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INTRODUCTION

Depuis des temps immémoriaux, I’homme se soigne grace aux plantes qui étaient présentes
dans leur environnement. L'étude de la phytochimie fait I'objet d'intenses investigations pour
aider a déterminer les constituants chimiques présents dans les plantes médicinales. Pour
mener & bien ces investigations, divers organes des plantes (feuilles, écorces, racines, fruits)
sont cueillis dans leur habitat naturel afin de déterminer leur taux de toxicité et analyser leurs
éventuels effets pharmacologiques. Un des outils indispensables est la connaissance du
screening phytochimique ou criblage phytochimique qui permet de déceler la présence des
groupes de familles chimiques dans une " drogue “ donnée. Le screening phytochimique joue
un réle essentiel dans la caractérisation des groupes de familles chimiques dans une plante
donné, par contre, il ne permet pas d'identifier ou de déterminer la structure chimique des

composes présents [1].

Une plante est dite médicinale lorsqu'elle contient une ou des substances pouvant étre
utilisées a des fins thérapeutiques ou qui sont des précurseurs dans la synthése de drogues
utiles. Le groupe consultatif de 'OMS qui a formulé cette définition affirme également qu'une
telle description permet de distinguer les plantes médicinales dont les propriétés
thérapeutiques et les composants ont été établis scientifiquement des plantes considérées

comme medicinales [2].

Malgré le développement du médicament de synthése, le médicament veégétal sous ses
différentes formes continues a occuper une place de choix ainsi, ’OMS estime que la
médecine traditionnelle couvre les besoins en soins de santé primaire de 80 % de la

population mondiale [3].

A I'heure actuelle, la notion de médecine traditionnelle qui se rencontre dans presque toutes
les régions du globe ne semble pas €évoquer la méme réalité chez tous ceux qui 'utilisent.
Quand on parle de médecine traditionnelle d'un pays, certaines personnes ne pensent qu'a
I'usage des plantes ou des extraits végétaux de ce pays, ou encore a l'inventaire des spécimens
botaniques utilisés par les natifs de ce pays dans le traitement des maladies. Ce ne sont la que

quelques eléments de cette thérapeutique [4].

C’est dans ce contexte que nous sommes proposé¢ d’étudier la composition en
polyphénols des parties aériennes de Lavandula stoechas, ainsi que 1’activité antibactérienne

et I’activité antioxydante.



Notre travail est réparti en deux parties : une partie bibliographique reparti en trois
chapitres, dans le premier chapitre, nous aborderons les différentes connaissances
bibliographiques sur la famille Lamiaceae et le genre lavandula, et nous nous intéresserons a
I'étude des travaux antérieurs réalisés sur la lavandula stoechas L. Un deuxieme chapitre
inclure les métabolites secondaires: flavonoides, alcaloides, les terpénes, et les huiles
essentielles. Et les différentes méthodes de séparations et d'extractions : macération,
décoction, soxhlet, et la chromatographie. Le troisiéme chapitre comprend études sur les
‘activités biologiques : antibactérienne, antioxydante. Ensuite, la deuxieme partie : la partie
expérimentale est consacré aux : matériel et méthodes utilisées et les résultats et discussion
relatifs aux différentes expérimentations menées. A la fin nous terminons par une conclusion

et perspectives sur cette espece .



Premiére chapitre
Présentation de la plante
selectionnés




Chapitre I. Présentation de la plante sélectionnée

I1.1. La famille des lamiaceae :

Les Lamiaceae ou Labiatae, communément appelées Lamiacées, Labiacées ou
Labiees, sont une importante famille de plantes dicotylédones qui comprend environ
6000 espéces et pres de 210 genres. La famille des lamiacées considérée comme 1’ une
des familles les plus évoluées, englobe une grande variété de plantes aromatiques et
médicinales, elle présente des caracteres typiques trés facile a reconnaitre pour un
botaniste débutant : plante herbacée, tige quadrangulaire et la corolle & une forme de
levre. Dans [D’arbre phylogénétique les lamiacées se situent au niveau de
I’angiosperme, dicotylédone et font partie de I’ordre lamiale. Les Lamiacées sont
surtout des plantes meéditerranéennes. La présence des huiles essentielles est
caractéristiques dans cette famille, elles se trouvent dans des poils sécréteurs, dans les
glandes ou les poches et se localisent généralement sous la cuticule des feuilles [5].

Le genre Lavandula est un membre important de la famille des Lamiaceae et se
compose d’environ 28 espéces, qui sont dans la plupart d’origine méditerranéenne [6].
Les especes de Lamiaceae sont des plantes odorantes et herbacées a tige
quadrangulaire pouvant devenir des arbrisseaux (Romarin,Thym); leurs feuilles
opposeées par 2, leurs fleurs bisexuées, irréguliéres, a calice tubuleux ou en cloche
persistant, a corolle a tube trés développé et leur fruit sec se séparant en 4articles

contenant chacun 1 graine [7]

Quel a & et espéces avec une corolle a 1 seule lévre (inférieure) ou a lobes presque égaux :

Tige carrée de Stachys rocta (Epiawre droate) | feuilles décussées de Clinopodium \ul; are (chimopode commun) |, fleurs de
\lu;~ a reptans (bugle rampant), hu rium pyrenarcum (germandrée des Pyrénées) et Lycopus curopacus (lycope d’Europe)

Quelques espéces avec une corolle & 2 lovres

Fleurs de Glechoma hederacea (gléchome ou licrre terrestre), Galcopsis ladanum (galéopsis intermédiaire), Rosmarinu.
officinalis (romann), Lamim galecobdolon (lamier jaunc) ct Salvia verbenaca (sauge a feuilles de verveine)

Figure.l.1: Quelques caracteres et quelques especes avec une corolle a une ou deux
lévres (d’aprés Régis M., groupe botanique NMP).



1.1.1. Intérét des lamiaceae :

1.1.1.1. Intérét économique de lavandula :

La famille des lamiaceae est riche en lavandula a usage multiple, alimentaire,

fourrager, aromatique, cosmétique et médicinale.

L'industrie, le milieu universitaire et les sciences de la santé s'intéressent de plus en
plus aux plantes médicinales et aromatiques [8]. Les especes de Lavandula (Labiatiae,
syn. Lamiaceae) sont principalement cultivées pour leurs huiles essentielles, qui sont
utilisées dans la parfumerie, la cosmétique, I'agroalimentaire et aujourd'hui aussi dans
les produits « d'aromathérapie ». Les fleurs séchées sont également utilisées depuis
des temps immémoriaux dans des oreillers, des sachets, etc. pour favoriser le sommeil
et la relaxation. De nombreux plantes de lavande sont également vendus comme
plantes ornementales pour le jardin; ceux-ci comprennent L. latifolia, L. pinnata, L.

lanata, L. dentata et L. stoechas et leurs nombreux cultivars [9].

1.1.1.2.Interet thérapeutique des lamiaceae:

Les Lamiacées (Labiatae) sont I'une des familles de plantes les plus diverses et les
plus répandues en termes d'ethnomédecine et sa valeur médicinale est basee sur la
concentration en huiles volatiles , la famille des Lamiacées est l'une des plus grandes
familles parmi les dicotylédones, de nombreuses especes appartenant a la famille étant
treés aromatiques, en raison de la présence de structures glandulaires externes qui
produisent de I'huile volatile, cette huile est importante dans les pesticides, industries
pharmaceutique, aromatisante, parfumerie, parfumerie et cosmétique. Les plantes
médicinales ont une valeur importante dans l'utilisation socioculturelle, spirituelle et
médicinale dans la vie rurale et tribale des pays en développement pays, les plantes
sont souvent aromatiques dans toutes les parties et comprennent de nombreuses
herbes culinaires largement utilisées, telles que le basilic, la menthe, le romarin, la
sauge, la marjolaine, le thym, lavandula, orthosiphon, ocimum, leucas, anisomeles
[10].

Les especes végétales de la famille des Lamiacées sont utilisées pour guérir

diverses maladies. L'espece Satureja présente des activités analgésiques,



antimicrobiennes, antivirales, antioxydantes, antiprolifératives, anti-inflammatoires et

vasodilatatrices [11]

I.2.Le genre lavandula:

Le genre Lavandula est I'un des plus importants genres de la famille des
Lamiacées, il est riche en plantes a usage multiple, alimentaire, fourrager, aromatique,
cosmétique et médicinal. La bibliographie fait allusion a plusieurs espéces de ce
genre, communément appelées lavandes, a écologie et phytogéographie diversifiées et
dont d’une part la distinction taxinomique n’est pas des plus faciles et d’autre part
I’éventualité d’un usage différent selon les localités et ou les espeéces n’est pas
investie. Aussi, par le biais d’investigations ethnobotaniques aupres d’herboristes et
de vendeurs de plantes aromatiques et médicinales (PAM), inventorier leurs
principaux usages traditionnels. Ainsi, durant I’année 2014, des prospections
floristiques a la recherche de lavandes sauvages ont permis de repérer et localiser
Lavandula stoechas L et L. atlantica Braun-Blang, L. pedunculata Mill, L. multifida
L, L. dentata L, L. [12].

1.2.1.Etymologie et noms vernaculaires :

Le nom lavande vient du latin « lavare », qui signifie laver. Les fleurs parfumées
étaient utilisées dans la Rome antique et en Afrique du Nord pour parfumer les bains
publics et étaient transportées par l'armée romaine pour étre utilisées comme
désinfectant. Les "lavandes" a I'époque médiévale et de la Renaissance étaient
utilisées pour le stockage du linge. On dit que les anciens Egyptiens utilisaient la fleur

dans le processus de momification [13].

¢ Noms communs:
> Arabe: &l
> Francais: La lavande
» Anglais: lavender

o Nom Latin: Lavandula



1.2.2.Description botanique:

Les lavandes sont des plantes persistantes et arbustives. lls varient d'un a trois
pieds haut et montre une gamme de formes de feuilles et de fleurs. Les feuilles
peuvent étre lobées ou non et sont parfois présents uniqguement a la base des tiges. La
couleur des fleurs peut aller de bleu au violet, et la tige et les feuilles peuvent varier
du gris bleuatre profond au vert a brun décoloré. Les lavandes rustiques (L.
angustifolia, L. latifolia, L. intermedia) ne poussent pas aussi haut comme les
lavandes tendres (L. dentata, L. stoechas) et ne fleurissent qu'une fois par an. Elles
sont des plantes principalement arbustives avec des feuilles étroites et grises dont la
taille varie sur différentes parties de la plante. Certains épis de fleurs sont effilés et
d'autres sont émoussés. Les lavandes tendres (L. stoechas, L. dentata) sont hautes et
ont des bractées voyantes aux sommets de leurs capitules. Ces plantes préférent le
plein soleil et un sol riche ; dans les bonnes conditions ils peuvent atteindre les trois
pieds de haut. Les tiges plus faibles et arquées ont tendance a étre plus vertes que

grises [14].

Figure.l.2: Lavandula stoechas, tige fleurie x 1 et cyme agrandie x 4 (Upson &
Andrews, 20)



1.2.3.Classification botanique :

La classification botanique de 1’espéce lavandula stoechas est présentée dans le
tableau I-1 :

Tableau 1.1 : Taxonomie de I’espéce Lavandula stoechas [15].

Regne Plantae

Sous régne Viridaeplantae
Classe Magnoliopsida

Sou classe Magnoliidae

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Sous famille Nepetoideae

Genre Lavandula

Espéce Lavandula Stoechas L

Figure.l.3 : photographie de la lavandula stoechas L.




1.2.4.Récolte

La récolte se fait pendant la floraison, de fin juin jusqu’au mois d’aolt, pour les
lavandes « vraies », « aspic » et les lavandins. A part ’aspic qui est sauvage, les
plantes sont généralement cultivées. La récolte a lieu en été, car les fortes chaleurs
favorisent la montée de 1’essence dans les cellules et les glandes sécrétrices de la
fleur. Les brins sont plus odoriférants s’ils sont cueillis juste avant I’ouverture des
fleurs. Apres, 1’essentiel de 1’ardme se perd. Les lavandes du groupe Stoechas sont
plus précoces : elles sont récoltées de mars a mai a 1’état sauvage, mais elles sont plus
rarement exploitées. Pour les cultures, la récolte s’effectue mécaniquement. L’HE
serait de meilleure qualité en altitude, mais le rendement y est plus faible, et 1’altitude

augmente la teneur en esters [16].

I.2.5.Répartition géographique :
1.2.5.1.Répartion géographique dans le monde :

La majorité des espéces de lavande sont indigénes aux régions montagneuses des
pays bordant la méditerranée occidentale, les iles de l'atlantique, la Turquie, le
Pakistan et 1'inde, d’autres espéces indigenes de lavande ont également été trouvées

dans le nord et le sud d'Afrique [17].

Les 28 espéces du genre Lavandula sont donc réparties sur trois continents,

I’ Afrique, I’Europe et 1’ Asie.

Figure.l.4: Schématisation de 1’aire de répartition des sections du genre
Lavandula (Guitton, 2011).



Les pays sont de la couleur de la section majoritairement présente. Pour certaines
sections dont la répartition est plus restreinte, une zone de couleur indique les
principales zones de présence. Jaune: Section Pterostoechas, Bleu foncé: Sections
Lavandula et Stoechas, Noire: Section Chaetostachys, Bleu claire: Section Subnudae.

Vert: Section Dentatae, Rouge: Section Sabaudia et Orange: Section Hasikenses.

1.2.5.2.Répartition géographique en algérie:
Ce genre est représenté par sept espéces spontanées, L. stoechas, L. multifida,
L.coronopifolia, L. pubescens, L. dentata, et les plus récemment décrites L. antineae

et L.sahariensis [18].

1.2.6.Utilisation traditionnelle du genre lavandula :
Le genre lavandula & des applications traditionnelles répandues dans une variété

d’affections, on peut citer :

- Lavandula atlantica.L: utilisée pour le traitement d’affections gastro-intestinales.

- Lavandula multifida.L: utilisée pour le traitement des seules affections broncho-

pulmonaires.

- La lavande stéchade: a l'usage le plus large couvrant toutes les affections

auparavant citées a I’exception de rhume [19].

La lavande frangaise dit-il est efficace contre les maux de téte et toutes les
maladies qui résultent du rhume. Elle peut donc étre mélangée a des médicaments
contre les maux de téte persistants depuis un certain temps, I'apoplexie, I'épilepsie et

les maladies assimilées [20].

|.2.7.Etude phytochimique et biologique antérieure sur P’espéce
lavandula stoechas L :

L’¢étude phytochimique sur I’espece lavandula stoechas L permet de détecter la
présence des différentes familles chimiques tels que : les stérols, les triterpénes, les

tanins, les flavonoides et les dérivés anthracéniques [21].

Ainsi que les coumarines, composées des Co-anthocyanes et des mucilages [22].
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Selon Ferreres et al. (1986) ; Lawrence (1996); Mastelic et Kustrak (1997) les

constituants chimiques potentiellement actifs du genre Lavandula sont

» Monoterpenes : a-pinéne, 3-pinéne, 3-ociméne, camphre, limonéne, p-cymene,
sabinéne, terpinene

> Monoterpenes alcools: a-terpinéol, bornéol, lavandulol, linalol, p-cymen-8-ol,

Transpivocarvéol.

Monoterpenes aldéhydes: aldéhyde de cumin.

Monoterpénes éthers: 1,8-cinéole.

Monoterpénes esters: acétate de linalyl, acétate de terpényl.

YV V V V

Monoterpene cetones: carvone, coumarine, cryptone, fenchone, méthylhéptenone,
noctanone,nopinone, p-méthylacétophénone p Benzénoides: eugénol, coumarine,
carvacrol, acide hydroxycinnamique, acide rosmarinique, thymol.

> Sesquiterpenes: caryophylléne, oxyde de caryophylléne, a-photosantanol, OE-
santalal, a-norsantalénone.

» Traces de nombreux autres composés, tels que les flavonoides.

Les ¢tudes ont révélé D’existence de plusieurs chémotypes. Le chémotype

le plus décrit de Lavandula stoechas est le chémotype fenchone/camphre.

Lavandula stoechas contiennent plus de composés oxygeénés que de composés
hydrocarbonés .Les composes terpéniques sont caractéristiques des especes de
lavande et constituent des marqueurs chémotaxonomiques utiles pour distinguer des
especes et méme des sous-especes. Par exemple, Lavandula stoechas subsp. Luisieri

est le seul taxon de lavande produisant les monoterpénes irréguliers [23].
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Figure.1.5 : Structure chimique des principaux terpénoides détectés dans 1’essence

aromatique de Lavandula stoechas.

En effet, de nombreuses études ont montrés 1’existence de plusieurs activités dans

la plante lavandula stoechas L, tels que :

L’activité antibactérienne, antifongique.
L’activité antioxydante.
L’activité anxiolytique.

L’activité insecticide.

YV V V VYV V

L’activité anticonvulsivant.

Dans le méme temps, les effets sédatifs de la lavande papillon ont été prouvés.

L’HE de lavande a toupet a également été testé sur des souris pour appuyer son
effet protecteur contre le stress oxydatif induit par le malathion (insecticide qui, a
fortes doses, attaque le foie et les reins principalement). Cette HE présente des

activités hépatoprotectrice et néphroprotectrice significatives.

Les essais, in vitro et d’études sur des animaux, démontrent que la lavande a des

propriétés antispasmodiques et Iégerement anesthésiques.
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L’HE de lavande papillon a aussi prouvé son effet anxiolytique avec, par exemple,

une ¢tude sur des patients atteints d’infarctus du myocarde.

De par sa composition en 1,8-cinéole et fenchone, I’HE de lavande papillon
possede des propriétés antibactériennes marquées sur une multitude de pathogeénes :
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium ainsi que
sur des levures et des champignons (Rhizoctonia solani et Fusarium oxysporum par

exemple) [24].
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Deuxieme Chapitre
Les métabolites secondaire




Chapitre 11. Les métabolites secondaires

11.1.Définition des métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires d’origine végétaux, appelés aussi des produits
naturels ou métabolites spécialisés, constituent un réservoir extrémement riche de

biodiversité chimique . Identifié plus de 200000 structurés chimique [1].

Un métabolite secondaire est une substance présente chez un organisme qui ne
participe pas directement aux processus de bas la cellule vivante ni a la croissance et

le développement des plantes [2].
11.1.1.Les polyphénols :

Avec plus de 8000 structures phénoliques connues, les polyphénols constituent
I’'une des plus grandes familles de molécules largement répandues dans le regne
vegétal. Ce sont des meétabolites secondaires des végétaux présents dans toutes les

parties de la plante [3].

Les polyphénols sont caractérisés par la présence de plusieurs groupements
phénoliques et possédent d’autres fonctions (alcoolique, carboxylique...). Ils
regroupent un vaste ensemble de substances chimiques comprenant au moins un
noyau aromatique et un ou plusieurs groupes hydroxyles. Ils peuvent aller de
molécules simples, comme les acides phénoliques, a des composés hautement
polymérisés comme les tanins. Les polyphénols sont communément subdivisés en
phénols simples, acides phénols (dérivés de l'acide benzoique ou cinnamique) et
coumarines, en naphtoquinones, en stilbénoides (deux cycles C6 liés par C2), en
flavonoides (structure C6-C3-C6) [4]

11.1.1.1.Les flavonoides :

Les flavonoides sont des entités chimiques présentes dans la régné végétal et sont

des métabolites secondaires avec structure polyphénol que variable [5].

Plus de 5000 se produisent naturellement flavonoides ont été caractérisé a partir

de diverse plante [6].

Les flavonoides ont tous une origine biosynthétique commune et par conséquent,

possedent tous un méme squelette de base de quinze atomes de carbones constitué de
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deux unités aromatiques, deux cycles en C6 (A et B) reliés par une chaine en C3 [7]

(Figure 11.1).

(a)

o
(b)

Figure 11.1: Motif flavan (a) et flavon(b) et numérotation systématique

11.1.1.1.1. Classification des flavonoides :

On distingue différents types de noyaux: flavonols, flavones,

isoflavonoides, chalcones etc. (tableau 11.1) [8]

Tableau 11.1 : Classification des flavonoides.

flavanone,

FLAVONOIDE STRUCTURE DE BASE

9]
Flavonols |

OH

o
Flavones

Q
Flavanone

(a]
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11.1.1.1.2. Réle des flavonoides dans les plantes :

Les flavonoides peuvent étre présents dans toutes les parties des plantes. Dans la
majorité des cas, les flavonoides sont présents sous forme glycosylée dans les plantes
car la glycosylation a pour effet de les rendre moins réactifs et plus hydrosolubles
permettant alors leur stockage dans les vacuoles des cellules épidermiques des fleurs,
de I’épiderme et du mésophylle des feuilles, des parenchymes des tiges et racines [9].
Certains flavonoides  pourraient exercer une multitude d’activités biologiques
notamment des propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes, antibactériennes et

méme antihépatotoxiques [10].

11.1.1.2.Les alcaloides :

Un alcaloide est une substance organique azotée d'origine végétale a caractere
alcalin et présentant une structure moléculaire hétérocyclique complexe.les propriétés
médicamenteuses des alcaloides font de ce groupe de métabolites secondaires un
intéretparticuliers. Au niveau du systeme nerveux central ils agissent comme

dépresseurs [11].

11.1.1.2.1.Classification des alcaloides :

La plupart des alcaloides sont dérivés d'acide aminés tels que le tryptophane, la
lysine, la phénylalanine et la tyrosine. Ces acides aminés sont décarboxylés en amines

et couplées a d'autres squelettes carbonés [12].

On estime a plus de 10.000 alcaloides différents isolés a partir de sources

végétales, animales ou microbiennes [13].
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La classification la plus adaptée est basée sur 1’origine biogénétique, c'est-a-dire de

les classer en trois groupes selon leur précurseur biosynthétique [14]:

> Les alcaloides vrais.
» Les pseudo-alcaloides.

» Les proto—alcaloides.

11.1.1.2.2 . ROle des alcaloides dans la plante :

Au niveau de la plante, les alcaloides jouent un réle essentiel dans la protection du
végetale contre les animaux come agents phytophages; ils ont également la plus
importante des roles produit d’excrétion du métabolisme azoté, substance de réserve,
Régulateurs de croissance. La nicotine ne permet pas la croissance des larves du
tabac. Les alcaloides tout d’abord, ont des effets bénéfiques sur la plante synthétisante
dont ils régulent la croissance et le métabolisme interne végétaux, ils désintoxiquent
et transforment les substances nocives au végetal, ils protegent la plante contre les

rayons UV, comme ils ont des effets contre les herbivores [15].

11.1.1.3 .les terpénes :

Les terpenoides sont considérés comme la plus grande famille de composeés
naturels [16]. Bien que (terpene) sont réservé aux composés oléfiniques et
(terpénoides) aux terpénes oxydés, La structure de base d’un terpéne est composés
d’un nombre variable d’unités de 5 carbones, appelées unités isoprénes, le nombre de

carbones de n’importe quel terpéne est alors un multiple de cinq [17].

11.1.1.3.1.Classification des terpenes

Selon le nombre d’unités isopréniques qui constituent les terpenoides, on distingue
les monoterpénes (C10), les sesquiterpénes en (C15), les diterpénes (C20), les
triterpenes (C30), les tétraterpenes (C40) et les polyterpenes (C40) qui comportent
plus de 500 carbones. Les monoterpénes et les sesquiterpénes volatiles sont les

principaux composants des huiles essentielles [18].

11.1.2.Les huiles essentielles :

Les huiles essentielles extraites des plantes par distillation comptent parmi les plus

importants principes actifs des plantes. Elles sont largement employées en parfumerie
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Les huiles essentielles contenues telles quelles dans les plantes sont des composes
oxygenés, parfois d'origine terpénoides et possédant un noyau aromatique. Les huiles

essentielles ont de multiples propriétés [19].

11.1.2.1.Localisation au niveau de la plante :

Les huiles essentielles ne contiennent pas de corps gras comme les huiles
végétales obtenues avec les pressions. Il s’agit de la sécrétion naturelle, élaborée par
le végétal et contenue dans les cellules de la plante soit dans : les fleurs, les fruits, les
sommités fleuries, les feuilles, I’écorce, les racines et les graines. Les huiles

essentielles sont responsables de I’odeur caractéristique de plante [20].

11.1.2.2. Spécificité des huiles essentielles :

La question de la spécificité des différentes huiles essentielles se pose également.
Trés peu d'études ont analysé suffisamment d'huiles essentielles et de paramétres
biologiques pour déterminer, il existe une spécificité pour des effets différents selon
les différentes huiles ou non [22]. Les huiles essentielles testées présentaient une
spécificité dans I'amplitude, mais pas dans le mode d'action, des effets biologiques, a
savoir d'action, des effets biologiques, c'est-a-dire la cytotoxicité, l'induction de
mutants cytoplasmiques, l'induction de génes et les effets antigénotoxiques.
Cependant, ils ont montré une spécificité du mode d'action concernant la production
de ROS, probablement en raison des différences dans leur composition réelle
correspondant a différences dans la compartimentation du stress oxydatif [23]. En ce
qui concerne l'antigénotoxicité, les huiles essentielles testées ont montré la méme
activité protectrice. Les huiles essentielles testées ont montré la méme activité
protectrice. Cependant, le mode de protection différe, non pas en fonction du type
d'huile, mais en fonction de la nature de I'huile. pas en fonction du type d'huile, mais
en fonction des mutageénes, c'est-a-dire en fonction du type de Iésions induites et de la

nature de ces lésions [24].

11.2.Les différentes méthodes d’extraction et de séparation :

Les métabolites secondaires de la plante médicinale sont des composants
naturellement présents dans cette plante ; ils lui conférent son activité thérapeutique.

Ces composants se trouvent souvent en trés petites quantités dans la plante : ils ne
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représentent qu'un faible pourcentage du poids total de la plante, mais ce sont les
principaux. Il est donc nécessaire d'effectuer un processus d'extraction. qui consiste a
retirer (extraire) une ou plusieurs especes chimiques d'un milieu solide ou liquide et a
les séparer les unes des autres. Plusieurs techniques scientifiques sont disponibles

pour extraire et séparer les principes actifs des plantes médicinales.

11.2.1.Macération :

C’est une technique d’extraction pour isoler des substituants a partie d’un solide
géneralement matiere végétale, elle consiste a laisser sé¢journer le matériel solide dans un

liquide a une température ambiante.

Généralement, on utilise une solution
hydro-Alcoolique (entre 70 et 80% de ‘ “a
) L
méthanol ou éthanol et on compléte le *‘d,.,
reste avec 1’eau distiller). | d ' J A% “‘,5
'’ E‘ ¥ "‘{ -3‘&#1{1
-~ ¢ A‘. By :’/!‘5‘,’
On répéte 1°opération 3 fois pour une " p it e 'B' 4
- N b - . A
période de 72 h. Apres la filtration de la & , ‘i;ﬁ"[y‘%
. . . < - ,:!. y BT
solution hydro-alcoolique, puis on - — -

obtient un filtrat. [25] (Figure 11.2)

Figure 11.2. Extraction par macération

11.2.2.Décoction :

La décoction est une méthode d’extraction consiste & faire bouiller les plantes
médicinales ou végétales. Pour dissoudre les substances chimiques de la matiere, qui

peuvent comprendre les tiges, les racines, 1’écorce et les rhizomes.
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La décoction consiste a

écraser le materiel végétal pour
permettre  une  dissolution
maximale, puis a le faire bouillir
dans I’eau pour en extraire les
composés organiques polaires et
d’autres substances chimiques
[26].

Figure 11.3. Extraction par décoction

11.2.3.Soxhlet :

L’extraction par 1’appareil Soxhlet est une méthode simple et convenable nous
permettant de répéter infiniment le cycle d’extraction avec du solvant organique sous
reflux jusqu'a épuisement complet du soluté dans la matiére premiére, d'ou vient son

efficacite élevée [27].

Sortie de I'eau de
refroidissement

<«—— Condenseur/ réfrigérant

Entrée de I'eau de
refroidissement

Corps principal de
I'extracteur

Cartouche contenant

I’échantillon <«<— Retour de distillation

<«—— Ballon

Agitateur
magnétique

Chauffe ballon avec
agitation intégrée

Figure 11.4. Extraction par soxhlet
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11.2.4.La chromatographie :

La chromatographie est une méthode d’analyse basé sur la séparation de
constituants d’un mélange, les différents constituants de ce mélange appelés solutés
sont séparés et entrainés par un fluide (liquide ou gaz) que I’on appelle phase mobile,
ils interagissent ou au contraire n’interagissent pas avec une phase fixe. Que I’on
appelle phase stationnaire qui exerce sur eux un retardateur [28] Plusieurs méthodes

existent.

11.2.4.1.Chromatographie en phase gazeuse (CPG) :

Chromatographie en phase gazeuse s’applique a des échantillons gazeux ou
susceptibles d’étre vaporisés dans I’injecteur. C’est de loin la technique la plus
utilisée pour les huiles essentielles. La phase mobile est un gaz (hélium, azote, argon
ou hydrogeéne), appelé gaz vecteur. Le principe de la chromatographie en phase
gazeuse basé sur la séparation des différents solutés gazeux par migration
différentielle le long de la phase stationnaire. Si la phase stationnaire est un liquide
non ou peu volatil, possédant des propriétés de solvant vis-a-vis des composés a
séparer, on parle de chromatographie gaz-liquide ou chromatographie de partage. Si la
phase stationnaire est un solide absorbant (silice, alumine...),on parle de
chromatographie gaz-solide [29].

11.2.4.2.Chromatographie sur couche mince(CCM) :

La Chromatographie sur couche mince est utilisée comme technique de routine,
pour I’analyse rapide de fractions obtenues a la suite d’une séparation initiale.

La chromatographie sur couche mince(CCM) repose principalement sur des
phénomenes d'adsorption: la phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants,
qui progresse le long d'une phase stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une
feuille semi-rigide de matiere plastique ou d'aluminium. Aprés que I'échantillon ait été
déposé sur la phase stationnaire, les substances migrent a une vitesse qui dépend de
leur nature et de celle du solvant [30].

Apreés la migration, le repérage des molécules s’effectue soit par ultra-violet (UV),
soit par un colorant spécifique ou encore par exposition aux vapeurs d’iode. La
distance de migration des composés est ensuite mesurée et comparée a celle du front
de la phase mobile, ceci permet de définir la référence frontale Rf caractéristique de

chaque composé.
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11.2.4.3.Chromatographie sur colonne :

La chromatographie liquide classique utilise des colonnes avec un diametre interne
de 1cm. Ou plus et des particules de 100 a 200um de diamétre. Dans une colonne en
verre, munie d’un robinet, on introduit le support de séparation choisi, un bouchon de
laine de verre placé avant la sortie de la colonne pour empécher le passage des
particules les plus fines.

L’échantillon est déposé au sommet de la colonne I’éluant coule ici sous pression
atmosphérique a travers la colonne. L’¢luant qui contient des substances dissoutes
dans la phase mobile sera récupéré (par exemple en fraction), et on fait le C.C.M pour
chaque fraction puis on mélange les fractions similaires qui ont le méme Rf [31].

11.2.4.4. Chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

La chromatographie en phase liquide a haute pression fréquemment appelée
chromatographie en phase liquide a haute performance (CLHP ou CLH) est la
principale technique d’analyse utilisée en analyse pharmaceutique et est
principalement utilisée dans I’industrie pharmaceutique [32].

La chromatographie HPLC est une technique d'analyse qualitative et quantitative
qui permet de l'identification, la séparation et le dosage de composés chimiques dans
un mélange liquide. L'échantillon a analyser contenant une ou plusieurs espéces est
entrainé par une phase mobile en contact avec une phase stationnaire. Chaque espece
présente migre a une vitesse qui dépend de ses caractéristiques, et de celles des deux
phases présentes [33].

Elle utilise une phase stationnaire solide ou liquide, immobilisée dans une colonne,
et une phase mobile liquide, qui se déplace a travers la phase stationnaire. Les
composés sont introduits (on dit injectés), en mélange, en téte de colonne, ils
interagissent ensuite avec les phases stationnaire et mobile selon une série d'équilibres

successifs [34].
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Chapitre I11. L’activité biologique

Les activités biologiques des extraits végétales et leurs propriétés biologiques tres
variés. Cependant, la diversité moléculaire des métabolites qu’elles contiennent, leur
confere des roles biologiques importants. Parmi les activités les plus importantes que
possedent la plupart des plantes se trouve: (I'activité antibactériennes et I’activité

antioxydante).

111.1. Généralités sur les bactéries :

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires classes parmi les
procaryotes, car ils ne possedent pas de membrane nucléaire. Ce caractére les
distingue des autres organismes unicellulaires classes parmi les eucaryotes
(champignons, algues, protozoaires).elles sont divisées en bactéries proprement dites
(Bacteria) et bactéries primitives (Archaea). Toutes les bactéries rencontrées en
pathologie appartiennent aux Bacteria.

Les bactéries ont généralement un diameétre inférieur a 1 pm. On peut les voir au
microscope optique, a 1’état frais ou aprés coloration. Leur forme peut étre sphérique
(coques), en batonnet (bacilles), incurvée (vibrions) ou spiralée (spirochétes). Les

détails de leur structure ne sont visibles qu’en microscopie électronique [2].

I11.1.1. Description des quelques bacteries :
» Escherichia Coli :

Escherichia coli est un bacille a gram négatif [3]. De forme non sporulée, de type
anaérobie facultative, généralement mobile grace aux flagelles, sa longueur varie de 2
a 6 um, alors que sa largeur est de 1,1 a 1,5 um [4]. Les bactéries appartenant a
I’espece E. coli constituent la majeure partie de la flore microbienne aérobie du tube
digestif de ’homme et de nombreux animaux. Certaines souches sont virulentes,
capables de déeclencher spécifiquement chez ’homme ou chez certaines espéces
animales des infections spontanées des voies digestives ou urinaires ou bien encore
des méningites néo-natales. D’autres souches appartiennent a la flore commensale
peuvent Etre responsables d’infections opportunistes variées, surtout chez les sujets

aux défenses. Immunitaires affaiblies [3].

» Staphylococcus Aureus :
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Ce sont des Cocci Gram positif avec un diametre de 0,5 a 1,5 um, de forme non
sporulée, qui tendent a se grouper en paires, petites chaines, elles sont habituellement
non capsulée, ou possédant des capsules limitées, elles sont anaérobies facultatives.
Staphylococcus aureus représente I’agent commun des infections postopératoires de

blessures, endocardite aigue, intoxication alimentaire [5].

» Pseudomonas Aeruginosa :

Les espéces Pseudomonas aeruginosa sont des bacilles a Gram négatif, ces
bactéries fines sont de 1.5 a 3 um de long et 0.5 a 0.8 um de large. Elles sont mobiles
grace a une ciliature de type polaire mono6triche, ce type de bactéries posséde un
aspect de « vol moucheron ». P. aeruginosa ne forme ni spores ni phénoplastes. Elle
est responsable de 10 % de I’ensemble des infections nosocomiales, occupant le 3éme
rang apres E. coli et S. aureus, mais le 1 er rang pour les infections pulmonaires
basses et le 3éme rang pour les infections urinaires [6].

I11.1.2.Les antibiotiques :

Les antibiotiques sont toutes les substances chimiques produites par des
microorganismes capables d’inhiber le développement et de détruire les bactéries et

d’autres microorganismes [7].

111.1.2.1.Classification des antibiotiques :

Les antibiotiques peuvent étre classés selon plusieurs critéres: l'origine, la nature
chimique, le mécanisme d'action et le spectre d'action [8]. Classent les antibiotiques
tout en adoptant la classification en grandes familles :

- Les Béta-lactamines.

- Les aminosides ou aminoglucoside.
- Phénicoles.

- Les tetracyclines.

- Les polypeptides.

- Les macrolides.

- Les quinolones.
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- Sulfamides et association.
- Les nitrofuranes.

-Les nitroimidazoles.
-Acide fusidique.
-Novobiocine.

-Les rifamycines.

-Les antifongiques.

III.2.Lactivité antioxydante :

L’activité antioxydante consiste a I’inhibition des réactions en chaines de
production de radicaux libres et limitant ainsi leurs actions. Cette propriété est
souvent exprimee dans les nombreuses familles de poly phénols. Bien que les
réactions d’oxydations soient nécessaires a la vie, elles peuvent aussi étre

destructrices [9].

I11.2.1.Stress oxydant :

Le stress oxydant est communément défini comme un déséquilibre entre les
systemes oxydants et les capacités antioxydants d’un organisme, d’une cellule ou d’un
compartiment cellulaire. Cette définition ne rend pas justice a la notion de stress qui
est avant tout une réponse a une modification des conditions habituelles de vie
cellulaire [10].

111.2.2. Radicaux Libres :

Les radicaux libres peuvent étre définis comme des especes chimiques associées a
un nombre impair ou électron non apparié. lls sont neutres, de courte durée de vie,
instables et trés réactifs pour coupler I'électron impair et enfin obtenir une
configuration stable. Ils sont capables d'attaquer les cellules saines du corps, leur
faisant perdre leur la structure et leur fonction. Les dommages cellulaires causés par
les radicaux libres semblent étre un contributeur majeur au vieillissement et aux
maladies dégénératives du vieillissement telles que cancer, maladie cardiovasculaire,

cataracte etc. Et sont des types d'especes réactives de l'oxygéne (ROS), qui
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comprennent toutes les molécules hautement réactives contenant de l'oxygene. Les
types de ROS comprennent le radical hydroxyle, le radical anion super oxyde,
Peroxyde d'hydrogéne, oxygéne singulet, radical d'oxyde nitrique et divers peroxydes
lipidiques. Tous ces éléments sont capables de réagir avec la membrane lipides, acides
nucléiques, protéines et enzymes et autres petites molécules, entrainant des dommages

cellulaires [11].

111 2.2.1. Radical superoxyde :

Le radical Superoxyde est produit a partir de I’oxygéne moléculaire,
principalement par les cellules phagocytaires, et il participe a I'inactivation des virus
et bactéries. Cependant, stimulées de fagon excessive, ces cellules sont sources d'une
importante quantité de radicaux libérés dans le milieu environnant et susceptibles

d'entrainer des 1ésions tissulaires séveres [12].

111.2.2.2.peroxyde D'hydrogéne Ou Eau Oxygénée (H202) :

Il est produit en grande partie a partir du radical superoxyde en présence de
superoxyde dismutase qui catalyse la réaction. Le peroxyde d'hydrogene (H202) est
un produit plus stable que les radicaux superoxydes, c'est pourquoi il diffuse trés
facilement l'intérieur et fi l'extérieur de la cellule. C'est un oxydant treés puissant

capable d'accepter deux électrons supplémentaires [12].

111.2.2.3. Le radical hydroxyle OHe :

Il peut étre produit a partir de l'eau par les radiations ionisantes dans tous les
organismes vivants mais il est surtout formé par la réaction de fenton, fi partir

d’H202. L'ion ferreux réagit avec le peroxyde d’hydrogene [12].

111.2.3. Les antioxydantes :

Les antioxydantes sont des composés qui aident a inhiber les nombreuses réactions
d'oxydation causées par les radicaux libres tels que comme oxygéne singulet,
superoxyde, radicaux peroxyle, radicaux hydroxyle et peroxynitrite empéchant ainsi
ou retarder les dommages aux cellules et aux tissus. Leurs mécanismes d'action
comprennent le piégeage de I'oxygéne reactif et les especes de radicaux libres d'azote,
diminuant la concentration d'oxygéne localisée réduisant potentiel d'oxydation de
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I'oxygéne moléculaire, métabolisant les peroxydes lipidiques en produits non radicaux
et chélation des ions métalliques pour empécher la génération de radicaux libres [13].
111.2.3.1.Classification des antioxydantes :

e Les antioxydantes enzymatiques :

Les plus efficaces sont le superoxyde dismutase, la catalase et la glutathion

peroxydas

Superoxyde dismutase :
La SOD est I’enzyme antioxydante qui catalyse la dismutation de 1’anion

superoxyde hautement réactif en O, et H,O, [14].

Catalase :

La CAT est située dans un organite cellulaire appelé le peroxysome, elle est
responsable d’élimination de H,O, présent en grandes quantités et favorise

sa transformaation en eau et I'oxygene moléculaire [14].

Glutathione peroxidase :

La GPX est une enzyme selenium (Se)-dépendante, elle est présente dans le
cytoplasme, elle catalyse la réeduction des hydroperoxydes (H,O,) et des
peroxydes lipidiques en utilisant le glutathion réduit (GSH) comme

donneur d’hydrogene [15].

Les antioxydantes non enzymatiques :

o Endogene : Composes de faibles poids moléculaires (glutathion, acide
urique, bilirubine) et protéines chélatrices de métaux (ferritine,
albumine).

o [Exogéne : Composés apportés par 1’alimentation (vitamine C et E,

caroténoides, polyphénols, flavonoides) [16].
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Chapitre V. Matériels et Méthodes
IV.1. Matériel végétal :
IV.1.1.Criteres de choix :

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

basé sur :

e Une étude bibliographique et une enquéte ethnopharmacologique sur ses usages en
médecine traditionnelle.
e Ses utilisations traditionnelles dans le traitement des maladies d’origine

microbienne.

IV.1.2. Récolte et conservation:

Les lavandes du groupe Stoechas sont plus précoces : elles sont récoltées au mars a 1’état
sauvage, mais elles sont plus rarement exploitées pour les cultures, la récolte s’effectue

mécaniquement [1].

Le matériel végétal recueilli est séché a température ambiante et a I’abri de la lumiere. Une
fois séchée, le matériel végétal est conservé a 1’abri de la lumiere, de I’humidité et de la

chaleur jusqu’a son utilisation.

IVV.2. Extraction :
IVV.2.1. Extraction solide-liquide (macération) :

e Méthode de macération :

la plante étudiée (100 g) est macérés dans un mélange pendant 24 heures. L’opération a été
répétée trois fois. Aprés la filtration de la solution hydro-alcoolique, celle- ci est évaporée (a
40 °C sous pression réduite jusqu’a I’obtention d’un extrait concentré. (Extrait méthanolique

brute).

IVV.2.2. Extraction liquide-liquide (décantation):

En raison de la forte polarité de I'extrait hydro-alcoolique obtenu, qui a créé des difficultés
dans la phase de séparation. La solution obtenue est filtrée, et le filtrat a subi d’extractions

liquide-liquide comme premiere étape de séparation qui est nécessaire pour obtenir différents
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extraits selon la polarité des solvants utilisés. Par conséquent, I'éther de pétrole (pour séparer
la chlorophylle et les acides gras) a été utilisé en premier, et ensuite le chloroforme (pour
séparer les composants non polaires, en particulier les terpénes et les alcaloides), puis I'acétate
d'éthyle (pour separer les aglycones phénoliques) et enfin le n-butanol (pour séparer les
polaires et hautement polaires composants tels que les saponines et les flavonoides
glycosylés). Le procédé réalisé (figure.lV.2) pendant 3nuit, et a bas sur le principe du partage
de la substance entre la phase aqueuse et la phase(s) organique(s), qui est une propriété
physicochimique tres importante de cette substance, notamment en ce qui concerne son
caractére lipophile pour la graisse.

Figure.lV.2 : I’extraction liquide-liquide par différents solvants.

Les phases organiques récupérées sont concentrées sous pression réduite a sec et pesée a
I'aide du Rota-vapor (figure .1V.3).
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Figure.lV.3 : Protocole de I’extraction de la matiére végétale .
IV.3. Etude biologique de la plante :

IV.3.1. Evaluation de P’activité antibactérienne :

L’objectif de ce travail est d’évaluer Dactivité¢ antibactérienne de D’extrait de

chloroformique, I’extrait n-butanolique et I’extrait d’acétate d’éthyle de lavandula stoechas L
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contre deux bactéries Gram positif (Staphylococcus aureus ATCC 29523 et Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27859) et un bactérie Gram négatif (Escherichia coli ATCC 29522).

L’étude est réalisée par la méthode de diffusion, qui est initialement congue pour les
antibiotiques (antibiogramme), mais en substituant les disques d’antibiotiques par d’autres
imprégnés par 1’extrait chloroformique, 1I’extrait n-butanolique et 1’extrait d’acétate d’éthyle,
cette méthode consiste a déposer des disques de papiers filtres imprégnés d’extrait sur la
surface des géloses ensemencées par le germe a tester et de mesurer les diamétres d’inhibition

en millimétre (mm) aprés incubation.

IV.3.1.1. Préparation de solution :

Les différents extraits organiques des plantes étudiées sont solubilisés dans le DMSO. Des
dilutions ont été ensuite réalisées pour obtenir des concentrations de 0,1 g/ml, pour chaque

extrait testé.

1V.3.1.2. Préparation de I’inoculum :

En premier lieu une suspension bactérienne d’une opacité de 0.5 Mc Farland est préparée a
partir d’une culture pure et jeune (agée de 18 heures). Cette opacité, équivalente a une densité

optique de 0.08 — 0.1 a 625 nm.

Cet inoculum sert a ensemencer des géeloses de Mueller Hinton coulées dans des boites de
pétri sur une ¢épaisseur de 4 mm puis séchées a I’étuve a 37°C avant I’emploi.
L’ensemencement est effectué par écouvillonnage, a partir de I’inoculum fraichement préparé.
Il consiste a tremper un écouvillon de coton stérile dans la suspension puis le frotter, aprées
I’avoir essoré a I’intérieur du tube, a trois reprises sur la totalité de la surface gélosée de fagon
a former des stries serrées, en tournant la boite a environ 60° apres chaque application pour
obtenir une distribution égale de I’inoculum. Des disques de papiers wattman de 6 mm de
diamétre, préalablement stérilisés sont déposés a la surface de gélose ensemencée apres avoir
été chargé de 10 pL d’extrait, d’autres disques, chargés de 10 puL de DMSO est utilisés
comme témoin négatif. Aprés 24 heures d’incubation a 37°C, le diametre d’inhibition est

mesuré.
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FigurelV.4 : Préparation de I’inoculum des quatre extraits.
IV.3.2. Evaluation de I’activité antioxydant :

L’activité antiradicalaire des extraits a été évaluée par la capacité de balayage du radical
libre DPPH. Cette méthode consiste a suivre la réduction du radical libre DPPH (2,2-
diphenyl-1- picryl hydrazyl) par un antioxydant a 1’aide de spectrophotométrie UV-visible, en
mesurant la diminution de 1’absorbance a 517 nm provoquée par la présence des extraits.
DPPH est un radical libre stable de couleur violet; Il devient réduit a la diphényl
picrylhydrazine de couleur jaune [2]. Cette décoloration est représentative de la capacité des
composés de I’extrait a piéger ces radicaux libres (figurelV.5). Ce test nous permet donc

d’obtenir des informations sur ce pouvoir.
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NO, NO,
. H

O;N N—N + A-H = O,N N—N + A"
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VIOLET JAUNE

Figure.lV.5 : La réaction entre 1’antioxydant et le radical DPPH [2]
IV.3.2.1.Préparation de la solution DPPH :

Le DPPH 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (C18H12N506 ; Mr : 394.33), est solubilisé dans
du méthanol absolu (4mg/100ml).
1V.3.2.2. Solution d’extrait :

Pour le test les échantillons ont été préparés par dissolution dans le méthanol absolu. Ces
solutions dites solutions meéres, subiront ensuite des dilutions pour en avoir différentes

concentrations.

1V.3.2.3. L’essai au DPPH :

Le protocole utilisé pour I’évaluation de 1’effet scavenger des extraits de la plante contre le
radical DPPH est celle de "Cuendet "avec une petite modification [3]. Ce protocole a été

résumé dans le tableau ci-dessous.
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Tableau.lV.1. : Protocole de I’activité antioxydante des extraits.

DPPH MeOH Extrait
Blanc 1250 pL 50 pL
Controle 1250 pL 50 pL
Echantillon 1250 pL 50 pL

Dans des tubes secs et stériles, on introduit 50uL de la solution a tester, on ajoute 1250uL
de solution au DPPH. Aprés agitation par un vortex, les tubes sont placés a I’obscurité, a
température ambiante pendant 30 minutes. Pour chaque concentration, le test est répété 3 fois.
La lecture est effectuée par la mesure de I’absorbance a 517 nm par un spectrophotométre. Le
contrdle négatif est composé de 1250 pL de la solution méthanolique au DPPH et de 50 pL de

méthanol.

IV.3.2.4. Expression des résultats :

Pour obtenir la concentration efficace qui réduit la concentration initiale de DPPH de 50%,
les résultats sont exprimeés en activité antioxydante. L'activité antioxydante, qui exprime les
capacités de piéger le radical libre est estimée par le pourcentage de décoloration du DPPH
en solution dans le méthanol. L’activité antioxydante "AA%" est donnée par la formule

suivante :

AA % =100 - {[(Abs test — Abs Blanc) x 100] /Abs control}
Inhibition %= (Abs control - Abs test) / Abs control x 100

AA : Activité Antioxydante.

Abs : Absorbance a la longueur d’onde de 517 nm.

Les résultats ont été exprimes par la moyenne de trois mesures + écart type. La valeur
IC 50 a été déterminée pour chaque extrait, est défini comme étant la concentration du

substrat qui cause la perte de 50% de I'activité de DPPH (couleur).
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Chapitre V. Résultats et discussion

V.1.Résultat de L’activité antibactérienne :

L'activité antibactérienne de trois extraits est déterminée en mesurant le diamétre de la
zone d'inhibition produite autour des disques apres 24 h d'incubation a 37°C. Les résultats
obtenus sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau.V.1: Les diamétres des zones d’inhibition de trois extraits Vis-a-vis les trois souches
bactériennes.

Diamétres des zones d'inhibition mm

Souches
bactériennes

L'extrait L'extrait L'extrait

Chloroforme acetate d'éthyle n-butanol
Staphylococcus 145 20 27
aureus ATCC 29523
Pseudomonas
aeruginosa ATCC 10 6 14
27859
Escherichia coli 6 6 6

ATCC 29522

Nous avons étudié l'activité antibactérienne des extraits " chloroforme, acétate d'éthyle, n-

butanol " du Lavandula stoechas L. vis-a-vis des souches de références.

Les tests que nous avons effectués montrent que l'extrait chloroformique a une activité
antibactérienne surtout vis-a-vis de la souche Staphylococcus aureus ATCC 29523 et
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27859 avec une zone d'inhibition de 10 et de 14.5 mm
respectivement. Le méme extrait n’a pas montré une activité vis-a-vis d’Escherichia coli

ATCC 29522.

L'extrait d’acétate d'éthyle a manifeste aussi une activité antibactérienne vis-a-vis de

Staphylococcus aureus ATCC 29523 avec une zone d'inhibition de 20 mm et n’a pas montré
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une activité vis-a-vis de la souche Pseudomonas aeruginosa ATCC 27859 et Escherichia coli
ATCC 29522.

L'extrait n-butanolique par ailleurs a une bonne activité antibactérienne vis-a-vis de
Staphylococcus aureus ATCC 29523 avec une zone d'inhibition de 27 mm et Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27859 avec une zone d'inhibition de 14 mm, Le méme extrait n’a pas

montré une activité vis-a-vis d’Escherichia coli ATCC 29522.

La figure suivante montre les zones d’inhibition des extraits :

chloroforme

Figure.V.1:L'activité antibactérienne des extraits.
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V.2.L’activité antioxydante :

L’activité antioxydant des différents extraits a été évaluée par le test DPPH, par la réduction
de ce radical libre qui a été contrdlée par différentes doses de 1’extrait, la transition du violet
au jaune peut étre mesurée par spectrophotométrie UV-Visible 517nm.

Les résultats obtenus pour les différents extraits sont présentes dans les figures suivantes :

Chloroformique
c 100
0 60 ® Y =24,226x + 45,625
£, &
T 20
°\° 0 T T T T )
0 0,5 1 1,5 2 2,5
Concentration mg/mi
IC50= 0,1989202 mg/ml

Figure : L activité inhibitrice du radical DPPH par I’extrait Chloroformique.

n-butanolique

c 100

-g 50 //

=

S 2

°\° 0 T T T T )

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Concentration mg/ml
IC50 = 0,14508632 mg/ml

Figure : L activité inhibitrice du radical DPPH par I’extrait n-butanolique.

51



Acétate d'éthyle

c 100

9O 20 //

:'§ 00— % v =24276x+45625

< 0 e R?=0,93

T 2

X, | | | . .

0 0,5 1 1,5 2 2,5

Concentration mg/ml

IC50=  0,18084228 mg/ml

Figure : L’activité inhibitrice du radical DPPH par I’extrait d’acétate d'éthyle.

100 - y = 7460,% + 6,941 .
2 _

80 RZ=0,993
3
5§ 60
E
= 40
<

20

0 : : : : :
0 0,002 0004 0006 0008 001 0012 0,014
Cint (mg/mil)

1C50 5,771 pg/ml

Figure : Activité inhibitrice du radical DPPH par la rutine « standard ».

Les valeursd’IC50 des différents extraits ont été déterminées a partir de la courbe qui
représente le pourcentage d’inhibition en fonction des concentrations utilisées. Nos résultats
montrent que la rutine « standard » est le plus actif, sa valeur est 1C50 0.0057mg/ml par la
suite vient 1’extrait n-butanolique, sa valeur est 0,14508632 mg/ml par lay = 24,226x +
45,625 R?=0,93 020406080 10000,511,52 2,5 % dinhibition Concentration mg/ml
Aceétate d'éthyle 1C50 = 0,18084228 mg/ml 54 suite vient I’extrait d’acétate d’éthyle avec
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une valeur de 0,18084228 mg/ml et enfin I’extrait de chloroformique présente un 1C50
=0,1989202 mg/ml. La forte activité d’extrait n-butanolique pourrait s’expliquer par la
présence des polyphénols et des flavonoides en quantité considerable.
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Conclusion :

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par leurs
différentes propriétés thérapeutiques. Nous avons réalisé une étude phytochimique et
biologique sur Lavandula stoechas L.

Pour I'étude phytochimique, on a réalisé une extraction (liquide-liquide) des principes actifs
de la plante par des solvants a différentes polarités (Ether de pétrole, chloroforme, acétate
d’éthyle, n-butanol).

Les extraits « n-butanol et acétate d’éthyle et chloroforme » du Lavandula stoechas L
présentent des fortes activités antibactériennes vis a vis staphylococcus aureus ATCC 29523
et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27859.

L'activité antioxydante montrait que tous les extraits avaient la capacité d'inhiber les radicaux
libres DPPH.
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Résumé :

Lavandula stoechas L est une plante herbacee vivace est trés répandue en Algeérie. Plusieurs
études phytochimiques ont démontré son utilisation dans le traitement de plusieurs maladies;
elle posséde des activités anti-inflammatoires, antioxydantes, antispasmodiques, sédatives,
insecticides, antimicrobiennes et antifongiques. Pour I'étude phytochimique, on a réalisé une
extraction (Liquide- Liquide) des principes actifs de la plante par des solvants a différentes
polarités (Ether de pétrole, chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol). Les extraits
(chloroforme, acétate d'éthyle et n-butanol) possédaient une activité antibactérienne, tandis
que l'activité antioxydante montrait que tous les extraits avaient la capacité d'inhiber les
radicaux libres DPPH.

Mots clés : plantes médicinales, activité antioxydante, lavandula stoechas L, activité

antibactérienne.
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Abstract:

Lavandula stoechas L is a perennial herbaceous plant is widespread in Algeria. Several
phytochemical studies have demonstrated its use in the treatment of several diseases; it has
anti-inflammatory, antioxidant, antispasmodic, sedative, insecticidal, antimicrobial and
antifungal activities. For the phytochemical study, an extraction (liquid-liquid) of the active
principles of the plant was carried out by solvents with different polarities (petroleum ether,
chloroform, ethyl acetate and n-butanol). The extracts (chloroform, ethyl acetate and n-
butanol) possessed antibacterial activity, while the antioxidant activity showed that all
extracts had the ability to inhibit DPPH free radicals.
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