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Résumé

Résumé

Dans le cadre de la valorisation des ressources végétales utilisées en médecine
traditionnelle, le présent travail a porté sur 1’étude phytochimique et 1’évaluation des
activités biologiques de différents extraits d’Aloysia citrodora L. (verveine odorante), a
savoir I’huile essentielle, 1’extrait aqueux, 1’extrait éthanolique et 1’infusion.

Le criblage phytochimique a mis en évidence la présence de plusieurs familles de
métabolites secondaires, notamment les flavonoides, les tanins, les coumarines, les
anthocyanes, les composés réducteurs, les stérols et stéroides, les alcaloides ainsi que les
saponines, confirmant la richesse phytochimique de cette espece.

L’évaluation de I’activité antioxydant par les tests DPPH et du pouvoir réducteur a
révélé une capacité remarquable des extraits a neutraliser les espéces réactives. L’huile
essentielle a présenté la meilleure activité antiradicalaire avec une ICso de 0,015 mg/ml,
tandis que D’extrait aqueux a affiché Dactivit¢ la plus faible (ICse = 0,780 mg/ml).
Concernant le pouvoir réducteur, I’extrait éthanolique s’est distingué par la plus faible
valeur d’ECso (0,148 mg/ml), traduisant une forte capacité de transfert d’électrons, alors
que I’infusion a présenté 1’activité la moins importante (ECso = 0,77 mg/ml).

L’activit¢  anti-inflammatoire, évaluée par la stabilisation de la membrane
érythrocytaire, a montré une efficacit¢ élevée de I’huile essentielle avec un taux de
protection de 78,14 %, proche de celui du témoin positif (92,85 %). A [I’inverse,
I’infusion a enregistré I’effet protecteur le plus faible (3,57 %).

L’¢tude de I’activité antimicrobienne a mis en évidence la supériorité de [’huile
essentielle, qui a exercé wune activité antibactérienne marquée, notamment contre
B.subtilis avec un diamétre d’inhibition maximal de 46 mm. Les extraits aqueux et
éthanolique se sont révélés inactifs dans les conditions expérimentales appliquées. Sur le
plan antifongique, [’huile essentielle a également montré la meilleure efficacité,
particulierement contre A.fumigatus (50 mm) et P.expansum (46 mm), alors que les
autres extraits ont présenté une activité faible ou absente selon les souches étudiées.

Les essais de concentration minimale inhibitrice (CMI) ont confirmé ces
observations en révélant les plus faibles valeurs pour I’huile essentielle, notamment vis-a-
vis d’Escherichia coli et de B.cereus (CMI = 156 mg/ml). En revanche, les extraits
aqueux ont généralement présenté les valeurs de CMI les plus élevées, traduisant une
activité  antimicrobienne plus limitée. Les résultats des concentrations minimales
bactéricides (CMB) ont montré que les extraits étudiés exercent principalement un effet
bactériostatique sur les souches bactériennes testées.

Dans 1’ensemble, les résultats obtenus démontrent qu’Aloysia citrodora L. constitue
une source prometteuse de composes bioactifs a fort potentiel biologique. Parmi les
fractions étudiées, I’huile essentielle apparait comme la plus performante, présentant les
meilleures activités antioxydant, anti-inflammatoire, antibactérienne et antifongique. Ces
résultats soutiennent la valorisation de cette plante dans les domaines pharmaceutique,
agroalimentaire et biotechnologique comme source naturelle d’agents bioactifs.

Mots-clés : Aloysia citrodora L., huile essentielle, extraits végétaux, activité
antioxydant, activité anti-inflammatoire, activité antibactérienne, activité antifongique,
CMI, CMB.



Abstract

Abstract

As part of the valorization of medicinal plants used in traditional medicine, the
present study focused on the phytochemical investigation and biological activities of
different extracts of Aloysia citrodora L. (lemon verbena), including the essential oil,
aqueous extract, ethanolic extract, and infusion.

Phytochemical screening revealed the presence of several classes of secondary
metablites, namely flavonoids, tannins, coumarins, anthocyanins, reducing compounds,
sterols and steroids, alkaloids, and saponins, confirming the phytochemical richness of
this species.

The antioxidant activity was evaluated using DPPH radical scavenging and ferric
reducing power assays. The essential oil exhibited the strongest free radical scavenging
activity with an ICso value of 0.015 mg/ml, whereas the aqueous extract showed the
lowest activity (ICso = 0.780 mg/ml). Regarding ferric reducing power, the ethanolic
extract displayed the highest reducing capacity with an ECso value of 0.148 mg/ml, while
the infusion showed the weakest activity (ECso = 0.77 mg/ml).

The anti-inflammatory activity, assessed by the erythrocyte membrane stabilization
method, demonstrated a high protective effect of the essential oil (78.14%), approaching
that of the positive control (92.85%). In contrast, the infusion exhibited the lowest
protective activity (3.57%).

The antimicrobial study highlighted the superiority of the essential oil, which
showed remarkable antibacterial activity, particularly against B.subtilis with a maximum
inhibition zone of 46 mm. The aqueous and ethanolic extracts were inactive under the
experimental conditions. Similarly, the essential oil displayed the highest antifungal
activity, especially against A.fumigatus (50 mm) and P.expansum (46 mm), whereas the
other extracts showed weak or no activity depending on the fungal strain tested.

The minimum inhibitory concentration (MIC) assays confirmed these findings,
with the essential oil exhibiting the lowest MIC values, particularly against E.coli and
B.cereus (MIC = 1.56 mg/ml). Conversely, the aqueous extracts generally showed the
highest MIC values, indicating lower antimicrobial effectiveness. Minimum bactericidal
concentration (MBC) results revealed that the tested extracts mainly exerted a
bacteriostatic effect against the bacterial strains.

Overall, the obtained results demonstrate that Aloysia citrodora L. represents a
promising natural source of bioactive compounds with significant antioxidant, anti-
inflammatory, antibacterial, and antifungal properties. Among the tested fractions, the
essential oil proved to be the most active, highlighting its potential for future
pharmaceutical, food, and biotechnological applications.

Keywords: Aloysia citrodora L., essential oil, aqueous extract, ethanolic extract,
infusion, antioxidant activity, anti-inflammatory activity, antibacterial activity, antifungal
activity, MIC, MBC.
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INTRODUCTION

Depuis des siécles, les plantes medicinales occupent une place importante
dans la prévention et le traitement de nombreuses maladies. Grace a leur richesse
en substances naturelles bioactives, elles constituent une source précieuse de
molécules thérapeutiques utilisées aussi bien dans la médecine traditionnelle que
dans I’industrie pharmaceutique moderne. Selon 1’Organisation Mondiale de Ia
Santé (OMS), une grande partie de la population mondiale continue a recourir
aux plantes médicinales pour satisfaire ses besoins en soins de santé primaires.
L’intérét porté a ces ressources naturelles s’explique notamment par leur diversité
chimique et leurs nombreuses activités biologiques, telles que les propriétés
antioxydants, anti-inflammatoires et antimicrobiennes (OMS, 2003 ; Sanogo,
2006).

Les progres réalises dans les domaines de la phytochimie et de la
pharmacologie ont permis de mettre en évidence [’existence de nombreux
métabolites secondaires synthétisés par les vegétaux, notamment les polyphénols,
les flavonoides, les tanins, les alcaloides, les coumarines et les terpénes. Ces
composes jouent un role essentiel dans les mécanismes de défense des plantes
contre les agressions environnementales et présentent un intérét considérable pour
la santé humaine en raison de leurs diverses activités biologiques (Wichtl et
Anton, 1999 ; Ameenah, 2006).

Le stress oxydatif constitue également un probléme majeur de santé
publique. Il résulte d’un déséquilibre entre la production des espéces réactives de
I’oxygéne (ERO) et les mécanismes de défense antioxydants de I’organisme. Ce
phénoméne est impliqué dans le développement de nombreuses pathologies
chroniques telles que les maladies cardiovasculaires, neurodégénératives,
inflammatoires et certains cancers. Dans ce contexte, 1’identification de nouvelles
sources naturelles d’antioxydants capables de neutraliser les radicaux libres
suscite un intérét croissant, notamment parmi les plantes médicinales riches en
composés phénoliques et flavonoiques (Lobo et al, 2010 ; Halliwell et
Gutteridge, 2015).

Parallelement, la sécurité sanitaire des aliments et la lutte contre les

maladies infectieuses constituent aujourd’hui des enjeux majeurs de santé
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publigue. De nombreuses bactéries pathogenes telles que Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et Bacillus cereus, ainsi que plusieurs
especes fongiques appartenant aux genres Aspergillus et Penicillium, sont
fréeguemment impliquées dans les toxi-infections alimentaires et 1’altération des
denrées alimentaires (Walker, 1988 ; Deak et Beuchat, 1996 ; Pitt et Hocking,
1997 ; Betts et al., 1999). A cela s’ajoute 1’émergence croissante de souches
microbiennes  résistantes aux antibiotiques conventionnels, phénomene qui
constitue aujourd’hui ['une des principales préoccupations de la communauté
scientifique.  Cette situation a conduit les chercheurs a s’orienter vers
I’exploration de nouvelles sources naturelles de molécules bioactives capables
d’offrir des alternatives efficaces, moins toxiques et plus respectueuses de

I’environnement que certains produits de synthése (El-Lakany et al., 1997).

Dans ce contexte, les plantes aromatiques et meédicinales représentent une
source prometteuse de composés d’intérét thérapeutique. Parmi celles-Ci notre
choix s’est porté sur Aloysia citrodora Paldu, communément appelée verveine
odorante ou « Louiza » en Algérie. Cette espece appartient a la famille des
Verbenaceae et est largement appréciée pour son arbme caractéristique ainsi que
pour ses nombreuses vertus thérapeutiques. Elle est traditionnellement utilisée
sous forme d’infusion pour soulager les troubles digestifs, les spasmes gastro-
intestinaux, 1’insomnie, 1’anxiété et certaines affections inflammatoires (Beloued,

2005).

Plusieurs études phytochimiques ont montré qu’A. citrodora est riche en
composés phénoliques, notamment les flavonoides, les acides phénoliques et le
verbascoside, ainsi qu’en constituants volatils présents dans son huile essentielle.
Ces métabolites sont largement reconnus pour leurs activités biologiques et
expliquent Dl’intérét croissant port¢é a cette plante dans les domaines

pharmaceutique, alimentaire et cosmétique (Bahramsoltani et al., 2018).

L’objectif principal de ce travail s’inscrit dans le cadre de la wvalorisation
d’A. citrodora L. a travers [’étude de sa composition phytochimique et
I’évaluation de ses activités biologiques. A cet effet, différents extraits ont été
préparés, notamment [’huile essentielle, D’extrait aqueux, I’extrait éthanolique et

I’infusion. Les activités antioxydants, anti-inflammatoires, antibactériennes et
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antifongiques de ces extraits ont été évaluées afin d’identifier les fractions les plus

actives.

Notre travail est divisé en trois parties principales. La premiére partie est
consacrée a une synthése bibliographique portant sur les généralités relatives a A.
citrodora L., sa classification botanique, sa composition phytochimique, ses
utilisations traditionnelles ainsi que ses principales activités biologiques. La
deuxieme partie présente le matériel végétal étudié ainsi que les différentes
méthodes expérimentales utilisées. Elle décrit les procédés d’extraction, le
criblage phytochimique et les protocoles employés pour 1’évaluation des activités
antioxydants (DPPH et pouvoir réducteur du fer), anti-inflammatoires,
antibactériennes et antifongiques, ainsi que la détermination des concentrations
minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides minimales (CMB). La troisieme
partie est consacrée a la présentation des résultats obtenus, suivie de leur
discussion a la lumicre des données bibliographiques disponibles, avant d’aboutir

a une conclusion générale et a des perspectives de recherche.
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I.1. Les plantes médicinales
1.1.1. Généralite :

Depuis l'antiquité, I'homme a fait connaissance avec les plantes qui
I'entourent et les utilise comme vétements et nourriture, et & la recherche d'un
remede pour soulager la maladie, il a eu recours a des plantes considérées comme

le seul traitement disponible.

Grace a D’expérience et a I’application, les connaissances d’une humaine sur
ces plantes, leur utilisation se sont développées. Cette information a été transmise
de génération a Dautre, car la formation des civilisations et la disponibilité des
installations ont contribué au développement progressif des connaissances
humaines. (F. Jamshidi-Kia et al, 2018).

Les plantes médicinales représentent une ressource thérapeutique essentielle
dans de nombreuses sociétés traditionnelles, notamment en Afrique, ou elles sont

utilisées pour traiter une grande variété d’affections (Sofowora, 1993 ; WHO,

2002).

Du point de vue écologique, le bassin méditerranéen est considéré comme
un point chaud, par sa diversité biologique tres importante, les especes végeétales
endémiques comprises, la richesse végétale estimée a 25 000 especes (Quézel et
al., 1999 ; Barbero et al., 2001 ; Quézel & Médail, 2003).

Cette diversité végétale varice d’un pays a [Dautre selon la position
géographique. L’Afrique du nord, par sa richesse végétale estimée de 5000 a 5300

especes représente 15 % de celle du bassin méditerranéen (Quézel, 2000).

L’Algérie, le plus grand pays d’Afrique possede une grande diversité
d’écosystemes (Région cotiere, le tell, les steppes, le Sahara, zones humides...).
Cette diversité végétale s’estime a environ 3193 espéces selon Quézel (1962),
3744 taxons selon Véla et Benhouhou (2007), 3150 espéces dont 700
endémiques selon Médail (1997). 454 espéces, dont 75 orchidées sont protégées
en vertu du décret ministériel n° 12/03 de la républiqgue Algérienne (Dobignard
& Chatelain, 2010-2013).
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1.1.2. Définition des plantes médicinales :

Les plantes médicinales sont toutes les plantes qui possédent une activité
pharmacologique pouvant conduire a des utilisations thérapeutiques (Bubulka.P, 2007),
grace a la présence d'un certain nombre de substances actives dont la plupart agissent sur

I'organisme humain.

Les plantes médicinales sont des drogues végétales dont au moins une partie

posséde des propriétées médicamenteuses (Benadji.H et Khoukhi.N, 2012).

C’est une source importante pour la recherche pharmacologique et I’¢laboration
des médicaments, non seulement lorsque leurs constituants sont utilisés directement
comme agents theérapeutiques, mais aussi comme matieres premieres pour la synthese des

médicaments. (H. Laama, 2015)
1.1.3. Types des plantes médicinales :

Les plantes médicinales se répartissent selon deux origines principales
d’une part, les plantes spontanées, dites sauvages ou de cueillette, et d’autre part,

les plantes cultivées (Bellakhdar, 1997).
1.1.3.1. Les plantes spontanées :

Les plantes spontanées sont des végétaux qui se développent naturellement
dans une région donnée sans intervention humaine, c’est-a-dire qu’elles ne sont ni
semées ni cultivées par 1’homme (Bézanger-Beauquesne et al., 1975). Ces
especes jouent un réle écologique important, notamment dans la protection des
sols contre [’érosion ¢€olienne et hydrique, ainsi que dans la stabilisation des
dunes. Par ailleurs, elles constituent un habitat naturel pour de nombreuses
especes animales (Ould EI Hadj et al, 2001). La valorisation de ces
bioressources végétales spontanées, que ce soit a des fins alimentaires,
médicinales ou  cosmétiques, représente  également une  opportunité  de

développement économique (Belagoune, 2012).
1.1.3.2. Les plantes cultivées :

Les plantes cultivées correspondent a des espéces végétales produites par
I’exploitation agricole. Elles ont subi un processus de domestication ayant conduit

a des modifications par rapport a leurs ancétres sauvages, afin de répondre aux
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besoins humains. Une culture végétale se définit comme un ensemble de plantes
appartenant a une méme espéce et a une méme variété, cultivees dans le but

d’obtenir un produit spécifique (Belagoune, 2012).
1.1.4. Préparations et formes d’utilisation des plantes médicinales :
1.1.4.1. Mode de préparation :

Il existe de nombreuses méthodes d'utilisation des plantes sen phytothérapie. On

retrouve :
a. L’infusion :

L’infusion est de recouvrir la plante séche d’eau bouillante pendant un temps

déterming, de 5 a 15 minutes (Christophe, 2014).
b. La décoction :

La décoction est consisté de recouvrir la plante d’eau froide et porter le tout a

ébullition pendant 15 a 30 minutes.

La décoction est privilégiée lorsqu’il s’agit d’extraire les principes actifs de parties
de la plante plus fibreuses ou 1’eau a du mal a pénétrer : racines, écorces, tige, graines ou

baies (Christophe, 2014).
c. La macération :

La macération consiste a faire recouvrir la drogue d’eau froide et laisser en contact a

température ambiante pendant 30 minutes a 4 heures (Christophe, 2014).
d. La digestion :

Recouvrir la plante d’eau froide et porter le tout a une température supérieure a la
température ambiante, mais sans attendre 1’ébullition, et ce pendant 1 a 5 minutes

(Christophe, 2014).
e. Le cataplasme :

C'est le méme principe que pour les compresses, a la différence que ce sont ici les
herbes qui sont directement utilisées, et non pas une infusion. Les plantes sont hachées
grossiérement, puis mise sa chauffer dans une casserole, recouvertes d'un peu d'eau, puis
laissez frémir deux a trois minutes, pressez les herbes, puis placez-les sur I'endroit soigner.
Couvrez d'une bande ou d'un morceau de gaze. Un cataplasme se garde pendant trois ou

quatre heures, en changeant les herbes toutes les heures. (Fatmi et al., 2021).
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f. Poudre :

Les poudres végétales sont utilisées dans le traitement des plaises, en plagant la
plante sur une surface bien propre et I'écrasera fond avec un couteau émousse, appliquer la

masse obtenue sur la plaie. (Flick, 1942).
1.1.5. Présentation botanique et Classification de Les Verbenaceae

1.1.5.1. La famille des Verbenaceae

Les Verbenaceae sont une famille de dicotylédones comprenant des arbres, des
arbustes, des herbes et des vignes. Producteurs d'huiles essentielles, ils sont largement
répandus dans le monde, particulierement dans les régions tropicales et tempérées. Bien
qu'ils supportent des environnements arides, ils sont absents du nord et du centre de
I'Eurasie. Principalement ligneuses, les Verbenaceae sont apparentées aux Lamiacées, bien
que ces dernieres présentent une constance pollinique alors que les Verbenaceae montrent

une grande variation (Klaus Kubitzki, 2004).
1.1.5.2. Le genre Aloysia
Le genre Aloysia regroupe prés de 40 espéces de plantes a fleurs originaires

d'’Amérique. La plus connue est I'Aloysia citriodora, ou verveine citronnée (Christenhusz
et Byng, 2016).

1.1.5.3. Classification classique d'Aloysia citriodora

Tableau 1 : Classification classique d’Aloysia citriodora L (Taleb-Toudert et al., 2002).

Rang taxonomique Classification
Regne Plantae

Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Sous-classe Asteridae

Ordre Lamiales

Famille Verbenaceae

Genre Aloysia

Espece Aloysia citrodora L.
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1.1.5.4. Classification moderne d'Aloysia citriodora

Tableau 2: Classification phylogénétique (ou position taxonomique) de la

Verveine odorante (Aloysia citriodora L) (Christenhusz et Byng, 2016).

Rang Catégorie Classification moderne
Reégne Plantae

Clade Angiospermes

Clade Eudicotylédones

Clade Astéridees

Ordre Lamiales
Famille Verbenaceae

Genre Aloysia

Espéce Aloysia citrodora palau

Synonymes : Aloysia sleumeri Moldenke, Aloysia triphylla (L'Hér.) Britton, Lippia
citriodora (Palau) Kunth, Zappania citriodora (Palau) Lam, Verbena citriodora (Palau)

Cav.
1.1.6. Caracteristiques générales et Morphologie

1.1.6.1. Description de la plante

Aloysia citrodora, La verveine odorante, Lippia citrodora ou Aloysia triphylla est un
sous arbrisseau vivace de la famille des Verbénacée mesurant 2 & 3 m de hauteur (De
Figueiredo et al., 2002).Portant des feuilles vertes péles, allongées, celle-ci ont une
longueur de 3 a 7 centimetres et une largeur de 1 a 2 centimétres, verticillées par trois ou
quatre sur les tiges, a pétioles tres courts, rudes au toucher. Les fleurs longues, disposées
en épis, possedent quatre pétales soudées a la base en un tube et étalés en quatre lobes
bicolores : blancs sur la face externe et bleu violacé sur la face interne ,(Loaec. M..H,
2000) (Ghédira et Goetz, 2017) Les tiges sont anguleuses, cannelées a branches droites et
ramifiées, Elles dégagent une odeur caractéristique de citron lorsqu’elles sont froissées

(Hadni D, 1982).
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Aloysia eitpbdora tige

Figure 1: tige d 'Aloysia Figure 2 : Les feuilles Figure 3: Fleurs d'Aloysia
citrodora L. d'Aloysia citriodora L. citriodora L.

Feuilles : Lancéolées, rugueuses et verticillées par trois le long des tiges.

Elles sont courtement pétiolées.

Fleurs : Minuscules fleurs blanches (parfois bleu violacé sur la face
interne), disposées en épis ou gerbes par groupes de trois au sommet des tiges
(Bruneton, 2009 ; Slimani & Dahmane, 2013).

1.1.6.2. Dénominations vernaculaires

e Francais : Verveine vraie, verveine citronnée, verveine du Pérou.
e Anglais : Lemon verbena, lemon beebrush.

e Arabe : Louiza laymunia (4 sedll),

e Espagnol : Cedron, hierba luisa.

e Autres : Lucia-lima (Portugais), Remonbabena (Japonais).

e Histoire, Culture et Récolte
1.1.7. Origine et Histoire

Originaire d'Amérique du Sud (Pérou, Bolivie, Chili, Argentine), elle fut
introduite en Europe a la fin du XVIlleme siecle par des explorateurs espagnols.
Elle connut un grand succés dans I'Angleterre victorienne pour la création de
pots-pourris. Au début du XXeme siécle, on la retrouvait naturalisée en Inde, aux
Antilles, a la Réunion, en Italie et en Afrigue du Nord (Tunisie, Algérie)
(Obolskiy, D et al., 2011).
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1.1.8. Conditions de culture

La culture nécessite un sol au pH neutre, fertile, bien drainé et ensoleillé. Le
semis se fait au printemps sous chassis. La multiplication peut se faire par éclats
de pieds a l'automne, par marcottage ou par bouturage (recommandé au printemps
ou en fin d'été). La plante craint le gel : elle survit quelques heures a -5°C, mais
doit étre rentrée en pot d'octobre & mai dans les régions froides (Bonjean et al.,
2001).

1.1.9. Répartition d’Aloysia citriodora en Algérie :
1.1.9.1. Répartition dans le Tell algérien (Mitidja):

La zone de culture la plus représentative se situe dans la plaine de la
Mitidja, notamment dans la wilaya de Blida. Cette région offre des conditions
édaphiques (sols fertiles) et climatiques (températures clémentes et humidité)
idéales pour la croissance de la plante et Il'accumulation de ses métabolites
secondaires, notamment le citral. (Oukil, 2011)

1.1.9.2. Présence dans le Nord-Est algérien

Dans les régions cotieres du Nord-Est, telles que les wilayas de Jijel et de
Béjaia, I'espece bénéficie d'une pluviométrie élevée et d'une forte hygrométrie
atmospherique. Ces conditions favorisent un développement foliaire important,
rendant ces zones propices a une exploitation artisanale et a des études sur le

pouvoir antioxydant de ses extraits aqueux (Bahri, 2015)
1.1.9.3. Expansion vers les zones semi-arides

L'utilisation et la culture de la plante s'étendent également vers l'intérieur du
pays, comme dans la région du Hodna. Dans ces zones plus séches, la plante est
systématiquement cultivée dans les jardins familiaux et les oasis, dépendant
strictement de [l'irrigation pour compenser le déficit hydrique estival (Boudjelal,
A.etal., 2013)

1.1.9.4. Culture et disponibilité sur le marché local :

Bien que la plante ne soit pas recensée a l'état sauvage (elle reste une plante
de culture), elle occupe une place prépondérante dans le commerce des

herboristes algériens. On la retrouve sur l'ensemble des marchés locaux, de
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I'Oranie a I'Est, témoignant d'une distribution humaine active pour répondre a la

forte demande en phytothérapie traditionnelle (Meddour et al., 2012).
1.2. Composition chimique

1.2.1. Huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des métabolites secondaires des vegétaux
d'odeur et de saveur genéralement forte (Wichtl et Anton, 1993). Elles sont
volatiles, ce qui les différencie des huiles fixes. La pharmacopée francaise (1965)
définit les huiles essentielles comme des produits de composition généralement
assez complexe renfermant les molécules volatiles contenues dans les végétaux et
plus ou moins modifiés au cours de la préparation. La norme AFNOR NET 75-
006 (1987) a donné la définition suivante : « produit obtenu a partir d'une matiére
premiére végétale soit par entrainement a la vapeur soit par des procédes
mécaniques a partir de I'épicarpe des citrus, soit par distillation a sec. L'huile
essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques. a.
Caracteres chimiques des HEs L'huile essentielle est constituée de plusieurs
molécules chimiques de synthese naturelle. Ces molécules sont différentes selon
la nature de la plante, le sol, le temps de récolte, la partie de la plante, la

préparation de I’échantillon, ainsi que la méthode d’extraction.

Les composés sont principalement des Mono terpénes et des sesquiterpenes
de formule (C5H8) n. Du strict point de vue chimique, les terpénes apparaissent
comme des polymeres d’un carbure d’hydrogéne diéthylénique, [I’isoprene.
(Pibiri, 2006).

Figure 4: Structure de I’isopréne (Pibiri, 2006).
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b. Principaux constituants des huiles essentielles d'Aloysia citriodora

Selon Slimani.N (2014),les résultats obtenus dans [D’analyse de la
composition chimique de I’huile essentielle d'Aloysia citriodora sont présentés
dans le tableau 01 (Slimani.N et Dahmane.M, 2013)

Tableau 3: Principaux composés de 1’huile essentielle d'Aloysia citriodora
analysée par CG/MS (Slimani.N ét Dahmane.M ; 2013)

Composants | Aire(%) | Temps de rétention (min)
Citral 11.3 6.25
Limonene 10.6 7.46
-4Phényl undécan-4-ol 7.7 9.24
Curcumeéne 6.5 10.15
Cédrol 4.5 12.68
Carvéol 3.7 14.00
Linalool 3.5 14.97
Caryophyllene 2.8 16.22
Acétate de géranyle 1.8 19.98

1.2.2. Les Métabolites secondaires :
1.2.2.1. Définition :

Ces substances constituent essentiellement des composés organiques de
faible poids moléculaire synthétisés par les bactéries, les champignons ainsi que
les plantes, se distinguant par une grande diversité chimique et une aptitude a

provoquer des réactions biologiques (Khade et al., 2023).

Bien que les métabolites secondaires des plantes ne participent pas
directement aux processus métaboliques fondamentaux comme la croissance, ils
s'averent cruciaux pour la survie du végétal. lls interviennent comme des leviers
de défense face aux microbes et aux insectes ravageurs, soutiennent I'adaptation
de la plante aux diverses contraintes environnementales et participent a la
communication ainsi qu'a l'ajustement avec les organismes de leur écosysteme
(Singh et Pal, 2024)
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1.2.2.2. Fonction des métabolites secondaires

Beaucoup de métabolites se comportent comme des signaux chimiques que
la plante utilise pour s’adapter aux changements défavorables de 1’environnement
(Chadhary et al., 1985). D’autres ont pour role la défense de la plante contre les
herbivores, les pathogénes, les parasites ou I’inhibition de la germination et la
croissance des plantes concurrentes (Baskin et al., 1967 ; Hale et al.,, 2004), et
dans les relations entre les plantes et leur environnement : plusieurs composes
phénoliques participent a la filtration des UV, les pigments floraux sont essentiels

aux processus de pollinisation (Bruneton, J., (1999).
1.2.2.3. Classification des métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires sont produits en tres faible quantité, il existe
plus de 200 000 métabolites secondaires classés selon leur appartenance chimique
en l’occurrence, les terpeénes, les alcaloides, les composés acétyléniques, les cires,

et les composés phénoliques (Cuendet, 1999 ; Vermerris, 2006).
Ils sont divisés principalement en trois grandes familles :
e Les polyphénols
o Les terpénes

e Les alcaloides (Lutge et al., 2002 ; Abderrazak et Joél., 2007).
1.2.2.4. Les composés phénoliques :

Les composés phénoliques sont en effet des éléments importants, de qualités
sensorielles (Couleur ; astringence) et nutritionnels des végétaux que consomme
I'hnomme et leur intervention dans la santé est maintenant reconnue dans des
domaines variés (Manchado et Cheynier, 2006). Les composés phénoliques (ou
polyphénols) regroupent plusieurs milliers de molécules caractérisées chez les
végétaux (Albrecht et al.,, 1999 ; CIlé et al., 2008). lls possedent tous un ou
plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles (OH-)
(Macheix et al., 2005 ; Benhamou, 2009)

1l4|Page



Partie | : synthese bibliographique

Tableau 4: Principaux groupes de composés phénoliques et leurs structures
de base (Guignard et al, 1985).

Squelette carboné Nom du groupe

C6 Phénols simples

C6-C1 Acides hydroxybenzoiques
C6-C3 Acides phénoliques
C6-C4 Naphtoquinones
C6-C2-C6 Stilbenes

C6-C3-C6 Flavonoides

(C6-C3)2 Lignanes

(C6-C3) n Lignines

(C15)n Tannins

a. Localisation

Les polyphénols sont probablement, les composés naturels les plus répondus
dans la nature on les trouve essentiellement dans les cellules épidermiques des
fruits et légumes ainsi que dans les fleurs de plusieurs plantes L'ensemble des
propriétés physico-chimiques des polyphénols végétaux fait des substances des
écrans efficaces contre les rayons ultraviolets du soleil (Guignard et al, 1985).

1.2.2.4.1. Acide phénolique

Les acides phénoliques constituent un groupe important de composés organiques
naturels avec un large spectre d'activités pharmacologiques, ils possedent des
propriétés non seulement antioxydantes, mais également des propriétés antivirales
et antibactériennes. L'activité antioxydant phénolique est généralement combinée
avec des groupes hydroxyles trouvé dans leurs molécules (Cazes, 2005). Sont les
principaux polyphénols alimentaires (Watson et al. 2013), ils sont présents dans
tous les fruits et les légumes et représentent environ un tiers de la teneur totale de

I’alimentation en polyphénols (Sharma et al., 2015).

Les acides phénoliques font partie des formes les plus simples des composés
phénoliques et se séparent en deux grands groupes distincts que sont les acides
hydroxycinnamiques (C6-C3) et les acides hydroxy benzoiques (C6-C1)
(Arimboor ; Kumar et al., 2008).
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R2 1 OH

R4 =

Figure 5: Acides hydroxycinnamiques Figure 6: Acides hydroxy benzoiques
(C6-C3) (Han et al, 2007 ; Chira et al., (C6-C1) (Bruneton, 2008).
2008)

1.2.2.5. Les flavonoides :

Le terme flavonoide désigne une tres large gamme de composés naturels
appartenant a la famille des polyphénols (Seyoum et al, 2006), ils sont
considérés comme des pigments quasiment universels des Vvégétaux, souvent
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. A 1’état
naturel les flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme d’hétérosides

(Ghestem et al., 2001 ; Bruneton, 1999).

Largement répondus dans le régne veégétal avec plus de 4000 composes
ayant des propriétés pharmaceutiques diverses. lls sont toujours hydrosolubles, ils

contribuent a la coloration par leur réle de co-pigment (Guignard et al., 1985).
a. Localisation

Les flavonoides sont présents d'une maniere générale dans toutes les plantes
supérieures (Angiospermes). Ils sont localisés dans les divers organes, racines, tiges,
feuilles, bois, pollens, Fleur et fruits. Se trouvent généralement dans les vacuoles, parfois
dans le cytoplasme (Hadjadj et Labeb, 1993). lIs se rencontrent parfois dans la cuticule
foliaire (Bruneton, 1993).

b. Structure chimique

Les flavonoides possedent un squelette de base a 15 atomes de carbone constitués de
deux cycles benzéniques en C6 (A et B) reliés par un hétérocycle de 3 atomes de carbone
(C) (Nutr, 1996).
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Figure 7: Biosynthese des flavonoides
De facon générale les flavonoides se trouvent soit a I’état libre, dans ce cas ils sont
dits aglycones, soit sous forme de C- ou O-glycosides, et dans ce cas ils sont liés a des
sucres tels que le glucose, le rhamnose, I’arabinose, ils peuvent en outre étre des

monomeres ou des oligomeéres (Dacosta, 2003).
C. Classification des flavonoides

Selon les modifications de 1’hétérocycle, ces composés sont regroupés en divers
sousgroupes incluant les anthocyanidines, les flavonols, les flavones, les flavanols, les

flavanones, les chalcones, les isoflavonoides (Treutter, 2006).

Figure 8: Structures de quelques classes des flavonoides (Gamet-Payrastre et al., 1999).
1.2.2.6. Tanins :

1.2.2.6.1. Définition :

Les tanins naturels sont des molécules poly-phénoliques hydrosolubles, de
masse moléculaire comprise en 500 et 3000 et, qui outre les réactions habituelles
des phénols, provoquent la précipitation des protéines (ou autres polymeéres) et les
tanins, ou acides tanniques, sont des composés organiques complexes présents
dans pratiquement toutes lesplantes a des concentrations diverses. lls sont souvent
contenus dans 1’écorce ou dans les feuilles, ce qui leur donne un gout piquant

désagreéable et les rend immangeable pour le bétail (Roux, 2007).
1.2.2.6.2. Les classe des tanins
a) Les tannins hydrolysables :

Les tanins hydrolysables sont des polyesters de glucides et d'acides phénols,

ils sont facilement scindés par les enzymes de tannases en oses et en acide phénol,
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selon la nature de celui-ci on distingue : les tanins galliques (lls donnent par
I'nydrolyse des oses et de I'acide gallique), et les tanins ellagiques (lls sont
scindés par les enzymes en oses et en acide ellagique) (Paris et Hurabielle,
1981).

A~ les tanins galliques B-tanin ellagique

Figure 9: Structure des tanins hydrolysables et leur monomere (Bruneton, 1999).
b) Les tanins condensés (tanins vrais ou tannoides) :

Résultent de la condensation de molécules élémentaires de type flavane 3 ol
(catéchines) ou flavane 3-4 diols (leuco-anthocyandines). Les liaisons formées
sont de type carbone-carbone ce qui rend ces molécules difficilement
hydrolysables. Les tannins condenses sont également appelés pro-anthocyandines
; en effet leur oxydation en milieu alcool-acide a chaud entraine la fonction de
pigments anthocyaniques tels que cyanidine et delphinidine. C’est certainement
ce type de molécules qui est dotée de propriétés remarquables chez les plantes qui
en sont pourvues (Weinman et al., 2004 , Dykes et al., 2006).

1=
O
Ho = | ey
i | ] O
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Figure 10: Structure de tanins condensés (Cowan, 1999).
1.2.2.6.3. Les quinones :

Ce sont des substances colorées et brillantes, en général rouges, jaunes ou
orange et posseédant deux fonctions cétones. On trouve les quinones dans les
vegétaux, les champignons, les bactéries. Les organismes animaux contiennent
également des quinones, comme par exemple la vitamine K, qui est impliquée
dans la coagulation du sang. Les quinones sont utilisées dans les colorants, dans
les médicaments et dans les fongicides (Kansole, 2009).
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1.2.2.6.3.1. Les anthraquinones:

Sont des composés aromatiques qui provoquent des contractions des parois
du gros intestin et ont ainsi une action extrémement laxative. (Hans et Kothe ;
2007)

1.2.2.6.4. Les anthocyanes :

Les anthocyanes (du grec anthos, fleur et Kuanos, bleu violet) terme géneral
qui regroupe les anthocyanidols et leurs dérivés glycosylés. Ces molécules faisant
partie de la famille des flavonoides et capables d'absorber la lumiere visible, ce
sont des pigments qui colorent les plantes en bleu, rouge, mauve, rose ou orange.
Leur présence dans les plantes est donc détectable a I'ceil nu. A l'origine de la
couleur des fleurs, des fruits et des bais rouges ou bleues, elles sont généralement
localisées dans les vacuoles des cellules épidermiques, qui sont de véritables
poches remplis d'eau. On trouve également les anthocynes dans les racines, tiges,
feuilles et graines. En automne, les couleurs caractéristiques des feuilles des
arbres sont dus aux anthocyanes et aux carotenes qui ne sont plus masqués par la

chlorophylle (Bassas et al., 2007)
1.2.2.7. Les coumarines :

Les coumarines sont parmi les composes phénoliques les plus connus. Elles
sont substituées en C-7 par un hydroxyle. La 7-hydroxycoumarine, connue sous le
nom d’ombelliférone, est le précurseur des coumarines 6, 7-di-et 6, 7,8-
trinydroxylées. Les coumarines, de différents types, se trouvent dans de
nombreuses especes végétales et possedent des propriétés trés diverses. Elles sont
capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capter les
radicaux hydroxyles, super oxydes et peroxydes, (lgor, 2002), Les coumarines
sont connues par leurs activités cytotoxiques, antivirales, immunostimulantes,
tranquillisantes,  vasodilatatrices,  anticoagulantes  (au  niveau du  coeur),
hypotensives ; elles sont également bénéfiques en cas d’affections cutanées

(Gonzalez et Estevez-Braun, 1997).
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Composée

Ombelliférone H OH H
Herniarine H OCH3 H
Esculélot OH OH H
Scopolélot OCH3  OH H
Fraxétol OCH3 OH OH

Figure 11: Structure de coumarine (Bruneton, 2009).
1.2.2.8. Stéroides

On trouve parmi les sous classes que regroupe les triterpénes des substances
naturelles qui sont particulierement abondante dans les végétaux et les animaux,
ces substances appelés stéroides sont un ensemble de molécules dérivés du
cholestérol ou de ses homologues possedent un squelette qui comprend des
radicaux methyles et une chaine (Bruneton, J. 2016).

1.2.2.9. Stérols :

Alcools a noyaux cyclo-pento-perhydro-phénanthréniques. On les trouve
chez les végétaux, sous forme d’esters : les stérides, ou combinés a des sucres
sous forme d’hétérosides : Stérols libres : comme ergostérol de I’Ergot de seigle
et de la levure de biere. Hétérosides : Digitales, Scilles (a Dactivité cardiotonique

++). Stéroides : Dioscoréa, (Agave Wichtl, M., & Anton, R. 2003).
1.2.2.10. Les terpénes

Les terpenes sont des hydrocarbonés naturels de structure soit cyclique soit
a chaine ouverte. Leur formule brute est (C5HX) n dont le x est variable en
fonction du degré d’instauration de la molécule et n peut prendre des valeurs de 1
a 8 sauf dans les polyterpenes qui peut atteindre plus de 100 (le caoutchouc). La
molécule de base est I'isopréene de formule C5HS. Sont particulierement actifs
Les triterpénes entrent dans la production de médicaments stéroidiques ayant Des
propriétés : contraceptives, anabolisantes, anti-inflammatoires (D. dehak k avril
2013).

1.2.2.11. Saponosides :

Parmi les substances trés répandues dans la flore on trouve les saponines qui

doivent leurs noms a leur solution aqueuse a mousse, sur le plan chimique, ces
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substances sont des glucides avec une structure soit stéroidienne, soit tri -

terpenique (bruylant et al., 1962).
1.2.2.12. Les alcaloides :

Les alcaloides forment un grand nombre des familles trés hétérogénes des
métabolites  secondaires représentant un intérét de par leurs propriétés
pharmacologiques et leur application en médecine (Vican, 2001).

Leurs caractéristigues communes sont : -la solubilité dans l'eau. -la présence d'au
moins un atome- d'azote qui accepte souvent un proton, ce qui leur confére un
caractere légérement basique en solution. Dans leur majorité, les alcaloides
soient, hétérocycliques, bien que quelques composés azotés aliphatiques, comme
la colchicine soit - parfois classée dans les alcaloides (Hopkins, 2003).

Les alcaloides sont d’origine naturelle, le plus souvent végétale. Ce sont des
substances organiques azotés et basiques, doués, a faible dose, de propriétés
pharmacologiques marquées A 1’état naturel, ils sont généralement salifiés par les

acides organiques (tartrates, maliates ...) ou combinés a des tanins (Bruneton,

2009).
s CHs o H o CH;
HaC ~N N’r HaC " N, H g rufr
o nil N o) rlJ N o rlq N
CH3 CH3 CH;
Caffeine Theophylline Theobromine

Figure 12: Structures chimiques de quelques alcaloides (Bruneton, 2009).
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1.3. Les activités biologiques et propriété thérapeutique

Les feuilles d’Aloysia citriodora constituent une source majeure de composés
bioactifs, notamment les polyphénols (verbascoside), les flavonoides (lutéoline, apigénine)
et les terpénoides présents dans son huile essentielle. Cette richesse phytochimique lui
confére un large éventail d’activités biologiques. En effet, plusieurs études récentes ont mis
en évidence que les extraits de cette plante présentent des propriétés antioxydantes,
antimicrobiennes, sédatives, anti-inflammatoires ainsi qu'antispasmodiques. De ce fait,
I’infusion et I’huile essentielle de verveine citronnée sont actuellement considérées comme
des ressources naturelles prometteuses dans le développement de nouvelles approches
thérapeutiques et agroalimentaires a base de substances d'origine végétale (Pascual et al.,
2001 ; Bahri et al., 2015)

1.3.1. L’activité antioxydante

L’activité antioxydante d’Aloysia citriodora (Verveine odorante) cultivée en
Algérie est particulierement puissante. Evaluée par les tests DPPH et FRAP, cette
capacité a piéger les radicaux libres est directement liée a sa richesse en composés
phénoliques, notamment le verbascoside et les flavonoides. Les études montrent
que les extraits de la plante (infusions et extraits méthanoliques) protegent
efficacement les cellules contre le stress oxydatif. En Algérie, les conditions
bioclimatiques locales favorisent une concentration élevée de ces principes actifs
dans les feuilles (Cheurfa & Allem, 2016).

1.3.1.1. Le stress oxydant

Le stress oxydant correspond a une perturbation de 1’équilibre entre la production des
espéces réactives de ’oxygeéne (ROS) et les mécanismes de défense antioxydants de
I’organisme. Lorsque la génération des ROS dépasse les capacités neutralisantes des
systemes antioxydants, ces especes hautement réactives peuvent induire des altérations au
niveau des constituants cellulaires, notamment les lipides membranaires, les protéines et le
matériel génétique (ADN). Ce déséquilibre est impliqué dans la physiopathologie de
diverses affections, telles que les maladies cardiovasculaires, les troubles
neurodégénératifs, les cancers ainsi que le processus de vieillissement prématuré. De ce
fait, le stress oxydant constitue aujourd’hui un axe central dans de nombreuses recherches

en biomédecine (Sies, 2020).
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1.3.1.2. Les antioxydants

Les antioxydants sont des molécules capables d’inhiber ou de neutraliser les radicaux
libres, limitant ainsi les altérations qu’ils peuvent induire au sein des cellules. Ils jouent un
role essentiel dans le maintien de I’équilibre redox en régulant les concentrations
intracellulaires des especes réactives de 1’oxygene (ROS) a des niveaux compatibles avec
le fonctionnement physiologique. Face a la production continue de ces especes réactives,
I’organisme développe un systéme de défense adaptatif reposant sur deux grandes lignes de
protection cellulaire, de capacités différentes, assurant a la fois la détoxification des ROS

et la préservation de 1’intégrité cellulaire contre les effets du stress oxydatif (Favier, 2003).
1.3.1.2.1. Antioxydants endogénes

Les antioxydants endogénes correspondent a un ensemble de molécules synthétisées
naturellement par I’organisme afin de limiter I’accumulation des espéces réactives de
I’oxygéne (ROS) et de prévenir I’apparition du stress oxydatif. Ces systémes de défense
jouent un rdle essenticl dans le maintien de I’homéostasie cellulaire en assurant la

neutralisation continue des radicaux libres (Singh et al., 2021).
Ils se divisent principalement en deux catégories :
Antioxydants enzymatiques :

e Superoxyde dismutase (SOD)

e Catalase (CAT)

e Glutathion peroxydase (GPx)

e Antioxydants non enzymatiques :
e Glutathion (GSH)

e Acide urique

e Coenzyme Q10

e Bilirubine

1.3.1.2.2. Antioxydants exogenes

Les antioxydants exogénes sont des composes qui ne sont pas synthétisés par
I’organisme et qui sont apportés principalement par 1’alimentation. Ils proviennent en

grande partie des végétaux, notamment des plantes médicinales riches en métabolites
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secondaires. Ces substances jouent un rdle important dans la protection cellulaire en

complétant I’action des systémes antioxydants endogenes (Ali et al., 2023).
Ils regroupent plusieurs familles de composes bioactifs, dont :

e Polyphénols : flavonoides, acides phénoliques
e Caroténoides : B-caroténe, lycopéne
e Vitamines antioxydantes : vitamine C et vitamine E

e Autres composés végeétaux : alcaloides, tanins et lignanes
1.3.1.3. Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydant

L’évaluation in vitro de I’activité antioxydant constitue une étape essentielle dans
I’étude des extraits naturels, notamment d’origine végétale. Ces méthodes reposent sur des
principes physico-chimiques permettant de quantifier la capacité des composeés a piéger les
radicaux libres ou a réduire des agents oxydants. Parmi les tests les plus utilisés figurent les
méthodes colorimétriques comme le DPPH, le FRAP, ’ABTS ou encore ’ORAC. Ces
techniques sont appréciées pour leur simplicité, leur faible codt et leur efficacité dans le
criblage rapide de I’activité antioxydante des extraits bruts ou des composés isolés (Prior
et al., 2005)

1.3.1.3.1. Le test de piégeage du radical 2,2-diphényl-1-pikrylhydrazyl
(DPPH)

Les polyphénols, en particulier les flavonoides, agissent comme piégeurs efficaces de
radicaux libres grace a leur capacité¢ a donner un électron ou un atome d’hydrogene,
stabilisant ainsi les espéces réactives. En neutralisant ces radicaux par transfert direct
d’¢électron, ils générent des radicaux phénoxyles ou flavonoides beaucoup plus stables et
moins réactifs, limitant les dommages oxydatifs aux structures cellulaires (Mishra et al.,
2020).

Principe

Le test DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) est une méthode couramment
utilisée pour évaluer l'activité antioxydante des composés naturels ou synthétiques. Il
repose sur la réduction du radical libre DPPHe, de couleur violette intense, par un donneur
d'hydrogéne (antioxydant). Lorsqu’un antioxydant est présent, il céde un électron ou un

atome d’hydrogeéne au radical DPPHe, qui est alors converti en sa forme réduite, DPPH-H,

de couleur jaune pale. Cette réduction est mesurée par la diminution de I’absorbance a 517
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nm a I’aide d’un spectrophotométre. L’intensité de cette diminution est proportionnelle a la

capacité antioxydante de 1’échantillon testé (Kadaré et al., 2021).
1.3.1.3.2. Le test de la réduction de fer FRAP

Le test FRAP (Ferrique Reducing Antioxydant Power) est utilisé pour mesurer la
capacité antioxydante globale d’un extrait a réduire les ions ferriques (Fe*") en ions ferreux
(Fe?*) en milieu acide. Ce test repose sur la réduction du complexe ferrique—TPTZ (2,4,6-
tripyridyl-s-triazine), incolore, en complexe ferreux—TPTZ, de couleur bleue, mesurable

par spectrophotométrie a 593 nm. (Mphahlele et al., 2020)
1.3.2. Activité Antibactérienne et Antifongique

L'huile  essentielle d'Aloysia  citriodora  possede  des propriétés
antimicrobiennes remarquables dues a sa richesse en composés terpéniques. Elle
agit en perturbant l'intégrit¢é de la membrane cellulaire des pathogeénes,
provoquant une fuite de I'ATP et des ions intracellulaires. Son efficacité a eté
démontrée contre des bactéries a Gram positif (Staphylococcus aureus) et des
champignons responsables de pathologies cutanées ou agricoles (Oukerrou, M.
A, etal., 2017).

1.3.3. L'activité anti-inflammatoire

L'activité anti-inflammatoire est principalement portée par le verbascoside,
un phénylpropanoide capable d'inhiber la production de médiateurs pro-
inflammatoires tels que I'oxyde nitrigue (NO) et les prostaglandines. Des études
cliniques indiquent que l'extrait de verveine citronnelle réduit significativement
les douleurs articulaires et les marqueurs du stress oxydatif chez les patients

souffrant de troubles inflammatoires chroniques (LOpez-Roig, R., et al., 2021).

1.3.4. Propriétés anxiolytiques et neuroprotectrices d’Aloysia citrodora
L.

Sur le plan neurologique, la plante agit comme un modulateur des
récepteurs GABA-A, ce qui lui confere des propriétés sédatives et anxiolytiques
sans toxicité apparente. Paralléelement, ses antioxydants protegent les neurones
contre l'apoptose induite par le glutamate, suggérant un réle protecteur contre le
déclin cognitif et les pathologies neuro dégenératives. (Bahramsoltani, R., et al.,
2018).
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1.3.4.1. Propriétés Anti-diabétique d’Aloysia citrodora L.

L'effet hypoglycémiant de [I'Aloysia citriodora est lié a [l'inhibition de
I'enzyme alpha-glucosidase, ce qui ralentit I'absorption des glucides au niveau
intestinal. De plus, les extraits de la plante améliorent la sensibilit¢ a I'insuline et
protegent les cellules béta du pancréas contre les dommages oxydatifs lies a
I'nyperglycémie chronique (Sabra, A. S., et al., 2021).

1.3.4.2. Propriétés  Anti-cancéreuse (Cytotoxique) d’Aloysia citrodora
L.

Les recherches in vitro révélent que les extraits de verveine citronnelle
exercent une action antiproliférative sur diverses lignées cellulaires cancéreuses.
Le mécanisme implique linduction de la mort cellulaire programmée (apoptose)
et l'arrét du cycle cellulaire. Le citral, constituant majeur de [I'huile essentielle,

semble jouer un réle clé dans cette cytotoxicité sélective.
1.3.4.2.1. Propriété antispasmodique :

Sur le plan pharmacologique, Aloysia citriodora Palau se distingue par une
remarquable propriété antispasmodique au niveau de la sphére gastro-intestinale,
venant corroborer son utilisation traditionnelle empirique dans le traitement des
coliques, des douleurs gastriques et des digestions difficiles (Sprea et al., 2023).
Des investigations mécanistiques menées in vitro ont démontré que cette action
spasmolytiqgue repose majoritairement sur une synergie entre Ses COmMPOSEs
volatils, tels que le citral, et sa fraction phénolique (Consolini et al., 2007 ;
Ragone et al., 2010). Ces métabolites secondaires agissent en induisant une
relaxation directe des muscles lisses intestinaux, principalement par le blocage
des canaux calciques voltage-dépendants ou par [linhibition des récepteurs
muscariniques a l'acétylcholine (Ragone et al., 2010). Parmi les composés isolés,
la vitexine — un hétéroside de flavone majeur chez la verveine odorante — a été
identifiée comme I'un des principaux agents responsables de cette activité de

relaxation musculaire (Consolini et al., 2007).
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1. Matériels et méthodes :

11.1. Introduction :

Grace a sa situation géographique, I’Algérie bénéficie d’une flore
riche et diversifiée, favorisant le développement spontané de nombreuses plantes
médicinales aromatiques. L’intérét porté a ces derniéres a connu une croissance

notable au cours des derniéres années.

A cet effet, on s’est intéressé a étudier la plante Aloysia Citrodora L, on a
effectué les études screening phytochimique et activités biologiques d’huile
essentielle et les extraits phénoliques a savoir (decoction, infusion et extrait

éthanolique).

L’objectif de ce travail est screening phytochimique, I’extraction d’huile
essensielle par la méthode d’hydrodistillation, 1’étude de [I’activité antioxydant
des extraits de la plante et d’huile essentielle par la méthode de piégeage des
radicaux libre (DPPH) et le test de la réduction de fer (FRAP), Evaluation de teste
anti-inflammatoire. I’étude de [Dactivité antibactérienne des extraits et d’huile
essentielle sur certaines espéces  pathogénes ( E. coli, Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus et Bacillus subtilis) et fongiques Aspergillus Niger, Aspergillus
flavus, Aspergillus fumigatus et Penicillium (P.Expansum, P.Zacinthae,
P.Corylophilum ) et a la fin I’évaluation la concentration minimale inhibitrice

CMI et concentration minimale bactéricide CMB.
11.2. Materiel végetal :

Notre étude est portée sur une espece de la famille des Verbenaceae qui
est Aloysia Citrodora L. la plante a été récoltée au mois de décembre 2026 dans la
région d’Ain El Hdjar wilaya de Saida, loin de tout impact de pollution, dans la
zone de «34°48'43.3"Nord et 0°03°00.0 »West, la partie aérienne de la plante a
été séchée a I’ombre dans un endroit sec et aéré pendant 21 jours, on sépare les
feuilles des tiges, une partie des feuilles été broyés a I’aide d’un mortier pour
obtenir une poudre fine pour qu’elle soit préte a I’utilisation pour étre soumise a
des tests phytochimiques et également a différentes extractions et 1’autre pour

I’extraction d’huile essentielle.
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Ph(_)to 4: _Separatlon les Photo 5
feuilles des tiges.
aérienne. feuilles.

Photo 3: Séchage de la partie Broyage des

11.3. Screening phytochimique :

Dans le cadre de la recherche de nouvelles biomolécules d’origine végétale,
la composition chimique du matériel végétal a été étudiée a travers un criblage
phytochimique. Cette analyse a permis de mettre en évidence différents groupes
de composés chimiques, notamment les tanins, flavonoides, anthocyanes,
coumarines, composés réducteurs, stérols et stéroides, amidon, alcaloides ainsi

que les saponines.

L’identification de ces métabolites secondaires repose sur des essais de
solubilité, des réactions de coloration et de précipitation, ainsi que sur des

observations sous lumiére ultraviolette.
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11.4. Préparation des extraits :

Les extraction solide / liquide de ces plantes ont été réalisées selon trois
modes de préparation: infusion aqueuse, décoction aqueuse et décoction
éthanolique, decrits par Paris et al., (1969).

I1.5. Infusion aqueuse :

Verser 100 ml d’eau distillée bouillante sur 5 g de la poudre des feuilles
d’Aloysia Citrodora L. laisser le mélange 15 a 20 minutes puis filtrer le mélange

et récupérer le filtrat.
11.6. Décoction aqueuse :

Dans un ballon surmonté d’un réfrigérant et porter sur une chauffe ballon,
mélanger 5 g de la poudre avec 100 ml de I’eau distillée, laisser le chauffer a une
température minimum pendant 1 heure puis filtrer le mélange et récupérer le
filtrat.

11.7. Décoction éthanolique :

Cet extrait est préparé de la méme maniére que I’extrait aqueux en utilisant
I’éthanol a la place du I’eau distillée, mélanger 5 g de matiére végétal dans 100 ml
de I’éthanol apreés le chauffage a une température de 100° C pendant 1 heure on

filtre le mélange et on récupérait le filtrat.

Photo 6: Montage d’extraction des Photo 7: Les trois extraits préparés
extrais. apres filtration
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11.8. Différentes classes recherchées :
11.8.1. Les flavonoides :

A 5 ml de lextrait éthanolique, on ajoute 1 ml d’acide chlorhydrique
concentré ainsi que 0,5 g de tournures de magnésium. L’apparition d’une
coloration rouge ou rose indique la présence des flavonoides (+), tandis que

I’absence de changement de couleur traduit leur absence (—) (Karumi et al.,

2004).
11.8.2. Les coumarines :

Une quantité de 1 g de poudre végétale est dissoute dans quelques gouttes
d’eau distillée chaude. La solution obtenue est ensuite recouverte d’un papier

imbibé d’une solution saturée de NaOH, puis portée a ébullition.

L’observation sous lumicre ultraviolette permet de mettre en évidence la
présence des coumarines par 1’apparition d’une fluorescence intense (Benmehdi,

2000).
11.8.3. Les tannins :

Un volume de 1 ml de D’extrait éthanolique est additionné de 2 a 3 gouttes
d’une solution de FeCls a 1 %. Aprés quelques minutes d’incubation, 1’apparition
d’une coloration verdatre indique la présence de tanins catéchiques, tandis qu’une
coloration bleu-noiratre révéle la présence de tanins galliqgues (Karumi et al.,,
2004).

11.8.4. L’amidon :

Cinq millilitres d’extrait aqueux sont traités par 10 ml de NaOH ainsi que
le réactif spécifique de I’amidon. L’apparition d’une coloration bleu violacé

révele la présence d’amidon (Benmehdi, 2000).
11.8.5. Les alcaloides :

Deux grammes de poudre végétale sont macérés pendant 24 heures dans
50 ml d’un mélange d’acide sulfurique dilué et d’eau distillée. Apres filtration et
ajustement du volume a 50 ml, 1 ml du macérat est réparti dans deux tubes. On

ajoute 5 gouttes du réactif de Mayer dans le premier tube et 5 gouttes du réactif de
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Wagner dans le second. L’apparition d’un trouble ou d’un précipité aprés 15

minutes confirme la présence d’alcaloides (Paris et al., 1969).
11.8.6. Les saponosides :

Un mélange de 2 ml d’infusion aqueuse et 2 ml d’eau distillée est agité
vigoureusement pendant 2 minutes. L’apparition d’une mousse persistante apres

15 minutes confirme la présence de saponosides (Karumi et al., 2004)
11.8.7. Les composés réducteurs :

La détection repose sur le traitement de 1 ml d’extrait éthanolique avec de
I’eau distillée, suivi de 1’ajout d’environ 20 gouttes de la liqueur de Fehling, puis

chauffage.

La formation d’un précipité rouge brique indique un test positif (Trease et
Evans, 1987).

11.8.8. Les anthocyanes :

A 2 ml d’infusé aqueux, on ajoute 2 ml d’acide chlorhydrique (HCI 2N).
L’apparition d’une coloration rose-rouge, virant au bleu violacé aprés addition

d’ammoniac, indique la présence d’anthocyanes (Benzeggouta, 2015).
11.8.9. Les stérols et les triterpénes :

Deux essais sont réalisés (Trease et Evans, 1987) :
Essai 1 stérols et stéroides :

10 ml d’extrait éthanolique sont évaporés a sec, puis le résidu est dissous
dans 10 ml de chloroforme anhydre. A 5 ml de cette solution, on ajoute 5 ml
d’anhydride acétique et quelques gouttes d’acide sulfurique concentré. Apres
agitation et repos, l’apparition d’une coloration violacée fugace virant au vert

(intensité maximale aprés 30 minutes a 21 °C) indique un test positif.
Essai 2 (hétérosides stéroidiques et triterpéniques) :

L’extrait éthanolique (10 ml) est évaporé a sec, puis le résidu est dissous
dans un mélange anhydride acétique/chloroforme (5/5, V/V). Aprés filtration, le

filtrat est trait¢ par quelques gouttes d’acide sulfurique concentré (réaction de
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Liebermann-Burchard). L’apparition de colorations vert-bleu et vert-violet

indique respectivement la présence d’hétérosides stéroidiques et triterpéniques.
11.9. Extraction d’huile essentielle d’Aloysia citrodora L :

L’extraction de I’huile essentielle d’Aloysia citrodora L a été effectuée par
la méthode d’extraction de la méthode d'hydrodistillation afin de calculer le

pourcentage du rendement.

Dans un ballon en verre d’une capacit¢ de 1 litre, on introduit 40g de
matiére végétale (feuilles), puis on ajoute un volume d’eau 700 ml qui correspond
a 2/3 de la capacité du ballon pour éviter le débordement lors de 1’ébullition. A
I’aide d’une chauffe ballon, on chauffe le mélange pendant 3 heures. Pendant
I’ébullition, les cellules végétales s’éclatent et libérent leurs contenus, qui par la
suite sont transportés par les vapeurs d’eau générés dans le ballon vers le
réfrigérant ou ils se condensent. Les gouttelettes ainsi chutent dans une ampoule a
décanter et forment deux phases qui se séparent par différence de densité, 1’huile

essentielle flotte a la surface de 1’eau.

Photo 8: Dispositif d’hydrodistillation

11.10. Conservation de I’huile essentielle obtenue :

Afin de préserver la stabilit¢ des composés constituant [’huile essentielle,
celle-ci a été conservée dans un flacon en verre stérile hermétiquement fermé, a
I’abri de 1’air et de la lumic¢re. Le flacon a ¢été enveloppé dans du papier
aluminium puis maintenu a une température d’environ 6 °C jusqu’a son
utilisation, afin d’éviter toute éventuelle dégradation des constituants de 1’huile

essentielle.
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11.11. Détermination du rendement d’huile essentielle :

Le rendement en huile essentielle est déterminé par le rapport entre la masse
d’huile essentielle obtenue aprés extraction et la masse de la matiere végétale
séche utilisée initialement. Ce rendement, exprimé en pourcentage, permet
d’évaluer I’efficacité du procédé d’extraction (AFNOR, 2000).

La formule utilisée est la suivante :

{ Rdt,z=M,,c/Msx100

Rdtne : rendement extraits fixes en g /100g de matiére séche.
MHE : masse d’huile essentielle récupérée exprimée en g.

Ms : quantité¢ de matiére végétale seche utilisée pour I’extraction exprimée en g.

11.12. Evaluation de I’activité antioxydant :

11.12.1. Teste de piégeage du radical libre DPPH. (2,2-diphenyl 1-
1picrylhydrazyl) :

L’activité antioxydant des extraits a été déterminée par le test de piégeage

du radical libre DPPH.

Une solution mére de chaque extrait a été préparée a la concentration de 8
mg/ml dans le méthanol. Des dilutions successives ont ensuite été réalisées dans
six tubes contenant chacun 1 ml de méthanol, par transfert sériel de 1 ml d’un
tube a Dlautre afin d’obtenir une gamme de concentrations décroissantes. Chaque

série de dilution a été effectuée en triple pour garantir la reproductibilité.

Par la suite, 50 pL de chaque dilution ont été ajoutés a 1950 pL d’une
solution de DPPH (DOprpn= 0,8) dans des tubes propres. Les mélanges ont été
incubés pendant 1 heure a température ambiante, a l’obscurité. L’absorbance a été
mesurée a 517 nm a 1’aide d’un spectrophotometre, en utilisant comme blanc une
solution de DPPH dans le méthanol et comme contr6le négatif le méthanol seul.

Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH a été calculé selon la formule
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standard, permettant ainsi de déterminer la valeur d’ICso pour chaque extrait

analysé (Clarke et al., 2013).

Figure 13: mécanisme réactionnelle du test DPPH.

L'équation ci-dessous a été utilisée pour calculer I'activité de piégeage :

{ Activité de piégeage (%) = (AC - AS) / AC x 100 %

AC : Absorbance de contréle.
AS : Absorbance de I’échantillon.
= Il Calcul des concentrations efficaces 1C50 :

Le IC50 ou concentration inhibitrice de 50 % (aussi appelée EC50 pour
Efficient concentration 50), est la concentration de 1’échantillon testé nécessaire
pour réduire 50 % de radical DPPH.

Les IC50 sont calculées graphiquement par les régressions linéaires des
graphes tracés ; pourcentages d’inhibition en fonction de différentes

concentrations des fractions testées.

11.12.2. Calcul de P’activité anti radicalaire :

APR ou activit¢ anti radicalaire qui est inversement proportionnel a I’EC 50

(concentration d’inhibition) (Prakash et al., 2007).

APR =1/EC 50
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11.12.3. Réduction de fer (FRAP):

Le pouvoir antioxydant ferrique des extraits a été évalué par la méthode de
réduction du ferricyanure de potassium en présence de chlorure ferrique (essai
FRAP). Une aliquote de 0,5 ml d’extrait a ¢ét¢é mélangée a 1,25 ml de tampon
phosphate (0,2 M ; pH 66) e a 125 ml de KsFe(CN)s a 1 %. Aprés
homogénéisation, les mélanges ont été incubés a 50 °C pendant 20 minutes.
Ensuite, 1,25 ml d’acide trichloroacétique a 10 % a été ajouté afin d’arréter la

réaction, suivi d’une centrifugation a 3000 rpm pendant 10 minutes.

Le surnageant (1,25 ml) a été récupéré puis mélangé a 1,25 ml d’eau
distillée et a 0,5 ml de FeClz a 0,1 %. L’absorbance a été mesurée a 700 nm a
I’aide d’un spectrophotométre. Le témoin est traité avec le méme protocole sauf

I’extrait est remplacé a 1’eau distillé.

L’acide ascorbique a servi de standard de référence, et [Dactivité
antioxydant totale a été exprimée en milligrammes d’équivalents d’acide

ascorbique par gramme de matiere seche (mg EAA/g MS).

11.13. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire :

11.13.1. Test de stabilisation de la membrane des globules rouges

(érythrocytes) :

Ce test repose sur le fait que la membrane érythrocytaire présente une
analogie structurale avec la membrane lysosomale ; ainsi, les substances a activité
anti-inflammatoire sont capables de stabiliser ces membranes et de prévenir leur

lyse en conditions de stress hypotonique (Nurtamin et al., 2018).

L’objectif de ce test est d’évaluer la capacit¢ des extraits a inhiber
I’hémolyse des globules rouges. Pour cela, du sang total humain frais est prélevée
chez un volontaire sain n’ayant pas consommé d’anti-inflammatoires durant les
deux semaines précédentes, puis immédiatement mélangé a volume égal avec la
solution d’Alsever. Apres centrifugation a 3000 tr/min pendant 10 minutes, le
surnageant est éliminé et le culot érythrocytaire est lavé trois fois avec une
solution saline isotonique, avant d’étre remis en suspension pour obtenir une
suspension de globules rouges a 10 % (v/v). Le mélange réactionnel, d’un volume

total de 4,5 ml, est constitué de 1 ml de tampon phosphate, 2 ml de solution
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hyposaline, 0,5 ml de suspension érythrocytaire et 1 ml d’extrait a tester, tandis

que le témoin contient de 1’eau distillée a la place de I’extrait.

Les tubes sont ensuite incubés a 37 °C pendant 30 minutes, puis centrifugés
a 3000 tr/min pendant 10 minutes. Enfin, I’absorbance du surnageant est mesurée
a 560 nm a l'aide dun spectrophotométre UV-Visible afin d’évaluer le degré

d’hémolyse.

= Calcul du pourcentage de protection :

Protection (%) =100 — (DO échantillon / DO contréle x 100)

11.14. Evaluation de I’activité antimicrobienne :

Il s’agit d’une méthode in vitro utilisée pour évaluer [activité
antibactérienne et antifongique de certains composés. Dans cette étude, la
technique des disques de vliesline a été employée, une méthode de référence
couramment utilisée pour apprécier 1’activité antimicrobienne d’une substance

(Balouiri et al., 2016).

11.14.1. Les souches bactériennes :
Les différentes souches utilisées sont motionnées dans ce tableau :

Tableau 5: Caractéristiques et références des souches bactériennes utilisées

Les bactéries Références Gram
Escherichia coli ATCC 25922 -
Staphylococcus aureus MRSA ATCC 33591
Bacillus cereus ATCC 11778
Bacillus subtilis ATCC 6633
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11.15. Repiquage des souches bactériennes :

Des colonies bien isolées, issues de cultures pures, ont été ensemencées

dans un bouillon nutritif, puis incubées a 37 °C pendant 72 heures.
11.15.1. Les souches fongiques :

Les souches fongiques sont fournis par I’encadreur, Aspergillus (A. flavus,

A.fumigatus, A.niger), Penicillium (P.expansum, P.zacinthae, P.corylophilum).
11.15.2. Préparation de I’inoculum :

Chaque souche est d’abord ensemencée sur une gélose nutritive afin
d’obtenir une culture fraiche de 18 a 24 heures. Ensuite, 3 a 4 colonies
bactériennes bien isolées sont prélevées et mises en suspension dans un bouillon
nutritif ou dans une solution physiologique stérile (Na ClI 0,9 %). La suspension
obtenue est ensuite ajustée au standard de Mc Farland 0,5 a I’aide d’un
spectrophotometre, correspondant a une densité optique comprise entre 0,08 et
0,1 a 625 nm, soit une concentration d’environ 10® UFC/ml (CA-SFM, 2010).

11.16. Méthode de vlieseline :

L’activit¢ antimicrobienne est évaluée selon les standards d’EUCAST
(EUCAST, 2018) et par la meéthode conventionnelle de diffusion des disques
contre les germes-cibles.

L’utilisation de papier de vliesline a plusieurs couches repassé pour les
rendre épaisses et stérilisé. Les suspensions des germes sont calibrées a 1’étalon

0,5 de la gamme de Mc Ferland.

Les milieux de culture utilisés sont la gélose Mueller-Hinton pour les
bactéries et PDA acidifié pour les souches fongiques, coulée dans des boites de
Pétri. Apres solidification a température ambiante, les boites sont ensemencées
par écouvillonnage des suspensions des germes cibles. Des disques de 6 mm de
diamétre imbibé par 10 pl des extraits a tester a différentes concentrations sont

ensuite placés aseptiquement sur la gélose a 1’aide d’une pince.

Les boites sont maintenues pendant 2 heures a 4 °C afin de favoriser la
diffusion des composés actifs et de ralentir temporairement la croissance

microbienne (Tortorano et al., 1979). Par la suite, ’incubation est effectuée a 37
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°C pendant 18 a 24 heures pour les bactéries et a 28 °C pendant 5 jours pour les
champignons. La présence d’une zone d’inhibition autour des puits est considérée
comme un résultat positif, et son diameétre est mesuré a I’aide d’une régle

graduée.

11.17. Détermination de la concentration minimale inhibitrice
(CMI) et bactéricide (CMB) :

Le test a été réalisé dans des microplaques stériles a 96 puits. Chaque puits
a recu 50 pl de bouillon Mueller-Hinton stérile (MHB), puis 50 pl de I’extrait
concentré (éthanolique, aqueux ou infusion) ont été ajoutés uniquement dans le
premier puits de chaque ligne. Des dilutions en série au 1/2 ont ensuite été
effectuées par transfert successif de 50 pl dun puits au suivant, avec
homogénéisation a chaque étape, puis élimination de 50 ul du dernier puits afin
de maintenir un volume constant. Aprés dilution, 50 pl d’une suspension
bactérienne standardisée (équivalente a 0,5 McFarland) ont été ajoutés dans
chaque puits, portant le volume final a 100 pl, pour les fongiques le méme

protocole sauf que le milieu utilisé est le PDA acidifié (bouillon et gélose).

Des controles ont été inclus pour valider 1’essai : un contrdle négatif (milieu
+ souche bactérienne, sans extrait) et un controle positif (milieu + souche
bactérienne + antibiotique). Les microplagues ont été incubées a 37 °C pendant
18 a 24 heures, puis 10 pL de bleu de bromothymol ont été ajoutés a chaque

puits, suivis d’une seconde incubation de 2 heures a 37 °C.

La concentration minimale inhibitrice (CMI) a été définie comme la plus
faible concentration d’extrait ne présentant aucune croissance bactérienne visible,
traduite par 1’absence de turbidité. La concentration minimale bactéricide (CMB)
a été déterminée en repiquant 10 pL des puits sans croissance sur des boites de
gélose Mueller-Hinton, par ensemencement en rateau. Apres incubation a 37 °C
pendant 24 heures, la CMB correspond a la plus faible concentration ne donnant

lieu a aucune croissance bactérienne.
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I11. Les tests phytochimiques :

Les résultats des tests phytochimique pour les feuilles d” Aloysia citrodora sont

résumé dans ce tableau :

Tableau 6: Résultats des tests phytochimiques sur les feuilles d’Aloysia citrodora
L.

Les flavonoides -

Les coumarines ++
Les tannins +4++
L’amidon -
Les alcaloides R. ++
Mayer
R. ++
Wagner

Les saponosides -

Les composes réducteurs -

Les anthocyanes -

Les stérols et stéroides +++

Les hétérosides stéroidiques et +++

triterpéniques
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Tableau 7: Photos des Résultats des tests de screening phytochimique des

extraits.
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Notre analyses phytochimique des feuilles d’ Aloysia citrodora L a révéle
la présence du divers composés phytochimiques indiqués dans le tableau n°, on
remarque que les feuilles de cette plante  sont riches en  tanins, stérols et
stéroides, hétérosides steroidiques et triterpéniques , tandis que on note une
moyenne quantité des coumarines, les alcaloides |, Les tests ont confirmé
I'absence de Il'amidon, des saponosides, les flavonoides, anthocyanes et les

composés réducteurs dans cette plante.

Des travaux phytochimiques sur La plante d’Aloysia citrodora  faites par
(Bennour et al, 2022) et de (Ramoul et al, 2021), ont montrés une
concordance pour la teneur en tanins, fortement présents dans les trois études,
confirmant leur abondance dans cette espéce. De méme, la présence des
alcaloides et 1’absence de I’amidon et les composés réducteurs sont globalement
confirmée, En revanche, une divergence importante concernant (les flavonoides,
les anthocyanes, les saponosides) fortement présents dans les résultats des
précédentes travaux alors qu’ils sont absents dans notre cas. La présence des
coumarines dans notre étude présente également une différence notable. Enfin,
notre travail se distingue par la mise en évidence des stérols, stéroides et
hétérosides triterpéniques, non rapportés dans les études précédentes.

Plusieurs études phytochimiques portant sur la famille des Verbenaceae,
notamment le genre Aloysia citrodora, ont mis en eévidence la présence de
composés polyphénoliques ainsi que des tanins (Carnat et al.,, 1999 ; Adimi,
2018 ; Belgaid et al., 2013), Par ailleurs la présence d’alcaloides, la richesse
notable en flavonoides, ainsi que des glycosides au sein de cette famille.
L’ensemble de ces données concorde globalement avec nos résultats, confirmant

la richesse phytochimique de cette espece.

La teneur en composés polyphénoliques varie généralement en fonction de
plusieurs facteurs, notamment les conditions géographiques et climatiques (telles
qu'une forte exposition solaire, des températures ¢€levées ou la salinité), ainsi que
les facteurs génétiques, la période de récolte et le stade de développement de la
plante (Ofosu et al., 2020 ; Kabtni et al., 2020).
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111.1. Extraction d’huile essentielle :

L’extraction de I’huile essentielle d’Aloysia citrodora L a été effectuée par la
méthode d’extraction de la méthode de hydrodistillation afin de calculer le pourcentage du

rendement.

Photo 9: Extraction d’huile essentielle Photo 10: L’huile essentielle
d’Aloysia citrodora L

111.1.1. Calcule de rendement d’huile essentielle :

Le tableau suivant montre le rendement d’huile essentielle.

Tableau 8: Rendement d’huile essentielle d’Aloysia citrodora L.

Huile essentielle d’Aloysia citrodora L

Rendement % 0,36

Le résultat relatif au rendement d’huile essentielle obtenue montre que le rendement
est trés faible. Ce rendement est comparable a ce obtenus par d’autre travail sur Aloysia

citrodora L, notre résultat 0,36% est s’approche a ce obtenu 0,41 % par (Achour et al.,

2025).

Ces différences des teneurs en huile essentielle peuvent étre dues a plusieurs facteurs

notamment le matériel et la technique d’extraction utilisée et la nature de la plante elle-
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méme et son environnement (espéce, période de récolte, température, humidité, climat,
type de sol) (Oukerrou, 2017).

I11.2.Piégeage  du radical libre DPPH- (2,2-diphényle-1-
picrylhydrazyl) :

Photo 11: Résultat de teste de DPPH Photo 12: Résultat de teste de DPPH
d’huile essentielle. d’extrait éthanolique

Dans notre travail nous avons étudié I’activité antioxydant des différents extraits et

d’huile essentielle, les résultats sont montrés dans les photos et figures suivantes :

1C50=0,163mg/ml

100 87,56 89,63 91,46 92,68
o— g B
80 69,87
o
é 60 41,74
o 40
20
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Concentration (mg/ml)

Figure 14: Activité antioxydant DPPH (pourcentage d’inhibition) d’extrait

éthanolique.
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1C50= 0,015 mg/ml

150
89,02 96,341 98,41 98,90
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Figure 15: Activité antioxydant DPPH (pourcentage d’inhibition) d’huile essentielle.

IC50 = 0,065 mg/ml
90,24 90,56 92,42
o 6843 ° ®

80 N 761
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20

0 T T T T T T
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
Concentration (mg/ml)

Figure 16: Activité antioxydant DPPH (pourcentage d’inhibition) d’acide

ascorbique.

L’activité antioxydant des différents extraits a eté évaluée par le test du
DPPH en mesurant le pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration.
Les résultats montrent une activité antioxydant pour tous les extraits et c’elle du

standard (acide ascorbique).

L'efficacité est comparée a l'aide de I'IC50 (la concentration nécessaire pour
inhiber 50 % des radicaux DPPH). Plus cette valeur est faible, plus le pouvoir
antioxydant est puissant. L’ extrait  éthanolique présente la meilleure activité
parmi les extraits avec une IC50 = 0,162, [I’Infusion montre une efficacité
similaire & l'extrait éthanolique avec une IC50 = 0,163 mg/ml, I’extrait aqueux
présente une activité plus faible avec une IC50 = 0,780 mg/ml et 1’huile
essentielle  montre également un profil atteignant un plateau d'inhibition IC50 =

0,015 mg/ml, I’acide ascorbique montre un résultat d’1C50 = 0,065 mg/ml.
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Les résultats montrent une supériorité de I'extrait éthanolique et I'infusion a
I'extrait aqueux, conformément aux travaux de (Nurtamin et al. 2018), cela
suggere que les solvants utilises (éthanol ou eau a température d'infusion)
permettent une meilleure extraction des molécules actives (comme les

polyphénols hydrosolubles ou semi-polaires) (Mojzer et al., 2016).

Par ailleurs, Dactivité antioxydant trés proche observée pour I’infusion
suggere que 1’eau chaude a permis I’extraction d’une quantit¢é importante de
composés phénoliques hydrosolubles. Plusieurs travaux ont rapporté que les
infusions présentent une activité antioxydant remarquable grdce a leur richesse en
composés phénoliques tels que les flavonoides et les dérivés de 1’acide caféique,

notamment le verbascoside (Carnat et al., 1999 ; Quirantes-Piné et al., 2009).

La faible activit¢é antioxydant de Dextrait aqueux (ICso = 0,780 mg/ml)
pourrait étre liée a une moindre extraction des composés phénoliques actifs et/ou
a laltération de certaines molécules thermosensibles lors du chauffage prolongé.
L’influence de la température sur la teneur en composés phénoliques et sur
I’activité antioxydant a déja été rapportée chez Aloysia citriodora L (Garnica-

Romo et al,. 2024).

La forte activité antioxydant observée chez les extraits pourrait étre liée a
leur richesse en composés phénoliques. Ces derniers sont reconnus pour leur
capacit¢ a neutraliser les radicaux libres grace au transfert d’un atome
d’hydrogene ou d’un ¢électron a ces especes réactives, conduisant a leur
stabilisation et a [Dinterruption des réactions d’oxydation en chaine (Dai et

Mumper, 2010).

De nombreux travaux notamment ceux de (Shahhoseini et al., 2013), ont
montré que I’huile essentielle d’Aloysia citrodora est principalement composée
de citral (géranial et néral ainsi que de limonéne). Ces composés terpéniques sont
reconnus pour leurs propriétés antioxydants et leur capacité a neutraliser les
radicaux libres, grace a leur aptitude a interrompre les réactions d’oxydation et a

limiter la formation d’espéces réactives de 1’oxygéne (Miguel, 2010).

Dans notre ¢étude, I’huile essentielle a présenté la meilleure activité
antioxydant (ICso = 0,015 mg/ml) parmi les échantillons analysés. Cette activité

pourrait étre liée a sa richesse en composés volatils bioactifs, notamment les
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monoterpenes OXYQénés, connus pour leurs propriétés antioxydants.
Contrairement a [’acide ascorbique (ICso = 0,065 mg/ml), qui agit comme une
molécule antioxydant unique, 1’huile essentielle constitue un mélange complexe
de nombreux composés bioactifs dont les interactions peuvent contribuer a
I’activité antioxydant globale observée. Cette activité résulterait non seulement
des effets individuels des constituants majoritaires, mais également d’interactions
synergiques ou additives entre les différents composés présents dans 1’huile

essentielle (Bakkali et al., 2008 ; Miguel, 2010).
111.2.1. Calcul de ’activité anti radicalaire :

APR ou activité¢ anti radicalaire qui est inversement proportionnel a 1’IC 50

(concentration d’inhibition) (Prakash et al., 2007).

{ APR = 1/IC50

70 66,66

60

50
o 40
0o
O 30
~~
W 20 15,38
X 19 6,13 6,17
o 1,28
< =

L’extrait aqueux L'extrait L'infusion L’huile L’acide
éthanolique essentielle ascorbique
Les extraits

Figure 17: L activité antiradicalaire des extraits et huile essentielle d’Aloysia

citrodora L et I’acide ascorbique.

Les résultats montrent que [’activité¢ antiradicalaire varie selon le procédé
d’extraction. L’huile essentielle a présenté le pouvoir antioxydant le plus éleve
(APR = 66,66 (mg/ml)"), dépassant méme celui de 1’acide ascorbique utilisé
comme témoin positif (APR = 15,38 (mg/ml)!). Cette activité pourrait étre liée a
sa richesse en composés volatils bioactifs, notamment le citral et le limonene,
ainsi qu’a un éventuel effet synergique entre ses constituants (Miguel, 2010 ;

Bakkali et al., 2008).
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L’infusion aqueuse (APR = 6,17 (mg/ml)') et Dl’extrait éthanolique (APR =
6,13 (mg/ml)?') ont présenté des activités antioxydants comparables, mais
inférieures a celle de 1’acide ascorbique. Cette activité est probablement due a
leur teneur en composes phénoliques et flavonoidiques connus pour leur capacité

a piéger les radicaux libres (Dai et Mumper, 2010).

La décoction aqueuse a montré D’activité la plus faible (APR = 1,28 (mg/ml)
1), ce qui pourrait s’expliquer par une dégradation partielle de certains composés
bioactifs thermosensibles lors du chauffage prolongé (Garnica-Romo et al.,
2024).

Activité antioxydante reductrice ferrique (FRAP) :

L’activité antioxydant a été évaluée par le test du pouvoir réducteur du fer
selon la méthode décrite par (Oyaizu, 1986) et adaptée par (Berker et al., 2007).
Cette méthode repose sur la réduction des ions ferriques (Fe*") en ions ferreux
(Fe**) par les composés antioxydants présents dans les extraits. La formation du
complexe réduit est mesurée par spectrophotometre a 700 nm, une absorbance
élevée traduisant un pouvoir réducteur important. L’acide ascorbique a été utilisé

comme témoin positif en raison de son activité antioxydant reconnue.

Pour I’ensemble des extraits ainsi que pour le témoin, des dilutions binaires

successives comprises entre 2 et 0,125 mg/ml ont été préparées.

Photo 13: Résultat de teste de FRAP | Photo 14: Résultat de teste de FRAP
d’huile essentielle. d’extrait éthanolique.
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EC50 = 0,148 mg/ml
N1 0,671
S R — o
o ’ «
= €02
-g C O T T T T 1
3 0 0,5 1 1,5 2 2,5
= Concentration mg/ml
Figure 18: Pouvoir réducteur d’extrait éthanolique.
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Figure 19: Pouvoir réducteur d’huile essentielle.
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Figure 20: Pouvoir réducteur d’Acide ascorbique.

L’efficacit¢ des échantillons a ¢été comparée a partir de leur ECso,
correspondant a la concentration nécessaire pour atteindre une absorbance de 0,5
a 700 nm. Une faible valeur d’ECso traduit un pouvoir réducteur élevé. Les
résultats montrent que D’extrait éthanolique présente la meilleure activité
réductrice (ECso = 0,148 mg/ml), suivi de I’huile essentielle (ECso = 0,42 mg/ml).

Ces deux extraits ont montré une activité supérieure a celle de 1’acide ascorbique
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utilis¢ comme témoin positif (ECso = 0,64 mg/ml). En revanche, ’extrait aqueux
(ECso = 0,74 mg/ml) et I’infusion (ECso = 0,77 mg/ml) ont présenté des activités

plus faibles que le témoin.

L’augmentation de [’absorbance avec la concentration indique que le
pouvoir réducteur des extraits est dose-dépendant et reflete leur capacité a
transférer des ¢électrons pour réduire les ions ferriques (Fe’") en ions ferreux
(Fe**). La supériorité de 1’extrait éthanolique pourrait étre attribuée a sa richesse
en composés phénoliques et flavonoidiques a fort potentiel rédox (Dai et
Mumper, 2010). Quant a I’huile essenticlle, son activité importante pourrait étre
liée a la présence de monoterpénes oxygénés, notamment le citral et le limonene
(Shahhoseini et al., 2013).

Ces résultats suggérent qu’Aloysia citrodora constitue une  source
prometteuse de composés antioxydants naturels, certains extraits présentant méme
un pouvoir réducteur supérieur a celui de I’acide ascorbique dans les conditions

de I’essai.
Activité anti-inflamatoire :

L'évaluation de l'activité anti-inflammatoire  des différents extraits montre
des variations significatives du pourcentage de protection, pour le témoin positif

on utilise Ibuprofene 200 mg.

Photo 15: Le test anti-inflammatoire.
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Figure 21: Activité anti-inflammatoire des différents extraits, d’huile essentielle

L’activité anti-inflammatoire a été évaluée par le test de stabilisation de la
membrane  érythrocytaire, fondé sur 1’analogie entre la membrane des
érythrocytes et la membrane lysosomale. La stabilisation de ces membranes limite

la libération d’enzymes et de médiateurs impliqués dans la réponse inflammatoire

(Nurtamin et al., 2018).

Les résultats obtenus montrent que le témoin positif a présenté le taux de
protection le plus élevé (92,85 %), suivi de I’huile essentielle (78,14 %), de
I’extrait éthanolique (13 %), de la décoction aqueuse (9 %) et de [D’infusion

aqueuse (3,57 %).

L’importante activité protectrice de I’huile essentielle pourrait étre liée a sa
richesse en composés terpéniques, notamment le citral (géranial et néral) et le
limonéne, reconnus pour leurs propriétés anti-inflammatoires et leur capacité a
stabiliser les membranes biologiques (Peana et al., 2002). La nature lipophile de
ces composés favoriserait leur interaction avec la bicouche lipidique des

érythrocytes, augmentant ainsi leur résistance a 1’hémolyse (Chili et al., 2021).

Les extraits éthanoliqgue et aqueux ont montré des activités plus faibles.
Cette différence pourrait s’expliquer par une moindre teneur en composés
capables d’interagir directement avec les membranes cellulaires, malgré Ia
présence de polyphénols et de flavonoides connus pour leurs propriétés
biologiques. La faible activité des extraits aqueux pourrait également étre liée a
une extraction moins efficace de certains composés anti-inflammatoires ou a

I’altération de molécules sensibles a la chaleur lors de la préparation (Oukerrou
etal., 2017).
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La forte activit¢ de I’huile essentielle, atteignant prés de 80 % de protection
sans purification préalable, suggére qu’Aloysia citrodora constitue une source
prometteuse de composés naturels capables de contribuer a la stabilisation

membranaire et a la limitation des phénomeénes inflammatoires.
Evaluation de ’activité antibactérienne :

L’activité antibactérienne des extraits de feuilles d’Aloysia citrodora L. a
été évaluée par la méthode de diffusion en milieu gélosé (test des disques). Le
potentiel inhibiteur a été quantifié par la mesure des diametres des zones
d’inhibition (exprimés en millimétres) formées autour des disques imprégnés des

différents extraits.

Ce test a été realisé vis-a-vis de quatre souches bactériennes de référence,
sélectionnées pour leur intérét médical et leur représentativité des deux groupes

taxonomiques majeurs :

Bactéries a Gram positif : Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et

Bacillus cereus.
Bactérie a Gram négatif : Escherichia coli.

La détermination du diametre de ces zones d'inhibition permet d'estimer le
degré de sensibilitt ou de résistance de chaque souche bactérienne face aux

extraits testés, conformément aux standards de lecture microbiologique.

Les résultats de cette évaluation sont consignés dans les tableaux ci-apres :
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Tableau 9: Résultat de D’activité antimicrobienne des différents extraits et

les 04 souches bactériennes.

Les zones d’inhibitions en mm
Les 50 30 20 10 DMSO
ncentrations | mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
Les souches
bactériennes
@ E.coli 06 06 06 06 06
g S.aureus 16 12 10 07 06
25 B.cereus 20 14 08 07 06
T3 B.subtilis 46 46 30 10 06
s E.coli 06 06 06 06 06
g-,; S.aureus 06 06 06 06 06
(¢}
= B.cereus 06 06 06 06 06
u‘>'j' B.subtilis 06 06 06 06 06
E.coli 06 06 06 06 06
‘ié S.aureus 06 06 06 06 06
= § B.cereus 06 06 06 06 06
E 8 B.subtilis 06 06 06 06 06
N
E.coli 06 06 06 06 06
S S.aureus 12 06 06 06 06
@ B.cereus 06 06 06 06 06
IS B.subtilis 06 06 06 06 06

Tableau 10: Résultat d’antibiogramme des 04 souches bactériennes.

Les zones d’inhibitions en mm.

Les Gentamici | Erythromyci | Amoxicilli | Vancomyci | Rifampici | Pénicillin
antibiotique ne ne ne ne ne e
S 200 pug 60 ug 30 ug 05 ug 30 ug 10 g

Les souches
bactériennes

E.coli 26 12 28 06 12 08
S.aureus 30 40 45 16 38 46
B.cereus 28 22 10 14 15 06
B.subtilis 28 22 10 12 18 06
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Photo 16: Quelques résultats positifs d’effet antibactérien.

L’évaluation de I’activité antibactérienne des différents extraits a révélé une
nette différence selon la méthode d’extraction et la souche bactérienne testée.
L’huile essenticlle est la seule fraction ayant présenté une activité antibactérienne
significative et dose-dépendante. Les plus fortes zones d’inhibition ont été
observées contre B.subtilis avec des diametres de 46 mm aux concentrations de
50 et 30 mg/ml, suivie de B.cereus (20 mm a 50 mg/ml) et de S.aureus (16 mm a
50 mg/ml). En revanche, aucune activité n’a été observée contre Escherichia coli

dont les diametres enregistrés étaient identiques a celui du témoin négatif.

L’importante activit¢ de 1’huile essentielle pourrait étre liée a sa richesse en
composés terpéniques, notamment le citral (néral et géranial) et le limonene,
connus pour leur capacité a perturber 'intégrit¢é de la membrane bactérienne et a
altérer les fonctions cellulaires essentielles. Ces observations sont en accord avec
plusieurs études ayant rapporté une activité antibactérienne notable de [I’huile
essentielle contre les bactéries a Gram positif (Belhattab, 2011 ; Oukerrou,
2017).

Les extraits aqueux et éthanolique n’ont montré aucune activité
antibactérienne détectable contre les souches testées. De méme, I’'infusion n’a
présenté qu’une faible inhibition vis-a-vis de S.aureus (12 mm a 50 mg/ml). Ces
résultats suggerent que les composés extraits par les solvants polaires, bien qu’ils
présentent souvent une activité antioxydant importante liée a leur richesse en

polyphénols, exercent une activité antibactérienne plus faible que celle de I’huile
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essentielle dans les conditions de diffusion sur gélose. Cette différence pourrait
étre attribuée a la meilleure diffusibilit¢é et a 1’action membranaire des composés
volatils présents dans 1’huile essentielle, notamment les monoterpénes et les

aldéhydes terpéniques (Burt, 2004 ; Oukerrou et al., 2017).
Evaluation de ’activité antifongique :

L’activité antifongique des extraits de feuilles d’Aloysia citrodora L. a été
évaluée par la méthode de diffusion en milieu gélosé (test des disques). Le
potentiel inhibiteur a été quantifié par la mesure des diametres des zones
d’inhibition (exprimés en millimétres) formées autour des disques imprégnés des

différents extraits.

Ce test a été réalisé vis-a-vis de six souches fongiques, sélectionnées pour
leur intérét médical et leur représentativité des deux groupes taxonomiques

majeurs :
o Aspergillus : A. flavus, A fumigatus et A.niger.
e Pénicillium : P.zacinthae, P.expansum et P.corylophilum.

La détermination du diameétre de ces zones d'inhibition permet d'estimer le
degré de sensibilité ou de résistance de chaque souche face aux extraits testés.

Les résultats de cette évaluation sont consignés dans les tableaux ci-apres :
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Tableau 11: Résultat de [Dactivité antifongique des différents extraits et

I’huile essentielle avec les 06 souches fongiques.

Les zones d’inhibitions en mm
Les 50 30 20mg/ml 10 DMSO
ncentrations | mg/mi mg/ml mg/ml
Les souches
fongiques
A. flavus 06 06 06 06 06
. 3 A. fumigatus 50 44 12 09 06
g2 |2 A. niger 08 07 06 06 06
c | B
a <
pt P.zacinthae 16 12 06 06 06
= £
T = P.expansum 46 42 26 12 06
:g P.corylophilum 12 07 07 06 06
D
o
9 A. flavus 06 06 06 06 06
X = A. fumigatus 06 06 06 06 06
2 2
S s A. niger 06 06 06 06 06
s 1<
'§ e P.zacinthae 10 06 06 06 06
3 |2 P.expansum 08 07 07 07 06
= |2 P.corylophilum 06 06 06 06 06
D
o
2 E A. flavus 06 06 06 06 06
= =
= g A. fumigatus 06 06 06 06 06
= o -
g 2 A. niger 06 06 06 06 06
o e P.zacinthae 06 06 06 06 06
£ |3 P.expansum 06 06 06 06 06
R = P.corylophilum 07 06 06 06 06
= | ®
" A. flavus 06 06 06 06 06
é’ A. fumigatus 26 16 06 06 06
o A. niger 06 06 06 06 06
g a
2 %)
2 <
= P.zacinthae 06 06 08 06 06
o S P.expansum 30 22 08 07 06
= P.corylophilum 06 06 06 06 06
5
o
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A fumigatus — P. expansum
~ra huile - e

P. corylophilum
huile

Photo 17: Quelques résultats d’effet antifongique.

L’évaluation de I’activité antifongique des différents extraits a révélé une
sensibilit¢ variable selon 1’espéce fongique et le procédé d’extraction utilisé.
L’huile essentielle a présenté [D’activit¢ la plus importante avec des zones
d’inhibition atteignant 40 mm contre P.zacinthae, 22 mm contre A.fumigatus et
20 mm contre P.expansum a la concentration de 50 mg/ml. En revanche, A.flavus
s’est montré totalement résistant, tandis qu’A.niger et P.corylophilum n’ont

présenté qu’une faible sensibilité.

Cette activité¢ ¢élevée de 1’huile essentielle pourrait étre attribuée a sa
richesse en monoterpénes oxygénés, notamment le citral (géranial et néral et le
limonéne), composés reconnus pour leurs propriétés antifongiques. Ces molécules
sont capables d’altérer la perméabilit¢ membranaire, de perturber 1’organisation
des constituants cellulaires et d’inhiber la croissance fongique (Oukerrou et al.,
2017 ; Zekri, 2018). Les différences de sensibilité observées entre les especes
testées pourraient étre liées aux particularités structurales de leur paroi cellulaire

ainsi qu’a leurs mécanismes de tolérance aux agents antifongiques.

Les extraits aqueux et eéthanoliqgue ont montré une activité trés faible ou
nulle sur la majorité des souches. Cette observation suggére que les composés
responsables de [D’activité antifongique sont principalement concentrés dans la

fraction volatile plutdt que dans les fractions riches en composés phénoliques
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hydrosolubles. Ces résultats sont en accord avec les travaux de Boukhris (2014),
qui rapportent une activité antifongique généralement plus marquée pour 1’huile

essentielle que pour les extraits polaires.

La forte inhibition observée pour A.fumigatus avec I’extrait aqueux a 50
mg/ml constitue toutefois une exception intéressante. Ce résultat pourrait traduire
I’extraction de certains composés hydrosolubles bioactifs ou résulter d’une
sensibilité particuliere de cette espéce aux constituants présents dans 1’extrait. Des
analyses  complémentaires  seraient néanmoins  nécessaires  pour identifier

précisément les molécules impliquées.

Dans I’ensemble, les résultats montrent que I’huile essentielle représente la
fraction la plus efficace contre les champignons étudiés. Les especes les plus
sensibles ont été P.zacinthae, A.fumigatus et P.expansum, alors qu’A.flavus s’est

révélée totalement résistante.

Détermination de la (CMI) et (CMB) :

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits (éthanolique,
aqueux, infusion) et I’huile essentielle Vvis-a-vis les souches bactériennes et

fongiques étudiés sont mentionnés dans les tableaux suivant :

Témoin négative (bactérien): suspension bactérienne + milieu du culture
(MH beuillant).

Témoin positive (bactérien): antibiotique Amoclan (Amoxicilline et acide

clavulanique 1g/125 mg) + suspension bactérienne + milieu de la culture.

Témoin négative (fongique): suspension fongique + milieu du culture (PDA

acidifié beuillant).
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Tableau 12: Les différentes concentrations minimales inhibitrice des
différents extraits et huile essentielle en mg/ml contre les souches bactériennes

CMI mg/ml E.coli S.aureus B.subtilis B.cereus

Les extraits
Huile essentielle 1,56 12,5 25 1,56
L’extrait aqueuse 12,5 6,25 25 12,5
L’extrait éthanolique 6,25 1,56 12,5 6,25
Infusion 12,5 1,56 25 6,25

L’évaluation de la concentration minimale inhibitrice (CMI) a révélé une
activité antibactérienne plus importante que celle observée par la méthode de
diffusion sur gélose. L’huile essentielle a présenté les plus faibles valeurs de CMI
contre E.coli et B.cereus (1,56 mg/ml), indiquant une forte activité inhibitrice.
Une activité plus modérée a été observee contre S.aureus (12,5 mg/ml) et
B.subtilis (25 mg/ml).

L’extrait éthanolique s’est distingué par la plus faible CMI contre
Staphylococcus aureus (1,56 mg/ml), tandis que les décoctions aqueuses et les

infusions ont présenté des valeurs plus élevées, traduisant une activité plus faible.

La différence observée entre les résultats de diffusion sur gélose et ceux de
la CMI pourrait s’expliquer par la faible diffusibilitt de certains composés,
notamment les constituants hydrophobes de 1’huile essentielle, dans le milieu
gélosé. Ainsi, I’absence ou la faiblesse des zones d’inhibition ne refléte pas
nécessairement  I’absence  d’activité  antibactérienne, laquelle apparait  plus
clairement dans les essais de dilution en milieu liquide (Burt, 2004 ; Bakkali et
al., 2008).

Selon le critere de la CMI, I’huile essentielle constitue 1’échantillon le plus
actif contre E.coli et B.cereus, alors que I’extrait ¢éthanolique se montre

particulierement efficace contre S.aureus. Ces résultats confirment que [’activité
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antibactérienne dépend a la fois de la nature des composés extraits et de la
méthode d’évaluation utilisée (Burt, 2004 ; Bakkali et al., 2008).

Photo 18: Les résultats de CMI des souches bactériennes

Tableau 13: CMI des différents extraits et  huile essentielle en mg/ml des

Aspergillus Pénicillium

CMI Aflavus | A.fumigatus | A.niger | P.zacinthae | P.expansum | P.corylophilus

mg/ml

Les extraits

Huile 50 50 25 - - -
essentielle

L’extrait - - - - 50 -

aqueuse

L’extrait - - - - - -

éthanolique

Infusion - - - - - -

souches fongiques, ( - ) pas d’inhibition.
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Photo 20: Les résultats de CMI contre les Pénicillium.

L’évaluation de [Dactivité antifongique des différents extraits a révéle une
sensibilité¢ variable selon I’espece fongique et la méthode d’extraction utilisée.
Globalement, I’huile essentielle a présenté I’activité la plus importante, tandis que

les extraits aqueux et éthanolique ont montré une efficacité limitée ou nulle.

L’huile essentielle a  exercé une activité antifongique particuliérement
marquée  contre A. fumigatus et P. expansum, avec des zones d’inhibition
atteignant respectivement 50 mm et 46 mm a la concentration de 50 mg/ml. Une
activité modérée a également été observée contre P. zacinthae (16 mm) et P.
corylophilum (12 mm), alors que A. flavus s’est révélé totalement résistant et que
A. niger n’a montré qu’une faible sensibilité. La diminution progressive des
diamétres d’inhibition avec la baisse de la concentration traduit un effet dose-

dépendant de I’huile essentielle.

Cette activité pourrait étre attribuée a la présence de composés volatils

bioactifs, notamment le citral (géranial et néral), le limonéne et d’autres

by

monoterpénes oxygénés, connus pour leur capacité a altérer la perméabilité
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membranaire, perturber DIintégrit¢ cellulaire et inhiber la croissance fongique

(Bakkali et al., 2008 ; Oukerrou et al., 2017).

Parmi les extraits polaires, 1’infusion a montré une activité intéressante
contre A. fumigatus (26 mm) et P. expansum (30 mm) a 50 mg/ml, alors que
I’extrait aqueux n’a présenté qu’une faible activité contre P. zacinthae (10 mm) et
P. expansum (8 mm). L’extrait éthanolique s’est révélé pratiquement inactif
contre 1’ensemble des souches <¢étudiées. Ces résultats suggerent que certains
composés hydrosolubles possedent une activité antifongiqgue, mais a un niveau

nettement inférieur a celui des constituants volatils de 1’huile essentielle.

La meilleure activité observée pour I’infusion par rapport a la décoction
pourrait s’expliquer par wune meilleure préservation de certains composés
thermosensibles lors de la préparation. A D’inverse, un chauffage prolongé
pendant la décoction pourrait entrainer une diminution partielle de certaines

molécules bioactives responsables de 1’activité antifongique.

L’absence totale d’activité contre A. flavus pour tous les extraits testés
indique une forte résistance de cette espece. Cette résistance pourrait étre liée a la
composition de sa paroi cellulaire ainsi qu’a ses mécanismes de défense lui

permettant de limiter I’action des substances antifongiques naturelles.

Dans D’ensemble, les résultats démontrent que 1’huile essentielle constitue la
fraction la plus active contre les champignons étudiés. Les especes les plus
sensibles ont été A. fumigatus et P. expansum, tandis que A. flavus s’est montrée
totalement résistante. Ces observations confirment que [I’activité antifongique de
la plante est principalement associée a ses composés volatils, dont I’efficacité est

supérieure a celle des composés extraits par des solvants polaires.
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Concentration minimale bactericide (CMB) :

B.subtilis % ™ B.subtilis
golique (12,5 mg/mi) ile (25mg/ml)

Photo 21: Quelques résultats de CMB.
Nos résultats ont montré un effet bactériostatique dans I'ensemble.

En conclusion, cette étude a permis de mettre en évidence le potentiel
biologique important des feuilles d’Aloysia citrodora L. Les analyses
phytochimiques ont révélé la présence de plusieurs métabolites secondaires
d’intérét, notamment les tanins, les stérols, les stéroides, les hétérosides
stéroidiques et triterpéniques, susceptibles de contribuer aux activités biologiques

observées.

Les résultats ont montré que I’huile essentielle constitue la fraction la plus
active, présentant  une  forte  activité  antioxydant, anti-inflammatoire,
antibactérienne et antifongique. Elle a démontré une efficacité remarquable contre
plusieurs souches bactériennes et fongiques, ainsi qu’un pouvoir antiradicalaire
supérieur a celui de 1’acide ascorbique. Par ailleurs, I’extrait éthanolique s’est
distingue par un excellent pouvoir réducteur dans le test FRAP, tandis que

I’infusion a présenté une activité antioxydant appreciable.

Ces résultats confirment qu’Aloysia citrodora L. représente une source
naturelle prometteuse de composés bioactifs pouvant trouver des applications

dans les domaines pharmaceutiqgue, médical, agroalimentaire et cosmétique,
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notamment comme agent antioxydant, anti-inflammatoire et antimicrobien
naturel. Des études complémentaires visant a identifier les molécules
responsables de ces activités et a évaluer leur innocuité in vivo permettraient de

mieux valoriser cette plante d’intérét thérapeutique.
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Conclusion et perspectives

Conclusion

L’¢tude des plantes médicinales constitue aujourd’hui un axe de recherche
majeur en raison de leur richesse en composés bioactifs et de leur potentiel
thérapeutique. Parmi ces plantes, Aloysia citrodora L. (verveine odorante) occupe
une place importante dans la pharmacopée traditionnelle algérienne grace a ses
nombreuses vertus médicinales. Dans ce contexte, le présent travail a été consacré
a [D’étude phytochimique ainsi qu’a 1’évaluation des activités biologiques de
différents extraits de cette espece, a savoir I’huile essenticlle, 1’extrait aqueux,

I’extrait éthanolique et I’infusion.

Le criblage phytochimique a révélé la présence de plusieurs familles de
métabolites secondaires, notamment les polyphénols, les flavonoides, les tanins,
les coumarines, les composeés réducteurs, les stérols et stéroides, les alcaloides et

les saponines, confirmant ainsi la richesse chimique de cette plante.

L’évaluation de [D’activité antioxydant par les méthodes DPPH et du pouvoir
réducteur a montré que tous les extraits possédent un potentiel antioxydant
variable. L’huile essentielle a présenté I1’activité antiradicalaire la plus élevée avec
une ICso de 0,015 mg/ml, suivie de I’extrait éthanolique (ICso = 0,162 mg/ml) et
de Plinfusion (ICso = 0,163 mg/ml), tandis que I’extrait aqueux a montré D’activité
la plus faible (ICso = 0,780 mg/ml). Le test du pouvoir réducteur a également
confirmé la supériorit¢é de D’extrait éthanolique (ECso = 0,148 mg/ml) par rapport

aux autres extraits.

L’étude de I’activité anti-inflammatoire par la méthode de stabilisation de la
membrane érythrocytaire a mis en évidence une forte activité protectrice de
I’huile essentielle (78,14 %), bien que restant inférieure a celle du témoin positif
(92,85 %). Les extraits aqueux, éthanolique et I’infusion ont présenté des effets

plus modestes.

Concernant 1’activit¢é antimicrobienne, [’huile essentielle s’est distinguée
par une activité antibactérienne et antifongique importante. Elle a montré une
forte inhibition vis-a-vis de certaines souches bactériennes, notamment Bacillus
subtilis (46 mm) et Bacillus cereus (20 mm), ainsi qu’une activit¢ antifongique

remarquable contre  Aspergillus fumigatus, Penicilium expansum et P.
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zacinthae. Les extraits polaires ont présenté une activité plus faible par la
méthode de diffusion, mais les essais de concentration minimale inhibitrice (CMI)
ont révélé une activité inhibitrice intéressante, particuliérement pour 1’extrait
éthanolique vis-a-vis de Staphylococcus aureus (CMI = 156 mg/ml) et Enfin,
les tests de concentration minimale bactéricide (CMB) ont démontré que
I’ensemble des extraits étudiés exercent principalement un effet bactériostatique

sur les souches testées.

Dans I’ensemble, les résultats obtenus démontrent qu’Aloysia citrodora L.
constitue une source naturelle prometteuse de composés bioactifs possédant des
propriétés  antioxydants,  anti-inflammatoires et  antimicrobiennes.  L’huile
essentielle apparait comme la fraction la plus active, tandis que I’extrait
éthanolique présente également un potentiel biologique intéressant. Ces résultats
contribuent a la valorisation scientifique de cette plante médicinale et soutiennent
son utilisation potentielle dans les domaines pharmaceutique, agroalimentaire et

biotechnologique.
Perspectives :

On vu des résultats prometteurs obtenus lors de ce travail, plusieurs pistes
de recherche méritent d'étre explorées afin de valoriser pleinement le potentiel

thérapeutique d'Aloysia Citrodora.

Tout d'abord, passer d'un simple criblage qualitatif (détection de famille) a
un isolement des molécules actives par des méthodes de chromatographie (CCM,
HPLC, CPG-SM), cela permettrait d'identifier le principe actif au sein de [I'huile

essentielle ou I'extrait qui est responsable des fortes activités biologique.

Par ailleurs, bien que les tests in vitro aient mise en évidence de
remarquables activités antioxydantes et anti-inflammatoires, il conviendrait de
valider ses résultats par des études in vivo sur des modeles animaux. Une telle
démarche  permettrait de  mieux comprendre les  mécanismes  d'action
physiologique et confirme [Iefficacité protectrice de [I'huile essentielle .en En
parallele, face au excellentes performances antimicrobiennes observé contre des
souches comme Bacillus subtillus ou Aspergillus fumugatus, des essais de

synergie combinés nos extraits avec des antibiotiques ou des antifongiques
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commerciaux pourraient ouvrir la voie a de nouvelles stratégies pour lutter contre

le phénomene de résistance globale.

Enfin, toute perspective d'application biomédicale ou industrielle exige de
garantir la sécurité d'utilisation de cette ressource naturelle. Il est donc
indispensable de mener des études toxicologiques approfondies incluant des tests
de cytotoxicité cellulaire et de toxicité aigué pour que cette plante puisse étre

valorisée de maniére pratique et sécurisée en médecine traditionnelle ou moderne.
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Milieu Gélose nutritive (GN)

Annexes

Composants Quantite
Peptone 5¢
Extrait de viande 1lg
Extrait de levure 250
NaCl 59
Agar 15¢
Eau distillée 1000 ml
pH 6,3
Milieu Muller-Hinton Agar (MHA)
Composants Quantité
Muiiller-Hinton agar en poudre 384
Eau distillée 1000 ml
pH 73+0,1
Milieu Maller-Hinton Bouillon (MHB)
Composants Quantité
Miller-Hinton bouillon en 219
poudre
Eau distillée 1000 ml
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Annexes

pH

7,3%+0,1

Milieu Potato Dextrose Agar (PDA acidifié)

Composants Quantité
Glucose 20 ¢
Pommes de terre 200 g
Agar 15¢
Acide lactique 10 ml
Eau distillée 1000 ml
pH 6,8

Milieu Potato Dextrose Bouillon (PDB acidifié)

Composants Quantité
Glucose 209
Pommes de terre 200 g
Acide lactique 10 ml
Eau distillée 1000 ml
pH 6,8

82|Page



Annexes

preparation d es reactive :

réactif de Wagner: Dissoudre 2g de KI et 1,27g d’I> dans 75 ml d’eau.
Ajuster le volume total a 100ml d’eau.

Réactif de Mayer: Dissoudre 1,358 g de HgCI2 dans 60ml d’eau et

également 5 g de KI dans 10 ml d’eau. Mélanger les deux solutions puis ajuster le
volume total a 100ml d’eau.

Réactif d’amidon: Dissoudre 1,2 g d’iode dans 50 ml d’eau distillée
contenant 2,5g d’iodure de potassium. Chauffer dans un bain marie 5 ml de la
solution a tester avec 10 ml d’une solution de NaCl saturée jusqu’a ébullition.
Composition des milieux de culture :

Eau physiologique :

Na Cl 99

Eau distillée 1000 ml gsp
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