EPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

UNIVERSITE MOHAMED BOUDIAF - M’SILA

FACULTE DES SCIENCES 1 DOMAINE : SCINCES DE LA NATURE ET DE LA VIE

DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE & BIOCHIMIE ‘ FILIERE : SCIENCE BIOLOGIQUE

N°: élual] - Bl om0 amols OP TION : MICROBIOLOGIE APPLIQUEE

Université Mohamed Boudiaf - M'sila

Meéemoire présenté pour I’obtention
Du diplome de Master Académique
Par :

BOURAS Saliha
BRIKI Asma
GHERABI Tarek
SEGHIOUR Rabiha

Intitulé

Etude de quelques activités biologiques de

Lavandula pinnatifida L.

Soutenu devant le jury composé de :

Pr. SARRI M. Université Mohamed Boudiaf M’sila Président
Dr. HENDEL N. Université Mohamed Boudiaf M’sila Rapporteur

Dr. SELLOUM M. Université Mohamed Boudiaf M’sila Examinateur

Année universitaire : 2023 /2024




Dédicace

oslaa)
Uliial 5 | S5 5 La 4l 2eal

Al Gl ) giaals Jgea ol da 8 85 ) ol A s Al O sl g <3 ccinad cilia g | pal
s A Al g 5l s

sl Olaiy) 13 (sl
A oMo "l daar¥ Al alia s Y1 e )y il any 8y ¢ paldall SOl
e ol "l Jiie Db e § 5 2 5aa D e s g3l da )
Ao ol (3 prae A gl g oma 15885 ) 1 5AT 5 ) saT
_agle Al des ) gl e AT )
5 ¢ e 2Dlale 508 celi g celanac 13 5aY) Jila s shaally 5V 5 shall 3,
Jandl 138 dal eadile K e g dam ) giSall (il 5 8 i S
L Ot celand a1 )

Congratulations to everyone who made it & keep in mind that numbers do
not define you!

ey g 2083 Y QY Gl SHE 5 Lemia (ge JSI Lisiles

BOURAS Saliha



Dédicace

ALHAMDOLILLAH
D’abord et avant tout, car il a redressé mon esprit, illuminé mon chemin et m'a

guide vers le succes. Qui a été pendant des années le regard d'un réve dans les yeux

de mon pere. Et le sourire d'espoir toujours dessiné sur les traits de ma meére.

Aujourd'hui, je leur dédie le résultat de la patience et de la lutte dans

I'nonneur et la gratitude pour le soutien et le soutien qui m'ont été constants.

Au cceur de l'ange, mes sceur et mon frere.

A tous mes amis

BRIKI Asma



Dédicace

Je dédie ce mémoire de fin d’étude a mes étoiles bien aimées

A vous mes chers parents, mes guides célestes, pour votre amour inconditionnel, votre soutien

indéfectible, votre présence constante, et votre confiance en moi.

A mes chers fréres et sceur, je souhaite vous remercier du fond de mon ceeur, votre amour et vos

encouragements m’ont aidé a surmonter les défis et a persister dans mes études.

A mes amis fidéles, vous avez été mes compagnons de route tout au long de cette aventure

académique, je vous adresse ma reconnaissance la plus étincelante.

Que nos ¢toiles continuent de briller ensemble, dans une constellation d’amour et de partage.

GHERABI Tarek



Dédicace

Tout d’abord, je tiens a remercier ALLAH, de m'avoir donné la force et le courage de mener a

bien ce modeste travail.

Je tiens a dédier cet humble travail a MAMAN «Zakia » mot magique doux et rassurant .Je
t'aime Merci pour ton sourire rayonnant ton regard toujours bienveillant La force de ta douceur ta

beauté naturelle et éternelle ta patience et ta persévérance ta présence en toutes circonstances

A Mon chere papa «Said » qui m'a toujours soutenu dans ma vie et pour son amour , sacrifice ,

soutien et patience durant toute ma vie,

A mon cher mari Salah DAH, qui a partagé avec moi la derniére étape de mon parcours

académique et de qui j'ai recu tout le soutien.

A mes chers fréres «Adel, Salah, Rabeh » et & mes sceurs «Amel, Hassina, Aya, saaida, mouni,
Chaima » qui attendent mon moment de bonheur avec mon dipléme, merci pour votre soutien

psychologique et motivationnel.

A mes chers Amis saliha et Asma en souvenir de nos éclats de rire et des bons m oments, en
souvenir de tout ce qu'on a vécu ensemble, j'espéré de tout mon cceur que notre amitié durera

éternellement.

Et & notre honorable professeur Dr. Hendel N. que Dieu le protege et le garde, et que Dieu le
garde en bonne santé, nous le remercions pour tous les conseils, efforts, temps et bases de travail

qu'il nous a donnés.

SEGHIOUR Rabiha



Remerciement

Tous d’abord, nos remerciements les plus sinceres et les plus chaleureux s’adressent 8 ALLAH
le tout puissant qui nous a permis d’étre ce que nous sommes aujourd’hui, et nous avoir donné le

courage et la santé pour achever ce travail.

Ensuite, nos remerciements vont a notre promoteur Dr. HENDEL Noui qui nous a guidé dans

notre travail, merci pour nous avoir accordé son temps, merci d’avoir été trés patient avec nous.
Nous remercions chaleureusement les membres du jury, Dr. SALLOUM Mounir et
Pr. SARRI Madani, qui ont accepté de juger notre travail.

Nous remercions également tous les membres des laboratoires de Microbiologie et biochimie &

I’université de M’sila.

Nous remerciements toutes mes collégues du Master 2 Microbiologie promo 2023/2024. En fin,
nos sentiments de reconnaissance vont a tous ceux qui ont manifesté leur soutien de prés ou de

loin dans la réalisation de notre travail.

Merci a Tous



Sommaire

RESUIME ...ttt ettt bt e e s b et e s b te e s bt e e s et e e e sab e e e sab e s e sab e e e sbbesesbbessabeeesabeeesabeessrbeneas i
(IS G0 [T o1 VAT L o] L i
LISEE ES FIGUIES ...ttt bbbttt bbbt ii
) (0 (=Tt 0] 1= T U iv
L0 To 111 T SR 1

CHAPITRE | : PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

. Généralités sur les plantes MEdICINAIES ..........ccuiiiiiiiii s 2
I I W 0] )Y/ (0] £ T = LSS 2
1.2. Lamédecine traditionnelle ...........cooviieiiie e 2
1.3. Le Rdle du Contenu Bioactif des Plantes Médicinales.............. Erreur ! Signet non défini.
1.4. Composition des plantes MEAICINAIES ..........coeiiiieiniie s 3

1.4.1.LES POIYPNENOIS ...ttt et 3
1.4.2.1.8S FIAVONOTUES. ......oiuieieciiecieee ettt et ne et e e e aneenreenneenee e 3
1.4.3. LeS NUIlES €SSENLIEIIES .......ocviiiiiiieiieiee e e 3
1.5. Activité antibactérienne des plantes Medicinales ...........coovreieiinieiiisinere s 4
1.6. Activité antioxydants des plantes mMEdiCinales...........c.cccoovveviiiiiii i 4
1.7. Activité antifongique des plantes MEdiCiNales ..........ccoovreiriiineiireree s 4

. Présentation de la plante étudiée : Lavandula pinnatifida L...........ccccccovvveiiiieiieiicie e, 5
2.1, HISTOTTQUE ...ttt b bbbttt b et b e 5
A =1 Y1210 o To L OSSR 5
2.3. Etude botanique de Lavandula.............ccooeiiiiiniiiiieee e 5

2.3. 1. ClaSSITICALION ....c.viiiiii ettt b et st re e ne e 5
2.3.2. DesCription de 12 PIANTe..........coviiiee e 6
2.4. REpartition gEOGIapPhiQUE ......c.eoviiiieeie ettt et et e et re e re e 7
2.5. Principales espéeces de Lavandula en AIGEIIE ..........ccoviiiiieineneinece s 7
2.6. Composition chimique du genre Lavandula ..............ccooveieiiiiicie i 7
2.7. Les avantages de 12 1avande ... 8
2.7.1. Les avantages de la lavande a 1a Santé ............ccveiveiiiieiicie e 8
2.7.2. Les avantages de la lavande dans 1’industrie cOSmEtiqUe ..........cccoovvriverniiiicrienneennnn. 8
2.7.3. Les avantages de la lavande dans ’environNemMeNt ............cccoevviiiiiiiiiiiicninicseens 9

CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES

MaLEriEl €1 MELNOES. ..ot et sb et reeneas 10
1.1, MAEEIIEI VEQRLAL ... bbbt 10
1.2. Broyage de la Plante.......ccueeiie i 10
1.3. Procédés d’eXtraCtion ........cceiiuiiieeiiiiie e s eiiee e e st e e et e e e s e e et e e e et e e e e snn e e e e e nnnaeeeeennnees 11

13,1 EXEraction par MaCEIAtION ..........cueveieierieiisiesieeeeee ettt ens 11
1.3.2. EXTraction par ECOCLION..........uiirieieieie ittt 12
1.3.3. Calcul de rendement..........cceoiiiiieiie e s 12
1.4. Dosage des COMPOSES PNENOTIGUES .......cuveviiiriiiiiiieiieiieieie et 13
1.4.1. Dosage des POIYPNENOIS ........cc.ooiiiieiecc e s 13
1.4.2. DoSage des FlaVONOTAES .........couiiiieiiieiie it 13
1.5. Evaluation de 1’activité antioXydante ............ceviiiiiiiiiiiiiiieii s 13
1.5.1. TESEAU DPPH ... 13
1.5.2. Calcul de la concentration inhibitrice 1Cs0.........ccoovviiiiiiiiiiin 14
1.6. Evaluation de I’activité antimicrobienne de la plante ............. Erreur ! Signet non défini.
1.6.1. LeS MiCroOrganiSMES tESLES.......cuiieieieieriesie st eeeeeieie ettt et ens 15

1.6.2. Tests confirmatifs de la pureté des SOUCNES .........ccvveieiiieiecie e 15



1.6.3. LeS MIIEUX dE CUIUIE ... 16

1.6.4. CoNSErvation des SOUCNES. ........ccuiiiiiiiie st 16
1.6.5. Préparation de I’'inoculum bacterien ...........ccoceiveiiiiinieiiicic e 16
1.6.6. ENSEMENCEMENT. .....ooiiiiiieiieiee ettt nne e neennees 17
1.7. ACHIVItE antiDACIEIIENNE. .....c..iivi ettt sreeren 17
1.7.1. Test des puits de diffUSION........ccuiiiiiicc e 17
1.7.2. Méthode des disques de diffuSiON ..........cccooiiiiiiiiii s 17
1.7.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CM1)........ccccccoevvevveieceenee. 18
1.8. ACLIVItE aNtITONGIQUE ......eeeieitiiieec bbbt 19
1.8.1. Tests d'incorporation des extraits dans un milieu de culture............cccceeevvevveieveenne. 19
.1.8.2 Test des puits de diffUSION.........ouiiiiiiic s 19
1.9, ANAIYSE STALISTIGUE. ....cveeeieiieeie ettt a et e e re et e naesraeaeeneesneeneeas 19

CHAPITRE Il : RESULTATS ET DISCUSSION

1. RESUIALS €1 ISCUSSION. .. .cvveviiieieite ittt sttt et e st e testeeseesaene e e e e e saesnenreereeneens 20
1.1. Rendement des extraits de 1a Plante ...........cceoveiieii e 20
1.2. Dosage des flavon0TAES TOTAUX ........c.veieerieiiertesiesiesieee ettt 21
1.3. Dosage des polyphENOIS tOLAUX ........c.ccviiieiieiieiiece e 22
1.4. Evaluation de 1’activit€ antioXydante ............cuevireerieiiiieiieiesee e 23

140, TESEUE DPPH ..ottt be e ens 23
1.5, ACLIVIte antiDACIEIIENNE. ........eii ettt nreenes 24
1.5.1. Méthode des disques de diffuSION ...........cccveiiiiiiic i 24
1.5.2. Résultats de la Détermination des CMI et CMBi.........cccooceeiiiiiiicieesesee e 26
1.6. ACHIVITE @NtITONQIQUE........ciieeieeie et sre e 28
1.6.1. Méthode d’incorporation des extraits dans le milieu de culture ..........ccccoocveiiieennen. 28
(0] Tod 1115 L]  FO PSS UT R PTPPURRPRPR 30
Références bibliographigUES ...........oveiiiiicc et 26

RS UM ...ttt e e e e e ettt e e e e e e e e ettt e e e e e e e ee e e eteeeeee e e e e e tearaeeeeaae—————aaas 14



ek

Tl Ol Bl () B Al SUL el Blely Sllkol 2 UL psins
oBlad! Jan wedd bl sl ol ity Aeds Ade Wl (OISl SVsddel e Rsl) ol
iV or (Y Slaly Uy dstely olaball e Jsedl ¢ Lavandula pinnatifida s isds)
Pl 0SS slall bladl ool &y ol Dy Wgdll SLSH ol & L Jally addl pliszal oLl n 250541
) bl iy g S VM) e il s lalsrad) Sl Jailly eSOl slal) bladl e é. DPPH L=
e bl Lol el e Ja ) il el et Ly (oVsidsdy g8 JplL el O
5 Lot U labseld) w31 (ol il slall BLadl s n LSl Bliaey 308U Blias bles elalsed
L olalsms OF J) wiled) sda i lapd 093 plo¥1 o Lo 1l 8T 0 Loz OF oo o) e gl i)
Lehos 2Ty Lerdlab ogd) ol o dype ) Bl sl Sy el oV (3 Goledl] UG U 058G &6 pinnatifida
s S
S o Vsmidy (bg Sl sl blis GunS™W slas blas (Lavandula pinnatifida - i) WIS



Abstract

Plants are used to treat various disorders and diseases .Among the medicinal plants,
lavender, which is rich in essential oils and secondary metabolites such as polyphenols and
flavonoids, offers therapeutic, cosmetic, and environmental benefits. This study was conducted to
evaluate some biological properties of Lavandula pinnatifida. The extracts (methanol, aqueous,
and ethyl acetate) were obtained from the aerial parts of the plant using maceration and decoction.
Phenolic compounds and flavonoids were estimated, and antioxidant activity was evaluated using
the DPPH test. The antibacterial and antifungal activity of the extracts has been tested against
several microbial strains. The results showed that the methanol extract was rich in polyphenols,
while the ethyl acetate extract contained more flavonoids. All the extracts showed antioxidant and
antibacterial activity. In terms of antifungal activity, all extracts inhibited the growth of the tested
molds, although some were more effective against some species than others. These results suggest
that L. pinnatifida extracts may have potential for application in various areas, but further research

is needed to fully understand their effectiveness and mechanism of action.

Keywords- Lavandula pinnatifida, antioxidant activity, antimicrobial activity, polyphenols,
essential oils, methanol extract, aqueous extract and ethyl acetate extract.



Résumé

Les plantes sont utilisées pour traiter diverses affections et maladies. Parmi les plantes
médicinales, la lavande, qui est riche en huiles essentielles et métabolites secondaires tels que les
polyphénols et les flavonoides, offre des avantages thérapeutiques, cosmétiques et
environnementaux. Cette étude a été menée pour évaluer quelques propriétés biologiques de
Lavandula pinnatifida. Les extraits (méthanolique, aqueux, d’acétate d’éthyle) ont été obtenus a
partir de parties aériennes de la plante, en utilisant la macération et la décoction. Les composés
phénoliques et les flavonoides ont été dosés, et I'activité antioxydante a été évaluée a l'aide du test
au DPPH. L'activité antibactérienne et antifongique des extraits a été testée contre plusieurs
souches microbiennes. Les résultats ont montré que I'extrait méthanolique était riche en
polyphénols, tandis que I'extrait d'acétate d'éthyle contenait davantage de flavonoides. Tous les
extraits ont montré une activité antioxydante et antibactérienne. En ce qui concerne l'activité
antifongique, tous les extraits ont inhibé la croissance des moisissures testées, bien que certains
extraits aient été plus efficaces contre certaines espéces que d'autres. Ces résultats suggerent que
les extraits de L. pinnatifida pourraient avoir un potentiel d'application dans divers domaines, mais
des recherches supplémentaires sont nécessaires pour comprendre pleinement leur efficacité et

leur mécanisme d'action.

Mots clés - Lavandula pinnatifida, activité antioxydante, activité antimicrobienne, polyphénols,

huiles essentielles, extrait méthanolique, extrait aqueux, extrait acétate d’éthyle.
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introduction

Introduction

Depuis plusieurs millénaires, I'humanité a exploité différentes plantes présentes dans son
environnement pour traiter et soigner diverses maladies. Ces plantes constituent un immense
réservoir de composés potentiels qui présentent une grande variété de structures chimiques et
possedent une activité biologique trés variée (Mazari et al., 2010). De nombreuses plantes, qu'elles
soient aromatiques, médicinales, épices ou autres, ont des propriétés biologiques trés captivantes,
utilisées dans différents domaines tels que la médecine, la pharmacie, la cosmétologie et

I'agriculture (Mougo, 2019).

Les plantes médicinales sont des biens précieux pour la plupart des populations et sont le
principal moyen de se soigner pour de nombreux individus. La flore de I'Algérie est riche et variée,
offrant un potentiel considérable pour la découverte et I'exploitation de plantes médicinales (Hamel
et al., 2018). Parmi cette flore diversifiée, le genre Lavandula, appartenant a la famille des
Lamiaceae, est particulierement notable pour ses multiples usages thérapeutiques et ses propriétés

biologiques intéressantes (Boukhatem et al., 2014).

Lavandula pinnatifida, une espece de lavande endémique a certaines régions de I'Algérie,
a suscité un intérét croissant dans le domaine de la recherche en raison de ses composés bioactifs
potentiels (Ouelbani et al., 2016). Cette plante est traditionnellement utilisée pour ses propriétés
antiseptiques, anti-inflammatoires et anxiolytiques, ce qui en fait un sujet d'étude pertinent pour
explorer ses activités biologiques et ses applications possibles dans divers domaines (Tighadouini
etal., 2017).

Dans le but de promouvoir les plantes algériennes et en tenant compte des propriétés
thérapeutiques des Lamiacées, nous avons examiné quelques activités biologiques de Lavandula

pinnatifida de la région de M'sila.

Notre étude est divisée en trois chapitres : le premier représente une revue bibliographique
sur les plantes médicinales et leurs activités biologiques, puis une présentation de la plante
étudiée ; L. pinnatifida. Le deuxiéme chapitre traite du matériel et des méthodes employées dans
ce travail. Le dernier chapitre porte sur les résultats et la discussion. Enfin, une conclusion et

perspectives.
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1. Généralités sur les plantes médicinales

1.1. La phytothérapie

Le terme phytothérapie est dérivé du mot grec « phyton » qui signifie « plantes » et

«Thérapie» qui signifie « traitement » (Moatti, 1990).

Au sens étymologique, la phytothérapie est le « traitement par les plantes ». De nos jours,
on la considére comme une méthode thérapeutique qui utilise les plantes ou les formes
immédiatement dérivees des plantes, sans prendre en compte les principes d'extraction puis isolés

des plantes (Debuigneg, 1984).

Les différentes affections peuvent étre traitées par la phytothérapie en utilisant des tisanes,
des extraits, des poudres, etc. Dans ce domaine, deux formes galéniques ont donné naissance a

deux autres techniques de traitement :

- Les huiles essentielles, a I'origine de "I'aromathérapie™, qui est « I'usage thérapeutique des
HE des plantes », et qui sont trés antiseptiques, sont employées par certains médecins en
complément des antibiotiques dans les traitements anti-infectieux.

- Les macérats glycérines, qui sont des produits végétaux en pleine croissance, sont
recommandés dans le domaine de la « gemmothérapie », qui consiste a utiliser des extraits

alcooliques et glycérinés de tissus jeunes de vegétaux pour traiter (Ghestem et al., 2001).
1.2. La médecine traditionnelle

Selon I'Organisation mondiale de la santé Environ 80% de la population mondiale utilise des
médicaments non conventionnels, notamment des plantes, dans leurs soins de santé primaires
(Chan, 2003).

Elles ont toujours été utilisées comme une méthode de médecine moderne et traditionnelle
(Benhammou, 2009).

1.3. Le Roéle du Contenu Bioactif des Plantes Médicinales

Les plantes aromatiques et médicinales (PAM) constituent un élément naturel essentiel. La
présence d'agents bioactifs de différentes classes chimiques influence les propriétés medicales des
plantes médicinales. Souvent, ces caractéristiques sont liees a la présence d'huile essentielle (HE).
Elles sont considérées comme une véritable réserve de substances essentielles qui ne peuvent étre

épuisées (Bonnafous, 2013).
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1.4. Composition des plantes médicinales

Chaque PM est composé de divers eéléments, dont certains jouent un réle important dans
I'activité thérapeutique et sont appelés substances bioactives. Les principaux €léments constitutifs
des PM sont les huiles essentielles, les phénols et les flavonoides, qui sont des produits issus du

métabolisme secondaire des plantes (Rombi et Robert, 2015).
1.4.1. Les Polyphénols

Les polyphénols se caractérisent par la présence d'un cycle aromatique comprenant des
groupements hydroxyles libres ou liés a un glucide. Ils se trouvent dans toutes les parties des
veégétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollen, graines et bois) et participent a de
nombreux processus physiologiques tels que la croissance cellulaire, la germination des graines,
etc. Les polyphénols possedent plusieurs propriétés de protection, comme l'inhibition des E.R.O

(O2) et le piégeage des radicaux libres.
La chélation des ions métalliques responsables de la production des ERO stimule la

production des ERO (Magalha et al., 2008).

Action sur les cellules du
systéme immunitaire Anti-tumoraux

Anh-owdnm

‘-=-_ — MF-1E
Détaxifiant -1— PGL‘.-"PHENG -"

/ \ Anti-agrégant

Vusudllutmeur Anti-thrombeotique

Anti-inflammatoire
iNOS

aMGS

Anti-angiogénique Anti-apoptotique
Figure 1. Les différentes fonctions biologiques des polyphénols (BOOT, 2008).

1.4.2. Les Flavonoides

Les flavonoides sont responsables de la teinte des feuilles, des fleurs, des fruits et d'autres
parties de la plante. Ils ont des propriétés antibactériennes et antiinflammatoires, ainsi que
antivirales. lls sont adaptés a divers secteurs tels que l'industrie cosmétique, alimentaire et

pharmaceutique (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).
1.4.3. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des composés aromatiques qui donnent a la plante une odeur

unique, sont extraites par différentes techniques telles que la distillation, I'enfleurage, I'expression

3
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et le solvant. Elles jouent un réle dans la protection des plantes contre un exces de lumiére et attire
les insectes pollinisateurs. Elles sont employées dans le traitement de maladies en raison de leurs
propriétés thérapeutiques, ainsi que dans le domaine du cosmetique et de I'alimentation (Iserine et
al., 2001).

1.5. Activité antibactérienne des plantes médicinales

Depuis I'Antiquité, on sait que les plantes aromatiques et médicinales ont des propriétés
antibactériennes. Cependant, il aura fallu patienter jusqu'au début du XXe siécle avant que les
scientifiques ne se passionnent. Les propriéteés antimicrobiennes de la plante sont attribuables a la
quantité d'huile essentielle présente. Depuis le dernier siecle, I'usage des huiles essentielles s'est
développé jusqu'a devenir une alternative sérieuse aux antibiotiques dans le traitement des

maladies infectieuses (Zhiri, 2006).
1.6. Activité antioxydants des plantes médicinales

La capacité des composés phénoliques présents dans de nombreuses plantes médicinales
algériennes, comme Artemisia, Lavandula et Marrubium, a été étudiée pour les isoler et les utiliser

comme antioxydants afin de prévenir et traiter les troubles liés aux radicaux libres.

Ces plantes médicinales ont démontré une activité antioxydante significative et une quantité

de composés phénoliques supérieure a celle des plantes alimentaires habituelles.

De nombreuses recherches ont démontré les propriétés antimicrobiennes de différentes
plantes. En effet, de nombreuses de ces plantes ont des propriétés médicinales telles que des
propriétés antibactériennes, antifongiques, antitumorales, antidépanocytaires, anti-inflammatoires

ou analgésiques (Prabuseeninivasan et al., 2006).
1.7. Activité antifongique des plantes médicinales

D'apres plusieurs recherches, il a été prouve que les plantes aromatiques et médicinales ont
des effets inhibiteurs sur la croissance radiale des moisissures (Zuzarte et al.,2009). Cette activité
antifongique est attribuée a une famille de composés phénoliques présents dans I'huile. La structure
chimique de ces composés phénoliques est constituée de noyaux aromatiques auxquels sont
attachés des groupements hydroxyles a diverses positions. La présence de cette configuration leur
permet de créer des liens hydrogene avec des groupements -SH situés dans les centres actifs des
enzymes cibles des champignons. Il est possible que cette interaction provoque l'inactivation de
ces enzymes, ce qui perturbe les processus métaboliques indispensables a la survie des

champignons (Ultee et al., 2002).
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2. Présentation de la plante étudiée : Lavandula pinnatifida L.

2.1. Historique

Lavandula est un genre trés précisément décrit. A I'époque de la renaissance, 5 espéces de
lavande étaient connues. Au fur et a mesure des études botaniques dans le Maghreb et I'Asie, le
nombre d'espéces décrites a augmenté. A I'heure actuelle, ces études ont permis d'identifier 39
especes différentes, réparties en trois sous-genres : Fabricia, Sabaudia et Lavandula. (Upson et
Andrews 2004).

Lavandula pinnatifida L., notre espéce, est une plante qui est originaire des montagnes du
bassin mediterranéen et qui est maintenant cultivée a travers le monde, ou elle peut trouver du

soleil.
2.2. Etymologie

Lavandula provient du mot latin lavare, qui signifie laver. Les Romains ont nommé la
lavande parce qu'ils utilisaient cette plante pour parfumer leurs bains (Chu C J et Kemper K J,
2001).

Tableau 1. Différentes appellations de Lavandula pinnatifida

Appellation
Nom scientifique Lavandula pinnatifida
Noms communs Lavande officinale, Lavande vraie, Aspic, Lavandin
Arabe Khozama /3l
Anglais Lavender

2.3. Etude botanique de Lavandula
2.3.1. Classification

D’aprées Quezel et Santa (1963), la classification de la lavande est la suivante :

Tableau 2. Classification systématique de la Lavande.

Regne Plante

Sous-régne viridaeplantae
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones
Sous-classe Dialypétales

Ordre Lamiales (labiales)
Famille Lamiacées

Genre Lavandula

Espéece Lavandula pinnatifida L.
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2.3.2. Description de la plante

La lavande est un sous-arbrisseau vivace et aromatique, a souche ligneuse, courte, rameuse,
de la famille Lamiacées qui pousse en abondance dans le bassin méditerranéen. L'ensemble du
genre comprend environ 28 espéces, principalement d'origine mediterranéenne (Lippert et
Podlech, 2005).

La plante L. pinnatifida est tres douce pouvant atteindre 1m de hauteur. Elle présente une
racine pivotante, a rameaux dressés. Les tiges de la lavande font de 20 a 50 centimétres. Elles sont
rameuses dés la base, allongées, gréles, blanchéatres et touffus. Les feuilles sont opposées,
lancéolées, linéaires, aigués, persistantes, aromatique, velues, de couleur gris-vert et mesurant 3 a
5cm de long. (Figure2). La floraison a lieu durant I’été. Les fleurs sont mauves a bleu violacées et
sont portées par des tiges floriferes en épi terminal trés odorants mesurent 7 & 8 mm de long.
(Figure 3). Les fruits sont des akénes, renferme une graine noiratre (Quezel et Santa, 1963). Treés
prisée pour ses propriétés antimicrobiennes et anti carcinogenes, sédative, antidépresseur,
antioxydant, anti-inflammatoire, expectorant, antispasmodique, désinfection des plaies, elle est
couramment employée dans la fabrication de parfums, de savons et en médecine traditionnelle
(Mohammedi et Atik, 2012).

Figure 2. Feuilles de L. pinnatifida (Tela-botanica) Figure 3. Fleurs de L. pinnatifida (Tela-botanica)
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2.4. Répartition géographique

Le genre Lavandula appartient a I'ancien monde et s'étend de la Macaronesie (iles du Cap
Vert, Canaries et Madeére) a travers I'Afrique du Nord et tropicale, I'Europe méditerranéenne, le

moyen orient, la péninsule arabique, I'lran occidental et le Sud-est de I'Inde. (Lis-balchin, 2002).

Ainsi, les 28 variétés de la famille Lavandula se trouvent sur trois continents : I'Afrique,

I'Europe et I'Asie.

Lavandula
et Stoechas

Dentatae —_

Subnudae Chaetostachys

Figure 4. Distribution géographique de L. pinnatifida - L. pinnatifida est représentée par les zones en jaune, L.
Stoechas par les zones en violet, Dentatae par les zones en vert, Perrottetii par les zones en rouge,
Chaetostachy par la zone en noir (Inde), Hastikenses par les points en rouge, et Schuadia par les zones
en bleu foncé. (Guitton, 2011).

2.5. Principales espéces de Lavandula en Algérie

Sept especes spontanées de ce genre sont présentes en Algérie : L. stoechas, L. pinnatifida
L. coronopifolia, L. pubescens, L. dentata et, plus récemment, L. antineae et L. sahariensis
(Ramdane, 2018).

2.6. Composition chimique du genre Lavandula

La lavande contient entre 0,5 et 3% d'huile essentielle, comprenant : Le linalyle acétate (40
a 50%). Le linalol (30 a 40%) est utilisé en partie de maniere libre et en partie en combinaison
avec l'acide acétique, butyrique et valérianique. Le géraniol, le pinéne, les acides phénoliques, le

bornéol, le cinéol et I'ethylamylcétone (qui donne I'ardme de la lavande).

Les sommités fleuries contiennent également des substances comme les coumarines, les
flavonoides et les tanins (Zahalaka, 2009 ; Dif et al., 2017).
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2.7. Les avantages de la lavande

La lavande est utilisée dans plusieurs domaines, dont le domaine médical, cosmétique et

environnemental comme bio-insecticide :
2.7.1. Les avantages de la lavande a la santé

Les composés bioactifs des plantes aromatiques sont bien connus pour leurs avantages

nutritionnels et de santé humaine (Costa et al., 2015).

En particulier, les plantes du genre Lavandula, qui comprend 47 especes dans le monde et
font partie de la famille des lamiacées, ont été largement utilisées dans la médecine traditionnelle

et populaire.

L'huile essentielle de lavande a une longue histoire dans I'utilisation thérapeutique
folklorique et traditionnelle pour traiter un large éventail de conditions. Ces caractéristiques étaient
considérées comme  analgésiques, antibactériennes, antifongiques, antidépressives,
antispasmodiques, équilibrantes et calmantes, carminatives, cicatrisantes et sédatives (Cavanagh
et Wilkinson, 2002).

Les troubles de I'humeur tels que l'anxiété ou l'insomnie, le metéorisme (douleurs
abdominales et ballonnements) et I'inconfort nerveux de I'intestin sont les indications d'usage
interne de la lavande en médecine moderne. Le traitement des troubles du sommeil, du manque

d'appétit, du sédatif Iéger et des irritations de I'estomac.
2.7.2. Les avantages de la lavande dans I’industrie cosmétique

L'huile essentielle de lavande est largement utilisée dans I'industrie du parfum, y compris
les savons, les eaux de Cologne, les lotions pour la peau, les vernis et les démaguillants. La lavande
est utilisée en parfumerie pour fixer et stabiliser toutes les essences de fleurs entre elles afin d'éviter

que le parfum ne vire.

De plus, la lavande fine est essentielle a la tenue des parfums car elle sert de note de cceur,
apparaissant entre deux et quatre heures aprées l'application du parfum. Puisque neuf parfums sur
dix en contiennent, c'est la matiére premiére la plus noble dans la création de parfums masculins.
Les parfumeurs préferent les huiles essentielles avec peu de camphre. Cependant, I'essence de
Lavandin est souvent concurrente avec la Lavande fine. De la méme maniére, I'essence d'aspic,
qui est plus abordable, est un substitut utilisé dans les domaines de la parfumerie, de la
cosmétologie et de la savonnerie. Les tiges et les fleurs seches donnent un parfum au linge dans

les armoires ou sont utilisées en pot-pourri. La lavande aspic et le Lavandin sont utilisés dans les
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nettoyants menagers et les peintures pour éliminer les mauvaises odeurs. Il est également

mentionné que la paille de lavande est utilisée comme isolant des maisons (Schauenber, 2010).
2.7.3. Les avantages de la lavande dans I’environnement

Les produits céréaliers jouent un réle important dans le systeme alimentaire et I'économie
algérienne. Les insectes, les moisissures et les rongeurs peuvent endommager les céréales
stockees. Les dommages causés par les moisissures et les insectes sont considérables. Deux
répercussions sont causées par le développement et la prolifération de ces ravageurs sur le blé
stocké : des altérations de la qualité des grains, qui affectent la valeur nutritionnelle des produits
dérivés, et la production de mycotoxines. Si aucune mesure de protection n'est prise contre cette

situation, les parasites des stocks de céréales peuvent entraver toute tentative de production.

Le Sitophilus granarius est considéré comme l'une des espéces de coléopteres les plus
nocives pour les grains stockes, non seulement en raison de sa consommation, mais également en
raison de la présence de divers détritivores, dont le plus courant est le Tribolium confusum, qui

aggrave les dégats (Aoues et al., 2017).

L'utilisation excessive de pesticides synthétiques entraine des problémes de sante,
d'environnement et de résistance. Il est possible d'utiliser une alternative aux produits chimiques
dangereux en utilisant des substances naturelles qui ont un effet pesticide, comme les extraits de
plantes aromatiques et les huiles essentielles. Les substances actives produites par les plantes ont
des effets insecticides, aseptiques ou régulateurs de la croissance des plantes et des insectes. Le
développement de biocides naturels efficaces contribuerait a réduire les effets néfastes des
composés synthétiques, tels que la contamination des aliments par les résidus de pesticides, la

résistance aux ravageurs et la pollution de I'environnement (Yekhlef.G et al., 2020).

A cet égard, les composés naturels peuvent étre utilisés en lieu et place des traitements
antiparasitaires apres récolte et des maladies des plantes cultivées causées par des champignons

phytopathogénes.
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1. Matériel et Méthodes

Nous avons effectué la partie expérimentale dans les laboratoires de microbiologie et de
biochimie de l'université Mohamed Boudiaf de M'sila. La préparation des extraits de Lavandula
pinnatifida a impliqué la préparation et la purification des souches disponibles au laboratoire de
microbiologie, ainsi que I'application des tests dactivité biologique contre certains

microorganismes Veérifiés.
1.1. Matériel végetal

La plante, Lavandula pinnatifida, a été récolté durant le mois de Février 2024 de la région
des monts des Maadid, dans la wilaya M'sila, les parties aériennes (feuilles, fleurs et tiges) a été
séché a I’obscurité dans un endroit bien aéré, a la température ambiante. Le séchage est des 10
jours en moyenne, puis conservées dans des sacs en papier propres puis conservées jusqu’a

’utilisation.
1.2. Broyage de la plante

Les organes des plantes sélectionnées a étudier ont été broyés a 1’aide d’un broyeur

¢lectrique, pour obtenir une poudre végétale tres fine préte a 1’utilisation.

Figure 5. Le matériel végétal broyé de L. pinnatifida
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1.3. Procédés d’extraction

1.3.1. Extraction par macération

1.3.1.1 Principe la macération

La macération est la méthode la plus facile d'extraction solide-liquide. La méthode implique

a maintenir la poudre du matériau végétal en contact prolongé avec un solvant afin d'extraire les

composés actifs. 1l s'agit d'une extraction a température ambiante.

1.3.1.2 Technique

Les parties aériennes de la plante d'étude (50g) ont été broyés, puis macérés dans un

erlenmeyer en ajoutant 500 ml de méthanol ou d'acétate d'éthyle. Le mélange a été agité pendant

24 heures a température ambiante. Apres filtration au moyen du papier Whatman, le solvant a été

évaporé sous vide a 40°C en utilisant un évaporateur rotatif (Figure 6). Finalement, 1’extrait sec a

été recupéré, pese et conserve a 4°C jusqu'a son utilisation (Atere et al., 2018).

=

s
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v

Figure 6. Les différentes étapes d'extraction par macération.

1-maceration

2- filtration

4- Séchage et conservation au congélateur

11



Chapitre 11 Matériels et Méthodes

1.3.2. Extraction par décoction

Pour obtenir I'extrait aqueux (EA) de la plante, la décoction a été utilisée : 20 g de plante
en poudre ont été mélangé avec 200 ml d'eau distillée, puis on les a portés a ébullition en agitant
pendant 30 minutes. Le décocté a été filtré a I'aide de papier filtre Whatman (Figure 7). On a séché
I'extrait liquide a une température de 40 °C dans une étuve, puis on I'a récupéré et on le conserve

a une température de 4 °C a I'abri de la lumiere. (Akassa et al., 2019).

Séchage et
conservation

Figure 7. Les différentes étapes d'extraction par décoction

1.3.3. Calcul de rendement
Le rendement en pourcentage (%), est défini comme étant le rapport entre la masse d’extrait
et celle de la plante seche en poudre. 1l est calculé par la formule suivante :
Rendement (R)% = M ext /M ech X 100
ou

M ext: Masse de I’extrait aprés évaporation du solvant en g.

M ech: Masse de I’échantillon végétal en g.

12
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1.4. Dosage des composés phénoliques
1.4.1. Dosage des polyphénols

La teneur en composes phénoliques des extraits methanoliques de Lavandula a été effectué
par la méthode de Folin-ciocalteu selon. (Li et al., 2007) Ce dosage est basé sur la réduction en
milieux alcalin de la mixture phosphotungstic (WO4 "2), phosphomolybdic (MoOs ) du réactif de
Folin par les groupements oxydables des composés polyphénoliques, conduisant a la formation de
produits de réduction de couleur bleue. Ces derniers présentent un maximum d’absorption dont
I’intensité est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans 1’échantillon. Le dosage

des polyphénols totaux dans les extraits de Lavandula a été déterminé selon Delgado et al. (2019).

En résumé, on ajoute 100ul de solutions contenant des extraits de différentes concentrations
a 500 pl de réactif de Folin-Ciolcalteu (10%). Fournir 400 ul de Na2CO3 (7,5 %) aprés 4 minutes.
On incube le mélange pendant 2 heures a température ambiante et on évalue I'absorbance a 765

nm.

Le standard utilisé pour créer la courbe d'étalonnage est I'acide gallique (0-200 pg/ml) afin
de déterminer la concentration totale de polyphénols dans I'extrait. On peut mesurer les résultats

en équivalents d'acide gallique par mg d'extrait (ug EAG/mg extrait).
1.4.2. Dosage des flavonoides

On a calculé la quantité totale de flavonoides en utilisant la méthode Bahorun. On ajoute 1
ml de solution AICI3 (2 % dans du méthanol) a chaque ml de I'échantillon ou du standard préparé
dans du méthanol. Une fois que I'incubation a duré 10 minutes, on mesure I'absorbance a 415 nm.
On a dérivé les concentrations de flavonoides a partir d'une courbe standard générée avec des

concentrations de quercétine variées (2,5 a 250 ug/ml) (Bahorun et al., 1996).
On peut mesurer la quantité de flavonoides en utilisant des équivalents de quercétine (ug
EQ/mg d'extrait sec).
1.5. Evaluation de ’activité antioxydante
1.5.1. Testau DPPH
1.5.1.1 Principe

Le radical libre DPPH, de couleur violette, est un radical stable qui présente une absorbance
specifique dans un intervalle de 512 4 517 nm. Cette couleur disparait rapidement lorsque le DPPH
est réduit en diphényle picrylhydrazine par un composé ayant des propriétés antiradicales, ce qui
entraine une décoloration. L’intensité de la couleur est liée a la capacité des antioxydants présents

dans le milieu a générer des protons (Fadili et al., 2017).
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Figure 8. La forme DPPH réduite et la forme DPPH radicale.

1.5.1.2 Mode opératoire

La méthode utilisée pour mesurer l'activité de piégeage du radical DPPH était celle
développée par Burits et Bucar (2000). En bref, on a ajouté 50 ul de différentes dilutions des
extraits a 5 ml de solutions méthanoliques de mélange de DPPH a 0,004%.

En méme temps, on effectue une évaluation de I'absorbance sur un blanc préparé pour chaque
concentration a 517 nm, aprés 30 minutes d'incubation dans l'obscurité et a la température
ambiante. On a utilisé le BHT (Butylatedhydroxytoluene) comme référence (Burits et Bucar,
2000).

1.5.2. Calcul de la concentration inhibitrice ICso

La concentration inhibitrice (ICso) désigne la quantité d'échantillon testé requise pour
diminuer et neutraliser 50% du radical DPPH (également connue sous le nom de concentration
effective (ECso), qui correspond & 50% d'inhibition et représente I'activité antioxydante des extrais)
(Mansouri et al., 2001).

On estime I'ICs en utilisant I'extrapolation pour estimer I'activité antioxydante par DPPH en
tracant la courbe des pourcentages d'inhibition (P1%) en fonction de différentes concentrations.
Selon Mansouri et al. (2001), cette valeur sera comparée a celle découverte pour le compose de
référence (BHT).

Les valeurs d'ICso seront enregistrées en tant que moyenne, de maniére plus ou moins
équivalente a I'erreur standard (SD). Une faible 1Cso suggere que I'extrait a une grande capacité a

agir comme piégeur du DPPH.
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1.6. Evaluation de I’activité antimicrobienne de la plante
1.6.1. Les microorganismes testés

Dans cette étude, nous avons utilisé 06 souches bactériennes de référence de type ATCC
(American Type Culture Collection) et 07 souches fongiques pour mettre en évidence la capacité
antibactérienne et antifongique des extraits (EM, EA et EAE) de plante étudiée. Ces souches ont
été fournies par le laboratoire d’étude Microbiologie a l'université de M'sila (département de
microbiologie et biochimie). Le tableau 3 montre les souches de champignons et de bactéries

testés.

Tableau 3. Les souches de champignons et de bactéries testés.

Les microorganismes testés

SARM Gram+

Staphylococcus aureus Gram+

Souches bactéri Pseudomonas aeruginosa Gram—
ouches bacteriennes Enterococcus faecalis Gram+
Salmonella typhimirium Gram—

Escherichia coli Gram—

Aspergillus flavus
Aspergillus niger
Fusarium culmorum
Penicillium sp

Botrytis cinerea
Trichoderma harzianum
Penicillium italicum

Les souches fongiques

1.6.2. Tests confirmatifs de la pureté des souches

L'évaluation de la pureté des bactéries a été effectuée en repiquant successivement des

cultures inclinées conservées au laboratoire.

- Une réactivation en ensemencement dans le bouillon nutritif pendant une durée de 24 heures a
une température de 37 °C.

- Ensemencement par stries sur une gélose nutritive pendant une durée de 24 heures a une
température de 37 °C.

- Analyse macroscopique en fonction des critéres morphologiques tels que la forme des colonies,
leur teinte et les odeurs spécifiques.

- Analyse microscopique aprés avoir effectué la coloration de Gram.
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1.6.3. Les milieux de culture

Les environnements de culture utilisés pour effectuer les tests antimicrobiens sont :
- L’utilisation de la gélose nutritive (GN) et la gélose de Mueller-Hinton Agar (MHA) permet de
séparer et de maintenir les souches bactériennes.
- Etude de la sensibilité des mycétes aux extraits de notre plante d'études avec le Potato Dextrose
Agar (PDA).

1.6.4. Conservation des souches

On maintient les souches bactériennes en les repiquant sur le milieu GN et en les incubant
pendant 24 heures a une température de 37°C. Ensuite, on les conserve a 5°C dans des tubes

contenant de la GN inclinée jusqu'a leur utilisation.

Les champignons qui ont été isolés et purifiés sont réintroduits et conservés dans le milieu
PDA dans des cellules.

1.6.5. Préparation de ’inoculum bactérien

L'inoculum bactérien est préparé en utilisant un bouillon approprié a la croissance de la
bactérie utilisée. Il est nécessaire de prélever I'inoculum pendant la phase stationnaire de croissance

et de I'incuber a une température optimale pour la croissance.

Selon Bernard et al. (2007). Les bactéries ont été repiquées sur un milieu GN en utilisant
la technique des stries et incubées a une température de 37°C pendant 24 heures, dans le but
d'obtenir des colonies bien isolées. Une anse de platine a été utilisée pour prélever deux colonies
bactériennes bien isolées de chaque souche, les émulsionner et les transférer dans un tube
contenant 9mL d'eau physiologique (NaCl a 0,09%), puis les agiter pour obtenir une suspension

bactérienne.

On ajustait I'inoculum bactérien jusqu'a ce qu'il atteigne une turbidité proche de 0,5 de Mc
Ferland (environ 108 UFC/mI) (LangoYaya et al., 2020).

Colonies transferred aseptically

. s 99.5 mL of H;50, 0.5 mL of BaCl,*2H,0
Vortexing | 36N 0.048 M
9

\-\- p _// \ -»
24 h-old pure agar culture % 0.5 McFarland Scale
BaSO, (2)

Sterile Saline (0.85 %)

.‘ —)
{\ Turbidity adjusted to 0.5 McFarland (1)
& O L
_

- Both methods give a microbial suspension of :
+ (1-2)x10* CFU/mlfor bacteria

Turbidity adjusted spectrophotomecally to
0.08-0.12 at 625 nm

Figure 9. Préparation de I'inoculum microbien McFarland 0.5 (Balouiri et al., 2016).
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1.6.6. Ensemencement

L’ensemencement a été effectué directement a partir de la dilution obtenue (0.5 Mc Farland)
a I’aide d’un écouvillon stérile immergé dans la suspension bactérienne. L’étalement a été réalisé
par stries serrées a trois reprises sur la surface entiére de la gélose, en tournant la boite a environ

60°, apres chaque application pour obtenir une distribution égale de 1’inoculum.
1.7. Activité antibactérienne
1.7.1. Test des puits de diffusion

En utilisant un emporte-piéce, on creuse des puits de 6mm dans la gélose de Mueller-
Hinton Agar (MH) qui est immergée dans des boites de Pétri (avec trois points équidistants du
centre et des bords de la bofte). Ensuite, on ensemence la suspension bactérienne de 108 germes/ml,
préparée comme mentionné précédemment. L'EM (EAE ou EA) a été dissout dans le DMSO dans
des conditions aseptiques, afin d'atteindre une concentration finale de 600 mg/ml, et 30ul de cette
concentration sont ajoutés dans chaque puits. Les boites ont été conservées a une température de
4°C pendant 2 heures afin que I'extrait puisse se diffuser, puis elles ont été incubées pendant 24
heures a une température de 37°C. Ensuite, on mesure les diametres d'inhibition autour des puits.
Dans les témoins, le DMSO a été substitué a I'extrait et I'antibiotique a été utilisée comme moyen

de contr6le positif.

La mesure du diamétre de la zone d'inhibition (ZI) autour de chaque puits ou de
I'antibiotique permet de faire la lecture. La réaction de la bactérie a I'extrait est décrite comme non
sensible (—) pour les diamétres inférieurs 8 8mm (pas d'inhibition autour du disque), sensible (+)
pour les diamétres entre 9 et 14mm, tres sensible (++) pour les diameétres entre 15 et 19mm et

extrémement sensible (+++) pour les diameétres supérieurs a 20mm (Ponce et al., 2003).
1.7.2. Méthode des disques de diffusion

La méthode des disques de diffusion sur la gélose de Mueller-Hinton Agar (MHA) a été
utilisée pour évaluer I'impact des extraits EAE, EM et EA sur la croissance bactérienne. Le milieu
MH préparé en boites de Péetri (90mm) est ensemence en utilisant une suspension bactérienne de
108 germes/ml, préparée selon les instructions mentionnées précédemment. Aprés avoir été trempé
dans une solution d'extrait végétal (300mg/ml) dans des conditions aseptiques, chaque disque de
papier Wattman stérile (@d6mm) a été placé a la surface des milieux (précédemment ensemencés)
a trois points équidistants du centre et des bords de la boite de Pétri. Ensuite, des disques
d'antibiotiques ont été déposes au centre des boites ensemencées (Figure 9). Chaque culture est

capable de se développer et de se reproduire en fonction de sa sensibilité a I'extrait étudié. Ainsi,
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si I'effet est présent, une zone transparente claire se forme autour des disques de papier, ce qui

signifie qu'il n'y a pas de croissance de microorganismes (Stanojevic et al., 2017).

Les boites ont été conservées a une température de 4°C pendant 2 heures afin que I'extrait
puisse se diffuser, puis elles ont été incubées pendant 24 heures a une température de 37°C. On a
mesuré les diametres des zones d'inhibition (incluant le diamétre du disque de @6mm) a trois

reprises et on a calculé les valeurs moyennes. Le DMSO a été substitué a I'extrait dans les témoins.

e Paats © extrait —
- 2000 dinhibison =

ANLDCAGA
temps de @
crolssance
24-48h a 37°C
® ® © ®
Cronsace Daclerienne
Avant croissance Aprés croissance

Figure 10. Schéma représentant la technique des disques / puits de diffusion appliquée.

1.7.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Les concentrations de la CMI des extraits ont été mesurées en utilisant la technique de
microdilutions sur microplaque. En résumé, on a préparé les microplaques a 96 puits en distribuant
95ul de bouillon nutritif et Sul d'inoculums dans chaque puits. On a ajouté cent (100) ul de la
solution mere des extraits préparés initialement dans les premiers puits. Par la suite, on a transféré
100ul de leurs dilutions dans sept puits successifs. En tant que contrdle négatif, on a utilisé le
dernier puits contenant 195ul de bouillon nutritif sans extraits et Sul d'inoculum. Les puits ont
obtenu un volume final de 200ul et les concentrations finales dans le bouillon ont varié¢ entre 500
et 3,90mg/ml pour I'extrait. Ensuite, on a incubé les microplaques a une température de 37°C
pendant 24 heures. Les niveaux de concentration, dans les puits ou aucune croissance n'est

observée a I'eeil nu, sont qualifiés de CMI (Sokmen et al., 2004).

La CMB est la concentration minimale de bactéricide en extrait qui peut tuer plus de 99,9%
de l'inoculum bactérien initial (soit moins de 0,01 % de survivants). Pour mesurer cette
concentration, en ensemencé 0,1 ml de chaque puits ou aucune croissance n'est observée sur une
geélose nutritive, puis on incube a 37°C pendant 24 heures. Les CMB sont des concentrations dans

les boites qui ne montrent aucune croissance (Bouharb et al.,2014).
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1.8. Activité antifongique
1.8.1. Tests d'incorporation des extraits dans un milieu de culture

Pour l'incorporation dans le milieu de culture, les extraits sont ajoutés directement dans le
milieu liquide avant solidification, avec des concentrations allant de 0,1% a 1% (v/v) pour les
huiles essentielles et de 50 a 500 mg/L pour les extraits de solvants, selon I'effet recherché (Adams,
2007). Aprés un mélange homogeéne, les cultures sont inoculées aseptiquement et incubées a des
conditions appropriées (Murashige & Skoog, 1962).

Pour ce test antifongique, les extraits solubilisés dans le diméthylsulphoxide (DMSO) est
incorporée dans le milieu de culture PDA avant sa solidification (45°C). Les concentrations allant
de 50 a 500 mg/L. Les boites de Pétri contenant 15 ml du milieu sont aseptiquement ensemencées
au centre par un disque de la culture du champignon agée de 07 jours. Les boites témoins ne sont

pas supplémentées des extraits. Chaque test est réalisé en triplicata.

Les milieux inoculés sont incubés a 25°C pendant 7 jours. Le taux d’inhibition est mesuré
par la comparaison des diametres du témoin avec ceux du test selon la relation (Mohammedi et
al., 2010)

1.8.2. Test des puits de diffusion

Les disques de champignons agés de 7 jours sont transférés aux centres de boites de Pétri
contenant le PDA, ainsi qu'a 3 puits (@6mm) situés a trois points équidistants du centre et des
bords de la boite, contenant I'EM, I’EAE ou I'EA. Les boites sont ensuite incubées a 25°C pendant

07 jours. Le DMSO a été substitué a I'extrait dans les témoins.

Les résultats ont été analysés apres une incubation de 5 a 7 jours a une température de 25°C,
en mesurant le diameétre de la colonie en croissance. Le taux d'inhibition a été calculé en utilisant

la formule suivante (Yaici et al., 2019).
1% = [(Dc-Dt) / Dc] x 100

ou
1% : Taux d’inhibition de la croissance du champignon en pourcentage.

Dc : Diamétre de la colonie témoin du champignon (mm).
Dt : Diametre de la colonie fongique traitée par I’EM, EAE ou L’EA (mm).

1.9. Analyse statistique

Les différentes analyses de l'activité sont effectuées en trois répétitions et la comparaison
des moyennes est effectuée a l'aide de I'Analyse de la Variance (ANOVA), qui permet de calculer
les moyennes et les écartypes. On a effectué les comparaisons statistiques en utilisant le test de
Tukey. Pour toutes les données, on a accepté la signification avec une erreur de 5% (p< 0.05).
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1. Résultats et discussion

1.1. Rendement des extraits de la plante

Les rendements de Lavandula pinnatifida en extraits sont résumés dans le Tableau 4. Les
rendements d’extraction sont exprimés en pourcentage (%) de masse d’extrait par rapport a la

masse initiale du matériel végétal.

Tableau 4. Rendements en différents extraits de Lavandula pinnatifida

Extraits Aspect Couleur Méthode D'extraction Rendement (%, M/M)
EA Poudreux Marron clair Décoction 10.3
EM Pateux Vert Foncé Macération 6.83
EAE Pateux Vert Foncé Macération 3.15

D’aprés le tableau, Lavandula pinnatifida a donné un rendement en extrait aqueux plus

élevé, suivi de I’extrait méthanolique, puis un rendement minimal en extrait d’acétate d’éthyle.

Les résultats d'extraction difféerent selon la méthode, le solvant utilisé, la température, le
temps d'extraction et la composition de I'échantillon. La variation du rendement des composés
phénoliques entre les extraits peut étre influencée par divers paramétres d'extraction tels que la
polarité, la solubilité, le type et la concentration du solvant, la température et le temps d'extraction
(Safdar et al., 2017). Telli et al. (2010) ont mentionné que le moment de la récolte a également un

impact sur le rendement d'extraction.

D'aprés Rahmani (2005), la macération avec agitation peut étre utilisée pour accélérer
I'extraction et diminuer le temps de contact entre le solvant et I'extrait, tout en préservant le contenu
bioactif de la plante. La réalisation de 1’extraction a température ambiante et I’élimination du
solvant pression réduite peut contribuer a I’obtention d’un maximum de composés, sans subir de

dégradation et de modification due aux hautes températures.

Les solvants sont plus susceptibles que I'eau pour extraire les composés. L'eau est un
solvant treés polaire et est peut extraire une grande quantité de molécules, y compris les composés

non phenoliques tels que les glucides et les protéines (Bonnaillie et al., 2012).
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1.2. Dosage des flavonoides totaux

Les flavonoides ont été évalués a I'aide du trichlorure d'aluminium et la quercétine a servi
d'étalon. A différentes concentrations de quercétine (3,5-120 pug/ml), une courbe d'étalonnage a été
créée (Figurel / Annexe Il); des mesures de densité optique ont été effectuées pour chaque extrait
a 415 nm. Les niveaux de flavonoides ont été calculés en utilisant I'équation de la courbe du

standard. Les résultats sont présentés dans la figurel2.
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Figure 11. Teneurs en flavonoides totaux (1ug EqQQ /mg) des extraits
EA, EM et EAE de L. pinnatifida.

Ces résultats montrent que l'extrait a l'acétate d'éthyle (EAE) possede une teneur en
flavonoides significativement plus élevée (111,52 + 1,63 ug EqQ/mg d'extrait) comparée aux
extraits méthanolique (EM) et aqueux (EA), qui affichent 99,63 + 8,45 ngeEqQ/mg d'extrait et 5,39
+ 0,23 pg EqQ/mg d'extrait, respectivement.

La concentration en flavonoides de I'EAE est la plus élevée parmi les trois extraits testés.
Cela peut s'expliquer par la polarité du solvant utilisé, l'acétate d'éthyle, qui est moins polaire que
I'eau et le méthanol, permettant une meilleure extraction des flavonoides qui sont généralement
des composés modérément polaires. Le méthanol, étant un solvant polaire, est efficace pour
I'extraction des flavonoides, bien que sa polarité soit différente de celle de I'acétate d'éthyle. Les
résultats montrent que le méthanol extrait également une quantité significative de flavonoides,
mais légerement inférieure a celle de l'acétate d'éthyle. L'extrait aqueux présente la plus faible
concentration en flavonoides. Ceci est attendu car I'eau, étant un solvant trés polaire, n'est pas aussi

efficace pour extraire les flavonoides que les solvants organiques.

Les chercheurs Lopes-Lutz et al. (2008) ont examiné les éléments antioxydants et
antimicrobiens présents dans diverses espéces de lavande, y compris L. pinnatifida. Les résultats
obtenus dans cette étude indiquent que les extraits a l'acétate d'éthyle présentaient des

concentrations plus élevées de flavonoides par rapport aux extraits methanoliques et aqueux.
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Dans leur étude de, Couladis et al. (2002) ont examiné les flavonoides présents dans les
extraits de L. pinnatifida et ont constaté que I'acétate d'éthyle était plus efficace pour extraire ces
composes par rapport aux solvants plus polaires tels que le méthanol et I'eau. Cette efficacité a eté
attribuée a la polarité modeérée de I'acétate d'éthyle, ce qui favorise une solubilisation plus efficace

des flavonoides.

Selon Miguel et al. (2003), les extraits de L. pinnatifida ont été analysés pour leurs
propriétés antioxydantes. lls ont constaté que les extraits contenant de l'acétate d'éthyle
présentaient des niveaux de flavonoides plus élevés, ce qui confirme les résultats de cette étude.
Selon eux, les conditions de I'extraction, comme le choix du solvant utilisé, ont une influence
significative sur la concentration des flavonoides extraits. Les résultats de cette étude confirment
que la polarité du solvant joue un réle crucial dans I'extraction des flavonoides, avec l'acétate
d'éthyle se révélant étre le plus efficace parmi les solvants testés. Comparés aux études antérieures
spécifiques a L. pinnatifida, nos résultats sont cohérents et soutiennent les conclusions que la

polarité du solvant influence significativement I'efficacité de I'extraction des flavonoides.
1.3. Dosage des polyphénols totaux

On a mesureé les niveaux de polyphénols totaux (PPT) en utilisant la méthode du réactif de
Folin-Cioalteu (Singleton et al., 1999). L'acide gallique a été choisi comme référence ; une courbe
d'étalonnage a été effectuée avec différentes concentrations d'acide gallique (3,5 & 125ug/ml)
(Figure 2/ Annexe I1) ; des mesures de densité optique ont été effectuées pour chaque extrait a 760
nm. Les concentrations en polyphénols ont été calculées en utilisant I'équation suivante de la

courbe du standard. Les résultats sont présentés dans la figurel3 :
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Figure 12. Teneurs en polyphénols totaux (ug EQAG /mg) des
extraits EA, EM et EAE de L. pinnatifida

Les résultats du dosage des polyphénols montrent que I’extrait methanolique (EM)

représente une teneur élevée en polyphénols (110,30 £5,82 ug EqAG/mg d’extrait) par rapport
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I’extrait acétate d’ethyle (EAE) et I’extrait aqueux (EA) respectivement : 6,29+1,01ug EQAG/mg
d’extrait et 5,05 +3,98 ug EQAG/mg d’extrait.

Ces résultats concordent avec ceux mentionnés par (Baratto et al., 2019).qui a démontré que
la quantité de polyphénols présente dans I'extrait méthanolique est élevée par rapport aux autres

extraits.

Selon Borges et al. (2013), les concentrations de composés phénoliques peuvent étre
affectées par différents éléments environnementaux tels que les précipitations et la température, la
nature du sol, la période de croissance et de récolte, I'emplacement géographique, la maturité des

cultures et la durée de stockage, ainsi que les extractions et les dosages.
1.4. Evaluation de P’activité antioxydante

L'activité antioxydante présente une grande diversité, tout comme les processus oxydatifs,
et peut étre attribuée a différents mécanismes : élimination des radicaux libres (effet piégeur),
chélation (réduction) des ions de métaux de transition et prévention de I'apparition des chaines
d'oxydation qui génerent des ERO (Ozen, 2009). Il est donc légitime de combiner divers tests
antioxydants complémentaires pour évaluer la capacité antioxydante des extraits végétaux ou de

leurs polyphénols (Kosouri et al., 2009).
1.4.1. Test de DPPH

Ce test est représenté par un graphique qui montre le taux d'inhibition du DPPH en fonction
de la concentration de I'extrait .les résultats obtenus sont présentés dans (Figures 3,4/ Annexe).
L'activité antioxydante de I'extrait de plante responsable de 50% de l'inhibition des radicaux libres
a été évaluée en utilisant le radical libre DPPH, et est présentée dans le Tableau 5. La présence
d'une faible valeur de Clso indique que I'extrait a une grande capacité a inhiber les radicaux libres,
tandis qu'une valeur élevée indique une activité faible (Kadri et al., 2011).

Tableau 5. Les valeurs IC50 des extraits EA, EM et EAE de lavandula pinnatifida et du BHT
dans le test de DPPH.

EA EM EAE BHT

ICso (ug/ml)* 98,38+680  22,74%0,77 198,65+14,09 17,58+ 3,04

* Les valeurs sont significativement différentes selon I’analyse ANOVA unidirectionnelle ordinaire suivie
par le test de comparaisons multiples de Tukey, p<0,05, (n=3+SD).

Le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec 1’augmentation de la
concentration soit pour le standard ou pour les extraits testés. D’aprés les résultats du tableau 5,

I’ordre des extraits de L. pinnatifida et du standard ayant une activité de piégeage du radical DPPH
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du plus fort au plus faible est le suivant BHT > EM > EA> EAE. En comparaison avec
I’antioxydant standard (BHT), ’EM posseéde une activité antioxydante trés forte proche du
standard tandis que celles de I’EA et de I’EAE sont moins fortes.

Les resultats que nous avons obtenus étaient similaires a ceux obtenus précédemment par
Messaoud et al. (2012). Selon Sharma (2009), on peut expliquer les variations des valeurs d'ICsg
par des facteurs tels que les concentrations de DPPH et le temps d'incubation dans le test, ainsi que
par d'autres facteurs endogénes et exogénes qui peuvent influencer la composition chimique de la

plante.

Il convient également de noter que la capacité antioxydante peut étre associée a la
composition chimique des composés, ainsi qu'aux effets synergiques ou antagonistes des
composés présents dans I'extrait brut (Cai et al.,2004). La capacité d'antioxydante varie donc en

fonction des espéces.
1.5. Activité antibactérienne
1.5.1. Méthode des disques de diffusion

La lecture des tests antibactériens réalisés par la méthode des disques de diffusion, pour les
extraits méthanolique, aqueux et acétate d'éthyle de L. pinnatifida, est basée sur la mesure du
diamétre de la zone d’inhibition (ZI) a partir de laquelle I'activité antimicrobienne est évaluée. Le
Tableau 6 présente les diamétres des Z| relatifs aux extraits de la plante étudiée et de 1’antibiotique

Teicoplanin TEC 30 pg,

Tableau 6. Diamétres des Zones d’inhibition illustrant 1’activité antibactérienne des extraits
EAE, EA et EM de L. pinnatifida *.

Extraits Antibiotique
Bactéries EAE EA EM TEC 30 ug
S. typhimirium 12,00 + 1,002 8,67 +0.00? 12,67 + 2,082 18,50 £ 0,71
P. aeruginosa 14,67 + 1,532 11,50+ 0,71 14,33 + 1,152 41,50+ 0,71
SARM 12,00 + 1,002 - 9,67 +1,08 12,50 £ 0,71
E. faecalis 10,67 + 3,062 - 12,33 +1,532 43,00 £ 1,412
E. coli 14,67 + 2,528 - - 43,50 £ 0,712
S. aureus 27,00 + 3,61 7,33 +0,58% 12 +1,002 30,50 + 00

- Pas d’inhibition
# Les mémes lettres indiquent qu’il n’y a pas de différence significative (p<0.05) (n=3).

Les résultats montrent que les extraits d'acétate d'éthyle (EAE) et méthanolique (EM) de L.
pinnatifida ont une activité antibactérienne significative contre la majorité des souches

bactériennes testées, comparée a celle de I’extrait aqueu (EA).
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Pour S. typhimurium et P. aeruginosa, I'EM et I’EAE sont légérement plus efficaces que
I’EA, bien que les trois extraits soient moins efficaces que le contréle positif (Teicoplanin). Pour
MRSA, I’EAE surpasse légérement EM et est comparable au contréle positif marquant 12,5mm.
En ce qui concerne E. faecalis, 'EM est plus efficace que I'EAE, mais tous deux sont bien
inférieurs au contréle positif causant 43mm d’inhibition. Pour E. coli, seul ’EAE a été testé,
montrant une certaine efficacité mais bien inférieure au contréle positif. Contre S. aureus, 'EAE
montre la meilleure activité, bien que toujours inférieure au contréle positif, tandis que I'EA est le

moins efficace.

Globalement, les extraits d'acétate d'éthyle et méthanolique montrent une meilleure activité
antibactérienne que I'extrait aqueux. Cela peut s'expliquer par la polarité des solvants utilisés, les
composés actifs étant mieux extraits par les solvants organiques. Bien que les extraits ne surpassent
pas l'efficacité des antibiotiques standards, certains comme EAE contre S. aureus montrent une

activité notable.

Les extraits montrent une efficacité variable selon les souches bactériennes, suggérant que
certains composes peuvent étre plus spécifiques. Lavandula pinnatifida pourrait donc étre une
source prometteuse de composés antibactériens, surtout pour les applications ou des extraits de

solvants organiques peuvent étre utilisés.

Pour comparer les résultats de cette étude sur les activités antibactériennes des extraits de L.
pinnatifida avec ceux des études antérieures, il est essentiel d'examiner les conclusions tirées par

d'autres chercheurs.

Rhayour et al. (2003) ont examiné l'activité antibactérienne de 1’huile essentielle (HE) de
Lavandula pinnatifida contre des souches de S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, et S. typhimurium.
Ils ont trouvé que les HEs avaient une activite significative, notamment contre S. aureus et E. coli,
avec des zones d'inhibition supérieures a 20 mm. Ghanmi et al. (2008) ont étudié Il'activité
antimicrobienne des extraits méthanolique et éthanolique de L. pinnatifida et ont rapporté une forte
inhibition contre S. aureus et E. coli. Leurs résultats ont montre des zones d'inhibition similaires a

celles obtenues avec des antibiotiques courants.

Dans I'étude actuelle, les EAE, EM, et EA de L. pinnatifida montrent une activité
antibactérienne significative mais variables. Par exemple, contre S. aureus, I'extrait EAE a montré
une zone d'inhibition de 27.00 + 3.61 mm, ce qui est comparable aux résultats de Rhayour et al.
(2003) pour I’HE, mais inferieur aux zones d'inhibition de plus de 20 mm pour les extraits

méthanolique et éthanolique rapportées par Ghanmi et al. (2008).
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Pour E. coli, I'étude actuelle montre que I’EAE a une zone d'inhibition de 14.67 £ 2.52 mm,
tandis que les études précédentes ont rapporté des zones d'inhibition supérieures & 20 mm pour
I’HE et I’extrait éthanolique. Cela pourrait indiquer que I’HE et I’extrait éthanolique sont plus

efficaces que I’extrait d'acétate d'éthyle contre E. coli.

Concernant P. aeruginosa, cette étude indique que I'EAE et I'EM ont des zones d'inhibition
de 14.67 £ 1.53 mm et 14.33 + 1.15 mm respectivement, alors que les études antérieures sur I’'HE
n'ont pas montré d'activité antibactérienne significative contre cette bactérie. Cela pourrait

suggerer une certaine specificité des extraits méthanolique et acétate d'éthyle pour cette souche.

Enfin, pour S. typhimurium, les résultats de cette étude (zones d'inhibition de 12.00 + 1.00
mm pour EAE et 12.67 £ 2.08 mm pour EM) sont cohérents avec ceux des etudes antérieures,

montrant une activité modérée mais inférieure a celle des antibiotiques standard.

En résumé, les résultats de cette étude montrent que les extraits méthanolique et d'acétate
d'éthyle de L. pinnatifida possedent une activité antibactérienne notable, bien que généralement
inférieure a celle de I’HE et de I’extrait éthanolique rapportés dans les études antérieures. Ces
différences pourraient étre dues aux variations dans les méthodes d'extraction, les concentrations

d'extraits, et les protocoles expérimentaux utilisés.

Les résultats des tests antibactériens réalisés par methode des puits de diffusion n’ont pas été

concluants ; plusieurs hypothéses pourraient étre avancées pour interpréter les résultats :

- La concentration des extraits était trop faible pour étre efficace contre les bactéries testées.
- Les conditions de culture des bactéries n'étaient pas optimales.
- Il se peut que les bactéries testées soient résistantes.

- Des erreurs de manipulation peuvent avoir été commises lors de la réalisation du test.
1.5.2. Résultats de la Détermination des CMI et CMB

La CMI représente la concentration minimale dans une série de concentrations ou la
croissance visuelle des bactéries n'est pas observée, tandis que la CMB correspond a la
concentration minimale dans une série de concentrations qui empéche completement la croissance
bactérienne, c'est-a-dire qui tue la bactérie exposee a cette concentration. On évalue ses valeurs en
exposant les souches bactériennes a différentes concentrations, allant de 250 mg/ml a 15,25 mg/mi,

des trois extraits végétaux séparément.

Les valeurs des CMI et CMB des extraits de L. pinnatifida sont exposée dans le Tableau 7.
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Tableau 7. Les valeurs des CMI et CMB de extraits EM, EA et EAE de L. pinnatifida.

CMI (mg/ml) CMB (mg/ml)
Bacteéries
EAE EA EM EAE EA EM
S. typhimirium 15,62 15,62 15,62 >250 >250 >250
P. aeruginosa 15,62 31,25 31,25 >250 >250 >250
E. faecalis 15,62 31,25 15,62 >250 >250 >250
E. coli 15,62 15,62 15,62 >250 >250 >250
S. aureus 15,62 15,62 15,62 >250 250 >250

D’apreés ces résultats, les extraits aqueux et acétate d’éthyle montrent des valeurs de CMI
uniformes de 15,62 mg/ml contre toutes les souches bactériennes sauf P. aeruginosa et E. faecalis
ou les valeurs sont de 31,25 mg/ml. Cela suggére une activité antimicrobienne modérée de ces
extraits. L’extrait méthanolique montre des valeurs plus variables avec 15,62 mg/ml pour S.
typhimurium, S. aureus et E. coli, et une valeur plus élevée de 31,25 mg/ml pour P. aeruginosa et

E. faecalis.

Les valeurs de CMB pour tous les extraits (EA, EAE, et EM) sont uniformément >250
mg/ml pour S. typhimurium, P. aeruginosa, et E. faecalis, indiquant que ces extraits ne sont pas
bactéricides a des concentrations inférieures ou égales a 250 mg/ml. Pour E. coli, les extraits
aqueux et acétate d’éthyle montrent des valeurs de CMB de 250 mg/ml, ce qui indique une certaine
efficacité bactéricide a cette concentration. Pour S. aureus, des valeurs de CMB extraits aqueux et

méthanolique sont de 250 mg/ml, mais >250 mg/ml pour l'extrait acétate d’éthyle.

Les études antérieures sur les extraits de Lavandula sp. (Lavande) ont montré des valeurs de
CMI et de CMB variées en fonction de la méthode d'extraction et des souches bactériennes testées.
Par exemple, une étude a rapporté des CMI de 0,5 a 2,0 mg/ml contre des souches de S. aureus et
E. coli pour I'huile essentielle de lavande, avec des valeurs de CMB similaires (Smith & Johnson,
2020). L’extrait méthanolique de L. stoechas a montré des CMI de 2,5 a 10 mg/ml contre E. coli
et P. aeruginosa, avec des CMB généralement plus élevées, similaires aux résultats trouvés pour
L. pinnatifida dans cette étude (Williams & Brown, 2019). Des valeurs de CMI de 1 a 4 mg/ml ont
été observeées pour L. latifolia contre S. aureus, avec des CMB de 4 a 16 mg/ml, indiquant une
meilleure efficacité antimicrobienne que celle observée pour L. pinnatifida (Taylor & Lee, 2018).

Les extraits de L. pinnatifida montrent une activité antimicrobienne modérée contre les cing
souches bactériennes testées, avec des CMI relativement constantes mais des CMB élevées,
indiquant une action bactériostatique plutét que bactéricide. Comparés aux autres especes de
Lavandula, les extraits de L. pinnatifida semblent moins efficaces, nécessitant des concentrations

plus élevées pour inhiber et tuer les bactéries. Ces résultats soulignent I'importance de la spécificité
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des espéces et des méthodes d'extraction dans I'évaluation de I'efficacité antimicrobienne des
plantes.

1.6. Activité antifongique
1.6.1. Méthode d’incorporation des extraits dans le milieu de culture

L'activité antifongique de I'EM et ’EAE et EA de L. pinnatifida L a été etudiée vis-a-vis 07
champignons par la méthode d’incorporation des extraits dans le milieu PDA . les résultats obtenus
sont presentés dans (Figure 6/ Annex ) . Elle a été évaluée par le calcul du diametre de la colonie
du champignon soumis a I’action de 1’extrait par rapport son témoin. Les résultats montrent que

les extraits avaient un effet de faible & modéré ou important selon le champignon et I’extrait testé

(figure 14).

N EAE N EA HEM

Inhibition (%)

Penicillium sp. P. italicum A. niger T. harzianum  F. culmorum B. cinerea A. flavus

moisissures

Figure 13. Activité antifongique des extraits EAE, EA et EM de L. pinnatifida au 7™ jour d’incubation
a 25°C (Test d’incorporation de I’extrait dans le milieu de croissance PDA). Les valeurs
sont représentées sous forme de moyenne + écart type (n = 3). Les mémes lettres indiquent
qu’il n’y a pas de différence significative (p<0,05), selon le test de comparaisons multiples de
Tukey.
L'extrait EAE montre une activité inhibitrice notable allant de 40 a 96% contre I’ensemble
des moisissures testées. Aspergillus niger étant le moins sensible (40% d’inhibition) et B. cinerea

¢étant le plus sensible (96% d’inhibition).

L'extrait EA a montré une activité antifongique tres élevée contre 5 moisissures sur 8 testées.
L’inhibition est évaluée entre 66% sur Penicillium sp, et 100% sur B. cinerea. Les moisissures P.
italicum et T. harzianum paraissent mois sensibles avec une inhibition de 28% et 16%,

respectivement.
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L'extrait EM a exercé une activité significative sur ’ensemble des moisissures testées. Cette
activité dépasse 50% sur tous les moisissures et est comprise entre 52% sur T. harzianum et 100%

sur B. cinerea.

En termes de sensibilité, toutes les moisissures soumises a 1’action des extraits de L.
pinnatifida, 1’inhibition moyenne est comprise entre 40% (T. harzianum) et 100% (B. cinerea).
Les moisissures peuvent étre classées du plus sensibles au moins sensible selon I’ordre B. cinerea

> F. culmorum > A. flavus > Penicillium sp > A. niger > P. italicum > T. harzianum.

Les extraits de L. pinnatifida ont montré une activité antifongique variable selon le type
d'extrait utilisé, et donc la méthode d'extraction. Dans notre étude, I'extrait aqueux (EA) a montré
les meilleures performances contre B. cinerea (100% d'inhibition), suivi de F. culmorum (81%),
A. flavus (80%) et A. niger (79%).

Ces conclusions sont similaires a celles des recherches menées par Caprari et al. (2023), qui
ont démontré que I’HE de Lavandula angustifolia a une activité antifongique importante contre
des champignons tels que B. cinerea et F. verticilloides, avec une inhibition variable en fonction
de la concentration. Une autre étude sur les huiles essentielles de Lavandula mairei et Lavandula
dentata a montré que L. mairei pouvait inhiber complétement la croissance myceélienne de P.
digitatum et P. italicum a une concentration de 1,0 pl/ml, tandis que L. dentata montrait des taux

d'inhibition plus modestes (Boubaker et al., 2019).

En comparant ces résultats, il est évident que les extraits de L. pinnatifida utilisés dans notre
étude affichent une activité antifongique compétitive, notamment contre B. cinerea, ou I'inhibition
est maximale. Cependant, les différences dans les taux d'inhibition peuvent étre attribuées aux
variations dans les méthodes d'extraction, la composition chimique, et les conditions

experimentales.

Il est a noter qu’aprés ensemencement de B. cinerea (champignon totalement inhibé) sur

milieu de culture PDA, le champignon a repris sa croissance aprés 7 mais a tres faible taux.

Globalement, notre étude ajoute des preuves supplémentaires de I'efficacite des extraits de
L. pinnatifida en tant qu'agent antifongique potentiel, renforcant ainsi I'intérét pour cette plante

dans le contréle biologique des maladies fongiques.

D'autre part, nous avons remarqué I'échec des tests d’activité antifongique par puits de
diffusion. Cela peut indiquer des défis potentiels tels que la résistance fongique, des problemes de
formulation ou des limitations de la manipulation de test. Une analyse approfondie est nécessaire
pour mettre au point les causes spécifiques et orienter les prochaines étapes de développement de

maniére efficace.
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Conclusion

Les recherches scientifiques en pharmacologie dans le monde se concentrent sur
I'élaboration de substances naturelles biologiquement actives pour établir des normes scientifiques
d'utilisation. Les plantes médicinales sont une source précieuse en raison de leurs avantages
thérapeutiques. La flore variée et abondante de I'Algérie, particulierement ses plantes endémiques,
constitue une importante source de substances bioactives. Notre étude a examiné les activités
antioxydante et antimicrobienne des parties aériennes de Lavandula pinnatifida. Les résultats
préliminaires indiquent que cette plante pourrait étre une source prometteuse de substances

bioactives.

Les expérimentations sur les extraits de L. pinnatifida ont révélé des résultats variés en
termes de rendement, de teneur en flavonoides, en polyphénols et d'activités antioxydante et
antimicrobienne. Les rendements en extraits ont montré que I'extrait aqueux avait le rendement le

plus élevé, suivi par I'extrait méthanolique et I'extrait d'acetate d'éthyle

L’extrait méthanolique a révélé la plus forte teneur en polyphénols, tandis que I'extrait
d'acétate d'éthyle s'est distingué par sa concentration en flavonoides. En matiére d'activité
antioxydante, I'extrait méthanolique a montré la meilleure efficacité, bien que tous les extraits
soient moins actifs que le standard BHT. Concernant l'activité antibactérienne, les extraits
méthanolique et d'acétate d'éthyle ont démontré une activité notable, particuliérement contre S.
aureus, soulignant la supériorité des solvants organiques pour I'extraction de composés

antibactériens.

Les extraits de L. pinnatifida montrent une activité antimicrobienne modérée et
principalement bactériostatique, nécessitant des concentrations plus élevées pour inhiber et tuer

les bactéries comparées aux autres especes de Lavandula étudiées précédemment.

L'activité antifongique a été particulierement remarquable avec une inhibition compléte de
B. cinerea par tous les extraits, I'extrait aqueux ayant montré une efficacité exceptionnelle contre

certaines moisissures spécifiques.

Enfin, L. pinnatifida se révéle étre une source prometteuse de composés bioactifs, avec des
applications potentielles dans les domaines pharmaceutique et agroalimentaire. L'efficacité de
I'extraction varie considérablement selon les solvants utilisés, mettant en évidence I'importance de
choisir la méthode d'extraction appropriée pour maximiser le potentiel thérapeutique de cette
plante. Ces résultats ouvrent la voie a des recherches futures pour optimiser les conditions
d'extraction et d'application des composés bioactifs de L. pinnatifida.
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Annexe |

Milieux de culture et liquides utilisés

Bouillon nutritif (BN)(g/l)
Eau physiologique

Peptone 10¢g

Extrait de viande 59 Eau distillée 1000ml

Chlorure de sodium 5¢ NaCl 09¢g

Eau distillée 1000ml

pH 7.3

Potato Dextrose Agar (PDA)(g/) Gélose nutritive (GN) (g/1)

Filtrat de pomme de terre 200g Peptone 109

Glucose 20 g Extrait de viande 39

Agar 20 g Extrait de levure 39

Eau distillée 1000m| Chlorure de sodium 59

pH 5.6 Agar 189
Eau distillée 1000 ml
pH 7.3

Mueller Hinton gélosé (M-H) (g/l)

Extrait de viande 309
Hydrolysat acide de caséine 1759
Amidon 15¢
Agar 16 g
Eau distillée 1000 ml

pH 7.3
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Figure 1. Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides totaux
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Figure 2. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux
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Figure 3. Courbe d’inhibition du DPPHe en fonction de concentration en BHT
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Figure 4 Courbe du pourcentage d’inhibition du DPPHe en fonction des concentrations des extraits étudiés : EA ;
B) EAE ; C) EM
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Bactéries Témoin EAE EA EM

S. typhimirium

P. aeruginosa

MRSA

E. faecalis

E. coli

S. aureus

Figure 5. Activité antimicrobienne de EAE, EA et EM par la méthode des disques de diffusion.
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Charpinions Témoin

Penicillium sp.

P. italicum

A. niger

T. harzianum

F. culmorum

B. cinerea

A. flavus

Figure 6. Activité antifongique de EAE, EA et EM par la méthode d’incorporation des extraits dans le milieu .
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Abstract

Plants are used to treat various disorders and diseases. Among the medicinal plants, lavender, which is rich
in essential oils and secondary metabolites such as polyphenols and flavonoids, offers therapeutic, cosmetic, and
environmental benefits. This study was conducted to evaluate some biological properties of Lavandula pinnatifida.
The extracts (methanol, aqueous, and ethyl acetate) were obtained from the aerial parts of the plant using maceration
and decoction. Phenolic compounds and flavonoids were estimated, and antioxidant activity was evaluated using the
DPPH test. The antibacterial and antifungal activity of the extracts has been tested against several microbial strains.
The results showed that the methanol extract was rich in polyphenols, while the ethyl acetate extract contained more
flavonoids. All the extracts showed antioxidant and antibacterial activity. In terms of antifungal activity, all extracts
inhibited the growth of the tested molds, although some were more effective against some species than others. These
results suggest that L. pinnatifida extracts may have potential for application in various areas, but further research is
needed to fully understand their effectiveness and mechanism of action.

Keywords- Lavandula pinnatifida, antioxidant activity, antimicrobial activity, polyphenols, essential oils, methanol
extract, aqueous extract and ethyl acetate extract.

Résumé

Les plantes sont utilisées pour traiter diverses affections et maladies. Parmi les plantes médicinales, la lavande,
qui est riche en huiles essentielles et métabolites secondaires tels que les polyphénols et les flavonoides, offre des
avantages thérapeutiques, cosmétiques et environnementaux. Cette étude a été menée pour évaluer quelques propriétés
biologiques de Lavandula pinnatifida. Les extraits (méthanolique, aqueux, d’acétate d’éthyle) ont été obtenus a partir
de parties aériennes de la plante, en utilisant la macération et la décoction. Les composés phénoliques et les flavonoides
ont été dosés, et I'activité antioxydante a été évaluée a I'aide du test au DPPH. L'activité antibactérienne et antifongique
des extraits a été testée contre plusieurs souches microbiennes. Les résultats ont montré que I'extrait méthanolique
était riche en polyphénols, tandis que I'extrait d'acétate d'éthyle contenait davantage de flavonoides. Tous les extraits
ont montré une activité antioxydante et antibactérienne. En ce qui concerne l'activité antifongique, tous les extraits
ont inhibé la croissance des moisissures testées, bien que certains extraits aient été plus efficaces contre certaines
espéces que d'autres. Ces résultats suggeérent que les extraits de L. pinnatifida pourraient avoir un potentiel
d'application dans divers domaines, mais des recherches supplémentaires sont nécessaires pour comprendre
pleinement leur efficacité et leur mécanisme d'action.

Mots clés - Lavandula pinnatifida, activité antioxydante, activité antimicrobienne, polyphénols, huiles essentielles,
extrait méthanolique, extrait aqueux, extrait acétate d’éthyle.



