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Résumé

Ce travail porte sur I’extraction et I’étude de I’activité biologique des huiles
essentielles de Lavandula stoechas L. Cette plante herbacée vivace est trés répandue en
Algérie. Plusieurs études ethno-pharmacologiques ont démontré son utilisation dans le
traitement de plusieurs maladies; elle posséde des activités anti-inflammatoires,
antioxydantes, antispasmodiques, sédatives, insecticides, antimicrobiennes et antifongiques.
Les études menées en Algérie sur les HEs de L. stoechas, obtenues par hydrodistillation ont
révélé un rendement estimé (de 0.36% - 0.79%). Les analyses réalisées par CPG et CPG/SM
des HEs de L. stoechas algérienne ont permis d’identifier 54 composés dans I’échantillon
provenant de Cherchell et 49 composés dans celui de Constantine. L'étude de [l'effet
antioxydant des huiles essentielles de L. stoechas de la région de Bouira a montré un pouvoir
remarquable de piégeage du radical libre DPPH (ICso = 4140 + 0,05 pg/mL) par rapport a
celui du l’antioxydant de référence BHT (ICso = 29,62 + 0,13 pg/mL). L’évaluation de
l’activité antibactérienne des huiles essentielles étudiées a révélé une activité inhibitrice
contre un ensemble de bactéries pathogenes (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli). Les huiles essentielles de L. stoechas ont
présenté de forts pouvoirs insecticides contre [’Anophéle labranchiae et Leishmania major.
L’évaluation du pouvoir antifongique des huiles essentielles de L stoechas a révélé une activité
inhibitrice contre les champignons Fusarium moniliform, Aspergillus flavus et Aspergillus niger.
Ce travail montre que I’'HE de L. stoechas est douée de propriétés biologiques intéressantes
dans les divers domaines : agro-alimentaire et pharmaceutique.
Mots clés : Extraction, Activité biologique, Huile essentielle, L. stoechas, Composition
chimique, Activité antioxydante, Activité antibactérienne, Pouvoir insecticide, Activité

antifongique.
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Abstract
This research aims to extract and study the biological activity of the essential oils of L.

stoechas.

Lavandula stoechas, is a perennial herbaceous plant, it is very widespread in
Algeria.Several ethnopharmacological studies have demonstrated its use in treating several
diseases; it has anti-inflammatory, antioxidant, antispasmodic, sedative, insecticidal,

antimicrobial and antifungal activities.

Studies conducted in Algeria on essential oils of L. stoechas, obtained by
hydrodistillation, revealed an estimated yield (from 0.36% to 0.79%).The study of the
antioxidant effect of essential oils of L. stoechas in bouira showed a remarkable trapping
power of the free radical DPPH (IC50 - 4140 - 0.05 g/ml) compared to that of the reference
antioxidant BHT (IC50 - 29.6,2 - 0.13 g/ml).

The analayses conducted by gas chromatography /quadrupole masse spechtroscopy
GC / MS of the essential oils of the Algerian L. stoechas identified 54 compounds in cherchell
and 49 compounds in Constantine. The evaluation of the antibacterial activity of the essential
oils studied revealed inhibitory activity against a set of pathogenic bacteria (Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,). The essential oils of L.
stoechas presented strong insecticidal activity against Anopheles labranchiae and Leishmania
major. The evaluation of the antifungal power of L. stoechas essential oils revealed inhibitory
activity against Fusarium moniliform fungi; Aspergillus flavus and Aspergillus niger This
work shows that the improvement of the biological activities of plants can be an element to

the contribution of their valorization.

Key words: Extraction, Biological activity, Essential oil, L. stoechas, Chemical composition,

Antioxidant activity, Antibacterial activity.Insecticidal activity, Antifogical activity.
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Introduction

Depuis des milliers d’années, I’humanité a utilis¢ diverses plantes trouvées dans son
environnement, afin de traiter et de soigner toutes sortes de maladies, ces plantes représentent
un réservoir immense de composés potentiels attribués aux métabolites secondaires qui ont
I’avantage d’étre d’une grande diversité de structures chimiques et ils possédent un trés large

éventail d’activité biologique. (Mazari et al., 2010).

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, cosmetologie et en agriculture (Mougo, 2019).

Les plantes médicinales constituent des ressources précieuses pour la majorité des
populations rurale et urbaine en Afrique et représentent le principal moyen par lequel les
individus se soignent. L’Algérie, par la richesse et la diversité de sa flore, constitue un
veritable réservoir phylogenétique, avec environ 4000 especes et sous-especes de plantes
vasculaires. Cependant, cette flore reste méconnue jusqu’a nos jours, car sur les quelques
milliers d’espéces végétales, seules 146 sont dénombrées comme meédicinales (Hamel et al.,
2018).

Dans le réservoir chimique des plantes, les huiles essentielles représentent des
molécules de fortes valeurs, utilisées dans la pharmacologie car elles ont un effet spécifique
sur d’autres organismes. En cosmétologic, comme base de fabrication de parfum et de
produits dermatologiques. En agroalimentaire pour rehausser le gout, parfumer et colorer les
aliments et leur conservation. Les huiles essentielles ont un spectre d’activité trés large due
principalement a leur grande affinité gréce a leurs natures, pour cela, les activités
antibactériennes de ces produits ont été rapportées dans de tres nombreux travaux. (Bouzouita
et al., 2008).

Dans le cadre de la valorisation des espéces végétales algériennes, et compte tenu des
vertus thérapeutiques que représentent les Labiées, nous nous sommes intéressés a l'extraction
des huiles essentielles de Lavandula stoechas provenant de la région de Miliana (W.Ain-
Defla). Lavandula est un sous-arbrisseau de la famille des Labiées abondant dans le bassin
méditerranéen. Le genre se compose d'environ 28 especes, qui sont dans la plupart d'origine

méditerranéenne.

L. stoechas est une plante tendre, a son extrémité une inflorescence terminée par un

toupet de longues bractées violettes .appréciée pour ses propriétés antimicrobiennes et anti-
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carcinogenes, sédatif, antidépresseur, antioxydant, anti-inflammatoire, expectorant,
antispasmodique, désinfection des plaies, largement utilisée dans la préparation des parfums,
des savons et en médecine traditionnelle (Mohammedi et Atik. 2012). Il nous semble donc,

intéressant d’inscrire notre travail dans ce contexte de recherche.

Notre travail est réparti en deux chapitres : dans le premier chapitre, nous aborderons
les différentes connaissances bibliographiques sur L. stoechas, et nous nous intéresserons a
I'étude des travaux antérieurs réalisés sur Lavandula. Un deuxiéme chapitre est consacré au
matériel et méthodes utilisées. Enfin, une conclusion générale qui portera sur une lecture

attentive des différents résultats obtenus et des perspectives des travaux de recherche.
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Synthese bibliographique




Chapitre | Synthese bibliographique

I-A. matiére végétale : Lavandula stoechas

I.A.1. Famille des Lamiaceae

La famille des Lamiaceae, dénommée aussi Labiées, regroupe des plantes herbacées et
sous-arbustes répartis dans le monde entier. Cette famille compte 6500 especes, et quelques
200 genres tres diversifiés qui caractérisent les climats de type méditerranéen. C’est une

famille trés homogene : une Lamiaceae est facile a reconnaitre.

Dans cette famille, un méme nom vernaculaire fait souvent référence a un trés grand
nombre d’especes appartenant toutes au méme genre, comme par exemple pour les menthes,
les lavandes ou les basilics. Un bon nombre de ces espéces sont des plantes médicinales. Du
point de vue chimique, cette famille a fait I’objet d’intenses investigations particulierement

sur les Ocimum (Fernandez et al., 2005 ; Dupont et Guignard., 2012).

I.A.1.1. Genre Lavandula

Le genre Lavandula est lI'un des plus importants genres de la famille des Lamiacées.
C’est un sous-arbrisseau a tige et feuilles persistantes, il peut atteindre une longueur de 1
meétre, étroit vert péle, s'étend du gris bleuatre profond au vert a brun péle, fleurs de couleur
bleu — violet. D’autres variétés sont a fleurs blanches et roses. L’ensemble de la plante est trés

aromatique comprenant fleurs et feuilles (Mohammedi et al, 2012).
I.A.1.2. Répartition géographique:

Le genre Lavandula appartient a l'ancien monde, avec une aire de répartition naturelle
qui s'étend de la Macaronésie (iles du Cap Vert, Canaries et Madére) a travers I'Afrique du
Nord et tropicale, ’Europe méditerranéenne, le moyen orient, la péninsule arabique, I'lran
occidental jusqu’au Sud-est de I'Inde (Figure 1) (Lis-balchin, 2002)

Les 28 especes du genre Lavandula sont donc réparties sur trois continents, I’ Afrique,

I’Europe et I’Asie.
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Figurel : Schématisation de I’aire de répartition des sections du genre Lavandula (Guitton,
2011).
Les pays sont de la couleur de la section majoritairement présente. Pour certaines sections
dont la répartition est plus restreinte, une zone de couleur indique les principales zones de
présence. Jaune : Section Pterostoechas, Bleu foncé : Sections Lavandula et Stoechas,
Noire : Section Chaetostachys, Bleu claire : Section Subnudae. Vert : Section Dentatae,
Rouge : Section Sabaudia et Orange : Section Hasikenses.
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I.A.1.4. Principales especes de Lavandula en Algérie :

En Algérie, ce genre est représenté par sept espéces spontanées, L. stoechas, L.
multifida, L.coronopifolia, L. pubescens, L. dentata, et les plus récemment décrites L.
antineae et L.sahariensis (Ramdane, 2018).

I.A.2. Plante étudiée : Lavandula stoechas

L. stoechas (syn. Stoechas officinarium Moench) est communément appelée ‘lavande
francaise’, ‘lavande italienne’, ‘lavande espagnole’, ‘lavande des stoechades’, ‘lavande

maritime’, ‘lavande papillon’ ou ‘lavande a toupet’. (Benabdelkader, 2012).

I.A.2.1. Description botanique

L. stoechas se présente sous la forme d’un arbrisseau ou d’un buisson trés aromatique
et tres ramifié pouvant atteindre un métre de haut avec une lourde odeur semblable a celle du
pin (Figure 2). Les feuilles opposées de 2-4 cm de long sont sessiles, tomenteuses, oblongues,
lancéolées, linéaires, étroites et recourbées sur les bords et sont souvent grises. Les
Inflorescences de coupe carrée sont sessiles, compactes et surmontées d’une couronne de
bractées florales violettes, élargies, stériles, obovales ou spatulées de 1 a 2 cm de longueur.
Les bractées fertiles sont largement ovales a obovales-subtrilobées, brievement acuminées,
membraneuses, veinées et plus courtes que le calice. Le calice est sessile, a treize nervures
avec des lobes moyens modifiés en un appendice. La corolle est de couleur violet foncée ou
mauve. Les fruits sont sans intérét économique comme tous ceux de la famille. Ils permettent
cependant la production de graines. Les taxons de la section Stoechas shybrident facilement

pour donner de nombreux taxons variant. (Benabdelkader, 2012).
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Figure 2 : Lavandula stoechas, tige fleurie x 1 et cyme agrandie x 4
(Upson & Andrews, 20
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I.A.2.2.Description géographique :

Origine : Bassin méditerranéen. Elle a été historiquement la premiére lavande a étre
formellement décrite et elle est aussi la lavande dont le territoire géographique est le plus
vaste. Elle est répandue dans tout le bassin méditerranéen (Europe méridionale, 1’ Afrique du
Nord et le Moyen Orient) avec une petite disjonction sur la frontiere Lybie-Egypte (Figure 3).
Actuellement, elle a été introduite et cultivée en Bretagne, Nouvelle Zélande et en Australie.
(Upson & Andrews, 2004)
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Figure 3: Distribution géographique de L. stoechas (Upson & Andrews, 2004).
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I.A.2.3. Classification botanique :

La classification botanique de I’espéce L. steochas est la suivante :

Tableau I. Taxonomie de la lavande a toupet (Upson et Andrews, 2004).

Régne Plantae
Sous régne Plantes vasculaires
Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement

Angiospermes

Classe Décotylédones
Sous classe Dialypétales

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Sous famille Nepetoideae

Genre Lavandula

Espéce Lavandula stoechas

I.A.2.4.Etymologie et noms vernaculaires

Le mot lavande dérive du verbe « laver ». Il est peut étre issu de l'italien lavando
(action de laver). Cette étymologie laisse penser que trés tot la lavande a été utilisée pour
parfumer le linge fraichement lavé. Des sachets de fleurs séchées sont traditionnellement
placés dans les armoires pour éloigner les mites et parfumer la garde-robe. Mais il est
également possible que Lavandula et lavande soient tirés du latin « livere » (qui signifie "pour

étre bleuatre™) qui, en latin médiéval, a donné le terme lavindula (Benabdelkader, 2012).

Noms vernaculaires de Lavandula steochas selon (Bellakhdar et al., 1997) :
Arabe: Halhal, astuhudus, meharga.
Berbére: Amezzir, timerza, imezzir.

Anglais: Spanish lavender (in America), lavender (in Europe), Italian lavender, top lavender
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Francais : lavande stoechade, lavande papillon, lavande stéchas, lavande a toupet.

I.A.2.5.Ecologie

L. stoechas est une plante originaire du bassin méditerranéen. C’est un arbrisseau aux
feuilles persistantes, qui fleurit au printemps. Dans leur habitat naturel, les lavandes vivent sur
des sols arides et calcaires ; en fait, elles s'laccommodent aux divers types de sols, sauf de
ceux qui seraient exagérément humides. Elle supporte d’ailleurs la sécheresse, les sols pauvres
et les grands vents. Mais elle préfére les sols siliceux et les terrains acides. Elle tolére le froid
jusqu’a -5°C. La floraison, plus précoce que chez les autres lavandes, se déroule d’avril a mai
puis enautomne (Peter, 2004 ; Lim, 2014).

1.A.2.6.Vertus médicinales, commercial et valeurs nutritionnelle de L.

stoechas

L. stoechas est une espéce végétale bien connue et utilisee a travers toute la région
méditerranéenne pour ses vertus médicinales principalement attribués a sa teneur en huile
essentielle (HE). Elle etait utilisée par les médecins musulmans qui la considéraient comme
céphalique (tonique), résolvante, désobstruante, et carminative. lls la prescrivent pour lutter
contre des infections pulmonaires et pour I’expulsion des humeurs bilieuses et flegmatiques

(Said ,1996).

En Grece (Crete), 'HE et l'infusion des feuilles sont utilisées par des thérapeutes
traditionnels comme spasmolytiques, contre le diabéte, les douleurs menstruelles féminines,

les calculs rénaux, 1’anthrax, 1'otite, I’hypertension. (Skoula et al., 1996).

La plante est également utilisée dans la médecine populaire comme antispasmodique
dans les douleurs des coliques (Usmanghani et al, 1997 ; Nadkarni, 1982), expectorant,
stimulant (Giray et al, 2008), et pour les différentes maladies du systeme nerveux central,
comme I'épilepsie et la migraine. Elle est appelée ‘le balai du cerveau’ (Nadkarni, 1982).
Elle est d’ailleurs utilisée sous forme de fumigation pour soigner "le mal des
sinus"(Simonpoli et al., 1993). Cette lavande a aussi des effets positifs sur les plaies, les
infections urinaires, les maladies cardiaques et l'eczéma (Baytop, 1999). .Finalement, elle
possede également des vertus analgésiques, sédatives, antiseptiques (Baytop, 1999), et
antimicrobiennes (Asimgil, 1997). Bien que L. stoechas flt la premiére lavande a étre utilisée
en parfumerie, son HE est aujourd’hui délaissée en raison de son odeur fortement camphrée et

de la concurrence importante des autres lavandes qui se prétent mieux a la culture intensive et

9
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dont I’odeur est plus agréable. La forte teneur en camphre généralement observée limite ses
applications en cosmétologie. Les fleurs de L. stoechas et d’autres espéces constituent des
sources majeures de nectar pour les abeilles (Guyot-Declerck, 2002). De nombreuses
plantes de lavande sont également vendues comme plantes ornementales pour les jardins
populaires (Grieve, 1971 ; Lis-Balchin, 2002).

En Algeérie, L. stoechas est trés connue sous le nom local "Halhal" et est largement
distribuée a travers toute la périphérie nord du pays. Dans la médecine populaire algérienne,
les parties aériennes, surtout les inflorescences, sont utilisées comme un agent antiseptique et
stimulant (Mahmoudi, 1982). Dans la cuisine, elles sont également utilisées comme herbe
culinaire pour préparer un type particulier de couscous (Benabdelkader, 2012).

I.A.2.7.Toxicité de la lavande :

L’essence de la lavande en usage interne doit €tre employée avec prudence car, a fortes
doses, elle peut produire de la nervosité et méme des convulsions (Bouillard, 2001). Les HEs
de la lavande a forte dose sont considérées comme des poisons narcotiques. Elles peuvent

causées de grave dermatoses (Bouillard, 2001).

L.stoechas est la plus toxique que les autres espéces de lavande. Elle est contre-

indiquée pour les bébés, les enfants et les femmes enceintes (lis-balchin, 2002).
I.A.3. huiles essentielles :

1.A.3.1. Définition :

Les huiles essentielles sont des mélanges naturels complexes de métabolites
secondaires volatils, isolés par hydrodistillation ou par expression mécanique. Elles sont
obtenues a partir de feuilles, de graines, de bourgeons, de fleurs de brindilles, d’écorces, de
bois, de racines, de tiges ou de fruits, mais également a partir de gommes qui s’écoulent du
tronc des arbres. Les huiles essentielles sont obtenues par hydrodistillation, expression a froid,
comme les agrumes. De nouvelles techniques permettant d’augmenter le rendement de
production, ont été développées, comme 1’extraction au moyen de dioxyde de carbone liquide
a basse température et sous haute pression ou I’extraction assistée par ultrasons ou micro-
ondes (Daouda, 2015).

10
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I.A.3.2 Composition chimique:

Les huiles essentielles contiennent un nombre considerable de familles biochimiques
(chémotypes) incluant les alcools, les phénols, les esters, les oxydes, les coumarines, les
mono-terpenes, les sesquiterpenes, les cétones, les aldéhydes. (Binet et al, 2006).

Les constituants des huiles essentielles appartiennent de facon quasi exclusive a deux
groupes : Les terpénes, et les composés aromatiques dérivés de phényle propane beaucoup
moins fréquents. (Bruneton ,1999).

1.A.3.3. Mode d’action:

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles est principalement liée a leur

composition. En générale, I’action des huiles essentielles se déroule en trois phases :

> Attaque de la paroi bactérienne par I’huile essentielle, provoquant une augmentation de la

perméabilité puis la perte des constituants cellulaires ;

> Acidification de I’intérieur de la cellule, bloquant la production de 1’énergie cellulaire et la

synthese des composants de structure ;
> Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie (Burt, 2004).

I.A.3.4. Facteurs influengant la composition chimique :

Les huiles essentielles présentent une trés grande variabilité, tant au niveau de leur
composition, qu’au plan du rendement des plantes d’origine. Cette variabilité peut s’expliquer

par différents facteurs, que nous pouvons regrouper en deux catégories :

% Facteurs intrinséques, liés a I’espéce, au type de clone, a I'organe concerné, a
I’interaction avec I’environnement (type de sol ou climat, ...) et au degré de maturité

du végétal concerné, voire au moment de la récolte au cours de la journée ;

*

% facteurs extrinséques, en lien avec la méthode d’extraction. (Besombes, 2008).

1.A.3.5. Conservation des huiles essentielle :

Il est nécessaire de conserver les huiles essentielles : a ’abri de Iair, et de la lumiére,

dans des flacons propres et secs, métalliques (aluminium ou acier inoxydables) ou en verre

11
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teinté, a froid (a 4 °C).I1 faut éviter, d’une part, de mettre trés peu d’huile essentielle dans le

flacon et, d’autre part d’utiliser des emballages et des bouchons en matiere plastique qui
peuvent étre sensibles au contenu. (Hadji-Minaglou ,2012).

12
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I-B. TRAVAUX ANTERIEURS

I.B.1. Composition chimique de I’huile essentielle de L. stoechas en Algeérie:

L’analyse de I’huile essentielle de L. stoechas collectée, en Mai-Juin 2001 a Cherchell
(Tipaza) a fait dévoiler cinquante-quatre composés. 73% de I'huile totale ont été identifiés.
Les principaux constituants de I'huile étaient : fenchone (31,6%), camphre (22,4%), p-
cymene (6,5%), acétate de lavandulyle (3,0%), et a pinene (1,0%) (Dob et al., 2006).

Dans une étude réalisée sur I’HE de L. stoechas de Blida (Kaibouche et Laissaoui,
2016), les auteurs ont montré que le Fenchone représente le composé majoritaire avec un taux
de 39,23%, suivi par le Camphre (18,04%) et le 1.8 Cinéol (17,64%). Les autres composes

sont présents avec un taux inférieur a 3%.

Barket et Laib (2012) ont également étudié la composition chimique de I’huile
essentielle des fleurs de L. stoechas cultivees a Constantine ; ils ont identifie 49 composés
terpéniques, les principaux composés étant : lacétate de linalyle (15,26%), le linalol
(10,68%), le 1,8-cinéol (10,25%), le y-terpinene (11,2%) et le camphre (11,25%).

Les principaux constituants de I’huile essentielle de L .stoechas de la région de
Tlemcen sont le fenchone (27,6%), le Camphre (18,1%), et le 1,8-cinéol (18.9%)
(Mohammedi et Atik, 2012). Les principaux composés de I’huile essentielle de L. stoechas

d’Algérie sont récapitulés dans le tableau I1.

13
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Tableau I1: Principaux composés de 1’huile essentielle de L. stoechas en algérie

Principaux (Dob et (Kaibouche et (Barket et laib | (Mohammedi et
COMpPOsés al ,2006) Laissaoui, 2016) 2012) Atik, 2012)
Fechone 31.6% 39.23 % / 27.6 %
Camphre 22.4 % 18.04 % 11.25% 18.1%
P-cyméne 6.5 % 0.7 % / 0.8%
Acétate de | 3% / / /
lavandulyle

apinene 1% 1.15 % / 0.5%

1,8 Cinéol >0.1 % 17.64% 10.25% 18.9 %
Acétate de | 0.1% / 15.26% /

linalyle

Linalol 0.1% 0.28% 10.68% /
y-terpinéne 0.2% / 11.20% /

La composition chimique de L'huile essentielle de L.stoechas en Algérie est
différente, Nous avons remarqué que la composition chimique de I'huile essentielle de
I'espéce L. stoechas cultivées a Constantine était différente de celles obtenues a partir de
nombreuses expériences sur la méme espece, avec une prévalence des composés
monoterpéniques dans la majorité des cas, mais avec des proportions différentes. Cette
différence de composition est probablement due a diverses conditions, notamment
I'environnement, le génotype, l'origine géographique, la période de récolte, le lieu de sechage,
la température et la durée de séchage, les parasites et la méthode d'extraction (Belhadj et al,
2006).

I.B.2.Composition chimique de I’huile essentielle de L. stoechas de divers

pays :

Les études sur la composition chimique des HEs des espéces du genre Lavandula
montrent qu’elles sont plus riches en monoterpénes qu’en sesquiterpeénes et que ces deux
groupes de molécules constituent la majeure partie des HEs. L. stoechas synthétisent plus de
100 terpenes différents. Cette espéce a été largement étudiée dans différents pays
méditerranéens et les résultats obtenus sont variables (Tableau I11) (El-Hilaly et al, 2003 ;
Upson & Andrews, 2004).

14
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Dans une étude réalisee sur quatre populations sauvages de L. stoechas de Crete
(Skoula et al. 1996), les auteurs ont montré que les principaux constituants des HE sont
alternativement, ou en combinaison le fenchone, le camphre, le 1,8-cinéol, 1’a-pinéne et
I'acétate de myrtényle. Par ailleurs, alors que le fenchone était un élément majeur de I’'HE de
toutes les quatre populations, trois étaient également riches en camphre et la quatriéme en 1,8-
cinéol.

Dans une autre étude (Goren et al. 2002), I’'HE d’une L.stoechas originaire de
Turquie, se caractérisait plutdt par un profil jamais retrouvé et ayant une forte teneur en
pulégone (40.4 %), menthol (18.1 %) et menthone (12.6 %), en paralléle avec une absence

totale de fenchone et de camphre.

Kulevanova et al., (2000) ont analysé la composition chimique de I'huile essentielle
des fleurs de Lavandula recueilli dans la montagne de Kozjak en Macédoine, ils ont retrouvé
32 composants avec une prévalence de linalol (25,7%), d'acétate de linalyle (23,2%) et
d'acétate de lavandulyle (12,4%) avec une prédominance des composants monoterpéniques et

la présence d’hydrocarbures sesquiterpéniques et de ses derivés oxygénés.

Verma et al., (2009) ont également étudié la composition en huile essentielle des
fleurs de Lavandula officinalis cultivé dans I'Uttarakand (Inde); ils ont identifié 37 composés
monoterpéniques, les principaux composés étant : l'acétate de linalyle (47,56%), le linalol
(28,06%), l'acétate de lavandulyle (4,34%) et l'a-terpinéol (3,7%).

15
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Tableau I11. Les principaux constituants des HEs de ’espéce du genre L. stoechas

Espéce Origine Organe Principaux Auteurs
constituants (%)
Corse - fenchone (14-75) | Ristorcelli et al.
(France) camphre (2-56) (1998)
1,8-cinéol (3-14)
acétate de
myrtényle (1-4)
Crete Feuilles fenchone (44-48) Skoula et al.
L.stoechas et fleurs 1,8-cinéol (5-16) (1996)
camphre (4-6)
acétate de
myrtényle (2-9)
Cherchell Feuilles fenchone (31) Dob et al.
(Algerie) et fleurs camphre (22) (2006)
p-cymene (6)
Cagliari Fleurs, fenchone (59-72) Angioni et al.
(Italie) feuilles et camphre (9-15) (2006)
tiges acétate de
myrtényle (3-5)
Australie - camphre (48) Moon et al.
fenchone (21) (2007)
1,8-cinéol (9)
Kairouane Feuilles fenchone (68.2) Bouzouita et al.
(Tunisie) camphre (11.2) (2005)
1,8-cinéol +
limonene (4.9)

Ces variations du profil chimique peuvent s'expliqguer par des conditions
environnementales, des origines geographiques, des parties de la plante qui ont été extraites et
des méthodes d'extraction différentes (Ezzoubbi et al., 2020). Les principaux composés les

plus freqguemment identifiés sont le fenchone, le camphre et le 1,8-cinéol.
|.B.3.Dosage des flavonoides des extraits de lavande :

Les résultats du dosage des flavonoides des extraits de deux échantillons de lavande

sont illustrés dans le tableau IV.
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Tableau IV : Teneur en flavonoides de deux échantillons de lavande

Espéce Provenance Teneur en flavonoides | Auteurs

mg eq Quer/ g
L.stoechas Tizi-ouzou 41.58 Menaceur (2011)
L.dentata Maroc 15.3 Imeloune et al., 2009

L’extrait de L. stoechas de la région de Tizi-ouzou posséde une fraction importante de
flavonoide par rapport a ’extrait issu de L. dentata, ceci pourrait, en principe confeérer a

I’extrait de L. stoechas une forte capacité antioxydante et insecticide.
1.B.4. Rendement des extraits agqueux bruts

Les résultats des extraits bruts de la partie aérienne de L. stoechas et L. dentata
montrent que les rendements les plus €levés sont ceux obtenus par le mode d’extraction
"infusion”, notamment chez L. stoechas ; la macération donne les plus faibles rendements,
surtout avec L. dentata (Tableau V). Ainsi, il parait que I’infusion représente le mode de
préparation le plus rentable par rapport aux autres modes tels que la décoction et la

maceration) (Bachiri et al. 2016).

Tableau V : Rendement des extraits aqueux bruts des deux especes etudiées (Bachiri et al.
2016).

Masse séche de

Espece Type d'extraction Masse Rendement en
’extrait I'échantillon %
brut en g végetale en g
L.dentata Macération 0,91 10 9 1006
Décoction 1,36 10 13,6010
Infusion 1,70 10 170,10
L.stoechas Macération 1,34 10 134012
Décoction 1,53 10 15,3006
Infusion 1,84 10 18,4 0,15
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I.B.5. Cinétique d’extraction et rendement en 1’huile essentielle de L.

stoechas

Cette étude a pour but de fixer le temps nécessaire pour extraire le maximum d’huile
et pour éviter les pertes de temps et d’énergie. L huile essentielle est extraite a partir de la
partie aérienne de L. stoechas par la méthode d’hydrodistillation. Le suivi de la cinétique
d’extraction de I’huile essentielle indique que le rendement augmente en fonction du temps
puis il tend a se stabiliser a partir de 3 heures et demi. Le temps optimum de cette
hydrodistillation est d’environ 3 heures (Bouzidi, 2016).

I.B.6. Rendements en huile essentielle de L. stoechas de diverses régions

Le rendement en huile essentielle de L.stoechas extraite par hydrodistillation de

différentes régions d’ Algérie est présenté dans le tableau VI.

Tableau VI. Le rendement de L.stoechas de différentes régions.

Espéce Régions Rendement(%o) Auteurs
Skikada 0,71
Jijel 0.79 Benabdelkader et al, 2012
L.stoechas
Ain defla 0.36
Blida 1.36
Timezirt (Boumerdes) 0.43 Tiachadine et Mendil, 2017
Konya (Turquie) 2.9 Mehmet et al, 2018
Kairouane (Tunisie) 0.77 Bouzouita et al, 2005
Sardinia (ltalie) 3.1 Alberto et al ,2006

Les populations étudiées ont présenté des rendements variables, allant de 0.36% a 3.1
% (m/m, poids sec). Il est a noter que les meilleurs rendements (2.9 % - 3.1 %) ont été

obtenus sur les populations de I’Italie et de la Turquie.

Les extractions par hydrodistillation des parties aériennes de L. stoechas et L. dentata
appartenant a la flore spontanée du Maroc ont fourni des HEs ayant une coloration variable

allant du jaune clair au jaune relativement foncé mais ayant toujours une tres forte odeur

18



Chapitre | Synthese bibliographique

persistante. Des rendements en HEs pouvant étre qualifiés de moyens ont été obtenus, soit 2.5
et 2.9 % respectivement pour L.stoechas et L. dentata (Figure 4) (Bachiri et al. 2016).
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Figure 4 : Rendement en huiles essentielles de L.dentata de Marrakech (L.D(M)) et L.
stoechas d’Oulmés (L.S(O)) (Bachiri et al. 2016)

Les différences des rendements en huiles essentielles, entre les espéces, peuvent étre
dues a diverses conditions, notamment, I’environnement, le génotype et 1’origine

géographique de la plante (Smallfield, 2001).

I.B.7.Propriétés organoleptique et physico-chimiques des HE de L.

stoechas :

Les résultats des propriétés organoleptiques et physico-chimiques obtenus par I’étude

de l.stoechas sont présentés dans les tableaux suivants:
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Tableau VII: Caractéristiques organoleptiques de I’HE de L. stoechas.

Auteurs Caracteres organoleptiques de ’'HE de L. stoechas.
Aspect Couleur Odeur
Amaracetal., |Liquide mobile, | Jaune Caractéristique agréable,
(2017) rappelant ’odeur des sommités

fleuries, légerement camphrée.

Benabida et Liquide mobile, | Jaune claire a jaune | Forte odeur et persistante.

Abbou (2017) |Limpide relativement foncé
Benabelkader |Liquide mobile, | Jaune foncé Tres forte et persistante.
(2012) Limpide

Tableau VIII: Caractéristiques physico-chimiques de I’HE de L. stoechas.

Auteurs Densité relative a 20 °c Indice de réfraction a 20 °c
Menaceur (2011) 0,937 1,478
Guenther (1974) 0,949 1,468-1.482

1.B.8. Taux d’humidité des huiles essentielles :

Bachiri et al. (2016) montrent que le taux d’humidité de L. stoechas est constitué de
plus de la moitié du poids frais (64%). Mohammedi. (2006) illustre que le taux d’humidité de
la plante fraiche de la région d’Oum El Alou de Tlemcen (Algérie) est constitué de la moitié
(52,5 %) du poids. Cela signifie approximativement que plus de la moitié du poids de la
plante fraiche est constituée par I’eau et le reste du poids de la plante c’est la matiére seche.
Les résultats de Barket et Laib. (2012) ont montré un taux de 55,40%. Cela signifie que
44,60% représentent le taux de matiére séche utilisé pour I'extraction des huiles essentielles.
Plusieurs facteurs pourraient influencer la teneur en eau et en matiére seche des plantes
comme la nature des fibres, ’age des plantes, 1’état du sol et la durée de conservation du

végetal apres récolte (Bachiri et al. 2016).
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1.B.9.Effet de la température, le temps et le mode de séchage sur et la

teneur en eau
Le séchage apparait comme une étape essentielle. A cet effet Ziani et Yahya Bey
(2016) ont calculé la teneur en humidité de la lavande séchée selon différentes méthodes de

dessiccation.

Tableau IX : la teneur en eau de la lavande séchée a différentes températures en fonction du
temps (Ziani et Yahya Bey, 2016)

Séchage ala | Séchage a Séchage au soleil
maison I’ombre T°25°C-28°C
T°13°C- T°15°C-22°C
15°C
La lavande Tems de séchage 37000 36000 28800
B (9) 94 91 85
La teneur en eau (%) | 53 54.5 57.5

A =200g : poids de la plante fraiche
B : le poids de la plante séchée

L'analyse des résultats montrent que la teneur en eau augmente avec l'augmentation de
la température et aussi une diminution du taux d’humidité avec I’augmentation de la durée de

séchage et le changement du mode de séchage.
1.B.10. Activités biologiques de I’huile essentielle de L. stocheas
1.B.10.1. Activité antibactérienne des huiles essentielles de L. stoechas

L’huile essentielle de L. stoechas posséde des propriétés antibactériennes marquées
sur une multitude de pathogenes : Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella
typhimurium) (Dadalioglu et al., 2004 ; Benabdelkader et al., 2012 ; Angioni et al., 2006).

L’activité antibactérienne des HEs de L. stoechas vis-a-vis des cing germes
pathogenes testées ou S. aureus (Gram+), B. subtilis (Gram+), P. aeruginosa (Gram-), E. coli

(Gram-), M. luteus (Gram-), est estimée en termes de diameétre de la zone d'inhibition autour

21



Chapitre | Synthese bibliographique

des disques contenant les HEs de L. stoechas L. Les résultats des aromatogrammes des HES
montrent que toutes les souches bactériennes apparaissent presque sensibles pour les C= 50
mg/ml et C= 100 mg/ml dont les diameétres des zones d’inhibition de la croissance sont
variables entre 10,33 + 0,58 mm et 13,83 = 0,29 mm pour E. coli, entre 10,00 £ 1,00 mm et
15 £ 1 mm pour S. aureus, 13,67 + 0,58 mm et 18,00 = 0,00 mm pour B. subtilis, atteignent
12,33 £ 1,53 mm et 15,67 £ 0,58 mm pour P. aeruginosa tandis que le diamétre d’inhibition
de M. luteus varie entre 9,83 + 0,29 et 18,33 £ 0,58 mm (Benabida et Abbou, 2017)

L’activité antibactérienne des huiles essentielles extraites par hydrodistillation de la
partie aérienne de L. stoechas collectée en avril 2002 aupres de Kairouan (Tunisie) a été testée
contre six bactéries, bactéries a Gram positif: Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
et Streptococcus A (ATCC 11700) Bactéries a Gram negatif: Escherichia coli (obtenu a partir
de cultures méres de la Faculté des Sciences, Tunis), Salmonella enteritidis (ATCC 14028),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 13833) et Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027). L'activité
antifongique a été testée contre deux champignons: Geotrichum candidum et Candida
albicans. L'huile essentielle de L. stoechas a montré une grande activité antibactérienne contre
toutes les bactéries testées. Les bactéries a Gram* étaient plus sensibles que celles a Gram-
examinées. La bactérie la plus sensible était S. aureus, le nombre de cellules viables a
diminué de 3,6 108UFC / mL a 2,2 103UFC / mL apres 24 h d'incubation dans la présence de
3,5% d’huile. Alors que P. aeroginosa était la plus sensible de toutes les bactéries Gram-
testées. Ainsi, 'HE a provoqué une diminution du nombre de cellules de P. aeroginosa. Les
résultats ont montré aussi qu'un 1% d’huile de L. stoechas est capable d’inhiber totalement la

croissance de Geotrichum candidum et Candida albicans (Bouzouita et al., 2005).

D'aprés Sadani et shakeri, 2016, L'activité antimicrobienne a été testée contre des
bactéries Gram+ et Gram- (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis,
Salmonella enteritidis, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa). L'huile essentielle de L.
stoechas a montré une activité antibactérienne contre la plupart des souches des bactéries
testées sauf, Pseudomonas aeruginosa et Enterococcus faecalis (tableau X). Staphylococcus
aureus et Bacillus cereus avec respectivement 29 et 32 mm de diametre a montreé la sensibilité
la plus élevée. Le résultat a montré que Pseudomonas aeruginosa et Enterococcus faecalis
étaient résistants aux huiles essentielles testées. 1l a été démontré que les bactéries Gram+ (8.

aureus et B. cereus) sont plus sensibles aux huiles essentielles que les Gram-.
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Tableau X: Activité antimicrobienne de 1’huile essentielle de L. stoechas déterminée par

diffusion sur disque. (Sadani et shakeri., 2016)

Quantité de ’huile essentielle (pl)
Bactéries 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64
Diameétre d’inhibition (mm)

Salmonella entiridis 14 11 10 9 0 0
(PTCC 1639)

Bacillus cereus 29 21 19 12 0 0
(ATCC 1247)

Escherichia coli 17 10 10 9 0 0
(PTCC1399)

Staphylococcus 32 25 20 14 7 7
aureus(col)

Pseudomonas - - - - - -
aeroginosa

(PTCC1214)

Enterococcus faecalis - - - - - -
(PTCC 1393)

La détermination des MIC et MBC montrent egalement que toutes les bactéries ont
les mémes concentrations minimales d’inhibition et de mortalité, a I’exception
d’Enterococcus faecalis avec une concentration inhibitrice minimale de 1,32 pL/mL et une
concentration minimale de mortalit¢é de 1,16 uL/mL. Les résultats ont montré que I'huile

essentielle de L. stoechas a révélé une activité antimicrobienne hautement inhibitrice.

Dans une autre étude realisée par Ez Zoubi et al., 2016 sur l'activité antimicrobienne
de T'huile essentielle de lavande marocaine contre les bactéries pathogenes isolées des
infections urinaires. L’huile essentielle de L. stoechas était tres active contre Staphylococcus
aureus avec une zone d'inhibition de 17,2 £ 0,8 mm et modérément active contre Escherichia
coli, Klebsiella pneumonia, Proteus mirabilis et Pseudomonas aeruginosa. La concentration
minimale inhibitrice (CMI) de L. stoechas a indiqué que les meilleures valeurs ont été
enregistrées pour Staphylococcus aureus et Klebsiella pneumonia avec une valeur égale de
2,5 ng / mL, suivi de Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa avec des valeurs CMI de 5
ug / mL pour chaque bactérie. Les résultats ont montré que I'huile essentielle de L. stoechas a
révélé une activité antimicrobienne hautement inhibitrice, en particulier sur les bactéries a

Gram positif (Staphylococcus aureus).

Des tests d’activité antibactérienne ont été réalisés par Bachiri et al., 2016 sur quatre
souches bactériennes pathogeénes (Staphylococcus aureus « Gram+ » et Escherichia coli,

Klebsiella pneumoniae, et Proteus mirabilis qui sont des Gram-), a la fois avec les huiles
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essentielles et les extraits aqueux bruts de L.stoechas et L. dentata. Les résultats obtenus ont
montré que les huiles essentielles ont un effet puissant, notamment celle de L. dentata sur
S. aureus, avec un diameétre d’inhibition allant jusqu’a 30 mm. Quant aux extraits bruts, ils ont
montré une activité antibactérienne modérée contre les bactéries Gram (-) et n’ont eu aucun

effet sur les Gram (+).

En Inde, L'activité antibactérienne de I'huile essentielle de L. stoechas contre les
bactéries infectieuses a savoir, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas spp. et
Staphylococcus aureus ont été évalués in vitro. Il s'est avéré que 1’huile essentielle de L.
stoechas préesente une activité antibactérienne élevée contre S. aureus, Pseudomonas spp, B.
subtilis et E. coli par rapport a lI'extrait brut. La Concentration minimale inhibitrice (CMI) de
I'huile essentielle de L. stoechas était de 50 ug mL- 1 pour inhiber la croissance de B. subtilis
et S. aureus alors qu'il s'est avéré étre de 25 pg mL- 1 pour E. coli et Pseudomonas spp.
(Gayatri, 2013).

1.B.10.2. Activité antifongique des huiles essentielles de L. stoechas :

D’aprés Cherrat (2013), I’activité antifongique des HEs testées (Laurus nobilis, L.
stoechas L., Mentha pulegium, Myrtus communis, Satureja calamintha Scheele) a été étudiee
contre diverses souches fongiques mais peu de travaux ont été trouvés sur ’activité de ces
huiles contre des souches d’Aspergilus flavus. Les HEs de L. stoechas d’origine italienne a
été trouvée efficace dans I’inhibition de la croissance de Rhizoctonia solani, Fusarium
oxysporum et Aspergilus flavus (Angioni et al., 2006). Une autre étude a confirmé I’efficacité
antifongique de I'huile de la lavande qui était capable d’inhiber totalement la croissance

radiale de Botrys cinereae a 1000 mg/ml (Dimitra et al., 2003).

Benabdelkader et al., (2011) ont évalué l'activité antifongique des huiles essentielles
de L. stoechaset ils ont confirmé la présence dune activité antifongique contre les
champignons filamenteux (Aspergillus niger et Fusarium oxysporum) et les levures (Candida

albicans).

Les huiles essentielles de L. stoechas testées sur des champignons filamenteux et des
moisissures ont démontré une activité antifongique contre diverses souches d'origine clinique
(Candida albicans, Candida krusei et Candida guilliermondii) et sur des dermatophytes
cliniques (Epidermophyton floccosum et Trichophyton mentagrophytes), avec des zones

d'inhibition comprises entre 0. 32 pul/ml et 5 pul/ml (Zuzrate et al., 2013).
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Les huiles essentielles de L. stoechas ont également démontré une activité
antifongique contre Rhizoctonia solani et Fusarium oxysporum, mais elles ont eu moins
deffet sur Aspergillus flavus (Angioni et al., 2006). L'activité antifongique des huiles
essentielles de L. stoechas a été rapportée comme étant spécifiquement liée a la présence des
composés antifongiques tels que le camphre, le 1,6-cinéol et le fenchone, et a l'effet
synergique des composés majeurs et mineurs de cette huile (Ben abdelkader et al., 2011 ;
Zuzrate et al., 2011).

1.B.10.3.Activité antioxydante des huiles essentielles de L. stoechas :

L’activité antioxydante des huiles essentielles de 11 populations de L. stoechas
algériennes a été évaluee par deux méthodes differentes (DPPH et p-carotene/acide
linoléique) (Benabdelkader, 2012). Les résultats ont montré que toutes les HES ont été,
néanmoins, des inhibiteurs moins puissants de l'oxydation du systéme p-carotene/acide
linoléique et du test de piégeage du radical libore DPPH que les substances de référence, le
BHT et I’a-tocophérol.

Une autre étude du pouvoir antioxydant de ces huiles a été realisée par le DPPH en
comparaison avec la vitamine E. Les résultats obtenus ont montré I'existence d'une activité
anti-oxydante de I'huile essentielle des fleurs séchées de L. stoechas, mais moins efficace par

rapport a la vitamine E (Barkat et al., 2012).

Sebai et al., (2013) ont évalué l'activité antioxydante en utilisant la méthode de
piégeage des radicaux libres DPPH qui a révelé que les composés volatils de L. stoechas se
caracterisent par une capacité antioxydante élevée (ICso = 221,43 pg/mL), bien que cette
capacité soit inférieure que celle de I'antioxydant de controle (acide ascorbique, ICsq = 87,57
pg/mL).

Messaoud et al., (2012) ont rapporté une valeur de ICso = 2321,7 pg/mL dans les

huiles essentielles de L. stoechas tunisienne.

Les caractéristiques antioxydantes des composés phénoliques de L. stoechas sont
principalement attribuées a leur capacité d’éliminer les radicaux libres ; par exemple, ils
réduisent les stress induits chez les rats diabétiques (Sebai et al., 2014) ; ils ont des effets
hépatoprotectrices et rénoprotecteurs contre le stress oxydatif induit par le malathion chez

les jeunes souris males (Selmi et al., 2015).
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L'activité antioxydante des huiles essentielles et du I’antioxydant de référence BHT
étudiée par la méthode de réduction du radical libre 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrasyl (DPPH),
démontre que les huiles essentielles de L. stoechas de la région de bouira ont une capacité
antiradicalaire modéré ou I'lC50 = 4140 + 0,05 pg/mL par rapport a celui du I’antioxydant de
référence BHT (ICso = 29,62 + 0,13 ug/mL) (Benabida et Abbou, 2017).

1.B.11. Etudes pharmacologiques

1.B.11.1. Pouvoir anxiolytique :

II est reconnu qu’un €état anxieux chez un patient atteint d’une pathologie cardiaque ne
peut étre que délétere a sa guérison et peut induire de nouvelles complications. L’efficacité
d’inhalation de I’huile essentielle de L. stoechas sur des patients ayant eu un infarctus du
myocarde a été testée (Najafi et al., 2014). Les résultats obtenus montrent une réduction
significative de 1’état anxieux des patients. De par sa simplicité d’utilisation, I’inhalation
d’huile essentielle de L. stoechas pourrait étre utilisée par les soignants pour permettre une

diminution conséquente de 1’anxiété chez les personnes cardiaques.
1.B.11.2. Pouvoir anticonvulsivant

L’huile essentielle de L. stoechas a été testée sur des souris ayant recu du pentyléne
tétrazole (inducteur épileptogene). Apres avoir injecté ce produit, la lavande a permis une
réduction significative des convulsions, ainsi qu’un espacement des crises. Dans le méme
temps, les effets sédatifs du L. stoechas ont été prouvés, les souris étant retrouvées détendues
et calmes (Gilani et al., 2000).

1.B.11.3 Effets anti-inflammatoires

Les effets anti-inflammatoires de L. stoechas ont été évalués en induisant une
inflammation via un modele de lipopolysaccharidemacrophage (LPS). Les résultats de cette
étude in vitro ont montré que I’huile essentielle de L. stoechas a des concentrations de 0,16 p
L/mL et 0,32 p L/mL a considérablement réduit la production de nitrite dans les cultures

cellulaires sans causer de dommages cellulaires (Zuzarte et al., 2013).

Dans un autre modéle expérimental, Algieri et al., (2016) ont trouve un effet anti-
inflammatoire dans ’extrait de L. stoechas, avec des valeurs similaires a celles enregistrées

par un anti-inflammatoire stéroidien (glucocorticoide dexaméthasone).
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Les rats traités avec I’extrait de L. stoechas a des doses de 10 mg/kg et 25 mg/kg ont
présenté une inflammation réduite des tissus de 1 cm a 2 cm; l'effet anti-inflammatoire a été
expliqué par la régulation des précurseurs inflammatoires, y compris la métalloprotéinase
matricielle 9, lI'oxyde nitrique synthase inductible, la cyclooxygénase 2 et les cytokines pro-
inflammatoires. 1l a également été démontré que I'extrait de L. stoechas présentait une activité
inhibitrice dans I'eedéme de patte induit par la carraghénine; cependant, il n'a eu aucun effet
sur I'eedéme de l'oreille induit par le 12-O-tétradécanoylphorbol 13-acétate (TPA) (Amira et
al., 2012).

Une concentration de 200 pg/mL a montré la diminution de la viabilité des cellules
pro-inflammatoires de 63% aprés 3 h d'incubation. L'élimination des neutrophiles par
apoptose pourrait étre impliquée dans la résolution de l'inflammation aigué, tandis que la
réduction des espéces reactives de I'oxygene produit par les neutrophiles, comme I'anion
superoxyde et le radical hydroxyle, pourrait étre impliqué dans la réduction globale de

I'inflammation.

Ez Zoubi et al., (2016) ont démontré que le traitement avec I'extrait hydroéthanolique
de la partie aérienne de L. stoechas (10%) induit une diminution significative du volume des
pattes des rats, avec une réduction du volume des pattes de 74 + 7%, par rapport au diclofénac
utilise comme anti-inflammatoire témoin (69 * 10,3%). Les flavonoides et les extraits
mucilagineux réduisent considérablement I'cedéme de 85,1+6,2% et 61,71+7,3%,
respectivement, indiquant que les flavonoides et les mucilages dans I’extrait de L. stoechas

peuvent étre responsable des effets anti inflammatoires observés.

1.B.11.4 Activité anticorrosion

Belarbi et al., (2018) ont étudié l'activité anticorrosion des huiles essentielles de L.
stoechas sur acier C38 au carbone. Les résultats obtenus montrent que I'ajout de I'huile
essentielle de la plante au milieu induit une diminution de la vitesse de corrosion et une
augmentation de I'efficacité inhibitrice de I'huile. Ainsi que l'efficacité d'inhibition augmente

avec la concentration de I'huile essentielle de lavande pour atteindre 76,19% a2 g/ L.

I.B.11.5Activité anticancéreuse

Boukhatem et al., 2020 ont étudié l'activité anticancéreuse in vitro de I'huile essentielle

algérienne de L. stoechas (LSEO) contre différentes lignées cellulaires cancéreuses. L huile a
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été testé pour son activité antitumorale contre différentes lignées cellulaires cancéreuses.
LSEO s'est avéré significativement active contre I'adénocarcinome gastrique humain (AGS),
le mélanome MV3, et les cellules MDA-MB-231 de carcinome du sein, avec une
concentration inhibitrice médiane (ICso) valeurs de 0,035 + 0,018, 0,06 + 0,022 et 0,259 *
0,089 u L / mL, respectivement.

1.B.12. Pouvoir insecticide et larvicide:

L'utilisation d'insecticides et de larvicides chimiques est actuellement la
technique la plus répandue pour lutter contre les insectes. Cependant, l'utilisation
intensive de ces insecticides a provoqué une contamination de la chaine alimentaire et
I'apparition d'insectes résistants. L'utilisation de molécules et d'extraits d'origine végeétale
apparait comme la meilleure alternative pour lutter contre les insectes et les larves
(Isman, 2000).

El Ouali et al., (2016) ont conclu que I’huile essentielle de L. stoechas a un effet

positif contre 1’Anoph¢le labranchiae, un vecteur de transmission du paludisme, avec une

dose létale de 500 mg / ml (CL50 = 112,51 mg/ L; CL90 =294,51 mg/L).

Bouyahya et al., (2017) ont testé les effets de I’huile essenticlle de L. stoechas sur
trois especes de Leishmania en utilisant le test MTT (bromure de 3 (4,5-diméthylthiazol-2yl) -
2,5-diphényltétrazolium). Cette étude a révélé une CL50 de 0,9 + 0,45 pg/ml, 7 £ 0,54 pg/ml
et>10ug/ml contre Leishmania major, Leishmania infantum et Leishmania tropique,
respectivement. Le camphre, qui est I'un des principaux composés détectés dans I'huile
essentielle de L. stoechas, est connue par son activité insecticide (Maia et al., 2011; Mazyad
et Soliman., 2001).

En effet, le camphre a montré une activité antileishmaniale intéressante contre L.
major (IC50 =5,55 + 1,27 p g / mL) et L. infantum (IC50 = 7,90 + 0,42 p g/mL). Le
Camphéne et le 1,8-cinéol, qui sont les principaux constituants de I’huiles essentielles de
L.stoechas, auraient été toxiques pour plusieurs especes d'insectes (Baotong et al., 2003 ;
Mazyad et soliman, 2001 ; Ruoyun et al., 2009).

De plus, le 1,8-cinéol a montré une bonne activité larvicide contre Aedes aegypti
(Cavalcanti et al., 2004).
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Les études menées par (Amirat et al.,, 2011) ont montré une bonne activité bio-
insecticide de ’'HE de L. stoechas qui peut agir comme toxiques ou répulsifs. Les huiles de
L. stoechas manifestent des effets toxiques et répulsifs vis-a-vis des pucerons (Aphis pomi),
les taux des mortalités de pucerons augmentent proportionnellement avec la dose de I’'HE

(Amirat et Tebboub, 2011).

Selon Ngamo et Hance, (2007), une huile essentielle n’exerce pas forcément la méme
activité aux différents stades du cycle biologique d’un insecte, comme il existe une grande

variation dans la sensibilité des espéces d’insectes pour une méme huile essentielle.

La toxicité¢ des huiles essentielles sur les insectes est induite par ’action de leurs
composés majoritaires (Seri-Kouassi et al., 2004). En effet, 1’efficacité insecticide des huiles
essentielles peut étre singuliere ou lorsqu’elles sont mises ensemble (Ngamo et Hance,

2007).

Selon I'étude de Bachiri et al., (2018) sur la valorisation comme bioinsecticide des
huiles essentielles de deux especes indigénes de lavande au Maroc: Lavandula stoechas et
Lavandula pedunculata, les tests de l'activité insecticide de ces huiles chez les adultes de
Tribolium castaneum, (Tenebrionidae) ont montré que I'huile essentielle de L. stoechas a
présentait une activité insecticide et répulsive importante qui dépasse I'huile essentielle de L.
pedunculata (tableau XI). Les temps mortels 50 et 99 (LT50 et LT99) enregistrés a partir
d'essais avec I’huile essenticlle de L. stoechas sont inférieurs a ceux obtenus en L.
pedunculata pour toute la gamme de concentrations utilisées, ce qui confirme que la premiére

essence est tres active par rapport a la seconde.
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Tableau XI: Pourcentage de répulsion (%) sur papier filtre des huiles essentielles de lavande
étudiées par rapport aux adultes de Tribolium castaneum (Bachiri et al, 2018)
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I1. 1. Lieu et période de travail :
Cette étude est réalisee au niveau de deux laboratoires pédagogiques ; Laboratoire de
biochime et laboratoire de microbiologie au niveau de 'universit¢ de Djilali Bounaama

Khemis-Miliana pendant une durée de 3 mois (depuis mars jusqu’a mai 2020)

I1. 2. Matériel non biologique
Les équipements, la verrerie et les milieux de culture sont mentionnés dans les

Annexes | et Il.
11.3. Matériel vegétal

11.3.1. Criteres de choix
Vu I'importance de la biodiversité de notre région, nous avons essay¢ d’étudier une espece
végetale : L. stoechas, appartenant a la famille des Lamiacées. Le choix de cette plante s’est

basé sur :

- Une étude bibliographique et une enquéte ethnopharmacologique auprés de la
population locale ayant une connaissance de ses usages en médecine traditionnelle

- Ses richesses en substances aromatique (HES).

- Ses utilisations traditionnelles dans le traitement des maladies d’origine microbienne.
L’étude est réalisée sur la partie aérienne de |. stoechas. Apres séchage dans un endroit

sec et a I’abri des rayons solaires.

11.3.2. Récolte, identification et conservation:

La partie étudiée de la plante L. stoechas est la partie aérienne (sommités fleurées).
Cette plante a été récolté les mois de Mars et avril 2020 au stade de floraison, ou il y’a
accumulation importante des substances bioactives, a partir de la population végétale
spontanée de la wilaya d’Ain Defla, Algérie.
L’identification botanique de I’espéce L. stoechas a été confirmée selon I’encyclopédie des
plantes utiles — Flore d’Algérie et de Maghreb. (Baba Aissa, 1999)
Le matériel végétal recueilli est séché a température ambiante et a I’abri de la lumicre. Une
fois séchée, le matériel végétal est conservé a I’abri de la lumiére, de ’humidité et de la

chaleur jusqu’a son utilisation.
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11.3.3.Présentation de la zone d’études :

La plante étudiée L. stoechas appartient a la famille des Lamiacées. Elle a été récoltée
au niveau de la région de Miliana, W. Ain Defla (Figure 5, Tableau XII).
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Figure 5. Situation de la zone d'études

Miliana est une commune algérienne de la wilaya d'Ain Defla, , elle est située au sud
du Dabhra, sur les contreforts du mont Zaccar, Les caractéristiques de la région de récolte

Miliana, sont notées dans le Tableau XII .

Tableau XII. Caractéristiques géographiques de la région de récolte de la plante.

Région Miliana
Altitude 400-100m
Latitude 36°17'N

Longitude 2°13'0
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11.4. Extraction par hydrodistillation des huiles essentielles de L. stoechas :
e Principe

L’hydro-distillation est la méthode la plus employée pour extraire les huiles
essentielles de L. stoechas grace a un appareil du type Clevenger qui est constitué d’une
chauffe ballon qui permet la distribution homogene de la chaleur dans le ballon, un ballon en
verre pyrex ou l’on place la matiere végétale séchée et 1’eau distillée et une colonne de

condensation de la vapeur (réfrigérant) (Clevenger, 1928).

e Mode opératoire

L’opération consiste a introduire 100g des parties aériennes de la plante végétale
séchée et broyée dans un ballon en verre pyrex puis on y ajoute une quantité suffisante d’eau
distillée (un litre), sans remplir le ballon pour éviter les débordements de I’ébullition.
Les vapeurs chargées des HEs passent a travers le tube vertical puis dans le serpentin de
refroidissement ou aura lieu la condensation. Les gouttelettes ainsi produites s’accumulent
dans le tube rempli auparavant d’eau distillée. Les HEs, de faible densité par rapport a I’eau,
surnage a la surface de cette dernic¢re. L’ huile ainsi obtenue est récupérée par décantation puis
traitée par un déshydratant, le sulfate de sodium (Na:SOs), pour éliminer le peu d’eau
susceptible d’avoir été retenue dans I’huile (Figure 6). Les HEs obtenues sont pesées et
conservées dans des flacons en verre. L’opération d’extraction dure trois heures (h) a partir du
début d’ébullition (Bajpai et al., 2008).
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Fig. 06 : Dispositif de ’extraction des HE par hydrodistillation (Clevenger).

11.5. Calcul du rendement de I’huile essentielle

Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse
d’huile essentielle obtenue et la masse de la matiere végétale (M). (AFNOR. 2000) Le

rendement est exprimé en pourcentage, et il est donné par la formule suivante :

Rdt He= MHes /Mg X 100

RHEe : rendement extraits fixes en g /100g de matiére séche.
MHE : quantité d’extrait récupérée exprimée en g.

Ms : quantité de matiere végétale seche utilisée pour I’extraction exprimée en g.
11.6. Conservation des huiles essentielles obtenues
La conservation des HEs exige certaines précautions indispensables (Burt, 2004).

C'est pour cela, les HEs de L. stoechas doivent se conserver a une température basse voisine
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de (4°C), dans un flacon en verre stérile, opaque, fermé hermétiquement pour la préserver de
I'air et de la lumiere.

11.7. Caractéres organoleptiques des huiles essentielles
Chaque huile essentielle est caractérisée par ses caractéres organoleptiques tels que :
I’odeur, 1’aspect physique et la couleur (Bentchicou, 1999 ; Hameurlaine, 2009).

e L'odeur

L'odorat est un sens chimique tres sensible et I'habilité des parfumeurs a classer et

caractériser des substances chimiques parvient a doser les produits naturels et leur perception
peut aller jusqu'a dix millioniemes de grammes par litre d'air.

e Lacouleur

La couleur de I'huile essentielle peut €tre déterminée a 1'eeil nu, sauf en présence d'une

solution étalon, on peut I'utiliser pour évaluer le degré de ressemblance entre la couleur du
produit étalon et celle de I'huile essentielle.

e L 'aspect physique

L'aspect d'une essence végeétale change selon les produits qui la constituent, cette
essence peut apparaitre sous forme solide, liquide ou semi-solide.

11.8. Taux d’humidité

Le taux d’humidité est la quantité d’eau contenue dans le végétal frais (Taleb-
Toudert, 2015).

e Séchage a Dair libre

Les feuilles et les fleurs de L. stoechas sont disposees pour étre séchée a l'air libre.
L'échantillon est pesé quotidiennement jusqu'a ce que sa masse Pf devienne constante. La

différence entre Pf et Ps représente la quantité d'eau contenue initialement dans I'échantillon
utilisé.
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Tableau XI11: Poids de matiere fraiche de L. stoechas avant et aprés le séchage

Echantillon La région | Poids de matiére fraiche | Poids de matiere fraiche
(9) avant le séchage (9) apres le séchage
L. stoechas Miliana 310 138

Le taux d'humidité est donné par la formule suivante :

H(%)\= (Pf —Ps)/ Pf x100

Ou:
Pf : poids frais de 1’échantillon (g) ;
Ps : poids sec de I’échantillon (g)

H (%) : Taux d’humidité exprimé en pourcentage.
11.9. Les propriétés physico-chimiques

La connaissance d’indices physiques et chimiques est importante puisqu'elle permet de

caractériser, voire d'identifier une huile essentielle.
11.9.1. Les propriétés physiques
11.9.1.1. Calcul de la densité (AFNOR NF T 75-006).

Elle constitue un point de repére important car sa valeur permet d'avoir une idée sur la

composition chimique de I'HE. La densité est donnée par I'expression suivante :

d=my- mp/ M1 -mg

mo: la masse du flacon vide.
my: la masse du flacon rempli d'eau distillée.

my: la masse du flacon rempli d'HE
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11.9.1.2. Détermination de I’indice de réfraction (norme NF T 75 — 112)

C'est le rapport entre le sinus de I’angle d’incidence et le sinus de I’angle de réfraction
d’un rayon lumineux de longueur d’onde déterminée passant de I’air dans I’huile maintenue a

température constante (Lion, 1955).

e Principe
Il est soit pour mesurer directement 1’angle de réfraction, soit pour observer la limite
de réflexion totale, I’huile étant maintenue dans les conditions d’iso-tropisme et de

transparence.

e Mode opératoire

- Etalonner I’appareil par I’eau distillée.

- Nettoyer la lame du réfractométre en utilisant le papier de joseph.

- Déposer quelques gouttes de I’huile essenticlle dans la lame et régler le cercle de chambre

sombre et claire dans la moitié.
- Effectuer la lecture en prenant compte la température (20°c).

L’indice de réfraction t/D a la température de référence t donné par la formule :

[n]D° t = nDt' + 0, 00045 (t't)

[n]D°t : indice de réfraction de référence,
nDt': indice de réfraction mesurée,
T : température de référence qui est a 20,

t’: température au moment de la mesure.

11.9.1. 3 Détermination de pH :

e Principe

Le pH donne une indication sur l'acidité ou l'alcalinité du milieu, il est déterminé a
partir de la quantité d'ions dhydrogenes libres (H) contenue dans I'huiles essentielles
(Audigie et al., 1984)
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e Mode opératoire

- Régler la température du pH metre sur le milieu ambiant, rincer toujours la sonde a l'aide

d'eau distillée, puis on I'essuie.
- Prendre 100ml d'huile essentielle a analyser dans un bécher,

- Plonger la sonde dans la solution et lire le pH.
11.9.2. Les proprietés chimiques

11.9.2.1. Détermination de I'indice d'acide (AFNOR - NFT - 60 -2000)

Ce parameétre est une variable qui depend essentiellement des conditions de
conservation et surtout des conditions d'extraction. Il est défini comme étant le nombre de mg
de KOH necessaires a la neutralisation des acides libres contenus dans 1g d’huiles
essentielles. La mesure de l'indice d’acide est réalisée par titrage ou les acides libres sont
neutralisés par une solution d’Ethanol titrée de KOH (AFNOR, 2000).

e Mode opératoire

Le mode opératoire consiste d’introduire 0,5 g d’huile essentielle dans une fiole ot on
ajoute 5 ml d’éthanol, et 5 gouttes de la solution de phénolphtaléine (indicateur coloré). Puis,
on fait L’agitation et le titrage avec une solution éthanolique d’hydroxyde de potassium titrée
([KOH]= 0.1 mol/l). La couleur jaune claire du liquide (couleur de I’huile essentielle) vire, a
la neutralisation, vers une couleur rose. Le volume de KOH qui a servi a la neutralisation est

lu directement sur la burette. L’indice d’acide est exprimé par la formule :

(56,11 xNxV)
N m

Ia

N : normalité de KOH
V : Volume en ml de la solution éthanolique de KOH utilisée pour le titrage.

m: Masse en grammes de 1’huile essentielle.
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11.10. Analyse chromatographique en phase gazeuse couplée a la

spectrométrie de masse (GC/MS) de I’huile essentielle de |. stoechas :

e Principe
L’appareillage GC/SM permet de fournir un chromatogramme accompagné d’un
ensemble de spectre de masse correspondant a chaque pic chromatographique, ce qui permet
I’identification précise de la majorité des constituants séparés par la GC en comparant les
spectres de masse obtenus avec ceux des produits de référence contenus dans les
bibliotheques informatisées. Lorsqu’on soumet un composé moléculaire a cette analyse, on

déclenche plusieurs étapes (Pradeau et Cohen, 1992) :

lonisation : les molécules dans I’échantillon se volatilisent sous I’effet du vide et la

température (200°C), il résulte un mélange d’ions issus de la fragmentation de départ.

- Accéleration : les ions formés se dirigent vers le dispositif de séparation sous I’effet
d’un champ magnétique augmentant leur €énergie cinétique.

- Séparation : les ions seront distribués suivant leur rapport masse /charge.

- Détection : aprées séparation les ions sont recueillis par un détecteur sensible aux
charges électrique transportées.

- Traitement du signal : le signal de sortie de I’appareil conduit au spectre de masse

qui constitue la représentation conventionnelle de I’abondance des ions en fonction de

leur rapport masse/charge.
11.11.Activité Antioxydante

11.11.1.Test de DPPH

Le composé chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (a,a-diphenyl-3-
picrylhydrazyle) fut I'un des premiers radicaux libres et il s’agit la méthode la plus largement
utilisée pour évaluer l'activité antioxydante. Il possede un électron non apparie sur un atome
du pont d’azote (Figure. 07) (Popovici et al., 2009). Ce test vise & mesurer la capacité de

I'huile a piéger le radical relativement stable (DPPH).
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Figure 07. Structure chimique du radical libre DPPH’ (Popovici et al., 2009).

e Principe
La réduction du radical libre DPPH' (2,2’-diphenyle-1-picryl hydrazyl) par un
antioxydant peut étre suivie par spectrometrie UV- Visible, en mesurant la diminution de
I’absorbance (Abs) a 517 nanomeétre (nm) provoquée par les antioxydants (Molyneux et
Songklanakarin, 2004). En présence des piégeurs des radicaux libres, le DPPH provoque un
changement de couleur de la solution initiale du violet foncé au jaune suite a la réduction du
DPPH en DPPH-H (diphényl-picrylhydrazine) (Figure 08) (Maataoui et al., 2006).

+ Antioxvdant-OH t Antioxvdant-O°

e

DPPH (violet) DPPHH (jaune)

Figure 08. Réaction du test du DPPH (Congo, 2012).
e Mode opératoire

La méthodologie suivie pour I’évaluation de La capacité des HEs de la plante a piéger
le radical libre DPPH est la méthode décrite par Blois (1958), suivi du calcul de I’'ICsg et de
I'indice de l'activité antioxydante (AAI) (Scherer et Godoy, 2009).

Le test consiste donc a préparer des solutions méres des HEs dans 1’éthanol a une
concentration de 15 mg/mL. 1,5 mL de chaque solution sont mélangés avec 0,5 mL d'une
solution éthanolique de DPPH (0,1mM). En ce qui concerne le contr6le négatif, ce dernier est

préparé en parallele en mélangeant 1,5mL d’éthanol avec 0,5mL d’une solution éthanolique
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de DPPH. Une expérience de contrdle positif est effectuée en utilisant le BHT dont les
concentrations varient entre 1 et 60 pg/mL. Les mélanges réactionnels sont agités
vigoureusement et incubé 30 min a 1’obscurité et a température ambiante. Les absorbances

sont mesurées a 517 nm. L'expérience doit étre réalisée en triplicates.
I1.11.1.1.Calcul du pourcentage d'inhibition

Le pourcentage d'inhibition (P1%) du radical libre DPPH est calculé par la formule
suivante (Leitao et al., 2002 ; Wang et al., 2002) :

P1 % = [(Ao— A)/ Ad] x 100

P1 : Pourcentage d’inhibition exprimé en %,
AO0: Absorbance de la solution du DPPH’ sans échantillon (contrdle négatif).

A: Absorbance de la solution du DPPH’ en présence de 1’échantillon.
I1. 11.1.2. Calcul de la concentration inhibitrice 1Cso

La concentration inhibitrice (ICso) est la concentration de 1’échantillon testé nécessaire
pour réduire et neutraliser 50% du radical DPPH (Bouhaddouda, 2016) (autrement appelée
concentration effective (ECs0) correspondant a 50% d’inhibition et qui constitue 1’activité
antioxydante de ’HES) (Mansouri et al., 2001).

L’ICsp utilisée comme une estimation de l'activité antioxydante par DPPH est estimée
par extrapolation en tragant la courbe des pourcentages d’inhibition (P1%) en fonction de
différente concentration de ’'HEs. Cette valeur sera comparée a celle trouvée pour le composé
de référence (BHT) (Mansouri et al, 2001).

Les valeurs d’ICso seront reportées en tant que moyenne plus ou moins I’erreur
standard (SD). Une faible valeur d’ICso indique une forte capacité de I'extrait & agir comme
piégeur du DPPH (Bouhaddouda, 2016).

I1.11.1.3. L'indice de I'activité antioxydante

L'indice de [lactivité antioxydante (AAI) est calculé selon [I'équation suivante
(Bouhaddouda, 2016):
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AALI = concentration finale de DPPH (ug/ml) / IC50

Les résultats d’ AAI sont exprimés comme suite:

AAI < 0.5 — faible activité antioxydante.
1>AAI > 0.5 — activité antioxydante modérée.
2> AAI > 1 — forte activité antioxydante.

AAI> 2 — tres forte activité antioxydante.

I1. 11.2 Evaluation de ’activité antioxydante par la méthode f

carotéene/acide linoléique

e Principe

C'est l'une des méthodes complémentaires utilisées pour le criblage de substances
antioxydantes. Elle est basée sur le principe que l'acide gras insaturé, acide linoléique, s'oxyde
spontanément avec les especes réactives de l'oxygene "Reactive Oxygen Species” (ROS)
présentes dans l'eau riche en oxygéne. Alors, les produits de réaction déclenchent la
transformation du g -caroténe en sa forme incolore. Le degré de décoloration est mesuré par
spectrophotométrie et utilisé comme une estimation de l'activité antioxydante (AA)
(Benabdelkader et al., 2012).

e Mode Opératoire

Selon la méthode de Dapkevicius et al., (1998), une solution stock de melange
émulsion p-carotene/acide linoléique a été préparée comme suit : 0,5 mg de cristaux de S -
carotene a été dissous dans 1 ml de chloroforme et 1 ml de cette solution a été transféré dans
un ballon contenant 25 pl d'acide linoléique et 200 mg de Tween-40. Aprés I'élimination
compléte du chloroforme par évaporation, 100 ml d'eau distillée enrichie en oxygéne a été
ajoutée sous agitation vigoureuse. Des aliquotes de 2.5 ml de ce mélange ont été transferés
dans une série de tubes a essai contenants 350 ul d’HE diluée dans de I'éthanol qui donne une
concentration finale de 2 g/l. Apres une agitation vigoureuse, les tubes ont été incubés a 50°C
pendant 2 h. Un tube témoin négatif a été construit en remplacant I’HE par I'‘éthanol.
L'absorbance a été finalement mesurée & 490 nm contre un blanc (émulsion sans f -caroténe).

Les activités antioxydantes (AA %) sont calculés en utilisant la formule suivante :
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AA% = [1- (Ac-A/A'0-A't)] x 100

Ou:
Ao, A'o: absorbance respective de I'échantillon et du contrdle at =0 min ;
A, A't: absorbance respective de I'échantillon et du contréle at =2 h.

11.12. Activité antimicrobienne

Les méthodes du laboratoire qui permettent d’estimer les propriétés d’un produit in
vitro sont nombreuse, mais reposent toutes sur le méme principe, celui de confronter la
substance antimicrobienne (fongicide, bactéricide, insecticide...) et l’agent pathogéne

(champignons, bactéries, insectes,...) sur un support artificiel.
I1. 12. 1. L activité antibactérienne

I1.12.1.1. Méthode de diffusion a partir d’un disque solide

(aromatogramme)

La méthode de diffusion a partir d’un disque solide est utilisée pour mettre en
évidence I’activité antibactérienne des germes pathogénes vis-a-vis de I’huile essentielle. La
technique de Vincent (aromatogramme) permet d'étudier d'une maniere fiable et reproductible
la sensibilité et la résistance des germes aux huiles essentielles (Hadouchi et al., 2008).
L'aromatogramme est basée sur une technique utilisee en bactériologie médicale, appelé
antibiogramme ou méthode par diffusion en milieu gélosé ou encore méthode des disques. 1l
s'agit d'une méthode en milieu géloseé a I'agar réalisée dans une boite de pétri. Le contact se

fait par l'intermédiaire d'un disque de papier sur lequel on dispose une quantité d’extrait.
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Boite de pétrie
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Zone d'inhibirion

Croissance microbienne

Fig. 09 : Méthode de I’aromatogramme sur boite de Pétri (Zaika et al, 1988)

I1.12. 1. 2.Meéthode générale des CMI par dispersion dans le milieu de

culture

Cette technique de détermination des CMI, par contact direct en milieu gélosé ou
liquide, consiste a disperser 1’agent antimicrobien en concentration variable de fagon
homogeéne et stable dans le milieu de culture du germe étudié. Cette technique, trés
fiable et reproductible pour les agents antimicrobiens hydrosolubles, pose un probléme de
diffusion et d’homogénéité de dispersion avec les huiles essentielles qui ont une trés faible
solubilité dans les milieux de culture aqueux. Ce probleme est résolu en partie par
I’utilisation d’émulsions des huiles essentielles dans des solutions de différents détergents
comme le Tween 20 et le Tween 80A (Benabdelkader., 2012)

Selon Lucilene et al,. (2015) La sensibilité des bactéries a différentes concentrations des
huiles essentielles a été déterminée a partir des diamétres des zones d'inhibition. La
concentration minimale inhibitrice (MIC) a été définie comme la plus faible
concentration d'huile essentielle pour laquelle un halo d'inhibition a été observé. Cette
méthode permet la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) a partir

d’une gamme de concentration d’extrait dans le milieu de culture. La gamme de concentration
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des extraits végétaux a été préparé dans des eppendorfs stériles par la méthode de dilution de
deux en deux (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32) (Oussou el al., 2004), a partir d’une solution mére qui
contient 500 uL d’huile essentielle et 500 uL de tween 80.

Disques de papier imbibé Tapis microbien

d’huile essentielle

Inoculum —

|
Incubation \ /
Boite de peétn avec /’\

le milien de culture

Diamétre d'inhibition

Fig. 10. Principe de la méthode de diffusion par disque
e Mode opératoire

- Fondre la geélose au bain-marie a 120°C pendant 15-20 min, puis couler
aseptiquement une couche de 4 mm d’épaisseur dans des boites de pétri. Ces dernieres

doivent étre séchées durant 30 minutes a la température ambiante.

- A partir d’'une culture pure sur milieu d’isolement, racler a I’aide d’une pipette

pasteur stérile quelque colonies (cing colonies) bien isolées et parfaitement identiques.

- Détacher la pipette pasteur dans 10 ml d’eau physiologie stérile 0.9%, pour avoir une

solution de 0.5 Mc Farland. Bien homogénéiser la suspension (agitation avec un vortex).

- L’ensemencement doit se faire dans les 15 min qui suivent la préparation de

I’inoculum (Ericsson el al., 1988).

- Aprés la solidification des milieux de culture et la préparation des suspensions
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bactériennes réaliser I’ensemencement par écouvillonnage.

- Numéroter la base de chaque boite de pétri avec des numérotations convenant au
nombre de dilution. Une fois les géloses Muller — Hinton ensemencées, les disques seront
imbibés dans I’huile essentielle pure a tester. A l'aide d'une pince stérile au bec bunsen,
déposer et presser le disque chargé par I’huile essentielle pure sur la surface de la gélose dans
la boite de pétri, une fois appliqué le disque ne doit pas étre déplacé. A l'aide d'une
micropipette, prélever 20ul de chaque dilution de l'huile essentielle et mettre les sur les
disques de papier Whatman .Pour cette méthode, la CMI est définie comme la plus petite

concentration d’extrait pour laquelle, il peut avoir un effet.

- Placer les boites de pétri dans I’incubateur pendant 18 a 24 heures a 37°C, et a 25 C

pendant 48 heures pour les levures.

- La lecture se fait par la mesure précise des diameétres des halos clairs a I’aide d’une
regle qui permet de classer ’activité antimicrobienne des huiles essentielles dans 1’une des

catégories ci-dessous :
Non sensible (résistante) d < 8mm ;

- Sensible (+) : 9 <d < 14 mm;
- Trés sensible (++) : 15<d <19 mm

- Extrémement sensible (+++) d >20 mm.
Plus la zone d’inhibition mesurée est grande, plus le germe est sensible.

Le pourcentage d'inhibition de la croissance fongique est calculé par la formule

suivante:

% |I”|h|b|t|0n = (Dtest/ Dcontrﬁle) x 100

Dyt : diamétre de la zone d'inhibition.

Dcontrole = diamétre de la boite de pétri
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I1. 13. L’activité antifongique

La méthodologie suivie pour I’évaluation de I’effet antifongique de I’'HEs est la

méthode de contact direct qui permet la mise en évidence de 1’activité antifongique.

e Principe de la méthode
L’HE a tester est incorporée a des concentrations variables dans le milieu de culture
gélosé. Apres solidification, le milieu est ensemencé et incubé. Les résultats donnent la
concentration minimale inhibitrice (CMI) qui est définie comme étant la plus faible

concentration pour laquelle nous n’observons pas de croissance a 1’oeil nu (Tantaoui et al.,

1992 ; Kuete et al., 2004).

I1. 13.1. Protocol expérimental

11.13.1.1. Préparation des milieux de cultures contenant différentes

concentration d’huiles essentielles

Compte tenu de la non miscibilité des huiles a 1’eau et par conséquence au milieu de
culture, une mise en émulsion de ces huiles a été réalisée par le tween 20 afin d’obtenir dans
le milieu une répartition homogéne des composés a I’état dispersé (Remmal et al., 1993 ;

Satrani et al., 2001).

La technique consiste a incorporer les milieux de différentes concentrations en HEs et
de tween 20, dans le milieu de culture PDA, puis on agite les solutions pendant 5 minutes par
une plaque chauffante pour homogeneiser le milieu PDA avec I’HEs.

Ces concentrations seront préparées de la facon suivante :
- Milieu 1 (Témoin): 100 ml PDA + 0,5 ml tween 20.

- Milieu 2: 100 ml PDA + 100ul HEs + 0,5ml tween 20.

- Milieu 3: 100 ml PDA + 250ul HEs + 0,5ml tween 20.
- Milieu 4: 100 ml PDA + 750ul HEs+ 0,5ml tween 20.
I1. 13.1.2. Ensemencement et incubation des boites de pétri

- Couler aseptiqguement le mélange de chaque milieu, dans des boites de Pétri de 9 cm

de diametre puis laisser ces boites sur la paillasse pour refroidir et solidifier.
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- A l’aide d’une pipette Pasteur stérile, découper un fragment de culture fongique
d’environ 6 mm de diamétre a partir d’un tapis mycélien agée de 7 jours, et déposer le

au centre de la boite de pétri (1disque/boite).

- Opérer de la méme facon chaque champignon et chaque concentration d’HEs, les
boites de pétri seront ensuite fermées hermétiquement par le para-film et incubées a
25°C, pendant 7 jours.

Pour chaque concentration, préparer trois répétitions de la méme facon, afin de

minimiser I’erreur expérimentale.
11.13.2. Expression des résultats

I1. 13.2.1. Taux d’inhibition (T1%)

D’aprées Doumbouya et al., (2012), les taux d’inhibition de la croissance par rapport

au témoin sont calculés selon la formule suivante :

T1 % =100 X (dC — dE)/ dC.

TI(%) = Taux d’inhibition exprimé en pourcentage.
dC = Diameétre de colonies dans les boites — ddi (mm).
dE = Diamétre de colonies dans les boites contenant I’extrait de plante — ddi (mm).

ddi = Diametre de disque initial (6mm).
I1. 13.2.2. Détermination des concentrations inhibitrices (CM1)

La CMI correspond a la plus faible concentration en HEs pour laquelle on n’observe

pas de pousse visible a 1’ceil nu sur le milieu solide (Ouraini et al., 2005).

Les boites de Pétri dont les concentrations montre une absence totale de la croissance
mycélienne; seront sélectionnées pour déterminer les concentrations minimales inhibitrices
(CMI).
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Chapitre 1lI Reésultats et discussions

Chapitre 111 : Résultats et discussions
En cette période de crise sanitaire causée par le Coronavirus, durant laquelle les

laboratoires de 1'université sont fermés, il n’a pas été possible de faire I’expérimental, et par

conséquent, nous n’avons pas pu arriver aux résultats escomptés.
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Conclusion et perspective

La région méditerranéenne est caractérisee par une couverture végétale diversifiée.
Lavandula stoechas est parmi les plantes médicinales et aromatiques les plus importantes de
cette région.

Ce travail a pour objectif de valoriser I’huile essentielle et ses activités biologiques
d’une plante endémique L. stoechas appartenant a la famille des lamiacées. Cette huile

essentielle présente un grand intérét médical et pharmaceutique et méme cosmétique.

Les résultats rapportés par la littérature sur les huiles essentielles ont permis de montrer
que L. stoechas est riche en huiles essentielles avec un rendement estimé (de 0.36% a 0.79%)
de différentes régions en Algérie (Benabdelkader et al, 2012 ; Tiachadine et Mendel,
2017), en Italie (3,1%) (Alberto et al., 2006), et (2.9%) en Turquie (Mehmet el al., 2018).

Les analyses qualitative et semi qualitative de I’huile essentielle de L. stoechas
menées par GC/SM a permis d’identifier et de quantifier 54 composés a Cherchell (Dob et al.,
2006 ), et 49 composés a Constantine (Barket et Laib, 2012). Les composés majoritaires
sont le fenchone, le camphre, le 1,8-cineol, le linalyl acétate, le camphene le linalol et le

limonéne.

Les propriétés organoleptiques de ’'HE de L. stoechas rapportées dans la littérature
montrent qu’elle présente 1’aspect d’un liquide mobile, limpide de couleur jaune péle avec

une odeur forte et persistante.

Les activités biologiques des huiles essentielles de L. stoechas décrits dans la
littérature sont principalement dus a la présence de différents molécules bioactives
appartenant a plusieurs familles chimiques, telles que les phénoliques, les flavonoides et les
monoterpénoides. Ces composés possedent des propriétés pharmacologiques, notamment des
activités antispasmodiques, sédatives, anti-inflammatoires, antioxydantes, antimicrobiennes,

antifongiques, insecticides et larvicides.

L'activité antioxydante des huiles essentielles et du I’antioxydant de référence BHT
étudiée par la méthode de réduction du radical libre 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrasyl (DPPH),
démontre que les huiles essentielles de L. stoechas de la région de Bouira ont une capacité
antiradicalaire modéré ou I'IC50 = 4140 + 0,05 pg/mL par rapport a celui du ’antioxydant de
référence BHT (ICso = 29,62 + 0,13 pg/mL). Les résultats de Benabelkader (2012) ont

montré que toutes les HEs de L. stoechas ont été, néanmoins, des inhibiteurs moins puissants
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de l'oxydation du systéme pg-caroténe/acide linoléique et du test de piégeage du radical libre
DPPH que les substances de référence, le BHT et ’a-tocophérol.

Les résultats rapportés par la littérature sur le pouvoir antimicrobien des huiles
essentielles de L. stoechas par la méthode de diffusion a partir d’un disque solide, démontrent
que ces huiles ont un pouvoir inhibiteur contre un ensemble de bactéeries pathogénes, Gram+
(Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis) et Gram- (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Proteus mirabilis, Microccocus luteus). L’évaluation de I’effet antifongique des huiles
essentielles par la méthode de contact direct a révélé une activité inhibitrice vis-a-vis les
champignons Fusarium moniliform, Aspergilus flavus et Aspergilus niger ou la concentration

minimale inhibitrice est égale (CMI= 0,75%).

Les huiles essentielles de L. stoechas ont présenté de forts pouvoirs insecticides contre
["Anophéle labranchiae, Leishmania major et Leishmania infantum, Aphis pomi, Tribolium

castaneum.

Enfin, sur la base de toutes les activités biologiques démontrées par ’'HE de L.
stoechas di a la synergie de ses divers constituants, cette huile peut étre proposée comme un
alternatif agent: antimicrobien, anti-oxydant, anti-inflammatoire, insectide, larvicide et
sédative, sachant qu’aucune démonstration de 1’effet de cette huile provient de la méme

espece a été signalee.

Ce travail peut étre le pont d’appui pour une ¢étude plus détaillée des extraits de L.

stoechas ou il serait intéressant :

- Drutiliser des essences de la lavande dans la désinfection de 1’air dans les hopitaux ou

encore dans la lutte contre les infections nosocomiales.

- Evaluer I’activité antimicrobienne et cicatrisante des huiles essentielles et extraits
éthanoiques.
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Tableau 1. Liste d’appareillages, de verrerie et consommable.

ANNEXES

Annexe |. Appareillage et verrerie

Appareillage

Verrerie et consommable

Solutions et réactifs

- Autoclave

- Balance de précision

- Balance de paillasse

- Bec bunsen

- Chauffe ballon 1 L

- Cryostat

- Etuve isotherme

- Hotte a flux laminaire avec
lampe UV

- Hydrodistillateur type
Clevenger

- incubateur bactériologique
(25°C, 35°C, 42°C)

- Plague chauffante

- Spectrophotométre

- Vortex

- Bain marie

- Chromatographie en phase
Gazeusecouplée a la
Spectroscopie de Masse de
- Four Pasteur

- Réfrigérateur

- Réfractométre

- Anse de platine

- Ballons a fond plat a col rodé
- Béchers : 100 ml, 250 ml, 500
mi

- Boites de pétri stériles de 90
mm de diametre

- Disques d’antibiotiques

- Disques d’aromatogramme
Whatman n°1, 6 mm

- Ecouvillons Stériles

- Eprouvettes

- Erlenmeyer 100 ml, 250 ml

- Fioles

- Flacons avec bouchon

- Pinces

- Pipettes graduées stériles

- Pipettes Pasteurs

- Seringues

- Spatule inox

- Tubes a essai

- Verres de montre

- 1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl
(DPPH) - Butylated
hydroxytoluene

- Eau distillée

- Eau physiologique

- Ethanol

- Dimethyl sulfoxide

- L’huile essentielle de 1.
stoechas

- Phénolphtalléine

- Vitamine C

- KOH (Hydroxyde de
potassium)

-DMSO (Diméthylsulfoxyde).




ANNEXES

Annexe I1. Les milieux de culture et leurs compositions

Tableau 2. Composition des milieux de culture

Milieux de cultures Constituants Quantité (g/1)
gélose nutritif Peptone 10

Extrait de viande 03

NaCl 05

Agar-Agar 18

Extrait de levure 05

PH 7,3+0,2
Bouillon de Tryptone 5,0
Sabouraud Peptone pepsique de viande 5,0

Glucose. 20,0

PH 57%0,2
Mueller Hinton Infusion de viande de boeuf 3,0

Hydrolysat de Caséine 17,5

amidon 1,5

Agar- Agar 16,0

Ph 7,3
sabouraud Peptone 10

Glucose 20

Agar-agar 20

PH 5,6 £0,1
Bouillon nutritif Peptone 5,00

Extrait de viande 3,00

pH 6,8 0,2
L’eau physiologique Chlorure de sodium (NaCl) 8,5

PH 7
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