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Contribution a I’étude de I'activité biocide de cytisus sp, effet
saisonial.

Résumé

Ce travail vise I'étude de l'activité antibactérienne et antifongique ainsi que
composition chimique de l'huile essentielle de cytisus sp collecté de Chréa a
différents stades phénologiques.

Les huiles essentielles des deux stades phrénologiques (feuillaison et
floraison) de Cytisus sp extraites par hydrodistillation-entrainement a la vapeur ont
exprimés des rendements de 0,9 % au stade feuillons, et de 0,7 % au stade pleine
floraison.

La caractérisation des huiles essentielles par analyse CG-MS affiche une
dominance en composeés au profit de I'huile essentielle des feuilles issue de la phase
de floraison (17 molécules) par rapport a l'huile essentielle issue de la phase
feuillaison (11 molécules). la présence d’une forte proportion des cétones dans le
stade feuillaison (5.78%) et une forte présence des alcools monoterpéniques au
stade floraison (25.01%). sont notées.

Les huiles essentielles des deux stades phrénologiques (feuillaison et
floraison) du Cytisus sp ont été testées sur une gamme microbienne (Escherichia
coli Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus Bacillus subtilis
Aspergillus brasiliensis Fusarium sp1 Fusarium sp2 I’Alternaria sp. Candida
albicans) a différentes doses.

Des zones d’inhibitions, il en ressort que l'huile essentielle de la phase
floraison appliquée aux doses FD2 et FD3 contrdle mieux Fusarium sp2, et I'huile
essentielle de la phase floraison appliquée a la dose FD1 contréle mieux I'Alternaria

sp.

Les huiles doses des essentielles de la phase de feuillaison (D1, D2 et D3),et
celles des huiles essentielles de la phase floraison (D1 et D2) ainsi que I'antibiotique
Vancomycine paraissent inhiber la croissance de Staphylococcus. En contraste,
'huile essentielle de la phase floraison appliquée a la dose D3, ainsi que les
antibiotiques Streptomycine, Piperacilline et Tétracycline contrblaient la croissance
d’E. Coli, de Pseudomonas et de Bacillus

Mots clé : Alternaria sp, Cytisus sp, phase floraison, Escherichia coli, phase
de feuillaison, zones d’inhibitions.



Contribution to the study of the activity biocide of cytisus sp,
saisonial effect.

summary

This work aims at the study of the antibacterial and antifungal activity and the
chemical composition of the essential oil of cytisus sp collected by Chréa of the
various phénologique stadiums.

Essential oil of both stadiums (leafing and blooming) of Cytisus sp extracted
by hydrodistillation-training in the vapor expressed yields(efficiencies) on 0,9 % at the
leafing stadium, and 0,7 % at the stage(stadium) full blooming.

The characterization of essential oil by analysis CG-MS post a dominance in
compounds for the benefit of the essential oil of sheets stemming from the phase of
blooming (17 molecules) with regard to the essential oil stemming from the phase
leafing (11 molecules). We noted the presence of a strong proportion of cetones in
the stage leafing (5.78 %) and a strong one presence alcohols monoterpenic at the
stage blooming (25.01 %).

Essential oil of both stages leafing and blooming of Cytisus sp was tested on a
microbial range (Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus
aureus Bacillus subtilis Aspergillus brasiliensis Fusarium sp1 Fusarium sp2
Alternaria sp. Candida albicans) in various doses.

The zones of inhibitions, it emerges from it that the essential oil of the phase
blooming applied to doses FD2 and FD3 checks(controls) better Fusarium sp2, and
the essential oil of the phase blooming applied to the dose FD1 checks(controls)
better Alternaria sp.

Essential oil of the phase of leafing (D1, D2 and D3), essential oil of the phase
blooming (D1 and D2) and antibiotic Vancomycine adorned to inhibit the growth of
Staphylococcus. In contrast, the essential oil of the phase blooming applied to the
dose D3, as well as the antibiotics Streptomycin, Piperacilline and Tétracycline
checked(controlled) the growth of E. Coli, of Pseudomonas and Bacillus.

Keywords: Alternaria sp, Cytisus sp, Escherichia coli, phase blooming, phase
of leafing, zones of inhibition.
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Introduction

Introduction

Depuis long temps I'homme reconnait et utilise les plantes pour se nourrir et
pour traiter diverses maladies.

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

L'Algérie, posséde une flore trés riche et offre des conditions de
développement de nouvelles exploitations agricoles des plantes médicinales et
aromatiques. Cependant, [I'évaluation des propriétés phytothérapeutiques,
antioxydants et antimicrobiennes demeure une tache trés intéressante et utile, en
particulier pour les plantes d'une utilisation rare ou moins fréquentes ou non connues
en meédecine traditionnelles. Ces plantes représentent une nouvelle source de
principes actifs. En effet, les métabolites secondaires font et reste l'objet de
nombreux recherches in vivo comme in vitro, notamment la recherche de nombreux
constituants naturels tels que les composés phénoliques, les saponosides et les
huiles essentielles. Les huiles essentielles ou essences, font partie de ce groupe de
métabolite avec les alcaloides et les phénols (Haddouchi et al., 2008) .ces huiles
sont nommé sous différents noms: essences végétales, essences aromatique, huiles
volatiles ou parfums (Belkou et al., 2005)

Les végétaux supérieurs ont la capacité de synthétiser, par des voies
métaboliques Complexes des métabolites dits secondaires. Ces composés sont
utilisés par les plantes pour diverses fonctions adaptatives notamment en réponse
aux stress biotiques et abiotiques qu‘ils peuvent subir. (Thomas, 2011)

Ces métabolites sont situés dans I'un des trois classes, des Polyphénols, des
alcaloides et des terpénoides. De nombreuses études ultérieures ont prouvé la
bioactivitt de ces molécules, citant les activités anti tumorale, antivirale,
antimicrobienne, antioxydant, anti inflammatoire....... etc. DO l'usage des plantes
renfermant ces métabolites dans diverses domaines thérapeutiques,
pharmaceutiques, cosmétologiques et alimentaires (Thomas, 2011 ; Rispail et al.,
2005).

Cette large vertu d'utilisation des métabolites secondaires implique leur
identification.

Cette derniére qui nécessite un trajet de procédure, commencant par
extraction de des métabolites a partir de matériels végétale, séparation et
purification de ces métabolites et enfin leur identification structurale
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Dans ce contexte, I'objectif de ce travail est de mettre en évidence I'activité
antimicrobienne de I'huile essentielle durant des différents stades phénologique de
cytisus sp.

Notre étude sera répartie en quatre chapitres, initiés par une recherche
bibliographique ou nous apportons dans le premier chapitre une généralité sur les
plantes médicinales et leur principe actifs, les huiles essentielles, leurs compositions,
activités biologiques et les méthodes d’extraction. Nous effectuerons une
présentation botanique du genre cytisus sp, sa localisation géographique dans le
monde et I’Algérie, et son utilisation.

Le deuxiéme chapitre présente les méthodes et les techniques utilisées pour la
réalisation de ce travail a savoir:

- I'extraction de I'huile essentielle de cytisus sp

- test de sensibilités, des bactéries et des levures vis-a-vis de nos huiles
essentielles.

Le troisieme chapitre abordera les différents résultats, le quatrieme chapitre
une discussion, enfin une conclusion générale qui résume I'ensemble des résultats
obtenus.
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Chapitre | : synthése bibliographique
I. Généralités sur les plantes médicinales

Les plantes ont toujours fait partie de la vie quotidienne de 'homme, puisqu’il
s’en sert pour se nourrir, se soigner et parfois dans ses rites religieux (Benkiki,
2006).

L’Algérie, pays connu pour sa biodiversité, dispose d’une flore particulierement
riche et variée. On compte environ 3000 espéces de plantes dont 15% endémique et
appartenant a plusieurs familles botaniques. Ce potentiel floristique constitué de
plantes médicinales, toxiques et condimentaires, est peu exploré du point de vue
chimique et pharmacologique. A cet effet, il constitue a notre avis, une source non
négligeable de recherche de substances naturelles (Quezel, 1963).

I.1. Principes actifs des plantes médicinales

Le principe actif c’est une molécule contenu dans une drogue végétale ou dans
une préparation a base de drogue végétale et utilisé pour la fabrication des
médicaments (Pelt,1980).Cette molécule présentant un intérét thérapeutique curatif
ou préventif pour I'nomme ou l'animale, elle est issue de plantes fraiches ou des
séchées, nous pouvons citer comme des parties utilisées: les racines, écorces,
sommités fleuries, feuilles, fleurs, fruits, ou encore les graines (Benghanou, 2012).

.1.1. Les métabolites secondaires

Les plantes contiennent des métabolites secondaires peuvent étre considérées
comme des substances indirectement essentiels a la vie des plantes par contre aux
métabolites primaires qu'ils sont les principales dans le développement et la
croissance de la plante, les métabolites secondaires participent a I'adaptation de la
plante avec I'environnement, ainsi a la tolérance contre les chocs (Sarnimanchado
et Cheynier, 2006).

1.1.2. Les composés phénoliques

L’appellation polyphénol ou composés phénoliques regroupe un vaste
ensemble d’environ 8000 composées (Remdane, 2009).

lls subdivisent en sous classe principales; les acides phénols, les flavonoides,
les lignines, les tanins...

Comme ces molécules constituent la base des principes actifs que I'on trouve
chez les plantes, elles ont un rdle principale a la vie de plante, a la défense contre
les pathogénes; principalement les moisissures et les bactéries phytopathogénes et
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la protection contre les rayonnements UV; sachant que tous les composés
phénoliques absorbent les rayonnements solaires (Manchado et Cheynier, 2006).

1.1.2.1. Activités biologiques des Polyphénols

Les Polyphénols sont associés a de nombreux processus physiologiques
interviennent dans la qualité alimentaire, impliqués lorsque la plante est soumise a
des blessures Mécaniques. La capacité d’une espéce végétale a résister a I'attaque
des insectes et des microorganismes est souvent corrélée avec la teneur en
composés phénoliques (Bahorun, 1997).

Ces composés montrent des activités anti-carcinogénes, anti-inflammatoire,
antiathérogénes, anti-thrombotiques, analgésiques, antibactériens, antiviraux,
anticancéreux (Babar et al ,2007), anti-allergénes, vasodilatateurs (Falleh et al.,
2008) et antioxydants (Gomez et al., 2006).

1.1.3. Les alcaloides

Les alcaloides figurent parmi les principes actifs les plus importants en
pharmacologie et en médecine (Guignard,2000). Ce sont des substances
organiques azotées, a propriétés basiques ou amers et ayant des propriétés
thérapeutiques ou toxiques (Delille, 2007).

1.1.3.1. Activités biologiques des alcaloides

Les alcaloides provoquent chez ’'Homme diverses réponses physiologiques par
ce quils interférent avec les neurotransmetteurs. A forts dose la plupart des
alcaloides sont trés toxique par contre a faible dose ils peuvent avoir une valeur
thérapeutique. De la préhistoire jusqu’a nos jours, les alcaloides ou des extraits qui
en renferment ont été utilises comme médicaments relaxants musculaires,
analgésique et tranquillisants (Hopkins, 2003).

1.1.4. Terpénoides

Les terpénes sont des molécules trés volatiles fréquentes dans la nature,
surtout dans les plantes ou ce sont les principaux constituants des huiles essentielles
(Bottin, 2006).

1.1.4.1. Activités biologiques de certains composés terpéniques
Les terpénes sont une famille de composés chimiques responsables en partie
du caractére fruité des baies et représentant la plus large classe de métabolites
secondaires chez les plantes (Bekhechi, 2008).
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Tableau 1: Activités biologiques de certains composés terpéniques
(Bekhechi, 2008).

Familles Exemples Propriétés
Hydrocarbure Limonéne Fongistatique
Aliphatique Bactériostatique
Monoterpénes Insecticide

Bisaboléme, Calmants
Sesquiterpenes alpha-humuléme, Anti-inflammatoire
Antiallergique
Monoterpéniques Menthol Antivirale
(menthe poivrée), Antiallergique
Immunostimulants
Aldéhydes Citral (mélisse Antifongique
Terpéniques citronnée), Insecticide
géraniale (verveine Anti hypertensifs
citronnée)

I.2. Variabilité des substances végétales

La quantité et la composition en métabolite primaire et secondaire varient en
fonction de I'age (stade phénologique), et de I'état physique de la plante (Sauvion et
al.,2013)

1.2.1. Variation nycthémérale

Les composés des plantes fluctuent selon le jour et la nuit, par ce qu’ils
dépendent de l'activité photosynthétique et du métabolisme de la plante. (Sauvion et
al.,2013).

.2.2. Variation saisonniére

la production de substance secondaire azotés (comme les alcaloides,et les
acides aminés non protéique s’intensifie en générale au début du cycle végétatif (les
jeunes feuilles étant plus riches en ce type de substance que les feuilles
mature),alors que la production de substance secondaire carbonées (comme les
tannins) s’intensifie plus tarde au cours du cycle végétatif( les feuilles mature
possédent plus tannins que les jeunes feuilles) (Sauvion et al.,2013).
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.2.3. Variation annuelle

Les facteurs externes, comme le climat et la disponibilité en nutriment, du sol
influencent de fagon considérable les tenures en substance secondaire des plantes.

la teneure foliaire en composés phénolique par exemple variée d’année en
année chez certaine graminée par exemple (Sauvion et al.,2013).

1.3. Effet du séchage sur les principes actifs des plantes médicinales
1.3.1. Cas des sucres totaux

La concertation en sucre d'Oudneya africana est la plus élevée dans tous les
modes de séchage; en ce qui concerne le séchage par séchoir solaire elle est de
0.12g, et pour le séchage en air libre elle est de 0.114mg/g.

Cependant chez Cymbopogon schoenanthus sa teneur en sucre est de
0.08mg/g quand la plante est séchée en étuve.

Chez Helianthemum lippii sa teneur en sucre est maximale a température
ambiante 0.059mg/g, alors que de faibles quantités sont observées chez les
échantillons a I'état frais et cela concerne toutes les espéces ainsi que les autres
modes de séchage, la concentration en sucre varie en fonction des modes se
séchage; c'est a dire selon la tolérance de ce composé a la température (Nedjmi et
Soussou, 2014).

B Cymbopogon Schoenanthus ~ Moudneya africana ™ helianthemum lippii

0,12 0,114

plante fraiche Etuve Séchoie solaire Aire libre

Figure 1: Evaluation des sucres totaux de Cymbopogon
Schoenanthus oudneya africana et helianthemum lippii selon le mode de
séchage (Nedjmi et Soussou, 2014)
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.3.2. Cas des alcaloides totaux.

L’analyse quantitative des alcaloides contenus dans les écorces de la plante,
boonei séchées au soleil, dans un séchoir électrique 40°C, 50°C et 60°C, Cette
étude nous a permis d’évaluer l'influence de la température de séchage sur les
principes actifs d’'une plante médicinale, Le rendement des alcaloides totaux est de
0,043% lorsque le séchage des écorces se fait au soleil ou la température moyenne
est de 31°C, et décroit jusqu’a 0,0174% lorsque la température de séchage des
écorces dans le séchoir électrique est de 60°C (Kémajou et al., 2011).

Tableau 2: Rendement des extraits d’alcaloides totaux dans les
échantillons d’écorces d’Alstonia boonei en fonction du mode de séchage.
Kémajou et al., 2011.

Masse

Masse Masse extrait | alcaloides Rendement des
Désignation échantillon(g) brut (g) totaux (g) d'alacoides:Rdt(%)
Echantillon frais | 1000 29,096 0,436 0,0436
séchage au soleil |500 15,708 0,215 0,043
séchage a 40°c |500 20,872 0,159 0,0318
séchage a 50°c | 500 14,017 0,098 0,0196
séchage a 60°c | 500 16,453 0,087 0,0174

Le séchage naturel des écorces de I'Alstonia boonei a I'air libre pourraient
limiter les pertes des alcaloides, I'un de ses principes actifs.

L’action de la lumiéere et/ou de la chaleur aurait une influence sur la teneur en
alcaloides totaux en particulier et les autres groupes chimiques extraits de cette
plante en général. (Kémajou et al., 2011).

1.3.3. Cas des huiles essentielles

Les rendements d’extraction de I'huile essentielle d’O. Basilicum subissent une
variation notable en fonction du temps de séchage de la matiére végétale. En effet, a
I'état frais, le rendement est de 1,10% et passe a 0,97% aprés 24 heures de séchage
et 0,79% aprés 23 jours de séchage, soit une baisse de pres de 30%.

Apres la récolte des feuilles d’O. Basilicum, I'activité de biosynthése est réduite
ce qui entrainerait une baisse de la production d’huile essentielle dans la matiére
végetale. La diminution du rendement peut étre aussi due a des pertes par
évaporation et/ou une activité de biosynthése qui se poursuit longtemps aprés la
récolte de la matiére végétale (Dabire et al., 2011).

D’autres études sur l'effet de séchage de la biomasse sur le rendement
d’extraction d’huile essentielle ont été réalisées avec d’autres espéces aromatiques
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et rapportées dans la littérature. On peut citer par exemple les travaux de Bonzi et
al. (1997) sur l'effet de séchage des feuilles d’Eucalyptus camaldulensis du
Burkina Faso. En effet, aprés six mois d’expérience, les auteurs ont montré que
'effet du séchage des feuilles n’avait pas d’impact significatif sur le rendement
d’extraction de I'huile essentielle et sur la composition chimique de I'huile essentielle.

Par contre, ceux de Zrira et al. (1995) montrent que le séchage des feuilles
d’E. Camaldulensis acclimatées au Maroc pendant deux semaines, provoque une
augmentation de 42% du rendement d’extraction de 'huile essentielle.

I.4. Présentation du genre cytisus
1.4.1. Description botanique

Cytisus est un genre de plantes de la famille des Fabaceae. Ses espéces sont
généralement appelées « genéts » ou « cytises ».

Arbustes ou arbrisseaux a feuilles en général trifoliolées. Les fleurs jaunes. Sont
constituées d'un Calice turbiné ou cupuliforme, avec un disque glanduleux intérieur,
su bilabié a dents courtes. 10 étamines monadelphes en un tube non fendu, 5
grandes et 5 petites. Ovaire multi ovulé. Leurs fruits sont des gousses linéaire ou
oblongue, comprimée, déhiscente, polysperme (Quezel et Santa, 1962).

1.4.2. Biologie reproductive cas de cytisus scoparius

Le mode de reproduction est plutét allogame. Les espéces possedent des fleurs
avec une structure typique de Papilionacée, pour lesquelles les filaments des
étamines s’unissent a la base formant un androcée dit monadelphe.

Il a longtemps été considéré que les fleurs ne produisaient pas de nectar en
raison de leur morphologie particuliére qui ne permet pas la différenciation de tissus
spécialisés. Pourtant, du nectar a été détecté chez certaines espéces de Cytisus,
indiquant que le tube staminal lui-méme est a l'origine de la production de nectar
(Galloni et Cristofolini, 2003).

Le pollen est produit en quantité importante mais retenu sur les étamines
enfermées dans la caréne. Seule la visite de certains pollinisateurs ayant la capacité
de déclencher le mécanisme d’explosion florale (en particulier les bourdons et les
abeilles solitaires) va permettre la sortie des étamines et du pistil et I'expulsion du
pollen. Ensuite, les pétales, restent ouverts et les étamines exposées, permettant a
d’autres insectes plus petits de se nourrir et d’effectuer a leur tour une dispersion du
pollen (Suzuki, 2003; Galloni et al., 2008).

Quand les gousses sont matures, les deux moitiés se séparent et s’enroulent,
conduisant a I'expulsion des semences parfois a plusieurs métres de la plante-mére.
Les semences peuvent ensuite subir une dispersion secondaire entomochore.
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1.4.3. Distribution géographique
1.4.3.1. Dans le monde

Originaire d'Europe, le genét a balai pousse plus particulierement dans les landes
(résultant généralement de la dégradation de la forét, ou poussent des plantes
sauvages, parfois quelques arbres; est une association de plantes qui dépassent
rarement le stade d'arbustes et poussant sur des milieux pauvres, souvent acides et
oligotrophes). Et les clairieres (est un lieu ouvert dans une zone boisée (forét, bois)
ou la lumiére du soleil arrive jusqu'au sol). Il s'est acclimaté dans toutes les régions
tempérées ainsi qu'en Afrique du Nord (Iserin et al., 2001).

1.4.3.2. En Algérie
L’Algérie est comme par sa richesse en plante médicinale, en regarde de sa
superficie et sa diversité bioclimatique (Mebarki, 2010), la répartition de genre

cytisus de la famille de fabacées (Tab 3).

Tableau 3 : répartition de genre cytisus en Algérie (Quezel et Santa 1962).

Espéces Localisation

Cytisus triflorus L'hér Tell algéro-constantinois M'Sila, Tlemcen.
Cytisus Fontanesii Spach. Foréts claires.

Cytisus purgans El-Hodna, Djurdjura.

Cytisus linifolius Foréts claires du littoral, a L'w d'Alger.
Cytisus monspessulanus Foréts: broussailles dans le Tell.

Cytisus arboreus Foréts et broussailles de zones littorales.

1.4.4. Utilisations traditionnelles et effets thérapeutiques

Cette plante est connue pour son utilisation traditionnelle comme plante
cicatrisante et dans le traitement de certaines dermatoses (Chebili ,2011).

La spartéine abaisse le rythme cardiaque. On utilise le genét a balai pour
régulariser l'activité cardiaque. Cette plante est également un diurétique efficace, qui
stimule la production d'urine. Par son action contractante des muscles de l'utérus
(Iserin et al., 2001).
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1.4.5. Chimiotaxonomie

La plante est riche en [l'alcaloide quinolizidiniques (Chebili ,2011) en particulier
(spartéine, genistéine, cytisine), aminés aromatiques (dont tyramine), flavonoides,
huile essentielle, acides caféique et p-coumarique, tanins et pigments (Iserin et al.,
2001).

1.4.5.1. Alcaloide quinolizidiniques

La quinolizidines est un hétérocycle azoté bicyclique particulierement fréquent
dans les structures alcaloidiques. (Ben Moussa, 2016)

Les quinolizidines se rencontrent principalement dans les plantes appartenant

aux familles de Leguminosae et Fabaceae. Ces alcaloides ont une action

répulsive contre les herbivores et ils sont également connus pour provoquer des

problémes d’empoisonnement chez 'homme.

1.4.5.1.1. La spartéine

Est un ganglioplégique léger, bloquant la transmission et empéchent la
dépolarisation de la membrane post-synaptique au niveau cardiaque.

La spartéine du cytisus scoparius (on utilise la fleur et le rameau florifére) a des
propriétés tonicardiaques et diurétiques (Botineau ,2010).

1.4.5.1.2. Cytisine

La cytisine est un alcaloide que I'on trouve dans toutes les parties de la plante
Cytisus Laburnum, et notamment dans ses graines. Son action est semblable a
celle de la nicotine.

L’industrie du tabac a identifié la cytisine comme étant la substance ayant I'action
pharmacologique la plus proche de la nicotine (Jean-Francgois, 2008).
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TABLEAU 4 : Quelques exemples d’activités pharmacologiques in vitro de

différentes espéces. (Baba AISSA ,2011)

Synthése bibliographique

Espece Activité Type de composés
Impliqués
Cytisus scoparius Cardiotonique, alcaloide, huile essentielle,
diurétique, composé phénolique, pigment
Hypertenseur. flavonoique.

Cytisus purgans

Cardiotonique,

Les huiles essentielles,

sels

diurétique minéraux, alcaloide
Cytisus laburnum Action  nicotinique Alcaloide, cytisine, nicotine.
paralysante au niveau
du systéme cardio-
vasculaire

I.5. Cytisus triflorus I’her
1.5.1.Place dans la systématique :

La classification botanique de cytisus triflorus I’her. D’aprés (Quezel et
santa, 1962).

Royaume : plantes
Embranchement : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida

Ordre : Fabales

Famille : Fabaceae

Sous-famille : Faboideae

Genre : cytisus

Espéce : Cytisus triflorus I'her

1.5.2. Description botanique

Arbrisseau rameux hispide pouvant atteindre deux meétre de haut, a feuilles
composées de trois folioles ovales, entierement soyeuses, la médiane plus grande
que les latérales, pétiole : fleure jeunes tachées de brun, a cing pétales dont
I'étendard est dressé et a calice courtement denté : les fleurs sont habituellement
groupées par trois a laisselle des feuilles supérieures ; gousses brun, étroites,
velues, d’environ 3.5cm. (Quezel et Santa, 1962).

11
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1.5.3. Appellations locales

El-lougui, tellouguit, Guendoul, Chadjeret en nahal. — Kabyle : Houggui. (Quezel
et Santa, 1962).

1.5.4. Répartition géographique

Espéce méditerranéenne des foréts humide, ravins humides du littoral et des
montagnes siliceuses jusque vers 1500 m. (Quezel et Santa, 1962).

1.5.5. Utilisations traditionnelles

Les feuilles séchées de ce cytisus sont utilisées en infusion contre l'ulcére de
I'estomac, en médecine traditionnelle, bien que la toxicité de la plante soit signalée.

La spartéine abaisse le rythme cardiaque. On utilise le genét a balai pour
régulariser l'activité cardiaque. Cette plante est également un diurétique efficace, qui
stimule la production d'urine. Par son action contractante des muscles de Il'utérus, le
genét a balai empéche les saignements aprés les accouchements (Iserin et al.,
2001).

1.5.6. Composition chimique de cytisus triflorus (la région d'Azazga)

L’huile essentielle des feuilles de lI'espéce contient Les composés oxygénés
terpénoides constituent la fraction la plus abondante.: linalool (20.9%), a-terpineol
(6.4%) , nerol (1.2%), géraniol ( 6.5%) , 4-vinyl-2- ethoxy-phenol (3.5%), eugenol
(1.7%), 3,4- dimethoxy-styrene (4.3%), 6,10,14- trimethyl-2-pentadecanone (7.6%),
tetradecanoic acid (2.5%), geranyl acetone (1.6%), heneicosane ( 1.9%), tricosane,
(2.1%), hexadecanoic acid (5.6%) et musk ambrette (2.3%) ( Aourahoum et al.,
2013).

.6. Chimie des huiles essentielles

Les plantes de fagcon générale et aromatiques en particulier, se caractérisent
par deux types de métabolismes : primaire fournit les constituants de base en
quantité éleveée. Les plus importants sont les sucres et leurs dérivés, les lipides et les
protéines. Le métabolisme secondaire produit des métabolites en faible quantité,
mais dont les applications dans différents domaines, en particulier a intérét
pharmaceutique et cosmétique, voir nutritionnel, sont de la plus grande importance.
Les huiles essentielles ou essences, font partie de ce groupe de métabolite avec les
alcaloides et les phénols (Fekih, 2014).
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.6.1. Définition

Ce sont des molécules a noyau aromatique et caractére volatil offrant a la
plante une odeur caractéristique et on les trouve dans les organes sécréteurs (Iserin
et al., 2001). Jouent un réle de protection des plantes contre un excés de lumiere et
attirer les insectes pollinisateurs (Dunstan et al., 2013).

lls sont utilisées pour soigner des maladies inflammatoires telles que les
allergies, eczéma, favorise I'expulsion des gaz intestinales comme les fleurs frais ou
séchées de plante "camomille" (Iserin et al., 2001).

La définition suivante d’'une huile essentielle : «produit obtenu a partir d’'une
matiere premiére végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit par des procédés
mécaniques a partir de I'épicarpe des citrus, soit par distillation séche (Bruneton,
1999).

Les produits obtenus par extraction avec d’autres procédés ne sont pas repris
dans la définition d’huile essentielle donnée par la norme AFNOR (Association
Francaise de Normalisation) (AFNOR, 2000).

1.6.2. Réle des huiles essentielles pour le réegne végétal

L’activité biologique d’'un huile essentiel est liée a sa composition chimique, aux
groupe fonctionnels des composés majoritaire (alcools, phénols, composé
terpénique) et a leurs effets synergiques.

plusieurs travaux ont mis en évidence les différentes activités biologique des
plantes aromatiques et médicinales, en particulier leurs pouvoirs antifongique
(Dorman,2000), antibactérienne (Bourkhiss,2007), antioxydants et insecticides
(Bouzouita ,2008).

Les parfums émis jouent un rdle attractif pour les insectes pollinisateurs.
(Deroin, 1988).

De plus, en régle générale, les huiles essentielles constituent un moyen de
défense naturel contre les insectes prédateurs et les microorganismes. Les
substances émises sont dans ce dernier cas appelées «phytoalexines». Ce type de
toxine n’est produit qu’en cas d’infection et n’entre donc pas dans la composition
d’une huile essentielle provenant d’'une plante saine (Mann, 1987).

l.7. Méthode d’extraction des huiles essentielles

Le procédé d’obtention des HE intervient d’'une facon déterminante sur sa
composition chimique (Garnero, 1977).

13
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Différentes méthodes sont mises en oceuvre pour l'extraction des essences
végetales, cette diversité est due a la variété des matiéres premieres et a la
sensibilité considérable de certains de leurs constituants (Legrand, 1993).

1.7.1. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

Dans ce type de distillation, le matériel végétal ne macére pas directement dans
I'eau .il placé sur une grille perforée a travers de laquelle passe la vapeur d’eau.

La vapeur endommage la structure des cellules végétale et libere ainsi les
molécules volatiles qui sont ensuite entrainées vers le réfrigérant. Les vapeurs
saturées en composés volatils sont condensées puis décantées. L'’injection de
vapeur se fait a la base de I'alambic (Richard et Peyron, 1992).

1.7.2. Extraction par hydro distillation d’huile essentielle

Ce mode d’extraction a été proposé par Garnier en 1891, c’est la méthode la
plus utilisée pour extraire les HE et pouvoir les séparer a I'état pur mais aussi de
fournir de meilleurs rendements. Le principe consiste a immerger directement la
matiere végétale a traiter dans un ballon rempli d’eau qui est ensuite porté a
ébullition, les vapeurs hétérogénes vont se condenser sur une surface froide et 'HE
sera alors séparée par différence de densité (Bruneton, 1993).Cette technique a été
appliquée dans de nombreux travaux ( Bruneton,1999).

1.8. Méthodes d’analyses des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont considérées comme une matiére premiére destinée
a divers secteurs d’activités tels que la parfumerie, la cosmétique, l'industrie
pharmaceutique et de I'agroalimentaire, d’ou la connaissance de la composition
chimique reste une étape importante et nécessaire (Cavalli, 2002).

L‘analyse chimique des huiles essentielles permet d‘identifier et de quantifier
ses constituants. Les progrés des meéthodes analytiques permettent d‘identifier
rapidement un trés grand nombre de composés. En effet, la CPG est la méthode de
référence utilisée pour analyser les huiles essentielles, elle permet [‘analyse de
meélanges, qui peuvent étre tres complexes, de nature et de volatilité trés variées
(Arpino et al., 1995).

1.8.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

L’analyse des huiles essentielles est une opération délicate qui nécessite la
mise en ceuvre de plusieurs techniques (Cavalli, 2002).

La chromatographie en phase gazeuse CPG est une technique trés répandue.
Elle possede plusieurs avantages : sensibilité, polyvalence, rapidité de mise au point
des analyses nouvelles (Rouessac, 2007).
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La CPG est une méthode d‘analyse par séparation qui s‘applique aux
composés gazeux ou susceptibles d‘étre vaporisés par chauffage sans
décomposition. C'est la technique de séparation la plus utilisée pour I‘analyse de la
composition chimique des huiles essentielles (Paolini, 2005).

1.8.2. Chromatographie en phase gazeuse/Spectrométrie de masse
(CPG/SM)

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
est une méthode d'analyse qui combine les performances de la chromatographie en
phase gazeuse et de la spectrométrie de masse afin d'identifier et/ou de quantifier
précisément de nombreuses substances.

Le principe de la spectrométrie de masse consiste a bombarder a laide
d’électrons une molécule qui sera fragmentée ; les différents fragments obtenus,
chargés positivement constituent le spectre de masse de la molécule. Cette
technique permet d’identifier un composé en comparant son spectre a ceux contenus
dans des bibliothéques de spectres informatisées ou sous format papier construites
au laboratoire ou commerciales (Lobskin 2005).

1.9. Activités biologiques des huiles essentielles

Les HE possédent de nombreuses activités biologiques (Ziming et al., 2006).
En phytothérapie, elles sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les
maladies infectieuses d'origine bactérienne, par exemple contre les bactéries
endocanalaires (Pellecuer et al.,1980) , elles possédent également, des propriétés
cytotoxiques (Sivropoulou, et al.,1996) qui les rapprochent donc des antiseptiques
et désinfectants en tant qu’agents antimicrobiens a large spectre.

Par exemple dans des préparations pharmaceutiques, les terpénes
phénoliques, comme le thymol et le carvacrole, sont souvent utilisés comme
antiseptiques antibactériens et antifongiques (Agnihotri et al.,2003).

L’activité des terpenes des huiles essentielles est en corrélation avec leur
fonction chimique

L'activité biologique d'une huile essentielle est a mettre en relation avec sa
composition chimique et les possibles effets synergiques entre ses composants.
(Lahlou, 2004).

1.9.1. Activité des HE s liée a la composition chimique (notion de
chémotype)

Le principal facteur modulant le spectre d'activité des HE's est le type et la
structure moléculaire des composants actifs présents dans les HE's ; ainsi in vitro on
observe une activité antimicrobienne plus élevée des terpénes oxygénés en
comparaison aux terpenes a hydrocarbures. La structure moléculaire semble
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présenter un réle aussi important que le degré d'oxydation de la molécule de terpéne
. la caractéristique lipophile du squelette hydrocarboné ainsi que la propriété
hydrophile des groupes fonctionnels sont déterminantes vis-a-vis de I'activité
antimicrobienne des terpénoides (Dorman et Deans; 2000). Sur cette base I'ordre
de l'activité antimicrobienne de ces composés est le suivant : (Ouraini et al, 2007 ;
Bekhechi et al, 2008).

Phénols >Alcools > Aldéhyde > Cétones > Oxydes > Hydrocarbure > Esters.

Le pouvoir antimicrobien des HE's est probablement en rapport avec leur fort
contenu phénolique, (Sokmen et al, 2007), mais les phénols ne sont pas les seuls
responsables de l'intégralité de l'activité, la totalité de la composition chimique devant
étre prise en compte (Cosentino et al 1999). Lahlou (2004) a montré que les
activités antimicrobiennes, antivirales, insecticides, larvicides des extraits totaux des
HE's sont supérieures a celle des composés majoritaires testés séparément. Ces
données ont été confirmées par Rota et al (2008) dans une étude in vitro sur les
microbes pathogenes isolés des aliments.

1.9.2. Activité antibactérienne

L’'une des premiéres mises en évidences in vitro de l'activité antibactérienne
des HEs date de la fin du XIXéme siécle, lorsque Buchholtz a étudié la croissance
des propriétés inhibitrices de I'huile des graines de carvi et de I'huile de thym en
1875. Toutefois, il aura fallu attendre le début du XXéme siécle pour que les
scientifiques commencent a s’y intéresser (Cox et al, 2000). Dés lors, plusieurs
recherches ont démontré le pouvoir antimicrobien de certaines essences sur une
large palette de micro-organismes, y compris sur des bactéries résistantes aux
antibiotiques.

De fagon générale, il a été observé une diversité d’actions toxiques des HEs sur
les bactéries comme la perturbation de la membrane cytoplasmique, fuite d'électron
et la coagulation du contenu protéique des cellules (Davidson, 1997).

Néanmoins, le mécanisme d’action des HEs sur les cellules bactériennes et
fongiques reste difficile a cerner, compte tenu de la composition complexe des huiles
volatiles (Burt, 2004). La variabilité des constituants des huiles suggére qu’elles
agissent sur plusieurs sites d’action dans les micro-organismes, étant donné que
chaque composé posséde son propre mode d’action (Guinoiseau, 2010).

Le mode d’action des huiles essentielles dépend en premier lieu du type et des
caractéristiques des composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui
leur permet de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane de
la cellule bactérienne. Cela peut induire un changement de conformation de la
membrane (Cox et al., 2000).

Les terpénes ainsi que les flavonoides peuvent pénétrer dans la double couche
phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne et induire sa rupture. Le
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contenu cytoplasmique est déchargé a l'extérieur de la cellule impliquant sa
destruction (Wendakoon et Sakaguchi, 1995 ; Tsuchiya et al., 1996). Egalement,
une perturbation chémo-osmotique et une fuite de potassium intra-cytoplasmique
peuvent subvenir, suivi de la libération d’acides nucléiques, de L’ATP, et du
phosphate inorganique (Tsuchiya et al., 1996 ; Hammer et al., 1999 ; Daroui-
Mokaddem, 2011).

D’aprés (Wendakoon et Sakaguchi, 1995 ; Tsuchiya et al., 1996) Les
terpenes ainsi que les flavonoides peuvent pénétrer dans la double couche
phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne et induire sa rupture. Le
contenu cytoplasmique est déchargé a l'extérieur de la cellule impliquant sa
destruction.

1.9.3. Activité antifongique

De plus en plus, les essences sont utilisées dans l'industrie agro-alimentaire
comme aromes é€galement comme conservateurs alimentaires. Les huiles
essentielles agissent sur un large spectre de moisissure et de levure en inhibant la
croissance des levures et la germination des spores, I'élongation du mycélium, la
sporulation et la production de toxines chez les moisissures.

Comme pour l'activité antibactérienne, le pouvoir antifongique est attribué a la
présence de certaines fonctions chimiques dans la composition de I'huile essentielle,
Plusieurs travaux ont révélé que le pouvoir inhibiteur était essentiellement di a la
réactivit¢ de la fonction aldéhyde avec le groupement thiol des acides aminés
impliqués dans la division cellulaire (Kurita et al, 1979).

D’autres auteurs ont démontré que la formation d’'un complexe entre le donneur
d’électrons et l'aldéhyde induit un changement de I'état ionique de la membrane
traduisant par un déséquilibre d’échange avec le milieu extérieur. Ce déséquilibre
entraine la mort cellulaire (Baser et Buchbauer, 2010).

Cependant, les phénols (eugénol, chavicol 4-allyl-2-6- diméthoxyphénol) sont

plus antifongiques que les aldéhydes testés (cinnamique et hydro cinnamique) (Laib,
2010).
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Chapitre II: Matériel et méthodes

Notre travail consiste a étudier l'activité biocide a I'égard d’'une gamme
microbienne (bactérienne et fongique) des huiles essentielles synthétisées chez la
plante spontanée Cytisus sp de la région de Chréa pendant deux phase cruciales du
cycle phénologique a savoir la feuillaison et la phase de floraison.

Il. Lieu et période d’étude

L’ensemble de ce travail a été effectué au laboratoire de phytopharmacie du
département des Biotechnologies de I'Université de Saad Dahleb-Blida 1. Pendant
une durée de 6 mois (décembre-juin).

Il. 1. Présentation de la région de collecte du matériel végétale

Le matériel végétal de la présente étude est échantillonné du parc National de
Chréa. Ce dernier se situé a 50 km au sud-ouest d'Alger, il s'étend en écharpe sur
26587 ha. Le long des parties centrales de la chaine de I'Atlas Tellien, comprises
entre les latitudes Nord 36°19'/ 36°30', et les longitudes Est 2°38' / 3°02'.

Le parc domine vers le Nord, I'opulente plaine de la Mitidja ou s'agencent les
riches terroirs agricoles de l'avant pays, le bourrelet anticlinal du Sahel sillonné en
profondeur par l'imposante cluse de I'Oued Mazafran, et les monts du Djebel
Chenoua, formant une véritable barriére perpendiculaire a I'Atlas blidéen incrustée a
la fois dans la chaine de I'Atlas et dans la mer Méditerranée (Fig. 2) (Anonyme,
2016).
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Figure 2: Présentation de limites du Parc National de Chréa
(Anonyme, 2016)
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Il. 2. Matériel et méthodes
Il. 2.1. Présentation du matériel végétal

Le genet a balais Cytisus sp a été choisi pour la présente étude d’aprés ses
vertus ethnobotanique. Elle a été récoltée au Parc National de Chréa entre le mois
de décembre et le mois de mai 2016. Cette période couvre les trois phases
phénologiques a savoir (Fig. 3): (i) phase de feuillaison (avant floraison), (ii) phase
de floraison, (iij) phase de nouaison (formation des gousses). L’échantillonnage s’est
limité aux feuilles de Cytisus sp.

Figure 3: Présentation de Cytisus sp. (Originale, 2016)
(a) Feuilles (b) fleurs

Les feuilles fraichement collectées ont été séchées dans une étuve ventilée a
53°C pendent 1heure.

Il. 2.2. Présentation du matériel microbien

L’activité antimicrobienne (activité biocide et/ou biostatique) de I'huile essentielle de
Cytisus sp a été évaluée sur plusieurs souches bactériennes qui proviennent de
'American Type Culture Collection ATCC qui sont Escherichia coli ,Bacillus
subtilis

Staphylococcus aureus et la levure Candida albicans provenu de laboratoire
microbiologics , USA, et des souches fongiques qui sont Pseudomonas aeruginosa
Fusarium sp1 ,sp2 et Alternaria sp provenu par Mdm Ammad. Leurs
caractéristiques sont regroupées sur le tableau suivant :
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Tableau 5 : Pouvoir pathogéne des souches microbiennes utilisées (Assous
et al, 1999 ; Lansing et al, 2003; Joffin et Leyral, 2006 ).

Souches microbiennes Familles Pouvoir pathogéne
Difféerentes formes de diarrhées, dysenterie,
Escherichia coli Enterobacteriaceae réle des enterotoxines, de I'endoxine, des adhesine,
ATCC 8739 (Gram’) certains de ces facteurs sont également impliqués
dans des infections des tissus profonds.
Pseudomonas
aeruginosa Pseudomonacea Infection pulmonaire peut étre primitive ou

ATCC 9027 (Gram")

secondaire a une septicémie.

Staphylococcus aureus

Staphylococcie cutanées, sous cutanées et

ATCC 6538 (Gram") Micrococcacea muqueuses, osseuses, pulmonaire, toxi-infection
alimentaire, entérocolites aigue.
Sont fréquemment en cause dans les
Bacillus subtilis Bacillacea infections oculaires succédants a des traumatismes
ATTC 6633 (Gram®) accidentels ou chirurgicaux .Responsable de
quelques cas de toxi-infections alimentaires.
Aspergillose invasive nosocomiale.
Aspergillus brasiliensis producteur d'aflatoxines B1 (la plus importante), B2,
Trichocomaceae G1 et G2. L'aflatoxine B1 est actuellement
ATCC 16404 e ;
considérée comme le plus important agent
carcinogéne d'origine naturelle connu.
Fusarium sp Hypocreaceae sont bien connues pour étre des contaminants

communs et des pathogenes des plantes; elles
peuvent aussi causer diverses infections chez
'homme. Elles sont surtout reconnues en tant que
productrices de puissantes mycotoxines.

Alternaria sp

Pleosporaceae

Alternaria sp. est reconnu comme ['espéce
aéroallergéne type, et, dans une maijorité de cas, les
problémes de santé chez les humains et les
animaux ont été associés a cette espece.

Candida albicans

il entraine un muguet au niveau de la bouche, des
rougeurs et démangeaisons au niveau cutané.
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Il. 2.3. Milieu de culture
Dans notre travail nous avons utilisé comme milieux de culture les suivants:

Pour tester I'activité biologique des souches bactériennes nous avons utilisé le milieu
gélose Muller Hinton (MH).

Pour évaluer I'activité antifongique, nous avons utilisé le PDA (Potato Dextrose Agar
ou pomme de terre glucosée et gélosée), et pour les levures on a utilisé le milieu
saboraud.

Il. 3. Méthodes d’étude

Il. 3. 1. Extraction des I’huiles essentielles de Cytisus sp
Il. 3. 1.1. Procédé d’extraction des huiles essentielles

L'extraction de I'huile essentielle a été effectuée par hydro distillation en
utilisant I'appareil de Clevenger (Fig. 4).

La matiére végétale (dans notre cas cytisus triflorus) est immergée
directement dans un ballon rempli d’eau, placé sur une source de chaleur (Chauffe-
ballon), le tout est en suite porté a I'ébullition. Les vapeurs sont condensées dans un
réfrigérant puis elle récupérées dans une ampoule a décanter et I'huile essentielle se
séparé de I'hydrolat par simple différence de densité (Helllal, 2011).

Le milieu réactionnel constitué par la matiére (100 a 150g) végétale et de I'eau
distillé (600 ml) est porté a I'ébullition grace a un chauffe-ballon. Une fois, I'ébullition
s’effectue les cellules éclatent et se commencent a dégager leurs contenu en huiles
essentielles, qui par la suite transportent avec le vapeur d’eau jusqu'a le réfrigérant,
et aprés la condensation dans ce dernier I'huile se rassemble dans une ampoule a
décantation. Les huiles essentielles récupérées dans de petits flacons opaques et
stockée a 4°C.
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Figure 4: Dispositif d’extraction de type de Clevenger (Originale, 2016)
Il. 3. 1.2. Calcul du rendement en huiles essentielles

Le rendement en huiles essentielles (RHE) est défini comme étant le rapport
entre la masse d'huile essentielle obtenue aprés I'extraction (M') et la masse de la
matiére végétale utilisée (M). Le rendement est exprimé en pourcentage, il est
exprimé par la formule suivante :

RHE% = (mh / mv) x100

Avec :
RHE : Rendement en huile essentielle en %.
mh: Masse d’huile essentielle en gramme.
mv: Masse de la matiere végétale séche utilisée en gramme

Il. 3. 1.3. Analyse chromatographique des huiles essentielles

L’analyse chromatographique de l'huile essentielle a été effectuée a l'aide
d’'un chromatographe de type Thermo Electron : Trace GC Ultra équipé d'une
colonne capillaire HP-5 (5% diphényl- 95% diméthyl-siloxane) (30 m x 0, 2 5mm,
épaisseur du film : 0,25um). L’appareil est équipé d’un injecteur PVT (Température
de Vaporisation Programmeée) de type split—splitless. Le mode d’injection est split. Le
volume injecté est de 1pl. La programmation de température va de 50 a 300°C avec
un gradient de 3°C/min. La spectrométrie de masse est réalisée avec un
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chromatographe en phase gazeuse de type Thermo Electron Trace MS system. La
fragmentation est effectuée par impact électronique d’intensité 70eV. La colonne
capillaire est de type HP-5MS (5% diphényl- 95% diméthyl-siloxane) (30 m x 0,25
mm, épaisseur du film : 0,25um). La température de la colonne est programmée de
50a300°C a raison de 3°C/min. Le gaz vecteur hélium a un débit de 1,0 ml/min.
L’injection est faite en mode split (rapport de fuite : 1/70, débit ml/min). L’appareil est
relié a un systeme informatique gérant la bibliothéque de spectres de masse du
National Institute of Standards and Technology (NIST 98). Les composés de I'huile
essentielle sont identifiés par les spectres de masse.

Il .3.2 . Activité antimicrobienne
Il .3.2.1. Activité antimicrobienne de I’huile essentielle
Il .3.2.1.1. Préparation des Inoculums :

En premier lieu une suspension microbienne d’'une opacité de 0.5 Mc Ferland
est préparée a partir d’'une culture pure et jeune .Cette opacité, équivalente a une
densité optique de 0.08 — 0.1 a 600 nm, a partir des précultures, on racle 3 colonies
a l'aide d'une pipette pasteur, puis on la décharge dans un tube de l'eau
physiologique stérile.

Il .3.2.1.2. Activité antibactérienne de I'huile essentielle

Le protocole suivi est celui décrit par Mazari et al (2010) :

Ensemencer la gélose Mueller-Hinton avec la suspension par la méthode
d'écouvillonnage. Laisser sécher.

A l'aide d'une pince stérile, imbiber un disque de papier Whatman (6 mm de
diamétre) dans 15 ul de I'huile essentielle puis le déposer au milieu de la gélose
ensemencée, apres diffusion de I'extrait durant 1 heure étuver les boites a 37C°
durant 24 heures.

L'activité antimicrobienne est déterminée a l'aide d'une régle mesurant le
diamétre de la zone d'inhibition.

Il .3.2.1.3. Activité antifongique de I'huile essentielle

Le protocole suivi est celui d'EI-Sawi et al (2007).

Ensemencement d'une gélose PDA avec 1mL de la suspension de spores.
Des disques de papier Whatman de 6 mm de diametre sont imprégnés dans 15 uL
de I'HE, et déposer stérilement sur la gélose.

Laisser diffuser durant 1 heure.

Incubation a 28 C°, durant 7 jours.
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Il. 3.3. Méthodes d’évaluation de I’activité antimicrobienne des huiles
essentielles

Pour mettre en évidence I'activité antimicrobienne de cytisus sp effet saisonial
nous avons utilisé la méthode de diffusion sur disques.

Il. 3.3.1. Préparation des disques

Les disques sont préparées a partir du papier wattman de 6 mm de diametre,
ensuite elles sont mises dans un tube a essai, stérilisés a l'autoclave 20 minutes a
120°C, puis stockés a une température ambiante.

La méthode de diffusion sur disque ('aromatogramme) a été utilisée pour
mettre en évidence l'activité antimicrobienne. Une suspension microbienne de 18 a
24 heurs de chaque souche antimicrobienne est préparée avec I'eau physiologique
(NaCl).

Des boites de Pétri contenant la gélose de Mueller Hinton pour les bactéries,
PDA pour les champignons, et les milieux SABORAUD pour les laveurs sont
inoculées. A la surface de chaque boite on dépose cing disques de papier Whatman
stériles de 6 mm de diamétre imbibés par de différentes concentration d’huile
essentielle .Cette méthode est dite 'aromatogramme.

Il. 3.3.2. Ré-isolement des souches microbiennes.

On a fait un prélevement des souches microbienne par anse de platine et
ensemenceés selon la méthode de stries sur une boite de Pétri coulée par gélose
nutritive puis incuber, pour I'obtention des souches pures et jeunes.

Il. 3.3.3. Préparation de I'inoculum

En premier lieu une suspension microbienne d’une opacité de 0.5 Mc Ferland
est préparée a partir d’'une culture pure et jeune .Cette opacité, équivalente a une
densité optique de 0,08 — 0,1 a 600 nm, a partir des précultures, on racle 3 colonies
a l'aide d'une pipette pasteur, puis on la décharge dans un tube de l'eau
physiologique stérile.

Il. 3.3.4. L'ensemencement
Cette opération se fait aprés la préparation de I'inoculum, avec un écouvillon
on prend des colonies microbienne et on met dans 5ml d'eau physiologique, on

trempe I'écouvillon stérile dans la suspension microbienne. Puis on flotte I'écouvillon
sur la totalité de la surface de MH, PDA, et saboraud.
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Il. 3.3.5. Application des disques

On utilise une pince pour mettre 5 disques dans la boite, a l'aide d'une
micropipette on imbibe chaque disque par 15 pl d'HE.

Aprés diffusion de I'extrait durant 1 heure :
(i) Etuver les boites a 37C° durant 24 heures pour les souches bactériennes.
(ii) Incubation a 28 C°, durant 7 jours pour les souches fongiques.

Il. 3.3.6. Lecture de I'aromatogramme

L'activité antimicrobienne est déterminée a l'aide d'une regle mesurant le
diamétre de la zone d'inhibition.

Colonie des bactéries

Zone d'inhibition

Disgue imbibée avec
I"huile essentielle

Figure 5: Dispositif d’évaluation de I’activité biologique des huiles essentielles
de Cytisus sp. (Originale, 2016)

L'échelle de I'estimation de I'activité antimicrobienne est donné par Mutai et al/
(2009); ils ont classé les diamétres de zones d'inhibition (D) de la croissance
bactérienne en 5 classes ;

- Trés fortement inhibitrice : >30mm

- Fortement inhibitrice : 21mm- 29mm

- Modérément inhibitrice ; 16mm-20mm
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- Légerement inhibitrice : 11mm-16 mm
 Non inhibitrice : D< 10

Il. 4. Analyse statistique des données

Il. 4.1. Analyses de variance (SYSTAT vers. 12, SPSS 2009)

Lorsque le probléme est de savoir si la moyenne d’'une variable quantitative
varie significativement selon les conditions (Stade phénologique, souches
microbiennes, etc...), il est préconisé de réaliser une analyse de variance. Dans les
conditions paramétriques (ANOVA pour Analysis of Variance), la distribution de la
variable quantitative doit étre normale. Dans certains cas, une transformation
logarithmique a été nécessaire afin de normaliser cette distribution. Dans les cas ou
plusieurs facteurs sont en jeu, il peut arriver que toutes les interactions entre facteurs
ne soient pas pertinentes a tester. Nous avons alors utilisé le modéle linéaire global
(G.L.M.).

Il. 4.2. Analyses multivariées (PAST vers. 1.37, Hammer et al, 2001)

Dans le cas de variables quantitatives, les relations multivariées sont étudiées a
'aide d’'une analyse en composantes principales (A.C.P.) (Ter Braak et Prentice,
1988). Dans cette analyse, les zones d’inhibition souches microbiennes ainsi que les
traitements a base d’huiles essentielles de Cytisus sp. Sont groupées selon leur
réaction aux différents stades phénologiques étudiés. A partir des trois premiers axes
de l'analyse factorielle, une classification ascendante hiérarchique de I'activité des
huiles essentielles sont réalisées dans le but de détecter des discontinuités inter-
applications.
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Chapitre Ill : Résultats

Les résultats relatifs a la caractérisation des huiles essentielles issues des
feuilles relatives a deux stades phénologique (feuillaison & floraison) de Cytisus sp
ainsi que I'évaluation de l'effet biocide et/ou biostatique sur une gamme microbienne
sont exposés dans ce chapitre.

lll.1. Evaluation du rendement en huiles essentielles de Cytisus sp.

Les huiles essentielles de deux stades phrénologiques de Cytisus sp ont été
extraites par hydrodistillation-entrainement a la vapeur. La figure 6 montre clairement
que le stade feuillaison (avant floraison) affiche un rendement moyennement marqué
par comparaison au stade floraison. Nous avons appliqué le test de Mann-Whitney
afin d’apprécier I'écart enregistrée dans les rendements en huiles essentielles. Ce
dernier confirme I'absence d’'une différence entre les rendements des deux stades
phrénologiques de Cytisus sp.

TEST Mann-Whitney
1,2 (p=0,193, p> 5%)

N
l

0.4 -

Rendement en HE (%)

0,2

FEUILLAISOM FLORAISOM

Stade phénoclogique

Figure 6: Estimation du rendement en huiles essentielles de Cytisus sp. En
fonction des stades phénologiques
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lll.2 .Caractérisation des huiles essentielles des feuilles de Cytisus sp. en
fonction des stades phénologiques

Les huiles essentielles obtenues par hydrodistillation-entrainement a la vapeur
de Cytisus sp. Issues des feuilles de différents stades phénologiques ont été
caractérisées par analyse CG-MS. Une quantification individuelle des composants
des deux huiles essentielles a été établie.

Les analyses chimiques ont permis de décrire le profil des huiles essentielles
de Cytisus sp. Issues du stade de feuillaison et floraison. Les résultats analytiques
sont regroupés dans le tableau 6

Les huiles essentielles est un complexe mixte trés diversifié, globalement la
caractérisation nous a permis d’identifier 17 composés. L’huile essentielle issue du
stade feuillaison (avant floraison) est caractérisée par 11 molécules a savoir : 1-
Octen-3-ol, p-menth-1-en-8-ol, o-cymene, B-Linalool, B-Damascenone, B-lonone,
Tetratetracontane, Tricosane, Heptacosane, 2-pentadecanone, 6, 10, 14 trimethyl, n-
Hexadecanoic acid. En revanche, I'huile essentielle issue du stade floraison est
caractérisée par 17 molécules a savoir : 1-Octen-3-ol, p-menth-1-en-8-ol, 2,6-
Octadien-1-ol 3,7-dimethyl, o-cymene, B-Linalool, B-Damascenone, B-lonone,
Heneicosane, Tetratetracontane, Tricosane, Heptacosane, Caryophyllene oxide, 2-
pentadecanone,6,10,14 trimethyl, Stearaldehyde, n-Hexadecanoic acid, Phenol 2-
methyl-5-(1-methylethyl), Benzoic acid,2,6-bis(trimethylsilyl)oxyl-trimethylsilylester..

Les résultats d’analyse affichent une dominance en composés au profit de
I'huile essentielle des feuilles issue de la phase de floraison (17 molécules) par
rapport a I'huile essentielle issue de la phase feuillaison (11 molécules).

Le 1-Octen-3-ol, p-menth-1-en-8-ol, o-cymene, B-Linalool, B-Damascenone,
B-lonone, Tetratetracontane, Tricosane, Heptacosane, 2-pentadecanone, 6, 10, 14
trimethyl, n-Hexadecanoic acid étant des composés communs pour les deux huiles
essentielles de Cytisus sp., alors que le 2, 6-Octadien-1-ol 3,7-dimethyl,
Heneicosane, Caryophyllene oxide, Stearaldehyde, Phenol 2-methyl-5-(1-
methylethyl), Benzoic acid, 2, 6-bis (trimethylsilyl) oxyl-trimethylsilylester
caractérisent uniquement I'huile essentielle de la phase de la phase floraison (Fig.7 ).
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Tableau 6: Résultats de I’analyse par CG-MS des huiles essentielles de Cytisus sp.

stades phénologiques (Daghbouche 2016).

trimethylsilylester.

Composés Tr (min) AF [Tr(min) F |AF % |F% Familles chimiques
1-Octen-3-ol 13,49 12,87 2,55 3,98 Alcools monoterpéniques
p-menth-1-en-8-ol 27,09 26,98 0,02 15,05 | Alcools monoterpéniques
2,6-Octadien-1-ol 3,7-dimethyl- 0 31,63 0 5,98 | Alcools monoterpéniques
o-cymene 15,41 15,3 0,07 0,69 Monoterpénes

B-Linalool 20,76 21,4 0,3 12,37 | Monoterpénes oxygénés
B-Damascenone 39,69 39,45 4,36 |3,67 |Cétones

B-lonone 45,67 45,56 1,42 1,12 Cétones

Heneicosane 0 77,45 0 0,36 Hydrocarbures saturés
Tetratetracontane 108,86 81,83 0,1 0,13 |Hydrocarbures saturés
Tricosane 86,07 86,06 0,31 0,62 Hydrocarbures
Heptacosane 101,47 101,37 0,73 0,19 Hydrocarbures alcanes
Caryophyllene oxide 0 51,07 0 3,96 | Sesquiterpénes
2-pentadecanone,6,10,14 trimethyl- 65,43 65,37 0,64 1,04 | Sesquiterpénes
Stearaldehyde 0 58,58 0 0,31 Aldehydes
n-Hexadecanoic acid 71,84 71,43 0,04 0,35 Acides gras saturés
Phenol 2-methyl-5-(1-methylethyl)- 0 34,43 0 3,15 | Phénols monoterpénoides
Benzoic acid, 2, 6-bis (trimethylsilyl)  oxyl- 0 56,66 0 056 |Autres

AF : Avant floraison (feuillaison), F : Floraison

issues des feuilles de différents
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Figure 7: Caractérisation des huiles essentielles de Cytisus sp. Issues des phases phénologiques (feuillaison & Floraison)

AF : Avant floraison (feuillaison), F : Floraison
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Les résultats nous informent que chez les huiles essentielles du stade
floraison, les familles chimiques d’Alcools, de Monoterpénes, d’Hydrocarbures et des
Sesquiterpénes dominent significativement les quantités enregistrées chez les huiles
essentielles du stade feuillaison (Test Wilcoxon, p<5%). En contraste, les Cétones
sont accumulés en quantité trés appréciable en phase de feuillaison par
comparaison au stade de floraison (Test Wilcoxon, p<5%) (Fig. 8a).

Nous signalons que les Alcools monoterpéniques et les Cétones constituent la
fraction majoritaire chez les l'huiles essentielles de Cytisus sp. en phase de
feuillaison (Fig. 8b). Cependant, les Alcools monoterpéniques et les Monoterpénes
caractérisent les familles chimiques majoritaires de I'huiles essentielles de Cytisus
sp. en phase de floraison (Fig. 8b).
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Figure 8: Composés spécifiques des huiles essentielles Cytisus sp. issues des
phases phénologiques (feuillaison & Floraison)
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Chapitre Il : Résultats

lll.3 . Evaluation de I'activité biologique des huiles essentielles des feuilles de
Cytisus sp. en fonction des stades phénologiques

Cette partie de I'étude a pour objectif d’évaluer l'efficacité de deux d’huiles
essentielles issues des stades phénologiques feuillaison et floraison de Cytisus sp.
par I'étude in-vitro de leur pouvoir antifongique et antibactérien sur une gamme
microbienne.

111.3.1. Evaluation de I'activité fongicide des huiles essentielles des feuilles
de Cytisus sp. en fonction des stades phénologiques

L’étude du pouvoir antifongique des biopréparations a base d’huiles essentielles de
Cytisus sp. A été testée sur gamme de champignon phytopathogene (Fusarium
sp.1, Fusarium sp.2 et Alternaria sp.), de champignon pathogene (Aspergillus) et
de levure (Candida)

lll.3.1.1. Tendance des zones d’inhibitions des champignons sous
I'effet des huiles essentielles

L’analyse en composantes principales (A.C.P.), effectuée avec le logiciel
PAST, a partir des valeurs des zones d’inhibitions des champignons est satisfaisante
pour le paramétre étudié dans la mesure ou plus de 80% de la variance sont
exprimés sur les 2 premiers axes (Fig. 9).

La projection des valeurs des zones d’inhibitions en vecteurs a travers le
premier axe 1 (47,17 %), montre que linhibition de la croissance mycélienne de
'agent pathogéne Aspergillus, de I'agent phytopathogéne Fusarium sp1 et de la
levure candida est corrélée négativement avec le type d’huiles essentielles ainsi
qu'aux doses appliquées. Les projections des vecteurs relatifs aux zones
d’inhibitions informent que les deux huiles aux doses appliquées montrent a un effet
inhibiteur restreint de la croissance mycélienne de Fusarium sp1, d’Aspergillus et de
Candida. Les mémes projections révélent que l'huile essentielle de la phase
phénologique floraison aux doses appliquées parait la plus performante en termes
d’inhibition de la croissance mycélienne. Cette tendance est vérifiee par les valeurs
positives du coefficient de corrélation de Pearson (Fig. 9 axe1).

En revanche, la projection des mémes données a travers le deuxiéme axe
(35,54 %) montre que la zone d’inhibition évolue difféeremment en deux groupes a
savoir : (i) les trois doses de I'huile essentielle de la phase feuillaison et la dose D1
de I'huile essentielle de la phase floraison (AFD1, AFD2, AFD3 et FD1), (ii) les deux
doses de I'huile essentielle de la phase floraison (FD2 et FD3). Cette tendance est
vérifiée par les valeurs du coefficient de corrélation de Pearson (Fig. 9 axe2).
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Sur la base des orientations des vecteurs des zones d’inhibitions, il en ressort
que l'huile essentielle de la phase floraison appliquées aux doses FD2 et FD3
contrble mieux Fusarium sp2., alors que l'huile essentielle de la phase feuillaison
appliquées aux doses AFD1, AFD2, AFD3 et I'huile essentielle de la phase floraison
appliquée a la dose FD1 contrble mieux I’Alternaria sp.,
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Figure 9: Projection des zones d’inhibition de la gamme fongique sur les deux
axes de I'A.C.P.

1l.3.1.2. Etude comparée de I'effet des huiles essentielles de Cytisus
sp sur la croissance mycélienne

Le recours au modéle général linéaire (G.L.M.) a été sollicité dans le but
d’étudier la croissance des sones d’inhibition sous l'effet strict des trois facteurs a
savoir : les stades phénologiques, les doses d’huiles essentielles et les souches
phytopathogénes. Les résultats de I'analyse de la variance stipulent que les huiles
essentielles issues des phases phénologiques de feuillaison et de floraison
n‘exercent aucun effet significatif sur la croissance mycélienne (Fig. 10a).
Cependant, l'analyse signale la présence de différence marginalement significatives
quant a l'effet des dilutions des huiles essentielles de Cytisus sp. Les zones
d’inhibitions se trouvent trés liées a la gradation positive de la dilution des huiles
essentielles (Fig. 10b). En fin, le test GLM, estime qu’Alternaria sp, et Fusarium
sp2 sont les souches phytopathogenes les plus touchées par les huiles essentielles
de Cytisus sp. (Fig. 10c).

33



Chapitre Ill :

Résultats

Anal',lrse de la valriancetype éLM

(F-ratio=2,80; p=0,064, p>5%)

%

l T 1
a Analyse de la variance type GLM b
(F-ratio=0,33; p=0,563, p>5%)

— 10 o
£
£
c { 9 -
e 9 B
=
e {
=
£
5 8 B
2 Tr
N

7 o

3 | | 2

CAF CF
Stades

D1 D2 D3

Doses

c

T T T T T

Analyse de la variance type GLM
(F-ratio=>5,784; p=0,000, p=1%)

{
1

| | | | }

A
W

5 A M
*® ?&Qe "\\)('\ é\\}d\m

g
{\6\{’
&

o

Souches

Figure 10 : Etude comparée de I'inhibition de la croissance mycélienne sous
I’effet des biopréparations a base d’huiles essentielles de Cytisus sp.
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lll.3.2. Evaluation de Il'activité bactéricide des huiles essentielles des
feuilles de Cytisus sp. en fonction des stades phénologiques

L'’étude du pouvoir antibactérien des biopréparations a base d’huiles
essentielles de Cytisus sp. a été testée sur des bactéries pathogénes (Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis)
par confrontation gamme d’antibiotiques (Tétracycline, Piperacilline, Vancomycine et
Streptomycine).

111.3.2.1. Tendance des zones d’inhibitions des bactéries sous I'effet
des huiles essentielles

L’analyse en composantes principales, effectuée avec le logiciel PAST, a
partir des valeurs des zones d’inhibitions des souches bactériennes est satisfaisante
pour I'ensemble des parametres étudiés dans la mesure ou plus de 80% de la
variance sont exprimés sur les 2 premiers axes (Fig. 12). La projection des valeurs
des zones d’inhibitions en vecteurs a travers le premier axe 1 (52,12 %), montre une
certaine disparité d’effet des différents traitements sur I'ensemble des bactéries
pathogenes. Il ressort que les huiles essentielles de la phase de feuillaison (D1, D2
et D3), les huiles essentielles de la phase floraison (D1 et D2) et I'antibiotique
Vancomycine paraient inhiber la croissance de Staphylococcus. En contraste, 'huile
essentielle de la phase floraison appliquée a la dose D3, ainsi que les antibiotiques
Streptomycine, Piperacilline et Tetracycline contrélaient la croissance d’E. coli, de
Pseudomonas et de Bacillus. Le contraste d’effet des différents traitements est vérifié
par les valeurs positives et négatives du coefficient de corrélation de Pearson
(Fig. 12 axe1).

En revanche, la projection des mémes données a travers le deuxiéme axe
(28,42 %) montre I'existence de deux assemblages de traitement qui présentent une
similitude d’effet inhibiteur de la croissance des bactéries pathogénes. Il s’agit (i)
'huile essentielle de la phase de floraison (D1, D2 et D3), I'huile essentielle de la
phase feuillaison (D3), Vancomycine et Streptomycine, (ii) I'huile essentielle de la
phase feuillaison (D1 et D2), Piperacilline et Tetracycline. Cette similitude d’effet
tendance est réconfortée par les valeurs du coefficient de corrélation de Pearson
(Fig. 12 axe2).
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Figure 12: Projection des zones d’inhibition de la gamme bactérienne et
antibiotiques sur les deux axes de I’A.C.P.

11.3.2.2. Etude comparée de I'effet des huiles essentielles de Cytisus
sp sur la croissance bactérienne

Les résultats du test GLM obtenus de [leffet antibactérien des huiles
essentielles de Cytisus sp et des antibiotiques sur les bactéries pathogenes
présentent une nette sensibilité des souches testées aux antibiotiques par
comparaison aux huiles essentielles (Fig. 13a).

Concernant l'effet des doses appliquées, l'analyse expose trois paliers
générant des différences trés significatives en termes d’efficacité. Le premier palier
est représenté par les antibiotiques Piperacilline, Streptomycine et Tetracycline, il
est secondé par les trois biopréparations a base d’huiles essentielles de Cytisus sp.
et enfin l'antibiotique Vancomycine (Fig. 13b). En final, la bactérie pathogéne
Staphyloccocus est la plus sensible aux différents traitements par rapport a E. coli,
Pseudomonas et Bacillus (Fig. 13c).
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Chapitre IV : Discussion

Les métabolites secondaires sont un groupe de molécules qui interviennent
d’'une part dans I'adaptation de la plante a son environnement, et d’autre part, par la
régulation des interactions plantes-animaux, en termes de défense contre les
bioagresseure. La production des substances secondaires azotées s’intensifie en
générale au début du cycle végétatif, alors que la production de substances
secondaires carbonées (comme les tannins) s’intensifie plus tard au cours du cycle
végétatif. Dans ce contexte la présente étude est consacrée a étude de l'activité
biocide a I'égard d’'une gamme microbienne des huiles essentielles synthétisées
chez la plante spontanée Cytisus sp de la région de Chréa pendant deux phase
cruciales du cycle phénologique a savoir la feuillaison et la phase de floraison. Les
résultats de I'activité biocide des huiles essentielles de Cytisus sp. Nous ont permis
de dégager les hypothéses suivantes :

IV.1. Evaluation du rendement et caractérisation des huiles essentielles des
feuilles de Cytisus sp. en fonction des stades phénologiques

Les huiles essentielles des deux stades phrénologiques (feuillissons et
fleuraison) de Cytisus sp extraites par hydrodistillation-entrainement a la vapeur ont
exprimés des rendements de 0,9 % au stade feuillson, et 0,7 % au stade pleine
floraison.

La caractérisation des huiles essentielles par analyse CG-MS affichent une
dominance en composés au profit de I'huile essentielle des feuilles issue de la phase
de floraison (17 molécules) par rapport a I'huile essentielle issue de la phase
feuillaison (11 molécules). Nous avons noté la présence d’'une forte proportion des
cétones dans le stade feuillaison(5.78%) et une forte précence des alcools
monoterpenique au stade floraison(25.01%).

Nos résultats supposent que les conditions environnantes affectent
sensiblement le métabolisme en huiles essentielles ainsi que leurs compositions en
composés chimiques. Cette hypothése rejoint, les travaux de Cosentino et al.
(1999), qui estiment qu’a l'intérieur d’'une méme espéce végétale, on observe des
variations chimiques (qualitatives et quantitatives), parmi les nombreux constituants
d’'une huile essentielle, 'un domine généralement ; on I'appelle composé majoritaire.
En effet, sa composition chimique peut varier considérablement en fonction de
plusieurs parameétres, La composition et le rendement des huiles essentielles
peuvent varier selon I'age, le cycle végétatif de I'organe.

La proportion des différents constituants de I'huile essentielle d’'une espeéce
donnée peut varier au cours de son développement (Croteau, 1986).

Une menthe poivrée récoltée en début de floraison a une huile essentielle
riche en néomenthol et en menthone tandis qu’en fin de floraison cette huile est riche
en menthol (Bruneton, 1987).
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IV.2. Evaluation de I’activité microbienne des huiles essentielles des feuilles de
Cytisus sp. en fonction des stades phénologiques

Les huiles essentielles ont un spectre d’action tres large puisqu’elles inhibent
aussi bien la croissance des bactéries que celles des moisissures et des levures.
Leur activité antimicrobienne est principalement fonction de leur composition
chimique, et en particulier de la nature de leurs composés volatils majeurs. Elles
agissent en empéchant la multiplication des bactéries, leur sporulation et la synthése
de leurs toxines. Pour les levures, elles agissent sur la biomasse et la production des
pseudomycelium alors qu’elles inhibent la germination des spores, I'’élongation du
mycélium, la sporulation et la production de toxines chez les moisissures.

Le principal facteur modulant le spectre d'activité des HE's est le type et la
structure moléculaire des composants actifs présents dans les HE's ; ainsi in vitro on
observe une activité antimicrobienne plus élevée des terpénes oxygénés en
comparaison aux terpénes a hydrocarbures. La structure moléculaire semble
présenter un role aussi important que le degré d'oxydation de la molécule de terpéne
. la caractéristique lipophile du squelette hydrocarboné ainsi que la propriété
hydrophile des groupes fonctionnels sont déterminantes vis-a-vis de ['activité
antimicrobienne des terpénoides (Dormans et Deans; 2000). Sur cette base I'ordre
de l'activité antimicrobienne de ces composés est le suivant : Phénols >Alcools >
Aldéhyde > Ceétones > Oxydes > Hydrocarbure > Esters (Ouraini et al, 2007 ;
Bekhechi et al, 2008). De ce qui est avance dans I'énoncé, nous présentons ci-
apres les résultats de I'activité biologique des huiles essentielles de Cytisus sp.

IV.2.1. Evaluation de Ilactivité fongicide des huiles essentielles des
feuilles de Cytisus sp. en fonction des stades phénologiques

D’aprés les résultats des zones d’inhibitions, il en ressort que [I'huile
essentielle de la phase floraison appliquées aux doses FD2 et FD3 contréle mieux
Fusarium sp2, et I'huile essentielle de la phase floraison appliquée a la dose FD1
contréle mieux [P’Alternaria sp.. Cette activité accrue a l'encontre d’'un modele
biologique par rapport a un autre permet de dire que les composés des huiles
essentielles ont pu étre assimilés par le champignon et par conséquent, il en ressort
I'effet biocide des huiles essentielles. L’hypothése avancée corrobore avec les
résultats de Cox et al (2000) dont ils stipulent que I'activité antifongique des HE's est
due a une augmentation de la perméabilité de la membrane plasmique suivie de sa
rupture entrainant une fuite du contenu cytoplasmique et donc la mort de la cellule.

Les composés terpéniques des HE's et plus précisément leurs groupements
fonctionnel tels que les phénols et les aldéhydes réagissent avec les enzymes
membranaires et dégradent la membrane plasmique de la levure (Glodani et
Kaloastran , 2006).

39



Chapitre IV : Discussion

IV.2.2. Evaluation de l'activité bactéricide des huiles essentielles des
feuilles de Cytisus sp. en fonction des stades phénologiques

Les résultats font ressortir que les zones d'inhibition étaient inférieures a celles
des antibiotiques, qui ont montré des zones d'inhibition larges par apport a celles
obtenues en testant I'huile essentielle de Cytisus sp. Divers paramétres contribuent a
expliquer cette difference d'efficacité entre les antibiotiques et les huiles essentielles,
entre autres, la concentration (peut étre exagérée dans les disques), le degré de
pureté et la toxicité du principe actif.

Les mémes résultats informent que les huiles essentielles de la phase de
feuillaison (D1, D2 et D3), les huiles essentielles de la phase floraison (D1 et D2) et
I'antibiotique Vancomycine paraient inhiber la croissance de Staphyloccocus. En
contraste, I'huile essentielle de la phase floraison appliquée a la dose D3, ainsi que
les antibiotiques Streptomycine, Piperaciline et Tetracycline contrélaient la
croissance d’E. Coli, de Pseudomonas et de Bacillus. De méme, les résultats
exposent deux assemblages de traitement qui présentent une similitude d’effet
inhibiteur de la croissance des bactéries pathogenes. |l s’agit (i) I'huile essentielle de
la phase de floraison (D1, D2 et D3), I'huile essentielle de la phase feuillaison (D3),
Vancomycine et Streptomycine, (ii) I'huile essentielle de la phase feuillaison (D1 et
D2), Piperacilline et Tetracycline.

Ces résultats montrent une activité vis-a-vis des Gram positifs que les Gram
négatifs. D'aprés Nikaido (2003), ces résultats pourraient étre dus a la composition
de la membrane des bactéries Gram négatifs. En effet, ces derniéres possédent une
membrane qui présente une perméabilité sélective; la surface des lipopolysacharides
contient des charges négatives, qui empéchent la diffusion des molécules
hydrophobes, et des porines qui bloquent le passage des molécules a haut poids
moléculaire. Pseudomonas aeruginosa contient dans sa membrane des porines de
faibles perméabilités. Contrairement aux Gram négatif, les bactéries a Gram positif
se sont montrées plus sensibles. (Garrett et Grisham, 2000).
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Conclusion générale et perspectives

La flore Algérienne est l'une des plus riches au monde et posséde de
nombreuses plantes utilisées en médecine traditionnelle. Les plantes médicinales
sont utilisées depuis longtemps comme remede contre plusieurs maladies, elles
constituent une source naturelle de molécules chimiques telles que les métabolites
secondaires qui représentent une variété trés large de composés organiques sans
fonction directe dans la croissance et le développement des plantes.

Dans un premier temps, notre travail s’est consacré en une extraction et une
caractérisation par CPG/MS des huiles essentielles de Cytisus sp. Dans le but
d’identifier et de quantifier les constituants chimiques des huiles essentielles des
phases phénologique de feuillaison et de floraison. La valeur du rendement en huile
essentielle de la partie aérienne de Cytisus sp, était de 0.9 % au stade feuillaison et
0.7% au stade floraison, et la CPG/SM a permis d’identifier 17 composés de la phase
de floraison par rapport a l'huile essentielle issue de la phase feuillaison 11
molécules. Ces résultats ont pu mettre en évidence la variabilité de la composition
chimique des huiles essentielles par rapport au stade phénologique. Egalement la
prédominance des cétones au stade feuillaison et les alcools monoterpéniques pour
le stade floraison.

Par la suite une étude de leur effet antimicrobien des HEs de Cytisus sp via
I'évaluation de I'activité antibactérienne et de I'activité antifongique

Les huiles essentielles de la phase floraison appliquées aux doses FD2 et
FD3 contréle mieux Fusarium sp2, et I'huile essentielle de la phase floraison
appliguée a la dose FD1 contréle mieux l'Alternaria sp.. Cette activité accrue a
'encontre d’un modéle biologique par rapport a un autre permet de dire que les
composés des huiles essentielles ont pu étre assimilés par le champignon et par
conséquent, il en ressort I'effet biocide des huiles essentielles

Aussi, les huiles essentielles de la phase de feuillaison (D1, D2 et D3), les
huiles essentielles de la phase floraison (D1 et D2) et I'antibiotique Vancomycine
paraient inhiber la croissance de Staphyloccocus. En contraste, I'huile essentielle de
la phase floraison appliquée a la dose D3, ainsi que les antibiotiques Streptomycine,
Piperacilline et Tetracycline contrdlaient la croissance d’E. coli, de Pseudomonas et
de Bacillus. De méme, les résultats exposent deux assemblages de traitement qui
présentent une similitude d’effet inhibiteur de Ila croissance des bactéries
pathogenes. Il s’agit (i) 'huile essentielle de la phase de floraison (D1, D2 et D3),
I'huile essentielle de la phase feuillaison (D3), Vancomycine et Streptomycine, (ii)
I'huile essentielle de la phase feuillaison (D1 et D2), Piperacilline et Tetracycline.

A la base des résultats trouvés on peut prédire que nos huiles essentielles
peuvent servir comme base de lutte biologique.
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Conclusion et Perspectives

En perspective plusieurs travaux peuvent étre envisagés dans la continuité
des travaux entamés:

Il serait intéressant de mener des études complémentaires et plus
approfondie sur Cytisus sp afin d’isoler, de purifier, et d’identifier les différents
principes actifs pour la mise en valeur de cette plante. Une exploitation de leurs
propriétés antimicrobienne en vers d’autre souches implique une recherche plus
poussés de ses principes actifs;

Les travaux sur les différents compartiments de la plante peuvent se
poursuivre afin de révéler de nouvelles molécules actives.

Elargir le spectre des activités biologiques ciblées, en incluant les activités
anti-inflammatoire, insecticides ou autres;

Notre recherche suggére une potentialité d’activité antimicrobienne dans les
produits naturels. Cette action sera évolué est mise en évidence par les différents
tests microbiologiques comme la CMI (concentration minimal inhibitrice), la
CMB(concentration minimal bactérienne) et la CMF( concentration minimal fongique)

La toxicité de cette plante n’a pas pu étre évaluée dans ce travail, elle fera
I'objet d’une étude ultérieure.

Les études in vivo des modeles animaux peuvent aussi étre intéressantes
dans I'approche d’une utilisation pratique des produits. Pour ces modéles animaux, il
faudra orienter les recherches au niveau des infections fréquentes par les micro-
organismes Gram positifs et Gram négatifs ainsi que les moisissures
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