3 6.25
Limonéne 10.6 7.46
4- Phényl undécan-4-ol 7.7 9.24
Curcumene 6.5 10.15
Cedrol 4.5 12.68
Carvéol 3.7 14.00
Linalool 3.5 14.97
Caryophyllene 2.8 16.22
Acétate de géranyle 1.8 19.98
(]
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Introduction

Les plantes ont toujours fait partie de la vie quotidienne de I’homme, puisqu’il s’en sert
pour se nourrir, se soigner et parfois dans ces rites religieux (Mebarki.N, 2010). Les plantes sont
capables de produire des substances naturelles tres diversifiées: elles accumulent des
métabolites dits secondaires parmi lesquels, les huiles essentielles trés utilisées par 1’homme

dans des domaines aussi différents que la pharmacologie (Haddouchi.F, 2008).

Les huiles essentielles sont connues pour étre douées de propriétés antiseptiques et
antimicrobiens L’oxygéne (0O2) est le premier élément essentiel pour la vie, responsable
d’un nombre de processus d’oxydation responsable au stress oxydatif (oxydant) (O’fel,
1982). Selon les points de vue actuels, le stress oxydant peut étre défini comme étant « un
déséquilibre entre la production et I’élimination des métabolites réactifs de 1’oxygene et du
nitrogéne en faveur de leur production conduisant a des dommages potentiels Nagata. T.,
Tsushida. T., Hamaya. E., Enoki. N., Manabe. S. et Nishino. C., 1985. Camellidins:
antifungal saponins isolated from Camellia japonica. Agric Biol Chem 49, p.p. 1181-1186)
et a des dégats cellulaires irréversibles (Young et al, 1992).Ces nés beaucoup d'entre elles,
ont des proprietés antitoxiques, antivenimeuses, antivirales, antioxydantes, et
antiparasitaires. Plus récemment, on leur reconnait également des propriétés anticancéreuses
(Tahara et al, 1984).

L'activité biologique d'une huile essentielle est & mettre en relation avec sa composition
chimique et les possibles effets synergiques entre ses composants. Sa valeur tient a l'intégralité
de ses constituants et non seulement a ses composés majoritaires. (Harborne et Baxter, 1993).

I. Activité anti bactérienne

Les plantes synthétisent différents métabolites secondaires dotés d’activité antibiotiques
mais en genéral cette activité est plus faible que celle exercée par les antibiotiques d’origine
microbienne (Millet, 2010) Parmi ces métabolites on trouve les polyphénols qui sont doués de
diverses importantes activités antimicrobiennes.

Depuis I’antiquité, les extraits aromatiques de plantes ont été utilises dans différentes
formulations, comme les médicaments et la parfumerie (Heath, 1981). Les huiles essentielles ont
été considéré comme agents antimicrobiens les plus efficaces dans ces plantes.

Les qualités microbiologiques des plantes aromatiques et médicinales sont connues.
Toutefois, la premiére mise en évidence de I’action des huiles essentielles contre les bactéries a
été realisee en 1881 par Delacroix (Boyle, 1995). Depuis, de nombreuses huiles ont été définies

comme antibactériennes (Burt, 2004).
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L’activité antibiotique correspond a activité d’une molécule ou composé présent au sein
d’un végétal qui a trés faible concentration, inhibe le développement d’une bactérie ou la tue. La
sensibilité d’une bactéric a un antibactérien varie selon la nature de I’antibactérien. Face a un
antibactérien donné, la sensibilité d’une bactérie peut étre trés différente selon la souche
d’appartenance (Bruneton ; 1999)

Cette activité est par ailleurs variable d’une huile essentielle a 1’autre et d’une
souche légumes entiers...) contribuent a préserver I’aliment de Cette activité est par
ailleurs variable d’une huile essenticlle a 1’autre et d’une souche bactérienne a 1’autre.
(Chabier J.Y (2010). Ces huiles peuvent étre bactéricides ou bactériostatiques
(Hemingway R.W. (1992).

Leur activité antibactérienne est principalement en fonction de leur composition chimique, et
en particulier de la nature de leurs composés volatils majeurs. (Leclerc et al, 1995). Dont les
facteurs influengant 1’activité antibactérienne des huiles essentielles
I-1-1- Définition des bactéries

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires classés parmi les procaryotes, car
ils ne possédent pas de membrane nucléaire. Ce caractére les distingue des autres organismes
unicellulaires classés parmi les eucaryotes (champignons, algues, protozoaires).elles sont
divisées en bactéries proprement dites (Bacteria) et bactéries primitives (Archaea). Toutes les
bactéries rencontrées en pathologie appartiennent aux Bacteria.

Les bactéries ont généralement un diametre inférieur a 1 pm. On peut les voir au
microscope optique, a 1’état frais ou apres coloration. Leur forme peut étre sphérique (cocci), en
batonnet (bacilles), incurvée (vibrions) ou spiralée (spirochétes). Les détails de leur structure ne

sont visibles qu’en microscopie électronique. (Nauciel et Vildé, 2005).

1.1.2. Donnée sur les souches bactériennes utilisees
a. Bacillus cereus

Bacillus cereus est une bactérie sporulée, aéro-anaérobie facultative et thermorésistante.
Ces caractéristiques lui conférent une résistance particuliére a 1’action des bactéricides, aux

désinfectants, aux radiations et au cycle froid (Cadel et al, 2010).
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Figurel3 : Bacillus cereus (Anonyme, 2018)
b-Staphylococcus aureus

Les staphylocoques sont des bactéries sphériques, qui se divisent sur plusieurs plans
pour former des amas réguliers ou irréguliers en grappe de raisin, d’ou leur nom (en grec
staphylos), ils sont immobiles et cultivent sur des milieux contenant 5% de Na CI et pour

certains jusqu'a 10 et méme 15%. Ils sont aérobies ou anaérobies facultatifs.

Les staphylocoques sont des germes ubiquistes largement distribués dans
I'environnement naturel de I'hnomme, mais ils le sont plus fréquemment et en plus forte densité

sur les surfaces cutano muqueuses des mammiferes.

Il existe une certaine relation entre les espéces de staphylocoques et I'hdte qui les
héberge. Staphyloccocis epidermidis est I'espéce la plus fréquente et la plus abondante sur les
surfaces cutanées de I'homme. Staphyloccocis aureus est I'espéce prédominante chez I'hnomme
et autres mammiferes, la cavité nasale de I'homme est sa niche préférentielle. Les
staphylocoques ont un pouvoir pathogene opportuniste extrémement large qui s'exerce avec
une grande fréquence en milieu hospitalier. L'espece Staphyloccocis aureus, responsable
d'infections pyogénes de la peau et des muqueuses (furoncle, impétigo, staphylococcie
maligne de la face, staphylococcies bulleuses, etc.), mais aussi osseuses (ostéomyélite),
digestives (entérocolites post-antibiotiques), septicémiques. Staphyloccocis epidermidis un

agent de plus en plus fréquent d'infections nosocomiales (Leclerc et al. 1995)
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Figurel4 : Morphologie des Staphylocoques sous microscope électronique (Elika, 2013)

c-Pseudomonas aeruginosa

Les espéces Pseudomonas aeruginosa sont des bacilles a Gram négatif, ces bactéries
fines sont de 1.5 a 3 um de long et 0.5 a 0.8 um de large. Elles sont mobiles grace a une ciliature
de type polaire monotriche, ce type de bactéries possede un aspect de « vol moucheron ». P.
aeruginosa ne forme ni spores ni sphéroplastes. Elle est responsable de 10 % de I’ensemble des
infections nosocomiales, occupant le 3éme rang apres E. coli et S. aureus, mais le ler rang pour
les infections pulmonaires basses et le 3eme rang pour les infections urinaires (Richard et
Kiredjian, 1995).

d- Escherichia coli

Escherichia coli est un bacille a gram négatif (Patrick et al, 1988), de forme non sporulée,
de type anaérobie facultative, généralement mobile grace aux flagelles, sa longueur varie de 2 a 6
um, alors que sa largeur est de 1,1 a 1,5 um (Steven et al, 2004).
Les bactéries appartenant a 1’espece E. coli constituent la majeure partie de la flore microbienne
aérobie du tube digestif de I’homme et de nombreux animaux. Certaines souches sont virulentes,
capables de déclencher spécifiquement chez I’homme ou chez certaines especes animales des
infections spontanées des voies digestives ou urinaires ou bien encore des méningites néo-
natales. E coli est le germe responsable de 75 a 80 % des infections urinaires. D’autres souches
appartiennent a la flore commensale peuvent étre responsables d’infections opportunistes
variées, surtout chez les sujets aux  défenses  immunitaires  affaiblies
Ce genre comprend 5 espéces, mais Escherichia coli est la plus importante. Cette

espece est subdivisée en sérotypes sur la base des antigénes présents.

Escherichia coli, un héte commun de I’intestin de I’homme (108/g de selles), et des
animaux ; elle est recherchée a ce titre, comme genre témoin de contamination fécale, dans

I’eau et les aliments.
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A lintérieur de l'espéce il y a des pathotypes souvent associés a des serotypes
particuliers. Certains de ces pathotypes sont responsables d'infections intestinales (gastro-
entérites et diarrhées) leur pouvoir pathogene est induit par des facteurs d'adhésion et/ou la
production  d'entérotoxines. Escherichia coli entéropathogene (diarrhées infantiles),
Escherichia coli entérotoxinogéne (turista), Escherichia coli entéroinvasif (invasion des
cellules intestinales), Escherichia coli entérohémorragique (diarrhées sanglantes),

Escherichia.Coli entéroadhérent(diarrhée du voyageur).

D'autres responsables de méningites néonatales, provoquent des infections du tractus
urinaire, ou encore des septicémies qui correspondent a un nombre restreint de sérotypes
(Leclerc et al. 1995)

Figure 15 : Morphologie d’Escherichia coli sous microscope électronique
(Ari et Sezonov, 2008)

1.2. Activité fongique
Les antifongiques sont des substances (naturelles) capables de détruire sélectivement ou
non les différents champignons rencontrés en mycologie. Ils s’administrent par voie locale ou

générale (O’fel, 1982).

Relation entre 1’activité antifongique et les métabolites secondaires Différentes especes
de végétaux sont connues depuis longtemps pour leurs effets antimicrobiens. Les plantes
aromatiques et médicinales (PAM) constituent une richesse naturelle trés importante dont la
valorisation demande une parfaite connaissance des propriétés a mettre en valeur. Les propriétés
médicales des plantes médicinales dépendent de la présence d’agents bioactifs variés et
appartenant a différentes classes chimiques. (Ouraini et al, 2005). Les végétaux produisent des
composés secondaires (terpenes, composés soufrés, alcools etc.), souvent considérés comme

étant un moyen de défense de la plante contre divers organismes dépréciateurs (Aauger et al,
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1999). Ces composés secondaires appelés les métabolites secondaires. Les extraits de plantes
semblent étre I'une des méthodes alternatives les plus efficaces de lutte contre les maladies des
plantes, moins nocives pour I'nomme et I'environnement. (Hanafey et Sabry, 2013). Alors que les

métabolites secondaires ont un effet antifongique.
Il'y a plusieurs de mécanisme pour former les activités anti fongique qui sont :
Inhibition de la formation de paroi cellulaire

La paroi cellulaire fongique est principalement co nstituée de pB-glucanes. Si la synthése
de ces composés est inhibée, l'intégrité de la paroi cellulaire va se perturber (Walker et White,
2011 ; Mc Clanahan, 2009).

Rupture de la membrane cellulaire

Les ergostérols sont essentiels pour la membrane cellulaire. Si ces stérols sont liés par des
médicaments antifongiques, ou si leur synthese est inhibée par des inhibiteurs de la biosynthese
de I'ergostérol, I'intégrité de la membrane cellulaire va se rompre. La membrane devient alors
étanche. (Walker et White, 2011 ; Mc Clanahan, 2009).

Dysfonctionnement de la mitochondrie fongique

L'inhibition du transport d'électrons mitochondrial entrainera une réduction du potentiel
membranaire mitochondrial. L'inhibition peut se produire via l'inhibition des pompes a protons
dans la chaine respiratoire, entrainant une réduction de la production d'ATP et la mort cellulaire
subséquente. (Walker et White, 2011 ; Kim et al, 2013).

Inhibition de la division cellulaire

L'inhibition de la division cellulaire peut se produire par I'inhibition de la polymerisation
des microtubules, inhibant ainsi la formation du fuseau mitotique (Walker et White, 2011 ; Mc
Clanahan, 2009).

Inhibition de la synthese ARN / ADN ou synthese protéique

Si l'agent antifongique pénétre dans la cellule, par exemple via un transport actif sur des
ATPases, et interfere avec I'ARN, il peut provoquer une synthése d’ARN défectueuse et une
inhibition de la transcription de I'ADN. L'inhibition de la synthese des protéines est également

une cible antifongique connue (Clanahan, 2009).
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Inhibition des pompes d'efflux

Les pompes a efflux sont présentes dans toutes les cellules vivantes et leur fonction est de
transporter des substances toxiques hors de la cellule (Kang et al, 2010). Ce transport inclut
souvent le transport du médicament accumulé hors de la cellule fongique. La surexpression des
pompes d'efflux peut conduire a une pharmacorésistance. En inhibant les pompes d'efflux, on

pense que la résistance aux médicaments peut étre réduite (Kang et al, 2010).
1.3. Activité Antibiotiques

Qui s'oppose a la vie, terme crée par Waksman (Schultz et Nicholas, 2000). Ce sont des
substances chimiques élaborées par des microorganismes ; ces substances possedent le pouvoir
d'inhiber la croissance ou le développement d'autres microorganismes (bactéries) que la
vancomycine, la streptomycine, la pénicilline et la céphalosporine. D’autres antibiotiques sont
semi-synthétiques (ampicilline) et résultent de la modification des antibiotiques naturels par
I’addition d’un groupement chimique. Plusieurs autres sont totalement synthétiques comme les
sulfamides (Hanafey et Sabry, 2013). (Quezel et Santa, 1963). dans lesquelles elles pénétrent en
perturbant le métabolisme et entrainent leurs destructions en s’attaquant directement a leurs
structures indispensables comme la paroi cellulaire, les ribosomes, membrane plasmique et ADN
(Atik bekara et al, 2007).

Ou en agissant spécifiquement sur une étape essentielle de ce dernier (Hartmann, 2007).
Mais qui sont dépourvus de toxicité pour les autres cellules humaines ou animales (Mehani et al,
2016). Le cadre des antibiotiques était limité d'abord a des substances d'origine biologique
produites par des champignons, s'est élargi plus tard et comprend actuellement d'autres produits
possédant la méme action antibactérienne, mais obtenus par synthése. (Ouraini et al, 2005).

1.4.Antimicrobiens

Depuis quelques années, les recherches sont orientées vers la caractérisation de
nouveaux agents antimicrobiens d’origine naturelle comme les peptides bactériens, les
bactériophages et les molécules bioactives des plantes qui peuvent substituer les
antibiotiques classiques ou agir d’une maniére synergique avec ces derniers. Les plantes
synthétisent différents métabolites secondaires dotés d’activité antibiotiques mais en général
cette activité est plus faible que celle exercée par les antibiotiques d’origine microbienne
((Hanafey et Sabry, 2013).

Parmi ces métabolites on trouve les polyphénols qui sont doués de diverses importantes

activités antimicrobiennes, cette diversité est probablement reliée a leurs diversités structurales
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Les phénols sont généralement bactéricides vis-a-vis des bactéries Gram+ et Gram-.
Cet effet est probablement di a I’inhibition de certaines enzymes (Bruneton, 1993).
L’hydrophobie des polyphénols est aussi un critére de toxicité qui leur permet de
s’intercaler dans les phospholipides membranaires des bactéries et exercer leurs effets
antibactériens (Tyler, 1881).

La déstabilisation de la membrane cytoplasmique pour la rendre perméable, 1’inhibition
des enzymes bactériennes extracellulaires, I’action sur le métabolisme bactérien et la privation
des substrats requis pour la croissance bactérienne, spécialement les micronutriments minéraux
essentiels comme le fer et le zinc sont des mécanismes adaptés par les proanthocyanidines dans
I’inhibition des bactéries (Walker et White, 2011 ; Mc Clanahan, 2009).

L’activité des flavonoides est due principalement a la capacité de ces molécules a
inhiber 1’expression de I’ADN et la synthése de certaines enzymes et protéines

membranaires des microorganismes (Aouadhi, 2010).

Les flavonoides sont capables aussi de détruire la membrane cytoplasmique des
cellules bactériennes (Decaux, 2002), ou de changer sa fluidité (Hartmann, 2007).

Les flavonoides peuvent aussi interférer avec le métabolisme énergétique des bactéries. En effet,
les retrochalcones et le flavanone lonchocarpole A inhibent fortement la consommation
d’oxygéne (Monod, 1978).

Les tannins ont la capacité d’éliminer un nombre de facteurs de virulence microbienne.
IIs peuvent inhiber la formation de biofilms, réduire I’adhésion aux ligands de I’hote et
neutraliser des toxines bactériennes, comme ils peuvent établir une synergie avec certains
antibiotiques (Heinrich et al, 2006).

I.5. Activité antioxydant

L’oxygene (02) est le premier €lément essentiel pour la vie, responsable d’un nombre
de processus d’oxydation responsable au stress oxydatif (oxydant) (Quizel et Santa, 1963)
Selon les points de vue actuels, le stress oxydant peut étre défini comme étant « un
déséquilibre entre la production et 1’élimination des métabolites réactifs de I’oxygene et du
nitrogene en faveur de leur production conduisant a des dommages potentiels (Guzman,
1999). Et a des dégats cellulaires irréversibles (Guzman, 1999). Ces derniéres années,
I’intérét porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs propriétés thérapeutiques, a
augmenté considérablement. Des recherches scientifiques dans diverses spécialités ont éte
développées pour I’extraction, 1’identification et la quantification de ces composés a partir de
plusieurs substances naturelles a savoir, les plantes médicinales et les produits

agroalimentaires (Hostettmann, 1997). Un antioxydant est une molécule qui posséde une
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capacité a capter ou piéger les radicaux libres produits spontanément et d’une fagon continue
dans I’organisme vivant (Aouadhi, 2010).
Le pouvoir antioxydant des HE est développé comme substitut dans la conservation
alimentaire. Ce sont surtout les phénols et les polyphénols qui sont responsables de ce pouvoir
Des études de 1’équipe constituant le Laboratoire de Recherche en Sciences Appliquées a
I’ Alimentation (RESALA) de I’INRS-IAF, ont montré que 1’incorporation des huiles essentielles
directement dans les aliments (viandes hachées, 1égumes hachés, purées de fruit, yaourts...) ou
I’application par vaporisation en surface de 1’aliment (piéce de viande, charcuterie, poulet, fruits
L’activité antioxydant des polyphénols
L’activité antioxydant des polyphénols assure une meilleure conservation des denrées
alimentaires en empéchant la peroxydation lipidique. Dans I’industrie cosmétique, les composés
phénoliques trouvent leur application pratique en luttant contre la production des radicaux libres
néfastes pour la santé et la beauté de la peau (Zalat et Gilbert, 1999). La capacité antioxydante
de plusieurs fruits est due a la présence de flavonoides, en fait, la plupart des constituants
polyphénoliques montre un pouvoir antioxydant élevé en comparant avec d’autres antioxydants
tels que la vitamine C, la vitamine E, et le B-caroténe (Bouraoui, 2003). La consommation des
composes phénoliques provoque une augmentation transitoire de la capacité antioxydante du
plasma dans les heures qui suivent le repas. Parvenus au niveau des artéres, ils préviennent
I'oxydation des lipoprotéines de faible densité (Low Density Lipoproteins ou LDL). En limitant

leur incrustation dans les parois des artéres. (Hanafey et Sabry, 2013).
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| .Etude expérimentale :

L'étude a été effectuée au laboratoire de Centre Universitaire Abdelhafid Bousouf de

Mila, au cours de I’année universitaire 2021/2022 sur I’espéce Aloysia citrodora.
I.1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans notre étude porte sur les feuilles d’Aloysia citrodora ;

qui s’appellent localement «Tizana », achetées d’un herboriste de Tasala wilaya de Mila, de

I’année 2021, fig.16

Figurel6 : feuilles d’Aloysia citrodora (photo personnelle)

1.2 Souches bactériennes utilisée

L’activité antibactérienne des extraites éthanolique d’Aloysia citrodora, a été évaluée vis-

a-vis quatre souches bactériennes tableau04.
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Tableau04 : Souches bactériennes utilisées dans le test antibactérien. (Apporter par nos

enseignantes Ben Siraj et Amari, 2022)

Souches Gram Famille

Bacillus cereus + Bacillaceae
Staphylococcus aureus + Staphylococcaceae
Pseudomonas aeruginosa - Pseudomonadaceae
Escherichia. Coli - Enterobacteriaceae

1.3 Etude phytochimique
1.3.1 Préparation des échantillons (feuilles)

Pour faciliter I’extraction des extraits bruts a partir des feuilles de la plante étudiée, deux

opérations de prétraitement de ce matériel ont été effectuées :

v Séchage : Le séchage des feuilles d’Aloysia citriodora est effectué a I’aire libre a
température ambiante pendant 10 jours puis dans une étuve portée une température
voisine de 37°C pendant 24 heures. (Modifier)

v" Broyage : Les feuilles séchées sont ensuite broyées a 1’aide d’un mixeur jusqu’a devenir

une poudre puis conservées dans un sachet propre qui sert ultérieurement a 1’extraction.

Figure 17 : la poudre de la feuille d’Aloysia citrodora (photo personnel 2022)
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1.3.2 Extraction

Cette étape consiste a extraire au maximum les extraits bruts contenus dans les organes

(feuilles) d’Aloysia citrodora. En utilisant la méthode de macération.
Principe

La macération est une opération qui consiste a laisser le matériel végétal en contact

prolongé avec un solvant pour en extraire les principes actifs (Ribereau-Gayou J.B, 1968,

Bruneton J, 1999).

C’est une extraction qui se fait a température ambiante. Les extraits bruts sont obtenus
par la méthode de macération prolongée (5jours) a une température ambiante par 1’Ethanol, selon
la méthode décrit par Abaza et al, (2007), fig.18
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5 g de matiére
végétale (Feuilles)
broyée et séchée

Filtration J

L'extraction hydro-
éthanolique (éthanol-
I'eau ; 70-30v /v) Agité

pendant 5 jours

Figurel8 : Protocole d’extraction (photo personnelle, 2022)

Nous avons utilisé la solution obtenue aprés la filtration pour la Screening phytochimique
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I1. Screening phytochimique :

Le screening phytochimique met en évidence la présence des familles de molécules
actives, c’est une étude qualitative utilisée pour connaitre la composition chimique globale des
extraits. Elle est basée sur des réactions de coloration et/ou de précipitation, des observations

sous lampe UV peuvent étre aussi utiles.
-Recherche des substances polyphénoliques

La caractérisation des polyphénols est basée sur une réaction au chlorure ferrique
(FeCl3), a 2 ml de I’extrait, une goutte de solution alcoolique de chlorure ferrique a 2% est
ajoutée. L ’apparition d’une coloration bleu noirdtre ou verte plus ou moins foncée fut le signe de

la présence des polyphénols (Békro et al, 2007).
-Recherche des quinones libres
Sur un volume de chacun de nos extraits, on ajoute quelques gouttes de NaOH 1%.

L’apparition d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones

libres (Oloyde, 2005).
-Recherche des saponines : test de mousse

Dans un tube a essai, introduire 2 ml de I’extrait a analyser, ajouter 2 ml d’eau distillée
chaude, agiter pendant 15 secondes et laisser le mélange au repos pendant 15min. Une hauteur

supérieure a 1 cm d’un mousse indique la présence des saponines (Harborne, 1998).
-Recherche des composés réducteurs (les glycosides)

Pour détecter ces molécules, un mélange constitué de 1 ml d’extrait, 2 ml d’eau distillée
et 20 gouttes de liqueur de Fehling est chauffé a 90°C dans un bain marie, un test positif est

révélé par la formation d’un précipité rouge brique (Trease et Evans, 1987)
-Recherche des coumarines

Le résidu de chaque extrait est dissout dans 2 ml d’eau distillée chaude. Le mélange est
partagé dans deux tubes. On ajoute a un des tubes 0.5 ml de NH,OH a 25 %, ensuite, quelles
gouttes de chaque tube est prélevée puis déposée sur un papier filtre qui sera observé sous U.V. a
366 nm (Bruneton, 1999).Une fluorescence intense est observée pour le tube contenant le
NH,OH.
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-Recherche des tanins

La présence des tanins est mise en évidence a macéré 10 g de la poudre avec 80 ml
d'alcool éthylique (50 %) pendant quelques minutes, apres filtration on agite le filtrat obtenu,
puis on ajoute quelques gouttes de FeCls au milieu. L'apparition d'une couleur verte prouve la

présence des tanins (Kalla, 2012).
-Recherche des flavonoides

Pour le criblage des flavonoides, une solution a base de 5 g de poudre et 150 ml d’HCI (a
1%) a été préparée, apres une macération de 24h, le mélange a été filtré. 5 ml du filtrat ont été
ensuite récupérés puis rendus basiques par ajout progressif de KOH. L’apparition d’une couleur

jaune atteste de la présence de flavonoides dans le milieu. (Tadros, 1979).
-Recherche des alcaloides

Nous avons procédé a une macération sous agitation pendant 02 heures de 02 g de la
poudre végétale dans 40 ml de HC1 dilué a 01%, Ce mélange est ensuite filtré. Dans un tube a
essai, introduire 05ml de filtrat et ajouter quelques gouttes de réactif de Wagner. L’apparition

d’un couleur marron indique la présence des alcaloides (Benzahi, 2001; Chaouch, 2001).
- Recherche des huiles

Selon Despiau (1978), le principe de 1’extraction de I’huile consiste a effectuer une
extraction par un solvant organique généralement c’est I’hexane a 1'aide d’un dispositif Soxhlet
d'une capacité de 250 ml. La farine est épuisée en matiére grasse par le passage du solvant. On
estime qu'une extraction est totale au bout de 6 heures. Une fois I'extraction est terminée les
solvants sont éliminés a l'aide d'un Rota vapor. Cette extraction repose sur le principe suivant :
les composes apolaires comme les corps gras sont insolubles dans les composés polaires comme
I’eau mais solubles dans les solvants apolaires tels que I’hexane. Le point d’évaporation de
I’hexane est inférieur a celui des matiéres grasses a extraire, il est donc tres facile de les séparer

par chauffage.fig.19.
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Figurel9 : Extraction de I’huile par soxhlet (photo personnelle, 2022)
I11. Rendements des composés phénoliques :

I11.1.Extraction des polyphénols

Pour calcule le rendement des extrais bruts on va faire Cinque opération des extractions ;
pour Cinque concentration différents (100%, 75%,50%,25%) éthanolique et 100% de I’eau.

I11.2.Préparation des extraits éthanolique :

Pour 100% :

Nous préparons 5g de la poudre de notre plante et 100ml d’éthanol ; prendre cette
quantité de poudre est macérée dans 20ml d’éthanol sous agitation mécanique a température
ambiante pendant 2h, aprés filtration, Le filtrat obtenu est conservé dans un flacon jusque
’utilisation. Ensuit On va prendre la poudre de filtre est macérée dans 20ml d’éthanol sous

I’agitation pendant 2h, apres filtration, conserve le filtrat obtenu dans un autre flacon.

Nous allons répéter le méme processus et conserver le filtrat obtenu a chaque fois jusqu’a

ce que la couleur de la solution résultante devienne blanche.
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Lorsque la couleur devient transparent, on récupére toutes les solutions précédentes est
soumis ensuite a une évaporation par rota-évapeur. Permettant ainsi d’obtenir un extrait
caractérisé par une couleur vert foncée, qui est considéré comme étant I’extrait brut, qui est
ensuite stockés dans des boites de Pétries en verre fermés hermétiquement a I’abri de la lumiere

jusqu’a utilisation.
Pour 75% , 50%,25% ;. on fait les mémes étapes Précédent.
111.3. Préparation de I’extrait aqueux :

Une quantité de 5g de Aloysia citrodora poudre de est macérée dans 100 ml d’cau distillé
sous agitation mécanique pendant 24 h a une température ambiante. La solution obtenue est filtré
a I’aide d’un papier filtre. Le filtrat est ensuite est soumis a une évaporation par rota- évapeur.
Est ensuite évaporé en coure dans une étuve a une température de 40 °C pour éliminer 1’eau. Le

résidu sec obtenu est conserve dans des boites de pétrée.

R% : Rendement en %
Me : Masse de I’extrait apres évaporation du solvant

Mv : la masse de matiere végétale utilisée pour I’extraction

VI .Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne nécessite un travail dans des conditions de stérilisation strictes
afin d’éviter les problémes de contamination. En autre les solutions, le matériel et les milieux de

cultures doivent étre stérilisés par I’autoclavage.

L'inhibition de la croissance bactérienne in vitro a éte étudiée par la methode de diffusion
par disque (I'aromatogramme) sur gélose. Le test sur les extraits de la plante préparés

précédemment, s’est déroulé selon les étapes suivantes :

——
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VI.1. Préparation des milieux
La préparation des milieux effectués par les méthodes suivantes :

» Préparation de milieu MH (Mueller Hinton) :

Pour la préparation de la gélose Mueller Hinton on introduit 38g de MH dans un
erlenmeyer auquel est ajoutée 1L d’eau distillé, le mélange obtenu est semis sous agitation
continue a une température élevé sur une plaque chauffante jusqu'a le bouillage, le milieu sera

divisée dans des flacons en verre. Le milieu MH a été préparé pour le but du repiquage des
souches. fig.20

A : 38g de MH

B : ajoute 1L d’eau distillé

C : le mélange est semis sous agitation

Figure20 : préparation de milieu MH (photo personnelle, 2022)
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» Préparation de milieu BN (Bouillon nutritif) :

Le bouillon nutritif a été préparé pour le but de la réactivation et I’entretien des souches
Bactériennes par 1’ajoute de 20 g de BN a 1L d’eau distillé sous agitation pendant quelques

Minutes, la solution sera divisée dans des tubes en verre a vue. Fig.21

Figure21 : préparation de milieu BN (photo personnelle, 2022).
> Préparation de I'eau physiologique

Elle est préparée par solubilisation de 0.9g de NaCl dans 100ml d’eau distillée avec
agitation pendant quelques minutes et divisée dans des tubes en verre a vesse. L’eau

physiologique est préparée pour 1I’ensemencement des souches.
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Figure 22 : préparation de I’eau physiologie (photo personnelle, 2022)
VI .2. Préparation des disques d’aromatogramme

Les feuilles de papier Wattman N°3 sont coupés en disques de 6 mm de diametre.
Ensuite ils sont mis dans un tube en verre a vesse pour stérilisés a l'autoclave et conservés

jusqu'a I’utilisation

Figure 23 : préparation des disques (photo personnelle, 2022).
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V1 .3. Stérilisation du matériel

L’eau physiologie, les tubes a essai, Le milieu de culture BN (Bouillon nutritif) et MH

(Mueller Hinton), les disques en papier Wattman (6 mm de diametre), les pinces enrobées dans

du papier aluminium ont été stérilisés a I’autoclave a 121°C pendant 2 h.

V1 4. Préparation de I’inoculum bactérien

R/
A X4

L)

K/
X4

D)

Les souches bactériennes ont été réactivées dans 10 ml de bouillon nutritif (BN) et
incubées dans I’étuve a 37°C pendant 24h.Apres la stérilisation de zone de travail avec
I’eau de javel.

Les quatre souches bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries sur gélose
nutritive (MH) en boite de pétri a I’aide d’un écouvillon, puis incubées dans 1’étuve a
37°C pendant 18 a 24 heures, afin d’obtenir une culture jeune et des colonies isolées qui
ont servi a préparer 1’inoculum bactérien.

A T’aide d’un écouvillon, quelques colonies bien isolées et identiques de chaque souche
bactérienne a tester sont alors raclées, déchargées dans un tube contenant 10 ml de I’eau
physiologique puis homogénéisées a 1’aide d’un vortex.

Nous avons fait la lecture de la suspension bactérienne a une densité optique de (0.08 a
0.10), a la longueur d’onde 625 nm.

L’ensemencement doit se faire au moins en quelques minutes qui suivent la préparation

de I’inoculum
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Figure 24 : Préparation de I’inoculum bactérien (photo personnelle, 2022)

V1 .5. Dilution des extraits

Les extraits des feuilles d’Aloysia citrodora. Ont été solubilisé dans I'éthanol, selon la

méthode suivante :

v" Solution mere (SM) : 100 mg d'extrait avec 1ml Ethanol (100%).
v' 1/2: 0.5ml d’extrait de SM avec 0.5ml Ethanol (100%).

v' 1/4 : 0.5ml d’extrait de C; avec 0.5ml Ethanol (100%).

v' 1/8 : 0.5ml d’extrait C, avec 0.5ml Ethanol (100 %).

De méme maniére, nous complétons le reste des extraits

V1 .6. Préparation des boites de pétri

Le milieu de culture (Muller Hinton) stérilisé par I'autoclave est versé dans les boites de
pétri & 4 mm de hauteur et ont été laissé quelques minutes jusqu'a la solidification
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Figure 25 : Préparation des boites de pétri (photo personnelle, 2022)

V1 .7. Ensemencement bactérienne

Aprés la préparation et [’identification des boites de pétri nous avons fait

I’ensemencement des bactéries dans un milieu stérile en présence de bec benzene.

v Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.

v’ L’essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tub

Figure 26 : Ensemencement des bactéries (photo personnelle).
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V1 .8. Dépots des disques et I’injection des extraits

v' A I’aide d’une pince stérilisée au bec bunsen les disques de papier Whitman de 6 mm de
diametre sont placés sur la surface de la gélose MH inoculée.

v" On a ajouté 10ul de chaque dilution des extrais (SM / 1/2 / 1/4 et1/8) sur les disques a
I’aide d’une micro pipette.

VI .9. Incubation et lecture

Apres dépot des extraits, les boites sont incubées dans une étuve a 37°C pendant 18 a 24
h. La lecture des antibiogrammes a été faite a 1’aide d’un pied a coulisse, elle a été réalisée a

I’extérieur de la boite pour les milieux MH.

L’effet des extraits et de ’antibiotique se traduit par I’apparition d’une zone transparente
autour de disque correspondant a 1’absence de la croissance bactérienne. Plus le diamétre de cette
zone est grand plus la souche est sensible (Choi et al. 2006).Les tests sont répétés trois fois afin

de minimiser I’erreur expérimentale.
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I- Résultat et discussion

I-1Etude qualitatif

1.1.1 screening phytochimique

Le Screening phytochimique qualitatif basé sur la réalisation des tests a pour but de révéler

les différentes familles bios actives de substances existantes dans les feuilles d’Aloysia citrodora
(Polyphénols, saponosides, flavonoides, composes réducteurs, alcaloides, tanins, coumarines...) Les
tests de caractérisation sont basés sur des réactions de précipitation et de complexassions avec
formation de complexes insolubles ou de coloration par des réactif spécifiques a chaque catégorie de
COMpPOSES.

Les résultats des tests phytochimique sont représentés dans le tableau 05.

Tableau 05 : Résultats de screening phytochimique /teste positive (+), teste négative (-)

Feuilles

Composé ++
Phénolique
Saponines -
Tanins +++
Quinones libres ++
Glycosides +
Flavonoides +++
Alcaloides

+++
Coumarines --

( <3 )
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e Polyphénols
Nous avons remarqué la présence de la couleur verte foncé qui indique la présence des

substances phénolique dans les feuilles d’Aloysia citrodora fig. 27

Figure 27 : Résultat du test des polyphénols (photo personnelle, 2022).

e Saponines
L’absence de la mousse dans les extraits des feuilles indique l'absence des saponines dans

la plante étudiée fig. 28.

Figure 28 : Résultat du test des polyphénols (photo personnelle, 2022).

e Quinones libres
Nous remarquons la présence d’une couleur jaune et cela indique I'existence des quinones

libres dans notre extrait fig.29
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Figure 29 : Résultat de test des quinones libres (photo personnelle, 2022).

e Flavonoides
Les résultats de test des flavonoides indiqué la présence de couleur jaune dans 1’extrait d’Aloysia

citrodora confirme leur richesse en flavonoides.fig.30

Figure 30 : Résultat du test des flavonoides (photo personnelle, 2022).

e Composés réducteurs (Glycosides)
L’apparition d'une précipitation rouge-brique indique la présence des glycosides dans I’extrait de
notre plante fig.31
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Figure 31 : Résultat de test des glucosides (photo personnelle, 2022).

e Lestanins
Nous avons remarqué la présence de la couleur verte foncé dans les feuilles de notre plante qui

prouve la présence des tanins fig.32

Figure 32 : Résultat de test des tanins (photo personnelle, 2022).

e Lesalcaloides
La présence des alcaloides est confirmée par la présence de couleur brune au contact avec le
réactif de Wagner fig.33
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Figure 33 : Résultat de test des alcaloides (photo personnelle, 2022).

e Coumarines
On a remarqué ’absence des fluorescences dans I’extrait des feuilles de Aloysia citrodora, qui

signifie que le teste de coumarines est négative.
Les huiles essentielles :

On a remarqué que notre plante contient 1’huile

Figure 34 : huile essentielle (photo personnelle)
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Aprés avoir effectué le processus de détection des substances actives présentes dans
notre plante par 1’examen phytochimique sur I’extrait brute des feuilles d’Aloysia citrodora qui
révelent la présence des flavonoides, des polyphénols, des alcaloides, des tanins, des quinones

libres, des glycosides, tandis que les tests de saponines et les coumarine sont négatifs.

Une autre étude sur la plante d’Aloysia citrodora (Ramoul et Bouchoucha, 2021) les résultats
étaient quelque peu similaires a ce que nous avons obtenu dans nos expeériences, ou il a été

prouvé qui’ il existe des flavonoides des alcaloides et les tanins.

Contrairement a nos résultats, nous avons constaté que la plante d’Aloysia citrodora contient

des quinones libres, alors que (Ramoul et Bouchoucha, 2021) n’a pas obtenu.
Les teste des saponines et des coumarines les résultats ont été négatifs pour nous, par contre

Ramoul et Bouchoucha, leurs résultats étaient positifs, ce qui indique que la plante contient ces

deux composés.

Plusieurs études phytochimique sur la famille Verbenaceae dont le genre Aloysia
citrodora ont été révélé la présence des polyphénols (Carnat et al, 1999 ; Adimi,L.2018 ;
Belgaid et al., 2013), la présence des tanin (Belgaid ,S et al,2013,Adimi,L.2018). Adimi

Adimi a mentionné que la famille Verbenaceae contions des alcaloides, et aussi les
flavonoides existent avec une grande quantité dans cette famille (Adimi, L. 2018), et il y a des

glycosides (Adimi, L. 2018).Ces résultats sont tres proche de notre.
I.1.2 Rendement d’extraction

Les calculs de rendement d’extraction des feuilles d’Aloysia citrodora sont représentés

dans le tableau.

Tableau 06 : les calculs de rendement d’extraction

Extraits R(%)
25% éthanol  5g 0.54g 8
50% éthanol  5g 0.82g 10.4
75% éthanol  5g 0.52g 16.4
100% 59 1.2¢g 24
éthanol

100% eau 59 0.71g 14.2
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Les résultats de rendement d’extraction des feuilles représentés dans la figure 35

Rendement %

30

25

20

15

10

Extrait25% Extrait 50% Extrait 75% Extrait 100% Extrait d'eau

Figure 35 : Rendement des extraits bruts

Au vu des résulte rapporté dans la figure 28, il ressort qu’il y a un déférente entre le

rendement des extraits éthanolique (25% ,50%,75%,100%) et 1’extrait aqueux.

La valeur la plus élevée que vous pouvez obtenir dans le rendement 100%¢éthanol (24%) et la

valeur la plus basse dans le rendement 25% éthanol (8%).

Alors qu’un rendement de 14.2% a été obtenu pour ’extrait aqueux, qui est une valeur

inférieure a I’extrait 100% éthanol.
1.2. Activité antimicrobienne des feuilles d’Aloysia citrodora
Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne de I’extrait brut des feuilles d’Aloysia citrodora a été estimée
en terme de diamétre de zone d’inhibition auteur des disques contenant I’extrait bruts a test vis-a-

vis de quatre souche bactérienne (E .coli, S.aureus, P.aeruginosa, B.cereus).

La détermination de la zone d’inhibition permis de donne une estimation d’un caractére

de sensibilité ou de résistance de la souche bactérienne contre des extraits testés.
Les résultats obtenus représentent dans les tableaux suivants :

Tableau 07 : résultat de I’activité antimicrobienne des extraits éthanolique d’Aloysia

citrodora avec la bactérie d’E. Coli
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Souche Dilution Zones d’inhibition (mm)
75% 100%

Extrait

agueuse
Témoin 05 05 05 05 00
SM 11 13 15 16 09
E. coli Yo 10 11 13 14 08

Ya 10 10 11 13 06
1/8 06 06 07 07 04

.

Escherichia.
Coli

Figure 36 : Effet de I’extrait 100% éthanolique sur la bactérie E.coli (photo personnelle 2022)

Les meilleurs résultats obtenue dans les extraites éthanolique est celui observe chez la
bactérie E.coli avec un diamétre de 16mm dans la concentration de solution mére (SM) 100%
éthanol et la valeur la plus basse que nous ayons enregistrée dans ces bactérie est 4mm dans

I’extrait aqueuse de 1/8.




Chapitre 02 : Reésultat Et Discussion

Tableau 08 : résultat de I’activité antimicrobienne des extraits éthanolique d’Aloysia

citrodora avec la bactérie de P.aeruginosa.

Dilution Zones d’inhibition (mm)
50% 75% 100%

Extrait

aqueuse
Témoin 04 04 04 04 00
SM 08 09 09 10 07
P.aeruginosa % 06 07 08 09 05
Ya 05 06 06 07 03
1/8 03 04 04 05 03

Figure 37 : Effet de I’extrait 100% éthanolique sur la bactérie P.aeruginosa (photo personnelle,
2022)

Sur la bactérie Pseudomonas aeruginosa

En remarquée que la valeur élevée enregistré dans la concertation 100% éthanol de SM avec
une diametre 10mm

Et la valeur la plus basse 03mm dans I’extrait aqueuse de concentration 1/8

Tableau 09 : résultat de I’activité antimicrobienne des extraits éthanolique d’Aloysia Citrodora

avec la bactérie de S.aureus
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Souche Dilution Zones d’inhibition (mm)
50% 75% 100%

Extrait

aqueuse
Témoin 06 06 06 06 00
SM 12 13 15 16 08
Y 11 12 14 15 07
S.aureus Y, 11 11 12 13 05
18 07 07 08 09 03

Staphylococcus

100%

Figure 38 : Effet de I’extrait 100% éthanolique sur la bactérie S.aureus (photo personnelle
,2022)

Staphylococcus aureus

Marquée une zone d’inhibitions élevée 16 mm, dans la concentration 100% éthanol sur la

solution mére

03mm c’est la valeur la plus basse marquée dans la concentration 1/8 de I’extrait aqueuse .
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Tableau 10 : résultat de I’activité antimicrobienne des extraits éthanolique d’Aloysia citrodora

avec la bactérie de B.cereus

Souche Dilution Zones d’inhibition (mm)
25% 50% 75% 100%  Extrait

aqueuse
Témoin 03 03 03 03 00
SM 03 04 04 05 03
Ys 02 03 03 04 02
B.cereus Ya 02 03 02 03 02
1/8 02 02 02 03 01

Bacillus
Cereus

Figure 39 : Effet de I’extrait 100% éthanolique sur la bactérie Bacillus (photo
personnelle 2022)

Dans la bactérie Bacillus cereus nous avons enregistrée la valeur la plus élevée dans la
concentration 100% éthanol de la solution mere avec une diamétre de 0O5mmEt la valeur la plus

basse de concentration 1/8 de I’extrait aqueuse ,01mm

Aloysia citrodora. Ou nous avons observé la formation des zones d’inhibitions vis-a-vis a trois

souche des bactéries étudiées avec des valeurs variées (E.coli, S.aureus, P.aeruginosa).
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Discussion

L’inhibition des extrait brute de note plante contre la bactéric P.aeruginosa était faible

par rapport aux autres souches, et cela est dii a la capacité des bactéries a résistes 1’extrait.

La raison pourrait également s’explique par I’incapacité de 1’agent antibactérien a se
répartir uniformément dans la gélose (Hayouni et al, 2007), ou la faible capacité de solubilité de

I’extrait dans 1’éthanol, et donc son effet n’était pas efficace sur cette souche bactérienne.

L’extrait de notre plante Aloysia citrodora fait une faible inhibition sur la souche Bacillus
cereus et donc les zones d’inhibition ne sont pas apparus, et cela est dii a I’absence de la
membrane externe des bactéries gram-positive (Balantine et al ,2006), ces souche bactérienne

sont sensibles aux changements environnementaux externe.

Il'y a une initions des deux souches bactérien E.coli et S.aureus de maniéré acceptable, ce
qui s’explique par la présente de composés phénolique en grande proportion dans la plante, car
les composés phénoliques contenant des groupes hydroxyle possedent une meilleure activité
antibactérienne (Mori, 1987).

Et selon (Ultee et al, 2002) s des métabolites secondaires contenant de I'oxygéne, tels

que les phénols, tendent a afficher une forte activité antimicrobienne.

L’¢étude menée par (Adimi.L, 2018) sur I’activité antibactérienne de plusieurs plantes
d’une mémé famille d’Aloysia citrodora ; (Mellisa officinalis, Origanun vulgare.L, Lavandula
angusti, Mentha piperita folia.L), a montré une activité anti bactérienne sur les souches

Escherichia. Coli et Staphylococcus aureus.

La sensibilité des bactéries gram-positives par rapport aux bactéries gram négative differe

en raison des différent couche externe de bactérie (Turkmen et al, 2007 ; Falleh et al, 2008).

Les résultats obtenue montrent que 1’extrait brut de notre plante Aloysia citrodora
possédé un spectre d’activité antibactérienne sur gram-négatif (Escherichia.Coli) que sur gram-
positif (Bacillus cereus) .Les bactérie gram-négatives sont plus sensibles que les bactéries gram-

positive contrairement a ce qui est obtenu par (Fellah et al ,2015)

Généralement, toutes les plantes de la famille Verbenaceae connues pour ses COMpPOSES

phénoliques, ont été prouvé actif contre une variété de micro-organismes (Gortzi et al. 2007).
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Conclusion

Conclusion

La plante Aloysia citrodora L. est I'une des plantes médicinales les plus répandues en
raison de ses multiples utilisations dans le domaine de la médecine traditionnelle, qui ont été

évoquees précédemment.

Nous avons détecté les substances actives dans notre plante a travers de screening
phytochimique et avons constaté que la plante contient des flavonoides, des polyphénols, de la
quinone, des tanins, des glycosides et des alcaloides, tandis que nous avons remarqué I'absence

de saponines et de coumarines.

La macération des feuilles d’Aloysia citridora dans 1’éthanol et dans I’eau a donné des
rendements variables en extrait sec. Un faible rendement est obtenu par I’extrait éthanolique

25%, et le plus élevé par I’extraite éthanolique 100%

L'évaluation de I'activité antibactérienne par la méthode de diffusion en disque contre les
quatre bactéries relativement résistantes montre que les extraits bruts d’Aloysia citrodora étaient
efficaces contre les trois souches E.coli S.aureus et P.aeruginosa alors qu'il n'a pas montré

d'activité contre la souche de B.cereus.

Au vu des résultats obtenus dans notre savoir-faire, il peut y avoir d'autres points de vue
d'action :

e étendre l'activité antibactérienne de ces extraits in vitro a d'autres que les souches que
nous avons étudiées.

e caractériser et isoler les principes actifs responsables de cette propriété
pharmacologique.

e étendre l'activité antibactérienne a d'autres que la plante utilisée.

e Fournir des conditions appropriées telles que la stérilisation, la chaleur et autres pour

obtenir de meilleurs résultats.
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Annex | : Matériel de laboratoire.

Les verreries

e Pipettes
e Bécher
e Spatule

e Pipettes pasteure
e Micro pipette

e Boites de pétries

e Tubes a visse

e Flacons

e Erlenmeyer

e Entonnoir

o Papier filtre

e Papier film

e Papier d'aluminium
e Papier Whatmann

e Eprouvette

Eppendrof
Solvants

e Ethanol (C2H60)

o Eau distillée

e Chlorure de fer (FeClI3)

e Acide chlorhydrique(HCI)

e Acide sulfurique (H2S0O4)

e Hydroxyde I’ammonium (NH4OH)
e Hydroxyde de sodium (NaOH)

e Eau de javel

Appareillage :
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Chambre UV Bain marie
PH métre Centrifugeuse
1 ol ).
Balance Autoclave
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Bec benzéne

Balance de précision

Annex Il : Résultat

Zone d’inhibition

E.coli 25% 50% 75% 100% Extrait agueuse
t L M t L M t L M t L M t L M
SM  Testl 122 198 16 132 228 18 169 231 20 188 232 21 059 121 09
Y% Test 1 13.7 16.3 | 15 144 176 16 18 18 18 171 209 19 05.4 106 08
Ya Testl 133 167 15 134 166 15 14 18 16 161 199 18 052 06.8 06
1/8 | Testl 06.2 158 11 09.2 128 11 09.2 128 12 112 128 12 03 05 04
Zone d’inhibition
P.aeruginosa  25% 50% 75% 100% Extrait aqueuse
t L M t L M T L M t L M t L M
SM Testl 09.3 147 12 111 149 13 11 15 13 13.2 148 14 051 089 07
1/2 Testl 099 101 10 08.1 139 11 117 123 12 09.1 169 13 034 06.6 05
1/4 Testl 08.8 09.2 09 08 12 10 07.2 128 10 071 149 11 02 04 03
1/8 | Testl 063 077 07 075 085 08 067 093 08 081 099 09 03 03 03

Zone d’inhibition

S.aureus 25% 50% 75% 100% Extrait aqueuse

t L M t L Mt L M t L M t L M
SM  Testl 15 21 18 165 215 19 208 212 21 20 24 22 06 10 08
1/2 Testl 15 19 17 151 209 18 136 264 20 196 224 21 069 071 07
1/4 Testl 155 185 17 15 17 16 25 11 18 195 185 19 034 06.6 05
1/8 Testl 135 125 13 092 168 13 08 20 14 107 193 15 02 04 03
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Zone d’inhibition

B.cereus 25% 50% 75% 100% Extrait agueuse

t L M t L M t L M t L M t L M
SM Testl 046 074 06 043 09.7 07 068 072 07 08 08 08 028 032 03
1/2 Testl 034 066 05 054 066 06 051 069 06 061 079 07 019 021 02
1/4 Testl 041 059 05 04 08 06 035 055 05 041 079 06 00 04 02
1/8 Testl 032 | 068 04 06 04 05 05 05 05 059 061 06 06 00 03
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