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Résumé

Nous avons réalisé dans un premier temps une extraction a partir du Verveine (Lippia
citriodora), par deux méthodes ( Extraction par hydrodistillation et par Induction
électromagnétique) pour savoir ses caracteéres et de suivre son rendement selon la période de la
récolte ( Septembre 2013"° 0.40% " , Septembre 2014'° 0.66% ", Mai 2015"" 1.03""), la partie de
la plante et I’influence du séchage. Sachant que notre plante était récolté a Miliana (Région
d’Ain Defla-Algérie).

L'analyse par la chromatographie en phase gazeuse couplé a la spectrometrie de masee (CG/SM)
a permet d’identifier 34 composés et les principaux constituants sont : citral (20,48%), Z citral
(16.35%), ar-Curcumeéne (8.06%), Limonéne ( 7.77%) , Spathulenol (5.07%).

L’etude du pouvoir antioxydant de huile essentielle, par la méthode du DPPHe, a montré
I’existence d’une activité antioxydante (53.84%) et moyenne par la méethode de réduction du fer
comparé avec de standard vitamine C. Les tests quantitatifs et qualitatifs de I'extraits obtenue sur
trois bactérie et une levure ont permet de constatés que notre extraits posséde une activité trés

intéressante sur toutes les souches testeés.

Mots clés : Lippia citriodora, extraction, huile essentielle, composition chimique, activité anti-

oxydante , activité antibactériennes.

Abstract




We realized at first, extraction from the Verveine (Lippia citriodora ), by two methods
(extraction by steam distillation and electromagnetic induction ) to determine its characteristics
and monitor its performance depending on the time of harvest (September 2013 "0.40%",
September 2014 "0.66%", May 2015 "1.03%"), the part of the plant and the influence of drying,
knowing that our plant was harvested in Miliana (Region at Ain Defla- Algeria).

The analysis by gas chromatography /quadrupole masse spechtroscopy (CG/SM ) was used to
identify compounds 34 and the main constituents are: : citral (20,48%), Z citral (16.35%), ar-
Curcumene (8.06%), Limonéne ( 7.77%) , Spathulenol (5.07%).

The study of the essential oil of antioxidant power by DPPH ¢ method showed the existence of
an antioxidant activity (53.84%) and average reduction method of iron compared with standard
vitamin C. Tested the quantitative and qualitative of the extract obtained in three bacteria and
yeast have allowed recognized that our single "essential oil" has a very interesting activity on

wholes strains tested.

Keywords: Lippia citriodora, extraction, essential oil, chemical composition, antioxidant

activity, antibacterial activity.
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Depuis la période préhistorique, les plantes ont été a la base de plusieurs thérapies .On les

utilise aussi bien en médecine classique qu'en phytothérapie[ 1].

Un grand nombre de plantes, aromatiques, médicinales, des plantes épices et autres,
possedent des propriétés biologiques trés intéressantes, qui trouvent application dans divers
domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et en agriculture [2].

L'Algérie, possede une flore tres riche et offre des conditions de développement de
nouvelles exploitations agricoles des plantes médicinal es et aromatiques. Cependant, I'évaluation
des propriétés phytothérapeutiques, antioxydantes et antimicrobiennes demeure une tache trés
intéressante et utile, en particulier pour les plantes d'une utilisation rare ou moins fréguentes ou
non connues en médecine traditionnelles. Ces plantes représentent une nouvelle source de
principes actifs. En effet, les métabolites secondaires font et reste I'objet de nombreux recherches
in vivo comme in vitro, notamment la recherche de nombreux constituants naturels tels les

composes phénoliques, les saponosides et |es huiles essentielles[2].

Les huiles essentielles extraites des plantes par distillation comptent parmi les plus
importants principes actifs des plantes. L’aromathérapie, l'art de soigner par les huiles
essentielles, est devenue une science méthodique depuis gu'elle repose sur une classification de

ces huiles selon leur capacité alutter contre les bactéries|3].

Dans le cadre de la valorisation des especes vegétales algériennes, et compte tenu des
vertus thérapeutiques que représentent les Verbenaceae, nous nous sommes intéressés a
I'extraction des huiles essentielles de Lippia citriodora provenant de la région de Miliana (W.
Ain-Defla). La verveine (Lippia citriodora), herbe aromatique de la famille des Verbenaceae,
appréeciée pour ses propriétés aromatiques, antioxydantes, antimicrobiennes, antispasmodiques,
antidépressive, sédative, largement utilisée dans les produits pharmaceutiques et en médicine
traditionnelle. 11 nous semble donc, intéressant d’inscrire notre travail dans ce contexte de
recherche[4].

Notre choix est porté sur cette plante aromatique , car elle est tres répandue en Algérie et
largement utilisée en médecine traditionnelle. Notre éude est présentée en quatre chapitres. Le
premier chapitre est réservé a la présentation de la matiere végétale : Lippia citriodora. Le
second chapitre sera consacré al'étude des travaux antérieurs réalisés sur Lippia citriodora. Dans
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le troisiéme chapitre nous présentons le matériel et les méthodes utilisées pour la réalisation de
ce travail. Quant au quatriéme chapitre nous présenterons les différents résultats obtenus et leurs
discussions. Nous terminerons par une conclusion générale qui résume I'ensemble des résultats

obtenus et des recommandations.
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Chapitre 1 La Matierevegétale

1.1. Introduction

Les plantes ont toujours fait partie de la vie quotidienne de I'homme, puisqu'il Sen sert
pour se nourrir, se soigner et parfois dans ces rites religieux[5].Les plantes sont capables de
produire des substances naturelles tres diversifiées. Elles accumulent des métabolites dits
secondaires parmi lesquels, les huiles essentielles tres utilisées par I'homme dans des domaines

auss différents que la pharmacologie ou I'agroaimentaire[6].
1.2. Lesplantes aromatiques

Les plantes aromatiques appartiennent a la fois au domaine des plantes médicinales et des
matiéres premiéres industrielles d’origine végétale, et constituent des sources de substances
naturelles complexes, destinées a apporter des caractéres organoleptiques particuliers aux
aiments. Les plantes aromatiques fraiches, séchées, ou conservées peuvent servir a
I’assaisonnement des mets et également donner naissance a des formes galéniques particulieres

que sont les extraits végétaux, les huiles essentielles ou les oléorésines[ 7].

1.3. Les plantesmédicinales

La définition d'une plante médicinale est trés simple. En fait il Sagit d'une plante qui est
utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les plantes médicinales sont des
drogues végétales dont au moins une partie possede des propriétés médicamenteuses|8].Les
plantes médicinales sont toutes les plantes qui possedent une activité pharmacol ogique pouvant
conduire a des utilisations thérapeutiques, grace a la présence d'un certain nombre de substances
actives dont la plupart agissent sur I'organisme humain[9].

1.4. Classification des plantes médicinales et aromatiques
La classification des plantes peut se faire en fonction de nombreux intéréts[10]:
» Classification botanique (systématique).
» Classification thérapeutique (action physiologique).

» Classification chimigque (nature du principe actif).

» Classification commerciale (intérét commercial).
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1.4.1. Systématique botanique de la plante

La systématique botanique est pour un chercheur la carte d’identification de la plante et
sans cette derniére, il est trés difficile d’entamer un travail de recherche[11].La connaissance de
I’origine botanique de la plante destinée a I’obtention de son huile essentielle est nécessaire aussi
pour les applications futures, en parfumerie, en cosmétique, en pharmacie e& méme en
agroalimentaire. L’identité de la matiére initiale (plante ou partie de plante) est indispensable
pour la tracabilité et pour éviter les éventuelles fraudes. L’identification est effectuée par le
fournisseur qui doit presenter un certificat d’analyse, I’acheteur, quant a lui, devrait aussi faire
les tests de confirmation[12].

1.5. Laverveine (Lippiacitriodora)

1.5.1. Généralités
La verveine est un arbrisseau cultivé dans les jardins, communément appelé ““Louiza ou

Tizana’. cest dire combien la popularité de la verveine odorante est grande en Algérie. Cette
plante ramifiée est caractérisée par un parfum tres agréable rappelant I'odeur du citron, que ces
feuilles et ses fleurs exhalent. La verveine peut atteindre 2m de haut, ses rameaux son
blanchétres et ses feuilles lancéolées et rugueuses sont disposees 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 composée de citral, de terpénes,
de géraniol.

Originaire dAmérique 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 alafin de I'éé ; elle possede des propriétés similaires a celles de la mélisse. Le genre
Lippia montre une grande diversité genétique, ce qui lui permet de synthétiser une variété de
constituants de I'huil e essentielle dans des plantes cultivées dans les différentes parties du monde
[13].

1.5.2. Histoire

La littérature botanique montre une variété de noms, y compris Lippia citriodora,
L.triphylla. Verbena triphylla et Aloysia triphylla. Un botaniste francais publié une description
en 1784, et un botaniste espagnol en 1785, en le nommant Aloysia en I'honneur de Maria Luisa,
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princesse de Parme et épouse de Charles IV d'Espagne. En Amérique du Sud, les botanistes lui

donnérent le nom du genre Lippi, en mémoire d'un naturaliste italien d'origine francaise,
Augustin Lippi, assassiné en Abyssinie en 1709[14].

Figure 1.1. Laverveine (3.:s).

1.5.3. Noms communs

Lippia vient du nom de Lippi, un botaniste du X V11 siécle; le terme citriodora signifie:
“aodeur de citron”. Cette plante possede aussi |es noms suivants: Verveine citronnelle, verveine
atrois feuilles, thé arabe, herbe Louise[15].La verveine odorante possede plusieurs nominations
suivant les langues courantes de chague pays 15-16]:

Allemagne: Citronenkraut, Zitronenkraut, Zitronenverbene .
France : Herbe-Louise, Verveine citronnelle, Verveine citronnée, Verveine du Pérou.

Grande Bretagne : Lemonverbena, Herb Louisa, LemonBeebrush, LemonVerbena,
Lemon-scentedV erbena.

Italie: Cedrina, Cedronella, Erba-Luigia, Verbenaodorosa.
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Espagne: Cedrdn de! Peri, Cidrén, Hierba Luisa, Hierbacidrera.

Nederland: Citroenkruid, Citroenverbena, Lemonverbena.
1.5.4. Classification delaverveine

La classification botanique de |'espece Lippia citriodora est donné par le tableau 1.1.

Tableau 1.1. Classification botanique del'espéce Lippia citriodora [17].

Regne Plante
Division Magnoliophyta
Sousreégne Trachéobionta
Sous classe Asteridae
Ordre Lamiales
Famille Verbénacées
Genre Lippia
Espece Lippia citriodora

1.5.5. Description de Lippia citriodora

La verveine odorante Lippia citriodora ou Aloysia triphylla.est un sous-arbrisseau de la
famille des Verbenaceae, originaire dAmérique du Sud, introduit et cultivé sur le pourtour
méditerranéen (Midi de la France et Afrique du Nord). Il sagit d'un arbrisseau ramifié dont les
tiges anguleuses et cannelées portant des feuilles rudes, courtement pétiol ées, verticillées par 3.
Les fleurs disposées en épis possedent 4 pétales - soudés ala base en un tube et étalés en 4 |obes
bicolores : blancs sur laface externe et bleu violacé sur laface interne [18]. Laverveine odorante
est utilisée en herboristerie et en industrie de la parfumerie a cause de I'odeur de citron que
dégagent les feuilles broyées. Les rameaux sont récoltés peu avant la floraison, rassemblés en

bouquets puis séchés. Les feuilles sechées sont consommées en infusion[19].
1.5.6. Habitat et culturedelL. citriodora

La verveine odorante est cultivée sous les climats tempérés comme plante aromatique et
ornementale, ainsi que pour ses feuilles, utilisées en phytothérapie. Celles-ci sont récoltées ala
fin de I'éé. Elle saccommode sur tous les types des sols et exige une quantité d'eau

importante[20]. La verveine odorante sacclimate d'un sol perméable, bien drainé et des endroits

e ————
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ensoleillés ou semi- ombragés, abrités des vents froids. Elle exige un sol frais en été, sans exces
d'’humidité qui entraine la pourriture de sesracines. Elle doit étre paillée en hiver pour la protéger

du gel, car elle ne supporte pas les températures inférieures a4 °C[24].
1.5.7. Variétés et especes

Il existe deux especes de verveines utilisées en herboristerie qui font aujourd’hui partie de

deux genres différents:

Laverveine commune (Verbena officinalis), plante inodore a feuilles opposées par deux .
Laverveine odorante (Verbena triphylla ou Lippia citrodora) encore appel ée verveine
citronnelle[21].

Tableau 1.2. Variétés de verveing[21].

Nom ) Principes Activités Partie o
) Nom latin _ ) i Toxicité
francais actifs pharmacol ogiques concernée
Verbena Eupeptique

o . Tiges + Antigonadotro-
officinalis | Verbenalol | Antalgique _ _
_ _ Feuilles phique
Antispasmodique

Verveine Verb Anti-inflammatoire
erbena
_ Antinévralgique _ /
triphylla Citral Z Antidépressive Feuilles
Sédative

1.5.8. Récolte et sechage delL. citriodora

La récolte est effectuée ala faucille et consiste a couper a 10-15 cm a partir du début des

pousses de I'année. |l y a deux périodes de coupe :

Mai-Juin : lorsque 50% des plantes ont fleuri ;

Fin Juillet-Aout.

Une troisiéme récolte peut avoir lieu 1 22 mois aprés la 2™ récolte. Le rendement varie
de 1,5 a 3 t/ha en verveine séche pour les deux coupes. Une fois la récolte est effectuée,

on procede au séchage des feuilles et aleur séparation des tiges [22].
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1.5.9. Principaux pays producteurs et exportateursdelaverveine

» Les pays producteurs sont le Mexique, le Chili, le Brésil, le pourtour méditerranéen
(Maroc, Algérie, Turquie, France et Isradl), I'Afrique du sud et I'Inde.

» Les pays exportateurs sont le Chili, Israél et le Maroc [23].
1.5.10. Marché delL. citriodora

Le marché est réservé principalement pour la consommation en herboristerie mais aussi
pour la production de I'huile essentielle. Le kilogramme de plante séche varie de 5 a 10 euros.
Celui del'essence était d'environ 15 000 euros/kg. Actuellement il se situe entre 7 000 et 10 000
euros/kg en fret et de 12 000 euro/kg en Bio [25].

1.5.11. Composition chimique du L.citriodora

L'huile essentielle est constituée de plusieurs molécules chimiques de synthése 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. Les composés sont
formés a partir de divers atomes puisés par la plante via le sol et via sa synthése organique.
L'ensemble constitue des réactions chimiques donnant naissance aux molécules aromatiques,
constituant I'huile essentielle. La composition chimique des extraits dépend largement de
I’influence des conditions du mode d’extraction sur I’essence contenue dans la plante. Les
extraits ains que de nombreux dérivés porteurs de fonctions diverses sont constitués
principalement de composés terpéniques. Les terpenes sont tres répandus dans la nature et
surtout dans les plantes comme constituants des huiles essentielles. 1ls sont issus d’une voie

meétabolique secondaire de |'acide mévalonique (tableau 1.3)[26].

Tableau 1.3.Principaux constituants des huiles essentielles de L.citriodora[23-24].

Monoterpénes Limonene, Sabinene

Aldéhydesterpéniques | Géranial, nérd, citronnellal
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Alcools monoterpéniques | Nérol, a-terpinéol, géraniol

ar-curcumeéne, b-caryophylléne, bicyclogermacréne, b-curcuméne,

Sesguiterpenes
germacréne
Sesquiterpénols Spathulénol, Nérolidol
Esters terpéniques acétate de géranyle

Oxydes terpéniques 1,8-cinéole, Caryophylléneoxyde

Les structures chimiques des composés identifiés dans les huiles de L.citriodora sont

représentées par lafigure 1.2.
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Figure 1.2. Structur es chimique des composésidentifiés dans les huiles essentielles de la verveine.

1.5.12. Composition en polyphénolsdel'infusé deL. citriodora

Bien que l'infusé de feuilles de la verveine odorante soit largement consommé, sa
composition qualitative et quantitative en polyphénols est encore ma connue. Une premiere
anayse de sa composition avait été réalisée au laboratoire par Carnat et a. Cette étude
rapportent la présence dans I'infusé de flavonoides, principalement la lutéoline 7- diglucuronide,
et de dérivés 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 dérives diglucuronidés d'apigénine et de chrysoériol ainsi qu'un isomére du
verbascoside, I'isoverbascoside (figurel.3). Par ailleurs, I'instabilité du verbascoside et de son
isomere a la chaleur a éé soulignée. D'un point de vue quantitatif, la concentration en
polyphénols de l'infusion de verveine odorante a éé évaluée a 675 mg/L dont 24% de
flavonoides et 76% d'acides phénoliques. Lateneur des deux principaux constituants, lutéoline 7-
diglucuronide et verbascoside, est respectivement de 100 mg/L et 500 mg/L[27].

fA) B)

= = e e e e |t e P el e~ e ——

Figure 1.3. Structure des principaux polyphénols présents dans|'infusé dela verveine odorante (A) lutéoline

7-diglucuronide ; (B) verbascoside [27].
1.5.13. Propriétés antioxydantes del'infusé deL. citriodora

Etant plus de la composition en polyphénols de I'infusé de verveine odorante, certaines
études se sont intéressees aux effets antioxydants de cet infuse. Des analyses menées in vitro a
I'aide de différents tests ont permis de montrer les propriétés antioxydantes de I'infusé. L'infusé
de verveine odorante et le verbascoside se sont révélés plus actifs que le trolox lors d'un test au

DPPH. L'infusé a une forte activité de piégeage du radical superoxyde et une activité plus
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modérée vis-avis du radical hydroxyle et de I'acide hypochloreux [28].A forte concentration, un
effet prooxydant a par ailleurs été rapporté.Un extrait de verveine odorante standardisé & 25% de
verbascoside a montré une forte activité antioxydante dans un milieu lipophile, ce qui pourrait
indiquer une capacité a piéger les radicaux libres au niveau des membranes biologiques. De
méme, cet extrait ainsi que le verbascoside lui-méme inhibent la peroxydation lipidique in vitro.
Ces effets antioxydants de la verveine odorante ont également été observés in vivo sur du plasma
de rats ayant préalablement consommé un extrait de verveine odorante. Le pic plasmatique de
concentration en verbascoside est corrélé al'activité antioxydante plasmatique maximale évauée
par ladétermination du MDA plasmatique, du FRAP et de I'activité SOD[29].

Ainsi, les propriétés digestives et antispasmodiques pour lesgquelles l'infusé de verveine
odorante est utilisé en médecine traditionnelle semblent étre supportées par des propriétés
antioxydantes marquées dues en partie, a la présence de divers composés polyphénoliques tels

que le verbascoside ou la lutéoline 7-diglucuronide.

1.5.14. Usage dela verveine

1.5.14.1.Phytothérapie

Le genre Lippia (Verbenaceae) comprend environ 200 espéces d'herbes, arbustes et
arbrisseaux. La plupart des espéces sont traditionnellement utilisées comme remedes gastro-
intestinaux et respiratoires. Les parties utilisées de la plante sont les feuilles, les parties aériennes
et les fleurs. L'infusé de feuilles de verveine odorante est consommé traditionnellement dans
I'ensemble de I'Amérique centrale et de I'Amérique du sud, en Afrique tropicale et dans certains
pays européens comme traitement gastro-intestinal et sont considérées comme particuliérement
efficace pour le traitement des douleurs stomacales et I'indigestion. La verveine odorante peut
également étre consommée pour ses propriétés antispasmodiques ainsi que pour lutter contre la
fievre. Les feuilles peuvent également étre utilistes comme assaisonnement dans certaines
préparations culinaires/20].Elle est agréable a boire et semploie surtout dans les digestions
difficiles, les indigestions, les ballonnements, les brllures d'estomac [20,30].La verveine
odorante est également utilisée contre les états nerveux, les palpitations, les migraines, les

bourdonnements d'oreille et les vertiges[30].

- Voieexterne:
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L'huile essentielle est également utilisée en compresses pour le soin de plaies difficiles a
cicatriser[23].

- Voieinterne:

En qualité de plante médicinale, elle est traditionnellement utilisée par voie orale, dans le
traitement symptomatique des troubles digestifs (balonnement épigastrique, lenteur a la
digestion, éructations, flatulence) ains que dans le traitement symptomatique des états neuro-
toniques des adultes et des enfants (états de nervosité, troubles mineurs du sommeil). L'infusion
de 5 &4 20 g de feuilles dans un litre d'eau est absorbée a raison de 2 a 5 tasses/jour, ce qui est
équivalent de 3-6 gouttes d'huile essentielle, en 2 a 3 prised/j [23].

1.5.14.2. Alimentation

Les feuilles de verveine, fraiches et finement hachées, servent en petites quantités pour
agrémenter des salades de fruits ou de légumes, les desserts, les sauces pour flans, les gateaux,
les cremes aux ceufs, les tartes aux fruits et les boissons rafraichissantes. Les feuilles séchées,

gjoutées a une dose de sucre, lui conferent un arébme agréabl e[ 23].

1.5.14.3.Parfumerie et cosmétique
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Chapitre 2: Travaux antérieurs

2.1. Introduction

De nombreux travaux ont été effectués sur Lippia citriodora pour connaitre la composition
chimique, I’effet antioxydant et I’effet antibactérien. Nous présentons ci-aprés quel ques-uns.

2.2. L’huile essentielle dela verveine algérienne

2.2.1. Composition chimique del’huile essentielle de Lippia citriodora

Selon Slimani.N (2014), les résultats obtenus dans I’analyse de la composition chimique

de I’huile essentielle de Lippia citriodora sont présentés dans letableau 2.1 [13].

Tableau 2.1. Principaux composés de I’huile essentielle de Lippia citriodora analysee par CG/M S[13].

Composants Aire (%) Tempsderétention (min)
Citral 11.3 6.25
Limonéne 10.6 7.46
4- Phényl undécan-4-ol 7.7 9.24
o-curcumene 6.5 10.15
o~ Cédrol 4.5 12.68
Carvéol 3.7 14.00
Lina ool 3.5 14.97
B caryophyllene 2.8 16.22
Acétate de géranyle 18 19.98

Les analyses d’huile essentielle de Lippia citriodora ont montré que le citral (11.3%), le
limonene (10.6%), 4-phényl undécane- 4-ol (7.7%), a-curcuméne (6.5%) et a-cédrol (4.5%)
étaient les composants principaux de I’huile. En outre, d’autres composants a teneur |égerement
faibles sont rapportés tels que le carvéol (3.7%), linalool (3.5%), p-caryophylléne (2.8%) et
I’acetate de géranyle (1.8%) [13].

Dans une autre étude faite par Taleb-Toudert. K et al. (2002) sur Lippia citriodora pour

identifier les composés constituant I’huile essentielle extraite.

Les résultats sont groupés dans le tableau ci-dessous :
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Tableau 2.2. Composants majoritairesde Lippia citriodorarévélés par CPG[17].

Composes Teneur (%)
01 o pinéne 1.1627
02 Camphéne 0.0371
03 B pinéne 2.5564
04 Limoneéne 15.1932
05 B phellandréne 2.1977
06 (2)- B- ocimene 0.0219
07 (E)- B- ocimene 0.0472
08 Lina ool 3.8233
09 Longifoléne 5.4525
10 Myrtenal 0.2645
11 o-Humuléne 11171
12 Carvone 1.1461
13 Verbénone 2.6403
14 a-cadinene 29.2081
15 Géraniol 0.1134
16 Cis- Carveol 1.3195
17 Globulol 0.1887
18 o-terpineol 0.4145

Les résultats de ce tableau montrent que les composants majoritaires de Lippia citriodora
sont a-cadinéne (29.2081%) et Limonene (15.1932%).

2.2.2. Propriétés organoleptiques d'huile essentielle de Lippia citriodora

Les résultats des propriétés organol eptiques obtenus par I’étude de Taleb-Toudert.K et al.
(2002) sur Lippia citriodora sont présentés dans le tableau suivant:

Tableau 2.3. Caractéristiques organoleptiques de I’'HE de Lippia citriodora [17].

Caractéristiques organoleptiques

HE de Aspect Couleur Odeur Saveur
Lippia citriodora — .
Liquide Agréable
Jaune Douce
mobile Citronnée
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Ces caractéristiques sont en accord avec ceux reportées par Saidi.S (2014) qui ont analysé

les huiles essentielles de Lippia citriodora.

2.2.3. Propriétés physico-chimiques d'huile essentielle de Lippia citriodora

Selon Slimani.N (2014), les propriétés physico-chimiques de I’huile essentielle de Lippia

citriodora sont résumées dans le tableau ci-dessous [13].

Tableau 2.4. Propriétés physico-chimiques d'huile essentielle de Lippia citriodora [13].

Propriétés physicochimiques
HE de — Pouvoir ,L |_nd|ce L’indice de
... | L’indice de . d’acide (mg
. Ladensité . . rotatoire en peroxyde

Lippia réfraction ) de KOH/g (mg/kg)

citriodora d’huile)
0.902 1.479 -21.6 5.46 2.6

Norme R

AFNOR 0.890-0920 | 1.475-1.495 -22a12 / /

Les résultats des analyses physico-chimiques révélent que les indices de I’'HE de Lippia

citriodora sont conformes alanorme AFNOR.

2.2.4. Rendement en huile essentielle de Lippia citriodora

Le rendement enregistré de I'huile essentielle extraite par hydrodistillation est déterminé

par rapport alamatiere seche de Lippia citriodora (Tableau 2.5).

Tableau 2.5. Rendement en huile essentielle de Lippia citriodora par hydrodistillation [30].

Matiere végétale Rendement (%)
0.22
Les feuilles 0.15
0.21
0.20
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L'extraction de cet échantillon effectué par hydrodistillation a fourni un rendement moyen de
(0,195 %) obtenus a partir de quatre extractions. Ce rendement est nettement plus faible que
celui enregistré par Evelyn Ivana et al (2010) en étudiant Lippia grandis dAmazon brésilienne et
qui est de I'ordre de 2.1%. Dans une autre étude faite par Hmamouchi (2006), les rendements
moyens en huiles essentielles des échantillons de Lippia citriodora sont présentés dans le
tableau 2.6 [25].

Tableau 2.6. Rendement en huiles essentiellesde Lippia citriodora [25].

Plante entiére

A Feuillesfraiches Feuilles seches
fraiche

Matiére végétale

Rendement en

HE (%) 0,07-0,1 0,15-02 0,4

Selon Taeb-Toudert.K et a (2002), le rendement en huile essentielle de Lippia
citriorora atteint 0.35% pendant 4 h [17].

2.2.5. Lesactivités biologiques d’huile essentielle de Lippia citriodora

2.2.5.1. L activité antioxydante

L'éude de Saidi.S (2014) donne une idée assez claire sur I'efficacité antioxydante de
I'huile essentielle de Lippia citriodora mise en évidence par la méthode de DPPH, cette
efficacité sest traduite par des pourcentages d'inhibition des radicaux libres atteint les 73% pour
une concentration de 5mg/ml dhuile essentielle de cette plante; avec une concentration
d'inhibition de 50 % des radicaux libres 1Csp = (0.0207 = 0.008 mg/ml) [30].

Les huiles essentielles de Lippia citriodora ont une forte activité antioxydante mise en
évidence par la méhode dABTS, le pourcentage d'inhibition des radicaux libres atteint les 93%
pour une concentration de 4 mg/ml d'huiles essentielles de cette plante avec un ICsy de I'ordre de
(0.13 £ 0.007 mg/ml) [30].

2.2.5.2. L activité antibactérienne

Cet effet a été évalué par I’appréciation des diameétres des zones d’inhibition induites par
la présence simultanées des disques contenant de I’huile essentielle et des souches bactériennes

testées. Lesrelevés sont groupés dans le tableau ci-dessous [17].
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Tableau 2.7. Effet de I’huile essentielle sur la croissance de quelques souches pathogenes [17].

Souches utilisées

Résultats

Bactéries Gram

B. bronchiseptica

D =41mm

negatif Tresforte activité
Bactéries Gram D =48mm
tif Saureus
positi Tresforte activité
D = 68mm
C.albicans
Organismes Trésforte activité
fongiques D = 90mm
Scerevisiae

Inhibition totale

D’apres Slimani.N (2014), I’étude de I’activité antibactérienne d’huile essentielle de

Lippia citriodora de larégion d’Ain Defla étudié sur des souches des bactéries gram positif et

gram négatif montre que cette I’huile posséde une activité antibactérienne surtout contre le
Styphi et Escherichia coli [13].

Tableau 2.8. Diametre des zones (en mm) de I’huille essentielle de Lippia citriodora vis-a-vis des souches

pathogenes aprés 24 heures d’incubation a 37°C [13].

Bactéries E.coli Styphi | K.pneumaniae | Saureus | P.aeroginosae | Serratisp | H.pylori
HE de
Lippia | 22+0.14 | 24.5+1.22 10.5+ 0.23 9.5+ 0.27 26+ 0.02 14+ 041 | 12505
citriodora

Les huiles essentielles de Lippia citriodora ont un diametre de zone d’inhibition de (24.5

mm) vis-avis de Styphi et une zone d’inhibition importante a été trouvé avec E.coli est de (22

mm). Une activité moins importante a été enregistrée avec P.aeroginosae (26 mm), Serratia sp

(14mm), H.pylori (12.5mm), K.pneumaniae (10.5mm), et S.aureus (9.5mm)

2.3. Leshuiles essentiellesde Lippia citriodora dans le monde

e ————
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2.3.1. Composition chimique des huiles essentielles de Lippia citriodora

Depuis quelques années, un effort intense se développe dans le monde entier pour établir
dans plusieurs pays la composition chimique de I’HE de la plante médicinale Lippia citriodora.
Les résultats obtenus dans I’analyse de la composition chimique des différents pays sont

présentés dans le tableau 2.9.

Tableau 2.9. Composition chimique de Lippia citriodora dans le monde.

Auteurs [31] [32] [33] [34] [35]
Pays Maroc Brésil Paraguay | Iran | Colombie | Portugal | Turquie
1,6-
Hwtﬁl er]-4- 0'13 . . - . . .
4-Phenyl
undecan 4-ol N - - 772 ” B -
o-Pinéne 1.37 -- 0,15 3.15 -- - --
a-
Campholenal 3.38 -- - - - - -
Limonéne -- 15.93 8,67 10.6 11.9 15.5 18.6
Neral -- 27.01 -- 7.86 19 23.3 17.6
Citral 19.07 -- -- 11.32 -- -- -
a- Curcumene -- -- 3,43 6.54 - - -
1-Octéen-3-ol -- 0.70 0,17 - -- - -
Géraniol -- 3.96 1,39 - -- - -
Géranial -- -- 22,80 -- 38 29.5 11.9
0- Terpineol -- -- 0,05 4.06 - - -
Spathulenol 7.55 -- 2,17 - -- -- -
o-Cédréne 0.95 -- 0,49 1.02 - - -
Linalool -- -- 0,73 3.54 - - -
Caryophylléne 3.6 0.84 0,35 2.84 -- -- -
o- Cedrol -- -- - 454 - - -
Trans
Caryophylléne N - - 1.99 ” B -

L analyse de I’HE de Lippia citriodora du Maroc a révélé comme composé mgjoritaire :

le Citral (19.07%).

Les analyses de I’HE des de Lippia citriodora du Brézil ont révélé plusieurs composes.

Les composés majoritaires ont été le Neral (27.01%), et Limonene (15.93%).

Les analyses de I’HE de Lippia citriodora du Paraguay ont révélé plusieurs composés
comme le Géranial (22.80%),et Limonéne (8.67%).

Les analyses de I’HE des de Lippia citriodora d’Iran ont révélé plusieurs composes. Les

composés majoritaires ont été le Citral (11.32%), et Limonene (10.6%).
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Les analyses de I’HE de Lippia citriodora de Colombia, Portugal et Turquie ont révélé
les composés suivants :
Colombie : Géranial (38%),Néral (19%) et Limonene (11.9%).
Portugal : Géranial (29.5%),Néral (23.3%) et Limonene (15.5%).
Turquie: Limonéne (18.6%), Néral (17.6%) et Géranial (11.9%).

Dans une autre étude faite par Gomes.P et a. (2006), les composes constituant I’huile

essentielle de Lippia citriodora sont présentés dans le tableau ci-dessous [36].

Tableau 2.10. Composition en pourcentage des principaux groupes de composés de I’'HE des feuilles et les

tiges d’Aloysia triphylla récoltés cing fois plusd’un an [36].

Année derécolte

Composes 20juillet 1999 | 14sept 1999 | 17 nov, 1999 | 17 avril, 2000 | 7 juin, 2000

(groupe)
Feuilles | Tiges | feuilles | tiges | feuilles | tiges | feuilles | Tiges | Feuilles | tiges
monoterpéniques
Monoterpenes 65.8 690 | 677 | 704 | 674 |59.7| 659 | 729 640 | 60.6
oxygenes
- oxydes 1.3 0.6 0.8 0.5 2.0 1.2 14 0.6 2.2 1.5
- acools 1.0 2.8 0.7 3.2 0.9 3.8 0.7 4.1 05 2.1
- aldéhydes 62.6 64.3 65.3 64.3 63.3 | 50.0 62.5 64.8 60.1 55.5
- esters 0.9 1.3 0.9 24 1.2 4.7 1.3 34 1.2 15
Hydrocarbures | | 169 | 162 | 130 109 | 167| 153 | 128 | 154 | 149
sesguiterpéniques
Sesquiterpenes | 5, | 33 | 20 | 18| 70 | 62| 19 | 22 | 47 | 35
OXygénés
n-Alcanes 0.1 2.6 0.3 1.3 0.2 5.6 0.3 1.2 0.2 3.1

Les résultats des analyses révélent que la composition chimique de I’HE d’Aloysia

triphylla est riche en monoterpénes oxygénés et en hydrocarbures sesquiterpéniques.
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D’aprés NoorkhodaY et al. (2013), les analyses ont permet de mettre en évidence les
composés d’HE de la plante présentée selon la région, et la partie de la récolte dans le tableau
2.11.

Tableau 2.11. Lesprincipaux composants de I'huile essentielle de Lippia citriodora r écoltés de diver s pays

[37].
- Partiedela Principaux composes
Région L
récolte
Feuiilles et fleur 1,8 cineole, limonene, gérania, néral, \B-gual ene,
gpathulenol, oxyde caryophyllene
E-citral, géranial, néral, limonene, oxyde
Iran N
Partic adi caryophylléne, spathulenal,
artie aerienne curcumen, bornéol, acétate de néryle
-caryophyllene, camphre,
carvacrol, p-cymeéene
Portugal Feuilles et fleur Geranial, néral, limonéne
Afrique du Partie aérienne Citral (E, Z),‘borneol, camphre, | ac‘etate de nefyl, B
sud caryophylléne, oxyde caryophyllene, p-cymene
Feuilles : thymol, p-cyméne, propionate-2-phényl-
éthyle
: Feuille et fleur
Burkina Fleurs:  elemene, cinnamate d'éthyle, o-
Faso N
amorphene, pipéritol

D’aprés les résultats rapportés dans le tableau ci-dessus, nous constatons que :

La mgjorité des constituants des huiles essentielles d’Iran et Afrique du sud extraites a
partir des parties aériennes sont : E-citral, bornéol, camphre, |'acétate de néryl, B caryophylléene,
oxyde caryophyllene, p-cymene, les composés de I’HE du Portugal extraites a partir des feuilles
et des fleurs sont : Géranial, néral, [imonene. Cette différence des composes est peut étre due aux

plusieurs facteurs, larégion, ainsi gque la partie de la récolte.

e ————
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2.3.2. Propriétés organoleptiques d'huile essentielle de Lippia citriodora

Les caractéristiques organoleptiques de I’HE extraite a partir des feuilles de Lippia
citriodora sont résumées dans |e tableau ci-dessous.

Tableau 2.12. Caractéristiques organoleptiques de I’huile essentielle de Lippia citriodora du Maroc et
Paraguay.

Caractéristiques organoleptiques
HE deLippia a J P
citriodora
Aspect Couleur Odeur
Liguide mobile, Jaunétre plus ou moins . .
limpide foncé Citronnée
Maroc |[38] 'mpi
Paraguay |[33] L qull idne];ilglede o Jaune ambré Citronnée

2.3.3. Propriétés physico-chimiques del'huile essentielle de Lippia citriodora

Les propriétés physico-chimiques de I’huile essentielle de Lippia citriodora de certains
pays sont résumées dans | e tableau ci-dessous

Tableau 2.13. Propriétés physico-chimiques de |'huile essentielle de Lippia citriodora du Mar oc et Paraguay.

Propriétés physico-chimiques

HE de Lippia Température 20 °C
citriodora
Densité Indice deréfraction Pouvoir rotatoire
Maroc | [38]
0,891 1,483 - 23,2°

Paraguay | [33]
0.897 1.485 --
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Les resultats de ce tableau montrent que les propriétés physico-chimiques dhuile

essentielle de Lippia citriodora du Maroc et Paraguay sont presgue égales.

2.3.4. Lesactivités biologiques d’huile essentielle de Lippia citriodora

2.3.4.1. L activité antioxydante

L activité antioxydante des huiles essentielles de Lippia citriodora a été testée par le

piégeage des radicaux DPPH et les dosages de pouvoir réducteur FRAP.

Le piégeage des radicaux DPPH est une méthode couramment utilisée pour évaluer la
capacité des extraits des plantes pour piéger les radicaux libres générés a partir du réactif DPPH.
Les activités de piégeage des radicaux DPPH de I’huile essentielle et de la substance de

référence (I'acide ascorbique et a-tocopherol) sont présentées dansla Figure 2.1 [31].

100+

DPPH Inhibition, %
&

a-Tecopherol Ascorbic acid Lippia citriodora oil Cedrus atlantica
ol

Essential oils

Figure 2.1. Activité de piégeage desradicaux libresdeI'huile essentielle de Lippia citriodora par la méthode
du DPPH [31].

Le pouvoir réducteur d'un composé sert dindicateur importante de son activité
antioxydante. 1l a été largement accepté que plus |'absorbance a 700 nm, plus grande est la

puissance réductrice.

Dans cette étude, |a capacité de I'huile essentielle, et a-tocophérol atitre de témoin positif,
afin de réduire Fe** en Fe’* a été déterminée. Comme on peut le voir sur la figure 2.2, réduisant

la capacité des huiles essentielles et a-tocophérol augmentait avec la concentration croissante, et

R
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comme prévu, le pouvoir réducteur des huiles essentielles est inférieure a a-tocophérol, qui est
connu pour étre un agent réducteur fort. L'activité antioxydante mesurée avec le test ferrique de
pouvoir réducteur (Figure 2.2) arévélé des résultats similaires a ceux obtenus avec la technique
DPPH. Les activités antioxydantes les plus élevés ont été obtenus pour I'huile de L.citriodora,
qui a également indiqué que leur potentiel en tant que donneurs d'électrons a piéger les radicaux
libres [31].

1.8 4
1.6 -
1.4 -

1.2

o

S

& Tocopherol
& L.citriodora oil

0.8 | C.atlantica oll

0.6 4

Absorbance at 700 nm

0.4 -

0.2

%
%
.
%
.

T ™
0.25 0.5 1

Concentration, mg/mL

Figure 2.2. Activité de piégeage des radicaux libresdeI'huile essentielle de Lippia citriodora par la méthode
de FRAP[31].

2.3.4.2. L activité antibactérienne

L'activité antibactérienne in vitro de la verveine et les micro-organismes employés
évaluées par le plus long du diamétre des zones d'inhibition. Selon le résultat donné dans le
tableau 2.14 de I'HE a montré une activité antibactérienne intéressante contre Bacillus subtilis et
Saphylococcus aureus. Aucune activité antibactérienne n’a été observée contre Listeria

monocytogenes, Salmonella typhi, et Escherichia [39].
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Tableau 2.14. L es activités antibactériennes de I'huile essentielle contr e les microor ganismes [39].

L’activité antimicrobienne
Groupe microbienne Soucheindicatrice d’HE
Bacillus subtilis ++++
Listeria monocytogenes -
Bactéries Gram positif
Saphylococcus aureus ++
Escherichia coli -
Pseudomonas aeruginosa -
Bactéries Gram négatif
Salmonella typhi -
Phaner ochaete chysoporium +
Trichoderma reesel +
Champignon
Trichoderma viride -
Levure Candida albicans +++

L es activités antimicrobiennes ont été exprimeées des zones d’inhibition de diametre en

millimétres (mm) :

- (négatif) = 0 mm ; + (faible) = 1- 4 mm ; ++ (modérée) = 5-10 mm ; +++ (forte) = 10-15 mm

et ++++ (Trésforte) = 16 mm.
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Les huiles essentielles obtenus a partir de plante de culture au Maroc ont été contestées
contre les bactéries Gram-négatif commun (Escherichia coli) et (Staphylococcus aureus) et des
bactéries Gram-positifs associés a une intoxication alimentaire. L'objectif était d’évaluer leurs
propriétés antibactériennes par la présence ou |'absence des zones dinhibition, diamétre de la
zone, et les valeurs de CMI. Les résultats sont résumés dans le tableau ci-dessous [31].

Tableau 2.15. Leszones d'inhibition de croissance (mm), la concentration minimale inhibitrice (CMI) de
I’HE de Lippia citriodora [31].

Bactéries Diametresd’inhibition CMI
HE
E.coli 22.0+£0.0 0.500
Lippia citriodora
S.aureus 17.0+0.0 1

Dans le cas de la souche E.coli, I'huile essentielle a provoqué un diamétre d*inhibition de

22,0+ 0,0 mm, et dans le cas de S. aureus un diamétre d'inhibition de 17,0 £ 0,0 mm.

2.3.4.2. L activité insecticide

L'étude de Khani.A et a. (2012), donne une idée sur l'activité insecticide de I'huile
essentielle de Lippia citriodora. Les résultats indiquent que I'huile éait significativement plus
toxique contre C. maculatus que T. confusum, comme déduit par les intervalles de CL s, (tableau
2.16) [34].

Tableau 2.16. Efficacité de|'huile essentielle de Lippia citriodora contre Tribolium confusum et

Callosobruchus maculatus [34].

I nsectes Clso
T. confusum s
. (445.9-560.6)
10.17
C. maculatus (8.89-11.83)
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D’apres les résultats de CLs (tableau 2.16) bien que I'huile de Lippia citriodora affiché
une forte activité insecticide contre C. maculatus (CLsp = 10,2 ul/l), mais révélé une activité
mediocre contre T. confusum (CLso= 497,8ul/l ). Ces résultats suggerent que I'huile essentielle
de Lippia citriodora pourrait étre utilisée comme un agent de contréle potentiel contre les

insectes [34].
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3.1. introduction

La premiére partie de notre travail a éé consacrée a I'extraction des huiles essentielles de
la plante Lippia citriodora et a I'étude de ses propriétés physico-chimiques, aussi I’étude des
différents parametres influencant le rendement. Cette partie a éé réalisée au niveau des
laboratoires de génie des procédés de la faculté des sciences et de latechnologie a I’université de
Khemis Miliana. La deuxiéme partie a éé conduite pour I'étude de I'activité antioxydante de
I'huile essentielle extraite. Elle a éé réalisée au niveau du laboratoire de biochimie de la faculté
des sciences de la nature et de la terre I’université jilali Bounaama de Khemis-Miliana. L'éude
de I'activité antibactérienne a été réalisée au niveau du laboratoire d'analyse médicale privée de
Dr.Zibouche de Ain Defla.

3.2.Extraction des huiles essentielles de Lippia citriodora

3.2.1.Zoned’étude

La plante étudiée Lippia citriodora appartient a la famille des Verbenaceae. Elle a é&é

récoltée au niveau de larégion de Miliana, W. Ain Defla (Figure 3.1, Tableau 3.1).
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. Bl .\.l..lh:liuml
Emir Khaled & Scghouane

Figure 3.1. Situation de zone d'étude.

Tableau 3.1. Les caractéristiques géographiques de la région de récolte de la plante.

R
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Région Miliana
Altitude 400 - 1000 m
Latitude 36° 17'N

Longitude 2°13 0

3.2.2. Matérie vegétal
Laverveine utilisée dans cette étude, a été identifié par Mr Kouache Benmoussa Maitre

Assistant au niveau de la faculté des sciences de la terre et de la nature a I’université Djilali
Bounaama de Khemis Miliana.

La période de récolte s’étale du mois de septembre 2013 a septembre 2014 et le mois de
Mai 2015. L’extraction des huiles essentielles est réalisée a partir des feuilles fraiches et seches a

I'air libre et & I’ombre & température ambiante.

Figure3.2. Laverveine: a: feuillesfraiches, b: partiesaériennes, c : feuilles seches.

3.2.3.1 Extraction par hydrodistillation
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L’extraction des huiles essentielles par I’hydrodistillation a été effectuée dans un appareil
de type Clevenger au niveau du laboratoire de génie des procédés a I’Université Djilali

Bounaama de Khemis Miliana

* Principe

Le principe de I’hydrodistillation consiste a immerger la matiére végétale dans un ballon
lors d’une extraction au laboratoire ou dans un alambic industriel rempli d'eau placé sur une
source de chaleur. Le tout est ensuite porté a I’ébullition. La chaleur permet I’éclatement des
cellules végétales et |a libération des molécules odorantes qui y sont contenues. Ces molécules
aromatiques forment avec la vapeur d'eau, un mélange qui est condensé dans un réfrigérant. Par
conséquence les huiles essentielles se séparent de I’eau par différence de densité. Les eaux
aromatiques ainsi prélevées sont ensuite recyclées dans I’hydrodistillateur par le cohobage. La
durée de I’hydrodistillation pouvant atteindre plusieurs heures selon le matériel utilisé et la

matiere végétale atraiter.

Figure 3.3.Montage d’hydrodistillation.

Le montage de I’hydrodistillation comprend essentiellement les parties suivantes :

- Ballon : Sert a contenir la matiére végétale émergée dans I’eau distillée.

46



Chapitre 3 Matériels et méthodes

- Réfrigérant : C’est un échangeur de chaleur servant a convertir toute vapeur en liquide
provenant du ballon.

- Cohobe: colonne de recyclage de I’eau aromatique.

% Modeopératoire

La matiére végétale Lippia citriodora est placée dans un ballon avec de I’eau distillée. En
chauffant, I’eau s’évapore ainsi que les molécules aromatiques. En passant dans un réfrigérant, la
vapeur condensée obtenue a travers un réfrigérant conduit a une phase organique “ huile
essentielle”, séparée de I’hydrolat par décantation. Le volume d’essence obtenue est noté pour le
calcul du rendement. Les mémes conditions opératoires ont été appliquées sur I’extraction de

I’HE de laverveine par hydrodistillation[40].

Tableau 3.2. Conditions opératoires de I’extraction desHE par HD.

Moisderécolte | Partierecueilli Etat deMV Mwv (9) V eau distitie (MI)
Septembre 2013
Feuilles Seches
Septembre 2014
Fraiches 30
. 550
Feuilles Seches
Mai 2015
Seches broyé
Parties aeriennes Fraiches 60

3.2.3.2. Extraction par induction électromagnétique

L'extraction des huiles essentielles par induction éectromagnétique a été réalisée au
niveau du laboratoire de génie des procédés al'Université djilali bounaama de Khemis Miliana.

% Principe
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Le chauffage par induction est une application directe. Tout conducteur parcouru par un
courant périodique crée un champs magnétique, qui engendre des courants induits dans un autre
conducteur (récipient). Ce courant induit provoque dans la paroi métallique du distillateur des
courants qui vont produire de la chaleur par effet Joule[41l]. Le montage de I'induction
électromagnétique comprend essentiellement trois parties :

I’extracteur (cocote minute) : il sert a contenir la matiere végétale immergée dans
I'eau distillée.

Réfrigérant : c'est un échangeur de chaleur servant a convertir toute vapeur en liquide
provenant de I’extracteur.

Ampoule a décanter.

Figure 3.4. Montage de|'extraction assisté par induction électromagnétique.

% Mode opératoire

L'eau et la matiére sont introduites dans I’extracteur (le récipient métallique), I'ensemble
est ensuite porté a I'ébullition. La vapeur condensée obtenue est récupérée dans une ampoule a
décanter, suivie par I'ajout d'une solution aqueuse saturée en NaCl ( son volume doit représenter
environ 1/3 celui du mélange a traiter). On laisse décanter jusqu'a |'application franche des deux

phases. Le volume de I'huile essentielle obtenue est noté pour le calcul du rendement .
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Tableau 3.3. Conditions opératoires del'extraction par IEM.

Période de récolte

Mai 2015
Région de récolte Miliana
Partie recueillie Les feuilles
Etat de MV Séche
M wv (9) 200
V eadisitie (M) 3000

3.3. Détermination du taux d’humidité

Pour la détermination de taux d’humidité de la plante, une prise d’essai de 2359 de
feuilles de Lippia citriodora est disposée pour étre séchée a l'air libre. L'échantillon
est pesé quotidiennement jusqu'a ce que sa masse m; devienne constante. La différence entre m;
et mp représente la quantité d'eau contenue initialement dans I'échantillon utilise

Le taux d'humidité est estimé par laformule suivante :

[ H (%) = [(Mo - my) / mo] x 100 ] 3.1

mo: masse de I’échantillon « aétat fraisen g ».
my: masse de I’échantillon « aprés séchage en g ».

H (%) : Taux d’humidité exprimé en pourcentage.

3.4. Influence de la durée d’extraction sur le rendement

Pour étudier I'influence de la durée d'extraction sur le rendement en huile essentielle.

Nous avons choisi les durées d'extraction allant de 20 a 120 min avec un pas de 20 min.

3.5.Calcul du rendement

Le rendement des HE est défini comme étant le rapport entre la masse d’essence obtenue

et lamasse de la matiére végétal e seche utiliseée [43].
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[ Rue (%) = (Mue / Ms) x 100 ] 3.2

Rye : Rendement en HE (%) .
Mue: masse d’HE récupérée expriméen g .
Ms: laquantité de la matiére végétale seche utilisée pour I’extraction exprimée en g.

3.6. Caractéristiques des huiles essentielles

Afin d'évaluer la qualité et la composition des huiles essentielles extraites lors de cette
étude, des analyses ont été menées pour déterminer leurs propriétés organol eptiques et physico-
chimiques, ces propriétés constituent un moyen de vérification et de controle de la qualité de
I’HE[44]. De plus, des analyses quantitatives et qualitatives ont été effectuées par

chromatographie en phase gazeuse couplée ala spectrométrie de masse (CG/SM).

3.6.1. Etude des propriétés or ganoleptiques

Chague huile essentielle est caractérisee par ces caractéres organoleptiques tels que:

I’odeur, I’aspect physique et la couleur[45,46].

a. L'odeur

L'odorat est un sens chimique tres sensible et I'habilité des parfumeurs a classer et
caractériser des substances chimiques parvient a doser les produits naturels et leur perception

peut aler jusqu'adix millioniémes de grammes par litre d'air.

b. La couleur

La couleur de I'huile essentielle peut étre déterminée a I'ceil nu, sauf en présence d’une
solution étalon, on peut I’utiliser pour évaluer le degré de ressemblance entre la couleur du

produit étalon et celle de I'huile essentielle.

c. L'aspect physique
L'aspect d'une essence végétale change selon les produits qui la constituent, cette essence

peut apparaitre sous forme solide, liquide ou semi-solide.

3.6.2. Etude des propriétés physico-chimiques

e ————
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Aujourd'hui, les propriétés physico-chimique (densité, indice de réfraction, pouvoir

rotatoire, indice d'acide, indice d'ester) sont exigées pour leur évaluation commerciae[47].
3.6.2. 1. Lespropriétés physiques
s Détermination de I’indice de réfraction

Les mesures sont effectuées a I’aide d’un réfractometre d’Abbé Prisma-CET| convexe.
Le produit étalon de qualité pour la réfractométrie servant a ajuster le réfractometre est I’eau
distillée (1,333). Quand la détermination est réalisée a une température différente de 20 °C, on

effectue la correction a 20 °C par le biais de laformule suivante :

[ l20 = I+ +0,00045 (T - 20 °C) ] 3.3

I0: indice 220 °C.
I+: indice alatempérature ambiante.

T : température ambiante.

% Détermination du pH

Le pH exprimé par une valeur numérique, indique si une solution est acide ou basique, il
représente aussi la concentration en ions hydrogéne d’une solution aqueuse[49].La détermination
du pH est effectuee a I’aide d’un papier pH au lieu d'un pH-métre en raison de I’insuffisance du

produit (huile essentielle) .
3.6.2. 2. Lespropriétéschimiques
+»Détermination del'indice d'acide

L'indice d'acide (1), est le nombre de milligrammes d'hydroxyde d'acide de potassium

nécessaires ala neutralisation des acides libres contenus dans un gramme d'huile essentielle.

-Principe

Le principe consiste a neutraliser des acides libres par une solution éthanolique
d'hydroxyde de potassium titrée.
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- Réactifs

Au cours de |'analyse on utilise uniquement des réactifs de qualité reconnus.

- Ethanol, 295 % (v/v) a 20 °C,

- Hydroxyde de potassium, KOH (0.1 mol/L),

- Phénolphtaléne (indicateur coloré), a2 g/L dans del'éhanol.

- Déter mination

Introduire la prise d'essai 0.5 gr, dans lafiole. Ajouté 5 ml d'éthanol et 5 gouttes de

solution de phénolphtaléine comme indicateur, et neutraliser le liquide avec la solution
d’hydroxyde de potassium contenue dans la burette. Réserver éventuellement le ballon et
son contenu (A) pour la détermination de I'indice d'ester. L'indice d'acide est donné par la

formule suivante :

[ |n =5.61 (v/m) } 3.4

v : volume (mL) de la solution d'hydroxyde de potassium utilisee.
m: masse (g) de laprise dessai.

% Détermination del'indice de saponification

L'indice de saponification (Is), est le nombre de milligrammes d'hydroxyde de
potassium nécessaire a la neutralisation des acides libres et |a saponification des esters

présents dans un gramme d'huile essentielle.

-Principe

On hydrolyse les esters par chauffage, dans des conditions définies, en présence d'une
solution éthanolique titrée d'hydroxyde de potassium, et |e dosage de I'excés d'acalin par
une solution titrée d'acide chlorhydrique.

- Réactifs

- Solution provenant de la détermination de I'indice d'acide.
- Hydroxyde de potassium (0.5 mol/L).

- Phénolphtaléine (indicateur coloré), a2 g/L dans|I'éhanol.
- Acide chlorhydrique (0.5 mol/L).

- L'eau distillée.
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- Déter mination

Dans un ballon, on introduit la solution provenant de la détermination de l'indice
d'acide, on gjoute 25 mL de la solution d'hydroxyde de potassium (0.5 mol/L). On adapte le
tube en verre ou un réfrigérant et on place le ballon sur le bain d'eau bouillant et on les laisse
pendant 1 h. On laisse refroidie puis on démonte le tube et on gjoute 20ml d'eau puis 5
gouttes de la solution de phénol phtaléine. On titre I'excés d'hydroxyde de potassium avec la
solution d'acide chlorhydrique. L'indice de saponification Is est donné par la formule

suivante:

[ ls= 28.05 x ((Vo— V1) / m) ] 35

Vo : volume (mL) de la solution d'acide chlorhydrique utilisé pour I'essai a blanc
v1 : volume (mL) de la solution d'acide chlorhydrique utilisé

m : masse (g) delaprise d'essai.
% Détermination del'indice d'ester

L'indice d'ester (Ig) est le nombre en milligramme d'hydroxyde de potassium (KOH)
nécessaire a la neutralisation des acides libérés par I'hydrolyse des esters contenus dans un

gramme d'HE. L’indice d’ester est donné par larelation suivante:

[ le=ls- Ia ] 36

3.7. Caractérisation des huiles essentielles extraites

L’analyse des huiles essentielles de nos échantillons a été realisée au Laboratoire de
Chimie Générae et Organique, Département Agro Bio Chem, Université de Liége, Gembloux

Agro-Bio Tech(Belgique).

3.7. 1. Analyse chromatographique en phase gazeuse couplée a la

spectrométrie de masse (GC/MS)

Le spectrométre de masse, Agilent 5973 a quadripole est couplé a un chromatographe en
phase gazeuse Agilent 6890. La colonne utilisée est identique a celle mentionnée ci-dessus. Les

conditions opératoires sont :
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Latempérature de I’injecteur en mode splitless : 250 °C.
La programmation de température : de 40 °C a 250 °C araison de 6 °C/min.

Le gaz vecteur : He a1l ml/min (vitesse linéaire moyenne = 36 cm/sec).

Les températures de la source et du quadripole sont fixées a 230 °C et 150 °C
respectivement; énergie d’ionisation 70 eV, gamme de masse : 35 a 400 uma. L’identification
des différents constituants est réalisée a partir de leurs spectres de masse en comparaison avec
ceux des composés standards de la banque de données informatisées (Wiley 275.L, Adams,
2001). Pour les hydrocarbures terpéniques diverses confirmations sont obtenues par comparai son
des spectres de masse et de leurs indices de rétention selon Kovats donnés par la littérature
(Joulain, Konig, 1998 ; Adams, 2001)[53,54].

3.8.Evaluation de I’activité antioxydante

Les antioxydants peuvent étre définis en tant que composés qui empéchent ou retardent
I'oxydation des substances biologiques en empéchant le déclenchement ou la propagation des
réactions en chaine d'oxydation. Ce sont des composés qui réagissent avec les radicaux libres et
les rendent ainsi inoffensifs[55].Les radicaux libres se définissent comme tout atome ou
molécule, neutre ou ionisée, comportant au moins un éectron célibataire dans une orbitale
externe. |ls sont caractérises par une grande réactivité chimique et une courte durée de vie. Leurs
agressions sur I'organisme sont multipliées sous I'effet de la fumée du tabac, de la pollution, du
soleil et d'un effort physique intense[56, 57].

L'activité antioxydante des extraits végétaux (huiles essentielles) traduit leur aptitude a
piéger les radicaux libres de I'organisme. Deux méthodes ont été utilisées pour évaluer |'activité
antioxydante:

» DPPH ou (2,2-diphényl-1- picrylhydrazyl).
» FRAP (Ferric Reducing Antioxydant Power) ou pouvoir réducteur.

3.8.1.Méthode du DPPH

La méthode de réduction du DPPHe a été utilisée pour évaluer I’activité antioxydante de

I’huile essentielle de la verveine.
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-Principe

Le 2,2-diphényl-1-picryl-hydrazine (DPPHe) est un radical organique stable de couleur
rouge pourpre. En présence des composés antiradicalaires, le radical DPPHe est réduit et change
de couleur en virant au jaune, ce qui entraine une diminution de son absorbance.
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Figure 3.5. Représentation schématique du test au DPPH.

-Mode opératoire

L’activité antiradicalaire de I’huile essentielle extraite a é&é mesurée par la méthode décrite
par Archanaet al. [58].

50ul de différentes dilutions d’huiles essentielles ( 25, 5, 7.5, et 10 mg/ml) ont été
mélangés avec 2 ml de la solution d’éthanol de DPPH dans des tubes a essai secs. Et aprés 30min
d'incubation & une température ambiante et a I’obscurite, |'absorbance a été mesurée a 517nm a
I’aide de spectrophotométrie UV-visible.
- Le contr6le négatif est composé de 50ul d’éthanol et de 2 ml de la solution de DPPHe.
- Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard, I’absorbance de

I’acide ascorbique est mesurée dans les mémes conditions que celle de I’huile essentielle.
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L'activité antiradicalaire est exprimée par le pouvoir de réduction de la solution de méthanol de

DPPHe qui est déterminé par I’application de la formule suivante:

[ PR = (Ac— Ag) / Ac.100 ] 3.7

PR : pouvoir delaréduction en %.
Ag: absorbance de la solution de DPPHe en présence de I’huile essentielle.

Ac: absorbance de la solution de DPPHe en absence de I’huile essentielle.

L e | Cso: 1l correspond ala concentration efficace d'antioxydant nécessaire pour faire disparaitre

50% de DPPH " Initial. Plus cette valeur est faible, plus le compose est antioxydant [56].

3.8.2.M éthode du Ferric Reducing Antioxydant Power (FRAP)

Principe

La méthode Ferric Reducing Antioxydant Power (FRAP) est basé sur laréaction de l'ion
ferrique (F€**) en ion ferreux (Fe*) en présence d'un antioxydant qui agissent en tant que
reductant dans ce cas aors, la couleur jaune de la solution d'essai change en vert selon la
puissance de réduction de I'extrait. Cette méthode évalue le pouvoir réducteur des composés
(les huiles essentielles)[59].

Mode opératoire

Dans six tubes a contenant 01 ml de solution d'échantillon (les dilutions suivantes
2,5-5-7,5-10 mg/ml) ont été goutées, 1 ml de tampon phosphate (0,2M- pH 6,6), puis 1 ml
de potassium hexacyanoferrate [K3 Fe (CN) ¢](1%).L'ensemble est incubé a 50°C pendant 20
minutes. Un volume de 1 ml d'acide trichloracétique TCA (10%) est ensuite gouté. Le
mélange est centrifugé, puis 1 ml du mélange est ensuite préevé. On goute ensuite 1,5 ml
d'eau digtillée et 150 ul de FeCl3(0.1%) fraichement préparé dans I'eau distillée. La lecture est
faite a 700 nm. La plus grand absorbance du mélange de la réaction indigue une possibilité
d'augmentation de la réduction I'ion ferrique (Fe**) en ion ferreux (Fe*). Le blanc est préparé,
dans les mémes conditions, en remplacant 1mL d'échantillon par 1mL d'éthanol[60].

| Cso: C’est la concentration de I'échantillon qui correspond & une absorbance égale 4 0,5. Elle
est calculée a partir du graphe de |'absorbance en fonction de la concentration de |'échantillon.

3.9.Evaluation de I’activité antibactérienne
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Les huiles essentielles ont un spectre d’action antibactérienne tres large puisqu’elles
inhibent aussi bien la croissance des bactéries que celles des moisissures et des levures. Leur
activité antimicrobienne et antifongique est principalement fonction de leur composition
chimique, et en particulier de la nature de leurs composés volatils majeurs. Ce qui hous a amené

a evaluer I’activité de notre huile essentielle de Lippia citriodora .

3.9.1. Les souches bactériennes testées

Les germes qui ont été testés pour déceler I’activité antibactérienne de I'huile essentielle de
Lippia citriodora sont les suivants :

» Trois souches bactériennes provenant du laboratoire de microbiologie du laboratoire
médicale privé d’Ain Defla. Saphylococcus aureus, Escherichia coli, et pseudomonas
aeruginosa.

» Nous avons utilisé un seul type de levure de référence, a savoir Candida albicans. Ils ont
tous éé fournis par le laboratoire de microbiologie, laboratoire médical privé a Ain
Defla

Tableau 3.4. L es souches bactériennestestées.

Souches Gram Famille Source
Escherichia coli - Enterobacteriaceae L.AM.Z
Pseudomonas aeruginosa - Pseudomonadaceae LAM.Z
Staphylococcus aureus + Micrococcaceae LAM.Z
Candida abicans / Saccharomycetaceae L.AM.Z

3.9.2.Conservation des souches

Les souches sont conservées a 5°C dans des tubes stériles contenant 10 ml de milieu de

culture incliné (gél ose nutritive).

3.9.3. Lesmilieux de culture
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Les milieux de culture utilisés pour la réalisation des tests antimicrobiens sont les suivants

» Lagéose nutritive (GN) pour I’isolement et I’entretien des souches bactériennes.

» Lagélose Mueler Hinton (M-H) pour I’étude de la sensibilité des bactéries aux huiles
essentielles extraites de notre plante.

» La gélose Sabouraud pour I’isolement et I’entretien de la levure et I’étude de

sa sensibilité aux huiles essentielles.

3.9.4. Préparation des pré-cultures

Les souches bactériennes a tester ont été cultivées dans des boites de pétri contenant de la
gélose nutritive. Aprés 18h d’incubation a 37°C pour chaque microorganisme, des suspensions
microbiennes d’une densité optique de 1 McFarlend ont été préparées, pour chague

microorganisme dans 10 ml d’une solution saline d’eau physiologique stérile (0.9% NaCl).

3.9.5.Essais antibactériennes

Pour I’évaluation de I’effet antibactérien de I'huile essentielle de Lippia citriodora nous
avons utilisé la methode de diffusion a partir d’un disque de papier.
La méthode de diffusion a partir d’un disque solide a été utilisée pour mettre en évidence

I’activité antibactérienne des germes pathogenes vis-a-vis de notre extrait brut.

3.9.5.1. Evaluation qualitative de |'activité antibactérienne d'huile essentielle
deLippia citriodora

La technique utilisée, pour évaluer l'activité antibactérienne de notre HE, est
I'aromatogramme ou la méthode de diffusion en milieu gélosé [61,62].Cette méthode permet
d'évauer I'activité inhibitrice de croissance des huiles essentielles par la mesure du diametre
d'inhibition autour d'un disgue de cellulose imprégné d'huile essentielle ou de produit a base
d'huiles essentielles.

> Lagélose appropriée est coul ée dans des boites de pétri de 90 mm de diametre.
» Chague souche a été ensemenceée par inondation sur ces boites pétris contenant le milieu

Mueller-Hinton (M.H.A) pour les bactéries et Sabouraud pour les levures.
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» Lasurface des boites est séchée sous 'aire libre avec le couvercle des boites |égérement
ouvertes.

» Des disgues de papier Whatman stérilde 9 mm de diamétre sont imprégnés de 20 pl
d’huile essentielle de Lippia ciriodora, puis déposés a la surface des géloses
ensemencées avec les différentes souches bactériennes, I’ensemble est incubé a 37°C
pendant 24 heureg[63].

> Deés l'application des disques imprégnés, I’extrait diffuse de maniére uniforme et aprés
24 h d’incubation, la présence autour des disques d’une zone d’inhibition circulaire dans
laquelle il n’y a pas de croissance de micro-organismes dénote la sensibilité de ceux-ci a
cet extrait. Plus la zone d’inhibition mesurée est grande, plus le germe est sensible.

L e pourcentage d'inhibition de la croissance fongique est calcul é par laformule suivante:

Dies : diamétre de la zone d'inhibition.
Deontrol - diamétre de la boite de pétri.

3.9.5.2. Evaluation quantitative de|'activité antibactérienne d' huile essentielle

deLippia citriodora

Cette méthode permet la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) a
partir d'une gamme de concentrations d’extrait dans un solvant. 200 pyl d’huile essentielle est
diluée dans 200 pl de Tween80, puis une seérie de dilutions est réalisée extemporanément en
tween80, a partir de la solution-mére. La gamme de concentrations finales ains obtenue
correspond & Cyp-Cys - Cyg €t Cy6. Des disques de papier Whatman stérile de 9 mm de
diamétre sont imprégnés de 20 pl des différentes dilutions, puis déposes a la surface des géloses
ensemenceées avec les différentes souches bactériennes, I’ensemble est incubé a 37°C pendant 24
heures. Pour cette méthode, la CM| est définie comme la plus petite concentration d’extrait pour
laguelle, il peut avoir un effet.
- Lecture

Les diameétres des zones d’inhibitions sont mesures a I’aide d’une regle, a I’extérieur de la
boite fermée.
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Chapitre 4. Résultats et discussions

4.1. Introduction

Dans cette partie d'étude, I'extraction des huiles essentielles de Lippia citriodora, leurs
caractérisations organoleptiques, physico-chimiques ainsi que I’examen de leurs propriétés
antimicrobiennes et leurs propriétés antioxydantes ont fait |'objet de discussion.

4.2 L aMatiérevégetale: Lippiacitriodora

4.2.1. Taux d’humidité

Les végétaux sont riches en eau, les plantes fraiches renferment 60 a 80 % d’eau. Pour
assurer une bonne conservation, lateneur en eau doit étre inférieure ou égale a 10 % [65].

Aprés 4 jours de séchage, le poids se fixe a 60 gr. Les valeurs prises chague jour sont
présentées dans le tableau 4.1.

Tableau 4.1.Taux d’humidité de Lippia citriodora.

durée (j) 0 1 2 3 4 5 6
Mmy (9) 235 70 67 62 60 60 60
H% - 70.21 71.48 73.61 74.46 74.46 74.46

Lafigure 4.1 montre le taux d’humidité de la verveine.

®Eau

EMv

Figure4.1. Taux d’humidité de Lippia citriodora au moisde M ai.
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Les résultats d'analyse de notre échantillon ont révélé que la teneur de I'humidité des
feuillesde Lippia citriodora est tresimportante, elle est de 74.46 %. Cela signifie que plusde la
moitié du poids de la plante fraiche est constituée d'eau ce que nous constatons selon la
figure 4.1 Lippia citriodora est riche en eau et, ceci influe négativement sur leur bonne

conservation, sur ladurée d’extraction et donc sur le rendement.

4.2.2.Extraction des huiles essentiellesdu Lippia citriodora

Nous avons suivi la cinétique d’extraction en fonction du temps. Théoriquement la durée
d’extraction est le temps nécessaire a la récupération de la totalité de I’huile contenue dans la
matiére végétale. Or en pratique, il est difficile de récupérer toute I’huile. Ce temps correspond
alors au moment pour lequel nous n’observons plus d’huile dans le distillat. || déterminelafin du
processus. Un suivi cinétique a été réalisé sur I’extraction de I’HE de Lippia citriodora en
fonction de la durée d’extraction et de la période de récolte, selon la nature de la plante et du

mode d’extraction.
4.2.2.1.Etude de I’influence du temps d’extraction et la période de récolte en

HE sur lerendement

Les résultats obtenus exprimant I’évolution du rendement d’extraction des HE des feuilles
de Lippia citriodora par HD dans la région de Miliana en fonction du temps au mois de
Septembre 2013 et Septembre 2014. Les résultats de ce tableau sont ensuite représentés sous
forme d’histogramme qui explique bien I’influence du temps d’extraction et la période de

récolte sur le rendement.

Tableau 4.2. Evolution du rendement d’extraction des HE des feuilles seches de Lippia citriodora par HD dans

larégion deMiliana en fonction du temps au mois de Septembre 2013 et Septembre 2014.

T (min) 0 20 40 60 80 100 120
0

Sept elfn(b/? ()a 2013 0 0.04 0.09 0.17 0.19 0.23 0.26
0

Sept erlif)f)e) 2014 0 0.07 0.46 0.56 0.60 0.66 0.66
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0,7
0,6 /./I/. == R(%) Septembre 2013
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Figure 4.2 : cinétique d’extraction par HD desHE desfeuilles séches de Lippia citriodora danslarégion de
Miliana en Septembre 2013 et 2014.

L’étude de I’évolution du rendement de I’'HE des feuilles de Lippia citriodora, en
fonction du temps d’extraction, montre que le rendement augmente progressivement en fonction
du temps, jusqu’a atteindre un palier ou le rendement est constant (0.26% pour I’HE de
Septembre 2013 et 0.66% pour I’HE de Septembre 2014).

La durée optimale d’extraction a été déterminée par deux heures ; au-dela de cette durée,

on peut estimer I’épuisement total de la matiére végeétale.

L’HE des feuilles de Lippia citriodora récoltés en Septembre 2014 présente un rendement
supérieur acelui en Septembre 2013 et cela peut montrer I’effet de la période de récolte sur le
rendement. Donc le rendement varie en fonction de la durée de vie de la plante c’est-a-dire que
le rendement des HE est proportionnel au développement métabolique de I’espéce ainsi que la
saison de récolte; le meilleur rendement de I’HE de I’année 2014 représente I’année le plus
rentable (Rye=0.66%). Plusieurs travaux ont montré que I’influence de la période de végétation

sur le rendement en HE et trés importante [66].

4.2.2.2.Etude de I’influence de la nature de la plante sur lerendement

Le tableau suivant montre la cinétique de I’extraction de I’HE des feuilles fraiches et
seches et | es parties aériennes fraiches de Lippia citriodora de Miliana au mois de Mai 2015. Les
résultats de ce tableau sont ensuite représentés sous forme d’histogramme qui explique bien

I’influence de la nature de la plante sur le rendement de I’extraction.
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Tableau 4.3. Evolution du rendement d’extraction des HE des feuilles fraiches et séches et les parties

aériennesfraichesde Lippia citriodora extraites par HD en Mai 2015.

t(min) 0 20 40 60 80 100 120
Rue(%0)
desfeuilles 0 0.23 0.27 0.30 0.32 0.33 0.33
fraiches
RHE(%)de£
parties 0 0.29 0.33 0.35 0.37 0.40 0.40
aerrennes
fraiches
RHE(%)de£
feuilles 0 0.43 0.80 0.86 0.96 1.03 1.03
seches
1,2
1 ——N ——R(%) Feuilles fraiches
;\; 0,8 . .
= R(%) Partie aériennes
o) 06 fraiches
-§ ~=—R(%) Feuilles séches
& 04
e
0,2 -
0 -
0 50 100 150 Temps(min)

Figure 4.3. Cinétique d’extraction par HD des HE desfeuillesfraiches et seches et les parties aériennes

fraiches de Lippia citriodora extraitespar HD en Mai 2015.

Nous avons suivi I’évolution du rendement en HE des feuilles fraiches et seches et les
parties aériennes fraiches de Lippia citriodora extraites par HD en Mai 2015. Les résultats

obtenus sont mentionnées dans lafigure 4.4.
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Figure 4.4. Evolution derendement desHE desfeuillesfraiches et seches et les parties aériennes fraiches de

Lippia citriodora extraites par HD en Mai 2015.

Les résultats obtenus montrent que le rendement en HE des feuilles seches (1.03%) est
supérieur acelui desfeuilles fraiches (0.33%).

Le séchage et la bonne conservation de la matiére végétal e augmentent consi dérablement
lateneur en HE. Nous proposons comme explication de ces résultats que lorsque la matiére
vegétale est fraiche, I’extraction devienne difficile, puisque I’eau chaude de I’hydrodistillation
rencontre des barrieres et ne peut pas pénétrer dans les glandes qui emmagasinent I’HE. Alorsle
séchage facilite I’extraction des HE et élimine les barriéres. Quand la durée de séchage
augmente, le rendement en HE des feuilles sera supérieur.

Lafigure (4.3) montre I’évolution du rendement des feuilles fraiches et des parties
aériennes fraiches qui peut nous renseigner sur I’influence de la partie de la plante sur le
rendement d’extraction, il est remarquable que le rendement en HE des parties aériennes
fraiches peut atteindre la valeur de 0.40% par contre, il ne peut pas dépasser lavaleur de 0.33%
pour les feuilles fraiches; donc lateneur en huile des feuilles fraiches est moins importante que
celle des parties agriennes fraiches. Cette diminution peut étre expliquée par laréduction des

sites contenant de I’HE par rapport aux sites des feuilles.

L e tableau suivant montre la cinétique d’extraction de I’HE des feuilles seches broyées
et non broyées de Lippia citriodora de Miliana au mois de Mai 2015. Les résultats obtenus sont

mentionnés dans le tableau 4.4 et lafigure 4.5.
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Tableau 4.4. Evolution du rendement d’extraction des HE desfeuilles séches et des feuilles séches broyées de

Lippia citriodora extraites par HD en Mai 2015.

T (min) 0 20 40 60 80 100 120

Rue(%)des
feuilles 0 0.43 0.80 0.86 0.96 1.03 1.03
seches

Rue(%)des
feuilles
seches
broyées

0 0.37 0.57 0.63 0.67 0.70 0.70

1,2

1 —A— —8—R (%) du Feuilles séches

0,8 R (%) du Feuilles seches
broyées
0,6

Rendement (%)

0,4

0,2 -

0 It
0 50 100 150

Temps (min)

Figure 4.5. Evolution du rendement d’extraction des HE des feuilles seches et des feuilles seches br oyées de
Lippia citriodora extraites par HD en Mai 2015.

Les résultats obtenus montrent que le rendement en HE des feuilles seches broyées
(0.70%) est inférieur a celui des feuilles séches non broyées (1.03%). Ceci peut montrer que le
broyage influe négativement sur le rendement de I’HE.
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Tableau 4.5. Evolution du rendement d’extraction des HE des feuilles séches de Lippia citriodora de Miliana

par HD et IEM en fonction du temps.

T(min)| 0 15 | 30 45 60 75 90 105 | 120
RS’Q) 0 o | 053 | 082 | 086 | 093 | 098 | 1.03 | 103
R (%)

EM O | 055 | 068 | 083 | 086 | 090 | 090 | 090 | 090

1,2
1 "/I"d:.— —8-R (%) HD
g 0,8 // R (%) IEM
g 0,6
: 4
S 04
* /
0,2 +—
o il -/

Temps (min)
0 20 40 60 80 100 120 140

Figure 4.6.Evolution du rendement d’extraction des HE des feuilles seches de Lippia citriodora de Miliana

par HD et IM en fonction du temps.

Nous avons suivi I’évolution du rendement en HE des feuilles seches de Lippia
citriodora extraites par HD et IEM en Mai 2015. Les résultats obtenus sont mentionnés dans

lafigure 4.7.
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Figure 4.7. Evolution du rendement d’extraction des HE des feuilles séches de Lippia citriodora de Miliana

par HD et IEM.

La comparaison des résultats obtenus montre que le rendement obtenu par HD (1,03%)
est supérieur a celui obtenu par IEM (0,90%).

4.3.Etude analytique de I’huile essentielle de Lippia citriodora

Les propriétés organol eptiques et physi co-chimiques constituent un moyen de veérification
et de contréle de la qualité de I’HE. Nous avons déterminé |es caractéristiques organol eptiques,
les propriétés physico-chimiques puis nous avons effectué des analyses qudlitatives et
guantitatives par (CG/SM) de I’HE de Lippia citriodora.

4.3.1. Caractéristiques organoleptiques

Les caractéristiques organoleptiques des HE de Lippia citriodora récolté de la région de
Miliana et extraites par hydrodistillation et par induction éectromagnétique a partir des

différents organes (feuilles et parties aériennes) sont représentées dans le tableau 4.6.
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Tableau 4.6. Caractéristiques organoleptiques de I’HE de Lippia citriodora.

HE obtenus par HD

HE obtenus par |EM

Partie extraite

Feuilles

Parties aériennes

Feuilles

Aspect Liquide mobile Liguide mobile Liquide mobile
Couleur Jaune Jaune Jaune claire
Odeur Agréable citronnée | Agréable citronnée Agréable Citronnée

A I’issue des distillations, I’HE obtenue est de couleur jaune - jaune claire selon la

partie extraite et selon le mode d’extraction avec une odeur citronnée. Les caractéristiques

obtenues par I’HD sont en accord avec ceux rapportées par Taleb-Toudert.K et a (2002) [17] et
Saidi.S (2014) [30] qui ont analysé les huiles essentielles de Lippia citriodora.

4.3.2. Les propriétés physico-chimiques

Le tableau 4.7 montre les résultats des propriétés physico-chimiques, en comparaison avec

les valeurs de référence.

Tableau 4.7.Car actéristiques physico-chimiques de Lippia citriodora.

Caractéristiques physico-chimiques d’HE des feuilles de Lippia citriodora

pH IR IA |E 1S

Résultats 4 1.492 11.22 67.32 78.54

[17] - - 10,09 84,15 94,248
[13] - 1.479 5.46 - -
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Le pH obtenu indique que notre huile extraite est acide. L’indice de réfraction est une
grandeur qui nous permet d’identifier I’HE, aussi de contrdler sa pureté, en effet un indice de
réfraction variant essentiellement avec la teneur en monoterpenes et en dérivés oxygénés. Une
forte teneur en monoterpenes donnera un indice élevé [67]. Pour les constantes chimiques,
I'indice d'acide donne une idée sur e taux d'acides libres, ce paramétre peut nous aider a savoir la

qualité de notre produit.

Ia de I'HE extraite de Lippia citriodora est de 11.22, un produit & un indice d’acidité trés
fort est un produit de faible qualité, c.a.d. qu’il présente une forte concentration en acide gras
(facilement dégradable). Quant a I’indice d’ester de notre HE il est de 67.32 tres éleve.

4.3.3. Analyses chromatographiques

Les résultats de I’analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectromeétrie de masse (CG-SM) d’HE de Lippia citriodora sont regroupés dans le tableau 4.8
qui met en relief le temps de rétention, I’identification des différents composants et leur teneur.
34 composés sont identifiés. Les composés majoritaires de I’HE des feuilles de Lippia
citriodora obtenue par HD provenant de la région de Miliana sont : Citral (20.48%), Neéra
(16.35%), ar-Curcumene (8.06%), Limonene (7.77%), Spathulenol (5.07%), 1,8 Cineol (4.53%),
Caryophylléene (4.50%) et Caryophylléne oxyde (4.40 %).
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Tableau 4.8. Composition chimique d'HE de Lippia citriodora.

N° Compose tr (min) Aire(%)
1 a-Pinene 6.438 0.60
2 Sabinene 7.431 1.92
3 B-Myrcene 7.900 121
4 3-Octanol 8.094 0.11
5 Limonéne 8.867 17.77
6 1,8Cineol 8.915 4.53
7 B Ocimene 9.385 1.42
8 Cis 3 terpineol 9.873 0.44
9 Linal ool 10.746 0.53
10 Citronella 12.122 0.34
11 Rose furane epoxide 12.678 0.52
12 o Terpineol 13.074 1.39
13 Nerol 14.061 0.27
14 Neral 14.383 16.35
15 Citral 15.127 20.48
16 o. Copaene 17.550 0.66
17 Geraniol acetate 17.692 1.18
18 Caryophylléne 18.568 4.50
19 B Cubebéne 18.770 | 0.08

20 o Humulene 19.322 0.46

21 Aromadendrene 19.482 0.68

22 o Amorphene 19.705 0.37

23 ar-Curcuméne 19.933 8.06

24 Zengiberene 20.186 0.61

25 Bicyclogermacrene 20.269 243

26 B Bisabolene 20.484 0.15

27 y Cadinene 20.812 0.35

28 o Cadinene 21.124 0.09

29 Nerolidol 21.628 1.14

30 Spathulenal 22.012 5.07

31 Caryophylléne oxyde 22.123 4.40

32 o Cedrol 22514 0.56

33 Epi-bicyclosesquiphellendrene 23.550 0.28

34 Acorenone B 24.281 0.35

D’apreés le tableau 4.8 et la figure 4.8, I'analyse par CG-SM montre que la composition
chimique de I’HE de Lippia citriodora obtenu est riche en monoterpénes et en sesquiterpenes.

La comparaison de la composition chimique de I’huile provenant de notre étude avec celle
de Lippia citriodora provenant de diverses régions. Le compose mgjoritaire de I’huile essentielle

de Lippia citriodora varie d’une région a I’autre (tableau 4.9).
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Tableau 4.9. Variations de la composition chimique de I’HE de Lippia citriodora

Composé o) | e;?t; . | AinDefla[13] | Kabylie[17] | Maroc[31] | Iran [34]
Magjoritair
Limonene 7.77 10.6 15.1932 -- 10.6
1,8Cineol 4.53 -- -- -- --
Neral 16.35 -- -- -- 7.86
Citra 20.48 11.3 -- 19.07 11.32
Caryophylléne 4.50 2.8 -- 3.6 2.84
ar-Curcumene 8.06 -- -- -- --
Spathulenol 5.07 -- -- 7.55 --
Caryophylléne oxide 4.40 -- -- - --

Cette différence de composition est due probablement a diverses conditions notamment
I’environnement, I’origine géographique, la période de récolte, le lieu de séchage, la température

et la durée de séchage, les parasites et la méthode d’extraction [72].
4.4.L.°étude de I’activité biologique

4.4.1. Etude de I’activité antioxydante

Rappelons que | e test antioxydant a été appliqué sur I’HE des feuilles de Lippia citriodora
provenant de larégion de Miliana. L'activité antiradicalaire de I’HE de cette plante est évaluée

par laméthode du DPPH et laméthode du FRAP en le comparant avec |'acide ascorbique.

4.4.1.1.M éthode de DPPH

Au départ, le DPPH est sous sa forme 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl radacalaire. Ce
radical a une couleur violette en raison de I’électron non apparié et de I’azote. Aprés réaction
avec I’atome d’oxygene d’un capteur de radicaux, le DPPH-H réduit (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazin) qui est formé est jaune.
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Le pourcentage d’inhibition d’HE des feuilles de Lippia citriodora et la vitamine C avec
le DPPH sont représentés dans le tableau 4.10 et la figure 4.9. L’HE testée est extraite par
hydrodistillation.

Tableau 4.10. Pourcentage d’inhibition d’HE de Lippia citriodora et la vitamine C par la méthode de DPPH.

C(mg/ml) 25 5 75 10
HE de
Lippia PR% 26.15 48.46 51.15 53.84
citriodora
VitamineC PR% 80.1 88.6 92.5 95.9

Pour la comparaison entre I’efficacité des différentes HE et la vitamine C, nous avons cités
les résultats obtenus lors du test de mesure du pourcentage d’inhibition du radical DPPH qui

sont cités par lafigure 4.9.

120
100 ==
vi
80 tC
< 60
S 1
~ =1 —
% 40 /
20 -—/
0 ¥
0 2 4 6 8 10 12 c (mg/ml)

Figure 4.9. Pourcentage d’inhibition de I’HE de Lippia citriodora et la vitamine C par la méthode de DPPH.

Le pourcentage d’inhibition du radical varie selon le produit examiné. Un fort pourcentage
d’inhibition est obtenu avec la vitamine C (95.9%) et un pourcentage de (53.84%) est obtenu
pour I’HE de Lippia citriodora pour une concentration de 10 mg/ml d’HE de cette plante. |l
semble que I’HE de Lippia citriodoraa une activité antioxydante mais elle est moins efficace

que celle de la vitamine C. Il semble aussi gque cette activite est liée ala présence des composés
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phénoliques dans I’huile essentielle. Le réle principa des composés comme réducteurs des

radicaux libres est souligné dans plusieurs rapports [68].

Les HE sont des mélanges volatils des hydrocarbures avec une diversité des groupements
fonctionnels. Leurs activités antioxydantes sont liées a la présence des divers terpénes
principalement les mono et les sesquiterpénes. De plus Tepe et a (2007), ont montré que les

monoterpenes trouvés dans les HE peuvent agir en tant qu’agents antiradicalaires [69].

L'éude de Dopico-Garcia et al (2008), sur l'extrait aqueux de Lippia citriodora
enregistre une forte activité antioxydante qui dépasse les 90 % a une concentration de
0.075mg/ml[70].

Les ICsp a été déterminée graphiquement a partir des graphes représentant les pourcentages
d’inhibition en fonction de la concentration. Les résultats sont rassemblés dans le tableau 4.11.et

lafigure 4.10.

Tableau 4.11. LesvaleursdelCsy de I’HE de Lippia citriodora et la vitamine C par letest du DPPH.

Antioxydant | Cso(mg/ml)
Vitamine C 1.95
HE 3.47
4
3,5 -
s ®IC50 (L)
W C50 (vit C)
2,5 -
2 _
1,5 -
1 -
05 -
0 - .
1C50 (L) IC50 (vit C)

Figure 4.10. Représentation schématique de | Cs, de Lippia citriodora et la vitamine C.
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D’apres ces résultats, on remarque que la vitamine C présente le meilleur pouvoir
antioxydant qui correspond a ICs la plus faible (1.95 mg/ml). Par contre, I’HE de Lippia
citriodora présente le faible pouvoir antioxydant avec |Csg la plus élevée (3.47 mg/ml).

En raison du pourcentage é evé des monoterpénes oxygénés dans L. citriodora d'lran, ceci
entraine une activité antioxydante remarquable de 1Csp = (3,2 = 0,15 .tg/ml) Alavi et a (2008)
[71].

Selon Dopico-Garcia et a (2008), le résultat d'inhibition a 50 % (ICsp) qui est de I'ordre de
0.0314 mg/ml est inférieur & nos résultats [70].

4.4.1.2.Méthode du FRAP

Le pouvoire réducteur d’un composé peut servir comme indicateur de son activité
antioxydante, c’est I’aptitude des antioxydants présents dans les extraits a réduire le fer ferrique
(Fe*") du complexe ferricyanure en fer ferreux (Fe*). L’activité antioxydante totale a été
mesurée par un spectrophotométre a une longueur d’onde de 700 nm. Une valeur élevée

d’absorbance indique une activité antioxydante totale plus forte.

Dans cette analyse, la couleur jaune de la solution d’essai change en vert selon la
puissance de réduction de I’extrait. L’absorbance d’HE des feuilles de Lippia citriodora et la

vitamine C avec le FRAP sont représentés dans le tableau 4.12¢t lafigure 4.11.

Tableau 4.12. L’absorbance d’HE de Lippia citriodora et la vitamine C par la méthode de FRAP.

C
(mgm) 25 5 75 10
HE de
Lippia Abs 0.639 0.763 0.847 0.882
citriodora
V'taé"'ne Abs 244 248 2559 2577
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Figure 4.11. L’absorbance d’HE de Lippia citriodora et la vitamine C par la méthode de FRAP.

Les résultats obtenus montrent que I’absorbance de vitamine C (2.577) est supérieur a
celui de I’HE de L. citriodora pour une concentration de 10 mg/ml d’HE de cette plante. Il
semble que I’HE de L. citriodora a une activité antioxydante mais, elle est moins efficace que

celledelavitamine C.

Les ICxp a été déterminée graphiquement a partir des graphes représentant les valeurs de

I’absorbance en fonction de la concentration. Les résultats sont rassemblés dans le tableau

4.13.¢et lafigure 4.12.

Tableau 4.13. Lesvaleursde 1Csy de I’'HE de L. citriodora et la vitamine C par letest du FRAP.

L 'antioxydant | Cso (Mg/ml)
Vitamine C 0.13
HE 2.36
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Figure 4.12.Représentation schématique de | Cs, de Lippia citriodora et la vitamine C.

D’apres ces résultats, on remarque que la vitamine C présente le meilleur pouvoir
antioxydant qui correspond a ICsp la plus faible (0.13mg/ml); par contre, I’HE de Lippia
citriodora présente le faible pouvoir antioxydant avec |Csg la plus élevée (2.36 mg/ml).

4.4 .Etude de I’activité antibactérienne

4.4.1. Evaluation qualitative

L'évauation qualitative de I'activité antimicrobienne de notre huile essentielle de Lippia
citriodora a été faite sur trois bactéries et levure provenant de lacollection du laboratoire
microbiologique d’analyse medicale de Ain Defla a éé faite par la méthode des
aromatogrammes. Le pouvoir antimicrobien est obtenu par la mesure des diamétres des zones
d'inhibition (mm).

L'échelle d'estimation de I'activité antimicrobienne est donnée par Mutai et al (2009) [73].
IIs ont classé les diamétres des zones d'inhibition (D) de la croissance microbienne en 5 classes :

e Tresfortement inhibitrice: D =230 mm,

e Fortement inhibitrice: 21 mm< D < 29 mm.

e Modérément inhibitrice: 16 mm< D <20 mm.
e Légerement inhibitrice: 11mm< D <16 mm.

Non inhibitrice: D < 10 mm.
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Le diametre de la zone d’inhibition observée autour des disques imprégnés d’'HE pure, et
leurs dilutions aprés 24 heures d’incubation a 37°C ainsi que leurs pourcentages d’inhibitions

sont résumés dans le tableau 4.14.

Tableau 4.14. Diamétre et le pour centage d'inhibition des souches bactériennesde I’'HE desfeuillesde Lippia

citriodora.
Nom de la souche Gram Diametre d’inhibition Ffour.c'er.ltage
mm d’inhibition %
Escherichia Coli - 15 16.66
Saphylococcus Aureus + 33 36.33
Pseudomonas Aeruginosa - 11 12.22
Candida Albicans / 30 33.33

Selon I’échelle citée par Mutai et al (2009) [73], les résultats montrent que I’HE de Lippia
citriodora pure possedent une activité antimicrobienne importante sur toutes les souches
bactériennes testées : tres fortement inhibitrice sur Staphylococcus Aureus (33 mm) et Candida
Albicans (30 mm) ; et légerement inhibitrice sur Escherichia Coli (15 mm) et Pseudomonas

Aeruginosa (11 mm).

Le pourcentage d’inhibition de Saphylococcus Aureus ; Candida Albicans ; Escherichia
Cali, et Pseudomonas Aeruginosa respectivement de 36.33 ; 33.33 ; 16.66 ,12.22. Les diametres
d’inhibition varient dell mm a 33 mm. Le diamétre d’inhibition le plus élevé est obtenu avec

Saphylococcus Aureus (33 mm) et le plus faible avec Pseudomonas Aeruginosa (11 mm).

Les résultats obtenus montrent alors que I'HE de Lippia citriodora possede un spectre
d'activité antibactérienne élevé sur les bactéries gram+ que sur les gram-. Les bactéries a gram
positif sont plus sensibles que les bactéries a gram négatif. L’HE de Lippia citriodora possede
également une activité tres fortement inhibitrice sur la levure utilisée Candida Albicans dont la
zone d’inhibition est de 30 mm de diameétre. Elle réduit également la croissance mycélienne de la
Candida Albicans de 33.33 %

Les résultats obtenus sont aussi présentés sur lafigure suivante :
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Effet de I’HE de Lippia citriodora pur sur Effet de I’HE de Lippia citriodora pur sur
Escherichia Caoali. Pseudomonas Aeruginosa

Effet de I’HE de Lippia citriodora pur sur Effet de I’HE de Lippia citriodora pur sur
Staphylococcus Aureus Candida Albicans

Figure 4.13. Effet antibactérienne et antifongique d’HE pur de L.citriodora sur différente souche et levure.

4.4.1. Evaluation quantitative

e
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Les résultats des dilutions sur I’activité antibactérienne et antifongique de I’HE de Lippia

citriodora sont représentés dans le tableau suivant qui porte les diametres d’inhibitions en mm et

Résultats et discussions

les pourcentages d’inhibitions pour chaque souche de bactérie et levure.

Tableau 4.15. Diamétres des zones et des pour centages d’inhibition par la déférente concentration de I’HE de

L.citriodora.
1/2 14 1/8 1/16
L es souches D(mm)| PR% |D(mm)| PR% |D(mm)| PR% | D(mm)| PR%
EscherichiaColi | 12 | 1333 | 12 [1333| 11 [1222| 10 | 1111
Pseudomonas 11 | 1222 10 |1111| 10 | 1111 | 9 10
Aeruginosa
Saphylococcus 0 0 0 0 0 0 0 0
Aureus
CandidaAlbicans | 20 | 2222 18 | 20 | 16 [ 1777 12 | 1333

Le tableau 4.15 montre clairement que la diminution du diamétre des zones

d’inhibition correspondant a une diminution de la concentration de I’extrait appliqué.

Tableau 4.16. Aromatogramme de I’huile essentielle de Lippia citriodora.

L es souches 05 0.25 0.125 0.06
Escherichia Coli ) ) ) )
Pseudomonas ) ) ) +
Aeruginosa
Saphylococcus + + + St
Aureus
Candida Albicans ) ) ) )
+: Présence degerme - . Absence de germe

La comparaison des diametres d’inhibition montre que I’HE de Lippia citriodora présente

une activité antimicrobienne importante sur Escherichia Coli, Pseudomonas Aeruginosa, et
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Candida Albicans sauf Staphylococcus Aureus. Les résultats obtenus sont présentés sur la figure

suivante :

Effet des dilutions de I’HE de Lippia Effet des dilutions de I’HE de Lippia
citriodora sur Escherichia Coli. citriodora sur Pseudomonas Aeruginosa.

Effet des dilutions de I’HE de Lippia Effet des dilutions de I’HE de Lippia
citriodora sur Staphylococcus Aureus. citriodora sur Candida Albicans.

Figure 4.14. Effet antibactérienne et antifongique des dilutions de I'HE de L.citriodora sur différentes

souches et levures.

Les résultats des concentrations minimales inhibitrices (CMI) obtenus sont représentés par
letableau 4.17.
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Tableau 4.17.Concentration minimale inhibitrice (CM1) del'HE de L .citriodora

L es souches CMI (viv)
Escherichia Coli 0.06
Pseudomonas Aeruginosa 0.125
Saphylococcus Aureus Résistant
Candida Albicans 0.06

Les concentrations minimales inhibitrices obtenus de I’HE de Lippia citriodora varient de
0.06 a 0.125 (pl/ul) pour les bactéries a gram négatif et 0.06 pl/ul pour la levure. L’HE de
Lippia citriodora exerce une importante activité inhibitrice vis-a-vis des bactéries et de levure
testées, sauf Staphylococcus aureus qui se revele résistante, et cela malgré I’utilisation du
Tween 80 qui abaisse considérablement I’activité antimicrobienne des huiles essentielles [74].
Ainsi, Escherichia Coli et Candida Albicans sont montrés les plus sensibles, il sont inhibé a
partir de la concentration minimale de 0.06 %.La concentration de 0.125 % a été suffisante pour

arréter la croissance de Pseudomonas Aeruginosa .
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Conclusion générale

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés a I’extraction et a la récupération des

huiles essentielles de Lippia citriodora par hydrodistillation et par induction électromagnétique.

» La durée d’extraction optimale est de 2h pour I’hydrodistillation et 75min pour

I'induction éectromagnétique.

» Le rendement en HE de Lippia citriodoravarie de 0.26% -1.03%. Par ailleurs, le
rendement obtenu par hydrodistillation (1.03%) présente un rendement supérieur a
celui de I'induction électromagnétique (0.90 %).

» L’anayse par GC/MS a permis d’identifier 34 composés dont les principaux
constituants sont Citral ( 20,48% ), Z-citral (16.35%), ar-curcuméne (8,06%),
Limonene (7,77%) , Spathulenol (5,07%). Comparativement a ceux cités par la
littérature, les résultats obtenus sont différents sur le plan qualitatif et quantitatif.

» Deux méthodes ont été utilisées pour évaluer l'activité antioxydante des extraits
éthanoliques. DPPH, FRAP. Selon le test du DPPH, I'HE de L.citriodora présente un
faible pourcentage d'inhibition du radical DPPH(53.84%) comparativement acelui de
la vitamine C(95.9%). L'effet d'inhibition d'huile essentielle de L.citriodora et la
vitamine C ont montré |'ordre suivant: vitamine C > HE de L.citriodora, avec une
concentration d'inhibition de 50% des radicaux libres ICsy = 3.47 mg/ml. La deuxiéme
méthode d'évauation de I'activité antioxydante par FRAP montre une faible activité
antioxydante de I'huile essentielle de L.citriodora dont le 1Csp = 2.36 mg/mL par
rapport alavitamine C 1Csp = 0.13mg/ml.

» L’activité antibactérienne et antifongique de I’HE de L.citriodora a été déterminée
selon la méthode d’aromatogramme, cette technique montre que notre huile possede
une activité sur Escherichia coli, Staphylococcus Aureus, Pseudomonas Aeruginosa et
la levure Candida albicans. On constate que I’HE de L.citriodora présente une activité
antimicrobienne importante. Les concentrations minimales inhibitrices (CM1) obtenues
varient de 0.06 a0.125 ( v/v) pour lalevure et les bactéries testées.

Vu les résultats obtenus, la continuité de ce travail savére primordia et plusieurs axes de
recherche sont ouverts. En perspectives, il serait donc intéressant de mener une éude plus
approfondie sur |'espece Lippia citriodora. Ainsi que la détermination de I'activité antioxydante

par d'autres méthodes et |'étude d'autres activités biologiques attribuées a ces plantes telles que
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les activités insecticides et anti-inflammatoire....etc. Auss Faire des essais dans le domaine
pharmaceutique et parapharmaceutique pour savoir I’utilité des huiles essentielles de Lippia

citriodora. Enfin extraire les huiles essentielles par d’autres méthodes d’extraction telles

que I’extraction par micro-ondes.
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Annexe 1

solution DPPH (violet) DPPH réduit (jaune)

Figure l: représentation delacouleur de DPPH avant et apreslaréduction.

Figure2: représentation delaréduction del'ion ferrique (Fe*) en ion ferreux (Fe**) en
présence d'un antioxydant (HE).
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Annexe 2

L es souches bactériennes utilisées;

Escherichia coli

Escherichia coli, également appelée colibacille et abrégée en E.coli, est une
bactérie intestinale des mammiferes, trés commune chez I'ére humain. En effet | elle
compose environ 80% de notre flore intestinale. Découverte en 1885 par Theodor
Escherich, dans ces selles de nourrissons, c'est un coliforme fécale généralement
commensal. Cependant, certain souches d'E.coli peuvent étre pathogénes entrainant

alors des gastro-entérites, infection urinaires, meéningites, ou septicemies

Ce genre comprend 5 espéces, mais E.coli est la plus importante. Cette espece est
subdivise en sérotypes sur la base des antigénes présents.

E.coli (Gram-), c'est une des bacilles de dimension moyenne 0.5, elle se
dével oppe aisément sur milieu ordinaires [75] .

Classification
Regne: Bacteria

Embranchement : Proteobacteria

Classe: Gamma proteobacteria
Ordre: Enterobacteriales
Famille: Enterobacteriaceae
Genre: Escherichia

pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa, autrement connu sous le nom de bacille pyocyanique,
est une bactérie gram - du genre pseudomonas. Les bacilles sont fins, droits et trés
mobiles grace a un flagelle polaire: ciliature monotriche, dépourvus de spores et de
capsules. |Is apparaissent la plupart du temps isolés ou en diplobacilles [76].

Elle peut, dans certaines conditions, étre pathogene. Tres résistante elle est avec
d'autre bactéries a gram - de plus en plus souvent responsable dinfections
nosocomiales. C'est I'une des bactéries les plus difficiles a traiter cliniqguement. Le
taux de mortalité atteinte 50 % chez les patients vulnérables ( immunodéprismeés) .
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Annexe 2

Classification

Régne: Bacteria

Division : Proteobacteria
Classe: Gammaproteobacteria
Ordre: Pseudomonadales
Famille: Pseudomonadaceae

Genre: Pseudomonas

Staphylococcus aureus

Saphylococcus aureus ( Gram+) est I'espéces la plus pathogéne du genre
staphylococcus.

Le réservoir naturel des staphylocoques est I'homme et les animaux a sang
chaud. Cependant, éliminées dans le milieu extérieur, ces bactéries tres résistantes

sont fréguemment retrouvées dans |'environnement.

Elle est responsable d'intoxication alimentaires, d'infection localisées suppurées
, €t dans certains cas extrémes , de septicémies chez des sujet débilités ( greffe,
prothéses cardiaque)[ 75].

Candida Albicans

Candida est un genre de levures ( dont la plus importante espéeces est candida
albicans) qui est répandu dans tout le monde habité et forme normalement un
commensal parfaitement toléré par I'nomme sain dans la bouche, sur la peau , dansle
systeme digestif et dans la flore vaginale. Elle devient pathologique et provoque
parfois des mycoses ( candidiase ou candidose) chez les humains et d'autres ani maux

guand I'organisme est affaibli.

Candida albicans ( parfois aussi appelé monlia) est un champignon (ou levure)
normalement présent sur la peau et dans la bouche, I'intestin, et le vagin. Dans
certaines conditions , il se multiplier et envahir la surface de la peau ou les
muqueuses. De telles infection sont habituellement mineures , mais des formes plus
sérieuses et plus profondes peuvent survenir chez les patients dont |a résistance a été
affaiblie par les médicaments immunosuppresseurs et des maladies graves comme le
sida[76] .
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Classification

Regne:  Fungi

Division: Ascomycota
Classe:  Saccharomycetes
Ordre: Saccharomycetales
Famille: Saccharomycetaceae

Genre: Candida

Annexe 2
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Glossaire

Antibactérien : Il qualifie toute ce qui sert alutter contre les bactéries.

Antifongique : Qui empéche la prolifération de champignons et de levures parasites.

Anti-inflammatoire : Qui atténue les tuméfactions et les rougeurs provoquées par une

agressions chimique ou microbienne.

Antimicrobienne : Est une famille de substances qui tuent ou ralentissent la croissance des

microbes.

Antioxydant : Est une molécules qui diminue ou empéche I'oxydation d'autres substances

chimiques.

Arbuste : E n botanique, e mot arbuste désigne une plante ligneuse d'une taille inférieure a 8m

et atronc marqué.

Aromathérapie : Est I'utilisation médical e des extraits aromatique de plantes ( essences et huiles

Camphre : Le camphre est un solide cireux, blanc ou transparent avec une forte odeur

essentielles).

aromatique.

Flavonoides : Les flavonoides ( ou bioflavonoides) sont des métabolites secondaires des plantes

partageant tous une méme structures de base formée par deux cycles aromatiques reliés par trois
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Glossaire

Insecticide : Les insecticides sont des substances actives ou des préparations ayant la propriétés

de tuer les insectes.

In vitro : Signifie un test en tube, ou , plus généralement , en dehors de I'organisme vivant ou de

cellule.

In vivo : Est une expression latine qualifiant des recherches ou des examens pratiqués sur un

organisme vivant, par opposition ain vitro ou ex vivo.

Pathogene :Un agent pathogene est tout facteur capable d'engendrer une Iésion ou de cause une
maladie.

Phénols : En chimie organique , les phénols sont des composés chimique aromatiques portant
une fonction hydroxyle(OH) . Les dérivés portant plusieurs fonctions (OH) appelés des

polyphénals.

Phytothérapie : Désigne le médecine basée sur les extraits de plantes et les principes actifs

naturels.

Sédative : Est une substance qui a une action dépressive sur le systéme nerveux central et qui

entraline un apai sement.

Sida : Ensemble de symptémes consécutifs a la destruction de plusieurs cellules du systéme

immunitaire par un rétrovirus.

Stomatique : Se dit d'un médicament qui favorise la fonctionnement normale de I'estomac .
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Glossaire

Thérapeutiques : Est la partie de la médecine qui étudie et appligue le traitement des maladies.
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