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Résumé

La plante Lavandula angustifolia Mill, appartenant a la famille des Lamiacées, est riche en
métabolites secondaires tels que les composés phénoliques et I'huile essentielle. Notre
travail porte sur le dosage colorimétrique des composés phénoliques de cette plante et
I'évaluation de leur activité biologique, notamment l'activité antioxydante et
antibactérienne. La teneur en polyphénols totaux et la teneur en flavonoides ont été
quantifiées par les réactifs Folin-Ciocalteu et AICIs respectivement. Les résultats obtenus
ont révélé que la teneur en polyphénols était significativement plus importante que celle
des flavonoides, avec des valeurs de 8,993 mg GAE/g DW et 1,2225 mg GAE/g DW
respectivement. L'activité antioxydante a été évaluée par les tests DPPH et FRAP, et les

résultats ont montré que les composés phénoliques possédaient un pouvoir antioxydant
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important, enregistrant un 1Cso de 0,42848993+0,07513394 mg/ml et un VCEAC de
0,02396189+0,00021415. L'activité antibactérienne in vitro des deux extraits a été évaluée
par la méthode de diffusion en puits, et il a été constaté que les bactéries Gram* étaient
plus sensibles que les Gram™. Les zones d'inhibition les plus élevées ont été enregistrées
pour Il'huile essentielle et les composés phénoliques, avec un effet antibactérien trés
intéressant sur S. aureus (16 mm pour 0,5 mg/ml) et sur ST. Sap 10 pyk (15 mm pour
5,618 mg/ml) respectivement. Cela indique que les extraits ont une -efficacité
antimicrobienne élevée. De plus, Tl'huile essentielle et les composés phénoliques de

Lavandula angustifolia Mill ont un pouvoir antioxydant notable.

Mots clés : Lavandula angustifolia Mill, huile essentielle, composés phénoliques, dosage

des composés phénoliques, I’activité antioxydante, I’activité antibactérienne.

Abstract

The Lavandula angustifolia Mill plant, belonging to the Lamiaceae family, is rich in
secondary metabolites such as phenolic compounds and essential oil. Our work focuses on
the colorimetric dosage of the phenolic compounds of this plant and the evaluation of their
biological activity, in particular the antioxidant and antibacterial activity. The total
polyphenol content and the flavonoid content were quantified by Folin-Ciocalteu and
AICls reagents respectively. The results obtained revealed that the polyphenol content was
significantly higher than that of flavonoids, with values of 8.993 mg GAE/g DW and
1.2225 mg GAE/g DW respectively. The antioxidant activity was evaluated by the DPPH
and FRAP tests, and the results showed that the phenolic compounds possessed significant
antioxidant power, registering an 1Cso of 0.42848993+0.07513394 mg/ml and a VCEAC of
0.02396189+0.00021415. The in vitro antibacterial activity of the two extracts was
evaluated by the well diffusion method, and it was found that Gram+ bacteria were more
sensitive than Gram-. The highest inhibition zones were recorded for the essential oil and
the phenolic compounds, with a very interesting antibacterial effect on S. aureus (16 mm
for 0.5 mg/ml) and on St. saprophyticus (15 mm for 5.618 mg/ml) respectively. This
indicates that the extracts have a high antimicrobial efficacy. In addition, the essential oil
and phenolic compounds of Lavandula angustifolia Mill have a notable antioxidant power.

Key words: Lavandula angustifolia Mill, essential oil, phenolic compounds, dosage of

phenolic compounds, antioxidant activity, antibacterial activity.
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pH: Potentiel d'Hydrogéne.
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UV: Ultra-violet.

V/V: Volume/Volume.
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Introduction Générale

Les plantes médicinales ont été utilisées par les étres humains depuis I'Antiquité afin de
soulager et de guérir les maladies humaines. Ces plantes sont des plantes supérieures qui
sont employées en raison de leurs vertus thérapeutiques. Ces plantes forment le fondement
de la phytothérapie, une médecine traditionnelle qui utilise les plantes pour traiter
différentes affections. En raison de leur abondance en métabolites secondaires, les plantes
médicinales offrent une source exceptionnelle de substances naturelles qui ont des
propriétés antibactériennes, antidiabétiques, anti-Alzheimer et anti-inflammatoires.
Lavandula angustifolia Mill, une plante aromatique de la région méditerranéenne, est l'une

des plus fréquentes.

Cette plante est connue pour sa parfume floral relaxante. Elle possede également de
nombreuses propriétés médicinales telles que des propriétés antioxydantes,
antibactériennes, anti-inflammatoires et anti-anxieté. Les feuilles, les fleurs et I'écorce de
cette plante contiennent une variété de composeés chimiques bénéfiques, notamment des
huiles essentielles utilisées depuis des siecles pour leurs effets thérapeutiques.

Les huiles essentielles, également connues sous le nom d'essences ou d'huiles volatiles,
sont des extraits volatils odorants obtenus a partir de plantes aromatiques. Elles sont
fréqguemment utilisées en aromathérapie et proviennent de diverses parties vegetales telle
que les fleurs, les feuilles, le bois, les racines, I'écorce et les fruits. Ces extraits sont

obtenus par distillation a la vapeur d'eau ou par extraction mécanigue.

Les huiles essentielles sont un assemblage de molécules complexes, chacune possédant des
propriétés distinctes. Ces huiles essentielles sont extraites avec des rendements tres faibles

(environ 1%), ce qui en fait des substances fragiles, rares mais précieuses.

Les composés phenoliques forment une catégorie de composés naturels qui possedent de
nombreuses propriétés avantageuses pour la santé. On les retrouve dans de nombreux
aliments et ils peuvent jouer un rble dans la prévention de nombreuses maladies

chroniques.

Les huiles essentielles et les composés phénoliques font I'objet d'analyses physico-

chimiques pour évaluer leur pureté et leurs caractéristiques physiques telles que densité,
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viscosité et solubilité. Ces analyses impliquent des techniques comme la chromatographie,
la spectrométrie de masse et la spectroscopie infrarouge. Les analyses biologiques se
concentrent sur les effets de ces composés sur les organismes vivants, incluant des tests

d'activité antioxydant, anti-inflammatoire et antimicrobienne.

Notre recherche s'est concentrée sur les plantes de la famille des Lamiaceae, car elles
referment une grande quantité de métabolites secondaires (huile essentielle et composés
phenoliques) qui permettent de résoudre différents probléemes tels que la résistance
bactérienne aux antibiotiques ou la toxicité des antioxydants synthétiques. Dans le cadre de
notre étude, nous avons choisi d'étudier la plante Lavandula angustifolia Mill afin

d'atteindre ces objectifs :

-Extraction des métabolites secondaires, I'huile essentielle et les composés phénoliques, de
lavandula angustifolia Mill par deux méthodes hydrodistilation de type Clevenger et

macération, respectivement.

- Analyse qualitative et quantitative des huiles essentielles et des composés phénoliques.
- Evaluation des activités antioxydante et antibactérienne des extraits testés.

Le présent travail est réparti en trois parties.

Dans une premiere partie, une synthése bibliographique sera présentée tout d’abord sur les
plantes médicinales ; en particulier la plante Lavandula angustifolia Mill, la description des
huiles essentielles, des composés phénoliques, et enfin les analyses biologiques et physico-
chimiques.

La deuxieme partie décrit les essais expérimentaux réalisés pour atteindre notre objectif,
qui consiste en un criblage phytochimique, le dosage des composés phénoliques, I'étude
physico-chimique et la caractérisation de [I'huile extraite des graines de Lavandula
angustifolia Mill, ainsi que les activités biologiques et l'activité antioxydante des extraits

étudiés.

La troisieme partie est consacrée aux resultats obtenus, suivis de la discussion, puis de la
conclusion générale, ouvrant la voie sur les perspectives d'avenir pour une poursuite des

études sur cette espéce.
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Chapitre | : Synthése bibliographique

|.1.Introduction :

La famille des Lamiaceae est riche en espéces aromatiques utilisées en médecine
traditionnelle et en pharmacie, dont la plupart ont une signification économique et
écologique car elles produisent des huiles essentielles [1], les composés phénoliques, les
terpenes, les alkanoides ........ etc De nombreux genres de la famille des Lamiaceae sont
des sources importantes de terpenoides glycosylés, de flavonoides et d'iridoides. En
conséquence, l'attention est concentrée sur une espece de la famille des Lamiaceae : la
lavande (Lavandula officinalis), I'une des plantes aromatiques les plus importantes au
monde. C'est I'une des principales plantes aromatiques et médicinales utilisées et cultivees
dans la région méditerranéenne. Il est utilisé comme source mondiale d'épices et d'extraits

avec de fortes propriétés antibactériennes et antioxydantes [2].

Les plantes est le siége d'une activité métabolique aboutissant a la synthese des métabolites
primaires (les protéines, les glucides et les lipides) et de métabolites secondaires. Ces
derniers sont des molécules organiques complexes synthétisées et accumulées en petites
quantités par les plantes, et bien gu'indirectement essentielles a leur survie, ils jouent des
roles variés. Parmi ces métabolites secondaires, on distingue les huiles essentielles et les
composés phénoliques. Les huiles essentielles, dites volatiles, sont produites en tres faible
quantite et sont accumulées dans des cellules sécrétrices, donnant a la plante une odeur

caractéristique. En revanche, les composés phénoliques, dits non volatiles, ces métabolites
secondaires jouent un role fondamental dans l'activité biologique de la plante.

Les analyses biologiques et physico-chimiques des composés phénoliques et des huiles
essentielles sont essentielles pour comprendre leurs propriétés et leurs applications. Ces
composés présentent de nombreuses propriétés intéressantes, notamment sur le plan
biologique et chimique, ce qui les rend utilisés dans une large gamme d'applications, telles
que l'industrie agroalimentaire, pharmaceutique, cosmétique et chimique. Il existe deux
types principaux d'analyses pour ces composés : l'analyse biologique, qui comprend
souvent des études sur leur activité antioxydante, antibactérienne et anti-inflammatoire, et
l'analyse physico-chimique, realisee a laide de diverses techniques telles que la

chromatographie, la spectrométrie et les mesures physico-chimiques pour déterminer leurs
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propriétés physiques et chimiques, telles que la densité, I'indice de réfraction et le pH. Ces
analyses approfondies sont cruciales pour évaluer la qualité, I'efficacité et les applications
des composés phénoliques et des huiles essentielles dans différents domaines.

1.2. Plantes médicinales :

Une plante médicinale est une plante utilisée pour ses propriétés thérapeutiques. Cela
signifie qu'au moins une de ses parties (feuille, tige, racine etc.) peut étre employée dans le
but de se soigner. Elles sont utilisées depuis au moins 7.000 ans avant notre ére par les

Hommes et sont a la base de la phytothérapie [3]. Ces plantes médicinales peuvent
également avoir des usages alimentaires, condimentaires ou hygiéniques [4].

La population africaine utilise la médecine traditionnelle & 80%, et I'Algérie et par sa

situation géographique, est considérée comme l'un des pays arabes les plus importants et
les plus riches en plantes médicinales avec 3164 espéces [5].

Ces plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et la synthese
des médicaments, non seulement lorsque leurs constituants sont utilisés directement
comme agents thérapeutiques mais aussi comme matiere premiere pour la synthése des

médicaments ou modéle pour les composés pharmaco-logiquement actifs [6].

I. 3. Origine des plantes médicinales :
- On distingue deux origines des plantes médicinales :

1.3.1. Les plantes spontanées : Autrefois les plantes spontanées les seules plantes

utilisées, et aujourd’hui représentent un pourcentage notable du marché européen. Leur
répartition dépend du sol et surtout du climat [7].

1.3.2. Les plantes cultivées : Ce mode de production assure une matiere premiere en

quantité suffisante pour répondre aux besoins et les drogues recueillies sont homogénes de
par leur aspect et leur composition chimique [7].

1.4. La famille Lamiacées :

La famille des Lamiacées connue également sous le nom des Labiées, Labiées dérive du

nom latin "labium™ qui signifie levre, en raison de la forme particuliere descorolles [8].
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La famille des Lamiacées est 1'une des premiéres familles a étre distingués par les

botanistes, les Lamiacées sont des angiospermes dicotylédones appartenant a 1’ordre des
Lamiales. Cette famille comprend environ 260 genres et plus de 6500 espéces [9].

|.5. Lavandula :
1.5.1. Généralités sur la Lavande :

Le nom Lavande dérive du latin™ lavare " qui signifie lavé, appartenant a la famille des
Labiées. Le genre Lavandula se compose d'environ 28 espéces, qui sont dans la plupart
d'origine méditerranéenne, c’est un sous-arbrisseau a tiges et feuilles persistantes jusqu’a 1
metre de longueur étroit et vert pale, peuvent s’étendre du gris bleuatre profonde au vert a
brun pale, les fleurs présenten — violet, cependant il existe d’autre variétés a fleurs blanches

et roses, ’ensemble de la plante est trés aromatique [10].

Il'y a diverses espéces et variétés de lavande, mais on peut les classer généralement en

quatre catégories principales :

X/

% Lavandula angustifolia (Lavande vraie ou Lavande officinale): Utilisée couram-
ment en aromathérapie et dans la fabrication d'huiles essentielles, cette variété est

appréciée pour son parfum apaisant.

>

K/
*

Lavandula stoechas (Lavande papillon): Caractérisée par ses bractées colorées res-

L)

semblant a des ailes de papillon, cette lavande est souvent cultivée a des fins orne-
mentales.

% Lavandula x intermedia (Lavandin): Un hybride naturel entre Lavandula angustifo-
lia et Lavandula latifolia, le lavandin est souvent cultivé pour sa production d'huiles

essentielles a des fins commerciales.

¢

Lavandula latifolia (Lavande aspic): Cette variété a des feuilles plus larges que la

o
A

lavande vraie et est également utilisee dans la production d'huiles essentielles, mais

son profil olfactif differe de celui de la lavande angustifolia.

1.5.2. Lavandula officinalis :

La Lavande officinale ou Lavande vraie, Lavandula angustifolia Mill (Figure 1), est une
espece végétale de la famille des Lamiacées. Elle pousse a I’état sauvage en Provence mais
peut étre cultivées dans des régions plus septentrionales. Les petits rameaux portent les

feuilles a de couleur mauve pale a violette au sommet. On dénombre plus d’une centaine
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de variétés de Lavande dont les propriétés sont trés différentes. Les dénominations latines

Lavandula angustifolia Mill et Lavandula officinalis désignent la méme plante [11].

Figure 1.1. Morphologie de Lavandula angustifolia Mill [12].

1.5.2.1. Classification botanique :
La classification botanique de Lavandula angustifolia Mill est la suivante :

Tableau 1.1 : Classification botanique de Lavandula angustifolia Mill [13].

Reégne Plantae

Embranchement Spermaphytes

Sous-embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones

Sous-classe Asteridae

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Lavandula

Espéce Lavandula officinalis / Lavandula
Angustifolia

1.5.2.2. Propriétés medicinales :

La Lavande est utilisée contre plusieurs maladies, y compris, les spasmes, les insomnies,

les maladies infectieuses, les affections des voies respiratoires (asthme, bronchite,

6
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tuberculose...). Pour cela, il est possible de I'utiliser sous forme d’infusion, ou d’utiliser
ses huiles essentielles. Sa toxicité est quasiment nulle, d’ou I'usage sécuritaire de cette

huile essentielle devenue incontournable [14].

Elle possede des propriétés antimicrobiennes, anti-carcinogenes [15], anxiolytiques,

analgésiques, anti-oxydantes, anti-inflammatoires et insecticides.
1.6.Les huiles essentielles :

1.6.1. Définition :

Ce sont des substances volatiles et odorantes obtenues des végétaux. Elles se
forment dans un grand nombre de plantes comme produits du métabolisme
secondaire. Les huiles essentielles sont des mélanges liquides tres complexes. Elles
ont des propriétés et des modes d’utilisation particuliers et ont donné naissance de la

nouvelle branche de la phytothérapie : 1’aromathérapie [16].

Les huiles essentielles ont, a toutes epoques, occupé une place importante
dans la vie quotidienne de I’homme qui les utilisait autant pour se parfumer,

aromatiser la nourriture ou méme se soigner [16].

En 1998, I’AFNOR par sa norme AFNOR NF T 75-006 définit une huile
essentielle comme étant un « Produit obtenu a partir d’une matiére premicre végétale,
soit par entrainement a la vapeur, soit par des procédés mécaniques a partir de
I’épicarpe des citrus, soit par distillation séche. L’huile essentielle est ensuite séparée
de la phase aqueuse par des procédés physiques pour les deux premiers modes
d’obtention ; elle peut subir des traitements physiques n’entrainant pas de changement

significatif de sa composition comme par exemple, redistillation, aération,...» [17].

Du point de vue physico-chimique : une huile essentielle est un mélange
complexe d’éléments chimiques qui sont nécessairement volatils de poids moléculaire
souvent inferieur a trois cent Daltons et hydrophobes mais il est a noter que cette

hydrophobie n’est pas totale car il y a bien formation d’azéotropes et évaporation avec

del’eau [17].
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| .6.2. Rble d'huile essentielle :

Les huiles essentielles sont des informations chimiques qui interagissent avec
I'environnement elles aident a lutter contre les maladies, les parasites. Ils protégent les
cultures en inhibant la croissance des bactéries et des champignons. Ils empéchent les

plantes de se dessécher (perte d'eau) en raison d'une évaporation excessive et protégent les
plantes de la lumiére en réduisant ou en se concentrant [18].

1.6.3. Caractéristiques physiques des huiles essentielles :

Les huiles essentielles possedent en commun un certain nombre de propriétés physiques
[19].

[J Elles sont solubles dans : I’alcool, I’éther, le chloroforme, les huiles fixes, les

émulsifiants et dans la plupart des solvants organiques.

1 La densité est généralement inférieure a celle de I’eau.

1 Elles ont un indice de réfraction élevé.

) Elles sont tres altérables et sensibles a I’oxydation.

1 Elles sont liquides a température ambiante.

(1 Elles sont volatiles, ce qui les différencie des huiles fixes.
1.6.4. Composition chimique des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont des métabolites secondaires des plantes. Ce sont des mélanges
complexes et éminemment variables de constituants appartenant exclusivement a deux
groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes les terpénoides et les

composés aromatiques dérivés du phynélopropane [20].
1.6.4.1. Les terpeénes :

Les terpénes sont des hydrocarbures formés par assemblage de deux ou plusieurs unités
isopréniques, ce sont des polyméres de l'isoprene de formule brute (C2Hs). Les huiles
essentielles contiennent particulierement des monoterpenes, des sesquiterpenes et peu

souvent de diterpénes. Les terpénes sont de structures trés diverses (acycliques,
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monocycliques, bicycliques,) et contiennent la plupart des fonctions chimiques des

matieres organiques [21].
1.6.4.1.1. Monoterpénes :

Les composés monoterpéniques sont constitués de deux unités d’isoprene, leur formule
chimique brute est CioHis. Ces composés peuvent étre : monoterpenes acycliques
(myrcene, ociménes), monoterpénes monocycliques (a- et y-terpinene, p-cymene) et aux
monoterpénes bicycliques (pinénes, A3-caréne, camphene, sabinéne). Selon Bruneton
(1999) [22], la réactivité des cations intermédiaires justifie 1’existence de nombreuses
molécules caractérisées par différentes fonctions : alcools, cétones, esters, aldéhydes,

éthers, peroxydes, phénols.

CHy CHy CHy e CHy CH,

7 Z “CHy
ICH2 A s H 5

| +

HIC™ CHy  He” SCHy HyC” NcHy HC” “CHy

p-Cymene o-Phellandrene p-Ocnmene (Z/E) -Pinene p—Pmene
CH; CHs CHsy
H;ﬂ%#ﬁ H;ﬂ?:H; HJ:?CHJ
Sabinene  @-Terpinene __ B-Terpinene

Figure. 1.2: Structure de quelques monoterpenes [23].
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1.6.4.1.2. Sesquiterpenes :

CH, _ CHg,
\ /
. CH, H2C
H
H
HA,C CH
HiC' cH, 3 3
B-Caryophyllene Germacrene D

Figure.l.3 : Exemples des sesquiterpénes entrant dans la composition chimique des
huiles essentielles.

Ce sont des molécules a 15 atomes de carbone constituées par trois unités isopréniques, ils
forment un sous-groupe réparti de la méme facon que les monoterpenes. Ils sont abondants
dans les essences dont ils constituent parfois une partie considérable, se distinguent des
autres terpénes par leur point d’ébullition plus élevé (250 a 280°C), par une densité plus
forte d>0,9 et par un indice de réfraction plus élevé. Exemples de sesquiterpenes
caractéristiques des huiles essentielles : Hydrocarbures (B-bisabolenelongifolene..), alcools

(carotol, farnesol...) aldéhydes (sinensal..) et d’esters (acétate de cedryle) [23].

1.6.4.2. Composes aromatiques :

Les dérivés du phénylpropane ont une biogenése différente de celle des terpenes. On peut
citer I’acide et I’aldéhyde cinnamique (HE de cannelle), I’eugénol (HE de girofle), le
carvacrol (HE d’origan), ’anéthol et I’aldéhyde ainsi que (HE de badiane, d’anis et de

fenouil) qui sont les principaux membres de cette famille [24].

|
( CHO
| OCH} Y OC’*} Y OCH3
OH OCH;, OH
Eugenol Methyleugenol Vanillin

Figure 1.4 : Structure de quelques dérivés du phénylpropanoide [23].

10



Chapitre I : Synthese Bibliographique | 2024

1.6.4.3. Composés d’origines diverses :

Ce sont des produits résultant de la transformation de molécules non volatiles entrainables
par la vapeur d’eau. Il s’agit de composés issus de la dégradation d’acides gras, de
terpénes. D’autres composés azotés ou soufrés peuvent subsister mais sont rares. Compte
tenu de leur mode d'extraction, les huiles essentielles peuvent renfermer divers composes
aliphatiques, généralement de faible masse moléculaire, entrainables lors de
I'nydrodistillation. Ces produits peuvent étre azotés ou soufrés

- Alcools : menthol, géraniol, linalol ;
- Aldéhydes : géranial, citronellal ;

- Cétones : camphre, pipéritone ;

- Phénols: thymol, carvacrol ;

- Esters : acétate de géranyle

- Ethers : R1-O-R2 [25].

1.6.5. Toxicité des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de molécules ; dont la structure et les
propriétés chimiques permettent de dégager des caractéristiques communes (lipophilie,
faible poids moléculaire) leur assurant une bonne diffusion dans 1’organisme. Malgré le
peu d’études sur ces molécules, il faut retenir leur pouvoir toxique. Notamment leur
hépatotoxicité, neurotoxicité et toxicité cutanée récemment. Leur utilisation tres variée
constitue un fort potentiel d’intoxication, que cette derniére soit accidentelle ou par
utilisation erronée [26]. Les signes cliniques que nous avons répertoriés a partir des cas
cliniques sont peu caractéristiques de ces intoxications. Il reste donc difficile pour le
clinicien de faire un diagnostic différentiel. Le traitement reste symptomatique, mais on
peut espérer qu’il sera un jour plus ciblé et donc plus efficace. Il convient de rester vigilant
et de faire évoluer cette idée qu’aujourd’hui, tout produit « naturel » est forcément bon et

dénué de toute toxicité [26].
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1.6.6. Huile essentielle de lavandula officinalies :

L'huile essentielle de Lavandula offcinalis, également appelée Lavande vraie, est appréciée
pour ses qualités apaisantes. Il peut étre utilisé en aromathérapie, dilué dans une huile de
porteur pour des massages apaisants, ou ajouté a des diffuseurs pour créer une atmosphere

calmante. Veuillez lire attentivement les instructions d'utilisation et, en cas de doute,
consulter un professionnel de la santé.

Les huiles essentielles de lavande sont largement utilisées dans l'industrie de
I'aromathérapie et la recherche a montré qu’ils possédent une gamme de propriétés
biologiques qui peuvent les rendre utiles dans un environnement médical. De nombreux
chercheurs ont montré l'activité antibactérienne des huiles de lavande Parmi eux, Lis-
Balchin (1998) et Svoboda et Deans (1995), Goren (2002). Autre Des chercheurs ont
étudié l'activité antifongique des huiles essentielles de lavande. Par exemple, inouie,
L'huile de Lavandula angustifolia s'est avérée efficace contre une gamme de champignons
Les plus importants sont Trichophytonrubrum et Aspergillus fumigatus. Des huiles
essentielles de lavande ont également été utilisées Il a été démontré qu'il inhibe la

croissance d'Aspergillus niger, d'Aspergillus ochraceus et de Fusarium culmorum, avec Le
taux d'inhibition varie de 29 a 93 % [27].

1.6.7. Procédés d’extraction des huiles essentielles :

Il existe de nombreuses techniques d’extraction qui sont choisies en fonction de la section
de la plante qui contient I’huile essentielle ainsi que de sa qualité et de sa valeur
thérapeutique. Chaque processus produit un produit unique. En raison de la libération
souvent lente de molécules aromatiques, tout systéme d'extraction a besoin d'une
méthodologie précise. La quantité de matiéres premieres nécessaires pour fabriquer une

huile essentielle est importante.
1.6.7.1. Entrainement a la vapeur d’eau :

Il existe trois méthodes de distillation qui repose sur le principe d’entralnement des
constituants volatils du matériel végétal par la vapeur d’ecau : I'hydrodistillation, la
distillation a la vapeur saturée et 1’hydro-diffusion. La différence entre ces trois modes

réside dans le degré de contact entre I'eau liquide et le matériel végétal [28].
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1.6.7.1.1. Hydrodistillation :

Distillation a I’eau ou « hydrodistillation » dont le matériel végétal est en contact direct
avec 1’eau. Lorsque le végétal est broyé on parle de turbo distillation. L’hydrodistillation
consiste & immerger directement le matériel vegétal a traiter (intact ou éventuellement
broyé) dans un alambic rempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs
hétérogeénes sont condensées sur une surface froide et I’huile essentielle se sépare par
différence de densité. Les inconvénients de cette méthode sont : la calcination du matériel
vegetal, ce qui entraine une modification de la composition et des caractéristiques
chimiques de I’huile essentielle, La non maitrise de la température du récipient contenant
le mélange (eau + organes végétaux) et la modification de I’odeur, de la couleur et de la
composition de I’huile essentielle au cours de la distillation. Cette methode est
généralement utilisee en cas des huiles essentielles dont les constituants chimiques sont
thermorésistants. Elle est aussi utilisée dans I’extraction des huiles a partir des feuilles et
des fleurs fraiches ou séchées. Parmi les huiles extraites par cette méthode, on cite ’huile

de menthe, de myrte et de I’herbe a citron [29].

; Entrée d'eau
Refrigérant - froide
Sortie d'eau Ballon
tieds
T— Source de chaleur

Figure 1.5: Montage d’hydro distillation employé pour I’extraction de I’huile essentielle
[30].
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1.6.7.1.2. Distillation a vapeur saturée :

Datant de plus d’un millénaire, il s’agit de la méthode la plus ancienne et la plus utilisée
pour obtenir une huile essentielle de qualité. Le principe est simple :

Il consiste a faire passer un courant de vapeur d’eau dans une cuve contenant les plantes.
Sous ’action de I’humidité et de la chaleur les huiles essentielles volatiles se liberent.
Ensuite cette vapeur d’eau et d’huile essenticlle passe dans un serpentin refroidi par de
I’eau. La vapeur se condense alors dans le serpentin, et retourne a I’état liquide. Ce liquide,
mélange d’eau et d’huile essentielle est recueilli dans un essencier qui seépare les deux
¢léments. En effet, I’huile essentielle est non miscible a I’eau et plus légére donc elle se
retrouve dans la partie supérieure de I’essencier. L’ensemble du dispositif utilis¢ pour

I’hydrodistillation est I’alambic :

Ce dispositif est composé d’une cuve dans laquelle on place les plantes a distiller. Les
plantes sont dissociées de 1’eau dans la méme cuve. La cuve est chauffée et recouverte par
un chapiteau qui est prolongé par un col de cygne, celui-ci est raccordé a un serpentin de
refroidissement. Pour cela, celui-ci est plongé dans une cuve d’eau froide. Le serpentin
débouche sur I’essencier, muni de deux robinets. Celui du bas permet de recueillir

I’hydrolat ou eau florale et celui du haut I’huile essentiel [28].
1.6.7.1.3. Hydro-diffusion :

L’hydro-diffusion consiste a pulser de la vapeur d’eau a trés faible pression a travers la
masse végétale, du haut vers le bas. La condensation du mélange de vapeur contenant
I’huile produit sous la grille retenant la matiére végétale. L'avantage de cette méthode est
d'étre plus rapide donc moins dommageable pour les composés volatils. De plus, I’hydro-
diffusion permet une économie d’énergie due a la réduction de la durée de la distillation et

donc a la réduction de la consommation de vapeur [28].
1.6.7.2. Extraction CO; supercritique :

L’originalité de la technique d’extraction par fluide supercritique, dite SFE, provient de
I'utilisation de solvants dans leur état supercritique, c'est-a-dire dans des conditions de
températures et de pressions ou le solvant se trouve dans un état intermédiaire aux phases
liquide et gazeuse et présente des propriétés physico-chimiques différentes, notamment un

pouvoir de solvatation accru. Si, en pratique, de nombreux solvants peuvent étre employés,
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90% des SFE sont réalisees avec le dioxyde de carbone (CO32), principalement pour des
raisons pratiques. En plus de sa facilité d’obtention due & ses pression et température
critiques relativement basses, le CO2 est relativement non toxique, disponible a haute
pureté et a faible prix, et il posséde I’avantage d’étre éliminé aisément de I’extrait La SFE
est une technique dite » verte « utilisant pas ou peu de solvant organique et présentant
l’avantage d’étre bien plus rapide que les méthodes traditionnelles. Les compositions
chimiques des HE ainsi obtenues peuvent présenter des différences, qualitatives et

quantitatives, avec celles issues de I’hydrodistillation [31].

EXTRACTION CO2 DES SOLIDES

Figure 1.6. Schéma du montage d’extraction au CO2 [32].
1.6.7.3. Extraction par micro-onde :

L’avantage de ce procédé est de réduire considérablement la durée de distillation et
incrémenter le rendement. Toutefois, aucun développement industriel n’a été réalisé a ce
jour. La distillation assistée par micro-ondes fait aujourd'hui I'objet de beaucoup d'études et
ne cesse d'étre améliorée parce qu’elle présente beaucoup d'avantages : technologie verte,
économie d'énergie et de temps, investissement initial réduit et dégradations thermiques et

hydrolytiques minimisées [33].

L’emploi des micro-ondes constitue, par ailleurs, une méthode d’extraction a part enticre
en plein développement. A titre d’exemple, La SFME (Solvent Free Microwave

Extraction) est une combinaison originale des techniques de chauffage par micro-ondes et
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de distillation seéche. Elle consiste a placer le matériel végétal dans un réacteur au sein d’un
four micro-ondes sans ajout d’eau ou de solvant (Figure 1.7). Le chauffage interne de 1’eau
contenue dans la plante permet d’en dilater ses cellules et conduit a la rupture des glandes

et des récipients oléiferes. L’HE ainsi libérée est évaporée avec 1’eau de la plante [33].

| Condenseur
a1 Huile essentielle]
|4——— Essencier
&
J-l - Phase aguenie
r
e )
FBACTEWY - - -_ e Four a micro-

Nintidre -_w e
vegetale y ‘—p‘

g "4

Figure 1.7 : Schéma de I’Extraction Assistée par Micro-Ondes [32].
1.6.7.4. Extraction par solvants volatils :

La technique d’extraction par solvant volatil, consiste a placer dans un extracteur la
matiére végétale a traiter et un solvant volatil. Grace a des lavages successifs, le solvant va
se charger en huiles essentielles, avant d’étre envoyé au concentrateur pour y étre distillé
sous pression atmosphérique. Les solvants les plus utilisés a ’heure actuelle sont ’hexane,
le cyclohexane, I’éthanol, le méthanol, le dichlorométhane et I’acétone [34]. L’extraction

est réalisee avec un appareil de Soxhlet ou un appareil de Lickens-Nickerson.
1.6.7.5. Autres méthodes d’obtention des huiles essentielles :

1.6.7.5.1. Expression mécanique a froid :

La technique est réservée a I’extraction des essences volatiles contenues dans les
péricarpes d'agrumes en déchirant ces derniéres par un traitement mécanique. Elle consiste

a rompre ou dilacérer les parois des sacs oléiferes contenus dans le mésocarpe situé juste
e
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sous 1’écorce du fruit, I’épicarpe, pour en recueillir le contenu qui n’a subi aucune
modification. Les essences de Citrus ont longtemps été extraites manuellement, la
mécanisation et I’industrialisation de la technique d’expression a froid ne s’étant effectuées
qu’au début du XXe siécle, afin de diminuer les cotits de production et d’améliorer les
rendements pour faire face a I’augmentation de la demande. Les systéemes récents, comme
la « Food Machinery Corporation-in-line » (FMC), permettent d’extraire le jus de fruit et
I’essence de manicre quasi-simultanée sans contact des deux. C’est pourquoi I’expression a
froid est la méthode de choix pour extraire ces essences, d’autant que la distillation n’est
plus une technique tres appropriée. En effet, la distillation produit des huiles aromatiques
de moindre qualité principalement due a une présence importante d’aldéhydes, composés

sensibles a I’oxydation et a la chaleur [31].

Figure 1.8 : Extraction par expression a froid [31].
1.6.7.5.2. Macération :

On laisse macérer 10g de fleurs broyées et de tiges finement découpées dans 100 ml de
deux types de solvants : un mélange hydro-alcoolique (Méthanol/eau) (80/20 v/v) et un
mélange hydro-acétonique (Acétone/eau) (70/30 v/v) pendant 48 heures a température
ambiante. Ensuite, on filtre les extraits, séparant les solvants organiques (Méthanol et
Acétone). La phase aqueuse de chaque extrait est recueillie dans un flacon [35].

17



Chapitre I : Synthese Bibliographique | 2024

1.7.La phytochimie :
1.7.1. Définition :

C'est la science qui étudie la composition, le métabolisme et la fonction des plantes ainsi
que les methodes utilisées dans l'analyse, la purification et l'extraction de composés
veégétaux naturels. Elle ne peut étre séparée d'autres sciences comme la pharmacognosie
[36].

1.7.2. Historique :

Une breve histoire de la phytochimie moderne I'étude ethnobotanique des plantes
médicinales pour le traitement des maladies existe depuis l'antiquité. Par exemple, la
découverte de la quinine marque la premiére utilisation réussie de composés chimiques
pour traiter les maladies infectieuses. Elle est considérée comme la découverte medicale la
plus importante du XVlle siécle. Mais en realité, l'utilisation de la source de quinine,
I'écorce du quinquina, remonte au 16eme siecle. Cependant, le début de la séparation des
composes végétaux marque les premiers stades de la chimie végétale moderne. Un tel
exemple est 1’isolement des alcaloides par Friedrich Wilhelm Adam sortner (1783 - 1841),
un pharmacien remarquable de la seconde moitié du XVIlle siécle. Cette séparation a
conduit non seulement a la synthese de nouveaux médicaments, mais aussi a la purification
d'extraits de plantes utilisées comme médicaments. Il est important de noter qu'en plus
d'étre le premier a isoler l'alcaloide morphine, Friedrich Williams a été le premier a isoler
un principe actif associé a une plante médicinale ou a une plante médicinale. Bientot, ses
découvertes ont transformé la chimie médicinale de I’alchimie a une branche scientifique

reconnue.

Dans des circonstances similaires, les scientifiques Pierre - Joseph Pelletier et Joseph
Caventou ont isolé la quinine en 1820 a partir de I'herbe quinquina, un médicament unique
avec des indications contre le paludisme. Depuis lors (au cours des 300 derniéres années),
de nombreux autres composés ont été isolés et caractérisés avec succes, tels que la digitale
(1785), l'apitoxine amere (1812 - 1884), le curare (1856 - 1958), Et l'acide salicylique
(1860 - 1877). Avec les progrés de la biotechnologie dans les années 1970, la tendance a
synthétiser divers dérivés de métabolites végétaux en imitant les voies de biosynthese a

conduit a la production de composés plus stables, plus efficaces, mais moins toxiques, qui
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ont une valeur commerciale. Le volume 3 de ce livre détaille la synthése in vitro de

substances phytochimiques.

Parce que les terpenes représentent une classe d'extraction diversifiée mais problématique,
les scientifiques des années 1980, Croteau et Cane, sont devenus les premiers a identifier
une enzyme appelée terpéne synthase, découvrant ainsi une voie alternative pour la
synthése des terpenes, monoterpenes, diterpenes, etc. Grace au développement de

technologies de pointe, 1990 est devenue une période importante pour la chimie végétale
moderne [37].

1.7.3. Les composés phénoliques :
1.7.3.1. Définition des composés phénolique :

Les polyphénols sont des métabolites secondaires présents chez toutes les plantes
vasculaires.  Ils sont présents dans toutes les parties des  végétaux
supérieures (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) ; et sont
impliqués dans de nombreux processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la

rhizogénése, la germination des graines et la maturation des fruits [38].

IIs forment une immense famille de plus de 8000 composés naturels, sont divisés en
plusieurs categories : les flavonoides qui représentent plus de la moitié des polyphénols;
les tanins qui sont des produits de la polymérisation des flavonoides, les acides
phenoliques, les coumarines, les lignanes et d’autres classes existent en nombres

considérables [39].

L’¢lément structural fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau
phénolique a 6 carbones (Figure 1.9), auquel est directement lié au moins un groupe

hydroxyle (OH) libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside [40].

Les composés phénoliques (acides phénoliques, flavonoides simples et pro-
anthocyanidines) forment le groupe des composés phytochimiques le plus important des
plantes [38].

Ces composés sont synthétisés par toutes les plantes, dont certaines contribuent a leurs

propriétés médicinales et sont utilisées comme médicaments depuis I'Antiquité.
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Figure 1 .9 : Structure du noyau phénol [40].

1.7.3.2. Classification des composés phénoliques :

Tableau 1.2 : Principales classes des composés phénoliques [38].

Nombre Squelette de | Classe Exemples Plantes

d’atome base

de carbone

6 C6 Phénols simples | Cathécol, Busserole
hydroquinone

7 C6-C1 Acides phénols | Ac. Gallique, Artichaut

Benzoiques Ac.Salysalique, Saule

vaniline

8 C6-C2 Acétophénones | 3-acétyl6- Saule
méthoxybenzaldehyde

9 C6-C3 Acides phénols | Ac. Coumarique Romarin

Cinnamiques Ac. Caféique Marronnier
d’inde

10 C6-C4 Naphtoquinones | Shikonine Drosera spp.

13 C6-C1-C6 Xanthones Bellidifoline, Racine de
mangoctine gentiane,

Centaurée
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14 C6-C2-C6 Stilbénes Hydrangeénol, Raisin, pin
Pinosylvine
15 C6-C3-C6 Flavonoides Quercétine, Roténoide | Ginkgo Thym
Isoflavonoides camomille
18 (C6-C3)2 Lignanes Matairésinol Chardon
30 (C6-C3-C6)2 | Bi flavonoides | Amentoflavone, Carcinia
Hinokiflavone Hypeicum
N (C6-C3-C6)n | Taninscondensés | Aesculitanins Marronnier
(proanthocyanid d’inde, vigne
ols)

1.7.3.2.1. Acide phénolique :

Les acides phénoliques sont abondants dans les aliments et sont divisés en deux classes :
les dérivés de l'acide benzoique et les dérivés de l'acide cinnamique. Les acides
hydroxycinnamiques sont plus courants que les acides hydroxybenzoiques et comprennent
principalement I'acide p-coumarique, l'acide caféique, I'acide férulique et I'acide sinapique
[42].

1.7.3.2.1.1. Acides hydroxybenzoiques :

Acides hydroxybenzoiques (C6-C1): dérivent de I’acide benzoique, exemple: 1’acide
gallique, Vanillique [43] (Figure 1.10).

1.7.3.2.1.2. Acides hydroxycinnamiques :

Acides hydroxycinnamiques (C6-C3): dérivent de I’acide cinnamique, exemple: ’acide p-

coumarique, ’acide férulique, ’acide caféique [43] (Figure 1.10).

R2 R1 Rl =R2=R3 =R4 =H: acide benzoique (non phénolique)
R1=R2=R4 =H, R3 =OH : acide p-hydroxybenzoique
R1 =R4 =H, R2=R3 = OH : acide protocatéchique

R H . :
. e R1 =R4 =H, R2=0CH;. R3 = OH : acide vanillique
R1 =H.R2=R3=R4=0H: acide gallique
R4 R1=H, R2 = R4 = OCH;, R3 = OH : acide syringique

Acides hydroxybenzoiques
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R1 =R2=R3 =R4 = H : acide cinnamique (non phénolique)
R1 N o.ps  RI=R3=R4=H R2=OH:acide p-coumarique
R1=R2=0H, R3=R4 =H: acide caféique
R1 =OCH; R2= OH. R3 = R4 = H : acide férulique
R1 =R3 =0CH; R2=OH, R45 = H : acide sinapique
R1=R2=OH, R3 = H, R4 = acide quinique : acide chlorogénique

R2
R3

Acides hydroxycinnamiques

Figure 1.10: Structures chimiques des principaux acides phénoliques [45].

1.7.3.2.2. Les coumarines :

Les coumarines sont des substances aromatiques naturelles trés largement distribuées dans
le régne végétal. La coumarine est issue du métabolisme de la phénylalanine par I’acide

cinnamique, que ’on trouve dans toutes les parties de la plante et notamment dans les
fruits et les huiles essentielles des graines.

Les coumarines qui sont aussi les dérivés de C6-C3, sont des substances phenoliques,
formées de I’'union de noyau benzénique et o —pyrone, donc connue dans la nomenclature
internationale comme 2H-1-benzopyran-2-one et leur Formule brute : CoHsO>.

Les coumarines sont des hétérocycles oxygénes, Leur squelette de base est constitué de
deux cycles accolés avec neuf atomes de carbone [43] (figure 1.11).

5 4

8

Figure 1.11: Structure générale de la coumarine [43].
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1.7.3.2.3. Les stilbénes :

Les stilbénes répondent a une représentation structurale de type C6-C2-C6 (Figurel.12). lls
dérivent des acides hydroxycinnamiques et regroupent des dérivés hydroxy- et méthoxy-
du stilbene simple, ainsi que leurs formes hétérosidiques et polymériques. Ils se trouvent

en petites quantités dans I’alimentation humaine. Parmi ces compos€s, on trouve le

resvératrol, un anticancéreux présent dans certaines plantes [45].

RI =R3=R2=0H,R2=R'l =R'3 = H : resvératrol
R1=R3=0CH; R2=R'l =R'3=H. R2=0H: ptérostilbene

R1 = glucose, R2 = R'3=0H. R2 =R'l = OH, R'2 = OCH; : rhapontine
RI = glucose, R2=R'l =R3=H, R3=R"2 =0H : picéide

Figure 1.12 : Structures chimiques des stilbénes [44].

1.7.3.2.4. Les Flavonoides :

Ce sont des pigments universels des végétaux responsables de la coloration des fruits,
des fleurs et parfois des feuilles. Ce sont des composés polyphénoliques constitués de deux
noyaux benzéniques A et B reliés par une chaine en C3 de trois atomes de carbone. 1ls
proviennent de I’addition de trois groupements en C2 a de I’acide coumarique. On en a
dénombré actuellement plus de trois mille. On distingue deux catégories de flavonoides:
La premiére catégorie avec le cycle C insaturé (flavonols, flavones et anthocyanines), et la
seconde catégorie a le cycle C saturé (flavanes et flavanones) [45].

On attribue a ces flavonoides des propriétés variées : Antitumorales, Anticarcinogenes,

Anti-inflammatoires Hypotenseurs et Antioxydants [46].
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Figure 1.13: Squelette de base des Flavonoides [47].

1.7.3.2.5. Tanins :

Les tanins sont des composés phénoliques solubles dans 1’eau, de poids moléculaire
compris entre 500 et 3000 Dalton, ayant en commun la propriété de tanner la peau, c'est-a-
dire de la rendre imputrescible. Ces substances ont en effet la propriété de se combiner aux
protéines, ce qui explique leur pouvoir tannant. Trés répandus dans le régne végétal ils
peuvent exister dans divers organes, mais on note une accumulation plus particulierement

dans les tissus agés ou d'origine pathologique. Ils sont localisés dans les vacuoles, quelque
fois combinés aux protéines et aux alcaloides.

On distingue habituellement chez les végétaux supérieurs deux groupes basés sur des
différences structurales : les tanins hydrolysables et les tanins non hydrolysables [48]
(Figure 1.14).
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Figure 1.14 : Structures chimiques typiques des tanins [44].
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1.7.3.3. Les méthodes d’extraction des composés phénoliques :

Les méthodes d'extraction des composés phénoliques sont les mémes que les méthodes
d'extraction des huiles essentielles mentionnées précédemment.

1.7.3.4. Les effets thérapeutiques des composés phénoliques :

Les composés phénoliques peuvent étre trouves dans divers fruits et Iégumes, en particulier
les raisins, les baies et les tomates. Les composés phénoliques peuvent étre bénéfiques
pour la santé en réduisant le risque de troubles métaboliques tels que le diabete de type 2.
Leurs effets contre le vieillissement ont également eté étudieés, Et des propriétés
antioxydants, anti - inflammatoires et antiprolifératives. Les propriétés biologiques des
composés phénoliques sont diverses, mais les mécanismes spécifiques par lesquels ils
jouent un réle préventif des maladies sont inconnus. De nombreuses études ont rapporté la
présence de composés phénoliques dans diverses sources alimentaires et leurs avantages
pour la santé humaine. Selon de nombreuses études, les composés phénoliques ont montré
une activité antimicrobienne. La consommation de composés phénoliques est liée au
microbiote intestinal. Cependant, les études in vivo et in vitro Un effet Prébiotique possible
des composés polyphénoliques a été montré. Récemment, la consommation d'un régime
riche en polyphénols (~ 3 g / jour) a été étudiée et il a été constaté que la consommation de
polyphénols chez I'homme augmentait considérablement. La diversité microbienne, qui est
liée a I’amélioration de la santé métabolique. En outre, la recherche sur les composés
phénoliques in vivo et in vitro a également attiré I'attention. Les composés phénoliques
peuvent inhiber l'activité des enzymes gastriques telles que I'amylase et la lipase, Réduit
l'absorption des graisses et des glucides alimentaires dans lintestin et entraine une
diminution du métabolisme des lipides et du glucose. Cette activité pourrait expliquer les
effets des composés phénoliques sur la phase postprandiale. La composition des
lipoprotéines peut également étre influencée par les composés phénoliques, car ils régulent

les enzymes importantes impliquées dans I'échange dynamique des lipides [49].
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1.8.Les activités biologiques :
1.8.1. Activité antioxydants :
1.8.1.1. Antioxydants :

Les antioxydants sont définis comme des substances capables de retarder ou d'empécher
I'oxydation de substances biologiques, de neutraliser ou de réduire les dommages causés
par les radicaux libres et de maintenir des niveaux d'ERO non cytotoxiques dans les
cellules [50]. Les molécules impliquées dans la défense antioxydante peuvent se diviser en
des antioxydants naturels (vitamine E, vitamine C, les caroténoides, des composés
phénoliques, HEs...) et des antioxydants endogénes (superoxyde dismutase (SOD), catalase
(CAT), gluthation peroxydase (GPX)...). Un régime alimentaire optimisé et riche en
antioxydants naturels peut jouer un r6le primordial dans le systeme de défense antioxydant.
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 [51].

Les antioxydants naturels ou synthétiques sont utilisés pour prévenir de nombreuses
maladies (telles que les maladies cardiovasculaires et neurodégénératives, l'inflammation et
le diabéte) et le vieillissement. Elle est causée par une formation excessive de radicaux
libres. Les antioxydants sont également utilisés dans les aliments pour retarder la
détérioration, le rancissement et la décoloration causée par I'oxydation par la lumiére, la

chaleur et certains métaux [51].
1.8.1.2. Les radicaux libres :

Un radical libre est un atome ou une molécule qui porte un électron non apparié (électron
unique). Cette propriété rend ces éléments trés réactifs du fait de la tendance de cet
électron a se ré-apparier, déstabilisant ainsi d‘autres molécules. Les molécules ainsi
transformées deviennent a leur tour d‘autres radicaux libres et initient ainsi une réaction en

chaine. C‘est typiquement ce qui se passe lors de la peroxydation lipidique [52].
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1.8.1.3. Evaluation de I'activité antioxydant :
1.8.1.3.1. Teste de DPPH :

Le 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), est un radical libre stable, violet en solution, il
présente une absorbance caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm,
cette couleur disparait rapidement lorsque le DPPH est réduit en 2.2 Diphenyl-1-
picrylnydrazine par un composé a propriété antiradicalaire, entrainant ainsi une
décoloration. L'intensité de la couleur est proportionnelle & la capacité des antioxydants

présents dans le milieu a donner des protons [53] (Figure 1. 15).
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Figure 1.15 : Réduction du radical libore DPPH [54].
1.8.1.3.2. Teste de FRAP :

La méthode de détermination du pouvoir réducteur du fer est basée sur le changement de
couleur lors de la réduction des ions fer (Fe3*) en ions fer (Fe2*) par transfert d'électrons en
présence de fer. Antioxydants. La forme réduite est de couleur verte et est proportionnelle
au pouvoir réducteur de l'extrait. L'absorbance est mesurée a 700 nm. Ce test est bon
marché, facile, reproductible et rapide. Utilisé pour indique la présence de composés

phenoliques [32].
1.8.1.3.3. Teste de PABTS :

L'activité antiradicalaire des extraits est déterminée par une méthode basée sur la réduction
du radical ABTS « 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) » qui est utilisé
comme un radical libre pour évaluer l'activité antioxydant des échantillons. Ce radical
cationique est facilement formé par oxydation en présence de persulfate de potassium pour
donner une solution colorée en vert-bleue [55]. L'addition d'un antioxydant & une solution
de ce radical cationique entraine la réduction de ce radical [56].

e
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1.8.2. L'activité anti-inflammatoire :
1.8.2.1. Inflammation :

L'inflammation est la réponse de défense de l'organisme face a diverses attaques qui
peuvent étre physiques, chimiques, biologiques (réponse immunitaire) ou infectieuses. La
fonction principale de l'inflammation est d'éliminer l'agent agresseur et de permettre la
réparation des tissus. L’inflammation de courte durée, appelée inflammation aigué, est un
phénomeéne positif pour I’organisme qui rétablit son intégrité physiologique. En revanche,
les inconvénients de I'inflammation surviennent lorsqu’elle persiste et devient chronique
[57]. Les signes cliniques de ce processus sont : De la fiévre, des rougeurs, un gonflement
et des douleurs peuvent survenir, ainsi qu'un dysfonctionnement des organes affectés. Au
niveau tissulaire, la réponse inflammatoire est caractérisée par une perméabilité vasculaire
accrue, une dénaturation accrue des protéines et des modifications des membranes
cellulaires [58,59].

1.8.2.2. Les anti-inflammatoires :

Les anti-inflammatoires sont des médicaments qui s'opposent aux processus
inflammatoires [60], c'est a dire les substances chimiques luttant contre les phénoménes
inflammatoires généraux ou secondaires [sont des réactions systématiques qui se
développent a distance chroniques et locaux ou primaires (aigués)] d'origine diverses
(infections, br0lures, irritations, troubles métaboliques, etc.) par inhibition de la
Cyclooxygénase (COX). En particulier la COX-2 [61,62].

1.8.2.3. L'évaluation de I'activité anti-inflammatoire in vitro :

1.8.2.3.1. Evaluation de [l'activité anti-inflammatoire in vitro par inhibition de la

dénaturation thermique des protéines (BSA) :

Il est bien établi que la dénaturation des protéines est 1’une des causes de I’inflammation a
l’origine de diverses maladies inflammatoires. Par conséquent, la capacité des substances a
inhiber la dénaturation de la protéine implique un potentiel évident d’activité anti-

inflammatoire [63,64].
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1.8.2.3.2. Evaluation de [l'activité anti-inflammatoire in vitro par la méthode de

stabilisation des membranes (Activité anti-hémolytique) :

Lors de l'inflammation, la membrane lysosomale est lysée et ses composants enzymatiques
sont libérés, ce qui peut entrainer divers troubles. L'AINS agit en inhibant la libération
d'enzymes lysosomales ou en stabilisant les membranes lysosomales. Lorsque les globules
rouges sont exposés a des contaminants, une lyse des membranes des globules rouges et
une oxydation de I'hémoglobine due a une hémolyse peuvent se produire. Les substances
toxiques comprennent un environnement hypotonique, la chaleur, le salicylate de méthyle
et la phénylhydrazine. Etant donné que les membranes des globules rouges humains
ressemblent aux membranes lysosomales, I'hypotension induite par la chaleur et la
suppression de la lyse des membranes des globules rouges peuvent constituer une mesure
mécaniste de [l'activité anti-inflammatoire. La solution hypotonique provoque une
accumulation de liquide en excés dans les globules rouges, entrainant une rupture de la
membrane. Enfin, une hémolyse des globules rouges se produit. Les dommages causes a la
membrane des globules rouges rendent les cellules sensibles aux dommages secondaires
dus a la peroxydation lipidique induite par les radicaux libres. Des enzymes et protéases
bactériennes sont présentes dans les lysosomes des neutrophiles activés. La fuite des
composants lysosomals provoque une inflammation supplémentaire et des lésions
tissulaires lorsqu'elles sont libérées de maniére extracellulaire. Par conséquent, la
stabilisation de la membrane lysosomale est importante pour contrbler les réponses
inflammatoires. Cela évite les fuites de composants [65].

1.8.3. L'activité antibactérienne :

En Algérie, tout comme dans d'autres nations en développement, les maladies infectieuses

et parasitaires posent un défi majeur en matiére de santé publique en raison de leur
fréquence et de leur gravité.

Les propriétés antimicrobiennes des plantes aromatiques et meédicinales sont connues
depuis l'antiquité, mais ce n'est qu'au début du 20e siecle que les scientifiques ont
commenceé a s'y intéresser. Un grand nombre de plantes, telles que les aromatiques et les
épices, présentent des propriétés biologiques importantes, trouvant des applications dans

divers domaines tels que la médecine, la pharmacie, la cosmétologie et lI'agriculture [66].
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Les recherches actuelles se concentrent principalement sur les molécules antimicrobiennes
d'origine naturelle provenant des plantes, car elles peuvent étre acquises plus facilement et
seront sélectionnées sur la base de leur utilisation en médecine traditionnelle [67].
Aujourd'hui, leur utilisation est basée sur des fondements scientifiques et rationnels,
puisque de nombreux travaux de recherche portent sur les propriétés antimicrobiennes des

plantes médicinales [68,69].
1.8.3.1. Généralités sur les bactéries :

Les bactéries sont des microorganismes unicellulaires qui sont classés parmi les
procaryotes parce qu'ils n'ont pas de membrane nucléaire. Leur taille typique est inférieure
a 1um, et elles sont visibles au microscope optique. Les bactéries peuvent avoir différentes
formes, telles que sphériques (cocci), en batonnet (bacilles), incurvées (vibrions) ou
spiralées (spirochetes) [70].

Les bactéries sont classées en gram positif et gram négatif (avec quelques exceptions,
comme les mycobactéries) en fonction de la structure de leur membrane cellulaire
procaryote. Les bactéries gram positives possédent une paroi cellulaire épaisse constituée
de couches de peptidoglycane et lacide teichoique ancrées sur la membrane
cytoplasmique. D'autre part, les bactéries gram négatives ont une fine couche de
peptidoglycane qui est entourée d'une membrane interne (IM) et d'une membrane externe

(OM) formant ainsi I'espace périplasmique [71].
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Figure 1.16: Paroi cellulaire des bactéries Gram positif et Gram négatif [72].
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1.8.3.2. L'évaluation de l'activité antibactérienne :

1.8.3.2.1. Méthode de dilution :

Les techniques de dilution sont utilisées avec des milieux solides ou liquides. Le principe
de ces méthodes est de mettre en contact un inoculum bactérien standardisé avec des
concentrations croissantes de la substance antimicrobienne a tester selon une évolution

précisément définie afin de déterminer la CMI de cette derniere [73].

1.8.3.2.2. Méthode de diffusion de disques :

Cette méthode implique [l'utilisation de disques de papier saturés avec différentes
substances a tester. Ces disques sont placés sur une gélose uniformément ensemencée avec
une suspension de la bactérie a étudier. Chaque antibiotique ou substance diffuse a partir
du disque au sein de la gélose et y détermine une zone d'inhibition en fonction de la
concentration de l'antibiotique ou de la substance. Les bactéries croissent sur toute la
surface de la gélose sauf la ou elles rencontrent une concentration d'antibiotique suffisante
pour inhiber leur croissance. On observe ainsi autour des disques une zone circulaire
indemne de colonies, appelée zone d'inhibition. Plus le diamétre de cette zone est grand,
plus la souche est sensible a I'antibiotique. Plus il est petit, plus la bactérie est résistante
[74].

1.9.Techniques d’analyse physico-chimiques :
1.9.1. Spectroscopie UV-visible :

La spectroscopie UV-visible est une méthode analytique quantitative qui mesure
I'absorption du rayonnement par les especes chimiques présentes en solution a chaque
longueur d’onde de bandes ultraviolettes et visibles du spectre électromagnétique.
L'absorption dans cette région est due a la transition d'un niveau €électronique & un autre
d'énergie plus élevé avec une modification du niveau de vibration et de rotation. Au cours

de ce processus, les électrons se déplacent d'une orbitale moléculaire a une autre avec une
énergie plus élevee [75].

1.9.2. Spectroscopie infrarouge IR :

La spectroscopie infrarouge (IR) est une technique analytique principalement utilisée pour

déterminer la présence de groupes fonctionnels dans les structures de molécules organiques
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et de certaines molécules simples. Il est basé sur I’absorption du rayonnement infrarouge

par I’échantillon analysé. Les fonctions chimiques présentes dans I'échantillon ont été
analysées [76].

1.9.3. Chromatographie sur couche mince (CCM) :

Chromatographie sur couche mince (CCM) La chromatographie sur couche mince est une

technique analytique rapide, simple et peu codteuse pour séparer et parfois identifier les
métabolites. Elle repose principalement sur des phénomeénes d'adsorption [77].

Principe : La chromatographie sur couche mince est basée sur les phénomenes
d'adsorption, d'interaction et de polarité. Un mélange de composés est déposé sur un
support solide (phase stationnaire) et immergé dans un solvant (phase mobile). Le solvant
se déplace le long de la phase stationnaire par capillarité. La phase mobile contient des
composés dont la hauteur varie en fonction de leur affinité pour les phases stationnaire et

mobile. Par conséquent, les composés peuvent étre caractérisés en fonction de leur Rf [78].
1.9.4. Chromatographie en phase gazeuse (GPC) :

La chromatographie en phase gazeuse (GPC) est une méthode de séparation et d'analyse
qui peut étre appliquée a des mélanges complexes. Il est idéal pour les composés volatils et
peut détecter et individualiser des composants chimiques traces depuis un échantillon
jusqu'au niveau du milligramme ou du microgramme, en particulier lorsqu'il est utilisé en
conjonction avec des détecteurs ou des appareils spécifiques. Une phase stationnaire est un
liquide non volatil dispersé ou greffé sur un support inerte. La phase mobile est constituée
de gaz inertes (Hz2, N2, He). La solution est injectée manuellement a l'aide d'une seringue
ou d'un injecteur automatique pour améliorer la reproductibilité. La chambre d'injection est
maintenue a une température qui fait évaporer I'échantillon en trés peu de temps. La
séparation de composés dépend du type de colonne utilisée et de la polarité de la phase

stationnaire [79].
1.9.5. Chromatographie liquide haute performance (HPLC) :

La chromatographie en phase liquide a haute pression - souvent appelée chromatographie
en phase liquide a haute performance (CLHP ou CLH) est la principale technique
analytique utilisée dans l'analyse pharmaceutique, principalement dans l'industrie
pharmaceutique [80].
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Les composés a separer (solutés) sont mis en solution dans un solvant. Ce mélange est
introduit dans la phase mobile liquide (éluant). Suivant la nature des molécules, elles
interagissent plus ou moins avec la phase stationnaire dans un tube appelé colonne
chromatographique. La phase mobile poussée par une pompe sous haute pression, parcourt
le systeme chromatographique. Le melange a séparer est injecté a I'entrée de la colonne ou
il se dilue dans la phase mobile qui I'entraine a travers la colonne les constituants du
mélange injectés sont soumis a un phénomeéne appelé rétention et se déplacent tous plus
vite que la phase mobile et que leur vitesse de déplacement sont différents. Ils sont ainsi
élués de la colonne les uns apreés les autres et donc séparés. Un détecteur placé a la sortie
de la colonne couplé a un enregistreur permet d'obtenir un tracé appelé chromatogramme.
Dans des conditions chromatographiques données, le "temps de rétention” (temps au bout
duquel un composé est élué de la colonne et détecté), caractérise qualitativement une
substance. L'amplitude de ces pics, ou encore l'aire limitée par ces pics et la prolongation
de la ligne de base permet de mesurer la concentration de chaque soluté dans le mélange
injecté [81].
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Chapitre 11 : Matériel et méthodes

Le travail expérimental de ce mémoire a été effectué au sein du laboratoire Chimie 1 de

I'Université de Ouzera a Médéa.

L'espece que nous avons étudié Lavandula angustifolia, de la famille des Lamiacée, le
matériel végétal est constitué de feuilles et de fleurs qui sont découpées, séchées a

température ambiante.
e Obijectif :
Les buts de notre étude sont :

» Extraction de I'huile essentielle de la plante de la famille de lamiacée par hydro
distillation de type Clevenger.

Préparation des extraits (Méthanol / Chloroforme) par macération.

Etude phytochimique des extraits pour la recherche de certains composés actifs.

FEtude des caractérisations de I’huile extraite.

YV V VY V

Evaluation de l'activité antioxydante et antibactérienne d'HE et des extraits de
I'espece Lavandula angustifolia

I11.1. Matériel :

11.1.1. Matériel végétale :
A. Zone d’échantillonnage :

La plante de lavandula angustifolia a été récoltée en enlevant les tiges fleuries du buisson a
Ouled Messaoud, Oued Harbil, dans la province de Médea, Au début du printemps, lorsque

la plante fleurit a cette période, elle se caractérise par sa couleur violette.
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Figure 1.1 : Le site de la récolte (Ouled Messaoud, Oued Harbil, Médéa).

11.1.2 Appareillage et réactifs chimiques :

Dans notre travail, nous avons utilise un ensemble d'équipements de qualité analytique et

de produits chimiques, qui sont les suivants :

11.1.2.1. Appareillage

e Etuve

L'étuve est une chambre de chauffage principalement utilisée dans les laboratoires pour
effectuer des traitements thermiques a température contrblée. Il opére généralement a la

pression atmosphérique, parfois sous vide.
Les étuves sont couramment utilisées pour :

- Séchage (élimination de I'humidité d'un échantillon).
- Stérilisation (tuer les micro-organismes par la chaleur).
- Incubation (maintenir une température constante pour faire croitre des micro-

organismes ou des cellules).
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Figure 11.2 : Etuve ventilée MEMMERT.

e Clevenger

L'appareil de Clevenger est un dispositif en verrerie utilisé en laboratoire pour extraire les
huiles essentielles des plantes. 1l se compose d'un ballon de distillation, d'un réfrigérant et
d'un Clevenger.

Figure 1.3 : L’appareil Clevenger.
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e Balance analytique

Une balance analytique est un instrument trés précis utilisé en laboratoire pour mesurer la
masse des échantillons. La balance SARTORIUS que nous avons utilisée est équipée d’un
écran numérique qui affiche des valeurs claires, en plus d’un bouton de tare qui permet de

régler le zéro du poids net.

Figure 11.4 : Balance analytique
e Evaporateur rotatif

Un évaporateur rotatif est un appareil de laboratoire utilisé pour évaporer rapidement un
solvant afin de concentrer partiellement une solution ou de concentrer a sec une solution ou
une suspension. Il fonctionne sur le principe de la distillation sous vide. Dans la plupart des
cas, les évaporateurs de solvant fonctionnent sous pression réduite, générée a 1’aide de

pompes & eau ou a vide.

Figure.11.5 : Evaporateur rotatif STUART.
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¢ Plaque chauffante

Une plaque chauffante est un appareil de laboratoire portable qui sert de source de chaleur
pour chauffer divers objets. Elle peut étre couplée avec un systéeme d'agitation magnétique

afin d'assurer une homogénéisation efficace du contenu d'un récipient.

Figure 11.6 : Plague chauffante STUART.
e Agitateur vortex

C’est un appareil de laboratoire courant utilisé pour mélanger des liquides dans des tubes.

Figure 11.7 : Vortex HEIDOLPH.
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e Bain-marie

Un bain-marie en laboratoire est un appareil utilisé pour chauffer des échantillons ou des

substances a une température constante et précise.

Figure 11.8: Bain-marie MEMMERT.
e pH-metre

Le pH-metre est un dispositif qui sert a évaluer le niveau de pH d'une solution, indiquant
son degré d'acidité ou d'alcalinité sur une échelle de 1 a 14. 1l se compose habituellement
d'une sonde munie d'une électrode en verre et d'une électrode de référence plongée dans la

solution.

Figure.l1.9 : pH-métre OHAUS.
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e Viscosimetre

Un viscosimeétre est un appareil utilisé pour mesurer la viscosité des fluides, c’est-a-dire la

résistance d’un fluide a I’écoulement.

Figure.l1.10: L’appareil de viscosimétre.
e Spectrophotomeétre uv-visible

Un spectrophotometre uv-visible est un appareil utilisé en laboratoire pour déterminer
I’absorbance d’une solution a une longueur d’onde donnée dans les domaines de 'ultra-

violet et du visible.

Figure I11.11 : Spectrophotometre uv-visible SHIMADZU.
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11.1.2.2. Produits et réactifs chimiques

e Aceton C3HgO

Figure.11.12: Acetone C3sHsO EDEN-LABO.

e Chloroforme

Figure.ll.13 : Chloroform HONEYWELL.
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e Méthanol

Figure.l1.14 : Méthanol HONEYWELL.

e Hydroxyde de sodium NaOH

Figure.l1.15 : Hydroxyde de sodium NaOH CHEM-LAB NV.
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e Chlorure de fer (111) FeCls;

Figure.l11.16 : Chlorure de fer (111) FeClsBIOCHEM.

e Acide chlorhydrique HCI

Figure.l1.17 : Acide chlorhydrique HCI.
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e FEthanol

Figure.l1.18: Ethanol SPECILAB.

e Hydroxyde de potassium KOH

Figure.11.19 : Hydroxyde de potassium KOH BIOCHEM.
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e Diethyl ether

Diethyl Ether

Iytical Reagen!

Figure.11.20: Diethyl ether BIOCHEM.
¢ Chlorure d’aluminium hexahydraté AICI 3.6H,O

Figure.l1.21 : Chlorure d’aluminium hexahydraté AICI3.6H20 BIOCHEM.
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e n-Hexane

Figure.11.22: n-Hexane 99% BIOCHEM.

e Carbonate de sodium Na,COs3

Figure.l1.23 : Carbonate de sodium Na2COs.
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Acide trichloroacétique (TCA)

Figure.l1.24 : Acide trichloroacétique (TCA) FLUKA.
Sulfate de cuivre (1) CuSO,
Phosphate de sodium
Ferricyanure de potassium
Diméthyl sulfoxyde DMSO (C,HsOS)
2,2 diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH).
Phénolphtaléine
Réactif de Fehling

11.2. Méthodes :

11.2.1. Séchage :

1.
2.

Préchauffez I'étuve a une température de 50°C.

Récoltez les tiges de Lavandula angustifolia Mill et retirez les feuilles et les fleurs
destiges.

Disposez les parties de la plante sur des plateaux d'étuve en une couche mince et
uniforme pour assurer un séchage homogene.

Placez les plateaux dans I'étuve préchauffée.

Laissez sécher a 50°C pendant 30 minutes. Toutes les 5 minutes, sortez le plateau et
pesez la masse de la plante pour calculer le taux d'humidité.

Surveillez attentivement le processus de séchage pour éviter tout sur-séchage ou
dégradation des composés volatils.
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7. Apres 30 minutes, retirez les plateaux de I'étuve et laissez la Lavandula angustifolia
Mill refroidir a température ambiante.

8. Une fois refroidie, vérifiez la texture et 'humidité de la lavande séchée pour vous
assurer qu'elle est bien seche.

9. Stockez la lavande séchée dans un contenant hermétique a I'abri de la lumiere et de

I'nhumidité jusqu'a son utilisation.
11.2.2. L extraction :

L'objectif de I'extraction est d'isoler le plus grand nombre possible de molécules bioactives
présentes dans la plante de lavandula angustifolia Mill en utilisant diverses méthodes et
solvants. Dans cette étude, on a employé deux méthodes distinctes et deux solvants
différents pour obtenir les extraits végétaux : la maceration a froid avec une solution de

(méthanol /chloroforme), ainsi que la méthode L'hydro-distillation de type Clevenger.
11.2.2.1. Extraction par macération a froide :
A. La stérilisation :

C'est la premiére étape que nous prenons pour stériliser les flacons avant de les utiliser
pour la macération.

e L'equipement nécessaire pour stériliser les flacons :

- Quantité d'acétone et eau distillée.

- Four étuve.

- Pince (pour retirer les flacons de I’étuve).

e Procedure :

1. Apportez 7 flacons de sirop et assurez-vous de les nettoyer soigneusement a I'eau et
au savon.

2. Videz une petite quantité d'acétone dans chaque flacon pour éliminer les éventuelles
impuretés solides coincées dans le verre.

3. Nettoyez ensuite a I'eau du robinet jusqu'a disparition de I'odeur d'acétone.

4. Apres vous étre assuré de I'absence d'impuretés ou d'odeurs inhabituelles, nettoyez-
les a I'eau distillée.

5. Couvrez les bouteilles et les bouchons d'aluminium et placez-les au four étuve a

une température de 105 °c pendant 24 heures (figure 11.25).
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B.

Figure 11.25 : Processus de stérilisation au four étuve.

Macération a froid

La macération (extraction solide-liquide) est le processus ou le broyat de matiere végétale

est laissé a reposer dans une solution (méthanol et chloroforme) afin d'extraire les principes

actifs tels que les composés phénoliques et les flavonoides.

Matériel et produites requis au processus de macération :

Deux béchers de 500 ml.

Deux éprouvettes (50 ml, 100 ml).

Balance analytique, broyeur, tamis, entonnoir, papier filtre, spatule.
Solution de méthanol.

Solution de chloroforme.

Matiere végétale broyée (lavandula angustifolia).

Procédure :

Séparer les brins de lavande séchée.

Broyer et tamiser la lavande.

Mettre 10 grammes de matiére végétale broyée dans chaque flacon.
Ajouter dans chaque flacon un solvant constitué d'un
(méthanol:chloroforme) (70 : 30/v : v).

Agiter chaque flacon pendant 2 minutes.

mélange
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6. Laisser macérer pendant 15 jours en agitant de temps en temps, ensuite filtrer sur
un papier filtre Wathman (n°1).
7. Récupérer le filtrat dans un flacon.

Figure 11.26 : Matiére végétale broyée (lavandula angustifolia).
11.2.2.2. Extraction par hydro-distillation de type Clevenger :

L'hydro-distillation de type Clevenger est la méthode la plus employée pour extraire les
huiles essentielles. Cette approche exploite a capacité de la vapeur d'eau a transporter les
huiles essentielles. Elle implique I'immersion d'une quantité de matiere végétale dans un
ballon en verre de grande taille, contenant de I'eau distillée mais pas complétement rempli
pour eviter les debordements lors de I'ébullition. Le mélange est chauffé jusqu'a ébullition
a l'aide d'un chauffe-ballon. Les vapeurs chargées d'huile essentielle passent a travers un
tube vertical, puis a travers un réfrigérant ou elles se condensent. Les gouttelettes ainsi
formées s'accumulent dans un tube préalablement rempli d'eau distillée. En raison de la
différence de densité, I'huile essentielle remonte a la surface de l'eau distillée. Ensuite
récupérée I'huile essentielle.

A. Matériel requise pour I’extraction de I’huile de lavandula angustifolia Mill :

- Appareil de Clevenger complet (Clevenger, ballon de distillation, réfrigérant).

- Equipement de laboratoire standard (chauffe-ballon, balance, entonnoir, élévateur,
pompe a eau, deux béchers, deux tuyaux).

- Tube a essai stérile pour ’huile extraite.

- Echantillon de lavandula angustifolia Mill.

- Solvant d’extraction (I’eau distillée).

e
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B. Procédure :

1. Assurez-vous que le ballon de distillation est propre et sec.

2. Placez 100 grammes de matiere végétale (feuilles, brindilles, fleurs) dans un ballon
de distillation.

Ajoutez 500 ml d'eau distillée dans le ballon de distillation.

Placez le ballon de distillation dans un chauffe-ballon.

Fixez le Clevenger sur le ballon de distillation de maniére étanche.

o g &~ w

Commencez a chauffer doucement le ballon de distillation pour permettre

I'évaporation de I'eau et des huiles essentielles de I'échantillon végétal.

7. Les vapeurs d'eau et les huiles essentielles sont entrainées a travers le tube de
condensation ou elles se condensent en liquide. L'huile essentielle, étant moins
dense que l'eau, flotte a la surface de I'nydrolat et est collectée dans le Clevenger.

8. Laissez l'extraction se poursuivre pendant deux heures et récupérez I'hydrolat de
temps en temps.

9. A la fin du processus d'extraction, récupérez I'huile essentielle extraite dans un tube
stérile et recouvrez-la de papier d'aluminium.

10. Stockez le tube a l'abri de la lumiere et de la chaleur pour conserver la qualité de

I'huile essentielle extraite.

2T

Figure 11.27 : Montage de I’extraction par hydro-distillation de type Clevenger.
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Figure 11.28: L’huile extraite de lavandula angustifolia Mill.

11.2.3. Evaporation :

La solution obtenue par macération a froid (apres la filtration (Figurell.29)) a été évaporée
a l'aide d'un évaporateur rotatif (rotavapeur), qui permet d'éliminer le solvant sous vide.

Figure 11.29 : Filtration du macerat.

A.Matériel requis pour I’évaporation rotatif :

- Appareil d’évaporateur rotatif complet (bain-marie, ballon de récupération, ballon
d’évaporation, réfrigérant).

- Pompe sous vide.

- Balance analytique.
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Pompe a eau.
Entonnoir.

Spatule.

Solution de méthanol.

Solution obtenue par la macération a froid (Le macérat).

B.Procédure :

7.
8.
9.

Déposer le macérat a évaporer dans le ballon d'évaporation.

Plonger le ballon d'évaporation contenant le macérat dans un bain-marie.

Mettre le ballon d'évaporation en rotation et ouvrir le robinet d'eau froide connecté
au refrigérant.

Fermer la vanne reliant le montage a la pression extérieure (vanne de fermeture) et
créer le vide a l'intérieur de I'appareillage en utilisant une trompe a eau.

Continuer l'évaporation jusqu'a ce que le solvant disparaisse complétement (a une
température de 45°C).

Ouvrir la vanne de fermeture pour rétablir la pression atmosphérique a l'intérieur du
dispositif.

Retirer le ballon d’évaporation et le laisser refroidir.

Peser le ballon pour déterminer le rendement d'extraction.

Récupérer le solide en ajoutant quelques gouttes de méthanol.

10. Transférer la solution dans une bhoite de Pétri et la laisser sécher a l'air.

Figure 11.30 : a. le solvant éliminer, b. le solide récupérer.
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C.Rendement d'extraction :

Le rendement d'extraction est le rapport entre la masse d'extraite sec obtenue et la masse de
la plante seche a traiter. Il est exprimé en pourcentage et se calcule selon la formule

suivante :

R(%) = (Me/Mm) x 100

Avec :

R (%) : le rendement d’extraction (%).

Me : la masse d’extrait sec obtenue (g).
Mm : la masse de la plant séche a traiter (g).
11.2.4. Criblage phytochimique :

Le criblage phytochimique est un moyen de mettre en évidence la présence des groupes de
métabolites primaires et secondaires dans la partie examinée d'une plante grace a des

réactions qualitative de caractérisation [1].

La Phytochimie qualitative basée sur des réactions colorées ou des précipitations utilisant
des réactifs chimiques spécifiques réalisées sur des extraits [2].

e Matériel requis pour le criblage phytochimique :
- Equipement de laboratoire standard (pipette graduée, bécher, cristallisoir, fiole
jaugée, micropipette, spatule)

- Tubes & essai stériles.
- Thermometre.

- Plaque chauffante.

- Balance analytique.

- Vortex.

e Produits requis pour le criblage phytochimique :
- L’hydroxyde de sodium NaOH (5%, 10%).

- Réactif de Fehling.
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- Sulfate de cuivre CuSO4 (2%).

- Chlorure de fer (111) FeCls (2%).
- L'hydroxyde de potassium KOH.
- Eau distillée.

11.2.4.1. Identifications des métabolites primaires :

A. Test de Fehling (sucres réducteurs) :

1.

4.

Procédure :

Dans un tube a essai (stérile), mettre 1 ml du réactif de Fehling préalablement
préparé (mélange de 5 ml de solution A et 5 ml de solution B)

Ajouter 1 ml d'extrait.

Préparer un autre tube a essai, y mettre 1 ml du réactif de Fehling et 1 ml d'eau
distillée. Cet échantillon est un tube blanc.

Chauffer les deux tubes dans un bain-marie & 100 °C pendant 3 minutes. La

formation d'un précipité rouge brique indique la présence de sucres réducteurs [3].

. Test de Biuret (protéines) :

Procédure :

Dans un tube & essai stérile, mettre 5 a 6 gouttes de NaOH (5 %), puis ajouter-y 2
ml de l'extrait.

Agiter un peu le tube, puis ajouter 5 a 7 gouttes de CuSOa.

Répéter le processus dans un autre tube a essai, mais ajouter 2 ml d'eau distillée a la
place de I'extrait. Cet échantillon est un tube blanc.

L'apparition d'une couleur rose ou violette indique la présence de protéines [4].

11.2.4.2. Identification des métabolites secondaires :

. Test de chlorure ferrique (composé phénolique) :

Procédure :

Dans un tube a essai, verser quelques gouttes de FeCls (2%), puis ajouter 2 ml
d'extrait.

Dans un autre tube, mettre quelques gouttes de FeClz (2%) avec 1 ml d'eau distillée
(tube blanc)

L'apparition de la couleur verte bleue foncée indique la présence des polyphénols

[5].
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Coumarines :

Procédure :

Ajouter dans un tube a essai 2 ml d'extrait avec 3 ml de solution de NaOH (10%).
Dans un autre tube a essai, répéter les mémes étapes en remplacant I'extrait par de
l'eau distillée.

La formation de couleur jaune indique la présence des coumarines [6].

. Tanins :

Procédure :

La détection des tanins est réalisée en procédant comme suit :

3.
4.
5.

Tout d'abord, mettre 1 ml de I'extrait dans un tube a essai.

Ajouter ensuite quelques gouttes de FeCls.

Répéter le méme processus pour le tube blanc (mettre de I'eau distillée a la place de
I'extrait).

L'apparition de la couleur verte a bleu-noir indique la présence de tanins galliques,

et la couleur brun verdatre indique la présence de tanins catechiques [7].

. Glysides de flavonoides :

Procédure :
Procurer-vous deux tubes a essai stériles et mettre 1 ml d'hydroxyde de potassium
(KOH) dans chacun des tubes.

. Ajouter 1 ml d'extrait dans le premier tube et 1 ml d'eau distillée dans le deuxieme

tube.

L'apparition d'une coloration jaune indique la présence des flavonoides glycosides
[4].

Flavonoides :

Procédure :

Obtenir deux tubes a essai stériles.

Placer 1 ml d'extrait dans le premier tube et 1 ml d'eau distillée dans le deuxiéme
tube.

Ajouter 1 ml d’hydroxyde de sodium (NaOH) dans les deux tubes.

Mélanger les deux tubes a l'aide d'un vortex.

L'apparition d'une couleur jaune indique la présence des flavonoides [4].
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11.2.5. Caractéristiques organoleptiques des composés phénoliques :

Pour les tests organoleptiques des composés phénoliques, concentrez-vous sur les aspects

suivants :

>

11.2.6.

B.

1
2
3.
4

La couleur : Afin de distinguer la couleur des composés phénoliques, nous avons
placé I'extrait dans un tube a essai, en notant la couleur de I'échantillon, son
pigment et sa teinte.

L'odeur : Pour détecter I'odeur caractéristique des composés phénoliques, nous les
sentons attentivement (en tenant compte de la toxicité des solvants
chloroforme/méthanol) et les comparons a I'odeur de la plante avant la macération.
Aspect : dépend de la précision de Il'observation, car nous assurons la présence
d'éléments ou de dépdts dans I'échantillon, ce qui fournit des indications sur la
qualité et la pureté d'un composé phénolique.

Lavage des pigmentes des composés phénoliques :

. Matériel et produits requis pour le lavage des pigments des composés

phénoliques :

Ampoule a décanter.
Eprouvette graduée.

Support.

Solution extraite (le macérat).
Solution d'hexane.

Procédure :

. Placer dans une ampoule a décanter 10 ml d'extrait (le macérét).

. Ajouter 30 ml d'hexane.

Agiter le mélange vigoureusement.
Laisser reposer le mélange jusqu'a ce que deux phases (non miscibles) distinctes se
forment.

Ouvrir le robinet de I'ampoule a décanter et séparer chaque phase individuellement.
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Figure 11.31: Processus de Lavage des pigmentes des composés phénoliques.
11.2.7. Dosage des composés phénoliques :

e Matériel requis pour le dosage des composés phénolique :
- Micropipette.

- Tube a essai.

- Spectrophotomeétre uv-visible.

- Bain-marie.

- Pipette graduée.

e Produits requis pour le dosage des composés phénolique :
- Extrait (obtenu aprés le lavage des pigmentes).

- L’eau distillée.

- Folin 10%.

- Carbonate de sodium Na2CO3 7,5%.

- Aluminum chloride hexahydrate AlCI3-6H20 3,6%.

- Acide gallique.

- Larutine.
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11.2.7.1. Dosage des polyphénols totaux :
A. Principe :

Les polyphénols totaux sont analysés quantitativement dans les différents extraits en
utilisant la méthode de Folin-Ciocalteu [8]. Le réactif Folin-Ciocalteu est un acide jaune,
est composé d'un mélange d'acide phospho-tungstique (H3PW12040) et de
phosphomolybdique (H3PMo12040). Lorsque les polyphénols sont oxydes, ils réduisent le
réactif Folin-Ciocalteu en un complexe bleu composé d'oxyde de tungsténe (WgO23) et de
molybdéene (MogO23) [9]. La couleur produite, dont I'absorption maximale est d'environ
760-765 nm, est directement proportionnelle a la quantité de polyphénols totaux présents
dans les extraits végétaux [10]. Le phénol standard utilisé dans cette méthode et 1’acide

gallique.
B. Procédure :
La teneur totale en composés phénolique a été identifiée par le protocole suivant :

1. Utilisez une micropipette pour prélever 100 microlitres de l'extrait (obtenu apres le
lavage des pigments) et transférez-le dans un tube a essai.

2. Ajoutez ensuite 200 microlitres de solution de Folin 10% (trés sensible a la
lumiere) et assurez-vous de bien melanger.

3. Ajoutez ensuite 2 ml d'eau distillée et 1 ml de Na2COz dans le tube a essai.

4. Reépetez les étapes précédentes dans trois tubes a essais.

5. Incubez le mélange a I’abri de la lumicre a température ambiante pendant environ
30 minutes jusgu'a ce qu'il prenne une couleur bleue.

6. Apres l'incubation, mesurez l'absorbance de la solution a une longueur d'onde 760
nm [11].
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Figure 11.32: La couleur visible dans le dosage des polyphénols.

11.2.7.2. Dosage des flavonoides :

La méthode utilisee pour quantifier les flavonoides dans les différents extraits est la

méthode du trichlorure d'aluminium.
A. Principe :

Les flavonoides ont un groupe hydroxyle (OH) libre en position 5, ce qui peut former un
complexe coloré avec le chlorure d'aluminium (AICI3) en présence du groupe (CO). Ce
complexe, lorsqu'il se forme avec l'aluminium, généralement sous forme de chlorure
d'aluminium (AICI3), confére a la solution une teinte jaunatre qui absorbe la lumiere visible

a une longueur d'onde de 420 nm [12,13].
B. Procédure :
La teneur en flavonoide a éte identifiée par le protocole suivant :

1. Utilisez une micropipette pour prélever 60 microlitres d'extrait (aprés le lavage des
pigments) et transférez-le dansun tube a essai.

2. Ajoutez ensuite 1,44 ml d'eau distillée et 1,5 ml d'AICI3.6H20 3,6% au tube
contenant I'extrait, puis mélangez soigneusement.

3. Laissez incuber le mélange a I’abri de la lumiére a température ambiante pendant
environ 15 minutes.

4. Aprés l'incubation, mesurez I'absorbance de la solution a une longueur d'onde de
430 nm [11].
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Figure 11.33: La couleur visible dans le dosage des flavonoides.

I1.2.8. Caractérisation de I’huile extraite :

Les huiles essentielles doivent répondre a des caractéristiques analytiques établis par des
commissions d'experts nationales et internationales. Selon les normes, chaque huile est
évaluée en fonction de ses caractéristiques organoleptiques et de ses propriétés physico-
chimiques pour déterminer sa qualité [14].

11.2.8.1. Caractéristiques organoleptiques :

Les caractéristiques organoleptiques sont des indications qui permettent d'évaluer
initialement la qualité d'une huile essentielle. Notre étude s'est concentrée pour tester
quatre parametres clés : I'aspect la texture la couleur et l'odeur.

» L’aspect : Pour évaluer I'aspect, on place I'huile dans un tube & essai et on observe
la pureté de I'huile essentielle en la regardant a la lumiere. On note si I'huile
essentielle est claire, trouble ou contient des particules en suspension.

> La texture : pour évaluer la texture, on touche directement I'huile et on note tout
changement dans sa consistance.

> La couleur : pour déterminer la couleur, les échantillons sont disposés sur des
assiettes blanches afin d'accentuer le contraste et permettre une évaluation visuelle

claire.
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> L’odeur : pour évaluer l'odeur, on sent les échantillons et on les compare a lI'odeur
de I'huile avant le processus d'extraction. On peut également les comparer a des
parfums bien connus pour mieux identifier les nuances d'odeur.

11.2.8.2. Caractérisation physique :
A. Ladensité relative :

La densité relative d'une huile essentielle a 20 °C est définie comme le rapport entre la
masse d'un certain volume de cette huile essentielle a 20 °C et la masse du méme volume

d'eau distillée a la méme température.

e Matériel requis :

- Balance analytique.

- Pycnometre.

- Bécher graduée.

- Pipette graduée.

- Echantillon d'huile de lavandula angustifolia.

e Procédure :

1. Nettoyez méticuleusement le pycnometre en le rincant avec l'eau distillée, puis
assurez-vous de le sécher complétement.

2. Procédez a une pesée précise du pycnometre vide et enregistrez cette mesure.

3. Remplissez partiellement le pycnomeétre avec l'eau distillée, en veillant a éliminer
toutes les bulles d'air.

4. Placez le pycnometre a température ambiante et laissez I'eau distillée s'équilibrer
thermiquement. Veillez a maintenir une température stable tout au long du
processus.

5. Complétez le remplissage du pycnomeétre avec le liquide jusqu'a ce qu'il dépasse
légérement. Ensuite, éliminez délicatement l'excés de l'eau a la surface du
pycnometre.

6. Remettez le pycnomeétre a température ambiante et laissez-le équilibrer pendant un
certain temps pour s'assurer que la température est uniforme.

7. Effectuez une pesée précise du pycnomeétre rempli de liquide et enregistrez cette
mesure.

8. Videz le pycnométre de I'eau distillée et assurez-vous de bien le sécher.
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9. Assurez-vous que le pycnométre est complétement rempli avec I'huile extraite, puis
le laisser reposer a température ambiante jusqu'a ce que sa température soit stable.
Ensuite, procédez a une pesee précise du pycnometre rempli d'huile et enregistrez
cette mesure.

10. Une fois que vous avez mesuré les masses du pycnometre vide, du pycnometre
rempli d'eau distillée et du pycnométre rempli d'huile extraite, vous pouvez calculer

la densité relative en utilisant la formule suivante :

D20= {m, — my)/ (m; —my)

Avec :

D20: La densité relative.

mo : La masse de pycnometre vide.

m; : La masse de pycnométre rempli d’eau distillée.

m; : LAmasse de pycnométre rempli d’huile extraite.

B. La viscosité :

L'un des moyens les plus courants de mesurer la viscosité consiste a utiliser un
viscosimetre.

e Matériel requis :

- Bécher.

- Viscosimétre.

- Thermométre.

- Echantillon d'huile de lavandula angustifolia.

e Préparation de I'échantillon :

1. Peser soigneusement la quantité d'huile de lavande nécessaire a 1’analyse.

2. Transférer I'huile dans un bécher ou un flacon gradué.

e Préparation du viscosimétre :

1. Nettoyer soigneusement le viscosimetre, puis assurez-vous de le sécher

completement.
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2.

4.
5.

C.

Régler la température du viscosimetre selon les instructions du fabricant. La
viscosité peut varier en fonction de la température, il est donc important de mesurer
a une température spécifiee.

Mesurer de la viscosité :

Remplir le viscosimétre avec de I'huile de lavande jusqu'au niveau spécifié.

Reégler le chronométre au moment ou vous commencer a mesurer la viscosité.
Surveiller le mouvement de Il'huile a travers les capillaires pour mesurer la
ViSCOSité.

Arréter le chronometre lorsque I'huile atteint le repére spécifié sur le viscosimetre.
Le temps écoulé represente la viscosité de I'huile de lavande.

Le potentiel hydrogene pH :

Le pH est déterminé a l'aide d'un pH-metre selon le protocole suivant.

O o & w D PE

Matériel requis :

Bécher.

pH-métre.

Solution tampon.

Echantillon d'huile de lavandula angustifolia.

Procédure :

Calibrer le pH-métre en utilisant des solutions tampon.

Apres calibrage, nettoyer les électrodes avec de I'eau distillée.

\erser une quantité adéquate de I'échantillon dans le récipient de mesure.
Plonger I'électrode dans I'échantillon.

Lire la valeur du pH affichée sur I'écran de I'appareil.

. Indice de réfraction :

L'indice de réfraction (changement de direction de la lumiére au passage d'un milieu a un

autre) d'une huile essentielle est défini comme le rapport entre le sinus de l'angle

d'incidence et le sinus de l'angle de réfraction d'un rayon lumineux spécifique, lorsqu'il

passe de l'air a cette huile maintenue a une température constante.

Matériel nécessaire :
Réfractometre.
Bain-marie.

Thermomeétre.
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- Echantillon d'huile de Lavandula angustifolia.

- Pipette pasteur en verre pour préelever I'échantillon.

- Papier absorbant pour nettoyer le réfractometre.

e Calibrage du réfractometre :

1. Assurez-vous que le réfractomeétre est propre et calibré selon les instructions du
fabricant.

2. Utilisez un liquide de référence pour calibrer le réfractometre afin d'obtenir des
mesures précises

e Mesure de l'indice de réfraction :

1. Prélevez une petite quantité d'huile de Lavandula angustifolia a lI'aide d'une pipette
pasteur.

2. Placez-le dansun tube a essai puis placez-le dans un bain-marie a 20 °C

3. Déposez soigneusement I'échantillon d'huile sur la plaqgue de mesure du
réfractometre.

4. Fermez le couvercle du réfractometre pour éviter toute interférence de lumiere
extérieure.

5. Lisez l'indice de réfraction sur I'échelle du réfractometre.

6. Nettoyez la plaque de mesure du réfractométre avec du papier absorbant imbibé
d'alcool entre chaque mesure pour éviter toute contamination.

7. Répétez les étapes 2 & 3 fois pour obtenir une moyenne fiable de l'indice de
réfraction de I'huile de Lavandula angustifolia [15].

Figure.l1.34 : Réfractometre CAUTION.
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11.2.8.3. Caractérisation chimique

e Matériel nécessaire :
- Bécher.

- Pipette graduée.

- Erlenmeyer de 250 ml.

- Cristallisoir.

- Balance analytique.

- Plague chauffante.

- Barreau magnétique.

- Thermomeétre.

- Burette graduée.

e Produits nécessaires :

- L'huile de lavandula angustifolia.
- Solvant (d'éthanol 95% et d'éther).
- Hydroxyde de potassium KOH 0,5 M.
- Phénolphtaléine.

- Chlorure d'hydrogéne HCI0,5 M.
A. Indice de saponification IS :

L'indice de saponification (IS) est une mesure qui indique la quantité de milligrammes

d'hydroxyde de potassium nécessaire pour saponifier 1 gramme de matiere grasse,

d’apres les réactions :
RCOOH + KOH — RCOOK + H20 (réaction a froid)
RCOOR’"+ KOH — RCOOK + R’OH (réaction a chaud)

En général, les huiles végétales ont un indice de saponification compris entre 190 et
200. Un indice plus élevé est associé a des glycéerides formées d'acides gras de faible
poids moléculaire. Cette valeur est précieuse pour estimer le poids moléculaire et

prévoir la longueur moyenne des chaines d'acides gras [16].
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Avec :

Procédure :

Apportez un bécher stérilisé et séché et mettez-y 1 gramme de corps gras (huile de
lavadula angustifolia). Ajoutez 3 ml de solvant (d'éthanol a 95 % et d'éther) et
agitez vigoureusement.

Versez le contenu du bécher dans un erlenmeyer stérilisé de 250 ml.

Rincez le bécher avec quelques gouttes de solvant pour récupérer toute la matiere
grasse.

Ajoutez 25 ml de KOH alcoolique et fermez correctement I'erlenmeyer.
Procurez-vous un autre erlenmeyer et versez-y 25 ml de KOH et 3 ml de solvant,
puis fermez correctement I'erlenmeyer. Cet échantillon constitue un témoin.
Chauffez les deux solutions dans les erlenmeyers au bain-marie a une température
de 100 °C pendant 30 minutes.

Laissez refroidir les erlenmeyers jusqu'a la température ambiante et ajoutez-y
quelgues gouttes de phénolphtaléine (coloration rose).

Effectuez le processus de titrage en méme temps et dans les mémes conditions en
titrant avec HCI jusqu'a la disparition de la couleur rose (répéter le méme processus
pour la solution de témoin).

Noter les volumes d'HCI versés pour chacun des deux tests [15].

Expression des résultats :

IS = {{(Vp — Vg) X Cyg X Myon/m

IS : Indice de saponification.

V1: Volume d’HCl vers¢, témoin (ml).

VEe: Volume d’HCl versé, essai (ml).

Chci: Concentration de la solution d’acide chlorhydrique (mol /L).

MkoH

: Masse molaire du KOH (56,1 g/mol).

m : Masse d’huile de lavandula angustifolia (g).
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B. Indice d’acide IA :

L'indice d'acide 1A indique combien de milligrammes d'hydroxyde de potassium (KOH)
sont nécessaires pour neutraliser les acides gras libres contenus dans un gramme de matiere
gras. Cet indice fournit une estimation de la teneur en acides gras libres. Le concept repose

sur un dosage acido-basique, qui implique la neutralisation a travers la réaction suivante :
RCOOH + KOH — RCOOK + H20 (réaction a température ambiante)

e Procédure :

1. Mesurer précisément 2 ml d'huile et les transférer dans un becher.

2. Verser délicatement 6 ml de solution alcoolique de KOH 0,5 N dans le bécher et
agiter vigoureusement pendant 30 secondes.

3. Ajouter deux gouttes de phénolphtaléine dans la solution.

4. Titrer I'excés de KOH en utilisant une solution d'acide chlorhydrique 0,5 N.

5. Préparer deux témoins en ajoutant 6 ml de KOH dans des béchers et noter le

volume (VT) [15].
C. Indice d'ester IE :

L'indice d'ester est le nombre de milligrammes de KOH nécessaire pour saponifier les

acides gras liés sous forme d'ester présents dans un gramme de corps gras, d’apres la

réaction :
RCOOR™ + KOH — RCOOK + R"OH (réaction a chaud)

Cet indice est donné par la différence entre l'indice de saponification et l'indice d'acide, et

est calculé selon la formule suivante :

IE=1I5-1IA
Avec :
IE : indice d’ester.
IS : indice de saponification.

IA :indice d’acide.
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11.3. Activité biologique :
11.3.1. Activité antioxydante :
A. Le test de piégeage du radical 2,2-diphényl-1-pikrylhydrazyl (DPPH) :

L'activité antioxydante d'un composé est sa capacité a inhiber I'oxydation, et plusieurs
techniques sont employées pour I'évaluer. Le radical DPPH est souvent utilisé pour évaluer

I'activité antiradicalaire des extraits végétaux.

La capacité des extraits a piéger les radicaux libres a été testée par le test de piégeage des
radicaux DPPH. La capacité de donneur d'atomes d'hydrogene des extraits végétaux a été
déterminée par la décoloration d'une solution méthanolique de 2,2 diphényl-1-
picrylhydrazyl (DPPH). Le DPPH produit une couleur violet/violet dans une solution de
méthanol et passe a des nuances de couleur jaune en présence d'antioxydants.

» Matériel et produit requis :

- Les tubes a essais.

- Pipette graduée, micropipette, bécher, balance analytique.
- L’appareil de spectrophotométre.

- Solution de DPPH.

- Solution de méthanol.

- Les échantillons (I’extrait phénolique et I’huile essentielle).

» Procédure :

Une solution de DPPH dans du méthanol a été préparée en mélangeant 2.4 mg de
DPPH avec 100 ml de méthanol. Ensuite, 1.8 ml de cette solution ont été combinés
avec 0.2 ml d'extraits (phénoliques pour le premier essai et huile essentielle pour le
deuxieme essai) dans du méthanol a différentes concentrations. Aprés agitation
vigoureuse, le mélange a été laissé dans I'obscurité a température ambiante pendant 30
minutes. Ensuite, l'absorbance du mélange a été mesurée a 517 nm par

spectrophotométrie. L'expérience a été répétée deux fois a chaque concentration [11].
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Figure 11.35 : le changement de couleur du DPPH lors de la réaction avec l'extrait.

» Expression des résultats :

e Calcul des pourcentages d’inhibition :

Les résultats peuvent étre représentés comme une activité anti-radicalaire, mesurée par

I'inhibition des radicaux libres en pourcentage (1h%), selon la formule suivante :

[ Th% = {{AC— AE)/AE) x 100 J

Avec :

Ih % : pourcentage d’inhibition.
AC : I’absorbance de la solution DPPH.
AE : I’absorbance de I'échantillon.

e Calculdes ICsq:

Les valeurs des concentrations inhibitrices nécessaires pour le piégeage et la réduction de
50% de moles du radical liore DPPH (I1Csp) sont déterminés par des régressions linéaires
des graphiques montrant les pourcentages d'inhibition en fonction des différentes
concentrations des fractions testées. Plus la valeur d'ICso est petite, plus l'activité de
I'extrait testé est grande.
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B. Le test de la réduction de fer (FRAP) :

Le pouvoir réducteur d’un extrait est li¢ a son pouvoir antioxydant. Cette technique a été
développée pour mesurer la capacité des extraits a réduire le fer ferrique (Fe3*) en fer
ferreux (Fe2*). Le fer ferrique est initialement jaune mais devient bleu lorsqu'il est réduit en
présence d'atomes d'électrons. Le changement de couleur du jaune au bleu est

proportionnel a ’activité antioxydante.

> Matériel et produits nécessaires :

- Lestubes a essais.

- Pipette graduée, micropipette, erlenmeyer, bécher, balance analytique.
- Les échantillons (’extrait phénolique et I’huile essentielle).

- Solution tampon phosphate de sodium.

- Solution de ferricyanure de potassium 1%.

- Solution d'acide trichloroacétique (TCA) 10 %.

- Solution de FeClz a 0,1 %.

- Eau distillée.

» Procédure :

Le test de la réduction de fer (FRAP) est effectué selon le protocole suivant : 0,1 ml
d'extraits (phénoliques pour le premier essai et huile essentielle pour le deuxiéme essai)
a éte combiné avec 2 ml de tampon phosphate de sodium 200 mM (pH 6,04) et 2 ml de
solution contenant 1% de ferricyanure de potassium. Ensuite, le mélange a été incubé a
50 °C pendant 30 min. 0,2 ml d'acide trichloroacétique (TCA) a 10 % ont été ajoutés,
suivi d'une centrifugation a 3 000 x g pendant 10 min. Une portion de 2 ml a été
prélevée avec soin de la couche supérieure, mélangée avec 0,2 ml d'eau distillée et 0,4
ml de solution de FeClz a 0,1 %. L'absorbance du mélange a été mesurée a 700 nm par
rapport a un blanc réactif [11].
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Figure 11.36 : le changement de couleur du FRAP lors de la réaction avec l'extrait.

11.3.2. Activité antibactérienne :
e Méthode de diffusion :

Pour évaluer l'activité antimicrobienne des extraits de Lavandula angustifolia Mill, nous

avons adopté la méthode de diffusion sur milieu gélosé
Principe :

La méthode fonctionne en diffusant le composé antimicrobien dans un milieu solide dans
une boite de Pétri, créant ainsi un gradient de concentration apres un certain temps de
contact entre le produit et le microorganisme cible. On interpréte les zones d'inhibition en
utilisant une régle basée sur les diamétres, ce qui permet de classer les germes en sensibles,

intermédiaires ou résistants [17].

Les souches bactériennes selectionnées sont présentées dans le tableau I1.1.
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Tableau 11.1 : Référence et origine des souches bactériennes utilisées.

Souches Référence Origine
Staphylococcus ATCC6538 SAIDAL-Medéa
aureus
Gram*
ST. Sap10pyk AB42 Laboratoire médi-
cal SHEFA Médéa
NAR ( Nalidixic
o .| Acid resistant) E47 o
Escherichia coli SAIDAL-Médéa
résistant au
cefotaxime ATC
Gramr
S typhimurium ATCC 14028 SAIDAL-Médéa
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A. Milieux de culture :
Dans ce travail, nous avons utilisé les milieux des cultures suivants :

% Gélose nutritive pour les souches bactériennes.
¢ Gélose Muller Hinton pour la réalisation de I’antibiogramme et I’activité

antibactérienne.

Figure 11.37 : La gélose de Muller Hinton.

B. Stérilisation du matériel :

- L'eau distillee était stérilisée.

- Les tubes a essai utilisés dans la préparation des solutions bactériennes ont été
stérilisés a sec dansun four pasteur.

- Lageélose nutritive ont été stérilisés a l'autoclave a 121°C pendant 30 minutes.

C. Préparation des concentrations des extraits :

Les extraits de la plante (I'extrait des composés phénoliques obtenus aprés évaporation et
I'huile essentielle obtenu apres l'extraction) ont été dissous dans du diméthyl sulfoxyde
DMSO (C2HeOS) pour les extraits bruts dans I'eau distillée afin de préparer les différentes
concentrations d'huile essentielle sont les suivantes (1; 0.5; 0.25; 0.125 mg/ml) ,Et aussi les
concentrations de composés phénoliques (5.618 ;1.124 ;0.225;0.045 mg /ml) avec des
dilutions successives, sachant que la concentration de la solution mere de chaque extrait est
de 1 g/ml.
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D. Préparation de l'inoculum :

Les souches bactériennes sont placées en culture dans des bouillantes nutritives et incubées
a une température de 37°C pendant 24 heures, avec une opacité de 0,5 Mc Farland.

E. Ensemencement :

Dans un délai de 15 minutes aprés avoir ajusté la turbidité de I'inoculum, un écouvillon a
été plongé dans la suspension et utilisé pour étaler uniformément la gélose Muller Hinton
pour les souches bactériennes. La boite a été tournée a environ 60 degrés apres chaque
application pour assurer une répartition égale de I'inoculum. Ensuite, le bord de la surface

de la gélose a été écouvillonné.

A Taide d’une micropipette ont été déposés avec précaution 20ul de différentes solutions
d'extraits a des concentrations croissantes. Les boites ont ensuite été incubées a 37°C
pendant 24 heures pour les souches bactériennes. Enfin, la lecture des résultats s'est faite en
mesurant le diametre, en millimétres, de la zone d'inhibition aprés une incubation de 24
heures a 37°C.

Figure 11.38 : Le processus de I’ensemencement.

F. Lecture :

L'activité antibactérienne est déterminée en termes de diametre de la zone d'inhibition
produite autour des disques a l'aide d'un pied a coulisse aprés 24 h d’incubation a 37°c. Les
résultats sont indiqués par le diametre de la zone d'inhibition et peuvent étre représentés
par des symboles en fonction de la sensibilité des souches aux extraits [18].

e
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La bactérie est classée dans l'une des catégories suivantes :

» 6mm < x < 7mm Résistante (-).
» 7mm < x < 8mm Intermédiaire (+).
» 8mm < x < 9mm Sensible (++).

» X >9mm Trés sensible (+++).
I1.4. Formulation de créeme :

A. Matériels et produits :

- Pipettede 5 ml.

- Bécher de 25ml.

- Homogenéisateur.

- Echantillon de I'HE de lavandula officinalis.

- Biosurfactant twin 80.

- Eau distillée.

B. Procédure:

1. Ajoutez 11 ml d'eau distillée dans un bécher.

2. Ajoutez ensuite 4 ml de Biosurfactant twin 80 et remuez bien jusqu'a obtenir un
mélange homogeéne.

3. Ajoutez 5 ml d'huile essentielle au mélange et mélangez a I'aide d'un
homogénéisateur.

4. Continuez a mélanger jusqu'a ce que le mélange devienne crémeux au toucher.

5. Ensuite, versez une petite quantité du mélange crémeux dans de l'eau distillée et

notez si le mélange est homogene ou hétérogene.
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

LI Taux d’humidité :

Le test d'humidité est réalisé afin d'estimer la teneur en humidité de la plante testée et de
déterminer le temps nécessaire pour son séchage. La teneur en humidité est cruciale lors de

I'extraction des polyphénols, car une humidité excessive peut entrainer la dégradation des
antioxydants.

Tableau I11.1 : La masse et le taux d’humidité de la plante de lavandula angustifolia Mill.

t(min) 0 5 10 15 20 25 30

lamasse 50 3826 31,74 2845 27,02 2517 2516
g

taux H 0 2348 36,52 43,1 4596 49,66 49,68
%

LA COURBE DE TAUX H EN FONCTION DU
TEMPS

0,6
0,5
0,4

0,3

taux H

0,2 — Seories]l

0,1

0 5 10 15 20 25 30
t(min)

Figure 111.1 : le taux d’humidité en fonction du temps.

Apreés avoir observe la courbe présentée dans la figure 111.1, nous remarquons que le taux

d'humidité de Lavandula angustifolia Mill augmente avec le temps jusqu'a se stabiliser a
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une valeur de 49,68 %. L'analyse de I'échantillon de la plante Lavandula angustifolia Mill a
révélé un taux d'humidité important de 49,68 % et un taux de matiere seche de 50,32 %.
Cela signifie que cette plante contient une quantité d'eau.

111.2. Criblage phytochimique :

L'évaluation préliminaire de la composition phytochimique de la plante L.angustifolia
Mill. Cette évaluation a impliqué la détection des métabolites primaires et secondaires a
l'aide de tests spécifiques adaptés a chaque groupe chimique. Pour valider les résultats, des
standards ont été utilisés et la confirmation s'est parfois faite par changements de couleur.

Les résultats de ces tests phytochimiques sont synthétisés dans le tableau suivant (tableau
11.2).

Tableau 111.2 : Criblage phytochimiques de la plante L. angustifolia Mill.

Test et groupe Résultats Résultats observés
phytochimique

Fehling (sucres) Rouge brique
(+)

Protéines Rose au voillet
()
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Test au chlorure ferrique Verte bleu foncée
(polyphénols) (+++)
Bleu noir
Tannins galliques, (++)
Tannins catéchiques Brun verdatre
)
Coumarines Jaune
(+++)
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Flavonoides Jaune
(+++)

Glysides de flavonoides Jaune
(++)

- : Test négatif.

+ : Test faiblement positif.
++ : Test positif.

+++ : Test fortement positif.

Le tableau présente les résultats du criblage phytochimique qui révélent la présence de

divers groupes de métabolites primaires et secondaires dans L. angustifolia Mill.

Les résultats du criblage phytochimique indiqués dans le tableau I11.2 démontrent la
présence de divers groupes de métabolites secondaires dans la plante, notamment les
polyphénols, les flavonoides, les tanins, les coumarines et les glysides des flavonoides,
ainsi que la présence de sucres en tant que métabolites primaires. Ces résultats ont montré
que la plante contient une grande quantité de polyphénols, de coumarines et de

flavonoides, tandis que les sucres, les tanins et les glycosides de flavonoides sont présents
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mais en faible quantité. En revanche, on remarque l'absence de protéines dans la plante L.

angustifolia Mill.

Nos résultats peuvent étre comparés a ceux obtenus par [1] sur L. angustifolia, qui ont
également révélé la présence de composés phénoliques et de tanins en quantité élevée,
ainsi qu'une faible présence de coumarines, flavonoides, glysides des flavonoides et sucres,
avec absence de protéine. Cependant, une étude récente menée par [2] sur la méme plante a

mis en évidence la présence de tanins galliques et de flavonoides libres.

Les différences observées dans les résultats du criblage phytochimique dans les études
antérieures sont le résultat de divers facteurs, tels que la période de récolte, la localisation

géographique, la partie de la plante utilisée, ainsi que le choix du solvant d'extraction [3].
111.3. Analyse quantitative :
111.3.1. Les tests organoleptiques :

e L’huile de L. angustifolia Mill :

Les différentes caractéristiques organoleptiques (Aspect, couleur, texture, odeur,
transparent) de I’HE de lavandula angustifolia Mill ont été notées et présentés dans le
tableau 111.3.

Tableau 111.3 : Caractéristique organoleptique d’huile essentielle de L. angustifolia Mill.

Aspect Couleur Texture Odeur Transparent
Liquide, Jaune pale. Huileuse, Caractéristique,  Transparent a

mobile, fluide. fraiche, légérement
limpide, florale. opaque.
brillance.

e [’extrait :

Les différentes caractéristiques organoleptiques (Aspect, couleur, odeur) de I’extrait sont
présentés sur le tableau I11.4.
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Tableau I11.4 : les caractéristiques organoleptiques d’extrait.

Aspect Couleur Odeur

Liquide, mobile, légere. Vert fonce. Aromatique, phénolique.

111.3.2. Rendement :
e Lerendement de I’huile extrait :

Le rendement de I’huile obtenu a partir de lavandula angustifolia Mill sont présentés sur le
tableau 111.5.

Tableau I11.5: Rendement en HE de lavandula angustifolia Mill obtenu par
hydrodistillation de type clevenger.

Masse de plante (g) Masse d’HE extrait (g) Rendement (%0)
100 2,58 2,58
Rendement :
R =2.58%

Les résultats obtenus montrent que Huile essentielle de L.angustifolia Mill présente un
rendement importante de 2.58 % d’un poids égale a 100 g de la matiére seche.

Ce résultat est proche de celui trouvé par [2], qui ont utilisé le méme protocole d'extraction

sur la plante L. angustifolia Mill, estimant le rendement en huile a 2,1 %. Cependant, il est
supérieur a celui trouve par [4] et [5] (1,11 % et 0,5 %, respectivement).

Cette différence des teneurs est probablement due a diverses conditions, notamment
I'environnement, le génotype, l'origine géographique, la période de récolte, le lieu de
séchage, la température et la durée de séchage, les parasites et la méthode d'extraction.
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. Le rendement de I’extrait des composés phénoliques :

Le rendement de I’extrait des composés phénoliques de lavandula angustifolia Mill sont
présentés sur le tableau I11.6.

Tableau 111.6 : Rendement en extrait de lavandula angustifolia Mill obtenu par

macération.
Masse de plante (g) Masse d’extrait (g) Rendement (%0)
10 2 20
Rendement :
R=20%

Les résultats obtenus indiquent qu'un rendement de 20 % est obtenu lors de I'extraction

(solide/liquide) des composés phénoliques a partir de 10 g de matiére séche et broyée.

Ce résultat est significativement plus élevé que celui rapporté par [2], qui a estimé un
rendement de 15,82 % pour des extraits Méthanoliques utilisant la méme méthode
d'extraction mais avec des solvants différents, obtenu a partir d'une plante récoltée en 2023

dans la wilaya de Tébessa.

Les rendements peuvent étre impactés par divers facteurs, tels que la composition
chimique et les caractéristiques physiques de la matiere végétale, ainsi que la méthode et

les conditions dans lesquelles I'extraction a éte réalisée [6,7].
I11.3.3. Les propriétés physiques de I’huile de L.angustifolia Mill :

Les différentes propriétés physiques de l'huile de Lavandula angustifolia Mill sont
présentés dans le tableau 111.7.
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Tableau I11.7 : propriétés physiques de I'huile de Lavandula angustifolia Mill.

Densité relative Indice de PH Viscosité
réfraction
0,86 1,463 6 9,8 Pa.s
A. Densité :

La densité des HEs obtenues dans notre travail a été déterminée en comparant la masse
d'un volume de notre huile a la masse du méme volume d'eau distillée prise a la méme

température. On suppose que c'est un parametre physique utilisé pour évaluer la pureté de
I'huile extraite.

Dans notre étude, la densité mesurée est de 0,86. Cette valeur est tres proche de celles
rapportées par [8] (0.871). Mais elle est inférieure a celle trouvée par [9] (0,893), et
confirme a la norme [10]. D’apres les résultats, nous pouvons dire que notre huile est d une

pureté acceptable.

B. Indice de réfraction :
L'indice de réfraction dépend de la densité, de la composition chimique de I'huile et de la
température [11]. Ce critére joue également un rdle crucial dans la pureté de I’huile. T1
correspond au poids moléculaire des acides gras présents dans I’huile. Il présente une
variation intéressante en fonction du degré d’instauration des lipides, ce qui peut nous

donner une idée de la prédominance d’un acide gras insaturé sur un autre dans I’huile [12].

L’indice de réfraction déterminé a la température de 20 °C est de 1,463. Cette valeur est
proche de celle rapportée par [9] (1,465), mais elle est inférieure a celle rapportée par [8]
(1,47798). C'est un résultat qui répond a la norme [10] pour l'huile de lavandula
angustifolia Mill (1.458-1.464).

C. PH:

Le pH, qui signifie potentiel hydrogene, est une mesure de l'acidité ou de Il'alcalinité d'une
solution, indiquant la concentration en ions hydrogéne (H+) dans cette solution. Plus le pH
est élevé plus le taux d'acidité est faible. Cette mesure est également applicable aux huiles,
ou un pH plus bas peut indiquer une meilleure qualité sanitaire de I'huile [13].
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Les resultats de pH de I'huile de Lavandula angustifolia Mill montrent que cette huile est
acide avec une valeur d'environ 6. En comparant avec d'autres travaux, cette valeur est

similaire a celle donnée par [11].
D. Viscositeé :

La viscosité des huiles essentielles est une caractéristique physique importante qui
influence leur écoulement, leur texture et leur application. Etant généralement plus élevée
que celle de l'eau, ce qui signifie qu'elles s'écoulent plus lentement et qu'elles sont plus

épaisses. Dans cette étude, une valeur de viscosité de 9,8 Pa.s a été obtenue.
I11.3.4. Les propriétés chimiques de ’huile de L.angustifolia Mill :

Les différentes propriétés chimiques de I’huile de L.angustifolia Mill sont résumés dans le
tableau I11.8.

Tableau 111.8 : propriétés chimiques de I’huile de L.angustifolia Mill.

Indice de saponification Indice d’acide Indice d’ester
(mg de KOH / g) (mg de KOH /) (mg de KOH / g)
19.54 1,444 18.1
A. Indice de saponification IS :

L'indice de saponification permet de classer les huiles en fonction de la longueur de leurs
chaines d'acides gras. Plus l'indice de saponification d'une huile est élevé, plus les acides

gras qu'elle contient sont courts [14].

La détermination du coefficient de saponification de I'huile de Lavandula officinalis
récoltées & Médéa a donné une valeur égale a 19.54 mg de KOHY/g, ce qui est une valeur
trés faible par rapport a la norme de l'indice de saponification pour cette plante. Cela est d{
a plusieurs raisons, notamment l'utilisation de produits obsolétes et des erreurs de mesure
dans les équipements de laboratoire.
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B. Indice d’acide IA :

Le corps gras est un des composés le plus altérable, la présence d'eau ou d'air peut
entrainer respectivement des phénomenes d'hydrolyse et d'oxydation [12]. La quantité
d'acides gras libres dans une huile est mesurée par l'indice d'acidité, qui peut révéler la

fraicheur et la qualité de I'huile, une acidité libre tres élevée rend Il'huile trés fragile a
I'oxydation.

L'indice d'acide de I'huile de Lavandula officinalis étudiée est de 1,44 mg de KOH/g de

corps gras. Cette valeur est inférieure aux résultats trouvés par [15] et [16], qui sont
respectivement de 2 mg de KOH/g et 1,683 mg de KOH/g.

C. Indice d’ester IE :

L’indice d'ester est égal a l'indice de saponification pour les glycérides pures. 1l permet de

trouver la masse molaire.

L'indice d'ester de I'huile de Lavandula officinalis a été calculé, et la valeur obtenue est de
18,1 mg de KOHY/g, ce qui est trés faible comparé a la norme [10], qui devrait se situer
entre 108 et 165 mg de KOH/g. Cette valeur faible est due a la diminution de l'indice de
saponification.

111.3.5. Dosages des polyphénols et des flavonoides :

L'estimation quantitative des polyphénols et des flavonoides totaux dans I'extrait
phénolique de la plante de lavandula angustifolia Mill a été réalisée en utilisant la méthode

Folin-Ciocalteu et la méthode au trichlorure d'aluminium (AICI3), respectivement. L'acide
gallique et la rutine ont été utilisés comme standards.

111.3.5.1. Dosage des polyphénols totaux :

Le dosage des polyphénols totaux est effectué en utilisant la méthode qui repose sur leurs
réactions avec le réactif de Folin-Ciocalteu. La présence de polyphénols, qui ont réduit le
réactif, est confirmée par la formation d'une couleur bleue apreés incubation. L'intensité de
la couleur, allant du bleu clair au bleu foncé, est proportionnelle a la quantité de
polyphénols présente. Cette quantification est réalisée en utilisant une courbe d'étalonnage

basée sur les absorbances de différentes concentrations d'acide gallique, considéré comme
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un standard (0.25;0.5;0.75;1 mg/ml), et déterminée par I'équation y =0,82x + 0,018
(figure 111.2).

La teneur totale en phénols des parties de la plante a été exprimée en milligrammes
d'équivalents d'acide gallique Par gramme de poids sec (mg GAE /g DW).

Tableau 111.9 : les absorbances de différentes concentrations d'acide gallique.

A 0 0.2 0.49 0.65 0.8

courbe d'étalonnage

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

y=0,82x+0,018

absorbance A

o

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
¢ (mg/ml)

® Seriesl

Linear (Series1)

Figure 111.2 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

Tableau 111.10 : Les absorbances et les concentrations de notre échantillon pour la teneur

des polyphénols.

1,085 0,690
1.301 0.819
13.01 8.19
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Les concentrations sont calculés selon les équations suivantes :

c={A—0018)/0.82

Avec :
c : la concentration en (mg/ml).

A : Absorbance.
C={cxv)m
Avec:
C: la concentration en (mg/g).
v: volume total (solvant + plante) en ml.
m: la masse de plante en g.

Les résultats du dosage des polyphénols totaux (Tableau 111.10) révelent que l'extrait
phenolique de Lavandula angustifolia Mill contient une teneur en polyphénols égale a

8,993 mg GAE/g DW. Cette valeur a été obtenue pour une quantité de 0,1 ml d'extrait
phénolique dilué.

La teneur en polyphénols totaux de L. angustifolia Mill dans cette étude est nettement
supérieure a celle rapportée par [17] (0,078 mg EAG/mg d'extrait), mais elle est inférieure

a celle trouvée par [1] pour les extraits hydro MeOH et hexane (41,975+0,01mg EAG/g
MS et 28,334+0,06 mg EAG/g MS, respectivement).

111.3.5.2. Dosage des flavonoides totaux :

Les flavonoides sont les composés phénoliques les plus courants, et leur dosage a été
effectué en utilisant la méthode d'AlICls. Cette quantification utilise une courbe
d'étalonnage basée sur les absorbances de différentes concentrations de la rutine (Figure

[11.3), un standard (0.01 ;0.02;0.03;0.04 ;0.05 ;0.06 ;0.07 ;0.08 ;0.09 ;0.1 mg/ml), avec
une équation y =9,3061x + 0,0334.
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Tableau I11.11: les absorbances de différentes concentrations de la rutine.

- 0.12 025 0319 0.395 0.478 0573 0.691 0.800 0.852 0.981

COURBE D'ETALONNAGE

® Seriesl

Linear (Series1)

1,2

y=9,3061x+0,0334

o]
-
[+.4]

ABSORBANCE A
o
a

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
CONCENTRATION
Figure 111.3 : Courbe d’étalonnage de la rutine.

Tableau 111.12 : Les absorbances et les concentrations de notre échantillon pour la teneur
des flavonoides.

_ 0,01 0,126 0,054
_ 0.00251 0.00995 0.00221
_ 0.6275 2.4875 0.5525

Les résultats des concentrations obtenues dans le tableau précédent sont calculés selon les
équations suivantes :

[ c=(A—0.0334)/9.3061 J
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Avec :
c : la concentration en (mg/ml).
A : Absorbance.

C={cxFxv)/m

Avec :

C: la concentration en (mg/g).

F : le facteur de dilution.

v : volume total (solvant + plante) en ml.

m: la masse de plante en g.

Les résultats du dosage des flavonoides (voir Tableau 111.12) indiquent que I'extrait phéno-
lique de lavandula angustifolia Mill presente une teneur en flavonoides de 1.2225 mg

GAE/g DW. Cette valeur a été obtenue pour une quantité de 60 pl d'extrait phénolique
dilué 25 fois.

Dans la présente étude, les teneurs en flavonoides totaux de L. angustifolia Mill étaient
significativement plus élevées que celles trouvées par [17] (FT=0,001 mg EQ/mg extrait),
mais elles etaient inférieures a celles trouvees par [1] pour l'extrait hydro MeOH
(19,24+0,01 mg EQ/mg).

Le teneur de flavonoides et polyphénols varie selon la polarité des solvants utilisés lors de
la préparation des extraits, ainsi que selon la méthode d'extraction. De nombreuses études
antérieures ont démontré que l'extraction hydroalcoolique est le solvant le plus couram-

ment utilisé pour obtenir une concentration élevée en flavonoides et polyphénols.

L'estimation quantitative des composeés phenoliques Dans I’extrait de plante de lavandula
offcinalis indique que le teneur polyphénols totaux sont plus élevées que celles des flavo-
noides totaux.
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111.4. Analyse biologique :
I11.4.1. Evaluation de Pactivité antioxydants :
111.4.1.1. Test DPPH :

Nous avons évalué le pouvoir antioxydant des deux extraits (les composés phénoliques et
I'huile essentielle de Lavandula angustifolia Mill) en utilisant la méthode de piégeage du
radical libre DPPH. Cette méthode est couramment employée pour évaluer les activités
antioxydantes.

La mesure de I'absorbance a été réalisée par spectrophotométrie a 517 nm. En utilisant les
valeurs obtenues, nous avons calculé les pourcentages d'inhibition selon une formule
préalablement définie. Ces valeurs ont ensuite été utilisées pour tracer les courbes
représentant la variation du pourcentage d'inhibition en fonction des concentrations des
différents extraits de la plante. Nous avons identifié graphiquement la concentration
correspondante & 50 % d'inhibition (I1Cso), ce qui indique I'activité antioxydante des extraits

(Pextrait phénolique et I'huile essentielle de Lavandula angustifolia Mill).
A. Les composés phénoliques :

Apres avoir utilisé 10 tubes d'essai deux fois, les résultats du premier tube ont été
supprimés en raison de l'absorption excessivement faible méme en présence de DPPH.
C'était un mélange turbulent ou un taux d'absorption trés élevé se produirait malgré
l'existence du DPPH. Comme le montre le tableau 111.13, les résultats commencent a
apparaitre dans le deuxiéme tube, et ’absorbance de DPPH est 0.750.
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Tableau 111.13: Les valeurs d’absorbance des essais, les valeurs d’inhibitions et les

concentrations réactionnels pour le test de DPPH des composes phénoliques.

Dilutions
1024

512

256

128

64

32

16

8

4

C

C rea

0,09765625 0,00976563
0,1953125 0,01953125

0,390625
0,78125
1,5625
3,125
6,25

12,5

25

0,0390625
0,078125
0,15625
0,3125
0,625

1,25

2,5

absl
0,749
0,702
0,683
0,627
0,551
0,441
0,321
0,06
0,041

abs2
0,722
0,687
0,661
0,64
0,57
0,478
0,322
0,074
0,043

inibl

0,13333333
6,4
8,93333333
16,4
26,5333333
41,2

57,2

92
94,5333333

inib2

3,73333333

8,4
11,8666667
14,6666667

24
36,2666667
57,0666667
90,1333333
94,2666667

inib moy

1,93333333
7,4

10,4
15,5333333
25,2666667
38,7333333
57,1333333
91,0666667
94,4

Les résultats obtenus dans le tableau 111.13 sont calculés a l'aide des équations suivantes :

Avec :

C : la concentration en g/l.

m :La masse de plante en g.

La concentration C:

C={(m/v)/D

v : Volume de solvant + plante en L.

D : Dilution.

Avec :

La concentration C rea :

Crea=C/F

F : le facteur de dilution est calculé selon I’équation suivant
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F=V;/Vg

Avec :
VT : volume totale en ml.

VE: volume d’extrait en ml.

LA COURBE DE INIB EN FONCTION DE

C REA
—f— Series1 Linear (Series1)

120

= 100 — ~

z 80 1
60
40
20
0

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
CREA

Figure 111.4: Le pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction de C REA des composés
phénoliques (1°" essai).

LINEARISATION DE COURBE

e Seriesl

Linear (Series1)

100
y=54,4x+ 23,8

80 R?=0,9996

o 60
=
= 40
20
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4

CREA

Figure 111.5: Linéarisation de I’histogramme d’inhibition (1°" essai) des composés
phénoliques.

104



Chapitre 11 : Resultats et discussion | 2024

LA COURBE DE INIB2 EN FONCTION
DE C REA

—f— Series1

Linear (Series1)

120
100
80
60
40
20

¢

INIB 2

CREA

Figure I11.6 : Le pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction de C REA des composés
phénoliques (2¢Me essai).

LINEARISATION DE LA COURBE

e Seriesl

Linear (Series1)

70
60
50
40
30
20
10

y=69,973x+13,6
R?=0,9982

INIB 2

CREA

Figure I111.7 : Linéarisation de I’histogramme d’inhibition (2¢™¢ essai) des composés

phénoliques.

Nous avons graphiquement identifié la concentration a laquelle 50 % d’inhibition (ICso) a
¢été atteinte, représentant 1’efficacité et ’activité antioxydante des composés phénoliques,

comme indique dans le tableau I11.14.
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Tableau 111.14 : Les ICso de chaque essai et 1’écartype des composés phénoliques.

C(mg/ml) C(ug/ml)
1ICs0 1 0,48161765 481,617647
ICsp 2 0,37536221 375,362214
IC50 M 0,42848993 428,489931
Ecartype 0,07513394 75,1339371

D'aprés les résultats obtenus dans le tableau I11.14, nous remarquons que I'extrait
phénolique de Lavandula angustifolia a montré une activité antioxydante élevée sur les
radicaux DPPH, avec une ICso de 428.48+75.133931 pg/ml. Les résultats de la recherche
menée par [18] sur I'extrait méthanolique de Lavandula officinalis de la région de Tébessa
peuvent étre comparables a ceux de notre travail. 1ls ont trouvé une 1Cso de 636.83 pg/ml,
ce qui est une valeur beaucoup plus élevée que celle obtenue dans notre étude. Le travail
de [19] sur les composés phénoliques a révelé des valeurs de 1Cso de 34.2 pg/ml, ce qui est
également beaucoup moins que le résultat que nous avons obtenu. L'évaluation de l'activité
antioxydante par le paramétre 1Cso est inversement proportionnelle a I'action antiradicalaire

(anti-DPPH) : un I1Cso faible correspond a une activité antioxydante élevée, et vice versa.
B. L’huile essentielle :

Pour tester cet extrait, nous avons utilisé deux fois 15 tubes. Le premier tube a été éliminé
en raison d’une absorbance trop faible, comme le montre le tableau I11.15. Pour I’huile
L’absorbance de DPPH est 0.8.
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Tableau 111.15: Les valeurs d’absorbance des essais, les valeurs d’inhibitions et les

concentrations réactionnels pour le test de DPPH d’huile essentielle.

Dilutions

8192
4096
2048
1024
512
256
128
64
32
16

8
4
2

C

0,10339355
0,20678711
0,41357422
0,82714844
1,65429688
3,30859375
6,6171875
13,234375
26,46875
52,9375
105,875
211,75
423,5

C rea

0,00516968
0,01033936
0,02067871
0,04135742
0,08271484
0,16542969
0,33085938
0,66171875
1,3234375
2,646875
5,29375
10,5875
21,175

absl

0,8
0,798
0,793
0,789
0,781
0,774
0,762
0,745
0,732
0,632
0,588
0,487
0,321

absl

0,8

0,8
0,799
0,798
0,775
0,762
0,736
0,698
0,647
0,599
0,552
0,445
0,313

inibl

0

0,25
0,875
1,375
2,375
3,25
4,75
6,875
8,5

21
26,5
39,125
59,875

inib2

0

0
0,125
0,25
3,125
4,75

8
12,75
19,125
25,125
31
44,375
60,875

inib
moy
0
0,125
0,5
0,8125
2,75
4
6,375
9,8125
13,8125
23,0625
28,75
41,75
60,375

On obtient les résultats mentionnés dans le tableau I11.15 grace aux équations mentionnées

précédemment dans les composés phénoliques avec un changement dans la méthode de

calcul de la concentration.

Avec :

Calcule de concentration :

c=d/D

d : La masse volumique d’huile de lavandula angustifolia Mill en g/I.
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LA COURBE DE INIB1 EN FONCTION
DE C REA

—f— Series1

Linear (Series1)
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Figure 111.8: Le pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction de C REA d’huile
essentielle (ler essai).

LINEARISATION DE LA COURBE

e Seriesl Linear (Series1)
70
y=2,0813x+16,125

60 R2=0,9975
50
@ 40
Z 30
20
10
0

0 5 10 15 20 25
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Figure 111.9: Linéarisation de I’histogramme d’inhibition d’huile essentielle (1" essai).
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LA COURBE DE INIB2 EN FOCTION DE
C REA

—f— Series1

Linear (Series1)
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Figure 111.10: Le pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction de C REA d’huile
essentielle (2¢Me essai).

LINEARISATION DE LA COURBE

e Seriesl

Linear (Series1)

70 y=1,835x+22,75
60 R*=0,9832

50
40
30
20
10

INIB2

CREA

Figure 111.11 : Linéarisation de I’histogramme d’inhibition d’huile essentielle (2¢M¢ essai).

Nous utilisons la méme méthode que celle utilisée pour calculer 1Cso des composés
phénoliques pour calculer ECso d'huile essentielle indiquée dans le tableau 111.16.
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Tableau 111.16 : Les ECso de chaque essai et I’écartype de I’huile essentielle.

C(mg/ml) C(ug/ml)
EC50 1 16,2758853 16275,8853
EC50 2 14,8501362 14850,1362
EC50 M 15,5630108 15563,0108
Ecartype 1,0081568 1008,1568

D'aprés les résultats consignés dans le tableau I11.16, I'huile de Lavandula angustifolia
possede un faible pouvoir antioxydant. Leur ECso est :15.5630108+1.0081568, Cela est d{
a la valeur élevée obtenue, qui dépasse la limite comprise entre 0,1 et 0,6. Ces résultats
montrent que 1’huile essentielle de Lavandula officinalis a une activité antioxydante, méme
si elle est moins efficace, comme le montre le changement de couleur du violet au jaune

dans les trois premiers tubes a essai.
111.4.1.2. Test FRAP :

Nous avons évalué l'activité antioxydante de I'huile essentielle et de I'extrait phénolique de
Lavandula angustifolia en utilisant le test FRAP, un essai simple, rapide et reproductible.
La spectrophotométrie & 700 nm a été utilisée pour mesurer 1'absorbance. En utilise ’acide

ascorbique comme un standard

A. Courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique :

Nous utilisons 1’acide ascorbique comme un standard avec une concentration C= 1 mg/ml.
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Tableau 111.17 : Les valeurs d’absorbances des essais et les concentrations de ’acide

ascorbique.
Dilutions C C rea abl ab2 ab moy
1024  0,00097656  8,8778E-05 0,01 0,011 0,0105
512 0,00195313  0,00017756 0,018 0,016 0,017
256  0,00390625  0,00035511 0,041 0,036 0,0385
128 0,0078125  0,00071023 0,054 0,046 0,05
64 0,015625  0,00142045 0,077 0,07 0,0735
32 0,03125  0,00284091 0,09 0,084 0,087
16 0,0625  0,00568182 0,32 0,378 0,349
8 0,125  0,01136364 0,533 0,527 0,53
4 0,25  0,02272727 1,46 1,287 1,3735
2 0,5  0,04545455 2,53 3,02 2,775
LA COURBE D'ETALONNAGE
¢ Seriesl Linear (Series1)
3
2,5 y = 60,929x-0,023
2
= 15
2 1
0,5
0
05 0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
CREA
Figure 111.12 : Courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique.
B. Les composes phéenoliques :

Dans le test FRAP pour les composés phénoliques, nous procédons a l'utilisation de 10

tubes a essai deux fois, en mesurant l'absorbance de chaque tube avec un
spectrophotomeétre. Ensuite, nous calculons les concentrations et les Crea en utilisant les
mémes équations que celles appliquées dans le test DPPH pour les composés phénoliques.

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 111.18.
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Tableau 111.18 : Les valeurs d’absorbance des essais et les concentrations réactionnels

pour le test de FRAP des composés phénoliques.

Tube Dilution C Crea absl abs2 abs moy
10 1024 0,09765625 0,00072769 0,101 0,109 0,105
9 512 0,1953125 0,00145538 0,142 0,131 0,1365
8 256 0,390625 0,00291077 0,176 0,196 0,186
7 128 0,78125 0,00582154 0,197 0,223 0,21
6 64 1,5625 0,01164307 0,236 0,261 0,2485
5 32 3,125 0,02328614 0,262 0,293 0,2775
4 16 6,25 0,04657228 0,309 0,347 0,328
3 8 12,5 0,09314456 0,357 0,377 0,367
2 4 25 0,18628912 0,497 0,482 0,4895
1 2 50 0,37257824 0,701 0,722 0,7115

LINEARISATION DE LA COURBE DE
ABS1 EN FONCTION DE C REA

0,8
0,6

0,4

ABS1

0,2

0 0,05

¢ Seriesl

y=1,4692x+0,1884

R*=0,9361

0,1 0,15 0,2

CREA

Linear (Series1)

0,3

0,35

0,4

Figure 111.13 : Linéarisation de la courbe de ’absorbance 1 en fonction de C rea des

composés phénoliques.
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LINEARISATION DE LA COURBE DE
ABS2 EN FONCTION DE C REA

¢ Seriesl Linear (Series1)
0,8
y=1,4517x+0,206
0,6 RZ=0,9088
(o]
$ 04
<
0,2
o
0
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4

CREA

Figure 111.14 : Linéarisation de la courbe de I’absorbance 2 en fonction de C rea des
composés phénoliques.

Dans ce type de test, nous mesurons la VCEAC. Pour calculer ce facteur, nous devons
tracer la courbe de l'absorbance de chaque essai en fonction de Crea. Nous linéarisons
ensuite la courbe pour obtenir une équation, se forme y = ax + b. nous calculons ensuite la
pente de la courbe d'étalonnage et celle de la courbe de I'absorbance en fonction de la C rea

pour déterminer la VCEAC par I’équation suivante :

VCEAC = a,/a,
Avec :
a1: la pente de la courbe de I'absorbance de chaque essai en fonction de Crea.

a0 la pente dela courbe d'étalonnage d’acide ascorbique.

Tableau 111.19 : Les VCEAC de chaque essai, VCEAC m et I’écartype des composés
phénoliques.

VCEAC1 0,02411331
VCEAC2 0,02381046
VCEACM 0,02396189

Ecart 0,00021415
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C. L’huile essentielle :

Dans le test FRAP pour I'huile essentielle, nous utilisons 15 tubes a essai a deux fois, en
mesurant l'absorbance de chaque tube. Ensuite, nous calculons les concentrations et les

Crea en utilisant les mémes équations que celles employées dans le test DPPH pour I'huile
essentielle. Les résultats obtenus sont indiqués dans le tableau I11.20.

Tableau 111.20 : Les valeurs d’absorbance des essais et les concentrations réactionnels

pour le test de FRAP de I’huile essentielle.

Tube Dilutions C C rea absl abs2
15 32768 0,02584839 0,00019261 0,117 0,124
14 16384 0,05169678 0,00038522 0,127 0,127
13 8192 0,10339355 0,00077044 0,129 0,128
12 4096 0,20678711 0,00154089 0,131 0,135
11 2048 0,41357422 0,00308178 0,136 0,139
10 1024  0,82714844 0,00616355 0,143 0,146

9 512 1,65429688 0,0123271 0,154 0,152
8 256  3,30859375 0,0246542 0,168 0,165
7 128 6,6171875 0,0493084 0,174 0,177
6 64 13,234375 0,0986168 0,18 0,189
5 32 26,46875 0,19723361 0,189 0,191
4 16 52,9375 0,39446721 0,196 0,203
3 8 105,875 0,78893443 0,221 0,223
2 4 211,75 1,57786885 0,251 0,284
1 2 423,5 3,1557377 0,268 0,312
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LINEARISATION DE LA COURBE DE
ABS1 EN FONCTION DE C REA

& Seriesl Linear (Series1)

0,3
=0,0514x+0,174

Y
0.25 R?=0,9722
0,2
—
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0,05
0
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CREA

Figure 111.15 : Linéarisation de la courbe de I’absorbance 1 en fonction de C rea De
I’huile essentielle.

LINEARISATION DE LA COURBE ABS2
EN FONCTION DE CREA

¢ Seriesl Linear (Series1)
0,35
0,3 = (W0769%+0,1653
0,25 R?=0,9225
o 0.2 ,J_"_,/”"//’w
2 0,15
0,1
0,05
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8

CREA

Figure 111.16 : Linéarisation de la courbe de I’absorbance 2 en fonction de C rea de I’huile

essentielle.

Pour calculer VCEAC en utilisant la méme méthode que celle utilisée précédemment dans
les tests de FRAP pour les composés phénoliques, les résultats obtenus sont indiqués dans
le tableau 111.21.
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Tableau 111.21 : Les VCEAC de chaque essai, VCEAC m et I’écartype de I’huile
essentielle.

VCEAC1 0,00084305
VCEAC?2 0,0012613
VCEACmM 0,00105217

Ecart 0,00029574

Pour la réduction de fer (FRAP), nos extraits montrent un potentiel modéré, avec une
valeur de VCEAC égale a4 0.02396189+0.00021415 pour I'extrait phénolique de Lavandula
angustifolia Mill. Et une valeur de VCEAC égale a 0.00105217+0.00029574 pour I'huile
essentielle de L.angustifolia ~ Mill. Le protocole utilise dans ce test n'a pas été
précédemment appliqué a un moulin de Lavandula angustifolia, ce qui rend impossible la

comparaison de nos valeurs avec d'autres recherches.

D'aprés ces résultats, on remarque que I'extrait phénolique présente une activité
antioxydante plus élevée que celle trouvée dans l'huile de Lavandula angustifolia Mill.
Cela est démontré par une valeur VCEAC plus élevée que celle obtenue pour I'huile de
Lavandula angustifolia Mill. Ainsi, plus la valeur VCEAC est proche de 1, c'est-a-dire plus

elle est proche de l'activité de I'acide ascorbique, plus I'activité antioxydante est élevee.
111.4.2. Evaluation de Pactivité antibactérienne :

L'activité antimicrobienne désigne la capacité d'une substance ou d'un agent a éliminer ou a
freiner la croissance de microorganismes, y compris les bactéries, les virus, les
champignons et les parasites. Cette propriété est essentielle pour combattre les infections et
les maladies provoquées par ces organismes. L'activité antibactérienne de I'huile essentielle
(HE) et de I'extrait phénolique de la plante de Lavandula angustifolia Mill a été évaluée in
vitro vis-a-vis de quatre souches bactériennes les résultats obtenus sont regroupés dans le
tableau I111.22 et tableau 111.23.
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Tableau 111.22 : Diametre des zones d’inhibitions de I’huile de lavandula angustifolia
Mill.

Les souches Diamétre des zones d’inhibitions Résultats
bactériennes
Img/ml | 0.5 0.25mg/ml| 0.125mg/ml
mg/ml
Escherichia 10 11 11 -
coli
Gram-
Salmonella 12 8 9 10
typhimurium
Gram-
ST. Sap 10 pyk 12 11 10 11
Gram+
Staphylococcus| 13 16 10 12
aureus
Gram*
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A partir des résultats trouvés dans le tableau I11.22, l'extrait de l'huile essentielle de
Lavandula angustifolia Mill a inhibé la croissance de la bactérie Staphylococcus aureus
avec les diamétres suivants : 13 mm pour 1 mg/ml, 16 mm pour 0,5 mg/ml, 10 mm pour
0,25 mg/ml et 12 mm pour 0,125 mg/ml. Contre ST.sap10 pyk, les diamétres d'inhibition
étaient de 12 mm pour 1 mg/ml, 11 mm pour 0,5 mg/ml, 10 mm pour 0,25 mg/ml et 11
mm pour 0,125 mg/ml. Ces résultats indiquent que l'extrait d'huile de Lavandula
angustifolia Mill a une grande efficacité sur ces bactéries malgré les différentes
concentrations. Par conséquent, ces résultats suggerent que cette huile pourrait étre utilisée

comme antibiotique contre ces souches, méme a faibles concentrations.

Quant a Escherichia coli, nous constatons que I'huile extrait de lavandula angustifolia Mill
inhibe légérement sa croissance (10 mm pour 1 mg/ml ; 11 mm pour 0,5 mg/ml et 11 mm
pour 0,25 mg/ml). En revanche, pour la bactérie Salmonella typhimurium, elle empéche sa
croissance de maniere plus significative (12 mm pour 1 mg/ml ; 8 mm pour 0,5 mg/ml ;

10mm pour 0,25 mg/ml).

Les résultats obtenus dans notre étude contre les bactéries Salmonella aureus et Escherichia
coli sont plus élevés que ceux obtenus par [1] contre les bactéries S. aureus (14 mm pour
25 mg/ml ; 20 mm pour 50 mg/ml ; 24 mm pour 100 mg/ml) et Escherichia coli (15 mm
pour 25 mg/ml ; 20 mm pour 50 mg/ml ; 24 mm pour 100 mg/ml).

Les résultats montrent qu'il existe des différences dans les sites d'inhibition de I'extrait pour
ces bactéries. Ces différences sont attribuées a la méthode d'ensemencement des bactéries
sur des boites de Pétri, qui ne tient pas compte de la densité bactérienne. Cependant, il a été
observé que l'extrait d'huile de lavandula angustifolia Mill présente une résistance contre

ces bactéries.
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Tableau 111.23 : Diameétre des zones d’inhibitions de I’extrait phénolique de lavandula

angustifolia Mill.

Les souches

bactériennes

Diameétre des zones d’inhibitions

Résultats

5.618mg/m | 1.124mg/m | 0.225mg/m | 0.045mg/m
I I I I
Escherichia 9 7 7 7
coli
Gramr
Salmonella 11 10 - -
typhimurium
Gram-
ST. Sap 10 15 12 11 -
pyk
Gram+
Staphylococcu 11 10 - -

S aureus

Gram*
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D'apres les résultats obtenus dans le tableau 111.23, I'extrait phénolique de L. angustifolia
Mill a légerement inhibé la croissance des bactéries Escherichia coli (9 mm pour une
concentration de 5,618 mg/ml et 7 mm pour les concentrations de 1,124; 0,225; et 0,045
mg/ml) et a inhibé Salmonella typhimurium (11 mm pour une concentration de 5,618
mg/ml et 10 mm pour 1,124 mg/ml).

L'extrait des composés phénoliqgues de Lavandula angustifolia Mill ont inhibé la
croissance de la bactérie Staphylococcus aureus, avec des diametres d'inhibition de 11 mm
pour une concentration de 5,618 mg/ml, et de 10 mm pour une concentration de 1,124
mg/ml. Contre ST. sapl0 pyk, les diametres d'inhibition étaient de 15 mm pour 5,618
mg/ml, 12 mm pour 1,124 mg/ml, et 11 mm pour 0,225 mg/ml.

D'autre part, selon nos résultats consignés dans les tableaux précédents, I'HE de L.
angustifolia Mill est plus efficace que I'extrait phénolique. L'huile de lavande étudiée a
inhibé la croissance de diverses bactéries méme a faibles concentrations. En revanche, de
nombreuses bactéries ont montré une résistance a l'extrait phénolique, notamment a de

faibles concentrations.

Les études récentes [20,21] ont montré que les bactéries a Gram positif (Gram *) sont
généralement plus sensibles aux huiles essentielles et extraits végétaux que les bactéries a
Gram négatif (Gram -). Cette différence de sensibilité est due aux distinctions structurales
de leurs couches externes. Les huiles essentielles et extraits végétaux exercent leur activité
antimicrobienne principalement par la perturbation de I’intégrité membranaire des micro-

organismes [22].

Chez les bactéries a Gram -, la membrane externe riche en lipopolysaccharides constitue
une barriere de perméabilité efficace. Les charges négatives des lipopolysaccharides
empéchent la diffusion des molécules hydrophobes [23]. Cependant, certains composes
phénoliques de faible poids moléculaire peuvent interagir avec ces bactéries en se fixant
aux protéines et aux lipopolysaccharides de la membrane grace a leurs groupes

fonctionnels [24].

A Tlinverse, les bactéries & Gram* possédent une paroi cellulaire épaisse composée
principalement de peptidoglycane, ce qui facilite la pénétration des phytomolécules. Ces
composés peuvent ainsi atteindre plus facilement leurs cibles intracellulaires, rendant les

bactéries a Gram* plus vulnérables a I'action des huiles essentielles et extraits végétaux.

e
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I11.5. Test émulsion :

Les résultats de test réalisé sur le type d'émulsion par Eau distillée a donné Sens inverse,
Ceci explique pourquoi le mélange ne se transforme pas en créemes et Il'absence du

processus de chauffage peut également en étre la raison.
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Conclusion Générale

Notre objectif est d'extraire les métabolites secondaires et d'étudier leur activité
antioxydante et antibactérienne, ainsi que de déterminer les indices physico-chimiques.
L'extraction des huiles essentielles et des composes phénoliques de Lavandula of ficinalis a
été réalisée par hydro-distillation de type Clevenger et par macération a froid. Les résultats

du criblage phytochimique confirment la richesse de cette plante en polyphénols et en
tanins, avec une présence modeérée de coumarines et de sucres.

La détermination des caractéristiques physiques des huiles essentielles (indice de
réfraction, densité relative, pH et viscosité) révele qu'elles sont conformes aux normes
établies par les différentes pharmacopées et proches de certains travaux antérieurs. La
détermination des indices chimiques (indice d'acide, d'ester et de saponification) a fourni
des informations sur la pureté de nos huiles essentielles, la quantité d'acides libres présents
dans notre huile, etc. Subséquemment, on peut dire que I'étude a donné des résultats

acceptables en termes de rendement d'extraction et d'analyse physique.

Nous avons également étudié l'activité antioxydante et I'activité antibactérienne de I'huile
essentielle et des composés phénoliques extraits de la plante Lavandula officinalis. Ces
tests ont été réalisés sur des germes bactériens pathogénes (Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, ST. Sap 10 pyk, Staphylococcus aureus) par la méthode de diffusion sur
gélose (méthode des puits).

L'activité antioxydante a été évaluée par deux tests : I'inhibition du radical DPPH et le
pouvoir réducteur FRAP. Les résultats ont montré que les extraits possédent une activité
antioxydante et anti-radicalaire plus importante que les huiles essentielles, grace a leurs
constituants (composés polyphénoliques). 11 a été noté que les composes phénoliques ont
une meilleure activité antibactérienne que les huiles essentielles. Les résultats montrent que
I'extrait a un effet et une efficacité remarquable contre Staphylococcus aureus et ST. Sap
10 pyk, tandis que l'effet de I'huile essentielle était perceptible contre ST. Sap 10 pyk. Il
apparait que l'inhibition de la croissance varie en fonction de I'espece bactérienne, de la
concentration du produit testé, du milieu de culture utilisé, de la composition chimique, des
composants phénoliques et de la sensibilit¢ des bactéries Gram (+) par rapport aux

bactéries Gram (-).
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Ces résultats sont prometteurs. D'autres études complémentaires pourront étre envisageées :

v

Utiliser cette plante comme nouvelle source d'antibiotiques dans les domaines
pharmacologique et médical.

Développer des agents antioxydants pouvant servir d'alternative a certains additifs
synthétiques pour une utilisation dans le secteur agroalimentaire, ainsi que dans des
applications thérapeutiques et cosmétiques.

Etude de la composition chimique des huiles essentielles par GC/MS pour trouver
la fraction la plus antioxydante.

Etudier d'autres activités biologiques telles que les activités anti-inflammatoires et
antifongiques.

Etudier la toxicité des huiles essentielles et réaliser des essais in vivo en utilisant

des formulations a base de ces substances.
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