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Résumé

Notre travail porte sur 1’étude des activités biologiques des huiles essentielles (HEs)

d’une plante médicinale la lavande (Lavandula stoechas L.) de la wilaya de Bouira d’ Algérie.

Lavandula stoechas L. est une plante aromatique spontanée répandue en Algérie,
appartenant a la famille des Labiées (Lamiaceae) appelée communément «kh(zama ou
Elhelhal». Elle est encore utilisée dans la médecine traditionnelle comme antispasmodique,
cicatrisante, ingrédients en produits cosmétique aussi bien dans la conservation des produits

alimentaires.

Les huiles essentielles de la partie aérienne de la plante étudié, obtenues par
hydrodistillation révélée un rendement de 1,33 + 0,035 %. L'étude de I'effet antioxydant des
huiles essentielles de Lavandula stoechas L. ont montré un pouvoir remarquable de piégeage
du radical libre DPPH (ICso = 4140 + 0,05 pg/ml) par rapport a celui du ’antioxydant de
référence BHT (ICso = 29,62 + 0,13 pg/ml).

D’autre part I’activité antibactérienne des huiles essentielles de Lavandula stoechas L.
vis-a-vis cinq souches bactériennes Escherichia coli; Staphylococcus aureus ; Bacillus
subtilis ; Pseudomonas aeruginosa et Microccocus luteus a été réalisé par la méthode de
diffusion sur milieu gélose. Les résultats obtenus montrent que les huiles essentielles

présentent une activité variable en fonction des différentes concentrations.

L’évaluation du pouvoir antifongique des huiles essentielles de Lavandula stoechas L.
par la méthode de contact direct a révélé une activité inhibitrice contre les champignons
Fusarium moniliform ; Aspergillus flavus et Aspergillus niger.

Cette étude démontre que la plante étudiée posséde des activités biologiques
considérables.

Ces résultats peuvent étre considérés comme point de départ pour des applications de

cette plante en santé ou dans le secteur agroalimentaire.

Mots clés: Lavandula stoechas L., Huiles essentielles, Activité antioxydante, Activité
antibactérienne, Activité antifongique.
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Actuellement, plusieurs questions soulevées sur la demande croissante des
consommateurs a avoir des aliments de haute qualité, plus naturels et faiblement traités a
poussé au développement de nouvelles méthodes de conservation qui permettront de garantir
la sécurité sans altérer la qualité des aliments ainsi que la sécurité des produits chimiques
synthétiques utilisés en médecine, en effet, le développement de la résistance des
microorganismes aux divers antibiotiques préoccupent les spécialistes. D’un autre coté,
I’utilisation des additifs tels que les antioxydants est suspectée d’avoir des effets négatifs sur
la santé.

L’utilisation des plantes aromatiques et médicinales par ’homme est une pratique
antique (Majinda et al., 2001), du fait de leurs abondances dans la nature et de leurs
propriétés aromatiques présentent des sources potentielles tres riches en molécules bioactives.
Ces plantes possédent un atout considérable grace a la découverte progressive des
applications de leurs huiles essentielles. Aujourdhui encore, la science confirme les
différentes vertus des plantes aromatiques et de leurs huiles essentielles obtenues
généralement par hydrodistillation dont les domaines d'application sont trés variés qui
possédent de nombreuses propriétés pharmacologiques telle que la propriété antioxydante qui
a attiré 1’attention de nombreux laboratoires et chercheurs dans le cadre de la recherche
d’antioxydants naturels utilisés dans les industries alimentaires comme additifs (Kezzouna,
2015) pour retarder 1’oxydation des aliments. De plus, la propriété antimicrobienne, 1’usage
excessif d’agents antibactériens et antifongiques chimiques dans la médication humaine et la
conservation des aliments conduit au développement de microorganismes résistants a la
plupart des antibiotiques (Essawi et Srour, 2000). Donc ces huiles rentrent également dans la
composition de plusieurs médicaments pour le traitement de diverses manifestations
pathologique. Aussi dans les cosmétiques, les parfumeries, les industries de savon et de
détergents en volume impressionnant, ainsi que leurs utilisations dans d'autres domaines
d'intérét économique. Leurs nombreux usages font qu'elles connaissent une demande de plus

en plus forte sur les marchés mondiaux (Yahyaoui, 2005).

L’Algérie est un pays riche en plantes aromatiques et médicinales (lavande entre
autres), Lavandula stoechas L. ou lavande papillon (Benabdelkader, 2012), sous le nom de
"Khizama ou Helhal", se présente sous forme d’un arbrisseau et trés ramifié, a des fleurs de
couleur violet et est largement distribuée a travers toute la périphérie nord du pays. Cette

plante est connue par sa richesse en huile essentielle et par ses propriétés antibactériennes,
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antifongiques (Cavanagh et Wilkinson, 2002), antioxydant et désinfectant des plaies contre

les problemes dermiques (Goren et al., 2002),

De nombreux chercheurs s’intéressent aux plantes médicinales pour leur richesse en

antioxydants naturels et qui posseédent des activités antimicrobiennes.

Cette ¢tude est menée dans le cadre d’évaluation de I’activité antioxydante et I’activité

antimicrobienne in vitro des huiles essentielles de Lavandula stoechas L.

Pour se faire, plusieurs étapes ont été suivies :

>

>
>
>

Préparer les huiles essentielles des parties spécifiques de Lavandula stoechas L.
Détermination de I’activité antioxydante in vitro des essences précédentes.

Tester in vitro I’effet antimicrobien des huiles essentielles.

Analyse statistique permettant de regrouper et de résumer 1’ensemble de données
ayant des objectifs comparables.

Analyse des résultats obtenus tout en comparant par ceux obtenues par d’autres
auteurs.

Par la suite une conclusion qui résume 1’ensemble des résultats obtenus suivi par des

perspectives importantes qui font suite a ce travail.
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I1.1. Généralités

La famille des Lamiacées connue également sous le nom des Labiées, comprend
environ 258 genres pour 6900 espéces plus ou moins cosmopolites, mais dont la plupart se
concentre dans le bassin méditerranéen tel que le thym, la lavande et le romarin (Botineau,
2010). La plupart des genres ont une importance économique due a leur richesse en huiles
essentielles et leur utilisation en tant que condiments ainsi que infusions trés prisées. Ainsi, ils
ont fait ’objet de plusieurs études scientifiques dans le but d’évaluer la présence de certains
métabolites secondaires typiques (Wink, 2003). L'ancien nom des Lamiacées : Labiées dérive

du nom latin "labium" qui signifie lévre, en raison de la forme particuliere des corolles.

Le genre Lavandula est l'un des plus importants genres de la famille des Lamiacées
(Labiées, qui signifie "labie" en référence a la forme des lévres des fleurs) (Benabdelkader,
2012), ces arbustes sont des plantes melliféres et célebres pour leurs fleurs en épis blancs,
roses, bleus ou violets, elles sont agréablement parfumées de mars a septembre (Philippe,
1993). On compte 39 especes de lavandes, toutes originaires des régions séches, ensoleillées

et rocailleuses du monde (Saadatian et al., 2013).

La diversité morphologique des lavandes a été entierement revue et détaillée par
Upson (2002) et Upson et Andrews (2004).

Selon Quezel et Santa (1963) le genre Lavandula de la famille des Lamiacées ne regroupe
que cing (5) especes :
-L. Stoechas L : "Helhal”, "Amezzir".
- L. dentata L : " Djaida ".
-L. coronopifolia Poiret (= L. stricta Del) : ” Ehrer”.
-L. multifida L : "Kammoun el djmel”.
- L. pubescens Dec : "Tehenok”.

Notre travail porte sur I’étude d’une espece de la famille des lamiacées: L. stoechas L.
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1.2. Monographie de Lavandula stoechas L.

1.2.1. Etymologie
Le mot lavande dérive du verbe laver, il est peut étre issu de l'italien lavando (action
de laver) mais peut remonter au latin lavare qui signifie laver et aussi se baigner (Ryley,
1998).
Le Dr T. B. (1926) donne comme définition du mot Stoechades : vient du grec

stoechades et signifie «rangées en lignes» (Barbier, 1963).

1.2.2. Synonymes
L’espéce Lavandula stoechas L. (syn. Stoechas officinarium Moench) est
communément appelée ‘lavande francaise’, ‘lavande italienne’, ‘lavande espagnole’, ‘lavande
des stoechades’, ‘lavande maritime’, ‘lavande papillon” ou ‘lavande & toupet’

(Benabdelkader, 2012).

1.2.3. Description botanique

La lavande papillon, L. stoechas L. est une espece végétale bien connue fait egalement
partie de la famille des Lamiacées ou Labiées. Il posséde donc les mémes caractéristiques
morphologiques et communes a 1‘ensemble de cette famille (Balouiri, 2011). Elle se présente
sous la forme d’un arbrisseau et pouvant atteindre un metre de haut (Benabdelkader, 2012),
tomenteux, blanchatre, tétragones (Jullien, 2016), tres ramifié et tres aromatique avec une
lourde odeur semblable a celle du pin (Benabdelkader, 2012), I’essence qu’on peut en
extraire a une odeur tres forte et désagréable (Barbier, 1963). Elle supporte la miombre,

tolere le froid et préfere les endroits ensoleillés et les sols riches (Chu et Kemper, 2001).

-Fleurs : de couleur mauve foncé (figure 01), en épis courtement pédonculés, ovales ou
oblongs, compacts, quadrangulaires, surmontés d'une houppe de grandes bractées stériles
violettes. Bractées fertiles larges, obovales-subtrilobées, membraneuses, veinées, plus courtes

que le calice trés velu. Carpelles ovales a 3 angles (Jullien, 2016).

-Feuilles : sont petites, grisatres, tomenteuses (Besombes, 2008), sont opposées de 2- 4 cm
de long, sessiles, oblongues, lancéolées, linéaires, étroites et recourbées sur les bords
(Benabdelkader, 2012), mais sans dents ni lobes, appariés ou groupés a les nceuds, parfumés

lorsqu'ils sont écrasés, stipules-aucune, pétiole-aucune (Siddiqui et al., 2016).
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-Tiges : Nombre-plusieurs, longueur de 20- 40 cm (Besombes, 2008) de couleur griséatre,
ramifié, carré quand jeunes, poussent souvent le long du sol, puis plier vers le haut,
densément poilu avec étoile type poils, parties inférieures boisées et rugueuses, taillis lors de
la coupe (Siddiqui et al, 2016).

La floraison, plus précoce que chez les autres lavandes, se déroule d’avril a mai puis

en automne (Giray et Kirici, 2008).
1.2.4. Position systématique

D’aprés Quezel et Santa (1963), la systématique de L. stoechas L. est la suivante :
Reégne : plantes.
Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes.
Sous-embranchement : Angiospermes.
Classe : Dicotyledones.
Sous-classe : Astéridées.
Ordre : Lamiales (Labiales).
Famille : Lamiaceae ou Labieae.
Genre : Lavandula.
Espése : Lavandula stoechas L.
Nom vernaculaire algérien : "Helhal”, "Amezzir”, "Khlizama".
Nom francais : ‘Lavande des stoechades’, ‘lavande maritime’, ‘lavande papillon’ ou ‘lavande

a toupet’ (figure 01).

Figure 01. Lavandula stoechas L. (Originale, 2017).
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1.2.5. Aire de répartition

La répartition du genre Lavandula est répandue dans tout le bassin méditerranéen
(Europe méridionale, 1’ Afrique du Nord et le Moyen Orient), largement distribué dans les lles
canari, Islande et a travers tout le tell méditerranéen, Sud West de I'Asie, Afrique tropicale
avec une disjonction vers I’Inde (Quezel et Santa, 1963 ; Upson et al., 2000).

En Algérie, les populations naturelles de L. stoechas L. sont situées au nord du pays, le
long de la cbte méditerranéenne dans les wilayas de Skikda, Jijel, Boumerdes, Bouira, Blida,
Médéa, Ain Defla et Chlef (Benabdelkader, 2012), elle est parmi les trés nombreuses

especes végeétales qui forment la flore spontanée algérienne (Haussein, 2000).
1.2.6. Utilisation en médecine traditionnelle

La Lavande a été traditionnellement utilisée comme plante aromatique, culinaire,

décoratif, cosmétique et dans des buts médicinaux (Maganga, 2004).

L. stoechas L. posséde des propriétés thérapeutiques remarquables ; La décoction des
feuilles est utilisée dans le cas d'infections intestinales, de gastralgies ; mais c'est surtout pour
ses propriétés antitussives qu'il est largement recommandé. Les fleurs en décoction apaisent
I'hystérie, ingérees telles quelles, elles seraient également efficaces pour calmer la toux,
I'asthme (Beloued, 2005) et pour la lutte contre les insectes comme insectifuge (Skoula et
Abidi, 1996 ; Mennal et Chennafi, 2015) ou insecticide (Goren et al., 2002).

Elle était utilisée par les médecins musulmans qui la considéraient comme cephalique
(tonique), résolvante, désobstruant, et carminative. Ils la prescrivent pour lutter contre des
infections pulmonaires et pour 1’expulsion des humeurs bilieuses et flegmatiques (Said,
1996).

La plante est également employée traditionnellement dans la médecine populaire
comme anti-inflammatoire (Sosa et Altinier, 2005), antispasmodique (Goren et al., 2002)
dans les douleurs des coliques (Nadkarni, 1982 ; Usmanghani et al., 1997 ; Siddiqui et al.,
2016), anti-carcinogéne, antidépresseur, antioxydant (Goéren et al., 2002), expectorant et
stimulant (Giray et Kirici, 2008).

L'HEs est un précieux remede des premiers secours, elle est accélére la guérison des
brilures des plaies (action cicatrisante, réparatrice (Mennal et Chennafi, 2015) et

désinfectant des plaies contre les probléemes dermiques (Goren et al., 2002), a aussi des effets
6
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positifs sur les infections urinaires, les maladies cardiaques, l'eczéma (Baytop, 1999),
spasmolytiques, contre le diabéte, la fievre (Chu et Kemper, 2001), les douleurs menstruelles
féminines, les calculs rénaux, I’anthrax, 1’otite, I'hypertension (Skoula et Abidi, 1996) et pour
traiter I’infertilité (Chu et Kemper, 2001). Il est utilisée dans 1‘industrie de la lessive et de la
savonnerie, ainsi qu‘en parfumerie. En effet, celle-ci analgésiques (calmante), antiseptiques
(Baytop, 1999 ; Beloued, 2005) sédatives (Baytop, 1999; Goéren et al., 2002 ; Siddiqui et
al., 2016), antimicrobiennes (Asimgil, 1997; Goren et al., 2002), antibactériens,
antifongiques et antidépressifs (Cavanagh et Wilkinson, 2002).

1.2.7. La composition chimique des huiles essentielles

Les compositions chimiques de nombreuses HEs ont été décrites. Elles varient en
fonction de différents facteurs, incluant le stade de développement des plantes, les organes
prélevés, la période et la zone géographique de récolte (Delaquis et al., 2002 ; Burt, 2004 ;
Oussou et al., 2008).

L. stoechas L. renferme comme composés phytochimiques : a pinéne,  pinéne,
santalene, borneol, camphre, caryophyllene, coumarine, geraniol, limonene, linalol, luteoline,
1,8-cineole, acide rosmarinique, tannin, umbelliferone, acide ursolique (Esiyok, 2004). Le
fenchone et le myrtenyl acétate constituent les composés majoritaires avec des pourcentages
importants des HEs des boutons floraux (rendement : 1,3 %), le B-pinene, le 1,8 cinéole, le
camphor et le borneol sont les composés majoritaires des HEs des tiges et des feuilles
(rendement : 0,885%) (Skoula et Abidi, 1996).

En ce qui concerne les principaux flavonoides de L. stoechas L., apigénine 7-

glucoside, lutéoline 7-glucoside et lutéoline 7-glucuronide (Upson et al., 2000).
1.3. Les huiles essentielles

1.3.1. Définition
Plusieurs définitions sont disponibles des HEs.
Le terme « huile » s’explique par leur caractére hydrophobe (Bouhdid, 2009) et par la
propriété que présentent ces composes de se solubiliser dans les graisses. Le terme

«essentiellex» fait référence au parfum, a 1’odeur plus ou moins forte dégagée par la plante
(Bruneton, 1993).
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AFNOR (1996) donne une définition des HEs qui est la suivante : «Les HEs sont des
produits obtenus a partir d’une matiére premiere d’origine végétale, soit par entrainement a la
vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques a partir de ’épicarpe des Citrus, soit par

distillation séche».

Les HEs sont des composés naturels, complexes, de structures organiques variées,
liquide, odorantes, volatiles, synthétisées par les plantes aromatiques et médicinales (PAM)
comme métabolites secondaires (Bakkali et al., 2008) et présentes sous forme de minuscules
gouttelettes dans les feuilles, la peau des fruits, la résine, les branches et les bois. Elles sont
trés sensibles aux variations de température, a la lumiére et a ’oxygeéne (Cherrat, 2013) et

présentes en petites quantités par rapport a la masse du végétal (Padrini et Lucheroni, 1996).
1.3.2. Procédés d’extraction

Il existe plusieurs méthodes pour I’extraction des HES. Elles incluent 1’utilisation de
méthodes nouvelles telles que 1’extraction par le Dioxyde de Carbone (COZ2) liquide ou
I’extraction assistée par ultrasons ou microondes (Kimbaris et al., 2006) et des méthodes
plus générales a savoir I’entrainement par la vapeur, I’hydro-distillation, par expression a
froid pour les Citrus ou effleurage pour les fleurs. L’hydro-distillation et I’entrainement par la
vapeur sont les plus utilisés au niveau laboratoire et commercial puisqu’ils ne requicérent pas
de technologie sophistiquée et un bon rendement est obtenu (Burt, 2004 ; Kulisic et al.,
2004).

1.3.3. Localisation des huiles essentielles dans la plante
Il arrive tres fréquemment que la composition de I’HEs d’une plante est trés variable,

selon qu’elle soit extraire de 1’un ou 1’autre organe de cette plante (Chemloul, 2014).

Dans certaines plantes, 1’essence est produite par des tissus sécréteurs. Dans d’autres,
elle se trouve en liaison glucosidique a I’intérieur des tissus et ne se manifeste que lorsqu’on

froisse, ecrase, seche ou distille la plante (Schauemberg et Paris, 2010).

Les essences sont sécrétees dans différentes parties variant selon la plante aromatique.
Ce peuvent étre de minuscules cellules épidermiques dans les pétales de la rose ou des poils
sécréteurs disposes a la périphérie des calices floraux, des feuilles et des tiges chez les
Labiées ou de grosses cellules disposées au sein des tissus végétales : tiges, ecorces, racines,

feuilles, semences (Scimeca et Tétau, 2005).
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Toutes les plantes de la famille des Labiées possédent dans leurs tissus épidermiques
et foliaires des glandes sécreétrices riches en HEs aromatiques (Chambon, 1984).

1.3.4. Les composants chimiques des huiles essentielles

Les HEs sont des produits de composition assez complexe et plus ou moins modifiés
au cours de la préparation qui sont présentes, a 1’état naturel, en faible quantité dans le végétal
(Bruneton, 1999). Chaque huile est caractérisée par quelques composantes majoritaires qui
peuvent atteindre des concentrations assez élevées par rapport a d’autres composants présents
a des quantités infimes (Zouari, 2012). Ces composants peuvent étre répartis en deux classes
en fonction de leur voie de biosynthese : les terpénoides et les phénylpropanoides (Buchanan
et al., 2000).

1.3.4.1. Les terpénoides

Les terpénes constituent une famille de composés largement répandus dans le regne
végétal dont la majorité est rencontrée dans les HEs 90% (Padua et al., 1999). Leur
particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette d’une unité
isoprénique IPP (iso-pentényl-pyrophosphate) a cing atomes de carbone (C5H8) reconnue par
Wallach dés 1887 in Lamarti et al. (1994). Leur classification est basé sur le nombre de
répétition de 1’unité de base isopréne: hémiterpénes (C5), monoterpénes (C10),
sesquiterpénes (C15), diterpénes (C20), sesterpenes (C25), triterpénes (C30), tétraterpénes
(C40), polyterpenes (Maleeky et al., 2007). Dans la composition de la plupart des HEs, les
monoterpénoides et les sesquiterpenoides forment la majeur partie (Calsamiglia et al.,
2007; Benchaar et al., 2008).

Les terpénoides sont responsables de la couleur et I’odeur des plantes et des épices
(piments, curies) (Langenheim, 1994) et ont des propriétés biologiques et pharmacologiques
variées : cytostatiques, antiviraux, anti-inflammatoires, anti-cedémateuses, cytoprotectives,
immunomodulatrices, analgésiques, antibactériennes et antifongiques (Eder et al., 2008;
Bruneton, 2009 ).

1.3.4.2. Les composés aromatiques dérivés du phénylpropane

Les composés aromatiques dérivés du phénylpropane sont beaucoup moins fréquents
dans les huiles essentielles que les monoterpénes et sesquiterpenes (Baser et Buchbauer,

2010 ; Couic-Marinier et Lobstein, 2013). lls sont caractérisés par un noyau aromatique lié
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a une chaine de trois atomes de carbone propene (Hyldgaard et al., 2012). Trés souvent, il

s’agit d’allyle et de propénylphénol.

Ces composés aromatiques constituent un ensemble important car ils sont
géneralement responsables des caracteres organoleptiques des HEs (Kunle et Okogum,
2003).

Cette classe comporte des composés odorants bien connus comme la vanilline,
I'eugénol, l'anéthole, l'estragole et bien d'autres. Ils sont davantage fréquents dans les HES
d'Apiaceae (persil, anis, fenouil, etc.) et sont caractéristiques de celles du clou de girofle, la
vanille, la cannelle, le basilic, I'estragon, etc (Scimeca, 2007).

1.3.5. Propriétés biologiques des huiles essentielles

Les HEs possedent de nombreuses activités biologiques. En phytothérapie, elles sont
utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies infectieuses d’origine
bactérienne. Cependant, elles possédent également, des propriétés cytotoxiques qui les
rapprochent donc des antiseptiques et désinfectants en tant qu’agents antimicrobiens. Dans les
domaines phytosanitaires et agro-alimentaires, les HEs ou leurs composés actifs pourraient
également étre employés comme agents de protection contre les champignons
phytopathogenes et les microorganismes envahissant les denrées alimentaires. Les HEs les
plus étudiées dans la littérature pour leurs propriétés antibactériennes et antifongiques
appartiennent a la famille des Lamiacées : thym, origan, lavande, menthe, romarin, sauge, etc
(El kalamouni, 2010).

Dans la nature, les HEs jouent un rdle important dans la protection des plantes en tant
que substances antibactérienne, antiviral, antifongique, insecticide (Nerio et al., 2010), et
aussi contre les herbivores en réduisant leur appétit pour une telle plante. Elles peuvent attirer
aussi des insectes en favorisant la dispersion de pollens et graines, ou au contraire repousser
d’autres indésirables (Bakkali et al., 2008), elles exercent aussi un effet alléelophatique en
inhibant la germination et le développement d’autres espéces dans leur voisinage (De feo et

al., 2002).

10
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1.3.5.1. Activité antioxydante
1.3.5.1.1. Les radicaux libres

Un radical libre est défini comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons
non appariés (Jacques et André, 2004), cette molécule est trés instable et réagie rapidement
avec d’autres composants, essayant de capturer 1’électron nécessaire pour acquérir la stabilite,
une réaction en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche
en lui arrachant son électron, et la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre
(Martinez-Cayuela, 1995).

1.3.5.1.2. Le stress oxydatif
a. Définition

Le stress oxydatif est défini comme étant le déséquilibre entre la génération des
especes réactives de I’oxygene et la capacité du corps a neutraliser et a réparer les dommages

oxydatifs (Boyd et al., 2003).
b. Les conséquences du stress oxydatif

La production des radicaux libres provoque des lésions directes de molécules
biologiques (oxydation de I’ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais aussi des
Iésions secondaires dues au caractere cytotoxique et mutagéne des métabolites libérés
notamment lors de 1’oxydation des lipides (Favier, 2003). Les radicaux libres peuvent induire
I’arrét des réplications de I’ADN. Ils agissent en provoquant des altérations de bases, des
pontages ADN-protéines ou des ruptures de brins (Hadi, 2004 ; Shimizu, 2004). lIs inhibent
la sécrétion d’insuline (Krippeit-Drews et al., 1994), modifient les structures primaire,
secondaire et tertiaire des protéines (Pincemail et al., 1999). Par ailleurs, le glucose peut
s’oxyder dans des conditions physiologiques, en présence de traces metalliques, en libérant
des cétoaldéhydes, peroxyde d’hydrogéne (H,O,) et le radical hydroxyle (OH*), qui
entraineront la coupure de protéines ou leur glycation par attachement du cétoaldéhydes. Ce
phénomene de glycosoxydation est trés important chez les diabétiques et contribue a la

fragilité de leurs parois vasculaires et de leur rétine (Favier, 2003).

Le stress oxydant, principale cause initiale de plusieurs maladies: cancer, cataracte,
sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme pulmonaire,

vieillissement accéléré, le diabéte, la maladie d’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies

11
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cardiovasculaires (Favier, 2003), maladie de Parkinson, les inflammations gastro-intestinale,
ulcére (Atawodi, 2005), les cedémes et vieillissement prématuré de la peau (Georgetti et al.,
2003).

1.3.5.1.3. Les antioxydants

Un antioxydant est défini comme toute substance ayant la capacité de retarder,
prévenir ou réparer un dommage oxydatif d’une molécule cible (Halliwell et Gutteridge,
2007). Ainsi, ils servent a contrbler le niveau des especes réactives pour minimiser le

dommage oxydatif (Tang et Halliwell, 2010).

Les antioxydants piegent les radicaux libres en inhibant les réactions a 1’intérieur des
cellules provoqueées par les molécules de dioxygene et de peroxyde, aussi appelées espéces

oxygénées radicalaires (ERO) et espéces azotées radicalaires (ERN) (Benbrook, 2005).

Les molécules impliquées dans la défense antioxydante peuvent se diviser en des
antioxydants endogenes (superoxyde dismutase (SOD), catalase (CAT), gluthation
peroxydase (GPX)...) et des antioxydants naturels (vitamine E, vitamine C, les caroténoides,
des composés phénoliques, HEs...). Un régime alimentaire optimisé et riche en antioxydants
naturels peut jouer un réle primordial dans le systeme de défense antioxydant (Willcox et al.,
2004). Récemment, la recherche d’antioxydants naturels spécialement a partir de plantes a
largement augmenté et apparait comme une alternative attractive pour substituer les

antioxydants synthétiques (Cherrat, 2013).

Les antioxydants ont été largement utilisés comme additifs alimentaires pour fournir
une protection contre la dégradation oxydative des aliments, la décoloration et pour allonger
leur durée de vie surtout les aliments gras. Les antioxydants les plus utilisés commercialement
sont synthétiques ex. hydroxytoluenebutylé (BHT) et hydroxyanisolebutylé (BHA) et le
butyle hydroquinone tertiaire (TBQH); toutefois ils peuvent provoquer des effets secondaires
toxiques sur la santé (Dorman et Hiltunen, 2004 ; Tepe et al., 2006 ; Nickavar et al.,
2008).

1.3.5.2. Activité antimicrobienne

Les HEs ont été considérées comme les agents antimicrobiens les plus efficaces
présents dans les plantes aromatiques (Essawi et Srour, 2000). Ces plantes aromatiques ainsi

que leurs HEs contiennent un grand nombre de substances actives ayant des propriétés létales

12
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ou inhibitrices de l'activité metabolique des bactéries, levures et moisissures (Reichling et al.,
2009).

Dans les années 1990, Muanza et ses collaborateurs ont recherchés des extraits de
plantes potentiellement bioactifs contre les bactéries et les moisissures (Muanza et al., 1995).
Depuis, beaucoup d'autres chercheurs ont rapporté 1’effet antimicrobien (Cowan, 1999 ;
Mau, 2001; Hoffman, 2004) et antifongique (Deferera et al., 2000 ; Sridhar et al., 2003 ;
Rakotonirainy et Lavedrine, 2005) des HEs dans I’application agroalimentaire, la recherche
pharmaceutique et dans d’autres domaines. Plusieurs composés sont souvent cités comme
responsable des propriétés antiseptiques des HEs : le thymol, le carvacrol, le cinnamaldéhyde,
I'eugénol, le 1,8-cinéole, le camphre et les thujones (Hubert, 2008).

1.3.5.2.1. Activité antibactérienne

Les HEs ont un spectre d’action trés large puisqu’elles inhibent aussi bien la
croissance des bactéries que celle des moisissures et des levures. Elles ont une action sur les
bactéries Gram +, Gram " et les entérocoques (Raymond, 2005). Leur activité antibactérienne
est principalement fonction de leur composition chimique, et en particulier de la nature de
leurs composés volatils majeurs (Sipailiene et al., 2006) et a leur effet synergique (Zhiri,
2006).

La connaissance des molécules porteuses de 1’activité antibactérienne est de premiere
importance. Elles appartiennent, entre autre, au groupe des phénols (le carvacrol, le thymol et
I’eugénol) (Franchomme et Penocel, 1990). Les phénols entrainent notament des lésions
irréversibles sur les membranes et sont utiles dans les infections bactériennes, quelle que soit
leur localisation. Le thymol est I’eugénol sont responsables des activités bactéricides des HEs
qui en contiennent. La molécule de thymol exerce un effet inhibiteur et 1étal sur différentes
souches et, parmi elles, Echerichia coli et Staphylococcus aureus, sur lesquelles elle provoque
des fuites d’ions potassium. Par contre, elle n’est pas active sur Pseudomenas aeruginosa
(Zhiri, 2006).

Les alcools a dix atomes de carbone (géraniol, linalol, terpinéol, menthol...) et
I’aldéhyde cinnamique viennent immédiatement apres les phénols et posseédent une activité
anti-infectieuse. De nombreuses autres molécules comme les aldéhydes (néral, citral), les
cétones (bornéone du camphre), les éthers, les oxydes, les phtalides et les terpénes ont des

activités antibactériennes non négligeables (Franchomme et Penoel, 1990).

13
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1.3.5.2.2. Activité antifongique

Les HEs ne sont pas seulement capables d’inhiber la croissance bactérienne, elles
agissent sur la biomasse et la production des pseudomycéliums et ont aussi la capacité
d’inhiber la germination des spores, 1’¢longation du mycélium, la sporulation et la production

de toxines chez les moisissures (El kalamouni, 2010).

L’activité antifongique décroit selon le type de fonction chimique: Phénols, Alcools,
Aldéhydes, Cétones, Ethers, Hydrocarbures. Parmi les aldéhydes aliphatiques, le
cinnamaldéhyde s’est révélé le plus actif. En ce qui concerne les composés phénoliques,
I’activité¢ antifongique augmente avec 1’encombrement stérique de la molécule (p-n-

propylphénol, thymol, isoeugénol, eugénol) (Ultree et al., 2002).

Chao et al. (2000) ont expliqués que I’addition de groupements alkyls au noyau
benzéne du phénol augmente le caractére antifongique. Par conséquent, un certain degré
d’hydrophobicité des composé€s phénoliques ou aldéhydes aromatiques parait donc requis

pour exprimer une caractéristique antifongique optimale.

1.3.6. Toxicité des huiles essentielles
Les HEs contiennent des milliers de composants : elles sont trés efficaces, mais aussi
trés dangereuses. Certains composants aromatiques peuvent étre dangereux et toxique
(Kezzouna, 2015).

Comme tous les produits naturels: “ce n'est pas parce que c'est naturel que c'est sans
danger pour l'organisme”. Cet aspect des HEs est d'autant plus important que leur utilisation,
de plus en plus populaire, tend a se généraliser avec I'émergence de nouvelles pratiques
thérapeutiques telle que I'aromathérapie.

Les HEs de Lamiaceae peuvent se révéler dangereuses lorsqu'elles ingérées a forte
dose (Kezzouna, 2015). Certaines sont dangereuses lorsqu'elles sont appliquées sur la peau en
raison de leur pouvoir irritant (huiles riches en thymol ou en carvacrol), allergéne (huiles
riches en cinnamaldéhyde) (Smith et al., 2000) ou phototoxique (huiles de citrus contenant
des furocoumarines (Naganuma et al., 1985). D'autres HES ont un effet neurotoxique (Guba,
2001). Les cétones comme l'a-thujone sont particulierement toxiques pour les tissus nerveux
(Franchomme et Pénoél, 1990). Il existe aussi quelques HEs dont certains composés sont

capables d'induire la formation de cancers (Homburger et al., 1968).
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Chapitre 11 Matériel et méthodes

11.1. Matériel

11.1.1. Matériel biologique
11.1.1.1. Matériel végétal

a. Critéres de choix de la plante

Vu I’importance de la biodiversité de notre région, on a essayé d’étudier une espece
végétale : L. stoechas L., appartienne a la famille des Lamiacées, le choix de cette plante s’est
base sur

v Etude bibliographique et une enquéte ethnopharmacologique aupres de la population
locale ayant une connaissance de ses usages en médecine traditionnelle
v’ Ses richesses en substances aromatique (HES).

v' Ses utilisations traditionnelles dans le traitement des maladies d’origine microbienne.

b. Récolte, identification et conservation

La partie étudiée de la plante L. stoechas L. est la partie aérienne (sommités fleurées).
Cette plante a été récolté le mois de Mars 2017 au stade de floraison, ou il y’a accumulation
importante des substances bioactives, a partir de la population végétale spontanée de la wilaya

de Bouira, Algérie.

L’identification botanique de 1’espéce a été effectuée par le botaniste Mr SARRI
Djamel au niveau du département de sciences de la nature et de la vie, Université de
Mohammed Boudiaf M’sila (Algérie).

Le matériel végétal recueilli est séché a température ambiante et a 1’abri de la lumiére.
Une fois séchée, le matériel végétal a été broyé, puis conservés a 1’abri de la lumiére, de

I’humidité et de la chaleur jusqu’a son utilisation.

11.1.1.2. Microorganismes utilisés

a. Souche bactériennes
Le choix des microorganismes a été porté sur cing souches de collection internationale
ATCC (American type culture collection) fréquentes en pathologie humaine. Certaines
d’entre eux sont souvent responsables de toxi-infections alimentaires constituant ainsi un
probléme majeur de santé publique, et sont caractérisées par leur résistance naturelle a divers

agents antimicrobiens.
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Deux groupes de bactéries ont été sélectionnés:
e Des bactéries Gram positif (Gram+) : Staphylococcus aureus (S. aureus)
ATCC 65 38, Bacillus subtilis (B. subtilis) ATCC 66 33.
e Des bactéries Gram négatif (Gram-): Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa) ATCC 90 27, Escherichia coli (E. coli) ATCC 87 39,
Microccocus luteus (M. luteus) ATCC 469.
Ces souches ont été fournies aimablement par les responsables du laboratoire de
Microbiologie du complexe Antibiotical SAIDAL de Médéa, et de I’Institut Pasteur.
b. Souche fongiques
Les souches fongiques testées (Fusarium moniliform (F. moniliform), Aspergillus
flavus (A. flavus) et Aspergillus niger (A. niger) dans le présent travail sont provenues du
laboratoire de microbiologie de département des Sciences de la Nature et de la Vie a
I’Université de Mohamed Boudiaf de M’sila.

c. Conservation des souches

Elle a été realisée par ensemencement des souches isolées sur gélose nutritive inclinée

dans des boites de pétri, les cultures pures sont conservées a + 4 °C a I’obscurité.

11.1.2. Matériel non biologique

Des antibiotiques ont été utilisés comme références (témoins positifs). Les

équipements, la verrerie et les milieux de culture utilisés sont mentionnés dans 1’Annexe 1.

11.2. Méthodes

11.2.1. Extraction des huiles essentielles
11.2.1.1. Principe

Les huiles essentielles de la plantes (L. steochas L.) sont extraites par le procédé
d’hydrodistillation, grace a un appareil du type Clevenger qui est constitu¢ d’une chauffe
ballon qui permet la distribution homogéne de la chaleur dans le ballon, un ballon en verre
pyrex ou l’on place la matiére végétale séchée et I’eau distillée et une colonne de

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

11.2.1.2. Mode opératoire
L’opération consiste a introduire 100g des parties aériennes de la plante végétale
séchee 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 1’ébullition.
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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’ecau distillée. Les HES de faible densité par rapport a 1’eau,
surnage a la surface de cette derniére. L’huile ainsi obtenue est récupérée par décantation
puis traitée par un déshydratant, le sulfate de sodium (Na,SO,), pour éliminer le peu d’eau
susceptible d’avoir été retenue dans 1’huile (Figure 02). Les HEs obtenues ont été 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).

Figure 02. Dispositif d’extraction par hydrodistillation (Appareil de type Clevenger)
(Originale, 2017).

11.2.2. Calcul du rendement de ’huile essentielle

Le rendement en HEs est défini comme étant le rapport entre la masse des HEs
obtenue apres ’extraction et la masse de la matiére végétale utilisée (AFNOR, 2000). Le
rendement (Rdt) est exprimé en pourcentage, et il est donné par la formule suivante
(Selvakumar et al., 2012) :
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Rdt HE — MHEs /Mvg X 100

Ou:
Rdt ye: Rendement de I’extraction d’HE en pourcentage (%).
Mye : Masse de I’HE récupérée en gramme (g).

M,q : Masse d’essai de la matiere végétale seche utilisée en gramme (g).

11.2.3. Conservation des huiles essentielles obtenues
La conservation des HES exige certaines precautions indispensables (Burt, 2004).
C'est pour cela nous avons conservé les HEs des fleurs du L. stoechas L. a une température
basse voisine de (4°C), dans un flacon en verre stérile, opaques, fermé hermétiquement pour

la préserver de l'air et de la lumiére (en utilisant le papier d’aluminium).

11.2.4. Caracteres organoleptiques des huiles essentielles
Les différentes caractéristiques organoleptiques (aspect, couleur, odeur) de I’HEs de

L. steochas L., ont été notées.
11.2.5. Taux d’humidité

Le taux d’humidité ou la teneur en eau est définie comme étant la perte de poids subit
lors de la dessiccation (Audigié et al., 1978) et a été déterminée par le procédé de séchage
dans I’étuve a 105 °C, 2g de la maticre fraiche été étuvé pendant 4 heure ; trois répétitions ont
été réalisées, dont la moyenne représenterait le taux d’humidité (Simpson, 1999 ; Twidwell
etal., 2002).

Le taux d’humidité de cette plante est calculé par la formule suivante (Simpson, 1999;
Twidwell et al., 2002 ) :

H% = (Poids a - Poids p ) / Poids a x 100

H% : taux d’humidité exprimé en %.
a : Poids de I’échantillon « plante fraiche » en g.

B : Poids de I’échantillon « plante seche » en g.
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11.2.6. Activites biologiques des huiles essentielles

11.2.6.1. Activité antioxydante

Les antioxydants sont des substances endogenes ou exogenes (Doukani et al., 2014).
L’activité antioxydante in vitro des HEs de L. stoechas L. a été évaluée par la mesure du

pouvoir de piégeage d’un radical en utilisant le réactif " 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle

(DPPH) comme radicale stable.
11.2.6.1.1. Test de DPPH

Le composé  chimique  2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle  (o,a-diphenyl-p-
picrylhydrazyle) fut 'un des premiers radicaux libres et il s’agit la méthode la plus largement
utilisée pour évaluer l'activité antioxydante. Il posséde un électron non apparie sur un atome
du pont d’azote (Figure. 03) (Popovici et al., 2009). Ce test vise & mesurer la capacité de

I'huile a piéger le radical relativement stable (DPPH).

O,N
@N,NON@
I =N NQO,

=

Figure 03. Structure chimique du radical libre DPPH’ (2,2 DiPhenyle-1-Picryl-
Hydrazyle) (Popovici et al., 2009).

a. Principe de la méthode

La réduction du radical libre DPPH’ (2,2’-diphenyle-1-picryl hydrazyl) par un
antioxydant peut étre suivie par spectrométrie UV- Visible, en mesurant la diminution de
I’absorbance (Abs) a 517 nanométre (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 04) (Maataoui et al., 2006).
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t Antioxydant-OH t Antioxydant-0'

DPPH (violet) DPPHH (jaune)

Figure 04. Réaction de test DPPH (2,2 Diphenyl 1 picrylhydrazyl) (Congo, 2012).

b. Mode opératoire

La capacité des HEs de la plante a piéger le radical libre DPPH est évalué en utilisant
la méthode décrite par Blois 1958, suivi du calcul de I’'ICso et de l'indice de lactivité
antioxydante (AAI) (Scherer et Godoy, 2009).

Les solutions méres des HEs ont été préparées 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 de DPPH.

Une expérience de contrble positif a été effectuée en utilisant le BHT dont les

concentrations varient entre 1 et 60 pg/ml.

Les mélanges réactionnels est agités vigoureusement et incubé 30 min a 1’obscurité et
a température ambiante. Les absorbances sont mesurées a 517 nm. L'expérience est réalisée

en triplicata.

20


http://www.scialert.net/asci/result.php?searchin=Keywords&cat=&ascicat=ALL&Submit=Search&keyword=ascorbic+acid

Chapitre 11 Matériel et méthodes

c. Expression des résultats

e Calcul de pourcentage d'inhibition
Le pourcentage d'inhibition (P I %) du radical libre DPPH a été calculé avec la

formule suivante (Leitao et al., 2002 ; Wang et al., 2002) :

P1 % = [(Ao — A)/ Ag] X 100

P1 : Pourcentage d’inhibition exprime en %.
Ao: Absorbance de la solution du DPPH’ sans échantillon (contréle négatif).

A: Absorbance de la solution du DPPH’ en présence de 1’échantillon.

e Calcul de concentration inhibitrice 1Csg

La concentration inhibitrice (ICsp) est la concentration de 1’échantillon testé nécessaire
pour réduire et neutraliser 50% du radical DPPH (Bouhaddouda, 2016) (autrement appelée
concentration effective (ECsg) correspondant a 50 % d’inhibition et qui constitue I’activité

antioxydante de I’HEs) (Mansouri et al., 2001).

L’ICsp utilisée comme une estimation de l'activité antioxydante par DPPH, a est
estimée par extrapolation en tracant la courbe des pourcentages d’inhibition (PI %) en
fonction de différente concentration de I’HESs. Cette valeur est comparée a celle trouvée pour

le composé de référence (BHT) (Mansouri et al., 2001).

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

e L'indice de I'activité antioxydante

L'indice de [lactivité antioxydante (AAI) est calculé selon [I'équation suivante
(Bouhaddouda, 2016):

AAI = concentration finale de DPPH (pg/ml) / IC50 (ng//ml).

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.
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AAT> 2 — trés forte activité antioxydante.

11.2.6.2. 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 I’agent pathogéne

(champignons, bactéries, insectes,...) sur un support artificiel.

Nous envisageons dans ce présent travail, I’étude in vitro de I’activité antimicrobienne

(Pactivité antifongique et I’activité antibactérienne) des HEs isolés a partir de L. stoechas L.

11.2.6.2.1. L’activité antibactérienne
La technique utilisée est celle de la diffusion sur disque en milieu gélosé ou encore
méthode des disques (Dayal et Purohit, 1971). C’est une méthode d’évaluation qualitative

in vitro du pouvoir antibactérien des HEs.

a. Principe de la méthode

Le principe de cette méthode est toujours la migration de I’HEs par diffusion dans la
gélose. Cette technique inspirée de celle des antibiogrammes, est généralisée aux HES
(Tharib et al., 1983).

Pour obtenir des résultats fiables, il faut travailler dans des conditions standardisées
car plusieurs facteurs peuvent influencer les résultats: la densité de I’inoculum, la température
le temps d’incubation, la concentration du produit a tester, la composition du milieu de culture

ainsi que 1’épaisseur de la gélose (Guerin-Faublee et Carret, 1999).
b. Mode opératoire

La méthode de diffusion sur disques en milieu gélosé est utilisée pour la détermination

de I’activité antibactérienne des HEs selon la méthode décrite par Gulluce et al. (2007).

=  Préparation de I’inoculum
Les especes cibles (souches bactériennes choisies) ont été revivifiées et repiquées dans
la gélose nutritive, puis incubées a des températures optimales de développements (37 °C)
pendant 18 heures pour I’obtention d’une culture jeune. Par la suite, des suspensions troubles
de ces souches seront réalisées en prélevant 3 a 5 colonies bien isolées et identiques. On les

dépose dans 5 ml d’eau physiologique stérile puis on agite au vortex. Les concentrations
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bactériennes de I’inoculum sont évaluées par turbidité et sont exprimées par la mesure de la
densité optique (DO a 600 nm) sur un spectrophotométre. Une DO de 0,08 a 0,1 correspond a
une concentration de 10® UFC/ml (units forming colony/ ml) (Sarac et Ugur, 2007 ;
Athamena et al., 2010 ; Karatas et Ertekin, 2010).

= Ensemencement

Dans des boites de Pétri, le milieu de culture gélos¢é MH en surfusion est coulé
aseptiquement a raison de 15 ml par boite. Apres la solidification, un écouvillon stérile imbibé
avec la suspension bactérienne fraichement préparée est étalé a la surface de la gélose a trois
reprises, en tournant la boite a environ 60° aprés chaque application sans oublier de faire
pivoter 1’écouvillon sur lui-méme et finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la
périphérie de la gélose dans le but d’avoir une distribution égale de 1’inoculum. On laisse

sécher les boites pendant 15 a 20 min.
= Test de sensibilité aux antibiotiques : antibiogramme

Ce test a été réalis¢ pour étudier I’antibiogramme standard des germes utilisés et le
comparer avec I’effet des HEs. Les disques d’antibiotiques sont déposés a la surface d'un
milieu gélosé, préalablement ensemencé avec une culture pure de la souche a étudier. La
sensibilité¢ des bactéries aux antibiotiques est appréciée selon le méme protocole qu’avec les

disques de papiers imprégnés d’huile essentielle.

Nous avons utilisé trois antibiotiques différents, Ofloxacin 5ug (Ofl), Gentamicine
10ug (GM), Chloramphénicol 30ug (CHL). Le choix a été fait en fonction de la disponibilité.

= Test de sensibilité aux huiles essentielles : Aromatogramme

La solution mére est préparée par solubilisation de I’HEs brute dans le dimethyl

sulfoxide (DMSO) a 10%, pour atteindre une concentration initiale de 100 mg/ml.

A T’aide d’une pince stérile, les disques de papier filtre stérilisés de 6 mm de diamétre
(Whatman n°1), stérile sont déposés a la surface de la gélose ensemencée a raison de quatre
disques par boite. Chaque disque est ensuite imprégné d’une quantité de 10 pl de I’HEs de

différentes concentrations.

Les disques de papier filtre stérilisés de 6 mm de diamétre (Whatman n°1), imprégnés
de 10 ul de DMSO sont déposés a la surface de la gélose a 1’aide d’une pince bactériologique

stérile. Le DMSO est utilisé comme contrble négatif.
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= |ncubation

Toutes les boites de Pétri sont scellées avec du parafilm stérile pour éviter
'évaporation éventuelle de 1’HEs. Elles sont maintenues a 4 °C pendant 2 heures, puis

incubées a 37 °C pendant 24 heures.

= EXxpression des résultats
Les résultats des aromatogrammes sont exprimés exclusivement a partir de la mesure
du diamétre des halos d’inhibitions, en millimétre et enregistrée en tant que moyenne + Erreur
standard. Tous les tests sont effectués en triplicata.
Cette mesure est souvent transcrite dans différents symboles proportionnels a

I’activité antimicrobienne (Tableau ).

Tableau I. Transcription des valeurs des diamétres d’inhibition pour des disques imprégnés

de 10 pl des HEs (Belaiche, 1979).

INHIBITION* mm TRANSCRIPTION SENSIBI LITE
0 0 Résistant
<5 + Peu sensible
>10 + Sensible
20430 ++ Assez sensible
> 30 +++ Treés sensible

* valeur du diametre du disque imbibé soustraite

11.2.6.2.2. L activité antifongique

La méthodologie qu’on a suivie pour 1’évaluation de 1’effet antifongique de I’HES est

la méthode de contact direct qui permet la mise en évidence de I’activité antifongique.
a. Principe de la méthode

L’HEs 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

I’ceil nu (Tantaoui et al., 1992 ; Kuete et al., 2004).
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b. Protocol expérimental

=  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 1’état dispersé (Remmal et al., 1993 ;

Satrani et al., 2001).

Les milieux de differentes concentrations de 0,1 % ; 0,25 % et 0,75% en HEs avec le
tween 20, sont incorporées dans le milieu de culture PDA puis on agite pendant 5 minutes par
une plaque chauffante pour homogénes le milieu de PDA avec I’'HEs.

Ces concentrations sont préparées de la fagon suivante :
v" Milieu 1 (Témoin): 100 ml PDA + 0,5 ml tween 20.
v" Milieu 2: 100 ml PDA + 100ul HEs + 0,5ml tween 20.
v" Milieu 3: 100 ml PDA + 250ul HEs + 0,5ml tween 20.
v" Milieu 4: 100 ml PDA + 750ul HEs+ 0,5ml tween 20.

= Ensemencement et incubation des boites de pétri

Le mélange de chaque un milieu, est coulé dans des boites de Pétri de 9 cm de
diamétre puis laisse ces boites sur la paillasse pour le refroidissement et la solidification.

A I’aide d’une pipette Pasteur stérile, nous découpons un fragment de culture fongique
d’environ 6 mm de diameétre a partir d’un tapis mycélien agée de 7 jours, est déposé au centre

de la boite de pétri (1disque/boite).

Nous opérons de la méme facon pour chaque champignons et chaque concentration
d’HEs, les boites de pétri sont ensuite fermées hermétiquement par le parafilm et incubées a
25°C, pendant 7 jours.

Pour chaque concentration, trois répétitions sont préparées de la méme facon, afin de

minimiser 1’erreur expérimentale.

= Expression des résultats
a. Taux d’inhibition (T1%)

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

au témoin, sont ensuite calculés selon la formule suivante :
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T1 % = 100 X (dC —dE)/ dC

TI1(%) = Taux d’inhibition exprimé en pourcentage.
dC = Diametre de colonies dans les boites — ddi (mm).
dE = Diamétre de colonies dans les boites contenant I’extrait de plante — ddi (mm).

ddi = Diametre de disc initiale (6mm).

b. Détermination des concentrations inhibitrices (CMI)
La CMI correspond a la plus faible concentration en HEs pour laquelle on n’observe

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

Les boites de Pétri dont les concentrations ayant montré une absence totale de la
croissance mycélienne; ont été sélectionnées pour determiner les concentrations minimales
inhibitrices (CMI).

11.3. Analyses statistiques

Les resultats ont été exprimés sous forme de moyenne * erreur standard a la moyenne.
L’analyse des données a été réalisée a 1’aide du logiciel Graph pad Prism. Les différences ont
¢té considérées comme statistiquement significatives pour p < 0,05 dans I’ensemble des
analyses statistiques en utilisant I’analyse de la covariance « One way » le test de Tuky et de

Dunnette.
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I11.1. Extraction des huiles essentielles

L’extraction par hydrodistillation conventionnelle des parties aériennes fleuries de
L. stoechas L. ont été optimisées puis réalisées dans des conditions opératoires strictement
identiques sur une population algérienne sauvage. Le rendement en HEs de cette population
de L. stoechas L. est exposé dans le tableau suivant (Tableau Il) dont la valeur représente la

moyenne des rendements d’extraction obtenue sur 3 extractions indépendantes.

Tableau Il. Rendement en I’HES de L. stoechas L.

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 3).

Espece Essai Rdt (%)
1 1,37
L. stoechas L. 2 1,33 1,33+0,035
3 1,30

Cette population étudiée est présenté un rendement important 1,33 = 0,035 % par
rapport aux résultats obtenus par Benabdelkader (2012) indiquent que les fleurs séches de la
lavande provenant de six (6) wilaya d’Algérie (Skikda, Jijel, Boumerdes, Médéa, Ain Defla,
Chlef et trois régions presque de la méme localité de wilaya de Bouira (Lakhedaria, Ain
Bessam, Taguedit)) présentent des teneurs en HEs respectivement (0,71% ; 0,79%; 1,16% ;
0,34% ; 0,36% ; 0,52% ; 0,52 % ; 1,63% ; 0,6%).

Méme si toutes ces études indiquent une forte variabilité dans la teneur en HEs de
populations sauvages de L. stoechas L., elles sont toutes d’accord pour dire que cette espéce,
comme quelques autres especes de lavande est riche en HES et permet de la considérer comme
une plante aromatique (Lis-Balchin, 2002).

Ces variations de teneurs peuvent étre dues a plusieurs facteurs : I’organe de la plante
(Vekiari et Protopapadakis, 2002) notamment le degré de maturité des fleurs, I’interaction
avec ’environnement (type de climat, sol), le génotype, I’origine géographique de la plante,
les parasites, les virus et les mauvaises herbes (Svoboda et Hampson, 1999; Smallfield,
2001), le moment de la récolte et la méthode d’extraction (Botton, 1990). Plusieurs travaux
aussi relatifs au séchage des plantes aromatiques et médicinal indiquent des modifications

considérables, particulierement sur le plan quantitatif au niveau des HEs. Or, une plante si elle
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n’est pas séchée dans de bonnes conditions, elle risque de se dégrader et par suite, la perte de

la totalité de ses HEs (Aghfir et al., 2007).

111.2. Détermination des parameétres organoleptiques des huiles essentielles

Les parameétres organoleptiques de nos HEs (Tableau I1l) sont en accord avec les
travaux de Benabdelkader (2012):

Tableau I11. Caractéristiques organoleptiques de I’HE de L. stoechas L.

Origine d’huile Aspect Couleur Odeur

Essentielle

Benabdelkader @ Liquide mobile, ' Jaune claire a jaune = Tres forte et
(2012) o relativement foncé persistante
Limpide
HE de Liquide Jaune foncé Forte odeur et

L. persistante
L. Stoechas L. Limpide

111.3. Détermination du taux d’humidité des huiles essentielles
Les végeétaux sont riches en eau, les analyses de notre échantillon ont révelé un taux
d’humidité important correspond a environ 74,62 %. Cela signifie approximativement plus de

la moitié du poids de la plante fraiche est constituée par 1’eau et le reste du poids de la plante
(25,38 %) c’est la maticre seche (figure 05).

Parallélement Bachiri et al. (2016) au Maroc montre aussi le taux d’humidité de cette
espece est constituée plus de la moitié¢ du poids frais (64 %). L’ inversement de Mohammedi
(2006) illustre le taux d’humidité de la plante fraiche de la région d’Oum el Alou de Tlemcen
(Algerie) est constitué la moitié (52,5 %) du poids.

Plusieurs facteurs pourraient influencer la teneur en eau et en matiére seche des plantes
comme la nature des fibres, 1’age des plantes, 1’état du sol et la durée de conservation du

végétal apres récolte (Bachiri et al., 2016).
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Figure 05. Le taux d’humidité et la matiere seche de L. stoechas L.

111.4 Evaluation de I'activité biologique des huiles essentielles

I11.4.1. Evaluation de P’activité antioxydante
L’utilisation de plusieurs méthodes analytiques complémentaires est recommandée

pour I’évaluation de I’efficacité antioxydante des HEs (Sacchetti et al., 2005 ; Sarikurkcu et
al., 2010).

Presque 90% des études sur l’activité antioxydante (AA) utilisent la méthode du
DPPH (Kulisic et al., 2004 ; Moon et Shibamoto, 2009). Cette méthode est simple et rapide
d’étudier 1’antioxydant (Koleva et al., 2002) mais fortement sensible (Moon et Shibamoto,
2009).

Dans notre travail 1’objectif est évaluer I’AA des HEs de L.stoechas L. par le test de
piégeage du radical DPPH pour déterminer 1’ICs, cette derniére a été employé par plusieurs
groupes de chercheurs afin de pour présenter leurs résultats (Abdulmajed et al., 2005 ;
Ranga et al., 2009 ; Ahmad et al., 2012).

Il est bien connu que quand une solution de DPPH est mélangée avec celle d'une
substance contenant des antioxydants, le radical libre stable DPPH (couleur violet foncé) est
converti en 2,2-diphenyl-1-picryle hydrazine ce qui entraine une decoloration facilement

mesurable par spectrophotométrie a 517 nm (Molyneux, 2004).

A partir des valeurs obtenues de 1’Abs (ou DO), les PI des HEs et I’antioxydant
standard (BHT) ont été calculés. Les résultats lors de ce test ont permis de tracer les courbes
de la figure 06 (06 a, 06 b), qui représente le Pl en fonction de la concentration.
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Figure 06 a. Activité anti-radicalaire au DPPH des HEs de L. stoechas L.
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Figure 06 b. Activité anti-radicalaire au DPPH de standard BHT.

Il semble que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec

I’augmentation de la concentration soit pour les HEs ou pour le BHT.

La cinétique du pourcentage d’activité¢ antiradicalaire nous a permis de déterminer
I’ICsp, qui correspond a la concentration d’HEs, ou de BHT nécessaire a I’inhibition de 50%

du DPPH présent dans le milieu. Notant que plus I’'ICsg est faible plus I’activité antioxydante
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du composé est importante. Les résultats des propriétés antioxydantes des HEs de la plante
étudiée et le BHT sont présentés dans le tableau IV et figure 7. L'activité est exprimeée sous la

forme de valeurs d’ICs et d’indice d’activité antioxydant (AAI).

Tableau IV. Résultat du test antioxydant exprimant 1’ICsq en pg /ml et AAL

Extrait/substance chimique IC5 £ SD AAI
Huile essentielle de L. stoechas L. 4140 £ 0,05 0,001
BHT 29,62 +0,13 1,35

Lavandula stoechas L.

5000+

4000+

1C50 (pg/ml)

4 A

Figure 07. 1Csp en pg/ml des HESs L. stoechas L. et de standard (BHT).

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 3).

Les HEs présentent une activité antioxydante modéré avec une 1Cs, de 4140 + 0,05
pg/ml et un AAI de 0,001 par rapport a I’antioxydant synthétique de référence, le BHT (ICsp=
29,62 = 0,13ug/ml et AAI = 1,35) (P< 0,0001). Et plus élevé que celles menée par
Benabdelkader (2012) sur les HEs de L. stoechas L. de trois régions de la wilaya de Bouira
(Algérie) (Lakhedaria, Ain Bessam, Taguedit) avec des valeurs d’ICso de (5100ug/ml ; 32420
pg/ml ; 26800ug/ml).
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L’AA des HEs peut étre attribuée a divers mecanismes, de nombreuses études ont
montré que les activités biologiques des HEs sont liées a leur composition chimique telle que
les composés majoritaires. Cependant ce n’est pas uniquement ces derniéres qui sont
responsables de cette activité, mais il peut y avoir aussi d’autres composés minoritaires qui
peuvent interagir d’une fagon synergique ou antagoniste pour créer un systéme efficace vis-a-

vis des radicaux libres (Sidi Boulenouar et Ziane, 2003).

Cette activité peut étre entendue a la forte proportion de sesquiterpénes oxygénes
(Cherrat, 2013). En outre, la présence du méthyl de 1’eugénol peut jouer un réle important
dans les propriétés antioxydantes de cette HEs (Ruberto et Baratta, 2000), ce qui peut mener

a des résultats variables selon le test employé.

Néanmoins, des substances supplémentaires, méme a 1’état de trace, participent a cette
activité, ainsi, la présence de carvacrol méme a faible concentration dans les HEs peut

expliquer I’activité de piégeage du radical DPPH (Economou et Venskutonis, 1991).

D’apres les résultats de Benabdelkader (2012), il semble que I'AA des HEs de
L. stoechas L. algériennes peut étre due a la présence de différentes molécules. En accord,
I’HEs qui contient le plus grand nombre de molécules antioxydantes s’est avérée étre

également la plus antioxydante.

111.4.2. Evaluation de I’activité antimicrobienne
111.4.2.1. Activité antibactérienne
L’étude in vitro du pouvoir antibactérien des HEs de L. stoechas L. est expérimentée et
évaluée en premier qualitativement par la méthode de diffusion sur un milieu gélosé solide,
MH.
L’activité antibactérienne des HEs vis-a-vis les cinq germes pathogénes testées ou
S. aureus (Gram+), B. subtilis (Gram+), P. aeruginosa (Gram-), E. coli (Gram-), M. luteus
(Gram-), est estimée en termes de diametre de la zone d'inhibition autour des disques
contenant les HEs de L. stoechas L. ces diametre entourant les disques est alors mesuré.
Chaque zone est claire, montre la destruction des germes pathogénes et donne une indication

précise de l'activité antibactérienne des HEs utilisées.

Apres 24 h d'incubation a une température adéquate de 37 °C, le diamétre de la zone

d’inhibition différe d’une bactérie a une autre (Tableau V, VI).
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Tableau V. Diamétre des zones d’inhibition de la croissance microbienne par les

antibiotiques exprimée en mm (moyenne = SD), transcrite en sensibilite.

Antibiotiques

Souches/ [Test Antlilgiil?st(ié(gues Diamétres
d’inhibition = Transcription Sensibilité
GM 10ug 18.67+0.58 + sensible
S. aureus CHL 30ug 21.33+1.15 ++ Assez sensible
+ OFL 5ug 20.67+1.15 ++ Assez sensible
:DE GM 10ug 20+1 ++ Assez sensible
B. subtilis CHL 30ug 30.33+0.58 +++ Trés sensible
OFL 5ug 20 0 ++ Assez sensible
GM 10ug 24.33+0.58 ++ Assez sensible
P. aeruginosa CHL 30pg 25.33+0.58 ++ Assez sensible
OFL 5ug 21+1 ++ Assez sensible
GM 10ug 21+1 ++ Assez sensible
g E. coli CHL 30ug 30.33+0.58 rt trés sensible
© OFL 5ug 21.#1 ++ Assez sensible
GM 10ug 19.5040.5 + sensible
M. luteus CHL30pg 23.33£1.15 ++ Assez sensible
OFL5ug 27.50+0.5 ++ Assez sensible
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Tableau V1. Diamétre des zones d’inhibition de la croissance microbienne par les

HEs exprimée en mm (moyenne + SD), transcrite en sensibilité.

Huile Essentielle 100 mg/ml Huile Essentielle 50 mg/ml
Diamétres | Transcription | Sensibilité Diamétres | Transcription | Sensibilité
Souches/ /Test
d’inhibition d’inhibition
15+1 Sensible
S. aureus + 10£1 + Sensible
+
S
o
O
B. subtilis 18+0 i Sensible 13.67+0,58 + Sensible
P.
aeruginosa
15.67+0,58 + Sensible 12.33+£1,53 + Sensible
g E. coli 13.8310,29 + Sensible 10.33+0,58 + Sensible
]
M. luteus | 18.33+0.58 + Sensible 9.83+0,29 + Sensible

Pour I’antibiotique Gentamicine les souches bactériennes, I’E. coli; B. subtilis et
P. aeruginosa, sont assez sensibles avec des zones d’inhibition de 21,00 + 1,00 mm ; 20,00 £
1,00 mm et 24,33 £+ 0,58 mm respectivement et sont sensibles avec des zones d’inhibition de

18,67 + 0,57 mm pour S. aureus et 19,50 £ 0,5 mm pour M. luteus.

Pour le chloramphénicol les deux bactéries I’E. coli et B. subtilis sont tres sensibles
avec des zones d’inhibition de 30,33 + 0,57 mm et 30,33 £ 0,58 mm respective et assez
sensible avec des zones d’inhibition de 21,33 £ 1,15 mm pour S. aureus ; 25,33 £ 0,58 mm

pour P. aeruginosaet M. luteus de 23,33 £ 1,15mm.

Finalement, Tous les souches bactériennes étudiées (E. coli ; S. aureus ; B. subtilis ;
P. aeruginosa et M. luteus) sont assez sensibles a 1’antibiotique ofloxacin avec des zones
d’inhibition de 21,00 £+1mm ; 20,67 = 1,15 mm ; 20,00 mm ; 21,00 £ 1 mm ; 27,50 £ 0,5mm

respectivement (P<0,05).

Les résultats des aromatogrammes de nos HEsS montrent que toutes les souches

bactériennes apparaissent presque sensibles pour les C= 50 mg/ml et C= 100 mg/ml dont les
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diamétres des zones d’inhibition de la croissance sont variés entre 10,33 = 0,58 mm et 13,83 +
0,29 mm pour E. coli, varie 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, atteint 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. Ces diamétres des zones sont proches ou inférieure a celle des zones des
antibiotiques.

Afin de tester l'effet du DMSO sur les souches bactériennes, une culture témoin a été
réalisée. Les résultats auxquels nous avons abouties font apparaitre que le DMSO n'a aucune

activité antibactérienne dont les zones d’inhibition sont totalement absentes (figure 08).

M. Iuteus E .coli S. aureus
ATCC 469 ATCC 87 39 ATCC 65 38

P. geruginosa
ATCC 90 27

Figure 08. L’effet antimicrobien des HEs de L. stoechas L. (Originale, 2017).

Les résultats montrent que les huiles de la plante étudiées sont efficace dans
I’inhibition du développement bactérienne soit Gram+ ou Gram- en accord avec les travaux
de Benabdelkader (2012) qui ont confirmé aussi la sensibilité des souches bactériennes (B.
subtilis; P.aeruginosa) aux HEs de L. stoechas L., ou la CMI est égale 29,65 mg/ml ;

36,57mg/ml en parallele avec ces deux souches.
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Bouzouita et al. (2005) il a été rapporté que I'huile volatile de plantes de
L. stoechas L. en provenance de Tunisie a une activité antibactérienne envers S. aureus. De
méme, des activités antibactériennes ont été signalées pour I’HEs de L. stoechas L. sauvage
de Turquie (Gorenet al., 2002 ; Dadalioglu et Evrendilek, 2004), Cagliari, Italie (Angioni et

al., 2006) ou a partir de plantes cultivées en Australie (Moon et Cavanagh, 2007).

L’activité antibactérienne est due essentiellement & la présence des molécules
antibacterienne, il est bien connu que cette activité des HEs de L. stoechas L. réside
généralement dans les monoterpénes (spécialement oxygénés) plutdét que dans les
sesquiterpenes (Burt, 2004; Tajkarimi et al., 2010). Cependant, cette huile est formée d’une
grande proportion de composés sesquiterpéniques (63,99%) et seulement de 18,62% de
composés monoterpéniques (Cherrat, 2013), cependant elle exprime des activités
antimicrobiennes intéressantes spécialement vis-a-vis les souches Gram+ similairement a
d’autres HEs riches en sesquiterpénes (Demerci et al., 2008 ; Maxia et al., 2009), Delaquis
et al. (2002) ont estimé aussi que la présence des composes mineurs présents a 1’état de trace,
tels que le linalol, I’aldéhyde de cinnamyl, le carvacrol, le géraniol, le myrténal et 1’eugénol

connus pour avoir une activité antibactérienne.

Ces composes des HEs agissent selon plusieurs mécanismes. Leur premier site
d’action sur les cellules bactériennes est la membrane plasmique. Les composes phénoliques
sont reconnus toxiques et auraient pour cible les enveloppes des microorganismes telles que la

membrane plasmique et la paroi (Weber and de Bont, 1996).

Certains agents antimicrobiens détruisent la membrane plasmique de maniere
irréversible conduisant ainsi a la mort cellulaire par un processus lytique (Hamouda et
Baker, 2000 ; Song & Kim, 2003 ; Razzaghi-Abyaneh et Shams-Ghahfarokhi, 2006).
D’autres agents ne lysent pas les cellules bactériennes mais compromettent 1’intégrité
structurale de la membrane plasmique en induisant une perte du matériel cytoplasmique
(Carson et Hammer, 2002 ; Reichling et Weseler, 2002).

A des concentrations relativement faibles, les monoterpénols, grace a leur groupement
hydroxyle et a leur cycle ouvert pour certains, agissent sur les enzymes impliquées dans la
respiration cellulaire et modifient la perméabilité membranaire par action directe sur les
porines et les phospholipides membranaires des procaryotes. A de fortes concentrations, ils
provoquent une perte totale de 1’homéostasie, ce qui entraine la destruction des membranes
cellulaires (Carson et Hammer, 2002). En plus, la cible des molécules antibactériennes des
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HEs serait probablement I’ADN bactérien. Leur action sur I’ADN serait favorisée par leur
bonne diffusion a travers les membranes bactériennes (Guessennd et Kacou-N’douba,
2008). Compte tenu de la diversité moléculaire des HEs, il semble plus probable que leur
activité antimicrobienne résulte de 1’association de plusieurs mécanismes qui s’exercent

conjointement sur différentes cibles cellulaires (Burt, 2004).

D’aprés Kalemba et Kunicka (2003), la sensibilité d’un microorganisme aux HEs
dépend des propriétés de I’HE et du microorganisme lui-méme. Il est bien connu que les
bactéries Gram+ sont plus sensibles aux HEs que les bactéries Gram-. Plusieurs études testant
I’activité inhibitrice des HEs confirment ce phénoméne (Poole, 2001; Cimanga et Kambu,
2002 ; Burt, 2004). Selon ces auteurs la grande résistance des bactéries Gram- est liée, en
partie, a la complexité de leur enveloppe cellulaire qui contient une double membrane,

contrairement a la structure simple de la membrane des bactéries Gram+.

111.4.2.2. Activité antifongique

L’activité antifongique des HEs étudiées a été déterminée in vitro par la méthode de
contact direct en milieu gélosé. Cette activité vis-a-vis les trois germes pathogenes testés ou
F. moniliform, A. flavus, A. niger est révélée par I’absence ou la présence de la croissance
mycélienne de disques de champignons déposés au centre des milieux gélosés additionnés de
différentes concentrations en HEs de L. stoechas L.

La croissance mycélienne a été évaluée a la fin de ’expérience (7 jour d’incubation)
en mesurant la moyenne de diamétre ou trois répétitions ont été effectuées. Cette lecture est
réalisée en comparaison avec les cultures témoins qui sont effectuée le méme jour et dans les

mémes conditions.
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Figure 09. Effet des HEs de L. stoechas L. sur les souches testées.
Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 3).

Figure 10. L’effet antifongique des HEs de L. steochas L.
(Originale, 2017).

Les taux d’inhibition de HEs de L. stoechas L. est consignés dans la figure 09.
L’analyse des résultats indique une différence significative (P < 0,05) accrue aux
F. moniliform, A. flavus et A. niger en fonction de concentration. Cette sensibilité dépend de
la composition chimique des métabolites secondaires a caractere antifongique, qui sont

présentes et caractérisent I’HEs de notre plante.

Le plus grand diamétre de croissance mycélienne a été enregistré a 1’absence des HEs

(témoin) avec un diamétre de croissance de 50 & 70 mm pour les trois souches.
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A la concentration 0,1% et 0,25% les diamétres sont réduits avec un taux d’inhibition
de 76,52% et 85,97% pour F. moniliform ; 61,25% et 91,61% pour A. flavus et 77,38% et
93,62 pour A. niger. La croissance mycélienne est diminueée par I’augmentation de la
concentration des HES par rapport au témoin d’une maniére dose dépendante dont la
concentration 0,75% a donné une inhibition totale (100 %) des trois souches testée (figure
09).

A partir des résultats enregistrés dans les figures 09 et 10, on trouve que la
concentration minimale inhibitrice des huiles de L. stoechas L. est 0,75% pour toutes les

souches.

De nombreuses études ont été faites sur 1’inhibition de la croissance mycélienne
d’A. flavus par les HEs (Tatsadjieu et al., 2010 ; Tian et al., 2011 ; Goncalves et al., 2012).
D’aprés Cherrat (2013) T’activité antifongique des HEs testées (Laurus nobilis,
L. stoechas L., Mentha pulegium, Myrtus communis, Satureja calamintha Scheele) a été
étudiée contre divers souches fongiques mais peu de travaux ont été trouvés sur 1’activité de
ces huiles contre des souches d’A. flavus. Les HEs de L. stoechas L. d’origine italienne a été
trouvée efficace dans 1’inhibition de la croissance de Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum
et A. 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).

D’aprés les études de Mohammedi (2006), la souche Aspergillus a présenté des CMI
élevé par rapport aux Alternaria et Penicillium dont les valeurs sont 6 ul/ml, 5 pl/ml et 5,5
ul/ml respectivement, mais reste faible puisque cette moisissure n’a pas pu se développer et

germer dans un milieu renfermant une quantité basse d’HEs de L. stoechas L.

En générale, la variabilité¢ des résultats est probablement due a I’influence de plusieurs
facteurs tels que la méthodologie, les microorganismes testés et les HEs utilisées (Pattnaik et
al., 1996). Ce dernier a confirmé par Suhar et Nielsen (2003) qu’ils mentionnent que 1’effet
antifongique des huiles dépend de la méthode d’application, les grands composés phénoliques
tels que le thymol et I’eugéonl (thym, cinnamoun et clou de girofle), appliqué directement au
milieu, ont eu un meilleur effet, tandis que les plus petits composés tels que allyll

isothiocynate et citral étaient les plus efficaces par évaporation.

Chu et kemper (2001) signalent que le pouvoir antifongique des HEs de

L. stoechas L.est lié¢ aux : B-pinene, p-cimeéne, 1,8 cincole et a-pinene.
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Les terpenes affectent non seulement la perméabilité mais aussi d’autres fonctions
sans les membranes cellulaires des champignons, ces composés peuvent traverser les
membranes cellulaires, pénétrent ainsi a I’intérieur de la cellule et interagissent avec des sites
critiques intracellulaire tels que les enzymes et les protéines, ce qui conduit a la mort
cellulaire (Omidbeygi et al., 2007). Les travaux de Scalbert (1991) ont démontré que les

tanins isolés des plantes médicinales possédent une activité toxique contre les champignons.

D’apres Deba et al. (2008) et Giordani et al. (2008) ont conclus que les composés
majoritaires ou mineurs peuvent augmenter 1’activité antifongique, 1’effet synergique ou

antagoniste de ces composants joue un role important dans 1’inhibition des champignons.
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Conclusion et perspectives

L’ Algérie dispose de grande variation climatique et de grandes ressources hydriques,
ce qui en fait un pays qui regorge d’espéces végétales dotées de pouvoirs thérapeutiques

divers.

Dans le présent travail, on a tenté de contribuer a la valorisation d’une plante
aromatique Lavandula stoechas L. utilisée en médecine traditionnelle pour son vertu
thérapeutique. L’analyse bibliographique de la plante récoltée de la wilaya de Bouira en Mars
2017 ressort que cette plante, appartenant a la famille des Lamiacéees, porte de nombreux

synonymes végétaux.

L’extraction des huiles essentielles par hydrodistilation a permis de montrer que la
plante Lavandula stoechas L. est riche en huiles essentielles avec un rendement estimé de

1,33+ 0,035%, ce rendement est important par rapport a d'autres travaux similaires.

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 la plante étudiée ont une capacité antiradicalaire
modéré ou I’'ICsp = 4140 £ 0,05 pg/ml par rapport a celui du ’antioxydant de référence BHT
(IC50 =29,62 £ 0,13 pg/ml).

L’¢étude du pouvoir antimicrobien des huiles essentielles de la plante par la méthode de
diffusion a partir d’un disque solide, démontre que ces huiles ont un pouvoir inhibiteur contre
un ensemble de bactéries pathogénes, Gram positif (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis)
et Gram négatif (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli et 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%).

Ces résultats restent préliminaires et nécessitent des etudes complémentaires
approfondies a différents niveaux de I’approche a travers une caractérisation fine et poussée
de ces huiles essentielles par d’autre techniques telles que la CPG/SM ou I’HPLC/SM afin
d’établir une relation structure-activité. Les activités antimicrobienne et antioxydante doivent
étre evaluées dans d’autres systémes in vitro (cellulaires et enzymatiques) comme in vivo afin
de mieux cerner les interactions moléculaires de ces huiles vis-a-vis de leurs cibles. Etude de
I’efficacité de cette I’huile dans le domaine alimentaire afin d'établir leur utilité comme agents

antioxydants ou antimicrobiens naturels dans la sécurité alimentaire.
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Appareillage, verrerie et consommables, milieux de culture

= Appareillage

- Autoclave

- Balance de précision

- Balance de paillasse

- Bec bunsen

- Chauffe ballon1 L

- Cryostat

- Etuve isotherme

- Hotte a flux laminaire avec lampe UV

- Hydrodistillateur type Clevenger

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

- Plaque chauffante

- Spectrophotométre

- Vortex

= Verrerie et consommable

- Anse de platine

- Ballons a fond plat a col rodé

- Béchers : 100 ml, 250 ml, 500 ml

- 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



Solutions et réactifs

Annexes

1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH)

Butylated hydroxytoluene

Eau distillée

Eau physiologique
Ethanol 95°, 96°.
Dimethyl sulfoxide

= Milieux de culture

PDA (Potato dextrose agar)
Milieu Miller Hinton (MH)
Eau physiologique

Gélose de conservation
Bouillon Gélose nutritive
Milieu Gélose nutritive (GN)


https://en.wikipedia.org/wiki/Butylated_hydroxytoluene

