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Introduction

Pendant longtemps, les remeédes naturels et surtout les plantes médicinales furent le
principal recours de la médecine de nos grands-parents, malgré 1I’important développement de
I’industrie pharmaceutique qui a permis a la médecine moderne de traiter un grand nombre de
maladies souvent mortelles. Environ 80% de la population mondiale profite des apports de la
médecine traditionnelle a base des plantes reconnaissant ainsi les savoirs empiriques de nos
ancétres (EL Rhaffari et Zaid., 2004).

On attribue, généralement a I’activité d’une plante un ou plusieurs principes actifs. Parmi
les principes actifs découverts a partir des plantes médicinales, on trouve les polyphénols ; qui
sont connus par leurs nombreuses activités biologiques, citons par exemple les activités
antivirales, anti-inflammatoires, antioxydantes, anticancéreuses, et antimicrobiennes (Yang et
al., 2001 ; Ghédira., 2005).

La richesse des plantes en métabolites secondaires sont souvent sollicitées dans la
thérapeutique. Au fil des décennies de recherche, il a été démontré que les polyphénols
sont répandus dans tout I’appareil végétatif des plantes (Beta et al., 2005 ; Kamatou et
al., 2009).

Les qualités antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont connues
depuis l'antiquité. Toutefois, il aurait fallu attendre le début de 20 éme siécle pour que les
scientifigues commencent a s'y intéresser (Dorman et al., 2000). Les plantes sont également
utilisées pour leurs propriétés antibactériennes et antifongiques dans le domaine de la
microbiologie médicale (Mohammedi., 2013).

Notre travail s’insere dans le cadre de la recherche des molécules d’origines végétales

jouissantes d’activités biologiques notamment les activités antibactériennes, antifongiques.

Dans le but de poursuivre ces activités, une étude est faite sur deux plantes médicinales
a savoir : Laurus nobilis et Lippia citriodora qui appartiennent respectivement a la famille des
lauracées, et des verbénacées. Elles se considérent parmi les familles de plantes les plus utilisées

comme source mondiale d’épices et d’extraits a qualité médicale intéressante.
Ainsi, le présent mémoire s‘articulera en deux grandes parties :

La premiere partie est relative a 1’étude bibliographique des plantes et les compositions
phénoliques. La deuxiéme partie représente la partie expérimentale ou nous présenterons les
techniques utilisées pour I’extraction des extraits phénolique Laurus nobilis et Lippia citriodora

a savoir la maceération et I’extraction par solvant éthanolique.
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Le deuxiéme axe consiste a déterminer 1’effet : antibactérien, antifongique de 1’extrait
phénolique suivi des résultats obtenus des effets de la composition phénols des plantes étudiées

et leurs activités antibactériennes, antifongiques sont interprétés a la lumiere de la littérature.

Le travail est cléturé par une conclusion et des perspectives.
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I. Laurus nobilis

1.1. Généralités

Le laurier est une plante aromatique aux vertus médicinales. Il appartient a la famille des
Lauracées. Cela comprend 32 genres et environ 2 000 a 2 500 espéces. Ce sont des arbres ou des
arbustes a feuilles quasi persistantes (Ferdinand, 2010), plus utilisées comme source mondiale
d’épices et d’extrait a qualités médicales intéressantes (Yakhlef et al., 2011). Lauraceae est l'une
des familles de bois tropicaux les plus importantes (Marzouki et al., 2009). Le Laurus, nom latin,
d’origine celte qui veut dire « toujours vert » fait allusion au feuillage persistant de la plante
(Pariente, 2001). Les feuilles sont largement utilisées et connues comme assaisonnement et herbe

médicinale depuis les périodes antique grec et romain (Demir et al., 2004).

Figure 1 : Laurus nobilis L.

1.2. Description botanique de la plante

Le laurier est un arbuste ou arbrisseau a silhouette pyramidale, aux rameaux dressés et a
feuillage dense. Ecorce noiratre et jeunes rameaux verts (Polese, 2010), espéce forme un arbre de
12m de haut pour 9m d’étalement a 1’état naturel, mais moins en culture (Geoff et al., 2003).
Laurus nobilis L ayant des feuilles alternes, étroitement oblongues-lancéolées persistantes, de 5
a 12 cm, alternes, simples et entiéres, lancéolées a bords ondulés, avec un court pétiole, coriaces,
trés aromatiques au froissement, vert foncé brillant dessus, plus péales, mates et glabres dessous.
Le fruit de thérapie est de 10-15 mm, ovoide et noir a maturité. L'écorce lisse peut étre vert olive
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ou rouge-bleu. La plante est a peine multi branchée, pousse généralement a une hauteur de 2030

pieds dans de nombreuses régions chaudes du monde (Polese, 2010 ; Chahal et al., 2017).

1.3. Origine et distribution de la plante

Cette famille qui est principalement tropical, se trouve dans la région méditerranéenne en
particulier dans les pays suivants : Turquie, Grece, Espagne, Italie, France, Algérie. Le laurier est
aussi largement cultivé dans les pays arabes de la Libye au Maroc. Actuellement, cette espece,
sauvage ou cultivée, est présent dans le sud et I'ouest de I'Europe, et aux Etats-Unis comme plante
ornementale (Ivan, 2001 ; Emam, 2010). Elle est surtout répartie dans toutes les régions humides.
Elle se développe sur les bords des cours d’eau. Elle s’accommode sur tous les types des sols
(Messaoudi, 2008). Le laurier noble est originaire du sud de I’Europe et d’Afrique du nord
(Sayyah et al., 2002 ; Barla et al., 2007), bien que I’espéce se rencontre, aujourd’hui dans
I’ensemble des pays méditerranéens (Garg et al., 1992 ; Anton et lobstein, 2005 ; Fang et al.,
2005). Il exige un sol profond, humide et riche en humus. Elle est cultivée dans les clairieres

forestiéres et les jardins (Sassi, 2005).

En Algérie, le laurier est retrouve dans les foréts et ravins humides, commun dans le tell
algérois et constantinois. La floraison de la plante est observée entre les mois de mars et Avril
(Beloued., 2001).

Figure 2: Répartition géographique des Lauraceées a travers le monde (Steven, 2001).

1.4. Composition chimique
Plusieurs extractions dans différents solvants ont été utilisées, pour dévoiler la
composition chimique de cette plante, I’analyse des extraits a montré que cette espéce contient
plusieurs constituants, ces derniers sont trés variables, a la fois qualitativement et
quantitativement selon les provenances, et la période du récolte (Fiorini et al., 1998 ; Simic et
al., 2003 ; Fang et al., 2005).
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Tableau I : Les principaux composants de Laurus nobilis L.

Constituants
Chimique

Constituants principaux

Références

Acides phénoliques

Acide phénylacrylique, carbonique : libres ou estérifiés,
acides p-coumarique, fénulique, sinapique, gentisuque et
vanillique

(Barla et al., 2007)

Flavonoides

L’iso quercitrine, I’hypéroside et kaempférol-3 rhamnoside
et 3- arabinoside. Le kaempferrol-3- rhamnoside, 2-p-
coumaroyles

(Fiorinietal.,1998 ;
Kang et al.,2002).

Hétérosides de
lignanes

Méthoxyisolarecirénol -9-0-xylosides, -0-
sécoisolariciresinol-9-0-xylosides

(Uchiyama et al.,
2002).

Alcaloides

Actinodaphonine, isodomesticene, launobine, N-
méthylactinodaphonine, nandigérine, néolitsine et réticuline

(Bricittpee et
Bruneton., 1982).

Huiles Essentielle

1-8 cinéol (eucalyptol), linalol, sabinéne, géraniol, eugénol,
pinéne et terpinéne (1'a-terpinéol, 'a-terpinéol)

(Stefanova et al.,
2020).

De plus, (Demo et al., 1998) ainsi que (Gomez-Coronado et al., 2004) ont montré la

richesse de ses feuilles par les tocophérols (vitamine E), principalement la gama- tocophérol.

1.5. Classification Botanique

La classification botanique de Laurus nobilis L. d’aprés (Ballbio et Goetz., 2010) est presenté

comme suite ;

¢ Regne : Plantae ;

e Sous regne : Plantes vasculaires ;

e Embranchement : Spermaphytes ;

e S/Emb : Angiospermes ;

e Classe : Dicotylédones ;

e Ordre: Laurales ;

e Famille : Lauracees ;

e Genre: Laurus:

e [Espeéce : Laurus nobilis L.
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1.6. Dénomination internationale
Rand ou Tasselt, c’est noms sont les plus populaires en Algérie utiliser dans différentes
régions. Les autres dénominations sont citées dans le tableau ci-dessous.

Tableau Il : Dénomination internationale de Laurus nobilis (Anton., 2005).

Pays Nom vernaculaire
Arabe Rand, warkate sidna Moussa L 43 , 5)
(52 warak el ghar(Ld G s)
Kabyle Tasselt
Francais Laurier commun, laurier sauce, laurier

d’apollon, laurier franc, laurier noble

Anglais Bay, sweet bay, bay laurel, true laurel,
Roman laurel, noble laurel

1.7. Usage traditionnel de Laurus nobilis L

Le Laurier est un élément essentiel du bouquet garni dans nos préparations culinaires, est
principalement utilisé en médecine traditionnelle pour soigner les troubles de I’appareil digestif
ainsi que les douleurs arthrites (Bendjersi, 2017) et les maladies de la peau et la cicatrisation de
plaies (Ali-Shtayeh et al., 2000), la névralgie et le parkinsonisme (ElI Malti et Amarouch.,
2009), des rhumatismes, du cancer, de 1’épilepsie et plusieurs maladies infectieuses (Peixoto et
al., 2017). 1l est utilisé dans les industries de la parfumerie et du savon (Jeffrey et al., 2016). Ses
huiles essentielles sont dotées de pouvoirs antibactérien et antifongique avérés (Ouibrahim et
al., 2015). Tres utilisées par I’industrie agroalimentaire surtout par les conserveries des poisons.

Aussi, la plante peut étre utilisée traditionnellement en phytothérapie (Taarabt et al., 2017).

En plus de leur importance médicinale, les feuilles de ces plantes sont utilisées comme
agent aromatisant, et pour augmenter la durée de conservation des aliments ; les olives (Elharas

et al., 2013), les saucisses (Da Silveira et al., 2014), les poissons (Senoussi et al., 2016).

Car elles contiennent une activité antimicrobienne (Nadeem et al., 2018), et une activité
anti — oxydante (Dias et al., 2014). Elle permet d’améliorer en général la sécurité des produits
(Houicher et al., 2016). Les métabolites les plus divers de la feuille de Laurier, ont été étudiés

pour leurs divers effets pharmacologiques tels que les effets cytotoxique (Barla et al., 2007) .

1.8. Activité antibactérienne
En général, I’huile essentielle (HE) des feuilles des feuilles de laurier de Géorgie a montré
une faible activité inhibitrice (Stefanova et al., 2020). 1l a également été démontré qu'il combat

les bactéries Gram-positives et Gram-negatives (El Malti et Amarouch., 2009). Compte tenu de




Revue Bibliographique

la mise en garde croissante contre l'utilisation d'antibiotiques traditionnels, composés

antimicrobiens naturels (Aurori et al., 2016).

1.9. Activité antifongique
Une étude de I’activité antifongique d’huile essentielle de la plante Laurus nobilis sur les
souches de Fusarium sporotrichoide. A été réalisé par la méthode d’hydrodistillation. Le teste est
réaliser par méthode de contact direct sur le Fusarium sporotrichoide dans des différentes
concentrations d’huile (0.05, 0.25 et 0.5% de HE). Les résultats de cette ¢tude montrent que HE
de laurus nobilis posséde une importante d’activité antifongique sur cette souche ; un indice

d’inhibition de 100% avec la concentration de 0.5% (Salhi et al., 2015).
1.10. Activité antioxydante

L’activité antioxydante des extraits méthanoique (bruts et dégraissé) des feuilles d’écorce
et de fruit de Laurus nobilis L, ont été étudiés au niveau de la peroxydation lipidique dans les
liposomes, (Simic, 2003). L’activité antioxydante de I'huile essentielle et extrait méthanoique
d'huile de graines de L. nobilis en employant le piégeage des radicaux libres DPPH
(diphenylpicrylhydrazyle) et les systémes de test a 1'acide B-caroténe / acide linoléique (Ozcan et
al., 2010). Dans les deux systemes de test I'huile essentielle et I'extrait méthanoique d'huile de

graine de Laurus nobilis L a montré des propriétés antioxydantes.

1.11. Activité Anti-inflammatoire

L'extrait éthanolique (80%) des feuilles de laurier séchées, administré par intubation
gastrique a des rats a une dose de 100 mg / kg, a entrainé une inhibition de 19% de l'eedéme induit.
L’acétate d'éthyle et I’extraits d'hexane des feuilles, appliquée extérieurement [(TPA)-
inflammation de I'oreille] sur des souris a une dose de 20,0 microlitres /animal, étaient actifs
comparativement au tétradécanoyl acétate de phorbol (Olivier et Imael., 2017). L’isolement des
composés actifs des fruits et des feuilles du Laurus nobilis L a été réalisé par (Fang et al., 2005),
six composés ont été identifiés ils sont tous des lactones sesquiterpénes. Ces composés possedent

différentes propriétés pharmacologiques y-compris I’effet anti-inflammatoire.
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Il. Lippia citriodora
11.1.Généralités

La verveine est un arbrisseau cultivé dans les jardins, communément appelé “‘Louiza ou
Tizana’. C’est 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
blanchatres 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 (Slimani et Dahmane., 2013). L’infusé de cette plante odorante ou

verveine citronnelle est 1’une des tisanes les plus consommées (Lenoir, 2011).

Figure 3: Photographie des feuilles de Lippia citriodora.

11.2. Description botanique

La verveine odorante, Aloysia citriodora, Lippia citriodora (Kunth.) ou Aloysia triphylla
est un sous arbrisseau vivace de la famille des Verbénacées (Lenoir, 2011) mesurant 1,50 a 3,00
m de hauteur (De Figueiredo et al., 2002). Les tiges sont anguleuses, cannelées a branches
droites et ramifiées (Cheurfa et Allem., 2015), portant des feuilles vert pale, allongées, celle-ci
ont une longueur de 3 a 7 centimetres et une largeur de 1 a 2 centimeétres, verticillées par trois
ou quatre sur les tiges, a pétioles tres courts, rudes au toucher. Elles dégagent une odeur
caractéristique de citron lorsqu’elles sont froissées. Les fleurs longues, disposées en épis,
possédent quatre pétales soudées a la base en un tube et étalés en quatre lobes bicolores : blancs

sur la face externe et bleu violace sur la face interne (Ghédira et Goetz., 2017).
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11.3. Classification Botanique
Selon Ghédira et Goetz (2017), La classification botanique de I'espéce Lippia citriodora

est comme suite :
e Regne: Plantea ;
e Super-division : Embryophyta ;
e Division : Tracheophyta ;
e Classe : Magnoliopsida ;
e Superordre : Asteranae ;
e Ordre: Lamiales ;
e Famille : Verbenaceae ;
e Genre : Aloysia Juss ;
e Espeéce : Aloysia citriodora.
I1.4. Dénomination International

Tizane < le nom le plus connue en Algérie > Louiza laymunia. Ces noms sont les plus

populaires en Algérie. Les autres dénominations sont citées dans le tableau ci-dessous :

Tableau I11 : Dénomination internationale de Lippia citriodora (Ghédira et Goetz., 2017).
Francais Verveine vraie, verveine citronnée ou verveine du Pérou
Anglais Lemon verbena, lemon beebrush
Arabe 43 el 5 l(Louiza laymunia)

11.5. Composition Chimique :
Bien que l'infusé de feuilles de la verveine odorante soit largement consommé, sa
composition qualitative et quantitative en polyphénols est encore mal connue. Une premiere

analyse de sa composition avait été réalisée au laboratoire par (Carnat et al., 1999).

Tableau IV : Principaux constituants chimiques de Lippia citriodora (Ghédira et Goetz.,
2017).

Famille de constituantes chimique Consistuants principaux

Flavonoides Salvigénine, eupatorine, eupafoline, 6-

hydroxyluéoline, lutéoline, lutéoline-7-O-
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Glucoside, hispidutine, cirsimaritine,

dioslmétine, chrysoériole, apigénine

Huiles essentiales Limoneéne, néral, géraniales, citronnelle,
cinéole, curcuméne alphapanine, sabinene,

béta ociméne, béta- caryphylléne

Acides phénolique Acteonideé, acide dihydrocafféique, acide 4-
hydroxy cinnamique

Iridoides Verbénaline, aspéruloside, gardoside,

Autre dérive phynelpropnoique Thévéside, eukovoside, forsythoside,
maritinoside

11.6. Origine et distribution de la plante

Cette famille qui est principalement tropical, se trouve dans la région méditerranéenne
en particulier dans les pays suivants : le Mexique, le Chili, le Brésil, le pourtour Méditerranéen
(Maroc, Algérie, Turquie et France), I'Afrique du sud et I'Inde. Le marché est réservée
principalement pour la consommation en herboristerie mais aussi pour la production de I'huile
essentielle (EL Hmamouchi, 2006). Cette plante est originaire du Chili et du Pérou (Ghédira
et Goetz., 2017), elle a été introduite en Europe a la fin du XVIlle siecle par plusieurs botanistes
puis cultivée sous les climats tempérés au bord de la Méditerranée : Europe du sud et Afrique
du nord (Naser Aldeen et al., 2015).

I1.7. Utilisation Traditionnelle

Lippia Citriodora est une herbe largement utilisée pour I'alimentation. Il a une longue
histoire dans la médecine traditionnelle comme I'asthme, le rhume, la fiévre et la grippe, et est
utilisé pour traiter les flatulences, les coliques, la diarrhée, I'indigestion, I'insomnie et I'anxiété
(Abuhamdah et Mohammed, 2013). La verveine citronnée est également utilisée pour lutter
contre les états nerveux, les palpitations, les migraines, les acouphenes et les vertiges (Pascual
et al., 2001) et elle est également utilisée pour abaisser le taux de sucre dans le sang. L'huile
essentielle de cette plante est utilisée pour traiter le cancer (Zadeh et Meshkatalsadat, 2013).
L'analyse in vitro a I'aide de divers tests a montré les propriétés antioxydantes, antispasmodiques
et anti-inflammatoires de l'infusion. Les chercheurs ont montré que I'huile essentielle d'Aloysia
citriodora a une activité antibactérienne contre Escherichia coli, Mycobacterium tuberculoses,

Staphylococcus aureus et Helicobacter pylori (Cheurfa et Allem, 2015).
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11.8. Activité Biologique

Lippia citriodora, en tant qu'épice et plante médicinale, contient divers flavonoides et
acides phénoliques, ses feuilles ont des propriétés antispasmodiques, antipyrétiques, sédatives
et digestives. Les huiles essentielles sont également utilisees dans les industries
pharmaceutiques, parfumerie et cosmétique (Kaskoos, 2019). Dans cette étude, nous allons
élucider les activités les plus importantes des plantes, en tenant compte a la fois des activités
anti-inflammatoires et analgésiques. Les composés phénoliques (principalement les
flavonoides, les acides phénoliques et les phénylpropanes) sont responsables de I'essentiel de
I'activité pharmacologique de la verveine citronnée (Carnat et al., 1999 ; Quirantes-Piné et
al., 2009), comme les antalgiques, des effets anti-inflammatoires et antioxydants (Nakamura
et al., 1997).

11.9. Activité antibactérienne
Selon (Hanaa et al., 2011), I'huile essentiel a montré une activité antibactérienne
intéressante contre Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus. Aucune activité antibactérienne
contre Listeria monocytogene, Salmonella typhi et Escherichia coli n'a été observée. Les huiles
essentielles extraites de plantes ont une activité antibactérienne contre les bactéries Gram-

communes (Escherichia coli) et (Staphylococcus aureus) (Paun et al., 2013).

I11. Composition chimique de Laurus et de Lippia
111.1.Composée en polyphénols du Laurier noble

Des recherches antérieures sur le laurier noble ont permis d’isoler plusieurs classes de
métabolites secondaires, telles que les mono et les sesquiterpenes, alcaloides, flavonoides
glycosylés, et composées phénoliques (Julianti et al., 2012). Le profil HPLC des composées
phénoliques d’un échantillon de laurier sauvage a révélé la présence de plusieurs composées,
dont les flavane-3-ol, les flavonols et les flavones (Dias et al., 2014). Une autre étude a détecter
la présence de deux acides phénoliques, correspondant a 1’acide coumarique et I’acide hydroxy-
cinnamique. D’autres extraits ont montré la présence de 1’acide caféique, férulique et vanillique.
Ces différences dans la caractérisation des CP a partir des différents extraits de feuilles de laurier
pourraient étre dues aux conditions de croissance, et d’autres facteurs environnementaux (sol et
climat) (Mufiz-Marquez et al., 2013).

111.2. Composé en polyphénols de Lippia citriodora

Bien que, l'infusé de feuilles de verveine odorante soit largement consommé, sa
composition contient des quantités importantes de polyphénols et des flavonoides,
principalement la lutéoline 7- diglucuronide, et de dérivés hydroxy cinnamiques. Dont le
principal est le verbascoside (Bilia et al., 2008). Plus récemment, des études ont identifié dans

I'infusion de verveine odorante, outre la lutéoline 7-diglucuronide et le verbascoside, des dérivés
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diglucuronidés d'apigénine et de chrysoériole ainsi qu'un isomere du verbascoside,

I'isoverbascoside (Quirantes-Pine et al., 2009) et des acide dihydrocafféique (EI-Hawary et
al.,, 2012). Ces composes possedent des activités antioxydants, antimicrobiens,

immunosuppressives et antitumorales (Pieroni, 2000).

IVV. Composes phénoliques

IV.1.Polyphénols
Les polyphénols sont le plus grand groupe de produits photochimiques, dont beaucoup
ont été trouvés dans les aliments végétaux. Une alimentation riche en polyphénols a été associée
a de nombreux avantages pour la santé (Tsao, 2010). Les polyphénols sont une classe importante
de composés dérivés de plantes et peuvent étre divisés en plusieurs groupes. Les principales
classes sont les acides phénoliques, les flavonoides, les lignanes et les stilbens (Jakobek et
Matié, 2018). Plus de 8000 structures phénoliques sont actuellement connues, (Waksmundzka-
Hajnos et al., 2011).Les polyphénols sont des micronutriments végétaux synthétisés par les
plantes et appartiennent a leur métabolisme secondaire. lls participent a la protection des plantes
contre les attaques environnementales (Gee et Johnson., 2001). Les plantes sont une source
majeure de polyphénols, qui sont considérés comme des métabolites secondaires qui se
défendent contre les agressions environnementales (Dai, J, et al., 2000). lls participent aux
réactions de défense face a différents stress biotiques (agents pathogenes, blessures, symbiose)
ou abiotiques (lumiere, rayonnements UV, faible température, carences). Ce sont des
micronutriments végétaux, principalement les pigments responsables de la coloration automnale
des feuilles et de la couleur des fleurs et des fruits (jaune, orange, rouge) (Edeas., 2007).
IV.2.Classification :
Les composés phénoliques couvrent un groupe diversifié de composés chimiques. Ces
composés peuvent étre classifiés differemment

Tableau V : Classe des composés phénoliques
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Class Nombre de Exemples Origine Références
Carbon
(exemples)
- Phénols C6 - Catechol Macheix et al., (2005)
simple
- Acides - PHydroxybenzoiques Epice, frais Clifford et al., (2000)
hydroxyben C6-C3 - L’acide gallique Fruits, kaki Macheix et al., (2005)
zoiques - Les gallotanins la mangue
- Acides C6-C3 - Acide caffeique, Pomme de terre | Macheix et al., (2005)
hydroxy - Acide Feéruligue Pomme
cinnamique - Scopolétine, esculetine Citrus
- Coumarines
- Les C6-C2-C6 - Resveratrol Vigne, Les baies, | Macheix et al., (2005 )
stilbénes Le chou rouge, |Crozier et al., ( 2009)
Les épinards et
plantes
médicinales
- Flavonoides | C6-C3-C6 - Quercétine Pomme, raisin Manach et al., (2004)
- Daidzéine Soja Cassidy et al., (2000)
Macheix et al., (2005)
- Lignanes [(C6-C3)2 - Pinorésinol -Pin

ey




Revue Bibliographique

IVV.3. Activité Biologique
IV.3.1. Activité antibactérienne des composés phénoliques

Les polyphénols sont les principaux composés antimicrobiens des plantes ; ils peuvent
avoir une activité inhibitrice sur la croissance d’une grande catégorie de microorganisme et des
bactéries pathogénes (Yi et al., 2010). Les plantes ont une grande capacité de synthese de
substances aromatiques, tels que les polyphénols qui sont des principaux composés
antimicrobiens. Dans beaucoup de cas, ces substances servent de mécanismes de défense pour
les plantes contre une grande catégorie de microorganismes procaryotes et eucaryotes (virus,
bactéries et champignons, les insectes, et les herbivores), ayant des modes d’action divers et
des activités inhibitrices ou létales (Leclerc, 1983 ; R10s, 2005).

IV.4. Flavonoides
Le nom flavonoide est dérivé du mot latin « Flavus », qui signifie jaune (Kebieche.,
2009). Les flavonoides constituent une famille de composeés qui sont omniprésents dans le regne
végétal. Plus de 4.000 flavonoides naturels ont été découverts (Marin et al., 2002).

IV.4.1. Classes des flavonoides
Le terme "Flavonoide", est généralement employé pour décrire une large famille de

produits naturels ; qui incluent le cadre de carbone C6-C3-C6.

Selon la position en C-3 central, ce groupe de produits naturels peut étre divisé en trois
classes : flavonoides (2-phénylbenzopyranes), Isoflavonoides (3-benzopyranes) et

Néoflavonoides (4-benzopyranes) (Jannie et al., 2006).

Tous les flavonoides possedent la méme structure de base (C6-C3-C6), ils contiennent
quinze atomes de carbone dans leur structure de base: deux cycles aromatiques A et B a six
atomes de carbones (figure 4) liés avec une unité de trois atomes de carbone qui peut ou non

étre une partie d'un troisieme cycle C (Tapas, A. R, et al.,008).

4t

N

|

8 O zr 31
5 4 6!‘ 5}
Figure 4: Structure de base des flavonoides.

Plus de 4000 flavonoides ont été identifiés dans les plantes, et la liste ne cesse de croitre.
C'est a cause de I'apparition de nombreux modeles de substitution ; les substituants primaires

(groupe hydroxyle) peuvent eux-mémes étre substitués (glycosylés ou acylés) donnant parfois
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des structures trés complexes (D’ Archivio et al., 2007) .Les principales classes des flavonoides
sont: les flavonols Les flavones, les flavanones, les flavan-3-ols, les isoflavones et les
anthocyanes (Sadasivam et Thayumanavan., 2003) ,ils varient dans leurs caractéristiques

structurelles par la diversité fonctionnelle autour de 1’oxygénation de 1’hétérocycle.

IVV.4.1.1. Flavonols
Les flavonols sont caractérisé€s par la présence d’une double liaison en position 2-3 et
d’un groupement hydroxyle en C3 (figure 5). Elles sont les flavonoides les plus répandus dans
le régne vegétal, leur couleur varie du blanc au jaune, elles sont essentiellement représentées
par la quercétine, le kaempférol et la myricétine. Les flavonols qui s'accumulent dans les tissus

végétaux sont presque toujours sous la forme conjuguée glycosylés (Fraga., 2009).

R=H Kaempférol
R,= OH Quercétine
R;=0CH; Isorhamnétine

Figure 5: Des exemples des structures chimiques des flavonols.

1V.4.1.2. Flavones
Les flavones sont structurellement trés similaire aux flavonols et ne different que par
I'absence d'hydroxylation en position 3 sur le cycle C (figure 6). Elles sont principalement
représentées dans l'alimentation par I'apigénine et la lutéoline. Contrairement aux flavonols,
elles sont moins répandues dans les fruits et les légumes. Par conséquent, leur apport alimentaire
est tres faible (Fraga, 2009).

R,=R,=H Apigénine
R;=0H.R,=H  Lutéoline
R,=R,= OCH3 Tricine

Figure 6: Des exemples des structures chimiques des flavones.
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1V.4.1.3. Flavanones

Ces molécules sont caractérisées par 1’absence de double liaison en 2, 3 et par la présence
d’un centre d’asymeétrie en position 2 (figure 7). Chez les flavanones naturelles, le carbone 2
est normalement de configuration S. Elles existent sous forme libre ou sous forme glycosylée
(Portet, 2007). La principale source des flavanones reste les agrumes qui sont caractérisés par
I'accumulation des montants élevés en ces composés. Les agrumes incluent les oranges améres,
les citrons, les pamplemousses, les mandarines, les clémentines et les oranges douces. Parmi
les formes libres des flavanones, on cite la naringénine qui est retrouvee dans le pamplemousse
et I’orange amere

R,

OH

HO 0
OH [
R;=H Naringénine
R,=OH Eriodictyol

R,=0CH;4 Héspéritine

Figure 7: Des exemples des structures chimiques des flavanones

Le plus souvent, les flavanones existent sous forme glycosylée en position 7, comme
L’hespéridine, qui est retrouvée dans le citron, ’orange douce et la mandarine, et les

néohesperidosides responsables du golit amer du pamplemousse et de I’orange (Tomas-
Barberan et al., 2000)
1V.4.1.4. Flavanols
Ou Flavan-3-ols Ces molécules sont toujours hydroxylées en C3 et se caractérisent par
I’absence du groupe carboxyle en C4 (figure 8). Elles sont souvent a I’origine des polymeéres
flavoniques appelés proanthocyanidols ou tannins condenses. Les flavan-3-ols sont trés
abondant dans les fruits comme les abricots, les cerises, les raisins (Fraga., 2009).

OH
OH

OH
OH

HO el o

-“‘l
"
“on

OH

OH

(+)-catéchine (-)-épicatéchine

Figure 8: Deux exemples des structures chimiques des flavan-3-ol
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Les flavanols sont largement répandus dans les fruits et légumes, mais la source la plus
riche de flavanols au sein de 1’alimentation humaine est certainement le thé. Ce dernier contient
principalement de 1’épi catéchine, de 1 épigallocatechin-3-O-gallate et de la épigallocatéchine
(Del Rio et al., 2010).

IVV.4.1.5. Isoflavones
Les isoflavones sont considérées comme des dérivés des flavones, elles représentent une
sous-classe importante et tres distinctive des flavonoides (Bouheroum, 2007). Contrairement
a la plupart des autres flavonoides, les isoflavones sont caractérisées par la présence d’un cycle
B fixé a C3 plutdt que la position C2 (figure 9). lls ont une distribution trés limitée dans le
regne végétal (Fraga, 2009).

Rz
OH

R,=0H, R,=0H Genisteine
R,= OGlu, R:=H Daidzeine

Figure 9: Exemples des structures chimiques des isoflavones.

1V.4.1.6. Anthocyanes
Les anthocyanes (en grec Anthos signifie fleur, et kyanos signifie bleu) sont des
pigments hydrosolubles présents dans la plupart des especes (Chatterjee et al., 2013) Ces
pigments sont des dérivés du cation 2-phénylbenzopyrylium plus communément appelé cation
flavylium (figure 10). lls sont accumulés dans les vacuoles cellulaires (Kerio et al., 2012) et
ils sont responsable des couleurs rouges, violettes et bleues dans les fruits, les légumes, les
fleurs et les graines, mais aussi jouent un réle important dans la physiologie végétale comme

attracteurs des insectes et dans la dispersion des graines (Shipp et Abdel-Aal, 2010).
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OH

+

HO 8]

S
/
OH
OH
R,=H Pélargonidine
R,= OH Cyanidine

Figure 10: Exemples des structures chimiques des anthocyanes
IV.5. Réle des composeés phénoliques

IV.5.1. Rdle dans la physiologie humaine

Il a été démontré que les polyphénols préviennent les maladies coronariennes et les
maladies dégénératives, qu'ils peuvent réduire I'absorption du cholestérol (action régulant
positivement le foie), qu'ils peuvent également exercer des effets anti-inflammatoires, qui
réduisent la production de cytokines impliquées dans l'adhésion cellulaire, et qu’ils peuvent
également protéger contre le stress oxydatif (Han et al., 2007 ; Zern et Fernandez, 2005). On
les trouve dans les fruits, les Iégumes, le vin, le thé, I'nuile d'olive extra vierge et d'autres
produits a base de cacao. La plupart des activités biologiques sont attribuées a leur capacité
antioxydante intrinseques, y compris la capacité de chélater les métaux ioniques impliqués dans

la génération de radicaux libres (Han et al., 2007 ; Pereira et al., 2009).

IV.5.1.1.Chez les végétaux

Les composés phénoliques, peuvent intervenir dans certains aspects de la physiologie de
la plante ; (lignification, régulation de la croissance, interactions moléculaires avec certains
microorganismes symbiotiques ou parasites...). Dans les interactions des plantes avec leur
environnement biologique et physique ; (relations avec les bactéries, les champignons, les
insectes, résistance aux UV). Soit directement dans la nature soit lors de la conservation apres
récolte de certains végétaux ; dans les critéres de qualité (couleur, astringence, amertume,
qualités nutritionnelles...) qui orientent les choix de I'nomme dans sa consommation des organes
vegetaux (fruits, légumes) (Fleuriet et al., 2005).

IV.6. Action antimicrobienne des extraits phénolique
Les activités antimicrobiennes des extraits de plantes dépendent de la nature et de la

structure des composés phénoliques. Par leur groupe hydroxyle, les composés phenoliques ont
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une capacité de se lier aux protéines des membranes bactériennes pour former des complexes
(Zongo et coll, 2011). Ainsi, plusieurs études ont mis en évidence les activités antimicrobiennes
des extraits de plantes provenant de divers organes comme les feuilles, les graines et les fleurs
(Karou et coll, 2005 ; Falleh et coll, 2008). Les composes antimicrobiens des plantes peuvent
inhiber la croissance bactérienne par différents mécanismes. En effet, (Caillet et Lacroix,
2007) ont montré que I'action antimicrobienne de les extraits se déroule en trois phases :
e Attaque de la paroi de germe pathogene par les extraits, provoguant une augmentation
de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaires.
e Acidification de I'intérieur de la cellule, bloquant la production de I'énergie cellulaire et
la synthése des composants de structure.

e Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie.




®artie 11 : Partie expérimentale



Partie expérimentale

Dans le cadre d’élaboration de notre travail expérimental sur I’activité antimicrobienne
des extraits Polyphénolique de Laurus nobilis et Lippia citriodora nous avons tracé une
stratégie de travail qui se base sur I’obtention de la maticre végétal des deux plantes choisit, par
la suite procéder a I’extraction et en fin testé I’activité de nos extraits sur d’especes bactériennes
et fongique. Notre choix s’est porté sur ces deux plantes en raison de leur utilisation quotidienne
dans la cuisine Algerienne et leurs utilisations en méedecine traditionnelle et leur disponibilité

sur le marché tout au long de I’année.

Ce travail a été effectué au niveau du laboratoire de biochimie et de microbiologie
(laboratoire 05 et laboratoire 08), Département de Biologie, Faculté des sciences de la Nature

et de la vie et sciences de la terre- Université Akli Mohand Oulhaj Bouira.

I. Matériels et Méthodes
1.1. Matériel
I.1.1.Matériel Végétal

La récolte des feuilles de laurier et de la verveine a été effectuée dans la Wilaya de
Bouira (EI asnam, Alltitude 425m) en avril dans un endroit naturel loin de toute pollution, la

préparation a été réalisée au laboratoire pédagogique de biochimie de I’'université Akli Mohand

(a) (b)

Figure 11 : Feuilles de Laurier(a) et de la verveine (b)
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1.1.2. Matériel instrumental et réactifs chimique

Réactifs chimique

Appareillage / autre matériel

Matériel Biologique

- Eau distillée
- Ethanol
- L’eau physiologie
- Carbonate de sédum
- Réactif de Folin
- Chlorure d’aluminium AICI3
- Milieu de culture Muller
Hinton (MH)

- Milieu de culture Sabouraud

- Bain mari

- Etuve

- Incubateur (30/ 37°C)
- Bec benzene

- Agitateur

- Balance électrique
- Broyeur électrique
- Les écouvillons

- Micropipette

- Les boites pétries
- Prafilm

- Vortex

- Anse de platine

- Tube a essaie

Staphylococcus
aureus
Escherichia coli
Pseudomonas
aeruginosa
Salmonelle
Bacillus subtilis
« Methicillin-
resistant
Staphylococcus
aureus (MRSA) »
Aspergillus niger

Aspergillus flavus

1.2. Méthodes

1.2.1. Préparation de la poudre végétale

Les feuilles de Laurus nobilis et Lippia citriodora une fois nettoyées et débarrassées de

poussieres sont alors séchées dans 1’étuve ventilée a 40 C° pendant 3j. Les feuilles séchées sont

directement broyées a I’aide d’un broyeur électrique jusqu’a I’obtention d’une poudre tres fine.

La poudre ainsi obtenue entreposées dans un récipient hermétique.

r

(@)

(b)

Figure 12 : Poudre végétale de Laurier (a) et de la verveine (b)

S
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1.2.2. Extraction des polyphénols
1.2.2.1. Macération

La macération est une opération qui consiste a laisser la poudre du matériel végétal en
contact prolongé avec un solvant pour en extraire les principes actifs. C’est une extraction qui
se fait a température ambiante (Feknous et al., 2014).

> Protocole expérimentale

Le protocole a été décrit par Mohammedi. (2011) en y apportant quelques
modifications. Une masse de 40 g de poudre délipidée ont été macérés a température ambiante
avec 200 ml d’éthanol (70%) avec agitation jusqu’a 1’homogination a I’ultra-son a 40°C
pendant 30 min Apres filtration a travers du papier Whatman N° 1. Le filtrat obtenu est mis
dans 1’étuve pendant 3 jrs a 40° C pour éliminer 1’éthanol.

Le rendement d’extraction a été calculé suivant la formule ci-dessous :

R(%)= (Mj_/Mo)X].OO

Avec : R (%) : Rendement en %.
Mo : Masse en gramme du matériel végétal a traiter.

M1 : Masse en gramme de 1’extrait sec résultant.

1.2.3. Dosage des Polyphénols
Le dosage des phénols totaux dans les différents extraits est réalisé par le réactif de
Folin-Ciocalteu, selon la méthode de (Boizot et Charpentier., 2006).

» Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3sPW12040) et phosphomolibdique (HsPMo012040), qui est réduit par les phénols en un mélange
d’oxydes bleus de tungsténe (WsO23) et de molybdene (MogO23). Cette coloration bleue, dont
I’intensité est proportionnelle aux taux de composés phénoliques présents dans le milieu donne

un maximum d’absorption a 760 nm. (Ribéreau-Gayon et al., 1972 ; Beghlal et al., 2016).

» Mode opératoire

Un volume de 200 pl de chaque extrait de Laurus nobilis et Lippia citriodora a une
concentration 1mg/ml a été mis dans des tubes a essai ; ajouter Iml du réactif de Folin-Ciocalteu
dilué dans I’eau distillée (1/10), puis additionner un volume de 800pl de carbonate de sodium
(Na2CO0s) a 7,5%. Le mélange réactionnel a été incubé pendant 1 heure, a température ambiante

et a I’abri de la lumiére et ’absorbance a ét¢ mesurée, a partir du spectrophotomeétre UV-

3
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visible, a 760 nm. Effectuer la méme opération pour 1’acide gallique, a différentes
concentrations en introduisant 200 pl de ce dernier dans une série de tubes a essais, puis ajouter
les autres réactifs. Le blanc est représenté par 1’éthanol additionné du Folin-Ciocalteu, et de

carbonate de sodium.

Le taux des polyphénols dans les extraits a ét¢ calculé a partir d une courbe d’étalonnage
linaire (y = ax + b), établie avec des concentrations précises d’acide gallique comme standard
de référence (Annexe 01). Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide
gallique par gramme (mg EAG / g d’extrait) (Talbi et al., 2015).

La quantité des phénols totaux a été calculée par 1’équation suivante :
C=c*v/m

Avec : C = contenu totale des phénols (mg EAG / g d’extrait).
¢ = concentration des extraits EAG, obtenu a partir de la courbe d’étalonnage (mg/ml).
V = volume de I’extrait (ml).

m = masse de 1’extrait pur de la plante (g).

L’expérience a été faite en triple, les résultats ont été présentés par la moyenne avec son

écart type.

200 pl d’extrait ‘ 1000 ul de Folin-Ciocalteu (1/10)

Agitation pendant 5min

800 pl de Na ,CO ;4

Incubation pendant 1 heure & T° ambiante, &
labri de la lumiére

l

[ Lecture de ’absorbance a 760nm ]

Figure 13 : Protocole de dosage des polyphénols (Boizot et Charpentier., 2006).
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Les concentrations des polyphénols sont déduites a partir des gammes d’étalonnage
¢tablies avec I’acide gallique et sont exprimées en mg équivalent d’acide gallique par 1 g

d’extrait, présenté dans I’Annexe 1

1.2.4. Dosage des Flavonoides

La méthode utilisée de trichlorure d’aluminium décrite par (Bahroun et al., 1996).

1.2.4.1.Principe
L’estimation de la teneur en flavonoides totaux contenus dans les extraits de Laurus
nobilis est réalisée par la méthode chlorométrique de (Maksimovic et al., 2005). Les
flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (Fer et Aluminium).
Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux atomes d'oxygene
de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons (Ribéreau- Gayon et al., 1972

; Maksimovic et al., 2005).

» Mode opératoire

Un volume de 1ml des différents extraits de Laurus nobilis et Lippia citriodora ont été
mélangés avec 1 ml du réactif AICIz (133mg AIClI3 et 400mg d’acétate de sodium dans 1ml
d’eau distillée). Aprés 10 min d’incubation a température ambiante, 1’absorbance est mesurée
par un spectrophotométre UV-visible, a 430 nm. Effectuer la méme opération pour la routine a
différentes concentrations, en introduisant 1 ml de ces derniéres dans une série de tubes et
ajouter 1 ml d’AlCls pour préparer une courbe d’étalonnage. Les concentrations des flavonoides
contenus dans les extraits de Laurie et la verveine sont calculées en se référant a la courbe
d’étalonnage, les résultats sont exprimés en mg d’équivalent routine/ g d’extrait sec (mg Eq.

R/g) (Annexe 2).

1ml d’extrait ‘ 1 ml d’AICl3

Incubation 10 min

v

[ Lecture de ’absorbance a 430nm ]

Figure 14 : Protocole de dosage des flavonoides (Bahroun et al., 1996).
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1.3. Etude de P’activité antimicrobienne
1.3.1.Choix des souches

Notre étude a porté sur six souches bactériennes et deux souches fongiques ont été
utilisées pour déceler I’activité antibactérienne et antifongique de ’extrait poylphenolique de
Laurie et de la verveine. Le choix des souches a tester est basé sur le caractere pathogénique,
sur les études deja réalisées et sur leur disponibilité au niveau du laboratoire :

e Staphylocoque Aureus (ATCC 6538)
e Escherichia coli (ATCC 25922)
e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 6633)
e Salmonelle
e Bacillus subtilis (ATCC 6633)
e «Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)» (ATCC 43300)
e Aspergillus niger
e Aspergillus flavus
1.3.2. Milieux de culture
- La culture des bactéries a nécessité 1’utilisation des milieux suivants : la gélose

Mueller Hinton.

- La culture de la souche fongique est cependant réalisée sur le milieu de culture

sabouraud.

1.3.3. Activité antibactérienne :
L’activité a été mesurée selon le protocole Bolou et al (2011), avec quelques
modifications
1.3.3.1. Ré-isolement des souches bactériennes
A T’aide d’une anse de platine on prend une colonie, et on le met dans une boite pétrie

qui contient la gélose de Muller Hinton ensuite la mettre dans 1’incubateur pendant 24h a 37°C.

1.3.3.2. Préparation La suspension bactérienne
A partir des boites contenant les germes pathogénes on a préparé des suspensions pour
chaque espece étudiée. A 1’aide d’une anse de platine on préléve deux ou trois colonies pures

et bien isolées qu’on décharge dans un tube contenant 5 ml d’eau physiologique stérilisée.

La suspension bactérienne a été bien homogénéisée, a I’aide d’un vortex, son opacité
doit étre équivalente a 0,5 Mc Ferland ou a une DO de 0,08 a 0,10 avec une lecture a 625 nm.
1.3.3.3.Ensemencement par écouvillonnage
Un écouvillon a été trempé dans la suspension bactérienne, puis 1’essorer en pressant

fermement (en le tournant), afin de le décharger au maximum. L’écouvillon a été frotté sur la

j
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totalité de la surface gélosée, de haut en bas en stries serrées. L opération a été répétée deux

fois en tournant la boite 90°C a chaque fois.

Finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon une derniére fois sur toute la surface
gélosée. L’écouvillon a été rechargé a chaque fois qu’on ensemence plusieurs boites de pétri

avec la méme souche (Bellahouel, 2012).

1.3.3.4. Méthode utilisée
L’activité antibactérienne a été déterminée par la méthode de diffusion sur milieu gélosé
solide. Il s’agit de la méthode des puits ou aromatogramme, en raison de sa simplicité et son

efficacité pour tester la sensibilité des bactéries.

a. Aromatogramme
Une méthode inspirée de I’antibiogramme, il permet de déterminer 1’activité inhibitrice

par mesure du diametre d’inhibition, autour d’un disque imprégné ou bien un puit.

b.Principe :

La méthode aromatogramme a été décrite et appliquée par Mayachiew et Devahastin
(2008); Gachkar et al (2006) et Hussain et al (2010). Cette méthode repose sur le pouvoir
migratoire des extraits sur un milieu solide a I’intérieur d’une boite de Pétri pour déterminer
I’activité antimicrobienne et permet de mettre en évidence 1’effet antibactérien de 1’extrait sur
les bactéries, ainsi que la détermination de la résistance ou la sensibilité de ces bactéries vis-a-
vis de cet extrait

1.3.3.5. Préparation des puits d’aromatogramme

Aprés la solidification des boites a 1’aide d’un emporte-piéce stérile, on pratique des
puits de 6 mm de diamétre dans les géloses, Les puits sont ensuite remplis par 50 ul de I’extrait.
Chaque puits a été rempli par différents volumes d’extraits (30, 60,90 et 120 ml). Enfin, les
boites ont été incubées pendant 24h dans 1’étuve a 37° C pour les bactéries. Ces différentes
étapes ont eté appliquées pour chaque germe.

» Lecture

La lecture a ¢été faite aprés 24h par la mesure du diametre de la zone d’inhibition
(diamétre de I’auréole d’inhibition du germe-cible au tour des puits).

1.3.4. Activité Antifongique

L’activité a été mesurée selon le protocole Fandohan et al (2004), avec quelques

modifications.

3
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1.3.4.1. Ré-isolement des souches fongique
A partir des boites pétries cultive par Aspergillus flavus et Aspergillus niger et a I’aide
d’une anse de platine on prend des souches, et on les met dans le centre des boités glosé par
sabouraud. Mettre dans 1’étuve pour incubation pendant 7j a 30°C.

> Protocol :

Un volume de 1000ul a été prélevé de I’extraits éthanolique des différentes volumes (60,
90,120) et versé dans des tubes a essai contenant 9 ml de milieu de culture, chaque tube est
homogénéisé instantanément par agitation manuelle puis son contenu est coulé dans une boite
de pétrie. Ensuite, les boites coulées ont été séchées pendant 15 minutes devant un bec benzéne.
A partir des boites contenant des souches fongiques jeun et a 1’aide d’une anse de platine on
préleve de la culture jeune et coulé dans le centre des boites gélosé contenant 1’extrait.

» Incubation et lecture

La lecture des résultats a été effectuée apres Sjours d’incubation a 30 °C par mesure du
diametre de la zone de croissance. Et comparer avec la zone de croissance de ces mémes

souches fongiques en absence d’extrait. (Témoin négatif).
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Cette partie expose I’ensemble des résultats obtenu lors notre étude expérimentale sur
I’extraction des extrait phénolique Laurus nobilis et Aloysia citriodora par macération et les
effets de la composition phénols et leur activité antimicrobienne contre les souches testées

comparée et confirme par des études similaires et complémentaires.

I1. Résultats et Discussion
11.1. Rendement d’extraction

Dans la présente étude, Les polyphénols extraits des plantes de Laurus nobilis et Lippia
citriodora ont été étudiés. Brievement, le rendement d’extraction, la composition chimique
ainsi que I’activité antimicrobienne a été testé Le rendement d’extraction est résume dans la
figure 15

20,00%

18,00%

15,30%

16,00%
14,00%
12,00%
10,00%

8,00%

Pourcentage (%°

6,00%
4,00%

2,00%

0,00%
Laurus nobilis Lippia citridora

Figure 15 : Rendements des composés phénoliques des deux plantes en pourcentage (%)

Les résultats d’extraits bruts secs obtenus par macération dans 1’éthanol donné par la
figure montrent que La préparation des extraits bruts éthanolique a donné un rendement de
del6.9 % pour Laurus nobilis et 15.3 % pour Lippia citriodora. On constate d’aprés la
comparaison des deux rendements, que I’extrait Laurie est plus riche en termes de polyphénols
totaux que Lippia citriodora "une maniére générale, les teneurs en extraits secs (rendement)
varient non seulement d’une plante a une autre mais ¢galement en fonction des parametres de

I’extraction solide-liquide des polyphénols, le solvant d’extraction (Boutlelis, 2013).

La méthode d'extraction par macération prolongée des feuilles de deux plantes (Laurus
nobilis et Lippia citriodora) dans de I'éthanol a 70 % Mahmmoudi (2011).

Les résultats obtenus révelent que les extraits des deux plantes possédent Selon le T-test le

solvant avait un effet significatif (P<0,001). La caractérisation chimique des plantes indique la
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présence de quantités substantielles de composés métaboliques secondaires tels que les
flavonoides et les polyphénols totaux. L'utilisation d'un mélange d'alcool et d'eau présente
I'avantage d'ajuster la polarité du solvant alcoolique, ajoutant que la solubilité des polyphénols
dépend principalement des groupes hydroxyle, de la taille moléculaire et de la longueur de
I'nydrocarbure.

Les travaux conduits par Katalinic (2010), Mulinacci (2004), Koffi (2010). Confirment
nos résultats en indiquant que I’éthanol en combinaison avec I’eau permet une meilleure
extraction des polyphénols totaux. Pour obtenir des fractions riches en polyphénols, il est
préférable L’addition de 1’eau aux solvants organiques augmente la solubilité des polyphénols

11.2. Teneur en polyphénols totaux

La teneur en phénols totaux est déterminée selon 1’équation suivante (y = 2,3214x +
0,0349, R? = 0,9987) (annexe 01) tracées en utilisant comme standard 1’acide gallique. Les
concentrations sont exprimées en mg EAG/ g E pour les phénols totaux Les résultats de la
teneur en phénols totaux sont illustrés dans le (tableau VI). La quantité des polyphénols
correspondant a I’extrait étudié a été rapportée en milligramme équivalent d’acide gallique par
milligramme d’extrait (tableau VI). Le résultat obtenu indique que la quantité des composés
phénoliques est de 0.3+0.06 mg d’acide gallique/mg d’extrait de Laurus nobilis et 1.06 + 0.2
mg d’acide gallique/mg d’extrait de Lippia citriodora. Concernant Laurus nobilis, Mufiz-
Marquez et al. (2013) ont rapporté une teneur en polyphénols largement supérieur a nos
résultats (8.2 mg EAG/g). Concernant Lippia citriodora, Losagni et al. (2014) ont trouvé une
teneur en polyphénols égale a 39,33 mg EAG/g MS qui est supérieur par rapport a nos résultats
dans le tableau

Tableau VI : Teneur en polyphénols totaux des deux extraits de plante.

Extrait Polyphénols Totaux (mg EAG/ g E)
Laurus nobilis 0.3 £ 0.06?
Lippia citriodora 1.06+ 0.2°

11.3. Teneur en flavonoides
La teneur en flavonoides est déterminée a partir des courbes d’étalonnage (y = 35,927x
+ 0,0015, R? = 0,9998) (annexe 02) tracées en utilisant comme standard la quercétine. Les
concentrations sont exprimées et en mg EQ/ g E pour les flavonoides. Les résultats de la teneur
en flavonoides sont illustrés dans le (tableau VII). Les résultats montrent que 1’extrait
éthanolique du Laurus nobilis une teneur en flavonoides est égale a 0,24+ 0,03et Lippia
citriodora posséde une teneur en flavonoides enregistrée quant a elle est égale a 0,30 + 0,04 mg

EQ/ g E. Ce résultat est comparable a d’autres études qui s’intéressent a la détermination des
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teneurs en flavonoides des extraits des feuilles de Laurus nobilis & savoir I’étude de (Skerget
et al. (2005) Laurus nobilis de la Slovénie, Dall’acqua et al. (2009). qui ont identifié les
flavonoides de I’infusion de L. nobilis de I’Italie. De méme pour 1’étude de Lu et al. (2011) qui
ont déterminé la teneur des flavonoides dans 1’extrait éthanolique de Laurus nobilis de la Chine.
Les valeurs en flavonoides obtenus restent inférieures a celles rapporté par Brahimi et al.
(2015); Taroq et al. (2018). La distribution des métabolites secondaires peut changer Selon le
stage de maturité, ceci peut étre également lié aux conditions climatiques (température élevee,
exposition solaire, secheresse, etc). Qui stimulent la biosynthése de ces métabolites secondaires
Falleh et al. (2008). Les résultats de I’extraits éthanolique de Lippia citriodora sont nettement
inférieurs a ceux trouvés par Moien et al. (2014) (7,01 mg EQ/g MS) et Cheurfa et Allem.
(2015) (6,41 mg EQ/g MS).

Tableau VII : Teneurs en flavonoides dans les extraits de Laurus nobilis et Lippia citriodora

Extrait Flavonoide
Laurus Nobilis 0.24 +0,03
Lippia Citriodora 0.30+ 0,04

I1.1.Activité antibactérienne
L'activité antibactérienne des extraits phenoliques des différant concentrations (30, 60,
90,120mg/ml) avec un témoin négatif, et I’effet sur les souches testées est observée dans les

figures suivant :

Pseudomonas aeruginosa Salmonelle - Escherichia coli
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Figure 18 : Effets des composés phénoliques de Laurus nobilis sélectionnées sur de quelques
especes bactériennes testées.

L’activité antibactérienne des extraits Polyphénolique des feuilles de Laurus nobilis a
¢été traduite, par I’apparition d’une zone d’inhibition autour des puits remplis d’extraits bruts
étudiés. Le tableau suivant montre le résultat d’effets des microorganismes (Escherichia coli,

Pseudomonas aérognosie, Staphylococcus aureus, Sarm, Salmonelle, Bacillus subtilis)

Tableau V111 : Résultats de I’aromatogramme de 1’extrait poly phénolique du Laurus nobilis.

Concentrations

Staphylococcus

Sarm

Pseudo

E coli

Bacillus

Salmonelle

Concentrations

mg/ml <90 mg/ml

Concentrations

mg/ml >90 mg/ml

Concentrations

mg/ml >120 mg/ml

(-) Résulta négative, non sensible.
(+) Résulta positive, faible sensibilité (zone observée avec petit diamétre).

Les résultats des tests de I’activité antibactérienne des extraits poly phénolique de
Laurus nobilis sur les souches Staphylococcus aureus, Methicillin-resistant Staphylococcus et
Pseudomonas aérognosie, indique quelque effet positive observé par des zones de diameétres
<2mm sur les concentrations plus de 90mg/ml, contrairement aux souches Escherichia coli,
Bacillus subtilis et Salmonella. Qui ont signifié I’absence de zone d’inhibition. Une insensibilité
a été enregistrée a différentes concentrations de 1’extrait poly phénolique de Laurus nobilis.
Cela est probablement expliquer par la mauvaise diffusion de nos extraits dans les milieux de
culture, Ou peut-étre explique par leur mécanisme de résistance qui se manifeste au niveau de

la structure de leur enveloppe bactérienne.

Cependant, trés peu de recherches se sont intéressées a 1’étude de 1’activité

antimicrobienne de Laurus nobilis (Atanda et al., 2007 ; Otsuka et al., 2008)

Par comparaison a des résultats similaires ont éte signalé par (Yakhlef, 2011) la plante
Laurus nobilis montre une certaine activité inhibitrice de la croissance microbienne, mais moins
intéressante. Il montre que I’extrait phénolique de Laurus nobilis inhibe les staphylocoques
(Gram™), ces souches sont plus au moins sensibles que les autres souches bactériennes testées

notamment, Escherichia Coli, Pseudomonas aérognosie, salmonella (Gram’). La résistance de
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ces dernicéres n’est pas surprenante, ces bactéries posseédent une résistance intrinséque aux
agents biocides qui est en relation avec la nature de leurs membranes externes composees de
lipopolysaccharides qui forment une barriere imperméable aux composés hydrophobes. En
présence d’agents perméabilisants de la membrane externe, des substances inactives contre ces
bactéries deviennent actives (Yakhlef, 2011). Beaucoup de travaux rapportent la variation de
la composition chimique explique donc les variations observées dans ’activité antibactérienne
des extraits d’une méme plante ou de plantes différentes. L’efficacité de 1’activité bactérienne
d’une plante peut ne pas étre due a un constituant actif principal (compostions phénolique),

mais a I’action combinée des différents composés du métabolite primaire et secondaire a

I’origine de cette plante.

Staphylococcus alimentaire | Methicillin-resistant Staphylococcus Bacillus subtilis

Pseudomonas aeruginosa Salmonella - Escherichia coli

Figure 19 : Effets des composés phenoliques de lippia citriodora sélectionnées surde
quelques espéces bactériennes testées.
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L’activité antimicrobienne des extraits poly phénolique des feuilles de Lippia citriodora
a été traduite par I’apparition d’une zone d’inhibition autour des puits remplis d’extraits bruts
étudiés. Le tableau suivant montre le résultat d’effets des microorganismes (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Methicillin-resistant

Staphylococcus aureus, Staphylococcus,

Salmonella, Bacillus subtilis).

Tableau IX : Résultats d’effet de 1’extrait poly phénolique du lippia citriodora.

Concentrations Staphylococcus Pseudo E

Sarm coli Bacillus Salmonelle
Concentrations - + - - - -
mg/ml <90 mg/mi
Concentrations - + - - - "
mg/ml >90 mg/mi
Concentrations + + - - + +
mg/ml >120 mg/ml

(-) Résulta négative, non sensible.

(+) Résulta positive, faible sensibilité (zone observée avec petit diametre).

L'activité antibactérienne des extraits éthanoliques et aqueux de feuilles de verveine
citronnée (Lippia citriodora) a été dosée contre six bactéries gram “et ~ par une méthode de

diffusion sur gélose et les résultats des zones d'inhibition sont présentés dans le tableau.

Les résultats montrent que les souches Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis et
Salmonella. Etait sensible selon la méthode de diffusion sur gélose. Tandis que les bactéries les
plus résistantes étaient Escherichia coli, Pseudomonas aérognosie. En comparant les résultats
avec ceux obtenus dans la littérature koohsari et al. (2013), nous avons constaté que l'activité
antibactérienne des extraits éthanoliques de feuilles de verveine citronnée (Lippia citriodora)
était mesurée contre Gram +/- par la méthode du puits d'agar Bactéries ont été dosés. Les
bactéries les plus sensibles dans la méthode de diffusion des pores sur gélose étaient
Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis, le diametre de la zone d'inhibition était de 24,18
mm, tandis que les bactéries les plus sensibles étaient Escherichia coli et Pseudomonas
aerogenes. Les concentrations base dans cette plante n'étaient pas inhibitrices par rapport aux
concentrations élevées.

11.2. Activité antifongique
L’activité antifongique est révélée par I’absence ou la présence de la croissance des

souches fongiques sur les boites constantes les extraits phénoliques les tableaux suivants montre




Partie expérimentale

les résultats apres le contact direct des extraits poly phénolique avec Aspergillus niger et

Aspergillus flavus.

Tableau X: les résultats obtenus aprées I’incubation de 55 Aspergillus Niger.

60(mg /ml)

90(mg/ml)

120 (mg/ml)

Témoin (-)

sijiqou snune

eapolni eiddi




Partie expérimentale

Tableau XI: les résultats obtenus apres 1’incubation de 5j Aspergillus Flavus

60(mg /ml)

90(mg/ml)

120(mg/ml)

Témoin

négatif

sI|Igou snane-

riIopoLIo eiddin

Comme la figure le montre, seulement le témoin qui a donné un effet positif sur les

souches contrairement aux extraits poly phénoliques testés traités. Pas seulement expliquer par

une faible diffusion mais aussi, les polyphénols extraits a partir de ces plantes n’ont aucune

activité

Des résultats similaires sur des différentes plantes ont éte signalé par Hamlaoui et coll.

(2009) ; Aouadhi et al (2013).

Ont révélé que I’extrait phénolique de M. pulegium, n’avait pas d’effet antifongique

contre les mémes souches fongiques testes, (Aspergillus niger, Aspergillus flavus).

Contrairement aux travaux de Aouadhi

(2013) les extraits phénoliques de




Partie expérimentale

Teucrium polium et M. vulgare, avaient une activité antifongique importante vis-a-vis A. Niger

et A. Flavus.

Une recherche supplémentaire sur la composition chimique de chaque extrait, est plus
que nécessaire pour comprendre 1’évaluation de composés présentant 1’activité antimicrobienne
été signalés par plusieurs auteurs Tawil (1980); Bajpai (2007). D’aprés tous ces études on
conclu que Iactivité antifongique des extraits, dépend non seulement des composés
phénoliques. Mais aussi de la présence de différents métabolites secondaires a effet
antifongique tels que les stéroides, les saponosides et les huiles essentielles qui ont par ailleurs

déja été signalés par plusieurs auteurs.




Conclusion

Conclusion

De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales posséde des
propriétés biologiques tres importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers
domaines a savoir 1’industrie, la médecine, la pharmacie et I’agriculture. Les préparations a

base de ces deux plantes connues par leur propriété aromatique et leur goQt

Les polyphénols totaux montrent des proportions del16.90%.de poudre de feuilles de
Lippia citriodora et de15.30% de poudre de feuilles de Laurus nobilis. Ces résultats confirment
la grande richesse des feuilles d’en substances phénoliques. Cette étude préliminaire reste
insuffisante et ne permet pas d’expliquer les différents résultats d’activité recherchée, parce que
I’activité antimicrobienne des extraits de plantes est due aux différents agents chimiques
présents dans 1’origine de ces plantes. La variation de la composition chimique explique donc
les variations observées dans 1’activité antimicrobienne des extraits d’une méme plante ou de
plantes différentes. Les extraits bruts de Lippia citriodora et de Laurus nobilis ont été testés par
la méthode de diffusion a partir d’un aromatogramme par puits, pour leur pouvoir inhibiteur,
contre un ensemble de germes pathogenes : six souches bactériennes et deux fongique, Les
extraits ont révéle des activités antimicrobiennes variables contre les différentes souches

microbiennes testées.

Afin d’approfondir les aspects entrevus dans ce travail, un certain nombre de

perspectives peuvent étre envisageées :

e Exploiter le pouvoir antimicrobien dans 1’industrie pharmaceutique pour enrichir

I’arsenal thérapeutique.

e Etudierd’autres activité biologiques (antioxydante, anti-inflammatoire,

anticancéreuse...ect).

Au final, les résultats obtenus ainsi que les perspectives proposées vont permettre

d’ouvrir de nouvelles voies dans le domaine thérapeutique.
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Annexe N°1

Acide gallique y = 2,3214 +0,0349
R? = 0,9987
03

0,25
0,2
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0,1

AbsorbanCE a 765

0,05

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
concentration de I'acide gallique en mg/ml

Figure 01 : Courbe d’étalonnage du standard acide gallique utilisé dans le dosage des
polyphénols totaux.

Annexe N°2

Quercétine y = 35,927x + 0,0015
R? = 0,9998
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Absorbance a 420

0,1

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025
Concentration de la quercétine en mg/ml

Figure 02 : Courbe d’étalonnage du standard Quercétine utilisé dans le dosage des
flavonoides
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Annexe N°3

Préparation des milieux cultures
v La gélose Miller Hinton

Meélanger 38 grammes de milieu déshydraté dans 1 litre d'eau distillée stérile, agitation
jusqu'a obtention d'une suspension homogéne.

Stériliser a l'autoclave a 121°C pendant 15 minutes. Répartir en tubes ou flacons stériles.

v" Gélose Sabouraud

Dissoudre 30 g de poudre dans un litre d'eau distillée. Mélanger soigneusement avec agitation
jusqu'a obtention d'une suspension homogéne, Répartir et stériliser 15 minutes a 121°C a
l'autoclave.
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Annexe N°4

Souche

bactérienne

Gram

Caractéristiques

Staphylococcus

aureus

Positive

e On le retrouve bien dans les milieux communautaires qu’hospitaliers, il est
au deuxieme rang des infections nosocomiales derriere Escherichia coli et

au deuxiéme des intoxications alimentaires apres les salmonelles.

e Il intéresse un trés grand nombre de sites infectieux et peut étre isolé au
laboratoire dans tous les types de prélevements. On le retrouve dans des

infections aussi bien locales qu’invasives dont 1’issue clinique.

Escherichia

coli

Négatif

e Elle provoque des infections urinaires, génitales, hépatobiliaires ou
digestives meningites chez les nourrissons, infection alimentaires,
manifestation intestinales telles que des diarrhées variables selon la souche
en cause : diarrhées des voyageurs ou turista greve destruction des globules
rouge et lésions rénales Due a la souche secrétant une puissante toxine

appelée toxine Véro vomissement.

Pseudomonas

aeruginosa

négatif

e Cette bactérie préfere les milieux humides et on la trouve quelquefois au
niveau de la peau, de I'appareil respiratoire supérieur, de l'oreille externe et
du tube digestif chez l'individu sain. Ce sont essentiellement les individus
qui ont recu des antibiotiques.

e Les infections sont le plus souvent des infections d'origine nosocomiale.
Ce terme concerne tout ce qui est relatif aux hépitaux. Plus généralement,

il est employ¢ pour une maladie contractée lors d’une hospitalisation.

Salmonelle

Aspect

négatif

e La plupart des Salmonella sont hébergées dans I'intestin des animaux
vertébreés et sont le plus souvent transmises a I'nomme par le biais
d'aliments contaminés. Les trois principales maladies causées par
Salmonella chez les humains sont la salmonellose non typhoide non
invasive, la salmonellose non typhoide invasive et la fiévre typhoide.

e Les salmonelles appartiennent au genre des entérobactéries Salmonella.

Elles provoquent deux types de maladies : des gastro-entérites par



https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/medecine-enterobacterie-15432/
https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/medecine-gastro-enterite-5130/

Annexe

intoxication alimentaire (salmonellose), et des fiévres_typhoides et

paratyphoides

Methicillin-
resistant

Staphylococcus

Positive

Un staphylocoque doré (S. aureus) est une bactérie qu'on peut trouver
habituellement sur la peau ou dans les narines des personnes. En général
inoffensif chez les gens en bonne santé, le staphylocoque doré peut parfois

causer des infections, de la peau ou une infection de plaie ou, plus

aureus
rarement, une pneumonie, une infection du sang ou une méningite
. . e Cette bactérie rencontrée dans le sol, I’eau, les poussieres, les plantes et
Bacillus Positive
- les matiéres fécales de I’homme et des animaux.
Subtilis

B. subtilis qui est I’espéce la plus fréquemment isolée de produits
pathologiques. Les infections a B. subtilis peuvent étre classees en trois
catégories : les infections digestives les infections locales et les infections

systémiques
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Résumé

Résumé

Notre é¢tude a pour objectif de déterminer 1’activité antibactérienne et antifongique des extraits
totaux, des deux plantes médicinales sur des souches bactériennes et fongiques pathogénes.
Dans un premier temps, une extraction par macération dans 1’éthanol a été réalisée. Le
rendement de Laurus nobilis 16.9 % est plus élevé que Lippia citriodora 15.3%. Le dosage des
polyphénols et des flavonoides montre que les deux espéces contiennent des teneurs élevés en
ces composés phénoliques. L’activité antimicrobienne a été déterminée sur six souches
bactériennes et deux souches fongiques, selon la méthode des puits. L’activité a révélé que le
pouvoir antibactérien de I’extrait de Lippia citriodora était trés important par rapport a 1I’extrait
de Laurus nobilis varie en fonction du microorganisme et de la concentration. L’extrait
phénolique inhibe la croissance des bactéries salmonella, Staphylococcus aureus. La
concentration élevée de ces extraits possédent une capacité antibactérienne contre les souches
testées. Les résultats de I’activité antifongique ont montré I’inefficacité de tous les extraits
contre Aspergillus niger et Aspergillus flavus.

Mots Cleés : Laurus nobilis, Lippia Citriodora, effets antibactérien, effets antifongiques, extrait
brut.

Abstract

The objective of our study is to determine the antibacterial and antifungal activity of the
total extracts of both medicinal plants on bacterial and fungal pathogenic strains. First, an
extraction by maceration in ethanol was carried out. The yield of Bay laurel 16.9% is higher
than Lemon verbena 15.3%. The determination of polyphenols and flavonoids shows that both
species contain high levels of these phenolic compounds. Antimicrobial activity was
determined on six bacterial and two fungal strains, using the well method. The activity
revealed that the antibacterial power of the extract of Lemon verbena was very important
compared to the extract of Bay laurel varies depending on the microorganism and
concentration. Phenolic extract inhibits the growth of salmonella bacteria, Staphylococcus
aureus. The high concentration of these extracts have an antibacterial ability against the
strains tested. The results of the antifungal activity showed the ineffectiveness of all extracts
against Aspergillus Niger and Aspergillus flavus.

Keywords: Bay laurel, Lemon verbena, antibacterial effects, antifungal effects, raw extract.
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