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Introduction




"usage des plantes medicinales peut apporter directement des réponses a certains

problémes de santé. Cependant, avant de pouvoir recommander [’usage de telle ou

telle espece pour une maladie, il est nécessaire de valider ’'usage traditionnel qui en
est fait. En d’autres termes, il convient d’évaluer I’activité pharmacologique de la plante
médicinale retenue, et apprécier si celle-ci confirme sa réputation. De plus, il est impératif
de vérifier également I’absence de toxicité des plantes employées.

La culture des soins basée sur 1’usage des ressources naturelles constitue un élément
important de santé publique dans beaucoup de pays africains; pour des raisons historiques,
culturelles et sociales (Bouquet, 1969; Kerharo, 1974). L’Algérie possede une richesse
floristiqgue considérable, on compte environ 3000 especes de plantes dont 15% sont
endémiques (Quezel et Santa, 1963). Ce potentiel de plantes médicinales comporte des
milliers d’especes présentant divers intéréts et peut explorer du point de vue chimique et
pharmacologique et constituent a notre avis, un axe non négligeable de recherche
scientifique, plus particulierement dans le domaine des substances naturelles.

Lantana camara L. est I'une de ces especes; elle appartient a la famille des
Verbenaceae. Celle-ci est parmi les familles de plantes les plus utilisées comme source
mondiale d’extraits a qualité médicale intéressante. L’espéce est largement répandue dans le
monde. Elle est traditionnellement utilisée dans diverses pathologies, Leur feuilles et fleurs
sont utilisées contre les maux d’estomac, la bronchite, le rhumatisme, 1’hypertension, pour
soigner les blessures, les cancers, les tumeurs et les maladies parasitaires.

Les principaux objectifs de la présente étude s’intéresse sur la caractérisation
phytochimique des extraits feuillés de Lantana camara L. par le biais d’un screening
phytochimique, I’évaluation du potentiel antifongique des extraits purs de L. camara sur
Candida Albicans, Aspergillus Flavus, Aspergillus Niger et la révélation de I’activité
antibactérienne des mémes extraits de Lantana camara. L. sur Escherichia Coli, Salmonella
Typhi, Staphylococcus Aureus, Klebsiella Pneumonie.

Notre travail est réparti en trois parties :

- La premiere partie : relative a 1’étude bibliographique de la plante, les métabolites
secondaires, les huiles essentielles et les activités biologiques.

- La deuxieme partie : réservée a I’étude expérimentale dont laquelle nous avons
présentés subdivisés les méthodes et les techniques utilisées pour la réalisation de ce travail.

- La troisieme partie : consacrée a la présentation et la discussion des résultats

obtenus.
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I- Botanique de la plante :
1- Description botanique de la famille des Verbénaceae:

La famille des verbénaceae contient environ 3000 espéces réparties en 75 genres
appartiennent aux régions tropical et subtropical du monde (Arpana Mishra, 2015).
Ce sont des herbes ou des arbres souvent a feuilles généralement opposées, simples,
rarement composees et & fleurs hermaphrodites, irrégulieres ou les fruits sont des drupes
ou des baies (J. Kerharo et G. Adam, 1974).
Beaucoup de genres de cette famille comprennent de nombreuses formes ornementales et
médicinales.

2- Description du genre Lantana:

Le genre Lantana appartient a la famille des Verbénaceae, il comprend 150 espéces
originaires d’Amérique du Sud, ce genre regroupe les sections suivantes : Calliorheas,
Sarcolippia et Rhytocamara, les deux derniers sections contiennent un petit nombre
d’espéces. La Calliorheas est une section trés diverse et plus dispersée, elle comprendre L.
montevidensis, L. indica, L. rugosa et L. mearnsiir (Arpana. M, 2015).

Lantana Camara est définit comme ['une des importantes plantes médicinale du
monde (S. zoubiri, 2011), elle fut introduite vers 1650 en Europe. Elle est naturalisée dans

de nombreux pays (elle est représentée sur tous les continents).

a : Plante entiére b : La fleure

[ Figure n°1: Lantana camara L. (feuilles et fleurs). ]
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C’est une arbuste plus ou moins épineux de 1,5 a 3 metres de haut (Cabanis. Y,
1969). Les tiges et les rameaux secondaires sont quadrangulaires, orientes vers le bas et
disposés sur 1’arét des tiges. Les feuilles simples sont opposées en croix et possédent un
limbe rugueux (ovale), terminé en pointe et denté réguliérement (Sanjeeb. k, 2012). Les
nervures sont saillantes sur la face inférieure. La plante posséde également des poils
épidermiques sécréteurs. L’inflorescence axillaire est en capitule hémisphérique constituée
de 30 a 50 petites fleurs, ces dernieres sont de quatre couleurs : blanche, jaune, lavande et
orange, elles sont typiques de la famille:

« a calice court et vert (3 mm).

« a corolle en tube terminé par quatre lobes inégaux de 6 a 8 mm.
* & quatre étamines insérées sur le tube a deux niveaux différents.
« & ovaire supeére et possédant deux carpelles par ovule.

Les fruits sont noiratres et drupacés (fruit charnu a noyau). La floraison et
lafructification se déroulent presque toute 1’année. C’est une plante rudérale et ornementale
tres répandue en milieu humide, dans la vegétation secondaire et les lisieres des foréts

(Jean-Francois Cavalli, 2002).

fleur an c oupe

corolle jaune
devenant mauve

~ e

Figure n°02 : caractéristiques botaniques de Lantana Camara L.

(Jean-Francois Cavalli, 2002).
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3- Position systématique :

Le genre Lantana appartient a la famille des VVerbénaceae, il a été décrit par Linné en
1753 pour la premiere fois, comportant sept especes, dont six provenant de I’Amérique du
Sud et un de I’Ethiopie (Munir, 1996). Sa position taxonomique est la suivante :
Regne : Plantae
Sub-régne: Tracheobionta
Embranchement: Magnoliophyta
Sous-embranchement: Spermatophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordre : Lamiales
Famille : Verbénaceae
Genre : Lantana L
Espéce : Lantana camara L
Nom commun : Galabert ou Corbeille d'or,Thé de Gambie, Lantanier et Flore de la

Réunion.

4- Distribution géographique :

Lantana camara L. est I’espéce la plus répandue du genre Lantana. Originaire
d’Amérique tropicale et subtropicale, les Hollandais I’importérent du Brésil en Hollande au
16eme Siecle et plus tard les graines furent vendues en Europe, en Grande Bretagne et en
Ameérique du Nord. Par la suite elle fut introduite a Hawai, auPacifique, en Australie et en
Asie du Sud. Cette introduction fut aidée par les oiseaux et trés rapidement, elle fut
répandue dans toutes les aires de I’Afrique du Sud. Entre le 18eme et le 19eme siécle
I’espece est commercialisée comme plante ornementale partout dans le monde. Quatre
millions d’hectares d’espaces cultivables furent aménagés en Australie contre 160 000 en
Hawai (M. Jean Bangou, 2012).
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® Drésent, sans plus de détails JPreuve de 'agent pathogene
@ observation @ Derniére Répandu
@ Localisation Présence non confirmée

® Confiné et sous réserve de la quarantaine & Voir la carte régionale pour la distribution dans les pays

» Rapports occasionnels ou peu

[ Figure n°03: Répartition géographique de L. camara (Julissa Rojas, 2013). }

5- Utilisations traditionnelles :

Lantana camara est utilisé dans la plupart des pays du monde pour traiter des
pathologies. La plante est traditionnellement utilisée pour soigner les cancers et les
tumeurs. Le thé de Lantana camara (feuilles et fleurs) est utilisé contre la fiévre, la grippe
et les maux d’estomac. En Amérique du centre et du sud, les feuilles sont utilisées en
cataplasme pour soigner les blessures, la variole aviaire ainsi que la rougeole. L’extrait de
la plante entiére est utilisé contre le rhumatisme, I’asthme et I’hypertension. Au Ghana, la
plante entiére est utilisée contre la bronchite et la poudre des racines additionnée au lait est
donnée aux enfants pour les maux de ventre. Dans les pays asiatiques, les feuilles sont

utilisées pour traiter les blessures par coupure, les rhumatismes, les ulcéres et les maladies
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parasitaires. Les décoctions sont utilisées en application externe contre la lépre et la gale
(Mamta Saxena et al., 2012).
6- Propriété pharmaceutique :

L. camara est I'une des importantes plantes médicinales de la famille des

Verbenaceae. Dans I’historique récent cette plante reporte divers propriétés médicinales
(Sanjeep kalita, 2012).

[ Effet hepatoprotective ]

[ Activité antibactérienne J Activité de cicatrisation de la plaie ]

[ Activité cviotoxique Activité anti-oxvdante }

{ Activité anti-fertilité J Activité larvicide }

\t[ Activité antidiabétique W

Activité anti motilite J

[ Activite antifongique ]

[ Activite antinrolithiatic

[ Activite Anti-inflammatoire J

[ Figure 04: Propriétés médicinales de Lantana camara L. (Sanjeep kalita, 2012). }

a) Activité antibactérienne :

L’extrait des feuilles, fleurs, racines et fruits de Lantana camara présente une
activité antibactérienne contre E. coli, Pseudomonas, Staphylococcus aureus et S.
saprohiticus. Cette activité a été déterminée par la méthode de disque de diffusion, la
technique de tube de dilution, méthode de micro-distillation. L’extrait des fleurs aux
différentes couleurs ; jaune, lavande, rouge et blanche de Lantana camara possede une

activité anti bactérienne tres forte (Kumarasamyraja. D et al., 2012).
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b) Activité cytotoxique :

L’¢étude de I’activité cytotoxique de I’extrait des feuilles de Lantana camara
démontre que cet extrait est toxique. (Melo et al., 2003).

c) Activité anti-cancer :

L’¢étude de I’activité anticancéreuse de 1’extrait des feuilles de Lantana camara
montre I’effet anti-cancer contre les cellules leucémiques (Pour BM et al., 2011).
d) Activité antifongique :

Les feuilles de Lantana camara sont évaluées pour indiquer la présence d’une
activité antifongique et leur huiles essentiels sont testées contre les champignons pour
montré le spectre de cette activité (Erlanio O et al., 2012).

e) Activité antioxydante:

Bhakta et Ganjewala (2009) ont montré que les feuilles prématurées de L. camara sur
les rameaux sont trés actives dans la biosynthése et l'accumulation de métabolites
secondaires et par conséquent, présentent une tres grande activité anti-oxydante. Ils ont
également importante constaté que les feuilles les plus anciennes avaient une activité anti-
oxydante moins (55%), ce qui indique une perte de metabolites secondaires a la suite de la
sénescence des feuilles. Dans une autre étude, Les huiles essentielles de L. camara ont
aussi montré une activité anti-oxydante élevée (Erlanio O et al., 2012).

f) Activité anti-fertilité :

Mello et ces collaborateurs ont étudié les effets de I'extrait hydro-alcoolique des
feuilles de L. camara sur la reproduction. Trois doses ont été testées chez des rats gravides
1,3 et7g équivalent de la matiere végétale / kg de poids corporel. L'extrait a diminué la
fréquence des anomalies du squelette du feetus chez les femelles et 1’embryotoxicité induite
comme indiqué par la perte post- implantation, sans aucun signe de toxicité maternelle
(Melo et al., 2003).
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7- Travaux sur Lantana camara :

De nombreux travaux ont été réalisés sur I’espece L. camara. Nous nous limiterons a
quelques uns les plus récents :

eEn 2004, Vidya S.D a montré que les H.E des feuilles de Lantana Camara ont une
activité antibactérienne et antifongique, ces huiles ont été également évaluées pour une
activité larvicide contre les différentes larves et moustiques.

eEn 2009, Deepak Ganjewala a éetudiée la composition biochimique et les activités
antibactériennes des feuilles et des fleurs de Lantana Camara avec les quatre types de
couleurs: jaune, lavande, rouge et blanc. Les résultats obtenus ont montre que trois de ces
plantes possedent des glucides et des lipides presque similaire.les lipides contenus été
relativement plus élevés dans les feuilles, a I’exception L .Camara lavande et blanc, chez
Lantana lavande la quantité des glucides totaux était tres bas.

eEn 2011, Anil K S. et Ranjan KS. ont déterminés que I'huile essentielle de Lantana
Camara exposée significativement une activité antibactérienne contre Escherichia coli,
Bacillus subtilis, Bacillus cereus et Staphylococcus aureus.

eEn 2012, Sanjeeb Kalita a étudié la composition chimique de la plante entiere de L.
camara, ainsi que des activités pharmacologiques. Ces études ont montré le potentiel
thérapeutique de Lantana camara dans les médicaments modernes. Reddy N.M et ces
collaborateurs ont aussi réalisé la méme étude en 2013 et ont trouvé les mémes résultats.

eEn 2015, I’étude de Ricardo Carvalho D. S et ces collaborateurs consiste a
déterminer la composition chimique et ’activit¢ biologique des huiles essentielles de
Lantana camara .lls ont trouvé que les composés chimiques des H.Es de la plante
présentent un majeur contraste avec la littérature, tandis que leur activité biologique et

fongique était excellente.
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- Les métabolites secondaires :
Géneralité :

La plante est le sicge d’une intense activité métabolique aboutissant a la synthése de
principes actifs les plus divers. Ce processus metabolique est lié aux conditions mémes de
vie de la plante. La plante doit faire face a de multiples agressions de I’environnement dans
lequel elle vit prédateurs, microorganismes pathogenes, etc. On congoit donc que la plante
puisse développer un métabolisme particulier lui permettant de synthétiser les substances
les plus diverses pour se défendre "les métabolites secondaires” (Amel Benyahia ,2014).

Ces derniers peuvent étre classés en trois principales familles : les terpénes, les alcaloides,

et les polyphénols.

1-  Lesterpenes :

Les terpénes sont des constituants habituels des cellules végétales, impliqués ou non
dans des fonctions métaboliques essentielles. L'étude de leur métabolisme connait un
regain d'intérét par suite du développement des méthodes analytiques auxquelles est venu
s'ajouter l'outil moléculaire (Paris R et al., 1965). Ce sont des métabolites secondaires
résultant de la condensation d’unités isopréniques a cinq atomes de carbone. A ce jour,
avec plus de 30000 molécules identifiées, les terpénes constituent 1’une des plus
polymorphes et des plus grandes familles de composés naturels. La dénomination des
différentes classes de molécules terpéniques repose sur le nombre de motifs isoprenes
constituant leur squelette (Amel Benyahia, 2014). Ainsi on rencontre :

Monoterpénes qui comptent 2 unités isopréenes soit 10 atomes de carbone.
Sesquiterpénes qui contiennent 3 unités isoprénes soit 15 atomes de carbone.
Diterpenes qui comportent 4 unités isoprénes soit 20 atomes de carbone.
Sesterpénes qui comptent 25 atomes de carbone.

Triterpenes qui comportent 30 atomes de carbone.

Tétraterpenes qui contiennent 40 atomes de carbone.
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Tableau I: Quelques exemples des differents types de terpénoides (Belbache, 2003).

N Squelette carbone Type de terpenoides Exemple de molécule

1 Cs Hemuterpene Isoprene

2 C10 Monoterpéne Nérol, citronnelle, huiles
essentielles

3 C15 Sesquiterpene f-Cadmene

4 C20 Diterpéne Sclareol, phytol

6 C30 Triterpene Lanostérol

8 C40 Tetraterpéne Carotenoides

>8 >40 Polyterpene Caoutchouc

2- Les alcaloides :

Le terme alcaloide a été introduit au début du XI1Xeme siécle par Meisner. Ce sont
des substances organiques d’origine naturelle, renfermant de 1’azote, généralement
incorporé dans un systeme hétérocyclique.Ce sont des composés relativement stables qui
sont stockés dans les plantes en tant que produits de différentes voies biosynthétiques
(Mauro, 2006).Chez de nombreuses plantes, les alcaloides se localisent dans les piéces
florales, les fruits ou les graines, ces substances sont trouvees concentrées dans les
vacuoles.La plupart ont des propriétés basiques. Il existe plusieurs types d’alcaloides,
certains ont de structures trés simples, d’autres de structures beaucoup plus complexes

(Mekkioud Ratiba, 2005).

3-  Les composées phénoliques :
3-1 Définition :

Les composants phénoliques sont des métabolites secondaires caractérisés par la
présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés
avec des glucides. lls sont présents dans toutes les parties des végétaux (racines, tiges,
feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois); et sont impliqués dans de nombreux
processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogénese, la germination

des graines et la maturation des fruits.

10
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Les principales classes des composants phénoliques sont les acides phénoliques
(acide caféique, acide hydroxycinnamique, acide ferulique, acide chlorogenique...), les
flavonoides, les tanins et les coumarines.

Les composants phénoliques sont des molécules biologiquement actives, ils sont
largement utilisés en thérapeutique comme vasoconstricteurs, anti-inflammatoires,
inhibiteurs enzymatiques, antioxydants, anti-radicalaires et, antimicrobiens (S.Djemai
Zoughlache, 2008).

3-2 Structure chimique :

La structure chimique des polyphénols est comparable a tous les polyphénols. Ils sont
caractérisés par un ou plusieurs noyaux aromatiques hydroxylés. Les polyphénols sont
classés en différents groupes en fonction du nombre de noyaux aromatiques qui les

composent et des substitutions qui les relient (Manallah, 2012).

Groupe hydroxyle » OH

Anneau
aromatique .

Groupe phenol

[ Figure n°05 : La structure chimique des polyphénols (Manallah, 2012). ]

3-3 Classification :

Les polyphénols sont répartit en plusieurs classes :

«  Les flavonoides.

7

% Lestanins.

®,

«  Les coumarines.

11
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3-3-1 Les flavonoides :

Les flavonoides désignent une tres large gamme de composés naturels appartenant a
la famille des polyphénols.

Ces molécules sont considérées comme des pigments quasiment universels des
végétaux, ils sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles.
IIs existent le plus souvent a I’état naturel sous forme d’hétérosides.

Les flavonoides sont des dérivés benzo-y-pyran. Leur structure de base est celle d’un
diphénylpropane & 15 atomes de carbone (C6-C3 -C6), constitué de deux noyaux
aromatiques que désignent les lettres A et B, reliés par un hétérocycle oxygénés, qui
désigne la lettre C (S.DjemaiZoughlache, 2008).

Les flavonoides qu’en divise en plusieurs catégories : Les flavones, les flavonols, les
dihydroflavonols, les isoflavonoides, les biflavonoides, les flavanones, les flavanols, les
flavanediols (leucocyanidines), les anthocyanidines, les chalcones et les dihydrochalcones
et les aurones (Kueny-Stotz, 2008).

uh

[ Figure n°06 : Squelette de base des flavonoides (S.DjemaiZoughlache, 2008). }

12
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(@]

Chalcone Aurone

] lo] OH
O .

Isovlavonol Isoflavone

Figure n°07: Structures de quelques classes de flavonoides (Pascale et

véronique, 2006).

3-3-2 Les Tanins:

Les tanins constituent une famille complexe de principes actifs qui se répartissent
dans toutes les parties des végétaux (écorces, racines, feuilles, etc.). Leur structure
chimique comporte toujours une partie polyphénolique, il existe deux catégories de tanins,
d'origine biosynthétiques différentes; les tanins hydrolysables et les tanins condensés
(Pascale et véronique, 2006).

+ Les tanins hydrolysables:

Les tanins hydrolysables sont des esters du glucose et d’acides phénols qui sont
I’acide gallique (tanins galliques) et I’acide éllagique (tanins éllagique) (Lucchesi M. E,
2005).

+ Les tanins non hydrolysables:

Les tanins vrais, non hydrolysables sont des polymeéres de flavonols et de
proanthocyanidols qui donnent par ébullition avec les acides minéraux dilués des
composés insolubles amorphes et de couleurs rouges appelés phlobaphénes ou rouge de
tanins (Lucchesi M. E, 2005).

13
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Figure n°08: Structure des principales classes de tanins (Lucchesi M. E, 2005).

3-3-3 Les coumarines :

Elles sont issues du metabolisme de la phénylalanine via un acide cinnamique,
I’acide P-coumarique.

Les coumarines libres sont solubles dans les alcools et les solvants organiques tels
que 1’éther ou les solvants chlorés dans lesquels ils sont extractibles. Les formes
hétérosidiques sont plus ou moins solubles dans I’eau. Elles ont un spectre UV
caractéristique, fortement influencé par la nature et la position des substituants. En lumiere
ultra-violette, les CCM présentent des taches dont la coloration varie du bleu au pourpre en
passant par le jaune.

Les coumarines sont cytotoxiques, antivirales, immunostimulantes, tranquillisantes,
vasodilatatrices, anticoagulantes (au niveau du cceur), hypotensives. (M. M. R. Kansole,

2011).

ek fﬁ% fﬂ:ﬁ“&

|
" H\[;“’ T _
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o

[ Figure n°09 : Structure de base des coumarines (M. M. R. Kansole, 2011). ]
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I1l1-  Les huiles essentielles :
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 remede naturel (Burt S.,
2004). De tres nombreux auteurs ont tenté de donner une définition des huiles essentielles.
D’apres William Naves, les huiles essentielles sont définies comme « des mélanges de
divers produits issus d’une espece végétale, ces mélanges passent avec une certaine
proportion d’eau lors d’une distillation effectuée dans un courant de vapeur d’eau »
(Garnéro J, 1996).

Cette définition a été reprise a peu de choses prés par AFNOR et ISO : « I’huile
essentielle est le produit obtenu a partir d’une matiére premicre d’origine végétale, soit par
entrainement a la vapeur; soit par des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe frais de
certains agrumes; soit par distillation. L’huile essentielle est ensuite séparée de la phase
aqueuse par des procédes physiques» (Iso, 1997; Afnor, 2000).

Les huiles essentielles sont des substances odorantes, volatiles, huileuses donc
hydrophobes, totalement solubles dans les alcools, 1’éther et dans les huiles végétales et
minérales ; Lorsqu’elles sont pures et naturelles, elles ne contiennent aucun corps gras car
elles sont uniquement constituées de molécules aromatiques volatiles (Coraline et al.,
2006).

2-  Composition Chimique des Huiles Essentielles :

La détermination de la composition chimique a intéressée de nombreux chercheurs et
les méthodes d’analyse chimique de plus en plus sophistiquées ont permet d’identifier un
tres grand nombre de constituants des huiles essentielles.

Les constituants des HE appartiennent, de facon quasi exclusive, a deux groupes
caracterisés par les origines biogénétique distinctes; le groupe des terpénoides d’une part et
le groupe des composés aromatiques d’autre part.

Les principaux constituants des huiles essentielles sont les suivants :

2-1- Les terpénoides :

Dans le cas des HE, seuls seront rencontrés les terpenes les plus volatils : mono- et

sesquiterpenes.

15



Chapitre ISynthese bibliographique

a. Les monoterpeénes :

Se sont les constituants les plus simples de la série, ils sont issus du couplage de deux

unités « isopréniques » (Jamel A et chahrazed B, 2010).
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[ Figure n°10 : Exemples de quelques monoterpénes. (Jamel A et chahrazed B, 2010). ]

b. Les sesquiterpénes :

Se sont des constituants habituelle des huiles essentielles des végétaux supérieur, ils

peuvent intervenir dans les propriétés pharmacologique attribuées a ces fraction relative

(Jamel A et chahrazed B, 2010).
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Figure n°11 : Exemples de quelques sesquiterpenes. (Jamel A et chahrazed B,
2010).

2-2 Les composés aromatiques :

Une autre classe de composés volatils fréquemment rencontrés est celle des
composés aromatiques dérivés du phénylpropane. Cette classe comporte des composés

odorants bien connus comme la vanilline, l'eugénol, I'anéthol, I'estragole et bien d'autres.
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IIs ont d’avantage fréquent dans les huiles essentielles d'Apiaceae (persil, anis, fenouil,
etc.) et sont caractéristiques de celles du clou de girofle, de la vanille, de la cannelle, du
basilic, de I'estragon, etc. (J. Bruneton, 2009).

'\‘_\ O H
o o
CHa OH

OCH, CH; H
Eugénol trans-Anéthols Vanilline
I-7 LS

Figure n°12 : Exemples de composés aromatiques (Bekhechi et
Abdelouahid, 2010)

3- Utilisation des huiles essentielles :

Ces produits naturels présentent un grand intérét comme matiére premiere destinée a

différents secteurs d’activité tels que:

Parfumerie Cosmétique

Produits d'entretien

Produits pharmaceutiques

Agroalimentaire

Aromathérapie Psychothérapie | |Kinésithérapie

Figure n°13: Domaines d’application des huiles essentielles (Jacqueline
Smadja, 2009).
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a. En pharmacie

Les H.Es peuvent étre utilisés comme:
+ L’aromatisation des médicaments destinés a la voie orale;
¢+ Pour leurs actions physiologiques (Menthes, Verveine, Camomille).

b. Dans I'industrie
% Parfumerie et cosmétologie

De nombreux parfums sont toujours d'origine naturelle et certaines H.Es constituent des
bases des parfums (Exemples: Rose, Jasmine etc.).

«» Alimentation

Les H.Es (huile de citron, de menthe, de girofle) sont trés utilisées dans 1’aromatisation des

aliments (jus de fruits, patisserie) (J. Francois cavalli, 2002).

4- Méthodes d’extraction :

Parmi les méthodes d’extraction des huiles essentielles, Nous nous notons les
techniques suivant :

4-1-La technique de la pression :

C’est la plus ancienne technique, cette méthode consistait a écraser les parties
odorantes d’une plante fraichement coupée puis a les enfermer dans un sac en lin que 1’on
tordait a 1’aide de deux batons enfilés dans deux anneaux placés a 1’extrémité du sac.
L’huile essentielle est continue dans les sacs oléiferes de I’écorce du fruit.

Ces essences sont des produits trés fragiles en raison de leur composition terpénique
et aldéhydique, aussi tous les procédés mis en ceuvre pour les obtenir qui englobe sous le
terme « procédé d’expression a froid »qui nécessite des machines pour extraient les HE en
créant dans les écorces des zones de compression et de dépression suffisantes pour que
I’huile végétale puisse étre libérée (Jamel A et chahrazed B, 2010).

4-2-Distillation — Evaporation

La différence entre distillation et évaporation, est I’intérét porté aux produits séparés.
Dans la distillation, c’est la phase vapeur qui a de la valeur car elle contient le ou les
constituants a séparer, alors que dans I’évaporation, c’est le résidu solide ou liquide obtenu
par vaporisation du solvant, qui est le produit intéressant (Peyron, 1992).1l existe trois

différents procédés utilisant le principe de ladistillation:
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1) L’hydrodistillation
2) L’hydrodiffusion

3) L’entrainement a la vapeur d’eau.

4-3-Extraction assistée par Micro-ondes

Depuis quelques années, les chercheures assistées au développement de nouvelle
technologie. C’est on particulier le cas de 1’hydrodistillation par micro-onde sous vide.
Dans ce procédé, la plante est chauffée sélectivement par un rayonnement micro-onde dans
une enceinte dont la pression est réduite de fagon séquentielle : I’huile essentielle est
entrainée dans le mélange iso-tropique formé avec la vapeur d’eau propre a la plante traité
(sans ajout d’eau pour les produits traité en frais). Cette technique est trés rapide et peut
consommateurs d’énergie, le procéde livre un produit qui, le plus souvent, et de qualité

supérieure a celle du produit d’hydrodistillation (Jamel A et chahrazed B, 2010).
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IV-  Activités biologiques :
Géneralités :

L'homme vit dans un environnement peuplé d'un grand nombre de microorganismes
qui sont présents dans l'air, dans le sol, dans les eaux douces, dans les eaux marines, a la
surface de la peau et les muqueuses ainsi qu'au niveau du tube digestif, de l'arbre
respiratoire et de l'appareil urinaire. Ces microorganismes sont constitués par les bactéries,
les virus, les champignons et les parasites. lls sont soit des hotes naturels de I'homme et
donc saprophytes (flore digestive par exemple), soit ils déterminent une infection et donc
pathogenes.

Le monde bactérien est tres vaste et les bactéries peuplent notre environnement. Elles
assurent a la surface du globe, sur le sol et dans les eaux d'innombrables fonctions; elles
exercent des actions bénéfiques (ex: bactéries fertilisantes du sol), mais d'autres peuvent
provoquer des infections chez les plantes, les animaux et également chez I'homme (Khiati,
1998).

1- Activité antibactériennes :
1-1- Généralités sur les bactéries :

Les bactéries sont des étres vivants, unicellulaires, de petite taille (généralement 1
micro de diameétre et quelques micros de longueur). Ces derniers sont des cellules
procaryotes (dépourvue d’un véritable noyau) qui se caractérisé par 1’absence de la
membrane nucléaire, chromosome unique en général dont la paroi rigide constitué
spécifiquement d’un peptidoglycane.

1-2-  Structure des bactéries :
a- L’enveloppe bactérienne :

La cellule bactérienne est entourée d’une enveloppe solide qui lui protége. Cette
enveloppe renforme un membrane cytoplasmique, une paroi bacterienne et une capsule.
» La membrane cytoplasmique ou la membrane interne & une structure proche de celles
des eucaryotes, elle sert de barriére chimique entre 1’environnement extérieur et le
cytoplasme de la bactérie.Elle est donc le siege d’échange avec cet environnement (ex:

entrée du glucose, sortie des déchets ou des productions bactériennes).
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» La paroi bactérienne ou la membrane externeest une barriére rigide présente chez

presque toutes les bactéries qui joue un réle de protection mécanique vis-a-vis de
I’extérieur et qui donne sa forme & la bactérie.

la capsule est une structure dense, qui n’est présente que chez certaines bactéries
(élément inconstant) contribue a leur pathogénicite en rendant plus difficile leur
destruction par le systeme immunitaire. Elle joue un réle important dans la défense

des bactéries et empéche les bactéries d'étre phagocytées dans 1’organisme.

b- Les structures externes :

C’est une forme extérieure qui regroupe l’ensemble des flagelles chez certaines

especes ou des pilis chez d’autres especes.

>

Les flagelles sont des filaments, qui facilitent le mouvement des bactéries selon le
méme meécanisme que le flagelle des spermatozoides.
Les pilis sont aussi des filaments, beaucoup plus courts que les flagelles. Ils permettent

aux bactéries de mieux adhérer a certaines surfaces ou tissus cellulaires.

c- Les structures internes :

C’est la forme intérieure de la bactérie ou se trouvent le chromosome et les plasmides

pinétrent dans le cytoplasme.

>

Le cytoplasme est le milieu intérieur de la bactérie .1l contient donc le chromosome,
les éventuels plasmides, et tout le nécessaire a son bon fonctionnement.
le chromosome est unique et n’est pas situé dans un noyau délimité par une
membrane, Constitué¢ d’ADN (Acide Désoxyribonucléique).

Il est le porteur de tous les génes nécessaires a la bactérie pour sa survie et son

développement.

>

Les plasmides sont des morceaux d’ADN, beaucoup plus petits que le chromosome
(au moins 100 fois) porteurs d’un ou plusieurs geénes codant pour des protéines
supplémentaires, Non indispensables a la survie de la bactérie, mais apportant de
nouvelles capacités (résistance aux antibiotiques, production toxine) (Nauciel et
Vildé, 2005).
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[ Figure n°14 : Structure d’une cellule bactérienne (Leclerc et al., 1995). }

1-3- Classification des bactéries :(Djemoui, 2012)

Les espéces de bactéries sont regroupées en genre puis en famille, en ordre et enfin
en classe, en fonction de leurs caractéristiques. Elles sont aussi différencie selon :
a- Leur forme :
Arrondie : les Cocci
Allongée : les bacilles
Les vibrions
Spiralée

b- les résultats de la coloration GRAM :

Colorée en violet : GRAM +
Colorée en rose : GRAM —

1-4- Souches bactériennes testées:

Les souches testées font parties de deux groupes bactériens: les Gram positive et les
Gram négative a savoir :
» Staphylococcus aureus;
» Escherichia coli;
> Klebsiella pneumoniae;
» Salmonella Typhi.
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2- Activité antifongique
2-1-  Définition des champignons :

Les champignons sont définis comme des organismes eucaryotes sporogéenes non
chlorophylliens, se reproduisant par voie sexuee ou asexuee. lIs sont a la base de nombreux
procédés biotechnologiques allant de la production d’aliments fermentés comme les
fromages a celle de molécules a haute valeur ajoutée comme les vitamines, les
antibiotiques ou les enzymes (Cohen et al., 2002). Le développement des champignons se
fait par croissance apicale du mycélium dans toutes les directions et de fagon identique. Ce
mode de croissancese traduit par la mise en place de colonies circulaires caractéristiques
des champignons sur milieu gélosé (Hicham Lakhtar, 2009).

2-2-  Organisation des champignons :

Ce sont des eucaryotes, donc présentent les caractéristiques des eucaryotes.
a- Particularités: Membrane plasmique (MP) et paroi ;
e MP : riche en ergostérol (cible d’antifongique)
e Paroi : polysaccharide (glycane, mannane) et chitine +glycoprotéine (reconnaissance
par systéme immunitaire)
b- Organisme héterotrophes :
e |l faut que aliments arrivent (#végétaux pouvant les synthétiser).animaux mais pas
d’incorporation. Uniquement par absorption, pas par ingestion.
e Vivent sur ou dans substrats : digestion par enzyme de dégradation.
e Lien avec substrat : différentiation du thalle ou appareil végétatif.
c- Thalle : différentiation de différentes structures dont formes de différentiation
sont des spores.
d- Blastopores : reproduction par bourgeonnement, se separant au fur et a mesure.
Souvent unicellulaire.
Exemples : les Levures
e- Pseudo-mycélium : bourgeon allongé restant collé les uns aux autres en pseudo
filamentmycéliale (formation blastopore entre cellules du pseudo-mycélium).
Exemples : certaines levures
f-  Filament mycélien non cloisonné : Véritable filament. Filament = hyphes.
Exemple : autre champignon + certaines levures

Exemple : Zygomycétes (mucorale). Forme mycose, souvent opportunistes
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g- Filament mycélien cloisonné:mouvement decytoplasme dans filament

Membrane
Golgi

—Paroi

Mitochondrie

Figure n°15 : structure des champignons (Céline
Lagane, 2007).

3- Les souches fongiques testées :

Parmi les souches fongiques isolées, purifiées et identifiées préalablement, trois
souches ont été sélectionnées pour servir a déceler ’activité antifongique des extraits
méthanolique, Chloroformique, éther de pétrole et aqueux des feuille de Lantana camara a
sa voir :

» Aspergillus flavus ;
» Aspergillus niger ;
» Candida albicans .

Les souches sont conservées a 4°C dans des tubes contenant 10 ml de milieu BN incliné.
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I-  Matériels :
1- matériel végétal :

Le matériel végétal est constitué des feuilles de Lantana camara a des fleurs orange;
prospecté le mois de janvier dans une pépiniére situé a la commun de Hamma Bouziane
wilaya de Constantine.

1- Les réactifs :

Le screening phytochimique a nécessité divers reactifs. La recherche des tanins a été
possible grace au réactif de FeCl; (2%). L’anhydride acétique et 1’acide sulfurique
concentré ont été nécessaires a la recherche des stérols et les terpénes. Le NaOH a été
utilisé pour rechercher les flavonoides. La solution alcoolique de trichloride de fera 2 % a
permis la caractérisation des polyphénols. Nous avons caractérisé les alcaloides a partir du
réactif de Dragendorff et I’ Hcl. La recherche des saponines a été possible grace a 1’eau
distillée, La liqueur de Fehling et I’eau distillée ont été nécessaires a la recherche des
composeés réducteurs.

2- Les milieux de culture:

Les milieux de culture utilisés pour la réalisation des tests antimicrobiens sont les
suivants:
- La gélose nutritive pour I’isolement et ’entretien des souches bactériennes ;
- La gélose Mueller Hinton pour I’étude de la sensibilit¢ des bactéries aux différents
extraits de plantes ;
- La gélose Sabouraud pour I’isolement et 1’entretien des champignons et I’étude de sa
sensibilité aux extraits.

3- Les souches bactériennes testées :

Les souches bactériennes sur lesquelles nous avons testé¢ I’activité des extraits des
feuilles de L. camara, sont des lots de ’ATCC (American Type Culture Collection), elles
ont été sélectionnées en fonction de leur pouvoir pathogene et leur résistance naturelle
part-port aux antibiotiques. Elles sont entretenues par repiquage sur gélose nutritive
favorable & leur croissance pendant 24 heurs a 1’obscurité a 37°C.

Il s’agit d’une souche de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella

pneumoniae et Salmonella Typhi.
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«+ Tableau

Abdelouahab, 2008) :

Matériels et Méthodes

Principales caractéristique des souches bactériennes testées (N. Ait

. . N Forme et Caractéres . Pouvoir
Farmille (Genre! Espece Ongme Gram Habitat
muobilité biclogique pathogéne
mésophile
Cocel Anaérobie Peay ¢t | Intoxication
Micrococeaceas Staphylococcus | ATCC6333 +
mmobile facultatif TQUEUSES | Pyooine crave
Catalase+
Infection
Aéro-anacrobie | Tyhe upnanes et
Enterobactenaceae | Eschenchia coll | ATCC23922 | _ Bacille mobile o des  gastro-
Lactose+ digestif .
entérnites
infantiles.
Toxi-infection
Afro-anaérobie | Tyhe
Enterobactenaceas | Salmonella ATCCE339 _ Bacille o Origine  des
Lactose- digestif
typhoides
Tube Infections
Bacille Al srobi o .
FIO-ATARIONE | diopstif et | winaies et
Enterobactenaceae | Elebsiella ATCCTO0603 | _ mmmebile et . .
Lactose+ appareille | intra-
capsulé o .
respiratoire | abdommnales

4- Les souches fongiques testées :

a- Candida albhicans :

Candida albicans ATCC 2071 est la seule levure prise dans notre étude. Elle est
principalement a I’origine de la candidose disséminée. C’est un champignon fréquemment
retrouvé au niveau de la bouche et du tractus gastro-intestinal de plusieurs personnes
normales. Parmi les conditions favorisant une infection a candida, nous notons le diabeéte,
la grossesse, les antibiotiques, les cortico-stéroides et toute maladie pouvant affecter 1’état

général d’un individu (Céline Lagane, 2007).
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b- Aspergillus :

Ce sont des champignons microscopique filamenteux fréquemment, capables de se
développer dans le sol, les détritus, les composts et sur les végétaux malades, la plupart des
Aspergillus sont saprophytes. Ils colonisent les végétaux déja abimés par des blessures, des
piqlres d’insectes ou des attaques d’autres champignons. Mais ils sont aussi présents sur la
surface des graines.

Les champignons appartenant a ce genre sont responsables de maladies chez

I’homme et les animaux (aspergillose pulmonaire, allergies ou mycotoxicoses) (Schuster
et al., 2002).

Les deux espéces les plus connus de ce genre sont: A. flavus et A. niger.
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I1- Meéthodes :

1- Préparation des échantillons :

Une fois la récolte du matériel végétal est réalisée, la partie aérienne est mise a sécher a
I’obscurité pendant quelques jours, puis broyer a I’aide d’un broyeur. La poudre des feuilles ainsi
obtenue est conservée a une température ambiante. C’est cette poudre qui sera utilisée

ultérieurement pour la préparation des différents extraits.

[ Figure n°16 : la matiére végétale }

2- Détermination de rendement

Le poids en extraits secs est déterminé par la différence entre le poids du ballon plein
(aprés élimination du solvant par évaporation rotatif) et le poids du ballon vide.

3- Les extractions :

Sous la forme broyée la plante présente une plus grande surface de contact avec les
solvants extracteurs ; permettant ainsi d’améliorer des extractions.

3-1 Extraction par macération a I’eau :

Dans un Erlenmeyer on fait introduit 50g de la poudre des feuilles avec 500ml d’eau
distillée, sous agitation mécanique pendant 24h et a température ambiante. Apres filtration

sur papier filtre, le filtrat a été séché (Sanogo et al. ,2006).
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30g de la matiére
végetale

L ean distille 500ml

Eeésidu végetale Extrait aqueux

Figure n°17 : Schéma de macération par 1’eau distillée des poudres de

feuilles de Lantana camara.

3-2 Extraction par les solvants organiques a polarité croissante :

La méthode d’extraction que nous avons employée est la macération successive par
trois solvants de polarité croissante : 1’éther de pétrole, le chloroforme et le méthanol
(Diallo et al. ,2004).

L’utilisation des solvants a polarités différentes permet de séparer les composés de la

plante selon leur degré de solubilité dans les solvants d’extractions.
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Tableau I11: Relation classe chimique/solvant. (Snyder, 1979)

Solvants polaires :

Substances tres polaires :

- Eau - Alcaloides, sels
- Méthanol - Oses, osides
- Ethanol - Hétérosides

- Flavonoides, hétérosides
- Tanins
- Acides aminés

Substances moyennement

polaires :

Solvants moyennement - Flavonoides aglycones

polaires : - Saponines aglycones
-1sopropenol - Alcaloides bases
-Acétonétril - Huiles essentielles

-Dichloromethane
-Chloroforme

-Acétate d’éthyle Substances apolaires :
Solvants apolaires : - Quinones

-Ether éthylique - Caroténoide

-Hexane - Stérols
-Ether de pétrole - Hydrocarbures
- Acides gras

- L’extraction par ’éther de pétrole a pour but d’entrainer les graisses ainsi que les
substances lipophiles. L’extraction par le chloroforme a été faite pour obtenir un extrait
riche en composés moyennement polaires. L’extraction avec le méthanol a pour but
d’extraire les composés polaires.

- 50g de poudre ont été extraits avec 250ml d’éther de pétrole et placés sous agitation
mécanique pendant 24h a température ambiante. Apres filtration sur papier, le résidu de

I’extraction présidente a été repris par 250ml de chloroforme et laissé sous agitation
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pendant 24h, le résidu est a nouveau extrait par 250ml de méthanol pendant 24h dans la

méme condition. Chaque étape d’extraction est refaite trois fois avec renouvelement du
solvant.

Figure n°18 : La technique de filtration des extraits organiques (E. Chl, E.
MéOH, E.EP).

A la fin de I’extraction, les extraits organiques (E.EP, E.Chl, E.MEOH) ont été

concentrés sous vide au rota-vapeur a température 40C°. Apres la concentration, ces
extraits ont été séchés a 1’aire libre.

[ Figure n°19 : la concentration sous vide des extraits au rotavapor ]

Les extraits réalisés sont ensuite stockés a température -4C°, a 1’abri de la lumiére
jusqu'a leurs utilisation.
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50g de la matiere

végétale broyé

Ether de pétrole

Décantation concentration a T = 40°C
Filtration
Résidu végétale sec Extrait éther de pétrole

Chloroforme

Décantation concentration a T = 40°C
Filtration
Résidu végétale sec Extrait Chloroformique
Meéthanol

Décantation concentration a T = 40°C

Filtration

Résidu végétale sec Extrait méthanolique

Figure n°20 : Schéma d’extraction par les solvants organiques de la poudre

des feuilles de Lantana camara.
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4- Reéaction de caractérisation :

Les essais chimiques de caractérisation ont porté sur la recherche dans différents
extrais des feuilles de Lantana camara des différents composés chimiques. Ces
caractérisations ont été faites en utilisant principalement les réactions en tube. Les résultats
sont classés en :

e Réaction trés positive +++
e Réaction positive +

e Réaction négative —

4-1 Test des Alcaloides :

Il est effectué sur des réactions de précipitation avec le révélateur des alcaloides, le
réactive de Dragendorff (Dohou, 2003).

Dans des tubes a essai, nous avons introduit Sml de 1’extrait, ensuite nous avons ajouté
2ml d’HCL et 1ml de réactif de Dragendorft.

La formation d’un précipité rouge ou orange indique la présence d’alcaloides.

4-2 Test des Flavonoides :

Nous avons ajouté de NaOH a 1ml d’extrait. On laisse agir 3minutes. Une coloration
jaune intense indique la présence des flavonoides (Karumé et al., 2004).

4-3 Test des tanins :

L’ajout de trichlorure de fer (FeCL3) a 2% au tube a essai avec 2ml d’extrait permet
de detecter la présence ou non des tanins. La couleur vire au brun noire en présence des
tanins galliques (tanins hydrolysables) et au bleu ver d’atre en présence des tanins
Catéchique (tanins condensés) (Dohou., 2003).

4-4 Test des stéroides :

Dissoudre les extraits dans Iml de chloroforme et ajouter Iml d’acide sulfurique
concentré. Un test positif est révélé par I’apparition d’une couche supérieure en rouge
(Trease et Evans, 1987).

4-5 Test des composés réducteur :

Leur détection consiste a traiter Iml de I’extrait avec 2ml d’eau distillée et 20 gouttes
de la liqueur de Fehling, puis chauffer. Un test positif est révélé par la formation d’un
précipité rouge-brique (Trease et Evans, 1987).

4-6 Test des saponines :
Nous avons mélangé Iml d’extrait avec quelque gouttes d’eau distillé puis ajuté

fortement la solution, Le mélange est laissé pendant 15min.
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La persistance de mousse d’au moins 1cm indique la présence des saponines (Bidie et al.,
2011) .
4-7 Test des terpénoides :

Dissoudre les extraits dans 1ml de méthanol et ajouter 2ml de CHCL3 puis 1ml
d’anhydride acétique et 1ml d’acide sulfurique. Une détection positive est révélée par une
coloration violette (Bidie et al., 2011).

4-8 Test des composés phénoliques :

Nous avons introduit 1ml de I’extrait, ensuite ajouté lml de trychloride de fer (Fecls).

La couleur vert claire indique la présence des C. phénoliques. (Trease et Evans, 1987).

5- Activité antimicrobienne
5-1-  Activité antibactérienne :

La méthode de diffusion a partir d’un disque solide a été utilisée pour mettre en
évidence I’activité antimicrobienne des germes pathogénes vis-a-vis des antibiotiques et
des extraits bruts. Les disques sont fabriqués a partir de papier Wattman n°3 avec un
diametre de 6 mm par I'emporte-piéce. Ensuite, ces disques sont mis dans des tubes a essai,
stérilisés a l'autoclave, puis stockés a une température ambiante (le tube & essai est
hermétiqguement fermé). Nous suivant les meéthodes ci- dessous pour révéler 1’effet
antibacterien de notre plante.

1-1-  Stérilisation du matériel:

L’eau physiologie, les milieux de culture, les tubes a essai utilisés dans la préparation
de la suspension bactérienne et les disques en papier Wattman (6 mm de diamétre) enrobés
dans du papier aluminium ont été stérilisés a 1’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

1-2- Conservation des souches :

Les souches sont conservées dans des boites stériles contenant le milieu de
conservation a une température basse.

1-3-  Préparation des dilutions :

Afin d’obtenir différentes concentrations des extraits feuillés de L .camara, nous
avons diluée les extraits purent dans le DMSO. Ce choix a été fait, parce que, le DMSO
est le solvant préférable pour la majorité des auteurs, qui ont prouvé que le DMSO n'a

aucun pouvoir antimicrobien puissant.
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Les extraits aqueux, Ether de pétrole, méthanolique et Chloroformique ont été

dissous dans le diméthyle sulfoxyde (DMSQ) pour préparer les différentes concentrations
avec des dilutions successives au demi, sachant que la concentration de la solution mére de

chaque extrait est de 2 mg/ 1ml.

[ Figure n°21 : Les dilutions des extraits. }

1-4- La réactivation des bactéries :

Apres stérilisation de la zone de travail, les quatre souches bactériennes sont

réactivées dans un milieu BN stérile et incubé dans I’étuve a 37C° durant 24h, jusqu’a

[’utilisation.

35



Chapitre IT Matériels et Méthodes

[ Figure n°22 : Technique de réactivation des bacteries. ]

1-5-  Le coulage de la gélose (MH) en boites de pétrie :

Coulés en couche mince au fond des boites de pétrie le milieu MH en flambant a
chaque fois la bouche du flacon avant et apres chaque utilisation, dans la zone stérile.

[ Figure n°23 : Le coulage de milieu MH. ]

1-6- Le repiquage des bactéries :

Dans cette technique, un échantillon d’une population de bactéries est prélevé au
moyen de 1’anse a platine stérilisée, puis repiqué la suspension bactérienne prélevé a la
surface de MH.

Le mélange est conservé dans 1’étuve 24h a 37 C° jusqu'a I’utilisation.
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>

[ Figure n° 24: la technique du repiquage. }

1-7-  L’ensemencement par stries:

On verse 10ml d'eau physiologique stérile a 0.9% pour obtenir de suspensions des
spores, ensuite la densité optique lue a 625 nm est justifiée a 0.08 a 0.10nm, afin d’obtenir
une suspension homogene puis transféré cet mélange au bord d’une boite gélosée a 1’aide
d’un écouvillon et étalé a la surface de cette boite en suivant un motif défini (N. Guezlane-

Tebibel et al., 2010).
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UV-1800 %77

[ Figure n°25 : La technique d’ensemencement. }
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1-8- L’incubation et la lecture :

Dans les boites de pétri préalablement ensemencées par les souches a tester; les
disques d’antibiogramme sont imbibés dans les extraits dilués puis déposés sur la surface
de la gélose Muller Hinton a I’aide d’une pince stérile. Les boites de pétri sont fermées et
transférées a 1I’étuve pour [D’incubation a 37°C pendent 24 heures. La lecture s’est
effectuée en mesurant, a 1’aide d’un pied a coulisse, le diamétre (en mm) de la zone
d’inhibition formée autour de chaque disque. Les valeurs obtenues sont comparées avec les

valeurs de référence.

[ Figure n°26 : La méthode d’incubation et la lecture }
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6- Activité anti fongique :

Pour évaluer ’activité antifongique, nous avons utilisé le milieu sabouraud pour le
criblage de cette activité (Rasooli et al., 2008) .

Dans des boites de pétrie, nous avons coulé la gélose sabouraud. Au milieu stérile,
I’ensemencement est alors effectué a 1’aide de la technique par stries. Cette technique
consiste & inonder la surface de la gélose avec une suspension fongique d’une densité de
0.08 — 0.1nm, ensuite des disques constitues de papier Wattman n°3 de 6 mm (stérilisé)
sont déposeés sur la gélose.

Ces disques sont imbibés dans différentes concentrations pour chaque extrait (MéOH,
Chl, Aqg, EP). Les boites de pétri ont alors été mises en incubation pour 48h & 28°C. Les
diamétres des zones d’inhibition, matérialisées par des zones claires autour des disques

sont alors mesurés a I’aide d’une régle graduée (Pied a coulisse).

Le schéma ci-dessous montre clairement ces étapes ;

[ Figure n°27 : Les étapes d’analyse de I’activité antifongique. }
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Chapitre 111 Résultats et Discussion

I- Résultats :
1- Rendement des extractions :

La préparation des extraits a partir de la partie aérienne de L. camara a été effectuée
par plusieurs solvants.

Cette extraction a permis d’obtenir quatre extraits: extrait éther de pétrole (EP), extrait
Chloroformique (Chl), extrait méthanolique (MéOH) et un extrait aqueux (Aq).

D’apreés nos résultats, le rendement le plus élevé a été obtenu avec |’extrait
Chloroformique (11,47g) qui se présent par une couleur vert d’atre, suivi par I’extrait
aqueux (6,66g) d’une couleur vert foncé; 1’extrait méthanolique (2.46g) avec une couleur
vert claire, et enfin I’extrait éther de pétrole qui posséde le plus faible rendement (1.56g)

avec une couleur jaune intense.

» Tableau IV : Caracteristiques des déférents extraits des feuilles de L. camara.

Extraits Couleurs Rendements (Q)
Chloroformique vert d’atre 11,479
Aqueux vert foncé 6,669
Méthanolique vert claire 2.46¢g
Ether de pétrole jaune intense 1.56¢g
Rendements
14
12
10 E.P
8 MéOH
6 HAq
4 H Chl
2
0 ; ; ; Extraits
chl Aq MéOH E.P
[ Figure28: Le rendement des extraits de L. camara en (Q). ]
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2- Analyse phytochimique :

Le screening phytochimique est un ensemble des méthodes et techniques d'analyse
des substances organiques naturelles de la plante (Matenga Masumbuko, 1996).
Dans le but de rechercher les différentes classes des substances secondaires dans les
extraits des feuilles de L. camara, nous avons effectué un screening phytochimique par la
mise en place d’un ensemble de réactions de caractérisation des différents composes
chimiques a savoir : les flavonoides, les saponines, les tanins, les stéroides, les alcaloides,
les composés réducteurs, les terpénes et les composés phénoliques.

Les résultats des tests phytochimiques effectués sur les feuilles de Lantana camara
épuisees par I’cau distillée, le méthanol, le chloroforme et 1’éther de pétrole sont regroupés

dans le tableau ci-dessous.

» Tableau V : Résultats des tests phytochimiques sur les extraits bruts des feuilles de

L. camara.
Extrait Extrait Extrait S
. . . Ether de
_ . Aqueux méthanolique Chloroformique n
0MpPOSEs petrole
Alcaloides _ +++ o 45
Stérols + + - +
Saponines - +++ +++ -
Composes 4+ — 4+ +++
phénoliques
Composés _ - 5 +
réducteurs
Tanins +4++ - +++ -
Galliques
Tanins - +++ - +++

Catéchiques

Terpénoides

Flavonoides - T+ T+t
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o Pour I’extrait aqueux des feuilles de L. camara, les composées phénoliques et les
tanins Galliques se présentent en quantité importante que les stéroides. Tandis que les
alcaloides, saponines, composés réducteurs, tanins Catéchique, terpénoides et les
flavonoides sont absents.

o Pour I’extrait méthanolique, la recherche des alcaloides, saponines, composées
phénoliques et des tanins Catéchique s’est montré trés positive que les stéroides. Les
composés réducteurs, les tanins Galliques, les terpénoides et les flavonoides sont absents.

o Pour [I’extrait Chloroformique, la détection des saponines, des composés
phénoliques, des tanins Galliques et des flavonoides montre un résultat trés important que
ce des alcaloides. Tandis que les stéroides, composés réducteurs, tanins Catéchique et

terpénoides sont absents.

o pour I’extrait éther de pétrole, les tests en tube ont permis de mettre en évidence la
présence des tanins Catéchique, des composés phénoliques et des flavonoides avec une
abondance plus importante que celles des alcaloides, des stéroides et des composes

réducteurs ainsi I’absence des saponines, des terpénoides et des tanins Galliques.

3- Activité antibactérienne :

Nous avons évalué ’activité antibactérienne des extraits organiques et de I’extrait
aqueux des feuilles de L. camara sur différents souches de Gram- et Gram+ par la
méthode des disques d’antibiogramme afin de déterminer 1’action des extraits de la
plante diluée par le DMSO a différentes concentrations sur quatre souches testées de
référence ATCC.

Aprés 24h d’incubation a 37°C, on a récupere les boites et on a mesuré les
diamétres des zone d’inhibition des différentes souches bactériennes testées. Ce test a
pour but d’évaluer la sensibilité ou la résistance des souches vis-a-vis des extraits.

Le tableau et les figures ci-dessous montrent clairement la variation du diametre

des zones d’inhibition avec la diminution de la concentration des extraits appliqués.

44



Chapitre 111

Résultats et Discussion

3-1-

La sensibilité des différentes souches bactériennes aux extraits bruts:

> Tableau VI: Résultat des tests de sensibilité des souches bactériennes vis a vis des

extraits.
Diamétres des zones d’inhibition (mm) en fonction des différentes
concentrations d’extraits (mg/ml).
Types des ) E E. Ether de
E. Aqueux E. Méthanolique )
extraits Chloroformique pétrole
Concentration
To | T2 | TI4 | To | T12 | TL4 | To | T2 | TI4 | To | T12 | T1/4
(mg/ml)
Staphylococcus
aureus 8470618 | 6,07 (12,03 832 | 730 |6,84| 6,56 | 6,52 | 6,69| 6,44 | 6,28
£
g Klebsiella
g . 035|766 | 742 | 8359 | 754 | 698 9,55( 895 | 796 | 828| 783 | 7.79
2 pheumoniae
E
E
=]
“ Salmonella
. T81| 7,79 | 772 | 822 | 8,19 | 760 (851 849 | 832 | 844| 790 | 730
Typhi
Escherichia
- 833|824 | 815|681 | 6,50 | 633 (843 796 | 7,65 |8,16| 7.87 | .77
o

» Remarque : le diamétre des disques est inclus dans les mesures des zones.
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a- Sensibilité de Staphylococcus aux quatre extraits :

Les résultats obtenu indique que touts les extraits ont montré un effet inhibiteur
diminué vis- a-vis Staphylococcus. Des zones d’inhibition allant de 6,07mm a 12,03mm.

Le meilleur résultat obtenu pour cette souche est celui de I’extrait méthanolique avec
un diamétre de 12,03mm, ce qui pourrait indiquer une activité bactéricide au
Staphylococcus. Plus les extraits sont concentrés, I’activité est meilleure, donc 1’activité est

proportionnelle a la concentration des extraits.
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Figure n° 29: Action inhibitrice des extraits méthanolique,
Chloroformique, éther de pétrole et aqueux sur Staphylococcus aureus.
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a- Sensibilité de Klebsiella pneumoniae:

Les extraits ont inhibé la croissance de I’espece de K. pneumoniae. Des diamétres
d’inhibition important entre 9,35mm et 9,55mm pour les deux extraits Aqueux et
Chloroformique, par-apport a ’activité inhibitrice des extraits méthanolique et éther de
pétrole qui traduite par des zones environ 8,59mm et 8,28mm. Les délutions %2 et ¥4 ont
montré des zones d’inhibition inferieure a 9mm pour les deux premier extraits (Aq et Chl)
et moins de 8mm pour les autres extraits, ce qui voudrait aussi dire qu’en diluant nos

extraits leurs effets diminues, donc I’activité est proportionnelle a la concentration.
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Figure n°30 : Action inhibitrice des extraits méthanolique, Chloroformique, éther
de pétrole et aqueux sur Klebsiella pneumoniae.
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b- Sensibilité d’Escherichia coli aux quatre extraits :

Les diamétres d’inhibition calculés chez la souche E. coli est de 6,33mm a 8,43mm.
Des zones d’inhibition de 8.3, 8.43, 8.16 obtenus pour les extraits (Ag, Chl, EP)
respectativement sont plus proches. L’extrait méthanolique a une zone de 6.81mm. Une

augmentation de 1’activité en terme de diameétre des zones d’inhibition suit a 1’élévation de

la concentration est observée.
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Figure n°31: Action inhibitrice des extraits méthanolique, Chloroformique, éther
de pétrole et aqueux sur Escherichia coli.
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Chapitre 111 Résultats et Discussion

c- Sensibilité de Salmonella typhi aux quatre extraits :

L’activité bactéricide des extraits sur Salmonella typhi est aussi importante comme
ceux des cas précédents. Des diamétres d’inhibition allant de 8,44mm a 8,51mm ont été
enregistrés. Ce qui indique la sensibilité des extraits vis-a-vis cette souche. Une meilleure
inhibition est observée pour 1’extrait Chloroformique par un diametre de 8,51mm.

Nous constatons également que ’activité est proportionnelle a la concentration des

extraits, plus les extraits sont concentré leur activité antibactérienne est importante.
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Figure n°32 : Action inhibitrice des extraits méthanolique, Chloroformique, éther
de pétrole et aqueux sur Salmonella typhi.
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3-2- Sensibilité des différentes souches bactériennes au DMSO et a I’antibiotique :
Le diamétre des zones d’inhibition, exprimé en millimétre, sont présentés dans la
figure et le tableau ci-dessous.

» Tableau VII: Résultat des tests de sensibilité des souches bactériennes vis a vis
I’antibiotique et le DMSO.

T() T(+)
DMSO Gentamicine
E. coli 0 17,30
K .pneumoniae 0 13,92
S. typhi 0 23,36
S. aureus 0 14,38

D’apres les résultats enregistrés, les souches bactériennes montrent des sensibilités
majeures a I’antibiotique gentamicine.

Pour Escherichia coli, nous avons obtenu un diametre important 17,30 mm, Tandis
que pour Klebsiella pneumoniae et Staphylococcus aureus, nous notons des zones
d’environ 13,92mm et 14,38mm respectativement. Une valeur supérieure de 23,36 mm a
été enregistrée pour Salmonella Typhi, Par contre aucune sensibilité présentée au DMSO.

Ces deux substances sont révelés comme des témoins (positif : Gentamicine, négatif :

DMSO) pour évalué I’activité antibactérienne de Lantana Camara.
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[ Figure n°33 : Sensibilité des souches testées au DMSO et a I’antibiotique ]
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4- Activité antifongique :

L’absence de la croissance mycélienne se traduit par un halo translucide autour du
disque, identique a la gélose stérile, dont le diametre est mesuré a 1’aide d’un pied a

coulisse (y compris le diametre de disque de 6mm).

Les résultats exprimés en mm indiquent que notre plante n’a aucun effet
antifongique.
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Figure n°34 : sensibilité de Candida albicans a I’extrait

Chloroformique.

Figure n°35 : sensibilité d’Aspergillus niger a I’extrait
Méthanolique.

Figure n°36 : sensibilité d’Aspergillus flavus a 1’extrait

Aqueux.
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I1- Discussion :
1- Extraction:

Pour l'obtention des différents extraits de la poudre des feuilles de L. camara, nous
avons réalisé des extractions aqueuses (avec I’cau distillée) et organiques (avec des
solvants a polarité croissante : EP, Chl et MéOH).

Cette extraction a permis d’obtenir quatre extraits bruts pour notre plante : 1’extrait
aqueux (E.Aq), I’extrait éther de pétrole (E.EP), 1’extrait Chloroforme (E. Chl) et I’extrait
méthanol (E. MéOH). Le calcul des rendements par rapport au poids total de la poudre des
feuilles montrent que la plante a donné des masses en extraits sec supérieursa 1 g.

Du point de vue rentabilité en poids, les extraits polaires (MéOH, Chl et Aqg) ont
donné les proportions les plus élevées en comparaison avec 1’extrait apolaire (EP) ; cela
peut s’expliquer par le fait que I’EP est le solvant organique apolaire trés volatil et juste
utilisés pour deégraisser les drogues.

Les résultats pourraient s’expliquer par la nature et la concentration des solutés
présents dans les feuilles de la plante et leur comportement vis-a-vis des solvants
d’extraction. Il ressort de ces résultats que la partie aérienne de L .Camara renferme
probablement des concentrations appréciables de substances solubles dans les solvants
polaires que dans ceux apolaires.

En 2012, Mindiédiba Jean Bangou a trouvé dans son étude que Le rendement
d’extraction de L. Camara est de 0,42¢g pour 1’extrait méthanolique.

D’une maniére générale, les rendements des extractions sont dépendants de plusieurs
facteurs tels que la méthode choisie, les conditions dans lesquelles ’extraction a été
effectuée, ainsi qu’a I’origine géographique de la plante.

2- Le screening phytochimique :

L’analyse phytochimique des extraits des feuilles de Lantana camara vise a
caractériser les différents groupes de composés renfermés dans la partie aérienne de la
plante. Les résultats obtenus montrent la présence de plusieurs familles phytochimiques
importantes comme les flavonoides, les alcaloides, les saponines, les tanins (Gallique et
Catéchique), les stéroides, les composées réducteurs et les composés phénolique ainsi
I’absence des terpénoides.

De facon générale, les familles chimiques détectées dans notre étude viennent
confirmée les travaux de T.venkatachalam et ces collaborateurs en 2011, Jo-Ann. T et
M. Sathish Kumar en 2015 et 2008.
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3- Activité antibactériennes :

Dans une étude antérieure réalisée sur Les quatre extraits (Chloroformique,
méthanolique, éther de pétrole et aqueux) des feuilles de L. camara, les résultats ont
montré un pouvoir antibactérien faible, qui s’étendent sur la totalit¢ des souches. Ce
dernier expliqué par la diminution de diametres des zones d’inhibition d’une bactérie a une
autre, d’un extrait a un autre et d’une concentration a une autre.

Dans notre étude, nous avons évalué I’activité antibactérienne de quatre extraits en
utilisant la méthode des disques, cette méthode est largement utilisée par plusieurs auteurs
comme Jo-Ann T. Salada et M. Jean Bangou.

En comparant la susceptibilite des différentes souches testées sur les extraits, nous
constatons que ’efficacité de ces extraits différe d’une bactérie a une autre.

Escherichia coli est la plus résistante, cependant, Staphylococcus aureus est la plus
sensible aux extraits testés. Nos résultats sont en accord avec la littérature selon laquelle
les bactéries a Gram positif montrent la plus grande sensibilité vis-a-vis des extraits. De
plus, le solvant utilisé¢ pour dissoudre les résidus secs de ces extrais organique (DMSO) n’a
donné aucune zone d’inhibition.

Il est probable que ce résultat est du a une différence de la capacité de pénétration des
composés actifs présentent dans les extraits. Chez les bactéries a Gram negatif, la
membrane externe constitue une barriére de perméabilité efficace ; par contre les bactéries
a Gram positif sont moins protégées contre les agents antibactériens (k. Belhamel, 2014).

L’ensemble des résultats montre que les extraits étudiés sont douées d’une activité
antibactérienne contre les souches testées dans cette étude. Cette importante bioactivité des
extraits étudiés est en relation avec leur composition chimique. Ces résultats sont
confirmés par les études de Jo-Ann T. Salada et ces collaborateurs (2014) qui révélé
que les extraits possedent une activité bactéricide contre Staphylococcus aureus, Bacillus

subtilis, Escherichia coli et Salmonella gallinarum.
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4- Activité antifongique :

La méthode de diffusion des disques nous a permis de mettre en évidence le pouvoir
antifongique des extraits des feuilles de Lantana camara vis-a-vis des souches fongiques
testées.

L’activité¢ antifongique est révélée par 1’absence ou la présence de la croissance
mycélienne. Elle se traduit par un halo translucide autour du disque.

Nos résultats indiquent que les extraits des feuilles de Lantana camara n’ont aucune
capacite inhibitrice de la croissance mycélienne sur toutes les souches fongiques testées.

Selon Euloge S. A. et Mohamed M. S, Les huiles essentiels de Lantana camara ont
une activité antifongique trés prononcée sur les souches toxinogenes Aspergillus flavus et
Aspergillus niger testées.

Cette différance peut se traduit par I’utilisation des extraits de nature différente
(volatiles (H.Es) et non volatiles (MéOH, Chl, EP, Aq) dans notre étude).
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Conclusion et perspectives




e présent travail a porté sur I’étude phytochimique, antibactérienne et antifongique
d’une espéce médicinale et aromatique de la famille des Verbenaceae ; Lantana
camara.
Cette espece est utilisée dans la pharmacopée traditionnelle Africaine pour le traitement
contre les maux d’estomac, la bronchite, le rhumatisme, 1’hypertension, aussi pour soigner
les blessures, les cancers, les tumeurs et les maladies parasitaires.

L’étude bibliographique réalisée sur L. camara a montré que 1’on disposait de peu
d’informations sur I’espéce concernant leur composition chimique. Pour cette raison, nous
avons jugé important de contribuer a la valorisation de notre plante par le biais de 1’étude
phytochimique, antibactérienne et antifongique.

Pour ce faite, nous avons au préalable effectué un criblage préliminaire des différentes
familles de métabolites secondaires majoritaires de la plante étudiées. En effet, L’étude
phytochimique des extraits des feuilles de L. camara a montrée la présence des flavonoides,
des alcaloides, des tanins (Catéchique et Gallique), des stéroides, des C. réducteurs, des C.
phénoliques et I'absence des terpénoides.

L’étude de I’activité antibactérienne des extraits des feuilles de L. camara a montré
que touts les extraits: Chloroformique, Méthanolique, Ether de pétrole et Aqueux, ont un
effet antibactérienne contre Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Klebsiella
pneumoniae et Escherichia coli, pour Staphylococcus aureus cette activité est plus
importante.

L’activité antifongique a permis de conclure que touts les extraits (Chl, EP, Aq et MéOH)

n’ont aucun effet contre les champignons testés.

Les résultats obtenus dans ce travail ne constituent qu'une premiére étape dans la
valorisation de cette espéce; des essais complémentaires seront nécessaires pour amélioré

sont usage a savoir :

» L’étude antibactérienne et antifongique avec d’autres especes ;

» L’évaluation de I’activité antioxydant ;

» Evaluation des activités herbicide, insecticide et larvicides pour introduire cette
espece dans 1’utilisation industrielle ;

» Elargie le spectre d’étude sur d’autres espéces du méme genre.
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Annexe I: préparation des Milieux de culture utilisée :
» Pour le milieu MH :

Eaudistillée. ..o 1000 ml;
Gélose Mueller-Hinton poudre..............ccocoeeviuiiinannnn. 38¢.

» Pour le milieu BN :
Eau distillée.....ooovneiiiiiiiiii e, 1000ml;
Bouillon nutritive poudre ..............ccooiiiiiiiiiii, 20g.

» Pour I’eau physiologique :
Eaudistillée..........c.oooiiiiiii 1000 ml;

Chlorure de sodium (NaCl)...........ccoovviiiiiiiiiiienn, 9g.
» Pour le milieu sabouraud :

Eau distillée.....oooonniiiiiiiiii e 1000ml;

Peptone. ... ..o 10g;

GIUCOSE. . ettt 20g;

E N0 LYo 15g.

pH=6.3

Annexe Il: Matériels laboratoires et produits chimiques:

s Appareillages :

Etuve Balance




Spectrophotometre

Plaque chauffante avec agitation Vortex

Autoclave Bec benzeéne




e Autoclave; pour la stérilisation des matériels et milieux.

e Balance; pour prendre les masses d’échantillons et produits.

e Bec benzéne; pour la stérilisation des zones de travaille.

e Etuve; pour les incubations.

e Evaporateur rotatif; muni d’une pompe a vide pour concentrer les extraits filtrent de
0.2um de type PTFE membrane pour filtrer les extraits.

e [D’agitateur magnétique; pour 1’agitation et I’échauffement.

e Le vortex; pour I’agitation des mélanges.

e Spectrophotomeétre; pour calculé I’absorbance

% Verreries :

o Ampoule a décante
o Anse de platine

o Bécher

o Boites de pétries

o Ecouvillons

o Eprouvettes

o Flacons (250 ml)

O Pipettes

o Pipettes pasteure

o Pissettes

o Spatule

o Tubes a visse

o Verres a pied (250mI100ml)

Réactif :

o Acide sulfurique

o Anhydride acétique

o Chloroforme(CHCL3)

o Diméthyle sulfoxyde (DMSO)
o FeCl3(2%)

o Hcl

o Meéthanol

o NaOH




o Réactif de Dragendorff
o Solution du Liqueur de Fehling

o Sulfate de sodium.
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Résumeé

Les plantes aromatiques et médicinales occupent une large place et jouent

un grand role dans les industries cosmétique et pharmaceutique voire méme
en industrie agroalimentaire.
Cela est di essentiellement a leur richesse en substances actives douées
d’importantes activités biologiques. Dans ce cadre, notre étude vise a
¢tudier I’activité antimicrobienne de quartes extraits (Chloroformique, éther
de pétrole, aqueux et méthanolique) de la partie aérienne d’une plante
médicinale appartenant a la famille des Verbenaceae (Lantana camara).

L’évaluation du pouvoir antibactérienne a été réalisée en utilisant la
méthode d’antibiogrammes indiqué que touts les extraits Chloroformique,
méthanolique, Ether de pétrole et Aqueux, ont un effet antibactérienne
important pour Staphylococcus aureus beaucoup plus que pour Salmonella
typhi et Klebsiella pneumoniae et moins important pour Escherichia coli.

L’activité antifongique a permis de conclure que touts les extraits (Chl,
EP, Ag et MEOH) n’ont aucune activité contre les champignons testés
(Candidas albicans, Asperjillus niger, Aspergillus flavus).

s Mots clés: Lantana camara, antibiogramme, activité
antibactérienne, activité antifongique, Plantes médicinales et

aromatiques.




Abstract

The aromatic and medicinal plants occupy a broad place and play a great role in
industries cosmetic, pharmaceutical and agroalimentary industry. That is due to
active substances endowed with significant biological activities. Within this frame
work, our study aims to study the antibacterial activity extracts of the aerial part of
a medicinal plant belonging to the family of Verbénaceae (Lantana camara). The
extracts are prepared by bioguidé fractionation: Chloroform extracts, Methanol,
Petroleum ether and Aqueous.

The evaluation of the antibacterial power is realized using the antibiogram
method indicated that wholes the chloroform extracts, methanol, petroleum ether
and Aqueous, have a very marked activity for Staphylococcus aureus much as
Salmonella typhi and Klebsiella pneumoniae and low activity for the Escherichia
coli.

the antifungical activity concluded that all extracts (Chl, PE, Aq and Meoh) have
no activity against the tested fungical (Candida albicans, Asperjillus niger,
Aspergillus flavus).

« Key words: Lantana camara, Antibiogram, antibacterial activity,

antifongical activity, médicinals and aromatics plants.
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