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Introduction

Les plantes médicinales et aromatiques furent utilisées par I’Homme depuis 1’antiquité.
De nos jours leur utilisation a pris un essor considérable dans les industries de parfum, produits

cosmetiques et pharmaceutiques (Bruneton, 1999).

Depuis des milliers d’années, ces plantes ont été utilisées, afin de traiter et de soigner
toutes sortes de maladies. Les plantes médicinales représentent un réservoir immense de
composés potentiels attribués aux métabolites secondaires qui ont 1’avantage d’avoir un tres

large éventail d’activités biologiques (Bruneton, 1999).

L’¢évaluation de ces activités biologiques demeure une tache trés intéressante qui peut
faire I’intérét de nombreuses études. Les antibiotiques ont été considérés comme I’arme absolue
dans la lutte perpétuelle contre les infections microbiennes. Mais le phénoméne de
I’antibiorésistance a travers les différents genres et especes et les effets secondaires des
médicaments de synthese, sous-estimé ont remis d’actualité la phytophiliéres (Mazari et al,
2010).

Les plantes sont une source inépuisable principale de substances actives ou au moins 35
000 especes sont utilisées dans le monde. L’ Algérie avec sa diversité de climats et de sols, sa
situation géographique et ses reliefs, présente une flore de 3 510 espéces dont 450 especes sont

répertoriées dans les hauts plateaux et le grand sud du pays (Quezel et Medail, 1995).

L’¢évaluation des activités biologique des plantes médicinales demeure une tache tres
intéressante qui a fait 1’objet de nombreuses études (Mazari et al, 2010). Dans ce sens, notre
recherche vise a étudier les activités antimicrobienne et activité antioxydante de deux huiles
essentielles appartenant au genre Citrus vis-a-vis de certaines souches bactériennes pathogenes
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et Proteus vulgaris).

En vue de rendre compte de la démarche scientifique adoptée, ce manuscrit comportera

deux parties.

Partie | : une partie bibliographique qui comprend le premier chapitre sur les plantes

médicinales et les huiles essentielles et leurs effets antimicrobiens.

Partie Il : une partie expérimentale comporte le deuxieme chapitre consacré a la
présentation du matériel utilisé et des méthodes suivies pour la réalisation de notre travail, aussi

le troisieme chapitre comprend les résultats obtenus.
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Ce travail se terminera par la présentation d’une conclusion générale qui récapitule notre étude

et met en valeur les principaux résultats obtenus avec quelques perspectives.
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Les plantes médicinales et leurs
substances antimicrobiennes
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I. Les plantes médicinales

I.1. Généralités sur les plantes médicinales

Une plante est dite médicinale lorsqu’elle est inscrite a la pharmacopée et qu’elle présente
des propriétés préventives ou curatives a 1’égard des maladies humaines ou animales
(Moreau, 2003). Ce sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle dont au moins une
partie possede des propriétés meédicamenteuses, leur action provient de leur composition
chimique (métabolites primaires ou secondaires) ou des synergies entre les différents

composeés présents (Sanago, 2006).

Une plante médicinale est généralisée si elle obéit a plusieurs critéres comme la présente
ou pas de phénomene de toxicité, son utilisation pour une indication donnée dans plusieurs

pays et la posologie précise (Colette, 2014).
1.2. Généralités sur les agrumes

Le mot « agrume » provient du latin « acrumen », qui désignait dans 1’ Antiquité des arbres
a fruit acide. Les agrumes appartiennent a la famille des Rutacées. On ne dénombre pas moins
de 900 variétés a ce jour, pouvant mesurer de 2 a 10 m. Leur tronc est assez court, leur
feuillage est dense, et persistant sauf pour le genre Ponciras ou il est caduque (Barboni, 2006
; Ramful et al ; 2011).

Les agrumes comprennent trois genres principaux : le genre Citrus, le genre Fortunella et
le genre Poncirus. Toutefois, la majorité des agrumes appartiennent au genre Citrus
(Benedicte et Michel, 2011).

Le genre Citrus regroupe les cultures fruitieres les plus populaires du monde. Leurs fruits
sont une source de composés phytochimiques bénéfiques pour la santé. En plus, ils permettent
un apport en vitamine C, acide folique, potassium et pectine (Figure 1). Il a été rapporté que
les extraits d’agrumes contiennent un large éventail de produits biologiques leur conférant des

propriétés antimicrobiennes et antioxydantes comme les flavonoides (Rafiq et al, 2018).
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Figure 1 : anatomie de fuit du Citrus (Shafiya Rafiq, 2016).

Le genre Citrus comprend plusieurs fruits, les plus importants a I'échelle mondiale étant
I'orange doux (C. sinensis: 67,8% de la production mondiale d'agrumes), la mandarine (C.
reticulata : 17,9%), citron (C. limon: 6,3%) et pamplemousse (C. paradisi: 5,0%). Parmi les
genres d'agrumes mineurs qui constituent la majeure partie des 3,0% restants, on retrouve

I'orange ameére (C. quarantium), le citron (C. medica) et le tilleul (C. aurantifolia).

L’huile essentielle d’agrume son été identifiée dans différentes parties de la plante comme
les fruits et les feuilles (particulierement présente dans les flavedo de fruits). Le limonene, b-
myrcene, a-pinene, p-cymene, b-pinene, terpinolene sont les principaux composés

aromatiques (Tableau 1) (Ammad et al. 2018).

Les huiles essentielles d’agrumes sont utilisées dans de nombreux produits, tels que
cosmétiques, préparations médicales, aliments, comme aromatisants ainsi que dans

I'aromathérapie. (Boughendjioua et boughendjioua, 2017 ; Dosoky et Setzer, 2018).
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Tableau 1 : composition chimique du fruit de Citrus (Sidana et al, 2013).

Citrus Citrus Citrus limon Citrus paradisi | Citrus Citrus
aurantifola aurantium reticulata sinensis
(citronniers) (pamplemousse)

(bigaradier) (Orange amer) (mandarines) | (oranges)
Moisture, g 84,6 87,6 85,0 88,5 87,8 88,4
Protéine, g 15 0,7 1,0 1,0 0,9 0,8
Matiere graisse, g | 1,0 0,2 0,9 0,1 0,3 0,3
Fibre, g 1,3 0,3 1,7 - - 0,5
Carbohydrates, g | 10,9 10,9 111 10,0 10,6 9,3
Minéraux, g 0,7 0,3 0,3 0,4 0,4 0,7
Calcium, mg 90 26 70 30 50 40
Phosphore, mg 20 20 10 30 20 30
Riboflavine, mg 0,3 0,3 2,3 0,2 0,2 0,17
Thiamine, mg 0,02 - 0,02, jus 0,12 40% -
Niacine, mg 0,1 - 0, 01, Jus 0,3 - 0
Vitamine C, mg 63 30 39, jus - 68 50
Caroténe, mg 15 1004 0 - 350* 0
Energie, k cl 59 48 57 45 - 43

1.3. Systématique des Citrus

Le genre Citrus appartient a la grande famille des Rutaceae. Il contient 130 genres répartis

dans sept sous-familles et compte de nombreux genre producteurs de fruits et d’huiles

essentielles (Sidana et al, 2013). La position systématique des Citrus est comme suite :

Régne - Plantae

Division - Magnoliophyta
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Classe - Magnoliopsida
Sous classe - Rosidae
Order - Sapindales
Famille - Rutaceae

Genres- Citrus

1.3.1. Citrus reticulata

1.3.1.1. Généralités

Citrus reticulata communément appelé « mandarine » est largement cultivé dans les
régions subtropicales. Elle est beaucoup plus résistante au froid que 1’orange douce et I’arbre
est plus tolérant a la sécheresse (Lim, 2012). C'est un petit arbre épineux au sommet dense de

fines branches, qui aurait été introduit au cours du huitieme siecle (Apraj et Pandita, 2014).

Les mandarines sont cultivées dans les pays mediterranéens, le Japon le Brésil,
I’Argentine, les Etats Unis et 1’Australie. Les cultivars de mandarine sont nombreux et
présentent une grande diversité des caractéres morphologiques et horticoles (forme, volume,
couleur du fruit, adhésion de 1’écorce) (Figure 2) (Mukhtar et al ;2005).

Figure 2 : Les fruits et les feuilles de la mandarine (Lim, 2012)
1.3.1.2. Activités biologiques

Citrus reticulata sont des fruits tropicaux ou subtropicaux tres répandus dans le monde. En
plus d’étre 1’un des fruits les plus consommés, il revét également une grande importance
économique. Sa valeur en tant qu’un fruit délicieux, ses valeurs nutritionnelles sont également

importantes. Les agrumes son tres riches en composés phénoliques et en flavonoides, ce qui

6
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leur attribue de nombreuses activités biologiques (Nakajima, et al, 2014 ; Tripoli, et al ;
2007 ; Benavente-Garcia, et al ; 2008).

Parmi les différentes especes de Citrus reticulata, plusieurs sont considérées comme
compléments alimentaires dotées de propriétés pharmacologiques et médicinales. Des études
antérieures ont rapporté diverses propriétés telles I'activité antimicrobienne, antioxydante,
anti-inflammatoire, anticancéreuse, antiprolifératif, hypoglycémique et insecticides (Hamdan
et al, 2016).

1.3.2. Citrus aurantium

1.3.2.1. Généralités

L’oranger amer appartient a la famille des Rutaceae, genre Citrus, il est aussi appelé
oranger de Séville ou bigaradier, il pousse sous un climat subtropical (Figure 3) (Deterre,
2012).

Le bigaradier est passé de la chine vers I’Inde, 1’Arabie est enfin I’Egypte. Il est arrivé en
Europe grace aux arabes qui ’introduisirent en Sicile au XI siécle. Il est cultivé en Ameérique

centrale et en Amérique de sud ainsi que dans le bassin méditerranéen (Farhat et al., 2010).

L’oranger amére est un grand arbre atteignant 5 a 8 m de haut, avec des feuilles de couleur
vertes et brillantes, les fleurs actinomorphes d’un blanc trés pur, d’odeur agréable possédent 5
a 8 pétales (Ghedira et Goetz, 2015). Le fruit fait environ 7cm de diametre avec une écorce

dure et une pulpe trés acide (Figure 4). Il est trés résistant au froid, a I’excés d’eau et a

quelques maladies (Deterre, 2012).
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Figure 4 : Coupe équatoriale d’une orange amére (Sousser, 1997)
1.3.2.2 Activités biologiques

Plusieurs activités biologiques de Citrus aurantium ont été rapportées dans des études
antécédentes. L’orange amere est utilis¢é comme sédatif léger et hypnotique pour ses vertus
apaisante, calmante et motrice. Il est également utilis¢é pour traiter l'insomnie. L’odeur
d'orange amere diminue les symptémes d'anxiété, améliore I'numeur et crée un sentiment de
bien-étre (Dosoky et Setzer, 2018).

L’huile essentielle est connue pour ses propriétés anti-infectieuses, analgésiques,
anesthésiantes, cicatrisantes, bactéricides et antiseptiques (Ghédira et Goetz, 2015). L’HE de
I’orange amere a montré une bonne activité de piégeage des radicaux libres, due en grande

partie a la teneur élevée en limonene, efficace pour réduire le stress oxydatif.

L'activité antibactérienne de 1’orange ameére a était rapportée contre plusieurs espéces
pathogenes telle que, Listeria innocua, Salmonella enterica, Escherichia coli, Pseudomonas

fluorescens, et Aeromonas hydrophila (Dosoky et Setzer, 2018).

En raison de ses effets antimicrobiens, 1’orange amere est utilisée pour traiter le rhume, la
grippe, les gencives, la bronchite chronique, ainsi qu’en tant que conservateur alimentaire.
L’huile diluée est utilisée pour traiter les boutons et I'acné. En outre, son huile essentielle a
une activité anti-fongique contre Penicillium digitatum et P. italicum. L’huile essentielle est
par ailleurs utilisee comme traitement topique des infections fongiques de la peau. L’HE
d’orange amere a montré un pouvoir insecticide et fumigant puissant (Dosoky et Setzer,
2018)
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I1. Les huiles essentielles

11.1. Définition

Le terme « huile essentielle » a été inventé au 16 eme siecle par le médecin Suisse
Parascelsus Von HOHENHEIM pour désigner le composé actif d’un reméde naturel (Burt,
2004). Le terme « huiles » vient de leur propriété de se solubiliser dans les graisses, alors que

le terme « essentielles » désigne I’odeur dégagée par la plante productrice (Bruneton, 1993).

Les huiles essentielles sont biosynthétisées par des plantes aromatiques comme métabolites
secondaires. Selon I’AFNOR, elle désigne un produit obtenu a partir d’une -matiére premiere
d’origine végétale, apres séparation de la phase aqueuse par des procédés physiques : soit par
entrainement a la vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe de

certaines plantes telles que le Citrus, soit par distillation seche (Santoyo et al; 2005).

Les huiles essentielles ne sont pas présentées chez tous les végétaux. Parmi les
1500 000 especes végétales, 10% seulement sont dites « aromatiques », ¢’est-a-dire qu’elles
synthétisent et sécrétent des infimes quantités d’essences aromatiques (Bruneton, 1999;
Degryse et al ; 2008). Certaines familles se caractérisent par le grand nombre d’espéces a
essences qu’elles regroupent, en particulier les Labiés, les Ombelliféres, les Myrtacées et les

Lauracées (Benayad, 2008).
11.2. Répartition et localisation

Les huiles essentielles sont biosynthétisées par des plantes odorantes dites aromatiques
comme métabolites secondaires. Ces plantes se caractérisent par la présence de structures
sécretrices bien spécialisées telles que les poils sécréteurs (Lamiaceae), les poches sécrétrices
(Myrtaceae) et les canaux sécréteurs (Apiaceae). Ces structures sont impliquées dans le
stockage des huiles et sont également dotées d’un caractére physiologique sécrétoire bien

défini, qui différent selon I’organe végétal en question (Burt, 2004).

Les huiles essentielles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et
s’accumulent en général dans des cellules glandulaires spécialisées, situées en surface de la
cellule (Figure5). Ensuite, elles sont stockées dans des cellules dites cellules a huiles
essentielles, dans des poils sécréteurs, dans des poches sécrétrices ou dans des canaux

sécreteurs (Bruneton, 1999 ; Hazzit, 2002; Boz et al ; 2009). Elles peuvent étre stockees
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dans tous les organes végétaux : les fleurs, les feuilles, les écorces, les racines, les rhizomes,
les fruits, le bois et les graines (Bruneton, 1993; Anton et Lobstein,2005).

Figure 5 : Coupe transversale de 1’épicarpe d’une orange (Myriam R., 2005).

Les huiles essentielles sont élaborées et stockées dans des poches shizolysigénes (Figure 6)
(Bruneton, 1993). Ces poches sécrétrices sont localisées dans tous les organes végétaux des
Citrus : I’écorce, les feuilles, les tiges, les fleurs, les fruits (le flavedo) et les graines. Les
cellules, entourant la poche, se divisent et s’organisent pour constituer des rangées
successives autour de la poche, avec un phénomene de lyse pour les cellules de la rangée la

plus interne (Figure 6) (Myriam., 2005).

stades de dﬁvdogumem
des cavites iysigéncs ‘

D
Maﬂa{d Pl B
Figure 6 : Poche sécrétrice dans le fruit du C|tronn|er Citrus Ilmon Famllle Rutacees Coupe

transversale x 25. Sous le microscope photonique (Myriam., 2005).
11.3. Méthodes d’extraction

L’extraction des huiles essentielles de la matiere végétale peut étre réalisée au moyen de
nombreux procédes, basés sur des techniques anciennes a savoir, la distillation, 1’expression,
I’enfleurage ou I’incision. Cependant, d’autres méthodes récentes sont apparues ces derniéres

années comme |’extraction sous irradiation micro-ondes ou par ultra-sons. Toutefois, la
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distillation reste la méthode la plus prisée du fait qu’elle est facile a mettre en ceuvre (Luque

de Castro, M. D, 1999).
11.3.1. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

Dans ce systeme d’extraction, le matériel végétal est soumis a I’action d’un courant de
vapeur sans maceration préalable. Les vapeurs saturées en composes volatil sont condensées
puis décantées (Luque de Castro, M. D, 1999).

11.3.2. Extraction par hydrodistillation

Dans le cas de I’hydrodistillation qui est la méthode la plus utilisée, la composition du
produit obtenu, le plus souvent, est différente de celle du mélange initialement présent dans
les organes sécréteurs de la plante. Cela est d a la labilité des constituants des HE. Au cours
de I’hydrodistillation, 1’eau, 1’acidité et la température peuvent induire 1’hydrolyse des esters-
par exemple mais aussi des réarrangements, des isomerisations, des racémisations, des
oxydations...etc. (Bruneton ; 1993).

Il est a mentionner que d’autres facteurs comme le climat, le sol, et les conditions de
croissance influence sur la qualité et la concentration des composés dans les huiles
essentielles, et par conséquence la concentration des composes dans les huiles essentielles, et
leur pouvoirs thérapeutique (Figure 7) (Mirmostafa et Rasooli,2002).

Réfrigérant (ou condenseur)

. Erlenmeyer

Décoction

Huile essentielle
+ Eau

Chauffe-ballon

Support élévatewr

Extraction Des deux phases

Figure 7 : Appareillage utilisé pour I’hydrodistillation (Lagunez, 2006)
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11.4. Caractéristiques physicochimiques

Les huiles essentielles sont des métabolites secondaires lipophiles constituées de molécules
aromatiques, hautement volatiles de tres faible masse moléculaire (inférieure a 300). L’odeur
typique des HE dépend des organes, des espéces et des origines des plantes (Degryse et al ;
2008 ; Turek et Stintzing, 2013). C’est des composés hydrophobes, solubles en grande partie
dans l'alcool, I'éther, les huiles fixes et la plupart des solvants organiques mais insolubles dans
I'eau. Ces huiles volatiles sont généralement liquides et incolores ou jaune pale a température
ambiante, bien que quelques-unes sont tres colorées, comme la camomille bleue et la
valériane européenne. C’est des substances ayant un indice de réfraction et une activité
optique trés élevée. De plus, elles ont une sensibilité a étre oxydé pour former des produits

résineux par polymérisation (Dhifi et al ; 2016 ; Moghaddam et al, 2017).

11.5. Composition chimique

La composition chimique des essences est complexe et peut varier selon I’organe, les
facteurs climatiques, la nature de sol, les pratiques culturales et le mode d’extraction. Les
huiles essentielles sont un mélange de constituants qui appartiennent a trois catégories de
composés terpéniques et aromatiques variés (Guignard, J.L, 2000).
11.5.1. Les terpénes

Les terpenes sont des hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de chaine ouverte.
Leur particularité structurale la plus importante est la présence d’unité isoprénique a 5 atomes
de carbone (Cs Hg ) dans leur squelette (Figure 8). Ils sont subdivisés selon le nombre
d’entités isoprénes en monoterpénes formés de deux isoprénes (Ci o Hi ), les
sesquiterpenes, formés de trois isoprénes (C; s H, 4 ), les diterpenes, formés de quatre
isoprénes (C, o Hs » ). Les tétraterpénes huit isoprénes qui conduisent aux caroténoides. Les
polyterpénes (Cs Hg ) » ou n le nombre d’entité isopréne peut-étre de 9 a 30 (Hernandez-
Ochoa, 2005).

12
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H;C CH
3\ /Ir/ 2

/ \
HEC/ H

Figure 8 : Structure de I’isopréne (Cs Hg ) (Bakkali F., Averbeck S., Averbeck D.,
Idaomar M, 2008).
11.5.2. Les composes aromatiques

Les derivés du phénylpropane sont moins abondants que les terpénoides. Cette classe
comprend des composés odorants comme la vanilline, 1’eugénol, 1’anéthol, 1’estragol et bien
d’autres (Figure 9). lls sont plus fréquents dans les H.Es des Apiaceae (anis, fenouil,
cannelle, basilic) (Piochon, 2008).

=
OCH;
HCO O
o—/

OCHS OCH;
Cis-anéthole
{anis,fenouil)

=0 CHO
_
H;CO OCH,
oOH

OH
Eugenal (girofle)

Apiole (persil) Estragole (basilic)

Trans-cinnamaldehyde
Vanilline (cannelie)
(wanillier)

Figure 9 : Exemple de structure de composés de phénylpropane. (Piochon, 2008).
11.5.3. Autres composés d’origine diverses
Il existe un nombre non négligeable de produits resultant de la transformation des
molécules non volatiles issues soit de la dégradation des terpenes non volatils qui proviennent
de I’auto-oxydation par exemple des caroténes ou des acides gras comme les acides linoléique

et a- linolénique en 3-cis hexanol, decanal, B-ionone (Piochon, 2008).
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L’huile peut contenir approximativement 300 molécules ; cependant, la plupart des huiles
comportent 20 a 60 molécules (Dung NT, Kim JM, Kang SC (2008). Les composés trouvés
dans les huiles appartiennent a des classes chimiques variées, Les composeés terpéniques sont
prédominants, mais les phénylpropanoides et les autres composés (composés nitriques et
sulfuriques) se retrouvent avec des fréquences plus faibles et en proportion similaire (Pbiri.
2005) (Tableau 2).

Tableau 2 : Composition chimique des huiles essentielles des Citrus en substances volatiles
(Chutia et al., 2009 ; Majnouni et al.,2012)

Composés C. reticulata C. aurantium
Limonene 46,7 57,57
Geraniol 3,5 0,57
Nenal 14,5 0,22
Myrcene 0,3 2,37
Sabinene 0,1 0,1
a-pinene 0,1 0,5
Linalool 0,7 8,01
Citronillal 1,3 0,89
Trans- a-bergamotene 0,1 1,3
a-Humulene 0,3 0,3
Thymol - 0,59

11.6. Activités biologiques

Les huiles essentielles représentent une alternative «verte» dans les domaines de la
nutrition, de la santé et de l'agriculture en raison de ses propriétés antimicrobiennes,

antivirales, nématicides, antifongiques, insecticides et antioxydants. En raison de leurs
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propriétés thérapeutiques, les huiles essentielles ont été largement utilisées dans la médecine

traditionnelle pour soigner certaines maladies chez I'nomme (Omonijo et al. 2018).
11.6.1. Activité antibactérienne

Les vertus antimicrobiennes des huiles essentielles sont bien connues et bien documentées.
L’activité antibactérienne des huiles essentielles a été trés étudiée. En effet, de nombreux
travaux de recherche ont mis en évidence leur puissante activité antiseptique agissant aussi
bien sur les bactéries (Safaei-Ghomi J, 2010 ; Belletti N et al, 2008).

On distingue deux sortes d’effets des huiles essentielles sur les bactéries :
e L’effet bactéricide (bactéricidie) exercant une activité létale.

e L’effet bactériostatique (bactériostase) entrainant une inhibition de la croissance
(Khalil E.A.Afifi F.U.and Al-Hussaini M . (2007)

Les HE contenant principalement des aldéhydes ou des phénols, tels que le
cinnamaldéhyde, le citral, le carvacrol, I’eugénol ou le thymol, sont caractérisés par une
puissante activité antibactérienne, suivis des HEs contenant des alcools terpeniques.
Cependant, les HEs contenant des cétones ou des esters, tels que le B-myrcéne, I'a-thujone ou
l'acétate de géranyl comme composés majoritaires, ont une activité beaucoup plus faible. Par
contre, dans le cas de la présence des hydrocarbures terpéniques, ces huiles sont généralement
inactives (Dhifi et al, 2016).

En regle genérale, les huiles essentielles caractérisées par une teneur élevée en composés
phénoliques, tels que le carvacrol, I'eugénol et le thymol, exercent une activité antibactérienne
importante (Dhifi et al, 2016). Le thymol et I’eugénol sont utilisés dans les produits
cosmétiques et alimentaires. Ces composés ont un effet antimicrobien contre un large spectre
de bactéries comme : E.coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes
et Helicobacter pylori (Pauli, 2001).

Les propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles et de leurs constituants ont été
prouvées et le mécanisme d’action a été étudié en détail. Une des caractéristiques importantes
des huiles essentielles est leur caractére hydrophobe, ce qui leur permet de se répartir dans les
lipides de la membrane cellulaire des bactéries, de perturber sa structure et de la rendre plus

perméable. Ces changements peuvent provoquer une fuite d'ions et d'autres molécules
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cellulaires. Cette perte importante du contenu cellulaire ou un débit critique de molécules et

d'ions entraine la mort cellulaire (Dhifi et al, 2016).

Fondamentalement, les bactéries G- sont plus résistantes aux huiles essentielles que les
bactéries G +. En effet, la plupart des parois cellulaires des bactéries G + (environ 90% a
95%) sont riche en peptidoglycane. Cette caractéristique peut permettre aux composés
hydrophobes de pénétrer facilement dans les cellules et d'agir ensuite au niveau de la paroi
cellulaire et le cytoplasme. Aprés leur entrée dans la cellule, ces composés peuvent non
seulement affecter plusieurs enzymes impliquées dans la production d'énergie a des
concentrations plus faibles, mais également dénaturer des protéines a des concentrations plus

élevées (Omonijo et al. 2018).

Par contre Les bactéries G- posseédent une couche fine de peptidoglycane de 2 a 3 mm
représentant environ 20% du poids sec de la cellule bactérienne et une membrane externe.
Cette derniére est composée d'une double couche de phospholipides fermement lié a la
membrane interne. La membrane externe épaisse des bactéries G- réduit la perméabilité et
fournit une couche supplémentaire pour protéger les cellules des huiles essentielles (Figure
10) (Omonijo et al. 2018).

Altération de la
paroi bactérienne

essssssss = ?

Altération de : Altération des
la membrane — 3% protéines
plasmigue membranaires

Coagulation du
cytoplasme

Déplétion de la
farce proton

motrice Fuite des composants du

cytoplasme (métabolites
et ions)

Figure 10 :Mécanismes d’action des huiles essentielles et de leurs constituants sur la cellule

bactérienne (1)
11.6.2. Activité antifongique

Le pouvoir antifongique des huiles essentielles des plantes médicinales a été mis en

évidence par de nombreux chercheurs contre les champignons pathogénes et opportunistes

16



Rappels bibliographiques

comme les Aspergillus, Microsporum, Mucor, Penicillium, Eurotium, Debaryomyces, Pichia,

Zygosaccharomyces, et Candida (De Bellerbeck, 2002).

Les infections fongiques sont des maladies causées par des organismes eucaryotes. Les
traitements chimiques utilisés de nos jours sont efficaces, mais des souches résistantes et des

espéces peuvent se développer suite a ces traitements (Nazzaro et al, 2017).

La paroi cellulaire des champignons peut étre considérée comme la cible principale des
agents antifongiques en raison de sa nature chitineuse. L’ activité antifongique des HEs est en
grande partie due a la présence des terpénes / terpénoides, qui en raison de leur nature
hautement lipophile et de leur faible poids moléculaire, sont capables de perturber la
membrane cellulaire, et provoquer la mort des cellules ou inhiber la sporulation et la

germination des moisissures (Nazzaro et al, 2017).

Les propriétés antifongiques des HEs sont liées a la structure chimique des principaux
composants. La présence du groupe hydroxyle et sa position dans la molécule, la présence du
noyau aromatique, la solubilité dans les graisses et l'orientation spatiale affectent cette
activité. De plus, les composés contenant un groupement alkyle dans le noyau benzene des
phénols ou du guaiacol, des groupes acétate (par exemple, 1’acétate de géranyl a une activité
antimicrobienne plus forte que le géraniol et 1’acétate de bornyl que le bornéol) renforcent

I’activité antifongique de ces composants (Koci¢-Tanackov et Dimi¢, 2013).

Selon les travaux de Prudent et al. (1995) ; Sharma-Tripathi, (2006) et Viuda Martos
et al. (2008), les H.Es de Citrus: d’orange douce, de citron, de mandarine et, pamplemousse
ont une activité antifongique intéressante contre Aspergillus niger, A. flavus, Penicillium
chrysogenum et P. verrucosum. Il a été établi d’apreés Cox et al. (2000) que géneralement les

champignons sont plus sensibles que les bactéries.

Les huiles essentielles ont la capacité de pénétrer et de perturber la paroi cellulaire
fongique et la membrane cytoplasmique, de les perméabiliser et d'endommager les
membranes mitochondriales. Les modifications du flux d'électrons a travers le systéeme de
transport d'électrons a I'intérieur de la mitochondrie endommagent les lipides, les protéines et

le contenu en acides nucléiques des cellules fongiques (Akthar et al., 2014).

Il est généralement admis que les composants des HEs agissent sur la fonctionnalité et la
structure de la membrane cellulaire. De faibles concentrations entrainent des modifications de

la structure cellulaire, une inhibition de la respiration et une modification de la perméabilité
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de la membrane cellulaire, alors que des concentrations élevées entrainent des lésions graves
de la membrane, une perte de I'noméostasie et la mort cellulaire (Koci¢-Tanackov et Dimi¢,
2013).

11.6.3. Activité anti-oxydante

Les radicaux libres sont issus du meétabolisme cellulaire normal ou pathologique.
L'oxydation est essentielle pour les organismes vivants pour la production d'énergie servant a
alimenter les processus biologiques. Cependant, la production non contrblée de radicaux
libres conduit au déclenchement de nombreuses maladies comme le cancer, la polyarthrite
rhumatoide, la cirrhose et I'artériosclérose, ainsi que dans les processus dégénératifs associés

au vieillissement (Saleh et al, 2010).

Afin de prévenir et de retarder les altérations causees par I'oxydation des lipides dans les
aliments, divers antioxydants synthétiques sont utilisés. Cependant, compte tenu des
préoccupations croissantes concernant le danger des antioxydants synthétiques, des molécules
anti-oxydantes alternatives et naturelles ont été étudiées ces derniéeres années (Pincemail et
al, 1999).

Les antioxydants sont des substances qui protegent les cellules contre les effets néfastes
des radicaux libres en offrant leurs propres électrons. Il a été rapporté que plusieurs huiles
essentielles ont des fonctions antioxydantes capables d’éliminer les radicaux et I’inhibition du

cycle d’oxydation des lipides (Khayyat et Roselin, 2018).

Les radicaux libres sont convertis en formes non réactives par les défenses enzymatiques et
non enzymatiques dans les cellules et par les molécules anti-oxydantes fournies par le régime
alimentaire. Parmi celles-ci, les huiles essentielles de plantes ont été largement étudiées. Ces
derniéres ont la capacité de piéger les radicaux libres, inhiber la peroxydation lipidique et
stimuler l'activité des enzymes antioxydantes (Guo Xu, 2015).

11.6.4. Activité antivirale

Les virus sont généralement fortement sensibles aux molécules aromatiques des H.Es telles
que les monoterpénols et les monoterpénals. De nombreuses pathologies virales séveres
traitées avec des H.Es ont montrées des améliorations importantes. L’effet antiviral de I’'H.E
de Menthapiperita a été étudié « in vitro » contre les virus de Herpes Simplex (HSV-1 et
HSV-2), une inhibition de 50% a été obtenue avec des concentrations entre 0,002% et 0,008%
(Schuhmacher & Reichling, 2003).
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L'activité antivirale des huiles essentielles a été prouvée sur de nombreux virus a ARN et
a ADN enveloppés, tels que les virus de I'nerpés simplex de type 1 et 2 (virus a ADN), le
virus de la dengue de type 2 (virus & ARN) et le virus de la grippe (virus & ARN). Les huiles
essentielles de Melissa officinalis pourraient également inhiber la réplication du HSV-2, en

raison de la présence de citral et de citronellal (Akthar et al ; 2014).

11.7. Facteurs influencant ’activité des huiles essentielles

L’efficacité antimicrobienne des huiles essentielles dépend de deux principaux parameétres
: I’huile essenticlle et sa composition chimique d’une part, et le microorganisme (type,
structure...) d’autre part (Kalemba et Kunicka, 2003).

Dans les plantes médicinales, la dynamique de croissance et de développement et les
changements de phase phénologique peuvent provoquer des altérations biochimiques et
physiologiques susceptibles de modifier la production de substances biologiquement actives.
En modifiant les aspects qualitatifs et quantitatifs de ces substances, ces modifications vont

directement influencer le contenu et la qualité des huiles essentielles (Manhées et al. 2012).

Plusieurs facteurs peuvent influencer le rendement et la composition chimique des HEs,
tels que les parties de la plante et leurs stades de développement. Les dommages mécaniques,
chimiques ou biotiques peuvent également influer sur les émissions volatiles dans la plante.
L'herbivorie est une lésion biotique qui peut affecter la composition chimique, mais peut avoir

un effet sur le rendement en huile essentielle (Silva et al. 2016).

De plus, des facteurs environnementaux tels que la photopériode, la température,
I'humidité, les précipitations, les conditions du sol et l'intensité du rayonnement solaire ont
des effets importants sur la biosynthése des huiles essentielles. Ces facteurs peuvent étre la
cause de la variation de la saisonnalité (Silva et al. 2016).

11.8. Toxicité

Les huiles essentielles sont un mélange complexe de molécules dont la structure et les
propriétés chimiques permettent de dégager des caractéristiques communes, leur assurant une
bonne diffusion dans 1’organisme. Malgré le peu d’étude sur la toxicocinétique des huiles
essentielles, il faut retenir leurs pouvoirs toxiques sous tous les angles, notamment leurs
toxicité aigué, irritation, absorption percutanée, cancérogénicité, reprotoxicité et tératogénicité
hépatotoxicité, neurotoxicité et phototoxicité récemment élucidée pour quelques huiles
essentielles (Bruneton, 1999 ; Vigan, 2010).
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La toxicité des huiles essentielles dépend de leur composition, elle-méme variable en
fonction de I’espéce végétale, qui peut varier selon la nature du sol ou elle se développe
(chimotype). D’autres facteurs sont également responsables du degré de toxicité des HEs tels
que, la voie d'administration (orale, cutanée ou aérienne) et I’état physiologique de la
personne exposee (la pénétration et la toxicité sont maximisées lorsque la peau est
endommagée) (Vigan, 2010).

Les huiles essentielles des écorces de Citrus, principalement d’orange, citron,
pamplemousse, de bergamote et de citron vert sont irritants (brilures, prurit et autres réactions
cutanées fortes) sur la peau aprés un contact d’une heure. Un eczéma peut apparaitre due la
présence des terpénes, limonénes, alpha- et béta-pinénes, géraniol et citral. (Géraut et al.,
2010, Gonzéalez-Molina et al., 2010).

I11. Les bactéries pathogénes
I11.1. Escherichia coli

C’est une bactérie qui fait partie de la famille des Enterobacteriaceae, germe que
I’on trouve le plus communément dans les intestins de ’homme et des animaux a sang chaud.
Le plus souvent les souches d’E. Coli qui colonise I’appareil gastro-intestinal sont des
commensaux inoffensifs. Toutefois a I’intérieur de I’espéce on trouve au moins quatre types de

souches pathogenes :

E. coli entéropathogene (EPEC) ; E. coli entérotoxinogene (ETEC) ; E. coli entéroinvasif
(EIEC), E. coli de type de dysenterie a bacille de Shiga la dose infective est faible (100
bactéries vivantes) ; E. coli entérohémorragique (EHEC) ; E. coli producteur de vérocytoxine
(VTEC) ou E. coli 0157 H : 7 (Joly & Reynaud, 2002).

I11.1.1. Caracteres culturaux et biochimiques

Ces des bacilles mobiles le plus souvent, a Gram -,aéro-anaérobies facultatifs, caractériser
par culture facile sur milieux ordinaires, lactosés et Sur milieux solides aprés 18-24h les
colonies sont arrondies, lisses, a bords réguliers, de 2 a 3 mm de diameétre(Figure 11), elle

pousse sur milieux sélectifs pour entérobactéries type Mac Conkey, Drygalski (Danielle, 2015).
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Figure 11 : Observation au microscope ¢lectronique d’E. coli (Agneés, 2013).

Elles fermentent le glucose et sont catalase positive, oxydase négative, Reduisent les nitrates
en nitrites, elle est capable de fermenter le lactose et de produire de I'indole, Elle ne fermente

pas I’acétoine et ne posséde pas d’urease (Pantel, 2015).
111.1.2 Pouvoir pathogene

E. coli est le principal microorganisme isolé dans les urines. Le pouvoir pathogéne d’E. coli
est lié aux : facteurs de virulence potentiels, et aux facteurs d’adhésion. Elle est responsable de

80 % des infections urinaires primitives (Danielle, 2015).

Les souches pathogenes d’E. Coli sont responsables de maladies intestinales qui varient en

gravité, des formes bénignes jusqu’a des formes graves méme étre mortelle (le syndrome est

mortel dans20 a 30% des cas) (Williamson, 2003).

E. Coli sont naturellement sensibles aux antibiotiques actifs sur les bacilles a Gram-comme
les aminosides et les fluoroquinolones. D’autre part les E. coli ont développé une résistance
acquise a la pénicilline ; céphalosporine ; et au carbapénéme les nouvelles recommandations
dans les infections urinaires simples montrent 1’intérét du pivmécillinam par la réévaluation du
taux de sensibilité de E. Coli (<20%) (Danielle, 2015).

I11.2. Staphylococcus aureus

Les staphylocoques font partie de la famille des Micrococcaceae. Ce sont des germes
ubiquistes que 1’on trouve dans 1’eau, ’air, la poussicre, le lait, les sols, les eaux usées etc. Le
principal réservoir et habitat est constitué par le nez, la gorge et la peau des animaux/ humain.
(Vincenot et al., 2008).

21



Rappels bibliographiques

I11.2.1. Caracteres morphologiques et biochimiques

En 1881, Alexander Ogston a décrit la premiére souche de I’espéce S. aureus appelée
couramment staphylocoque doré en raison de la couleur des colonies bactériennes observées
en milieu gélosé (Oubekka, 2012).

S. aureus est une bactérie Gram positif de 1pm de diamétre, donnant des colonies jaune
doré caractéristiques due a la production de pigments caroténoides. A 1’examen microscopigue,
elle apparait sous forme de petites coccies en paires, petites chainettes ou en amas donnant

I’aspect de grappes (Figure 12) (Bhunia, 2008).

Aprés 24h d’incubation, S. aureus se développe sur géloses trypticase-sojasupplémentées
ou non en sang. Les colonies observées sont alors lisses, opaques, convexes et rondes (Robert,
2013).
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Figure 12 : Observation au microscope électronique de S. aureus (Agneés, 2013).

S. aureus se distingue des autres staphylocoques dits a coagulase négative (bien
que certains de ces staphylocoques puissent également produire une coagulase).D’autres
propriétés caractérisent S. aureus, comme la production d’un pigment jaune, la production
d’une endonucléase thermostable et la fermentation du mannitol (cependant des souches de

SARM mannitol-négatives ont été décrites (Durand, 2009).
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111.2.2. Pouvoir pathogéne

S. aureus exprime de nombreux facteurs de virulence : protéines de surface qui initialisent
la colonisation des tissus de I'ndte, facteurs inhibant la phagocytose, toxines qui lysent les
cellules et provoquent les syndromes pathologiques, 60% de porteurs en bonne santé sont des
porteurs avec une moyenne de 25-30% de la population positive a 1’égard des souches
productrices d’entérotoxines (Devriese et al ; 2005). Lorsqu’il se multiplie dans les aliments,
S. aureus produit un certain nombre d’entérotoxines. Ces toxines sont trés résistantes aux
enzymes protéolytiques et a la chaleur (la chaleur appliquée a domicile ne suffit pas a détruire
la toxine) (Vincenot et al ; 2008).

I11.3. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa appartient a la famille des Pseudomonadaceae. Il s’agit de
bactéries d’altération ou pathogénes (parfois méme redoutable est mortelle). P. Aeruginosa est
I’espéce qui revét d’importance dans la pollution microbienne du milieu marin. Sa présence
dans I’eau est associée aux activités humaines. On le trouve dans environ 10% des matieres

fécales normales et freguemment dans les eaux usées (Mann et al, 2000).
111.3.1. Caracteres morphologiques et biochimiques

Certaines souches peuvent présenter des caractéres différents : leurs colonies sont non
pigmentées ou étre colorées en brun ou en rouge (d0 a la production de pyomélanine ou
pyorubrine). Certaines souches se caractérisent par leur aspect mucoide (souches isolées dans
certaines pathologies chroniques : mucoviscidose, dilatation des bronches). D’autres souches
peuvent apparaitre sous forme de colonies naines et sont plus difficiles a cultiver (Figure 13)
(Amazian et al ; 2010).

Figure 13 : Aspect de P.aeruginosa en microscopie électronique (G X 20000) (2)
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Pseudomonas aeruginosa n'est pas capable de fermenter les sucres mais peut les attaquer
(le Glucose en particulier) par voie oxydative, entrainant une acidification du milieu. Comme
la plupart des Pseudomonas, elle posséde une oxydase. D'autres caracteres sont utiles pour le
diagnostic d'espece : indole - ; urée - ; H2S- ; ONPG- ; TDA- ; LDC- ; ODC- ; ADH+
(Liazid, 2012).

111.3.2. Pouvoir pathogéne

Pseudomonas aeruginosa est un pathogéne opportuniste responsable d’infections
nosocomiales graves. Elle joue ainsi un réle majeur dans les infections broncho-pulmonaires
et a un degré moindre dans les infections urinaires ; les infections du site opératoire et les
bactériémies. La gravité et la surmortalité observées au cours des infections liées au bacille
pyocyanique sont dues a des propriétés intrinséques ; a ¢a capacités d’adaptation vis-a-vis de
son environnement, ca résistance naturelle a des nombreux antibiotiques et antiseptiques et

enfin & sa capacité d’acquérir de nombreux mécanismes de résistance (Khalifa et al, 2011).
I11.4. Proteus vulgaris

Le genre proteus est classiquement placé dans la tribu des Proteae .actuellement, ce
genre rassemble cing especes. C’est la bactérie la plus souvent isolée des urines et elle est a
I’origine d’infections grave et parfois mortelles L'infection & Proteus est souvent associée a la

présence de calculs dans les reins (Vorkaufer, 2011).

I11.4.1. Caracteres culturaux et biochimiques

Les Proteus sp. Sont des bacilles a Gram négatif, tres généralement mobiles, polymorphes,
mesurant de 0,4 a 0,8 um de diametre sur 10 um a 80 um. En milieu gélosé. P. mirabilis et P.
vulgaris peuvent envahir la surface de milieu en formant des ondes concentriques. Cet
essaimage ou swarming, est dd a la grande mobilité de la bactérie (Figure 14) (Avril et al ;
2000).

24



Rappels bibliographiques

Figure 14 : Observation au microscope électronique de P. vulgaris (Agnes, 2013).

P. vulgaris cultive facilement sur milieux simples a 37°C. La plupart des souches (85 a
100%) essaiment sur gélose nutritive et gélose au sang et envahissent la gélose en formant des
vagues concentriques (swarming); cette propriété, liee a la mobilité importante, ne se produit
pas sur les milieux dépourvus de NaCl et sur les milieux sélectifs dépourvus de sels biliaires
(Catherine Delmas, 2014). C’est une bactérie aéro-anaérobie facultative, fermentant le

glucose avec production de gaz (Maryse et al, 2004).

C'est une Entérobactérie : oxydase -, catalase +, glucose +, nitratase +. Genre Proteus:
lactose -, ONPG -, LDC-, TDA +, uréase +, H2S + (excepté Proteus myxofaciens, jamais
retrouve dans un prélevement d'origine humaine), gélatinase + (environ la moitié des souches
de P. vulgaris et P. penneri sont +). Espece Proteusvulgaris: indol +, esculine +, fermentation

maltose et salicine, citrate variable (Catherine Delmas, 2014).
111.4.2. Pouvoir pathogéne

Les Proteus en général constituent des bactéries uropathogénes majeures : infections non
compliquées du tractus urinaire, infections chez des patients prédisposés (altérations
structurales du tractus urinaire, diabete, acte chirurgical). Les Proteus sont également
retrouvés fréeqguemment dans les septicémies, surtout chez les personnes agées. Les Proteus
(surtout P. mirabilis) peuvent infecter la peau et les tissus (plaies, abces divers). Ce genre est
souvent impliqué dans des infections nosocomiales, deux tiers des infections a Proteus sont
d'origine hospitaliére, les infections urinaires sont les plus fréquentes (Catherine Delmas,
2014).
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Matériel et méthodes

. Matériel

I.1. Appareillage et produits chimiques
Une liste des appareils et des produits chimiques utilisés est mentionnée dans 1’annexe.
1.2. Huiles essentielles

Deux huiles essentielles appartenant au genre Citrus (Citrus reticulata et Citrus aurantium)
ont été étudiées. Ces extraits ont été achetés au niveau d’un producteur local dans la wilaya de
Blida. Le mode d’extraction utilisé était ’hydrodistilation des feuilles. Les huiles essentielles

ont été conservees dans leurs flacons d’origine (ambrés) & 4°C pour éviter leur dégradation.
1.3. Matériel microbiologique

Afin d’évaluer [D’activit¢ antimicrobienne des huiles essentielles, quatre souches
bactériennes dont trois bactéries Gram négatives et une bactérie Gram positives ont été
utilisées. Les souches testées sont impliquées dans les maladies opportunistes ou
nosocomiales ainsi que dans toute autre maladie infectieuse (Tableau 3).

Les différentes souches purifiées et identifiées ont été fournies par le laboratoire d’analyses
médicales du Docteur Sayah, (Bouira). Parmis ces bactéries une (Proteus vulgaris) a été
isolée a partir d’échantillons de pus et d’urine prélevés sur un patient présentant une infection
urinaire. Les autres sont des souches de références (E.coli ATCC25922, Staphylococcus
aureus ATCC25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853).
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Tableau 3 : Généralités sur les souches bactériennes utilisees (Dellaras, 2007 ; Joli et
Reynaud, 2002 ; Hart et Shears, 1997).

Souches bactériennes

Caractéres
bactériologiques

Habitats

Pouvoir pathogene

digestif, elles se
multiplient
rapidement dans les
matiéres en voie de
putréfaction et les

aliments.

Staphylococcus Gram + - Les fosses nasales -Infection hospitaliére.
aureus -La gorge - Responsable des abces,
- Le tube digestif des plaies, des septicémies,
de pneumonie
Escherichia coli Gram - -Le tube digestif -Infections urinaires
-Septicémie méningite du
g nourrisson, de plaies
opératoires et gastro
entérites.
Pseudomonas Gram - -Eau et sols humides | -Infection nosocomiales
aeruginosa -Surface des végétaux | fragilisées ou
immunodéprimé
-Infection urinaire,
pulmonaire, oculaire
Proteus vulgaris Gram - -Commensale de tube | -Sont souvent en cause dans

les infections urinaires,
infection de plaie,
surinfections divers,

tumeurs, voie respiratoire.

1.4. Les antibiotiques

Les antibiotiques se définissent comme des molécules capables d'inhiber la croissance ou

méme de tuer des bactéries. L étendue de I’activité antibactérienne d’un antibiotique définit

son spectre d’action. En effet, ces derniers possedent une haute activité contre les bactéries

Gram positives, mais demeurent peu actifs contre les bactéries Gram négatives et les levures.
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La sensibilitt des souches aux antibiotiques a eté réalisée par la méthode de
I’antibiogramme. La classification des souches bactériennes en catégories « sensibles, (S) », «
Intermédiaire, (1) » ou « Résistant, (R) » aux antibiotiques est définie par le comité de
[’Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (Claudia Turek and Florian C.
Stintzing. 2013).

Dans notre travail, trois antibiotiques (gentamycine, ampicilline, amoxicilline) ont été

utilisés comme témoins (Guerin-Faublee V. & Carret G. (1999).
1.5. Milieux de culture

Pour évaluer I’activité antibactérienne des huiles essentielles et des antibiotiques, le milieu
Mueller Hinton a été utilisé. En effet il s’agit d’un milieu non sélectif qui comporte des ions
favorisant une bonne diffusion des antibiotiques. La composition de ce milieu est mentionnée

dans ’annexe.

1. Méthodes

I1.1. Identification des isolats
L'identification des souches bactériennes a été effectuée en se basant sur I'observation
macroscopique (couleur, aspect, texture...) et microscopique apres réalisation de la coloration

de Gram.

11.2. Evaluation de ’activité antibactérienne

11.2.1. Préparation des suspensions

Les bactéries a tester ont été ensemencées sur des boites de Pétri contenant le milieu Muller
Hinton. Les souches ont été par la suite incubées a 37°C pendant 24 heures, afin d’obtenir des
colonies jeunes et bien isolées. Apres incubation, 1 a 2 colonies bactériennes bien isolées et
parfaitement identiques ont été prélevées a 1’aide d’une anse de platine. L’ensemble a €té
homogeénéisé a 1’aide d’un vortex dans un tube contenant 5ml d’eau physiologique stérile.
La concentration des différentes suspensions a été ajustée a 102 cellule/ml correspondant a 0,5
Mc Farland par un spectrophotométre a une longueur d’onde de 625nm. Les suspensions
ainsi réalisées ont été diluées dans de 1’eau physiologique stérile pour obtenir les suspensions

finales correspondant a 10° UFC/ml en fonction du type de germes :

- Pour Pseudomonas, 10 pL de /’inoculum est dilué dans 10 ml d’eau physiologique.
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- Pour les Enterobactéries, 100 pL de [’inoculum est dilué dans 10 ml d’eau

physiologique.

- Pour Staphylocoques, 1000 pL de /’inoculum est dilué dans 10 ml d’eau physiologique
(Daouda Toure, 2015).

11.2.2 Etude de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques

L’¢tude de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques a été réalisée par méthode de
disque ou antibiogramme standard. Son principe consiste a déposer des disques de papiers
buvard imprégnés des antibiotiques a tester a la surface du milieu Muller Hinton

préalablement ensemencé avec les suspensions bactériennes (Tableau 4).

e Ensemencement

Dans les boites de Pétri, 100ul de chaque suspension bactérienne préalablement préparée
sont distribués distinctement sur des boites gelosées de Mueller-Hinton puis homogénéisés
dans tous les sens de sorte a couvrir toute la surface de la boite gélosée. Les boites de gélose

ainsi ensemencées sont laissées pendant 15 minutes a la température du laboratoire.
e Dépodt des disques

A T’aide d’une pince flambée au Bec Bunsen, les disques d’antibiotiques sont déposés a la
surface de la boite gélosée de Mueller-Hinton précédemment ensemencées. La boite gélosée
ainsi préparée est maintenue a 4°C pendant 30 min afin de permettre la pré-diffusion des

extraits. Ensuite, elle a été incubée a 37°C pendant 24 heures pour la lecture (Figure 15).

Tableau 4 : Sensibilité des souches microbiennes en fonction des zones d’inhibition (Ponce
et al ; 2003).

Sensibilité Zone d’inhibition
Non sensible ou résistante (-) diameétre < 8mm
Sensible (+) diametre compris entre 9 a 14 mm
Tres sensible (++) diametre compris entre 15 a 19 mm
Extrémement sensible (+++) diamétre > 20 mm
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11.2.3. Etude de ’activité antimicrobienne des huiles essentielles
e Méthode de diffusion en puits

La détermination du pouvoir antimicrobien des huiles essentielles fait appel a plusieurs
techniques expérimentales. Cependant, des difficultés pratiques liées a l'insolubilité des
constituants des huiles essentielles dans I'eau, de leur volatilité, de la nécessité de les tester a
de faibles concentrations et des problémes de standardisation des méthodes, peuvent avoir une

influence sur les résultats.

Dans notre travail le « screening » des huiles ayant un effet antimicrobien potentiel a été
réalisé in vitro par la méthode de diffusion en milieu solide. Cette méthode a été proposée par
COOPER & WOODMAN en 1946 et, reprise par SHROEDER et MESSING en 1949. Elle
assure une diffusion radiale de I’'H.E a partir d’un puits en donnant une zone d’inhibition

claire facilement mesurable.

La méthode consiste a découper un trou circulaire dans la gélose et y verser une solution de
I’H.E de concentration connue. L’H.E diffuse radialement en donnant une zone d’inhibition
circulaire a la surface de la gélose préalablement ensemencée avec la suspension bactérienne
(Figure 15) (Eymard, 2003).

11.2.4 Détermination des CMI

Une seconde étape consiste a évaluer le degré d’activité antimicrobienne des huiles
essentielles sélectionnées, et ce en déterminant la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI).
La CMI est définie comme étant la concentration la plus faible d'un agent antimicrobien qui

inhibe la croissance visible d'un micro-organisme aprés incubation (Hammer et al, 1999).

Nous avons utilisé la méthode par dilution en milieu solide de Mueller Hinton (MH). Les
extraits a tester ont été dilués dans le milieu de culture afin d’obtenir différentes

concentrations allant de 0,25 a 20ul/ml.

Ces gammes de concentrations ont a été préparée dans des tubes a essais par dilution. Les
tubes ont été par la suite coulés dans des boites de Pétri de 9cm de diameétre. Apreés
solidification du milieu, un volume de 2uL de I’inoculum bactérien est appliqué a la surface
de la gélose MH contenant les H.E. Un tube sans huiles essentielles a été utilisé comme

témoin (Figure 16).
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Activité antibactérienne

Identification bactérienne : | Préparation de
+ Observation macroscopigue ?IR/L’
+ Observation microscopique
* Coloration de gram e i
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Les inocula préparés sont
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[ Préparation des dilutions ]
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10ul de 100ul de 1000ul de
I'inoculum+10ml Finoculum+10ml d'eau  Vinoculum+10 mi

d'eau physiologique  physiologique pour les  d'eau physiologique
pour . geroginosa  Entérobactéries staphylocoque

<

Ensemencement en strie trés série a=l
dans plusieurs boites de pétries pour
différentes souches testé

/ N\

Méthode de diffusion en puits. Antibiogramme : dépot des ATB et
Incubation & 37°C /24H

Incubation a37°C /24 Lecture

Figure 15 : Shéma représentatif des étapes de I’activité antibactérienne et 1’antibiogramme
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Liquéfier le milieu
Mueller Hinton dans
bain marie a 95°c

Milieu Muller +différentes
concentrations d’huile
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Ensemencement en
surface de 2ul de
suspension bactérienne.
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Figure 16 : Schéma représentatif des étapes de la détermination la concentration minimale
inhibitrice (CMI).

11.3. Etude de I’activité antioxydante

e Principe
Le 1,1-Diphényl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) est un radical relativement stable qui se présente
sous forme d’un solide cristallisé, paramagnétique (a cause de 1’électron libre) qui se dissout

dans les solvants organiques (Miguel, 2010).

Le principe de cette méthode est basé sur le changement de couleur de DPPH du violet au
jaune, cette modification est la conséquence de la capacité de réduction des antioxydants
envers le radical DPPH stable (en présence des piégeurs de radicaux libres). Le DPPH (2.2
Diphenyl 1 picryl hydrasyl) de couleur violette est réduit en 2,2 Diphenyl 1 picryl hydrazine
de couleur jaune (Figure 17) mesurable a 517nm (Hinneburg et al., 2006).
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@%}g . g

Diphenylpicrylhydrazyl (radical libre) Diphenylpicrylhydrazine (forme réduite)

Figure 17 : Formes libre et réduite du DPPH (Molyneux, 2004).

Avant de commencer les tests de I’activité antioxydante, une courbe d’étalonnage de la
solution de DPPH® a été réalisée afin d’évaluer la stabilité et I’intervalle de linéarité des
solutions de DPPH. Les résultats sont présentés sous forme d’un graphe. Six dilutions du

DPPH a base d’éthanol ont été testées.

e Mode opératoire

Une solution de DPPH est préparée dans 1’¢thanol a une concentration de (0,004%). Par la
suite, 2 ml de cette solution est ajouté a 100uL de I’extrait a différentes concentrations de 3,12
a 400pl/ml (dans I’éthanol). La lecture de 1’absorbance est faite contre un blanc a 517nm aprés

30 min d’incubation a I’obscurité et a température ambiante.

Un contrdle positif représenté par une solution d’un antioxydant standard ; 1’acide
ascorbique a été utilisé. Son absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les

échantillons. Toutes les opérations sont réalisées en duplicata.

L’activité anti-oxydante en utilisant la méthode DPPH est exprimée en pourcentage selon
la relation suivante : % Inhibition = (AC- A E) /A E x 100

Oou
Ac : Absorbance du contrdle ; c’est I’absorbance du blanc contenant seulement le DPPH.
AE : Absorbance du test ; c’est I’absorbance de la solution de DPPH contenant 1’extrait.

(Barkat and Laib, 2011).

Le pourcentage d’inhibition est exprimé ensuit par la valeur de la IC50, sachant que
I’IC50 est la concentration d’extrait nécessaire pour I’obtention de 50% de la forme réduite du

radical DPPH.
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I. Résultats
I.1. Analyses des huiles essentielles

I.1.1. Caractéristiques physico-chimiques

Les H.Es des especes de Citrus présentent un aspect liquide visqueux, limpide et blanc
transparent pour le Citrus reticulata et jaune pour Citrus aurantium (Figure 18). Elles sont

caractérisées par une odeur fraiche et aromatique (Tableau 5).

Tableau 5 : Couleur, aspect et odeur des huiles essentielles de genre Citrus

Citrus aurantium Jaune Liquide visqueux Odeur caractéristique
fraiche, citronnée

Citrus reticulata Blanc Liquide visqueux Odeur caractéristique
fraiche, citronnée

Figure 18 : aspect et couleur de Citrus aurantium (a) et Citrus reticulata (b)

1.1.2. Densité

La densité d’une H.E constitue un critére trés important pour évaluer la qualité d’une H.E

dans différents domaines (cosmétique, pharmaceutique, agroalimentaire, chimique...etc.). Elle

34



Résultats et discussion

peut facilement donner un apercu sur la naturalité du produit ainsi que les tentatives de fraudes
et d’altération (Tableau 6).

Tableau 6 : Valeurs des densités des H.Es de Citrus a 20°

Huile essentielle Citrus reticulata Citrus aurantium

Densité 0,84 0,79

D’apres les résultats des densités obtenues, on peut dire que les huiles sont conformes aux
normes internationales. Selon 1’ Association Francaise de Normalisation, les H.Es appartenant
aux espéces Citrus doivent avoir une densité maximale de 0,876 (AFNOR NF T. 75-202). En
effet, nos résultats indiquent des valeurs inférieures de 0,84 pour C. reticulata et de 0,79 pour
C. aurantium.

1.2. Identification des souches bactérienne

e Coloration de Gram

La coloration de Gram et 1’observation microscopique (G x 40) ont mis en évidence des
bactéries a Gram négatif colorées en rose et les bactéries a Gram positif colorées en violet
(Figure 19)

Figure 19 : Aspect en microscopie optique (Gx40) apres coloration de Gram de S.aureus et E.coli.
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L’identification macroscopique et microscopique des souches étudiées est résumée dans le

tableau 7.

Tableau 7 : Identification macroscopique et microscopique des souches étudiées

Espéces Gram  Aspect macroscopique Aspect microscopique
bactériennes Couleur Aspect

Staphylococcus Gram  jaune lisses, opaques, Coque en grappe
aureus positive convexes de raisin

Escherichia Gram créeme Opaque, Coccaobacille

coli négatif convexe

Pseudomonas  Gram  vert visqueux Bacille

aeruginosa négatif

Proteus Gram créeme envahissante Bacille

vulgaris négatif

1.3. Etude de la sensibilité aux antibiotiques (antibiogramme)

Pour les antibiotiques testés la gentamycine a le méme effet inhibiteur sur les quatre souches,
Escherichia coli (22mm), Staphylococcus aureus (28mm), Proteus vulgaris (26mm) et
Pseudomonas aeruginosa (23mm), alors que I’ampicilline a un effet inhibiteur que contre
Staphylococcus aureus et n’est pas actif contre les autres souches. Pour 1’amoxicilline aucun

effet inhibiteur sur les 04 souches testées n’a été constaté (Figure 20).
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Figure 20 : Résultats de I’antibiogramme.

La sensibilité aux antibiotiques a été évaluée sur 04 souches bactériennes par la méthode de
I’antibiogramme. Les zones d'inhibition autour les disques de I’antibiotique sont exprimés en
mm. Pour la gentamycine, les quatre souches sont marquées par une sensibilité importante vis-
a-vis de cet antibiotique avec des zones d’inhibitions de 22+ 0, 28+ 0, 26+ 0 et 23+ 0 pour
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris et Pseudomonas aeruginosa

respectivement.

Pour I’ampicilline, Staphylococcus aureus est la seule bactérie qui marque une sensibilité
vis-a-vis de cet antibiotique avec un diameétre d’inhibition de 15+ Omm, par contre les autres

souches sont résistantes.

Pour I’amoxicilline toute les souches ont montré une croissance et étaient donc résistantes vis-

a-vis cet antibiotique (Tableau 8).
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Tableau 8 : Diameétres des zones d’inhibition des antibiotiques testés (mm).

Antibiotique E. coli Staphylococcus P. aeruginosa | Proteus vulgaris
aureus
Sensibilité
Gentamycine 22+ 0 28+ 0 26x 0 23+ 0
Ampicilline résistante 15+ 0 Résistante résistance
Amoxicilline résistante Résistante Résistante résistance

|.4. Etude de la sensibilité aux huiles essentielles

L’activité antibactérienne des huiles essentielles de Citrus reticulata et Citrus aurantiuma
été évaluée sur 04 souches bactériennes par la méthode de 1’antibiogramme. L’activité
antibactérienne des extraits a été estimée en termes de diameétre de la zone d'inhibition autour

des puits contenant les extraits a tester vis-a-vis des souches bactériennes.

Les observations effectuées sur 1’effet des H.Es de Citrus sur la croissance des souches
bactériennes testées: S. aureus, P. aeruginosa, E. coli et, Proteus vulgaris, sont représentées
dans les Figures (21, 22, 23) et le tableau 9.
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Figure 21 : L’effet de I’'H.E de Citrus aurantium sur : 1:E. coli, 2: S. aureus, 3: P.

aeruginosa et 4 : Proteus vulgaris.
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L’activité antibactérienne de I'huile essenticlle de C. aurantium a été déterminée avec la
méthode des puits en milieu solide, contre les bactéries a Gram positifs et Gram négatif,
(Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Proteus vulgaris). Une
activité inhibitrice a été observée pour Staphylococcus aureus avec un diamétre d’inhibition de
08mm pour 10ul de I’extrait, 10mm pour 20ul et 12mm pour 30ul, on peut dire alors que cette
souche est sensible. Alors que Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris et Escherichia coli
sont marqués par une résistante a I'nuile de C. aurantium.
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Figure 22 : L’effet de I’H.E de Citrus reticulata sur: 1 : E. coli, 2 : S. aureus, 3 : P. aeruginosa

et 4 : Proteus vulgaris.

L’activité antibactérienne de l'huile essentielle de C. reticulata a été déterminée avec la
méthode de diffusion en puits sur milieu solide, contre les bactéries a Gram positifs et Gram
négatif, (Pseudomonas aeruginosa,, Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Proteus
vulgaris).

L’huile essentielle de C. reticulata a monté une tres forte activité vis-a-vis de Staphylococcus
aureus avec un diamétre d’inhibition de 12mm pour 10ul de 1’extrait, 13mm pour 20pl et 22mm
pour 30pl. Pour Escherichia coli les diamétres sont de 9mm pour 10ul de I’extrait, 13mm pour
20l et 25mm pour 30pl. Ces souches sont extrémement sensibles a cette huile.

Pseudomonas aeruginosa a indiqué des diamétres d’inhibition plus faibles et qui varie de 05mm
a 10mm (30ul). Proteus vulgaris a montré une resistance vis-a-vis de ’huile testé, en effet les

zones d’inhibitions étaient situées entre 3 et 8mm.
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e [Essai de test de combinaison de Citrus reticulata et Citrus aurantium.

1 2 3 4

Figure 23 : L’effet de mélange des huiles de Citrus reticulata et Citrus aurantium sur : 1: E.
coli, 2 : S. aureus, 3 : P. aeruginosa et 4 : Proteus vulgaris.

Nous avons combiné les deux huiles afin de déterminer la capacité éventuelle des deux huiles
a augmenter leur effet antibactérien. Pour Escherichia coli le diametre enregistré est de 05mm
pour 10ul de mélange, 06mm pour 20ul et 20mm pour 30pl. Pour Staphylococcus aureus le
diametre est de 07mm pour 10pl, 9mm pour 20ul et 20mm pour 30pl. Donc, ces souches sont
sensibles a ’effet des deux extraits. Pour Proteus vulgaris le diamétre est de 04mm pour 10pl
de I’extrait, 05mm pour 20ul et 08mm pour 30pl.donc cette souche est résistante au mélange.
On note pour Pseudomonas aeruginosa un diametre de 10mm pour 10ul de I’extrait, 12mm
pour 20ul et 26mm pour 30ul.Donc, cette souche est extrémement sensible au mélange.

Chez S.aureus et E.coli on a remarqué que le mélange de deux huiles a diminué 1’effet des
huiles. Des zones d’inhibition inferieurs a celles obtenu avec les huiles essentielles testées

séparément ont été enregistrées. Les deux huiles ont un effet antagoniste.

Chez P.vulgaris aucune différence significative n’a été observée suite au traitement avec le

mélange des deux huiles.

Par contre chez P. aeruginosa un effet synergique a été remarqué suite au mélange des deux
huiles, se traduit avec des zones d’inhibition supérieures a celles obtenues avec les huiles testées

séparément allant de 10 a 26 mm (Tableau 9).
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Tableau 9 : Diamétres des zones d’inhibition en mm des huiles essentielles seules et en

combinaison
Huile Volume Escherichia | Staphylococcus | Proteus | Pseudomonas
Germe d’HE coli aureus vulgaris | aeruginosa
Citrus reticulata 10 pl 09 12 03 05
20 pl 13 13 04 06
30l 25 21 08 10
Citrus aurantium 10 pl 00 08 00 00
20 pl 00 10 00 00
30 00 12 00 00
(Citrus aurantium+ 10 pl 05 07 04 10
Citrus reticulata) 20 pl 06 09 05 12
30l 10 10 08 26

1.5. Détermination des concentrations minimales inhibitrices
Le tableau 10 montre les résultats des concentrations minimales inhibitrices des deux
extraits des huiles essentielles des Citrus étudiés.

Tableau 10 : les concentrations minimales inhibitrices des huiles essentielles

Germe Escherichia Pseudomonas | Proteus Staphylococcus
CMI | coli aeruginosa vulgaris aureus

Citrus aurantium >20ul/ml >20ul/ml >20ul/ml >20ul/ml

Citrus reticulata 18ul /ml 16ul/ml 4ul/ml 10ul/ml

D’aprés nos résultats, il a été constaté que parmi les deux H.Es testées, I’H.E de C. aurantium
est caractérisée par une faible activité antimicrobienne par rapport a 1’autre huile ; avec des
CMls qui sont supérieurs a 20pl/ml. En revanche I’H.E de C. reticulata a révélé une activité
antibactérienne intéressante dont les CMIs sont marqués a 10ul/ml pour Staphylococcus aureus,
16pl/ml pour Pseudomonas aeruginosa, 18ul/ml pour Escherichia coli et 4pl/ml pour Proteus

vulgaris.
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1.6. L’activité antioxydante

Plusieurs méthodes sont utilisées pour mesurer les activités antioxydantes des extraits volatils
des plantes aromatiques. L’activité antiradicalaire de 1’huile essentielle de C. reticulata et C.
aurantium a été évaluée par la capacité de balayage du radical libre DPPH qui consiste a suivre
la réduction du radical libre DPPH (2,2- diphenyl -1- picrylhydrazyl) par un antioxydant a 1’aide
des pectrophotométrie UV-visible, en mesurant la diminution de 1’absorbance a 517 nm
provoquée par la présence de 1’huile essentielle (Erkan et al.,2008). Le DPPH est initialement
violet, se décolore lorsque 1’¢lectron célibataire s’apparie Cette décoloration est représentative
de la capacité des composés de I’huile essentielle a piéger cesradicaux libres indépendamment
de toute activité enzymatique (Figure 24). Ce test nous permet donc d’obtenirdes informations

sur le pouvoir antiradicalaire direct de notre HE (Erkan et al.,2008).

Figure 24 : Décoloration de milieu réactionnel.
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1.6.1. Courbe d’étalonnage de la solution de DPPH

La figure 25 montre les résultats de la courbe d’étalonnage de la solution de DPPH.
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Figure 25 : Courbe d’étalonnage de la solution de DPPH.

Les absorbances ont été mesurés pour chaque concentration, on observe qu’il n’y a pas de
différence significative dans 1’absorbance pour les concentrations testées et une tres

bonne linéarité de I’absorbance en fonction de la concentration.
1.6.2. Détermination des pourcentages d’inhibition

Les mesures de I’inhibition d’absorbance du DPPH provoquée par la présence des huiles
essentielles de Citrus aurantium et Citrus reticulata apres 30 minutes ont permis de déterminer

le pourcentage d’inhibition (PI) de chaque dilution.

Les résultats sont présentés sous forme de trois courbes, une pour le pouvoir inhibiteur de
I’H.E de Citrus reticulata seul (Figure 26), 1’autre présente le pouvoir inhibiteur de Citrus
aurantium (Figure 27) et la troisieme courbe présente le pouvoir inhibiteur du mélange des

deux extraits (1/1) de Citrus aurantium et Citrus reticulata (Figure 28).
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Figure 26 : Pourcentages d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations de 1’extrait de

Citrus reticulata.
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Figure 27 : Pourcentages d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations de 1’extrait de

Citrus aurantium.
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Figure 28 : Pourcentages d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations du mélange des

deux extraits de Citrus aurantium et Citrus reticulata.
1.6.3. Détermination des 1C50

Les résultats figurent (29, 30, 31) et dans le tableau 11 illustrent I’activité antioxydant vis-a-
vis du radical libre DPPH aussi que des différents extraits utilisé dans cette étude.

Tableau 11 : Activité antioxydante des extraits vis-a-vis du radical DPPH

Les concentrations inhibitrices de 50% du radical DPPH (1C50)

Extrait de Citrus reticulata 177,52 mg/ml
Extrait de Citrus aurantium 155,19 mg/ml
Citrus reticulata + Citrus aurantium 36,74 mg/ml
Acide ascorbique 16,75 pg/ml

La figure suivante résume I’activité¢ antioxydante de I’huile essentielle de Citrus reticulata,
elle représente le pourcentage d’inhibition 1C50% des radicaux libre DPPH en fonction de la
concentration en H.E.
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Figure 30 : Détermination de I’IC50 de I’huile essentielle de Citrus aurantium.

La figure suivante résume I’activité antioxydante du mélange des deux extraits de Citrus

aurantium et Citrus reticulata, il représente le pourcentage d’inhibition IC50% des radicaux

libres de DPPH en fonction des concentrations en H.E.
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Figure 31 : Détermination de I’IC50 du mélange des deux extraits de Citrus aurantium et

Citrus reticulata.

L’activité antioxydante des extraits est exprimée en ICso, ce parametre a été employé par
plusieurs groupes de chercheurs pour présenter leurs résultats (Houbairi et al, 2015 ; Blois,
1958 ; Khoudali et al, 2014), il définit la concentration efficace du substrat qui cause la perte
de 50% de I’activité du radical DPPH. Ces ICso sont déterminées graphiquement figures (29,
30, 31). Le mélange des deux extraits Citrus reticulata et Citrus aurantium a exhibé une
meilleure capacité antioxydante vis-a-vis du radical DPPH, enregistrant ainsi des IC50 de 36,74
mg/ml. Une faible capacité antioxydante est enregistrée par 1’extrait de Citrus reticulata qui
présente une valeur de 177,52 mg/ml. L’extrait de Citrus aurantium a montré une capacité
antioxydante élevée en enregistrant ainsi des IC50 de 155,19 mg/ml par rapport a Citrus

reticulata.

Tous les extraits ont un pouvoir anti-radicalaire contre le DPPH. Plus la valeur de 1C50

est petite plus I’extrait est considéré comme un antioxydant puissant.

D’autre part, les deux huiles essentielles de Citrus et la vitamine C ont pu réduire le
radical libre DPPH.. Cependant, ces huiles ont montre une capacité antioxydante tres faible en
comparant a la vitamine C. On remarque que I’IC50 de 1’acide ascorbique est faible (16,75

pug/ml) (Figure 32).
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Figure 32 : Détermination de I’IC50 de 1’acide ascorbique.
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I1. Discussion générale

11.1. Activité antibactérienne

Au cours du screening de I’activité antibactérienne par la technique des puits nous avons
constaté une activité intéressante de I’HE de Citrus reticulata. Nos résultats sont proches a ceux
publié par Boughendjioua et al, (2017), concernant 1’activité antibactérienne des HE du zeste
de C.reticulata cultivée en Algérie. Durant leur travail, le [imonéne était décrit comme composé
majoritaire de I'huile essentielle (67,04%). Sur la base de ces observations, il semble que le

limonéne contribue a I’efficacité antibactérienne de 1’huile essentielle testée.

Cependant, nos résultats sont contradictoires a ceux retrouveés par Frassinetti et al, (2011) ou
les souches a Gram négatif ont montré une plus grande sensibilité aux huiles essentielles
extraites de différentes plantes du genre Citrus, en particulier la souche de Pseudomonas
aeruginosa avec une CMI maximale de 75 pg/ml. E. coli par contre était plus sensible, affichant
des CMI de I’ordre de 45 pg/ml. Les souches a Gram positif Enterococcus faecalis,
Enterobacter aerogenes et S. aureus étaient inhibées a des concentrations d'huiles plus élevees
allant de 100 a 250 pg/mL (CMI).

Les mécanismes d’action des HEs contre les micro-organismes sont complexes et incluent
I'inhibition séquentielle d'une voie biochimique commune, l'inhibition d'enzymes protectrices
et l'utilisation d'agents actifs de la paroi cellulaire pour améliorer I'absorption d'autres agents
antimicrobiens. Une synergie entre le carvacrol et certains hydrocarbures monoterpenes (tels
que l'a-pinéne, le camphéne, le myrcéne, l'a-terpinéne et le p-cymeéne) présentant généralement

de faibles propriétés antimicrobiennes a été observée (Bassolé et Juliani, 2012).

L’activité antibactérienne des huiles essentielles ainsi que leur mode d’action sont
directement influencées par la nature et la proportion de leurs constituants qui entrent dans leur
composition. Les composés majoritaires sont souvent responsables de I’activité antibactérienne
observée. Les composées les plus antimicrobiens sont les phénols (carvacrol, thymol, eugénol),
viennent ensuite les alcools (cinéole, linalol...) et dans une faible mesure les alcénes (p-cymene,
pinéne, terpinene...) (Burt, 2004). Les HE contenant du phénol ou de 1’alcool comme composés
majoritaires sont plus actives, que celles contenant le limonéne (hydrocarbure monoterpénique)
comme composé majoritaire (Inouye et al., 2001). Ces observations ont étée également
partagées par Dorman et Deans, (2000), qui ont montré que les hydrocarbures
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monoterpéniques, abondants dans les HE de Citrus contenant le limonéne comme constituant

principal est faiblement inhibiteur contre une panoplie de microorganismes.

Les terpénes phénoliques, comme le thymol et le carvacrol, sont souvent utilisés comme
antiseptiques antibactériens et antifongiques dans des préparations pharmaceutiques (Inouye et
al., 2001). Trés probablement 1’absence de ces composés dans nos huiles testées a été le facteur
défavorable a son activité antibactérienne. En effet, plusieurs travaux ont démontré que le
pouvoir antimicrobien élevé des huiles essentielles de plusieurs espéces de plantes médicinales
est attribué a leur richesse en composes phénoliques comme le carvacrol et le thymol
(Friedman et al, 2002; Nevas el al, 2004; Loziene et al, 2007).

Le mode d’action des huiles essentielles dépend en premier lieu du type et des
caractéristiques des composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur permet
de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne.

Cela peut induire un changement de conformation de la membrane (Lemes Raiane et al. 2018).

En général, le premier site d’action des huiles essentielles sur les cellules bactériennes est la
membrane plasmique. Ceci est directement li¢ a I’hydrophobicité des molécules qui entrent
dans la composition des huiles essentielles. Cette propriété facilite leur insertion entre les
phospholipides membranaires et assure leur solubilisation dans la bicouche lipidique. Il s’ensuit
une déstabilisation de la structure de la membrane plasmique et une modification de sa
perméabilité aux ions, protons et autres constituants cellulaires (Carson et al., 2006). En plus
des altérations membranaires provoquées, ces molécules peuvent franchir la bicouche lipidique,
pénétrer a I’intérieur des cellules et interagir avec des cibles intracytoplasmiques (Cristani et

al., 2007).

Des études antécédentes ont démontré que la majorité des HE testées pour leur propriétés
antibactériennes ont un effet plus prononcé contre les Gram +. La résistance des Gram — est
attribuée a leur membrane externe hydrophile qui peut bloquer la pénétration de composés
hydrophobes dans la membrane cellulaire cible (Wan, 1998).

11.2. Activité antioxydante

L’activité antioxydante était significative pour toutes les huiles testées. Ce pouvoir était

proportionnel a la concentration des huiles essentielles.

Dans le cas de I'acide ascorbique, on a pu constater un pouvoir antioxydant tres élevé, de plus

I’équilibre est atteint (virage coloré) en peu de temps par rapport aux les huiles essentielles.
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L’activité antioxydante est dépendante de l'atome d'hydrogene du groupe hydroxyle des
composants phénoliques des huiles essentielles (donneur d'hydrogene). En leur présence la
molécule du DPPH devient stable. Cela induit une diminution de la concentration du radical
libre jusqu'a I'affaiblissement de la capacité de I'antioxydant en tant que donneur d’hydrogene
(Boughendjioua et al, 2017).

Dans une étude précédente réalisee par Frassinetti et al, (2011) sur différentes espéces
d’agrumes (orange ameére, orange douce, citron et mandarine), les auteurs ont indiqué la
présence de propriétes anti-radicalaires intéressantes qui pourraient étre corrélées a la présence
des monoterpénes, en particulier le g-terpinene et le limonene dans les huiles essentielles. Nos

résultats sont contradictoires et indiquent de faibles propriétés antioxydantes.

D’aprés les travaux de Sarrou et al, (2013) qui ont porté sur 1’étude de I’activité antioxydante
de différentes parties de Citrus aurantium (fleurs, feuilles, zeste) cultivé en Grece, L'HE de
cette plante a été caractérisée par une remarquable activité de neutralisation des radicaux libres.
Par ailleurs, les HE obtenues de feuilles présentaient une activité antioxydante élevée, suivies
des fleurs, des feuilles et du zeste. Il semble que 1’effet antioxydant puissant de certaines
espéces appartenant au genre Citrus pourrait étre attribué a la teneur élevée en d-limonéne
(Roberto et al, 2010).

Dans notre cas, aucune conclusion ne peut étre émise quant a 1’origine de I’huile essentielle
puisqu’on a travaillé uniquement avec des HE issus des feuilles. Cependant, on a remarqué que
le pouvoir anti-radicalaire était puissant chez Citrus aurantium en comparaison avec C.

reticulata.
11.3. Test de combinaison des huiles essentielles

Les études de combinaison de substances médicinales en général ont déja été décrites dans
la littérature. Cette stratégie est en effet d’un grand intérét en vue de potentielles applications
clinique, car elle permet de réduire les éventuels effets secondaires des traitements actuels en

diminuant la dose de composé utilisé (Rosato et al., 2007).

De fagon générale, nos résultats ont permis de mettre en évidence Un effet potentialisateur
(synergique) entre les deux huiles essentielles testées. Avec cette combinaison, les
concentrations nécessaires en huiles essentielles pour atteindre la valeur de 1’'IC50 sont
nettement réduites. Les deux HES étaient que trés 1égérement active lorsqu’elles ont été utilisées

seules.
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Les huiles essentielles présentent une activité antioxydante qui dépend en grande partie de
leur composition. L’activité antioxydant des huiles essentielles, leur stabilité pendant le
stockage, sont liée de maniere complexe a la composition de huiles essentielles ainsi qu’a la

proportion des composants les plus actifs (Misharina et Samusenko, 2008).

La potentialisation de I’activité des HEs a déja été rapportée. En effet, Benyoucef et al,
(2018) ont mis en évidence des phénomenes de synergie se traduisant par une augmentation du
pouvoir antioxydant par la combinaison des huiles de Thymus fontanesii, Rosmarinus officinalis
et Artemisia herba-alba. Leurs activités ont augmenté considérablement en comparaison avec
I’effet obtenu lorsqu’elles étaient utilisées seules. Dans leur travail, ils ont montré que 1’action
des phénols monoterpénoides (le thymol et p-cymene) associés a des monoterpenes oxygénés
(le camphre, le bornéol et la verbénone) joue un réle central dans cette activité et produit effet

synergique plus fort.

Ces résultats représentent donc un intérét qui pourrait conduire au développement d'un
traitement basé sur la combinaison des huiles essentielles en tant qu’agents antioxydants

naturels, tant dans les aliments que domaines pharmaceutiques.
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Conclusion et perspectives

Les H.Es sont des substances aromatiques, d’une composition chimique complexe, ce
qui leur confere des propriétés antimicrobiennes et antioxydantes tres intéressantes & mettre a

profit dans la préservation des produits alimentaires.

Les travaux réalisés dans notre étude ont permis de mettre en évidence les activités

antibactérienne et antioxydante des H.Es de Citrus reticulata et Citrus aurantium.

L activité antibactérienne des huiles essentielles a été évaluée par la méthode de diffusion des
puits. Une activité intéressante a été obtenue avec 1’huile essentielle de C. reticulata pour les
concentrations (10ul, 20pul, 30ul) dont les zones d’inhibitions varient entre 09et 25mm pour
E. coli ATCC25922, 12et 21mm pour Staphylococcus aureus ATCC25923et 03mm et
08mmpour Proteus vulgaris, 05mm et 10mm pour Pseudomonas aeruginosa ATCC27853.Par
contre I’huile essentielle de C. aurantium s’est montrée inactive Vis-a-vis Escherichia coli
ATCC25922, Pseudomonas aeroginosa ATCC27853et Proteus vulgaris. Par contre une
activité sur la croissance de Staphylococcus aureus ATCC25923 avec un diameétre

d’inhibition pas plus de 12mm a été observée.

Une évaluation de I’activité antimicrobienne du mélange des deux HE a été réalisee. Chez
S.aureus et E.coli on a remarqué que ce mélange a diminué I’effet des huiles. Des zones
d’inhibition inferieur a celle obtenu avec les huiles essentielles testées séparément ont été
enregistrées. Chez P.vulgaris aucune différence significative n’a été observée suite au
traitement avec le mélange des deux huiles. Par contre chez P.aeruginosa, un effet synergique
a eté remarqué, se traduit avec des zones d’inhibition supérieures a celle obtenues avec les

huiles testées séparément allant de 10 a 26 mm.

Les CMIs ont été déterminées pour les deux huiles essentielles par la méthode de dilution
en milieu solide. Citrus reticulata a montré une excellente activité antibactérienne en
comparaison a Citrus aurantium. Proteus vulgaris était la bactérie la plus sensible indiquant
une CMI dedpl/ml suivie de staphylococcus aureus (10ul/ml), Pseudomonas aeruginosa
(16ul/m) et Escherichia coli (18ul/ml). Par contre, Citrus aurantium était caractérisé par une
faible activité bactérienne se traduisant par des valeurs de CMI supérieures a 20ul/ml pour les

bactéries étudiées.

L’activité antioxydante des deux huiles de Citrus a été également étudiée par le test du
radical libre DPPH. D’aprés nos résultats, nous avons constaté que toutes les huiles

essentielles sont dotées d’un pouvoir antioxydant dont le plus important est celui de C.
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aurantium. Par ailleurs, on a montré que le mélange des deux huiles essentielles a augmenté
le pouvoir antioxydant qui reste cependant inférieur a celui de 1’acide ascorbique (16,75
pg/ml). Une faible capacité antioxydante est enregistrée par extrait de Citrus reticulata qui
présente une valeur de 177,52 mg/ml. Citrus aurantium a exhibé une capacité antioxydante

élevé en enregistrant ainsi des 1C50 de 155,19 mg/ml par rapport a Citrus reticulata.
En perspectives il serait intéressant de poursuivre ce travail par :

e Des études in vivo et chercher les stratégies a adapter pour une application potentielle
des H.E pour la lutte antimicrobienne et antifongique.

e La détermination de la Concentration Minimale Bactéricide (CMB) et fongicide
(CMF) et la realisation des tests complémentaires avec d’autres souches bactériennes
et fongiques.

e Une analyse chromatographique par CPG (chromatographie en phase gazeuse) afin

d’identifier les constituants responsables de 1’activité de ces huiles.
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Annexe I: Composition de milieu de culture
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Annexe I1: matériels et produits utilisé en laboratoire

Matériels

Spectrophotométre

Produits

Violet de gentiane

optique(OPTIKA)

Bec benzéne
(NATURAL)

Etuve Lugol
Balance Fushine de ziehl
(Scout ™ SE)
Microscope

alcool

Solution DPPH et
éthanol




Annexe I11: la classification des bactéries utilisées :

GRAM

bactérie

Systématique bactérienne

Gram négative

Escherichia coli

-Domaine : Eubacteria
-Phylum : proteobacteria
-Classe : Gammaproteobacteria
-Ordre : Entrobactriales
-Famille : Enterobacteriaceae
-Genre : Escherichia

-Espéce : Escherichia coli

Gram négative

Pseudomonas
aeroginosa

-Domaine : Bacteria

-Phylum : proteobacteria

-Classe : Gammaproteobacteria
-Ordre : Pseudomonadales

-Famille : Pseudomondaceae
-Genre : Pseudomonas

-Espece : Pseudomonas aeroginosa

Gram négative

Proteus vulgaris

-Domaine : bactéria

-Phylum : Proteobactéria
-Classe : gammaprotéobacteria
-Ordre : Enterobactériales
-Famille : Enterobacteriaceae
-Genre : Proteus

-Espéce : Proteus vulgaris

Gram positive

Staphylococcus aureus

-Domaine : Bacteria
-Embranchement: Firmicutes
-Classe : Bacilli

-Ordre : Bacillales

-Famille : Staphylococcaceae
-Genre : Staphylococcus
-Espéce : Staphylococcus aureus




Annexe I111: les étapes de coloration de Gram

1-Coloration par le violet de gentiane :

«» Placer le frottis fixé dans le flacon de violet de gentiane.
% Laisser agir 1min.

2-Mordangage par lugol :

+«»+ Recouvrir le frottis (placé sur la porte-lame, au dessus de la cuve a coloration)

de lugol.
«+ Laisser agir 1 min(ou un temps au moins égal a celui de I’action du violet de

gentianne).
% Eliminer I’exés de lugol et rincer la lame & I’eau distillée.

3- Décoloration par I’alcool :

+«+ Recouvrir le frottis d’alcool (éthanol) et laisser agir 10s.
< Laver le frottis a I’eau distillée (les 2cotés de la lame).

4- Recoloration par la fushine :

Placer le frottis dans le flacon de fushine.

» Laisser agir 10s.
«+ Sortir la lame et la rincer a I’eau distillée (des 2 cotés).

X/ X/
L XA X4

>

5- Séchage :

%+ Sécher la lame entre 2 feuilles de papier essuie-tout.



Résumé

L’objectif de notre travail consiste a évaluer 1’effet antibactérien et antioxydant des huiles essentielles de Citrus
aurantium et Citrus reticulata. L’activité antibactérienne a été évaluée par la technique de diffusion en puits sur
milieu Muller Hinton sur quatre souches (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et
Proteus vulgaris). L’huile essentielle de Citrus reticulata a révélé une activité intéressante par rapport a Citrus
aurantium avec des zones d’inhibitions qui varient entre 3 et 25mm. Citrus aurantium était caractérisée par une
faible zone d’inhibition avec un maximun de 12mm. Parmi toutes les bactéries testées, S. aureus était celle qui a
montré la sensibilité la plus importante. Les CMIs ont été déterminées pour les deux huiles essentielles par la
méthode de dilution en milieu solide. Citrus reticulata a montré une excellente activité antibactérienne en
comparaison a Citrus aurantium. Proteus vulgaris était la bactérie la plus sensible indiquant une CMI de 4ul/ml
suivie de staphylococcus aureus (10ul/ml), Pseudomonas aeruginosa (16ul/m) et Escherichia coli (18ul/ml). Par
contre, Citrus aurantium était caractérisée par une faible activité antibactérienne se traduisant par des valeurs de
CMI supérieur a 20pul/ml.

L’activité antioxydante des extraits est exprimée en IC50. Une faible capacité antioxydante a été enregistrée
pour Citrus reticulata 177,52 mg/ml. Citrus aurantium a exhibé une meilleure capacité antioxydante avec un IC50
de 155,19 mg/ml. Le mélange de deux extraits a permis d’avoir une meilleure capacité antioxydante vis-a-vis du
radical DPPH, enregistrant des IC50 de 36,74 mg/ml.

Mots clés : huiles essentielles, Citrus aurantium, Citrus reticulata, activité antibactérienne, activité antioxydante.
Abstrat

The objective of our work is to evaluate the antibacterial and antioxidant effect of the essential oils of Citrus
aurantium and Citrus reticulata. The antibacterial activity was evaluated by the well diffusion technique on Muller
Hinton medium on four strains (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeroginosa and Proteus
vulgaris). The essential oil of Citrus reticulata revealed an interesting activity compared to Citrus aurantium with
zones of inhibitions which vary between 3 and 25mm. Citrus aurantium was characterized by a weak zone of
inhibition with a maximum of 12mm. Of all the bacteria tested, S. aureus was the one that showed the highest
sensitivity. MICs were determined for both essential oils by the solid-state dilution method. Citrus reticulata
showed excellent antibacterial activity compared to Citrus aurantium. Proteus vulgaris was the most sensitive
bacterium with a MIC of 4ul / ml followed by Staphylococcus aureus (10ul / ml), Pseudomonas aeroginosa (16l
/ ml) and Escherichia coli (18ul / ml). In contrast, Citrus aurantium was characterized by low antibacterial activity
resulting in MIC values greater than 20ul / ml.

The antioxidant activity of the extracts is expressed in IC50. A low antioxidant capacity was recorded for Citrus
reticulata 177.52 mg / ml. Citrus aurantium exhibited better antioxidant capacity with an IC50 of 155.19 mg / ml.
The mixture of two extracts gave a better antioxidant capacity vis-a-vis the DPPH radical, recording IC50 of 36.74
mg / ml.

Key words: essential oils, Citrus aurantium, Citrus reticulata, antibacterial activity, antioxidant activity.
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