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Résumé

Dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales qui furent le principal recours de la
médecine de nos grands-parents, nous nous sommes intéressés a 1I’é¢tude des parametres
(Indice de réfraction pouvoir rotatoire la densité relative), criteres physiques ainsi qu’a
I’évaluation des activités antioxydante et antimicrobiennes de 1’huile essentielle de Lippia

citriodora.

L’extraction de I’huile essentielle par hydrodistillation des feuilles de L .citriodora en
utilisant le Clevenger a donné un rendement de 1.50%. Les résultats des critéres physiques
ont montré que cette huileest d’une couleur jaune a orange, avec une odeur citronnée. Et
les parametres physique enregistre un Indice de réfraction (87.1), pouvoir rotatoire
(+35°/+36.5°) et la densité relative (0.94).

L’évaluation de I’activité antioxydante de I’huile essentielle par la technique du DPPH
donné un pourcentage d’inhibition des radicaux libres estimé a 82.18% pour une
concentration de 94pg.ml™, avec une ICs, égale & 16pg.ml™. Ce qui nous indique que

I’huile essentielle de Lippia citriodora possede une activité antioxydante intéressante.

Le criblage primaire de Tactivité antibactérienne réalisée par la méthode
d’aromatogrammea montré une efficacité importante contre les souches : Salmonella typhi,
Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Escherichia coli 25912, Escherichia coli 27 et
Micrococcus luteus a différentes concentrations (%2 ¥4 %4). Les plus faibles CMI étaient vis-
a-vis d’Escherichia coli27(1.468+1.783mg.ml™),Bacillus subtilis (23.5+9.482mg.ml™),et
Enterococcus faecalis (23.5+23.5mg.ml™). Le calcul du rapport CMB/CMI a montré le

caractére bactéricide de cette huile essentielle.

L’activité antifongique de Lippia citriodora realisée par la microatmosphére a montré une
capacité inhibitrice de la croissance mycélienne contre Penicillium sp, Fusarium
oxysporum, F.graminearum, Alternaria solani, mais sans activité vis-a-vis des deux

especesAspergillus et la levure Candida albicans.

Ces résultats sont trés encourageants et montrent ’intérét a identifier les composés
impliqués dans le processus de I’inhibition des bactéries et fungi pathogénes dans une

étude future.

Mots clés: huile essentielle, Lippia citriodora, activité antioxydante, activité

antibactérienne, activité antifongique.
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Abstract

Within the work of the valorization of the medicinal plants which were the principal
recourse of the medicine of our grandparents, we interested in the present study to
determine the parameters (refractive index, rotatory power, relative density), physical
criteria and screen the antioxidant and antimicrobial activities of the essential oil of Lippia

citriodora.

The extraction of the essential oil from leaves using hydrodistillation (Clevenger)gave a
yield of 1.50%. The results of the physical criteria showed that the color of oil is yellow to
orange, with a lemony odor. The physical parameters recorded a Refractive Index (87.1),
rotatory power (+35°/+36.5°) and relative density (0.94).

The evaluation of the antioxidant activity by the DPPH technique demonstrated a
percentage of inhibition of free radicals estimated at 82.18% for a concentration of
94pug.ml-1, with an ICsg equal to 16pg.ml™. These results indicate that the essential oil of

Lippia citriodora has an interesting antioxidant activity.

The primary screening of antibacterial activity performed by the aromatogram method
showed significant efficacy against: Salmonella typhi, Bacillus subtilis, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli 25912, Escherichia coli 27 and Micrococcus luteus at different
concentrations (*2 Y %). The lowest MICs were shown against Escherichia
coli27(1.468+1.783mg.ml-1),Bacillus subtilis (23.5+9.482mg.ml-1),and Enterococcus
faecalis (23.5£23.5mg.ml-1). The MBC/MIC ratio demonstrated the bactericidal character
of this essential oil.

The antifungal activity of Lippia citriodora realized by the microatmosphere method
indicated the capacity the inhibition mycelial growth against Penicillium sp, Fusarium
oxysporum, F.graminearum, Alternari asolani,however, non activity was detected towards
the two species of Aspergillus and the yeast Candida albicans.

These results are very interesting and demonstrate the importance to identify the
compounds that exhibits the inhibition toward bacteria and pathogenic fungus in future

studies.

Key words: essential oil, Lippia citriodora, antioxidant activity, antibacterial activity,
antifungal activity.
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Introduction

La médecine traditionnelle existe depuis toujours, elle représente la somme totale des
compétences, des connaissances et des pratiques qui reposent, rationnellement ou non, sur les
croyances et les expériences propres a une culture et qui sont utilisées pour maintenir les étres
humains en bonne santé ainsi que les prévenir, diagnostiquer, traiter et guérir des maladies
physiques ou mentales (OMS, 2000). Grace a l’attraction croissante pour les produits
naturels, certains d’entre eux, d’origine végétale ou des compléments a des composes
synthétiques de I’industric chimique, sont devenus des alternatives efficaces, sans effets

secondaires manifestés (BAKKALIlet al.,2008).

Traditionnellement, les plantes aromatiques ont été employées pour 1’assaisonnement et la
prolongation de la durée de conservation des aliments (WANG et al., 2010). La plupart de leurs
propriétés sont dues aux huiles essentielles via leur métabolites secondaires (RASHID et al.,
2010). Ces huiles sont d'interét croissant pour les industries et la recherche scientifique en
raison, d’une part, de leurs activités antibactérienne, antifongique et antioxydante (DUNG et
al., 2008), et d’autre part, la plupart des huiles essentielles sont classées dans la liste des
substances GRAS (Generally Recognized As Safe), utilisées en tant que conservateurs
naturels dans les industries agroalimentaires (GACHKAR et al., 2007; RASOOLI et al., 2008).Les
huiles essentielles sont couramment utilisées comme aromatisants dans les produits
alimentaires, les boissons, en cosmétique, en parfumerie et comme un produit pharmaceutique

a base des plantes dans la phytothérapie (LAHLOU, 2004; SAID et al., 2015).

Parmi les plantes les plus consommeées, la verveine citronnelle ou odorante (Lippia citriodora
ou Aloysia triphylla) est connue pour ses propriétés biologiques et médicinales. Les huiles
essentielles extraites de la verveine citronnelle par distillation comptent parmi les plus
importants principes actifs des plantes. Appréciée pour ses propriétés aromatiques,
antioxydants, antimicrobiennes, antispasmodiques, antidépressive, sédative, largement utilisee
dans les produits pharmaceutiques et en médicine traditionnelle(LENOIR, 2011). Elle est riche
en composés phénoliques (polyphénols et flavonoides) et son usage traditionnel connu et

fréquent dans le monde (BELKAMEL et al., 2018).

Dans le cadre de la valorisation des plantes aromatiques et médicinale en Algerie, il nous

semble donc, intéressant d’inscrire notre travail dans ce contexte de recherches. Ainsi, nous




Introduction

nous somme intéressés a 1’étude des paramétres et critéres physiques de I’huile essentielle de

Lippia citriodora ainsi qu’a 1’évaluation des activités antioxydante et antimicrobiennes.

Cette étude comporte deux parties essentielles, la premiére partie relative a 1’étude
bibliographique et la seconde partie réservée a 1’étude expérimentale. Dans le premier
chapitre de la partie bibliographique, nous présenterons les connaissances et géneralités sur la
plante Lippia citriodora & savoir: description, classification /taxonomie et aussi sa
composition chimique. Tandis que le second chapitre regroupera des connaissances sur les

huiles essentielles et les méthodes de leurs extractions.

Dans la partie expérimentale, nous citerons les techniques et les méthodes employées pour
obtenir I’huile essentielle, les activités antimicrobienne et antioxydante suivi par les résultats

obtenus ainsi que leur discussion et on finira par une conclusion et des perspectives.
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Chapitre | Importance des plantes aromatiques et medicinales

1. Généralités

Les plantes médicinales sédatives fournissent une alternative intéressante a I’utilisation de
molécules de synthése telles que les benzodiazépines, par le peu d’effets indésirables qu’elles
entrainent et le faible risque de dépendance.

Le genre Lippia compris une grande diversité génétique, ce qui lui permet de synthétiser une
variété des constituants de I’huile essentielle dans des plantes cultivées dans les différentes

parties du monde (SLIMANI &DAHMANE, 2013)

2. Définition et description

Lippia citriodora (Kunth.) est un sous arbrisseau vivace de la famille des Verbenaceae
(LENOIR, 2011) mesurant 1,50 a 3,00 m de hauteur (DE FIGUEIREDO et al.,2002). Les tiges sont
anguleuses, cannelées a branches droites et ramifiées (CHEURFA &ALLEM, 2015), portant des
feuilles vertes pales, allongées, celle-ci ont une longueur de 3 a 7 centimétres et une largeur
de 1 a 2 centimétres, verticillées par trois ou quatre sur les tiges, a pétioles trés courts, rudes
au toucher. Les feuilles dégagent une odeur caractéristique de citron lorsqu’elles sont
froissées. Les fleurs longues, disposées en épis, possédent quatre pétales soudées a la base en

un tube et étalés en quatre lobes bicolores: blancs sur la face externe et bleu violacé sur la face

interne (GHEDIRA &GOETZ, 2017). (figurel)

FigurellLippia citriodora (fraiche et seche)

2.1. Classification et taxonomie

2.1.1. Noms communs

Selon PIERRE &L.IS (2002), Lippia vient du nom de lippi, un botaniste du XvlII® siécle, qui
laissa son nom gravé pour marquer la plante; le terme citriodora signifie «a odeur de citron».

S)




Chapitre | Importance des plantes aromatiques et medicinales

Cette plante possede aussi les noms suivants: verveine citronnelle, verveine a trois feuilles,

thé arabe, herbe Louise.

2.1.2 Classification de L. citriodora
Selon TALEB-TOUDERT K. et al., (2002), L. citriodora est classée comme mentionné dans le

tableau ci-dessous :

Tableau 1 Classification systématique de Lippia citriodora (TALEB-TOUDERT et al.,

2002)

Regne Plante

Division Magnoliophyta
Sous regne Trachéobionta
Sous classe Asteridae
Ordre Lamiales
Famille Verbenaceae
Genre Lippia

Espéce Lippiacitriodora

3. Phytothérapie

Les feuilles, les parties aériennes et les fleurs de verveine odorante sont les parties utilisées de
la plante. L'infusé de ses feuilles est consommeé traditionnellement comme traitement gastro-
intestinal et sont considérées comme particulierement efficace pour le traitement des douleurs
stomacales et I'indigestion.(PASCUAL et al., 2007).Elle est agréable a boire et s'emploie surtout
dans les ballonnements, les brdlures d'estomac (PASCUAL et al, 2007; SAIDI, 2013). La
verveine odorante est également utilisée contre les états nerveux, les palpitations, les

migraines, les bourdonnements d'oreille et les vertiges (SAIDI, 2013).

La verveine odorante peut également étre consommeée pour ses propriétés antispasmodiques
ainsi que pour lutter contre la fiévre et de la grippe, I’asthme, le rhume, la fievre elle est
utilisée pour lutter contre les I’insomnie et I’antixiét¢ (ABUHAMDAH & MOHAMMED, 2013).

Elle est également utilisée pour baisser le taux de glycémie. Les feuilles peuvent également
étre utilisées comme assaisonnement dans certaines préparations culinaires (PASCUAL et al.,
2007).Les huiles essentielles de L. citriodora sont utilisées dans le traitement des cancers

(YOUSEF ZADEH & MESHKATALSADAT, 2013).
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Chapitre | Importance des plantes aromatiques et medicinales

4. Habitat, culture et récolte de L. citriodora

Comme plante aromatique et ornementale, la verveine odorante est cultivee sous les climats
tempérés. Elle s'accommode sur tous les types des sols et exige une quantité d'eau importante
(PASCUAL et al., 2007). Cette plante s'acclimate sur un sol permeéable, bien drainé et dans des
endroits ensoleillés ou semi- ombragés, abrités des vents froids. Elle exige un sol frais en Eté,
sans exces d'humidité afin d’éviter la pourriture des racines. Elle doit étre paillée en Hiver
pour la protéger du gel, car elle ne supporte pas des températures inférieures a 4 °C (BOTREL,

2001).

On procéde a deux réecoltes des feuilles, quand la plante fleuri Juillet-Ao(t en France,
généralement entre mi-Juillet et mi-Octobre dans les autres régions du monde. Ceci permet de
récolter de six a neuf tonnes de feuilles fraiches par hectare, qui seront par suite séchées a

I'ombre, dans des abris aérés. (BONJEAN, 2001).

5. Dénominations vernaculaires

Le nom commun "Verveine odorante” provient du latin "verbena", qui signifiait "branche
feuillue"(Palau, 2001). Les autres dénominations sont mentionnées dans le tableau 2.

Tableau 2 Dénominations vernaculaires internationales (GHEDIRA&GOETZ, 2017).

Langues Dénominations

Francais verveine vraie, verveine citronnée ou verveine du Pérou
Anglais lemon verbena, lemon beebrush

Allemand Zitronenstrauch, Zitronenduftstrauch

Italien Verbena odorosa

Espagnol Cedrdn, hierba luisa, verbena de Indias

Portugais Lucia-lima, bela-lucia, erva-cidreuira, cidro, cidrdo, etc.
Guarani Cedron

Japonais L& 7 /3—X7 (Remonbabena)

Arabe (32251) Louiza laymunia

6. Activités biologiques

La verveine citronnelle est une plante médicinale qui contient des flavonoides et des acides
phénoliques. (KASKOOS, 2019).Ces composés phénoliques seraient responsables de la plupart
des activités biologiques de la verveine citronnelle (CARNAT et al., 1999 ; PASCUAL et al., 2001 ,
QUIRANTES-PINE et al., 2009)telles que les effets analgésiques, anti-inflammatoires et

antioxydants (NAKAMURA et al., 1997, LAPORTA et al., 2004).
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6.1 Activité antioxydante
L’infusé de L. citriodora présente une forte activité depiégeage du radical superoxyde et une

activité plus modérée vis-a-vis du radical hydroxyle et de I’acide hypochloreux(VALENTAO
et al., 2002).

L’extrait de la verveine citronnelle a montré une forte activité antioxydante dans le milieu
lipophile, cequi indique une capacité a piéger les radicaux libre au niveau des membranes

biologiques(FUNES etal., 2009).

6.2 Activite antibactérienne et cytotoxique
L'huile essentielle des feuilles d'L. citriodora posséde un effet antibactérien significatif contre

les bactéries a Gram négatif et a Gram positif et une activité cytotoxique contre les lignées
cellulaires P815, MCF7 et VERO ainsi que contre les cellules mononucléaires normales du

sang périphérique humain a été évaluée. Moulay Ali Oukerrou et al. (2017).

6.3. Activité insecticide
L’huile essentielle de L. citriodora possede une activité insecticide de contre Callosobruchus

maculatus que Tribolium confusum qui attaquer les denrées alimentaires stockées, ce qui
indique que I’huile essentielle pourrait étre utilisée comme un agent de controle potentiel

contre les insectes (KHANI et al., 2012)

7. Composition chimique de Lippia citriodora
La composition qualitative et quantitative des feuilles de la verveine odorante en polyphénols
est encore mal connue. Une premiere analyse de composition de I'infusé a été réalisée par

CARNAT et al. (1999) et a montré la présence dans de flavonoides (tableau 3).

Tableau 3la composition chimique de Lippia citriodora.

Les Flavonoides Salvigenine, eupatorine, eupafoline, 6-
hydroxylutéoline, lutéoline, lutéoline-7-O-B- glucoside,
hispidutine, cirsimaritine, diosmétine, chrysoériol,

apigénine, pectolinarigénine et cirsiliol
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1. Huiles essentielle (Généralités)

Selon la norme AFNOR(2006), I’huile essentielle est définie comme un produit obtenu a
partir de la matiere premiere végétale, soit par entrainement a la vapeur d’cau, soit par
hydrodistillation. Elles sont obtenues a partir de feuilles, de graines, de bourgeons, de fleurs,
de brindilles, d’herbes, d’écorces, de bois, de racines ou de fruits, mais également a partir des
gommes qui s’écoulent du tronc des arbres. L’hydrodistillation reste le moyen le plus

employé pour produire les huiles essentielles a des fins commerciales (BURT, 2004).

2. Biosynthése
Les Terpenoi des et les Phenylpropanoides sont les deux principales voies de la biosynthese

(MANN, 1987).

2.1. Voie des Terpenoides
Dans cette voie, 1’isopentylpyrophosphate (IPP) est le tronc de base; c¢’est une molécule a

cing atomes de carbones ayant une structure semi-alvéolaire. Il est dérivé de 1’acétyle COA,
issu du phosphoenolpyrivate (PEP) provenant directement du fructose. La construction des
squelettes hydrocarbonés a lieu par la juxtaposition "téte a queue" d’unités isoprenique, avec
les unités pentacarbonés ramifiées assemblées enzymatiquement. Ainsi, on trouve des
squelettes hydrocarbonés a dix carbones (monoterpénes), a quinze carbones (sesquiterpénes)

et plus rarement, & vingt carbones (diterpenes) (MANN, 1987).

2.2. Voie des Phenylpropanoides
Cette voie débute par le métabolite issu du fructose, le phosphoenolpyrivate (PEP). Elle

génere un grand nombre de substances aromatiques, via une série d’acides. Les métabolites
terminaux importants en thérapeutique sont les acides aromatiques suivants: acide
salicylique, cinnamique, benzoique et ainsi que leurs esters dont le salicylate de méthyle, les
cinnamates, les benzoates, certains phénol et les coumarines. Quelques grandes familles
chimiques de molécules non volatiles sont aussi produites par cette voie comme les tannoides

et les flavonoides (SPURGEON &PORTER, 1981).

3. Répartition et localisation dans la plante
Les huiles essentielles sont répandues dans la plupart des plantes, généralement en petites
guantités. Cependant, ils sont produits en quantité suffisante par des plantes dites

aromatiques, réparties en plusieurs familles. (LARDRY&HABERKORN 2007).
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Ces plantes aromatiques se caractérisent par la présence de cellules qui sécrétent des huiles
essentielles dans la quasi-totalité de leurs organes. Ces cellules sont des structures tissulaires
sécrétoires spécialisées dans la synthese et le stockage de I'huile essentielle. Il est donc
possible d'obtenir de I'huile essentielle de la plante entiére ou seulement a partir des parties
séparées de la plante, telles que les fleurs, les feuilles, les fruits ou les racines ; mais aussi, a
partir des bourgeons, des graines, des racines, de I'écorce (tiges, tronc et racines), des tiges et
des brindilles (BRENES&ROURA 2010 ; BOUHADID et al. 2012 ; KALUSTIYAN &HADJI
MINAGLOU 2013).

4, Méthode d’extraction des huiles essentielles

Le procédé d’obtention des huiles essentielles intervient d’une facon déterminante sur sa
composition chimique (GARNERO, 1991). Plusieurs méthodes sont utilisées pour 1’extraction
des huiles essentielles.

a. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

Ce systeme fonctionne sur I’exposition du matériel végétale a I’action d’un courant de vapeur
sans maceération préalable. Les vapeurs saturées en composés volatiles sont intensifiées puis
décantées dans I’essencier avant d’étre séparées en une phase agqueuse et en phase organique
(BOUKHATEM et al., 2019).

b. Extraction par hydrodisstilation

Dans ce systéme d’extraction, la matiére premiere est immergée dans un bain d’eau et
I’ensemble est porté a ébullition. Elle est généralement faite a pression atmosphérique, la
distillation peut s’épuiser avec ou sans symbiose des eaux aromatiques obtenues lors de la
décantation. Cette technique présente des inconvénients dus a I’effet de la vapeur ou de 1’eau
bouillante; certains parties de la plante, notamment les fleurs, sont trés fragiles et ne
supportent pas ce type de traitement (BOUKHATEM et al., 2019).

c. Expression a froid

La méthode est réservée a I’extraction des essences volatiles contenues dans les péricarpes
d’agrumes en déchirant ces derniéres par un traitement mécanique qui consiste a démonter et
casser les parois des sacs oléiferes contenus dans le mésocarpe situé juste sous 1’écorce du

fruit, 1’épicarpe, pour en recueillir le contenu qui n’a subi aucune modification (BOUKHATEM

et al., 2019).
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d. Extraction par solvant organique

Elle consiste & immerger dans un extracteur un solvant volatile et la matiére végétale sous
réserve de traitement pendant une période de temps déterminée apres décantation et
concentration. Ensuite, le solvant est éliminé par distillation partielle. L’extraction est
effectuée pour obtenir de « concrete », mélange de substances aromatiques volatiles avec de la
cire et des acides gras a partir d’organes végétaux tres fragiles qui ne tolérant pas la chaleur
(thermolabiles) (ZIEMONS ,2006).

e. Extraction assistée par micro-ondes

L’avantage de cette technique est de diminuer considérablement le temps de distillation et
d’augmenter le rendement. Dans cette technique, la matrice végétale est placée dans micro-
ondes dans une enceinte close pour le chauffer sous pression réduite de maniere séquentielle.
Les composés volatiles sont transportés par la vapeur d’eau formée a partir de 1’eau propre de
la plante. Puis par des procédés classiques de condensation, refroidissement et décantation, et
les composés volatiles sont restaurés. (BOUKHATEM et al., 2019)

f. Extraction par CO, supercritique

Le CO; supercritique (sous pression et réfrigéré)est un solvant idéal pour extraire des
composes volatiles Dans cette technique, la matiére végétale est déposée dans I'extracteur,
ensuite le CO, supercritique est introduit puis le mélange est recueilli dans un vase
d'expansion ou la pression est considérablement réduite. Le CO, s'évapore et il ne reste plus
que I'huile essentielle (GROSSO et al. 2008 ; SAFARALIEet al. 2008)

g. Extraction par enfleurage

Ce procédé consiste a placée des plantes en particulier des organes fragiles sur une couche de
graisse animale qui se sature en essence puis, On épuise ce corps gras par un solvant que 1’on

évapore ensuite sous vide (BELAICHE, 1979 ; FRANCE IDA, 1996).

5. Méthodes d’analyse des huiles essentielles

Il existe plusieurs techniques complexes pour I’analyse des huiles essentielles, cette diversité
des techniques est due au nombre de composants chimiques volatils mais aussi, a la
détermination des composés traces qui font la caractéristique propre & I’huile (FRANCE-IDA,

1998).
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a. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

C’est la technique de référence dans I’analyse des huiles essentielle (LEHOTAY&HAJSLOVA,
2002).Elle met en ceuvre des substances gazeuses ou possible de s’évaporer sans se
décomposer dans I’injecteur. Le gaz vecteur (hélium, azote, argon ou hydrogene) est le gaz
de phase mobile. Le principe de CPG est base sur la séparation des divers solutés gazeux le
long de la phase stationnaire selon la migration différentielle (AUDIGIE et al,1995).

b. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(GPC/SM)

Bien que la séparation chromatographique soit la seule qui permet de bien séparer les
différents composants du mélange, il est difficile de se livrer a une interprétation structurale

permettant une identification certaine.

Le principe de cette technique basé sur le transfert des composés séparés par chromatographie
en phase gazeuse dans le spectrométre de masse au niveau duquel, ils vont étre fragmentés en
ions de masse variables dont la séparation sera en fonction de leur masse, par le gaz vecteur

(DESJOBERT et al. 1997; BRUNETON, 1999).

c. Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

La RMN est une meéthode exceptionnelle pour déterminer la structure d’une molécule
naturelle ou artificielle grace a la diversité des parametres mesurables. L’originalité de la
RAM par rapport aux autres techniques spectroscopiques réside dans le fait qu’elle fournit des
informations précises et individuelles sur la grande majorité des atomes qui composent la
molécule, donnant ainsi la possibilité d’identifier les liens entre les atomes de différentes
entités des groupes fonctionnels ce qui permet la détermination de la structure. Pour les
particules de taille moyenne, les méthodes RMN monodimensionnelle et bidimensionnelle

sont le plus souvent efficaces pour atteindre 1’objectif fixé (PLATZER, 2002).

6. Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont populaire, de plus en plus utilisées, et tendent a se généraliser avec
I’émergence de nouvelles pratiques thérapeutiques comme 1’aromathérapie. Cependant, ces
huiles ne sont pas des produits sans risques comme tous les produits naturels. Certaines
d’entre elles sont dangereuses si elles sont appliquées sur la peau et provoquent des irritations

(les huiles riches en thymol ou en carvacrol), des allergies (huiles riches en cinnamaldéhyde)

13




Chapitre IT Principes actifs des plantes aromatique , procédés d’extraction et analyses

(SMITH etal., 2000) ou bien elles sont phototoxiques (huiles de citrus contenant des

furocoumarines) (NAGANUMA etal., 1985 ; ABID &L AIFAQUI, 2017).
7. Les activités biologiques des huiles essentielles

7.1 Activité antioxydante
Les antioxydants peuvent étre définis comme toute substance capable, a une concentration

relativement faible, de rivaliser avec d’autres substrats antioxydants et donc de retarder ou

d’empécher I’oxydation du substrat.

Ces composes sont produits quotidiennement par 1’organisme (SHAHIDI, 1997)hautement
interactifs avec un seul électron et sont nécessaires aux mécanismes vitaux (BARTOSZ, 2003).
Cependant, ils deviennent nocifs lorsqu’ils sont excessifs et stimulent certains dommages a la
structure des protéines, des acides gras (POURRUT, 2008), et des acides nucléiques (FAVIER,
2003). Ces dommages provoquent un stress oxydatif qui contribue a 1’accélération du
processus de vieillissement cellulaire et au développement des maladies telles que la maladie

d’Alzheimer (BUTTERFIELD&LAUDERBACK, 2002), I’athérosclérose et le cancer (GARDNER,
1997).
En raison des effets secondaires indésirables des antioxydants synthétiques tels que la toxicité

et le cancer, I’intérét a considérablement augmenté pour trouver des antioxydants naturels
adaptés a une utilisation dans les aliments et / ou en médecine (BAMONIRI et al. 2010). Certains
travaux ont rapporté que quelques huiles essentielles sont plus efficaces que quelques

antioxydants synthétiques (HUSSAIN et al., 2008, 2010).

7.2 Activité antimicrobienne
Les huiles essentielles sont connues pour posseder I'activité antimicrobienne et certaines sont

classées comme des substances sires et pourraient donc étre employées pour empécher la

croissance des microorganismes pathogénes et contaminants (GACHKAR et al.,2007; RASOOLI
et al., 2008)

7.2.1 Activité antibactérienne
Pour lutter contre les bactéries pathogénes particulierement le probléeme de la résistance

bactérienne aux agents thérapeutiques connus, les chercheurs doivent trouver des nouvelles

molécules antimicrobiennes pour inhiber ces bactéries pathogenes (RUDRAMURTHY et al.,
2016).
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Ainsi, les huiles essentielles sont exploitées dans le contrdle de diverses maladies infectieuses
(MULYANINGSIH et al. 2010). L’effet antimicrobien des huiles essentielles et de leurs
composants chimiques a été rapporté par de nombreuses études antérieures (DUSCHATZKY et

al. 2005 ; LANG & BUCHBAUER, 2012 ; AKHTAR et al., 2016).

L’action des huiles essentielles est pratiquée sur un large éventail de bactéries : les bactéries a
Gram positif et a Gram négatif. Selon la paroi cellulaire, les bactéries & Gram positif sont plus
sensibles a 1’action d’Huiles essentielles (RAUT &KARUPPAYIL, 2014). En revanche, les
bactéries a Gram négatif sont moins sensibles au fonctionnement des huiles essentielles, car
elles ont une membrane externe imperméable qui empéche la pénétration de ces molécules

(Louis &OSOBEL, 2006).

7.2.2 Activité antifongique
Les huiles essentielles sont utilisées comme une source pour des médicaments antifongiques

soit sous leur forme pure soit diluée pour une optimisation thérapeutique plus efficace et plus

slre (PERALTA et al.,2015).

Les huiles essentielles contiennent des composés phénoliques, ces derniers alterent la
perméabilité des cellules fongiques en interagissent avec les protéines membranaires. Cela
conduit a une distorsion de la structure cellulaire, une perturbation de la fonction entrainant
une perte de macromolécules et une inhibition de la croissance fongique (BARILSL et al,
2012).L’exposition des cellules fongiques a I’huile essentielle conduit généralement, a la
coagulation des composants cellulaires dus a des dommages irréversibles de la membrane
cellulaire. Chez la levure, I’huile essentielle établi un potentiel membranaire en perturbant la

production d’ATP, ce qui conduit a la lyse cellulaire (ALEKSIC&KNEZEVIC, 2014).

Les huiles essentielles ont la capacité de pénétrer et de perturber la paroi cellulaire des
champignons et des membranes cytoplasmiques grace a un processus de permeabilisation, ce
qui conduit a la désintégration des membranes mitochondriales. Ceci est causé par des
altérations dans le flux. Cela peut aussi endommager les lipides, les protéines et les acides

nucléiques contenus dans les cellules infectées par les champignons pathogénes (ARNAL-

SCHNEBELEN et al., 2004)
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Matériel et Méthodes

1. Matériel végétal
Les feuilles séches de Lippiacitriodora (verveine odorante) ont été achetées chez un

herboristede Tlemcen

2. Méthode d’extraction d’huile essentielle
L’extraction a été réalisee a 1’aide d’un dispositif de type Clevenger. Avant 1’emploi,
I’appareil a été rincé a 1’eau distillée afin d’éliminer les poussiéres probablement présentes

dans I’appareil. (figure2). Jusqu'a I’ébullition pendant 2h°.

Figure2Dispositif d extraction d’huile essentielle de type Clevenger (photo personnel)

3. Conservation d’huile essentielle obtenue
Huile essentielle a été conservées dans un tube en verre enveloppée dans du papier

d'aluminium et mise dans le réfrigérateur.

4. Propriétés physique
Selon la norme NF ISO 4731 :2006 (NF T 75-212),les caractéres physiques et physico-
chimiques constituent un moyen de vérification et de contrdle de la qualité de I’huile

essentielle. Nos essais ont été effectués selon un protocole précis obéissant.
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4.1 Densité relative
Selon la Norme NFT 75-111, ISO 279-1981, la densité relative est le rapport de la masse

d’un certain volume d’huile a la masse d’un volume égal d’cau distillée.

La détermination de la densité des huiles essentielles de L. citriodora est réalisée a 1’aide
d’un tube sec d’une capacité de 4 ml, le volume prélevé est de 0.2 ml d’huile essentielle, ainsi

que pour I’eau, la formule est comme suite :

ml-mo0

D2o=

m-—mo0
m;— masse du tube rempli d'huile essentielle
m — masse du tube rempli d’eau

mo —»masse du tube vide

4.2 Pouvoir rotatoire

Le pouvoir rotatoire est la propriété que présentent certaine substances chimiques de dévier le
plan de polarisation de la lumiére polarisée, ce qui signifier un atome asymeétrique.

La technique consiste a préparer une solution éthanoique d’huile essentielle de 0,2g/100 ml
d’éthanol. Ensuite, remplir le tube avec la solution préparée en assurant la disparition
complete des bulles d’air interposées puis, ce tube est placé dans le polarimétre, qui permis

de lire ’angle de rotation de 1’échantillon.

4.3 Indice de réfraction
Cet indice est le rapport ente le sinus de 1’angle de réfraction du rayon réfractée dans le milieu

considére
A T’aide d’un refractométre, la technique consiste & déposer une goutte de I'échantillon entre

les prismes du réfractométre, et noter la valeur de I’indice par I’échelle de lecteur.
5.1. Etude biologique

5.1. Etude de Pactivité antioxydants (méthode de DPPH)
On prépare la solution de DPPH par solubilisation de 0,005 g de DPPH dans 200 ml de

I'éthanol, la couleur de la solution de DPPH est violette. On prépare par la suite, 12 tubes a
hémolyse contenant chacun 100 pl de I'éthanol marqués sur le bouchon par I'ordre
décroissant, dans le premiere hémolyse on introduit 100 pl des huiles essentielles de
L.citriodora et on homogénéise bien puis a l'aide d'une micropipette on prend 100 ul de la

premiére hémolyse et on le verse dans l'autre tube qui contiens 100 pl de I'éthanol et on
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homogénéise et on procéde de la méme maniére jusqu'a la derniére dilution. Pour chaque
dilution on prépare 3 tubes a hémolyse(qui constituent les trois répétitions) et on met 975 pl
de la solution éthanolique de DPPH, puis on ajoute 25 ul de chaque dilution des huiles
essentielles qu'on laisse 60 minutes a l'obscurité et a température ambiante. Une mesure
d'absorbance de 1’échantillon contenant 975 pl de la solution éthanolique du DPPH a été
considérée comme témoin négatif. Les absorbances sont mesurées directement par le
spectrophotometre a 517 nm aprés l'avoir taré et remis a zéro par du méthanol. (MANSOURI et
al., 2005).

5.2 Etude de I’activité antimicrobienne
Nous avons réalisé la méthode de diffusion sur disque (aromatogramme), CMI et CMB pour

évaluer I’effet antibactérienne vis-a-vis des 8 souches testée, et la méthode microatmosphére

pour déterminer 1’activité antifongiques (7 souches fongiques).

5.2.1 Activité antibactérienne
a. Confirmation des souches bactériennes

Pour tester I’activité antibactérienne de L. citriodora, huit souches de référence provenant du
laboratoire de Microbiologie-Centre Universitaire de Nadma ont été utilisées. Afin de
s’assurer de leur qualité, 1’état frais, la coloration de Gram et test catalase ont été réalisés.

i. L’état frais

La technique consiste a déposer une goutte d’eau physiologique stérile sur une lame en verre
propre, puis a I’aide d’une anse de platine stérile, apporter un fraction de la colonie
bactérienne a identifier et le dissocier dans la goutte d’eau physiologique, ensuite recouvrir la
lame par une lamelle en évitant la formation de bulles d’air, I’observation est réalisee au
microscope optique (grossissement 40 et 100)

ii. Coloration de Gram

Déposer une goutte d’eau distillée stérile sur une lame propre

Prélever un fraction de colonie et mélanger avec la goutte d’eau, tout on disperse le mélange
par des mouvements circulaire. La lame est séchée et fixé par passage rapide sur la flamme

d’une bec benzéne.
Couvrir le frottis par du cristal violet pendant 60s
Laver I’excés du colorant avec 1’eau distillée

Couvrir la préparation par le Lugol pendant 30s
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Laver la préparation par I’cau distillée pendant 5s

Rincer immédiatement le frottis avec 1’alcool on inclinant la lame et jusqu’a la disparition

compléte de la coloration violette.

Laver la préparation avec I’cau distillée pendant 5s

Couvrir avec la préparation Fuschine pendant 15s

Laver la préparation avec I’eau distillée pendant 10s

Sécher la lame avec des papiers buvard

Déposer une goutte d’huile a immersion sur le frottis et observer au microscope (objectif 100)

iii.  Test catalase
L’activité catalytique consiste a prélever une colonie et la dissociée dans une goutte d’eau

oxygénée (H,0;), I’apparition de bulles révélant le dégagement d’oxygene.

b. Préparation de I’inoculum

A partir d’une culture jeune (37° a 24 h) sur Bouillon Nutritif, I’inoculum bactérienne a était
préparée. A l'aide d'une micropipette, on préleve 1 ml de BN ensemenceé et on le met dans 9
ml d'eau physiologique stérile (NaCl). La suspension bactérienne est bien homogénéisee, et la
densité optique lue a 580nm doit étre entre 0.08 a 0.10, On admet que cette densité mesurée a
580 nm est équivalente & 108 CFU.mlI"* (MOHAMMEDI, 2006). L'ensemencement doit se faire

en moins de 15 min apres la préparation de I'inoculum.

c. Préparation des disques

Le papier Wattman N°40 est utilisé pour la préparation des disques de 6 mm de diametre. Les
disques préparés, sont placés dans un tube a essai, stérilisés a I'autoclave, et stockés.

d. Méthode de diffusion sur disques (Méthode aromatogramme)

vingt millilitres de MHA en surfusion sont coulés dans des boites de Pétri. Apres
solidification du milieu de culture, la suspension bactérienne a tester (108 CFU.mlI™) sont
étalés en surface par écouvillonnage. Dans des conditions aseptiques et a 1’aide d’une pince

stérile, des disques de papier Wattman Ne4( (4disques/boite) préalablement imbibé par 15 pl
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d’huile essentielle a raison de trois concentration (1/2, ¥4, %) de Lippia citriodora sont déposé

a la surface de gélose.

Les boites sont maintenues pendant 30 min a température ambiante pour que 1’huile
essentielle puisse diffuser .Puis, incubées a 1’étuve a 37°C pendant 24 h. les zones d’inhibition
sont mesurer par suite et I’activité de 1’huile essentielle était comparées avec 1’échelle de

PONCE.A et al (2003). Voir 1I’échelle

Tableau 4Expression des diameétres des zones d’inhibitions (PONCE.A et al.2003)

Diamétre de la zone d’inhibition Sensibilité du germe

en (mm)

D< 8 - Reésistant

8< D <14 + Sensible

14< D <20 ++ Trés sensible

D> 20 +++ Extrémement sensible

e. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est définie comme étant la concentration la plus faible capable d’inhiber la croissance
bactérienne. Elle a été déterminée par la méthode de microdillition en milieu liquide on utilise
les microplaques de 96 puits a fond rond.

L’huile essentielle a été diluée dans le DMSO afin d’obtenir des concentrations initiales de %2
et ¥, %. Par suite des dilutions semi-logarithmiques a raison 2 ont été faites a partir du
premier puits contenant les concentrations initiales de 1’huile essentielle. Enfin, 100ul du
Bouillon nutritif (BN) ensemencé par une culture jeune de bactéries ayant une charge de 10°
CFU.mI™ ont été rajoutés dans les puits de la microplaque. Les deux deniers puits de chaque
ligne représentaient respectivement le contréle positif (200ul du BN ensemencé par la souche
étudiée) et le contrdle négatif (200ul du BN stérile).Les plagues ont été incubées a 37°C
pendant 16 a 20 h, par suit, la CMI était déterminée dans le puits qui ne présentait aucune

croissance visible a 1’ceil nu.
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f. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La CMB est définie comme étant la plus faible concentration de I’huile essentielle qui détruit
99.917 de la concentration cellulaire finale.

Les puits de la microplaque n’ayant pas présentés une croissance ont été repiques en stries
sur milieu MHA. Les boites ont été incubées a 37 ° C pendant 24h.

5.2.2 Activité antifongique

a. Préparation des suspensions et préculture des moisissures

Pour la préparation des suspensions et préculture des moisissures dans des boites de Pétri
contenant le milieu Potatoes Dextrose Agar (PDA), On dépose un disque de 6mm de chaque
moisissure au centre de chaque boite, et on les incube jusqu’a ce que la croissance mycélienne

atteint les bords des boites de Pétri. (Figure 3)
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Aspergillus parasiticus Penicillium sp

Fusarium oxysporum Aspergillus alliaceus

Figure 3 Aspect macroscopique de six moisissures testees.
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b. Méthode microatmosphére
L’activité antifongique des composés volatiles de 1’huile essenticlle de Lippia citriodora a été
testée par la méthode des microatmospheres décrite par SINGH et al,. (2006) et SIRIPORNVISAL

et al., (2009).
Des boites de Pétri (90mm de diametre) contenant 20ml de PDA ont été préparées. Un disque

d'agar d'inoculum fongique (6mm de diametre) a été prélevé de chaque souche fongique a
tester et placé au centre des boites de Pétri.

Un disque stérile de papier Wattman Ne4(0 (6mm) imbibé par 5uL de 1'huile essentielle (sans
dilution) a été placé au centre du couvercle dép6t en position inversée, sur le couvercle. De
chaque boite de Pétri. Les boites sont bien fermées et incubées sur le couvercle de sorte que
les composés volatiles puissent atteindre les souches fongiques pendant 2 a 14 jours a 30°C,
jusgu'a ce que la croissance dans les boites de controle atteigne les bords des boites de Pétri.

C. Activité contre Candida albicans (ATCC 26790)

A été réalisé de la méme facon de celle les bactéries (méthode de diffusion sur disque, page
22) sauf que la densité optique comprise entre 0.12 et 0.15, on admet que cette densité
mesurée a 580 nm est équivalente & 10° CFU.mI™. Les boites incubées a 1’étuve a 30°C
pendant 48h.
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Résultats et discussion

Cette étude vise a réaliser une extraction d’huile essentielle des feuilles de Lippia citriodora,
et contribue a étudier ses parametre physique (mesure de la densité relative, pouvoir rotatoire
et indice de réfraction), ainsi que la détermination de I’activité biologique par : 1’estimation de
I’effet antioxydant par le test DPPH, et I’évaluation de 1’activité antimicrobienne contre 8
souches bactéries et 7 champignons.

1. Rendement

Nous rappelons que I’huile essentielle a été extraite a partir des feuilles seches de Lippia
citriodora par un hydro distillateur de type Clevenger. Nous avons récupéré une quantité

huileuse importante de couleur jaune avec une odeur citronnelle.

Le rendement est calculé selon la formule suivante

Rendement= le poids (huile essentielle) en g/le poids (matiére séche) en g x 100

9.744g
= x 100 = 1.50%

650g

Figure 4Huile essentielle de Lippia citriodora

L’extraction de notre huile essentielle effectuée par I’hydrodistillation a fourni un rendement
intéressant de 1.50% obtenus a partir de 3 extractions.

Ce rendement est nettement plus important que celui enregistré par Saidi, 2014qui était de I’ordre de

0.2207
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Le rendement de I’huile essentielle est fortement 1i¢ a plusieurs facteurs a savoir 1’espéce, la

zone géographique, la période de récolte, les pratiques culturales, la technique d’extraction,

Etc. (OLLE&BENDER, 2010)

2. Propriétés physique

Les propriétés physiques des huiles essentielles dépendent principalement de trois critéres
aspect, couleur et I’odeur qui eux méme dépendent de I'origine de la plante, des techniques
d'extraction utilisées, de la conservation etc. Les résultats obtenus ont montré que I’huile
essentielle extraite a partir de la plante "Lippia citriodora™ est de couleur jaune a orange

avec une odeur citronnée (Tableaub).

Tableau 5Paramétres physiques et le rendement de [’huile essentielle de Lippia
citriodora.
Huile essentielle Paramétres physiques Rendement

de

L. citriodora Aspect Couleur Odeur

1.500]

Liquide mobile | Jaune a orange | Citronnée

Les propriétés physiques des huiles essentielles constituent un paramétre majeur dans la

détermination de la qualité de I’huile essentielle.

Une huile essentielle de trés haute qualité présente une densité relative et un pouvoir rotatoire
plus élevé avec un indice de réfraction trés bas. La densité relative inférieure & 1 constitue un
critére d’évaluation de la qualité de I’huile essentielle trés important dans différents domaines
(cosmétique, pharmaceutique, agroalimentaire, chimique, etc...)(KANKO et al., 2004).Les
résultats obtenus ont montré que le pouvoir rotatoire de I’huile essentielle a une valeur de
+35°/+36°.11 est a noté que de ces resultats sont rattachés avec les constituants qui sont
considérablement influencés par les conditions édaphiques, climatiques et les pratiques
culturales (L1S-BALCHIN, 2002). Par ailleurs, les résultats obtenus de la détermination des

propriétes physico-chimiques sont répertoriés sur le Tableau(6)

Tableau 6Caracteres physiques de [ 'huile essentielle de Lippia citriodora
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Caractéeres physicochimiques Huile essentielle de Lippia citriodora
Densité relative 0.94

Pouvoir rotatoire +35°/+36.5°

Indice de réfraction 87.1

3. Activité antioxydante(méthode de DPPH)

Les plantes sont une source importante de composés antioxydants, ces substances naturelles
se présentent sous forme d’un mélange complexe qui assurent la protection de la plante contre
le stress (PRATT ,1980 ; MOURE et al., 2001). En effet, I’utilisation des extraits de plantes ou
de parties enrichies par ces composes est devenue aujourd’hui une fagon tres attractive pour
conserver les aliments. De plus, il a été démontré que plusieurs produits naturels possédant un

pouvoir antioxydant avaient aussi des anti-cancérigéne et anti-inflammatoire (MADHAVI et

al., 1995).

Nous avons utilisé la méthode du DPPH. Ce radical libre présente une coloration violette
sombre, lorsqu'il est piégé par des substances antioxydantes. La forme réduite est d’une
coloration jaune péle, le virage vers cette coloration ainsi que son intensité dépend de la

nature, la concentration et la puissance de la substance anti-radicalaire (MOHAMMEDI, 2006).

La figure 5nous donne une image claire sur I’efficacité antioxydant de 1’huile essentielle de
L.citriodora qui traduit par des pourcentages d’inhibition des radicaux libre frolant les
82.18% pour une concentration de 94ug/ml d’huile essenticlle de cette plante, avec une

concentration d’inhibition de 50% des radicaux libre ICso= 16pg/ml

La concentration inhibitrice ICsy est la concentration nécessaire pour diminuer 50% de
concentration de radical libre de DPPH. Plus la valeur d’ICspest faible, plus I’activité

antioxydante d’huile essentielle n’est pas forte.
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Figure 5 Le pourcentage d’inhibition d’huile essentielle de Lippia citriodora.

En comparant 1’IC50 d’huile essentielle, qui est égal & 16 pg.ml™ avec la valeur d’ICs de
I’acide ascorbique qui est égale a 5.92 pg.mL™, on trouve que I'efficacité antioxydante d’huile
essentielle est faible en comparant avec 1’acide ascorbique (figure6).

18

16

14

12

10

A asc HE de lippia citriodora

Figure 6Valeur d’ICsyde [’acide ascorbique et huile essentielle de Lippia citriodora

Selon MOTHANA et al. (2008) sur L. citriodora du Yemen ont obtenus une ICsq de 30 pg.ml™
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Dans une autre étude faite par ALAVI et al. (2008), ils ont montré une I’activité antioxydante
remarquable oul la ICsy était de 3.2+0.15 pg.mimg.ml™ en raison du pourcentage élevé des
monoterpénes oxygénés dans L.citriodora.

Selon ZHENG &WANG (2001)la présence de certains phénols dans I’huile L. citriodora

augmente 1’activité antioxydante.

4. Etude de P’activité antimicrobienne
Les résultats de I’activité antimicrobienne indiquent que I’huile essentielle de Lippia

citriodora posséde un large spectre d’action sur les souches microbiennes testées.

4.1 Evaluation de P’activité antibactérienne
A. Purification des souches bactériennes

L’identification des souches a été réalisée selon les recommandations de (Hammes&Hertel,

2006). L’ensemble des tests des confirmations sont regroupées dans le tableau 7.

Tableau7les souches bactériennes testées

Bactéries a Gram positif

La souche Forme Mobilité Gram Catalase
Bacillus Bacilles + Positif Positive
cereus(ATCC
10876)
Bacillus subtilis | Bacilles + Positif Positive
(ATCC 6363) (irrégulier)
Enterococcus Coccli - Positif Positive
faecalis
(ATCC 49452)
Micrococcus Cocci - Positif Positive
luteus(ATCC 9341)
Bactéries a Gram negatif
La souche Forme Mobilité Gram Catalase
Escherichia  coli | Bacilles + Négatif Positive
(ATCC 25912)

Escherichia coli Bacilles + Négatif Positive
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(ATCC 325)

Pseudomonas Bacilles + Négatif Positive
aeruginosa
(ATCC 27853)

Salmonella Bacilles + Négatif Positive
typhi(ATCC 13311)

L’activité antibactérienne d’huile essentielle évaluée par aromatogramme, a permis de révéler
une activité intéressante (Tableau8). Les résultats de I’aromatogramme indiquent que les
souches bactériennes sensibles a toutes les dilutions (¥, ¥4, ¥s) sont Enterococus faecalis
(17,5+5,201mm), Escherichia coli25922 (11,5 +2,273mm), et E.coli27 (12+0,9428mm).

D’un autre coté, les souches considérées comme trés sensible a une seul concentration d’huile
essentielle sont Salmonella typhi d’un diametre de20+ 6,599mm a la dilution¥s, Bacillus
subtilis avec un diametre égale a 20+5,887mmaobtenu avec les dilution % et ¥ , et Micrococus

luteus dont le diamétre était de 14 + 3,7712mm a la dilution % .

A Tinstar, aucune inhibition n’a été observée contre Bacillus cereus et Pseudomonas

aeruginosa (figure 7et 8).

Tableau 8 diameétres d’inhibition des déférentes souches bactériennes en fonction de
déférentes concentrations de [’huile essentielle de Lippia citriodora (le diametre de la

zone d’inhibition compris le diamétre de disques utilisées égale 6 mm).

Bactéries L’huile essentielle L. citriodora dilué 8 DMSO Controle
i Ya Ya DMSO
Escherichia coli 25922 11.5mm 8 mm 6 mm 6 mm
Sensible Résistante Résistante
Escherichia coli 27 10 mm 10mm 12 mm 6 mm
Sensible Sensible Sensible
Bacillus cereus 6 mm 6 mm 6mm 6 mm
Résistante Résistante Résistante
Bacillus subtilis 6 mm 16 mm 20 mm 6 mm
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Résistante Treés sensible Tres sensible
Pseudomonas aeruginosa 6 mm 6 mm 6 mm 6 mm
Résistante Résistante Résistante
Micrococcusluteus 14 mm 6 mm 6 mm 6 mm
Tres Sensible Résistante Résistante
Enterococcus faecalis 6 mm 16.5 mm 17.5 mm 6 mm
Résistante Tres sensible Tres sensible
Salmonella typhi 6 mm 6 mm 20mm 6 mm
Résistante Résistant Tres sensible

-- DMSO : diméthyle sulfoxid

H1/2. @m1/4. u3/4.

Figure 7les diametres d’inhibition de déférentes souches bactériennes vis-a-Vis

déférentes concentrations d’huile essentielle
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(A) (B) (©)

) ® ©)

(A) (B) ©)

Bacilussubtilis
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(A) (B) (©)

@) ® (©

Enterococcus faecalis

Salmonella typhi
Figure 8/ activité antibactérienne d’huile essentielle de Lippia citriodora. Avec les trois
concentrations : (A)=1/2, (B)=1/4, (C)=3/4.
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Les résultats de I’aromatogramme montrent que 1’huile essentielle de Lippia citriodora
posséde une activité antibactérienne vis-a-vis des bactéries a Gram positif et a Gram négatif.
En générale, les bactéries a Gram négatif sont plus résistances que les bactéries a Gram positif
et cela est due a leur structure membranaire externe (POOL, 2001). Les bactéries a Gram
négatif ont une couche de peptidoglycane coincée entre la membrane plasmique et une couche
externe qui contient des lipo-polysaccharides et des protéines (CHAO et al. 2000). Cette
structure protége le peptidoglycane de I’action des huiles. De plus, Les lipo-polysaccharides
(LPS) des bactéries a Gram négatif constituent une barriere imperméable aux substances
hydrophobe capables de pénétrer a I’intérieur des bactéries et d’empécher ainsi leur

croissance.

L >étude d’OUKERROU et al.,(2017)ont signalé une activité antibactérienne moyenne de 1’huile
essentielle L. citriodora avec des diametre des zones d’inhibition de 14.21+0.13mm
contreE.coli,10.42+0.14mm contre P.aeruginosa,19.64+0.24mmcontreB.cereusetde
14.42+0.16 mm contre S.typhi. Cette différence dans 1’activité comparée avec nos résultats

peut s’expliquer par la différence de la concentration de I’huile utilisée.

Dans notre étude, I’huile essentielle de Lippia citriodora avait un large éventail d’activité et
les 3 concentrations utilisées avaient une activité différente sur les souches bactériennes
testées, ce qui nous mene a conclure que I’huile essentielle est dose-dépendante. En fait, le
mode d’action des huiles essentielles dépend de la composition chimique et de la
concentration de ses constituants. Généralement, 1’activité antimicrobienne des huiles
essentielles est attribuée aux composés phénoliques. KIL et al.,, (2009)ont rapporté que les
métabolites considérés comme minoritaires exercaient eux aussi un réle primordial dans
’activité antimicrobienne, puisque ces composés fonctionnent en synergie avec les composes

majoritaire et que leur action est mal connue (DELAQUIS et al., 2002).

L’activité antimicrobienne peut étre attribuée aussi au caractére hydrophobe des huiles
essentielles qui permet de traverser aisément la bicouche (BURT, 2004), et a I’emplacement et

le nombre de groupes hydroxyle (FALLEH et al., 2008).
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4.1.1 Détermination de la CMI et la CMB
Les valeurs des CMI de I’huile essentielle de Lippia citriodora sont déterminées par la

méthode de microdillition sur milieu liquide. L’huile essentielle de cette plante a montré un
effet inhibiteur a la dilution % contre Escherichia coli ATCC 325qui correspond a la
concentration de 1.4868 mg.ml™, contre Bacillus subtilis & la concentration de 23.5mg.ml et
contre Enterococcus faecalis & la concentration de 23.5 mg.ml™. Pour la dilution de ¥, les
résultats ont montré une activité vis-a-vis d’Escherichia coli25922 et Micrococus luteus qui
correspond & la concentration de 35.25 mg.ml™ et 70.5 mg.ml™respectivement.En revanche a
la dilution %,1’huile essentielle inhibée seulement Salmonnella typhi a une concentration de
70.5mg.mI™ (figure 9).
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Figure 9Déterminations de la CMI d’huile essentielle de Lippia citriodora sur les
souches bactériennes testées appartenant des microplaques.
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Les résultats de la CMI permettent de déterminer le fort pouvoir inhibiteur de 1’huile
essentielle de Lippia citriodora vis-a-vis d’Escherichia coli 27(1.468mg.ml™),Bacillus
subtilis (23.5+9.482mg.ml™") et Enterococcus faecalis (23.5+23.5mg.ml™).Le rapport
CMB/CMI est inférieur de 4 ce qui confére a I’huile essentielle de Lippia citriodoraun effet

bactéricide (tableau 9).

Tableau 9 Concentration minimale inhibitrice (CMI) et bactéricide (CMB) de [ 'huile
essentielle de Lippia citriodora

Les souches bactériennes CMI (mg/ml) | CMB (mg/ml) | CMB/CMI
Escherichia coli25912 35.25+29.375 141 4
Escherichia coli27 1.468+1.783 5.875 4
Bacillus subtilis 23.5+9.482 23.5 1
Micrococcusluteus 70.5+£29.836 141 2
Enterococcus faecalis 23.5+23.5 47 2
Salmonella typhi 70.5£29.836 70.5 1

CMB=17.625 mg/ml de concentration de ¥4 CMB=5.875mg/ml de concentration %
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CMB=70.500 mg/ml de concentration ¥ CMB= 141 mg/mlde concentration %2

FigurelOles CMB d’huile essentielle de Lippia citriodora sur déférentes souches
bactériennes testees.

L’activité antibactérienne a eté estimée qualitativement via la technique de 1’aromatogramme.
Pour une évaluation quantitative, les CMI, CMB et le rapport CMB/CMI ont été
déterminées. Les résultats de la CMI sont en corrélation avec ceux de I’aromatogramme: des
zones d’inhibition plus grandes impliquent des CMI plus faibles. (figure 10)

Les résultats de la CMI montrent que 1’huile étudiée est trés active contre E.coli. Cette
constatation a été aussi rapportée lors de les études de DERWICH et al. (2009) ; SEWANU
(2012) ;CHOUITAH et al. (2013), ou ils ont constaté que les bactéries a Gram négatif

particulierement E. coli peuvent étre sensibles a de faibles concentrations.
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Hormis la composition chimique, la nature de I’huile essentielle étudiée, le milieu de
croissance et la technique du screening utilisée, la forme du microorganisme influence sur
l'activité de I’huile. Selon Nazzaro et al.,(2013), les formes bacillaires sont plus sensibles que

les coccoides.

4.2 Activité antifongique
L’activité antifongique d’huile essenticlle évaluée par la méthode microatmosphére a permis

de révéler une activité moyenne (Figure 11).

Les résultats obtenus ont montré que la croissance de mycélienne des contaminants fongiques
Penicillium sp, Fusarium oxysprum, Alternaria solaniet F. graminarum était réduite a
4,4+0,329cm, 3,6£0,449cm, 1,9+0,711cm et 0,5 = 0,70cm, respectivement. Cependant,
I’huile essentielle de Lippia citridora n’a montré aucune inhibition vis-a-vis d’Aspergilus

alliceus A. parasiticus, et Candida albicansFigurel2).

4,5

3,5

2,5
2 W Sériel

1,5

0 T T T

Penicillium sp Fusarium Alternaria sp Fusarium
oxysporum graminearum

Figurell les diamétres d’inhibition de la croissance mycélienne des souches
fongiques de [ 'huile essentielle
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Penicillium sp

Aspergillus alliaceus

Aspergillus parasiticus
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Fusarium oxysporum

Alternaria solani

Témoin

(A) (B) ©)

Candida albicans

Figure 12[’activité antifongique d’huile essentielle de L. citriodora par la méthode
microatmosphere, pour les Candidas albicans (A) et (B), (C) représentes les trois

concentrations respectivement 2, % et a.
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En ce qui concerne I’activité antifongique des huiles essentielles, 1a technique de micro
atmosphere a montré un effet inhibiteur relativement moyen.

L’activité antifongique des huiles essentielles est principalement due a leur composition en
molécules bioactives variées, appartenant a différentes classes chimiques, qui peuvent étre
utilisées pour réduire la contamination fongique (OURAINI et al., 2005).Un large spectre des
composés ont été purifiés et ont montré des propriétés antifongiques (DeLLUCCA et al., 2005;

MARZzOUKet al., 2009).

Cependant, la résistance des especes d’Aspergilus peut s’expliquer par la variété des enzymes
produites par le mycélium qui peuvent rendre les composés de I'huile inactifs(FAROOQ et al.,
2002).SOYLUetal. (2005) ont annoncé que la nature lipophile de 1’huile essentielle la rend plus
absorbable par les mycéliums fongiques que par la gélose de nature qui est de nature
hydrophile .De plus, la présence d’ergostérol sur les membranes assure sa rigidité et réduit

donc I’effet perturbateur des huiles essentielles (KNOBLOCH, et al., 1989).

L’activité antifongique d’huile essentielle, peut étre expliquée par I’effet synergique entre les

différents composés d’huile essentielle. En effet, les composés majoritaires sont souvent responsables

de I’activité antifongique de cette huile essentielle (GIORDANI et al., 2008)
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Conclusion et Perspective

Les produits naturels occupent une place de plus en plus importante comme agent
thérapeutique. Les extraits de plantes aromatiques sont utilisés dans divers formulation telles
que les médicaments et les parfums. Ces substances naturelles ont été proposées dans la
sécurité des denrées alimentaires car ils ont des propriétés antimicrobiennes importantes
contre les bactéries et champignons tout en exprimant une activité antioxydante. En plus de
leur utilisation comme conservateurs afin de garantir une sécurité sanitaire des aliments
manufacturés, contrairement aux conservateurs chimiques sont cancérigenes et expriment une

toxicité résiduelle potentielle.

Les travaux expérimentaux qui ont été menés lors de cette étude s’inscrivent dans le cadre de
la valorisation des plantes aromatiques et médicinales. Ainsi, nous nous sommes intéressés a
I’étude de I’huile essentielle de Lippia citriodora et a évaluer ses potentialités biologiques, ce

qui nous a permis de conclure ce qui suit :

. I’extraction par hydrodistillation a permis de récupérer un rendement d’’huile
essentielle de L. citriodora égale a 1.50 %. La méthode d’hydrodistillation pour obtenir les
huiles essentielles reste la méthode la plus efficace et simple avec un rendement limité.

o les parametres physiques de cette huile essentielle se sont basés sur les trois critéres:
aspect, couleur et d’aréme qui sont une caractéristique de cette plante ;

o I’évaluation de I’activité antioxydante de 1’huile essentielle L. citriodora a été réalisée
par la méthode de réduction du DPPH- libre et s’est traduite par des pourcentages d’inhibition
des radicaux libres frlant les 82.18% pour une concentration de 94pg.ml™ d’huile ce qui est
équivalent & une 1Cso= 16pg.ml™ .

. pour I’activité antibactérienne, la méthode de 1’aromatogramme nous a permis de
mettre en évidence le pouvoir antibactérien de I’huile essentielle de L. citriodora vis-a-vis de
8 souches bactériennes. Le pouvoir est relativement moyen avec des zones d’inhibition
variant entre 8 et 20 mm. La méthode de microdilution a confirmé les résultats de
I’aromatogramme; les CMI obtenues sont comprises entre 1,468 et 70,5 mg.ml™, les valeurs
de CMB sont comprises entre 5,875 et 141 mg.ml™.

o I’activité antifongique realisee par la méthode microatmosphere, nous a indiqué que
I’huile essentielle de L. citriodora a une capacité inhibitrice de la croissance de mycélienne
des souches testées, les zones d’inhibition varient entre 0,6 et 8 cm, sans efficacité contre

C.albicans.
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Conclusion et Perspective

Ces résultats trés prometteurs et indiquent que 1’huile essenticlle de L. citriodora peut étre
utilisée de plusieurs facons: en médecine traditionnel, industrie pharmaceutique, et
agroalimentaires capable d’empécher 1’oxydation et de réduire la croissance mycélienne

responsable des dommages et d’altération des aliments.

Il sera judicieux de compléter ce travail par une identifier des composés impliqués dans le
processus de I’inhibition des bactéries et fungi pathogeénes et de tester 1’efficacité de cette

huile sur ces souches par une étude future in-vivo.
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ANNEXE : milieux de culture

Gélose nutritive :

Eaudistillée ... 1000 ml
G¢élose nutritive (en poudre)..........coevvvvenennnn. 28¢g
pH=7.2
Bouillon nutritive :
Eaudistillée............ooooiiiii 1000 ml
Bouillon nutritive (en poudre)........................ 8g
pH=6.5
Milieu sabouraud :
Eaudistillée..........coooiiiiiii 1000ml
Milieu (poudre).......coovvviieiiiiiiiiii e 65¢g
pH=6.3
Potatoes Dextrose Agar (PDA)
Eaudistillée...........coooiiiiiiii e 1000ml
Filtrat de pomme de terre...............ccoviveiinnn.n 260g
GIUCOSE ..t e 20g
AGAT e I5¢
pH=4.5

Agar Mueller Hinton

Bau distillee. .. .nnneeee et e, 1000ml
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ANNEXE : les appareils

Hydrodistillateur (clevenger) colorimeétre

Polarimeétre réfractomeétre



