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RESUME

Les ressources aromatiques locales, telles que quelques espéces de
lavandes, demeurent largement méconnues en Algérie. Ces plantes poussent sur
de vastes étendues géographiques et s'adaptent a des conditions écologiques
variées. Dans le but de caractériser ces ressources et d'identifier des possibilités
de valorisation durable, ce travail a porté sur I'étude phytochimique et I'’évaluation
de quelques activités biologiques des huiles essentielles de deux espéces du
genre Lavandula, en 'occurrence Lavandula stoechas L., communément appelée
el halhal, qui croit a I'état spontané dont [l'utilisation traditionnellement est
répandue en Algérie, tandis que Lavandula angustifolia Mill., communément
appelée khezzama, est cultivée. L. stoechas a été récoltée dans les régions de
Blida et Tissemsilt tandis que L. angustifolia a été cueillie dans les régions de

Blida et Chlef.

Les huiles essentielles sont extraites a partir des especes de L. angustifolia
et L. stoechas par hydrodistillation et analysées par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG/SM). L’analyse révéele des
profils chimiques complexes, avec plus d'une centaine de composés volatils
identifies. Des variations significatives dans les teneurs des principaux
constituants sont mises en évidence entre les deux especes. Ainsi, le chémotype
linalol domine chez L. angustifolia, avec (41,25%- 41,71%) de linalol. L. stoechas
se caractérise par un chémotype a fenchone, avec (36,36 %- 44,30%) de
fenchone. Ces huiles essentielles présentent des activités biologiques
intéressantes. L'évaluation du potentiel antioxydant des huiles essentielles par le
test au DPPH met en évidence des activités anti-radicalaires comprises entre
246,29 + 0,71 ug/ml et 399, 48 + 0,98 pg/ml selon les échantillons. Les 4 huiles
essentielles ont été testées pour leur activité insecticide contre
Tribolium castaneum L., un ravageur des grains stockés. La méthode de
fumigation a été utilisée, exposant les insectes a diverses concentrations de ces
huiles pendant 24 heures. Les résultats ont révélé une activité prometteuse contre

T. castaneum. Une activité antimicrobienne appréciable est observée,



particulierement sur les bactéries a Gram positif. Les concentrations minimales
inhibitrices (CMI) varient de 0,39 et 6,25 mg/ml selon les micro-organismes ciblés
et les huiles essentielles testées. Un effet bactéricide et ou fongicide est mis en
évidence. Il est a signaler qu’il apparait une importante variabilité des activités
des huiles essentielles testées pour chaque espece de L. angustifolia et de
L. stoechas récoltées dans les différentes régions de I'Algérie.

Ces résultats soulignent la biodiversité remarquable et les potentialités de
valorisation de ces ressources algériennes encore peu explorées. lls ouvrent des
perspectives prometteuses d'applications pharmaceutiques, agroalimentaires,

cosmétiques et d’insecticides biologiques.

Mots clés : Lavandula stoechas L., Lavandula angustifolia Mill., huile
essentielle, chémotype, potentiel antioxydant, activité insecticide, activité

antimicrobienne.



ABSTRACT

Local aromatic resources, such as some lavender species, remain largely
unknown in Algeria. These plants grow over vast geographical areas and adapt to
various ecological conditions. To characterize these resources and identify
sustainable valorization possibilities, this work focused on the phytochemical study
and evaluation of some biological activities of essential oils from two species of the
genus Lavandula, namely Lavandula stoechas L., commonly called el halhal,
which  grows wild and is traditionally wused in Algeria, while
Lavandula angustifolia  Mill., commonly called khezzama, is -cultivated.
L. stoechas was harvested in the regions of Blida and Tissemsilt, while
L. angustifolia was collected in the regions of Blida and Chlef.

Essential oils were extracted from L. angustifolia and L. stoechas species
by hydrodistillation and analyzed by gas chromatography coupled with mass
spectrometry (GC/MS). The analysis reveals complex chemical profiles, with over
a hundred volatile compounds identified. Significant variations in the content of
major constituents are highlighted between the two species. Thus, the linalool
chemotype dominates in L. angustifolia, with (41.25%- 41.71%) of linalool.
L. stoechas is characterized by a fenchone chemotype, with (36.36%- 44.30%) of
fenchone. These essential oils exhibit interesting biological activities. The
evaluation of the antioxidant potential of essential oils by the DPPH test shows
anti-radical activities ranging from 246.29 + 0.71ug/ml to 399.48 + 0.98 pg/ml
depending on the samples. The 4 essential oils were tested for their insecticidal
activity against Tribolium castaneum L., a stored grain pest. The fumigation
method was used, by exposing insects to various concentrations of these oils for
24 hours. Results revealed promising activity against T. castaneum. Appreciable
antimicrobial activity is observed, particularly on Gram-positive bacteria. Minimum
inhibitory concentrations (MIC) range from 0.39 to 6.25 mg/ml depending on the
targeted microorganisms and the essential oils tested. A bactericidal and/or
fungicidal effect is demonstrated. It should be noted that there appears to be
significant variability in the activities of the essential oils tested for each species of

L. angustifolia and L. stoechas harvested in different regions of Algeria.



These results highlight the remarkable biodiversity and valorization potential
of these still little-explored Algerian resources. They open promising perspectives

for pharmaceutical, food, cosmetic, and biological insecticide applications.

Keywords: Lavandula stoechas L., Lavandula angustifolia Mill., essential oil,

chemotype, antioxidant potential, insecticidal activity, antimicrobial activity.
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INTRODUCTION

Les huiles essentielles sont utilisées depuis des siécles en médecine, en
parfumerie, en cosmétique et sont uitilsés comme condiments alimentaires, sous
forme d'épices ou d'herbes. Prés de 3000 huiles essentielles différentes sont
connueset 300 sont utilisées commercialement sur le marché des ardmes et des

parfums [1].

Ces dernieres anneées, de nouvelles tendances vers un retour a la pratique
de I'aromathérapie, la médecine traditionnelle, douce ou naturelle, réapparaissent.
Cette tendance a pris de I'ampleur durant la pandémie due a la maladie a
coronavirus 2019 (COVID-19) [2]. En effet, les huiles essentielles représentent un
marché mondial en pleine essort avec une prévision de plus de 14 milliards de
dollars en 2024 [3].

Les huiles essentielles sont produites par 17 500 espéces de plantes
aromatiques appartenant principalement aux familles des Myrtaceae, Lauraceae,
Lamiaceae et Asteraceae [4]. Parmi elles, Les lavandes (Lavandula spp.)
appartiennent a la famille des Lamiaceae et sont utilisées depuis des siecles, soit
sous forme séchée, soit sous forme d’huile essentielle, a des fins thérapeutiques

et cosmeétiques variées [5].

En Algérie, ce genre est représenté par sept especes spontanées,
L. stoechas, L. multifida, L. coronopifolia, L. pubescens, L. dentata et les plus
récemment décrites L. antineae et L. sahariensis [6], [7]. L. stoechas est connue
sous le nom local "Helhal" et est largement distribuée a travers toute la périphérie
nord du pays. Dans la médecine traditionnelle algérienne, les parties aériennes,
surtout les inflorescences, sont utilisées comme un agent antiseptique et stimulant

[8]. L. angustifolia est connue sous le nom de "Khezama" [9].

Au cours des dernieres années, I'exploitation économique des espéces du
genre Lavandula a augmenté en raison de I'utilisation de leurs huiles essentielles.
Ces huiles peuvent étre obtenues de plantes spontanées ou cultivées [10].

Plusieurs travaux en Algérie ont étudié la composition chimique et l'activité
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biologique des huiles de lavande L. angustifolia et L. stoechas [11], [12], [13], [14],
[15], [9], [16], [17], [18].

Pour une méme espéce, la variabilité des activités biologiques des huiles
essentielles correspond régulierement a la variation de leur composition chimique,
qui est fortement influencée par les facteurs environnementaux et génétiques [19].
Cependant, linfluence spécifique de ces facteurs sur les rendements,
compositions et bioactivitéts des huiles essentielles de L. angustifolia et
L. stoechas algériennes reste a préciser.

Dans le cadre des activités de recherche du laboratoire de biotechnologies,
environnement et santé de l'université de Blida 1, ce travail vise a valoriser le
potentiel thérapeutique et conservateur de deux plantes médicinales. L'objectif
principal est de caractériser la diversité chimique et les chémotypes des huiles
essentielles de deux especes du genre Lavandula : L. angustifolia cultivée et
L. stoechas spontanée. Les deux espéces sont récoltées dans différentes régions
climatiques d'Algérie a savoir humides et semi-arides afin d'étudier l'influence du
lieu de récolte sur leurs rendements d'extraction, compositions chimiques et

activités biologiques.
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CHAPITRE 1

PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1 Famille des Lamiaceae

La famille des Lamiaceae, aussi appelée Labiatae, est une importante
famille de plantes appartenant a l'ordre des Lamiales [20]. Elle comprend 236
genres et entre 6700 et 7200 especes [21]. Ces especes sont le plus souvent des
plantes herbacées, des arbustes et tres rarement des arbres [22]. Elles sont
reconnaissables a leurs tiges quadrangulaires, leurs feuilles opposées sont
dépourvues de stipules, leurs fleurs souvent bilabiées et leur fruit est fragmenté en

4 akénes a maturité [23].

Les Lamiaceae sont une famille bien représentée en région
méditerranéenne par des plantes trés aromatiques source d'HEs tres utiles pour
I'aromathérapie, la parfumerie et I'industrie des cosmétiques et dans la préparation
culinaire (hamama). Elle comprend des especes melliferes et des espéces
cultivées comme plantes condimentaires et ornementales. Parmi les nombreux
genres de la famille des Lamiaceae : Ajuga, Origanum, Lamium, Lavandula,
Mentha, Rosmarinus, Salvia, Satureja, Melissa, Ocimum, Teucrium, Stachys,
Thymus. [21], [23], [10].

1.1.1 Genre Lavandula

Le mot Lavandula vient du latin lavare qui signifie « laver » et évoque

I’emploi de la plante pour parfumer le bain [24].

Le genre Lavandula a une aire de répartition naturelle qui s'étend de la
Macaronésie (iles du Cap Vert, Canaries et Madeére) a travers I'Afrique du Nord et
tropicale, 'Europe Méditerranéenne, le moyen orient, la péninsule Arabique, I'lran

occidental jusqu’au Sud-est de I'Inde [22].
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1.1.2 Classification taxonomique

Selon la classification APG (Angiosperms Phylogeny Group) de 1998,
modifiée en 2003 (APG lI), le genre Lavandula appartient a I'ordre des Lamiales
qui appartient aux Eudicots* évolués gamopétales* [25] (Figure 1.1) :

- Sous classe des Astéridées,

- Euastéridées |,

- Ordre des Lamiales,

- Famille des Lamiaceae,

- Genre Lavandula.

Le genre Lavandula appartient a la sous-famille des Nepetoideae du fait du
caractere hexaperturé des grains de pollen. La sous-famille des Nepetoideae est
divisée en 3 tribus dont celle des Ocimeae dans laquelle sont placées les
lavandes. Le genre Lavandula a été rattaché a cette tribu sur la base d’une étude
phylogénétique conduite a partir de I'’étude du polymorphisme de séquences
d’ADN chloroplastique [26]. Des la renaissance déja 5 especes de lavande étaient
reconnues. Le nombre d'especes décrites n'a cessé d’augmenter au fil des
explorations botaniques dans le Maghreb et [I'Asie. La classification
phylogénétique du genre Lavandula a été réexaminée par Upson et Andrews
(2004) (Figure 1.2). Cette étude a conduit a reconnaitre 39 especes différentes
réparties en trois sous-genres Fabricia, Sabaudia et Lavandula et huit sections [7].
Le sous-genre Lavandula est divisé lui aussi en 3 sections (Lavandula, Dentatae
et Stoechas) et la section Lavandula en 4 especes cultivées: la lavande fine (
L. angustifolia), I'espece la plus commune qui regroupe de nombreuses variétés ;
la lavande aspic (L. latifolia) ; le lavandin (L. x intermedia), un hybride stérile de
L. angustifolia et L. latifolia ; et L. lanata. L’hybridation du lavandin est naturelle et
est apparue initialement dans les Alpes, zone de cohabitation entre les deux
especes [22]. Cette structuration taxonomique est appuyée aussi par une analyse
phylogénétique du polymorphisme de séquences ITS (Internal Transcribed Spacer

—séquence interne traduite) [27] (Figure 1.2), (Tableau 1.1).
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Tableau 1.1: Taxonomie du genre Lavandula [7].

Lavandula

Lavandula

Lavandula

L.

angustifolia Mill.

. lanata Medik.

. latifolia Boiss.

Dentatae

. dentatal.

Stoechas

. pedunculata (Mill) Cav.

. stoechas L.

. viridis L'Hér.

Fabricia

Pterostoechas

. multifida L.

. canariensis Mill.

. minutolii Bolle.

. bramwellii Upson & S.Andrews

. pinnatalL. f.

. buchii Webb & Berthel.

. rotundifolia Benth.

. maroccana Murb.

. tenuisecta Coss. ExBall

.rejadalii Upson & Jury

. mairei Humbert

.coronopifolia Poir.

saharica Upson & Jury

. antinea Maire

. pubescens Decne.

. citriodora A.G.Mill.

Subnudae

. subnuda Benth.

. macra Baker

. dhofarensis A.G.Mill.

. samhanensis Upson & S.Andrews

. setifera T. Anderson

. gishnensis Upson & S.Andrews

. nimmoi Benth.

. galgalloensis A.G.Mill.

. aristibracteata A.G.Mill.

. somaliensis Chaytor

Chaetostachys

. bipinnata (Roth) Kuntz

. gibsonii J.Graham

Hasikenses

. haskinensis A.G.Mill.

. sublepidota Rech.f.

Sabaudia

Sabaudia

. atriplicifolia Benth.

L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L.
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L

. erythraeae (Chiov.) Cufod

25



26

1.1.3 Caractéristigues morphologiqgues du genre Lavandula

Ce sont des sous-arbrisseaux hauts de 20 a 80 cm. Les racines sont
pivotantes. Les rameaux fleuris de la tige sont quadrangulaires. Les caractéres qui
permettent de distinguer les différentes especes sont la morphologie des feuilles,
la forme de l'inflorescence, les bractées, le calice et la corolle méme si d’autres
caractéres moins facilement visibles entrent aussi en compte dans la
détermination des especes comme le nombre de chromosomes, la forme des

grains de pollen ou encore celle des graines [22], [7], [25], [28], [29], [30].

La morphologie des feuilles dans le genre Lavandula est trés variable
(Figure 1.3). Alors que les feuilles du sous-genre Lavandula et Sabaudia sont

simples et allongées, celles du sous-genre Fabricia sont trés diversement lobées

i
% v T

Figure 1.3 : Variation de la morphologie des feuilles des espéces du genre
Lavandula [28].

il (1§

‘%%%%ﬁ«

A) L. minutolii B) L. canariensis subsp canariae C) L. rotundifolia D)
L. buchii var buchii E) L. buchii var tolpidifolia F) L. aristibracteata G)

L. samhanensis H) L. dhofarensis I) L. citriodora J) L. maroccana K) L. marei L)
L. coronopifolia M) L. rejdalii N) L. bipinnata O) L. pinnata P) L. antinea Q)
L. viridis R) L. pedunculata S) L. dentata T) L. latifolia U) L. lanata V)

L. angustifolia
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A I'opposé des feuilles, la structure de l'inflorescence constitue un caractére
commun a I'ensemble des lavandes. Les fleurs de lavandes sont organisées en
une inflorescence composée mixte ressemblant a un épi de cymes (mais dont les
fleurs ont un pédicelle). L’inflorescence principale ressemble donc a un épi plus ou
moins lache. L’inflorescence secondaire est une cyme. Celle-ci est bipare et
scorpioide dans le sous-genre Lavandula ou uniflore dans les sous-genres
Sabaudia et Fabricia [22], [32] (figure 1.4).

Dans la majorité des espéces du genre, les bractées et les cymes sont
opposées décussées, ce qui donne a I'’épi composé une forme quadrangulaire.
Cette forme de thyrse spiciforme est particulierement bien visible dans la section
Pterostoechas du sous genre Fabricia. A 'opposé, dans le sous-genre Lavandula
les cymes a plusieurs fleurs donnent un aspect cylindrique a ce thyrse. Dans les
autres sections du sous-genre Fabricia ainsi que dans le sous-genre Sabaudia les
bractées et les cymes sont organisees en spirale le long de I'axe floral [7] (figures
1.4 et figure 1.5). L’inflorescence est parfois surmontée par des bractées florales
stériles colorées dans les sections Stoechas et Dentatae [10].

Les bractées sont portées au niveau des points de ramification, a la base
de chaque cyme de fleurs. Chez les espéces L. stoechas et L. dentata, des
bractées tres développées sont également présentes a lI'apex de [I'inflorescence.
Ces dernieres sont allongées, colorées, stériles et trés attractives pour les

pollinisateurs [33]. Chez les especes L. angustifolia les bractées sont aussi

longues que larges [34] (figure 1.4).

. bractéoles

«——fleur

+—— bractée

<+~ Corollea 5 lobes
R ——
/ Corollea 5 lobes
\ 2

3, °
1 /4—— calice

' calice % )

' 1] 3 /d
S f #F~——— bractée

Wi A&—— bractéoles bractée B

Figure 1.4 : Schémas des inflorescences du genre Lavandula [29].
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A : une cyme a plusieurs fleurs (bipare et scorpioide) B : une cyme a fleur
unique. C : dessin d’'une cyme a plusieurs fleurs. D : dessin d'une cyme a fleur

unique.

Sabaudia

Lavandula  Stoechas Dentatae Pterostoechas Subnudae ~ Chaetostachys  Hasikenses

Figure 1.5 : Inflorescences (thyrses) de 8 sections du genre Lavandula [28].

Le calice présente cing sépales soudés en 3 lobes dorsaux et 2 lobes
ventraux [30]. Chez quelques lavandes comme L. angustifolia le calice est le site
préférentiel de la production de I'HE du fait de la trés forte densité de trichomes
sécréteurs. La corolle bilabiée, composée de 5 pétales soudés, a une couleur
allant généralement du bleu au violet. Elle est soudée avec les 4 étamines. La
levre supérieure est a deux lobes, l'inférieure a trois lobes et les lobes sont de
taille variable (figure 1.6). Les 4 étamines sont inclinées (courbant vers le bas),
généralement didynames (deux paires d'étamines inégales en longueur), la paire
antérieure étant plus longue et inclue dans le tube. Le stigmate est unique, bilobé
ou capité. Les lobes nectariferes sont positionnés en face des ovaires. Les
glandes sécrétrices d’'HE ne sont présentes que sur la face inférieure de la corolle.
Le fruit est tétrakéne, les 4 parties sont ovales, comprimées, brunes et luisantes.

Les graines sont ovoides, de couleur brun noir et lisses [35],[30].
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S

Figure 1.6: Variation de la morphologie des corolles de certaines especes
du genre Lavandula [19].

Toutes les corolles sont présentées x 100 sauf pour 1, 2, 3 et 14 sont x 160.
1. L. dentata var. dentata, 2. L. viridis, 3. L. latifolia, 4. L. lanata, 5. L. multifida, 6.
L. bipinnata, 7. L. atriplicifolia, 8. L. canariensis, 9. L. pubescens, 10. L. tenuisecta,

11. L. coronopifolia, 12. L. maroccana, 13. L. aristibracteata, 14. L. subnuda.

Dans le cadre de ce projet de thése, 2 especes ont été étudiées :

L. angustifolia Mill et le L. stoechas.

1.2 Généralités sur I'espéce L. anqustifolia.

Plante millénaire connue pour son parfum et ses vertus thérapeutiques,
son usage date d’'une époque lointaine. Les Egyptiens I'utilisaient pour momifier
leurs morts alors que les Phéniciens et les peuples d’Arabie faisaient de cette
plante un parfum [36]. Sainte Hildegarde de Bingen (1098-1179) la recommandait

pour éradiquer les poux [24].

1.2.1 Appellations et étymologie

L. angustifolia Mill. est communément dénommée lavande officinale ,
lavande vraie, lavande de Provence, lavande fine, lavande commune, lavande
femelle, faux Nard, garde robes [37], [25]. Le nom vernaculaire utilisé est

"khezzama" [8].
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Le nom scientifigue est: L. angustifolia, L.officinalis ou L.vera. le mot
angustifolia prend en considération la forme des feuilles qui est étroite [38].

1.2.2 Description botanique

L. angustifolia un arbrisseau de 20 a 60 cm de haut a longues tiges
ligneuses. Les feuilles sont persistantes, de 2 a 4 cm, opposées, simples et
entieres. Elles sont linéaires étoiles et enroulées sur les bords. Elles sont
cendrées et tomenteuses lorsqu'elles sont jeunes, vertes plus tard. Les fleurs sont
tres odorantes, presque régulieres, disposées en épis. Le calice est bleuatre
Iégerement cotonneux. On observe la présence de quatre étamines didynames
surmontées d’anthéres ovoides. Les inflorescences sont situées a l'aisselle des
feuilles supérieures et chaque pédoncule porte un ensemble de fleurs réparties en
verticilles formant un épi. Il existe un seul épi par tige. Les bractées sont élargies,
avec 5 a 7 nervures trés distinctes en éventail, d’'un brun jaunatre. Le fruit est un
tétrakéne ovale, brun et luisant. Il est logé au fond d’un calice persistant [39], [40],
[41] (Figure 1.7).

Epi floral n— ¥ o 2
Etamine [N N W " %‘ Stigmate ©
Pétale . i ) / - «—— Style ‘0
Pédoncule ‘* = f GC;
floral ) 5

Ovaire
Fleur
entiére
Calice
Bractée

Feuille
Corolle — Calice

- Akéne
Tige ligneuse

Figure 1.7: planche botanique de L. angustifolia [19].
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1.2.3 Répartition géographigue

L. angustifolia se trouve sur les coteaux ensoleillés et les montagnes
jusqu’a 1800 m d’altitude [42]. Elle évolue dans les endroits pierreux, rupestres et
calcaires des collines [43]. Elle pousse a l'état spontané dans le Sud de la

France, en Espagne, en ltalie, en Turquie et en Afrique du Nord [7].

1.2.4 Culture et exigences

L. angustifolia peut étre pré-cultivée dés mars et plantée a partir de fin mai.
Sa culture requiert un climat méditerranéen avec des étés chauds. Elle demande

un sol calcaire, drainant et une exposition ensoleillée et protégée du vent [44], [7].

La plante peut étre multipliée par division des plantes agées a I'automne ou
par semis en couches au printemps. Les jeunes plantes sont repiquées
définitivement a 'automne [45]. Le bouturage est réalisé dans le cas des lavandes

clonales et des lavandins [46].

1.2.5 Etude chimique

1.2.5.1 Les huiles essentielles

La composition chimique des HEs de L. angustifolia, cultivées dans
différentes régions dans le monde, a fait I'objet de beaucoup de travaux [47], [48],
[14], [49], [18], [50]. Les constituants majoritaires sont de nature terpénique et
principalement monoterpénique. Les terpénes ont une masse moléculaire peu
élevée et sont volatils. lls peuvent étre cycliques, acycliques, aromatiques voir
hétérocycliques [51]. Le linalol et I'Acetate de linalyle sont les constituants les plus
importants des essences de linflorescence de L. angustifolia [52], alors que
GAMEZ et al., indiquent que le 1-8 cinéol était le plus dominant constituant [53].
Les conditions écologiques et climatiques influencent considérablement la
composition de cette HE [42] (tableau 1.2).
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Tableau 1.2: Les principaux constituants chimiques de L. angustifolia
[52], [53].

Famille Composé

Terpénes/ Monoterpénols Linalol ; o-terpinéol ; terpinene-4-ol; Bornéol ;

Lavandulol, p-cymen-8-ol.

Terpénes/Esters Acétate de linalyle ; Acétate de géranyle ; Acétate
terpéniques de néryle, Acetate de lavandulyle.

Terpénes / Monoterpéne Myrcéne ; a-pinéne ; B-pinéne ; Camphéne.
Terpénes/Oxydes 1,8-cineole

terpéniques

Terpénes/Sesquiterpénes B-caryophylléne ; B-farnéséne ; Germacrene.

Cétone Camphre ; Octanone-3 ; Cryptone.

1.2.5.2 Autres constituants

L. angustifolia contient des tanins, surtout de I'acide rosmarinique, des

flavonoides, des traces de phytostérols et de triterpénes [42].

1.2.6 Propriétés thérapeutigues

L. angustifolia est polyvalente dans ses propriétés, au méme titre que le

romarin, la sauge et d’autres labiées aromatiques [54].

1.2.6.1 Propriétés antispasmodique et sédatives

L. angustifolia est douée de vertus antispasmodiques [54]. LIS-BALCHIN et
COLL. ont analysé le mode d’action de la L. angustifolia sur l'iléon de cochon
d’'inde Cavia porcellus et l'utérus de la ratte Rattus norvegicus. L’HE montre une
activité antispasmodique in vitro. Son mécanisme d’action implique I'’AMPc
(adénosine monophosphate cyclique), qui est l'intermédiaire dans I'action des
hormones ou neurotransmetteurs, il agit comme un inducteur de contraction au
niveau des muscles squelettiques. Le linalol apparait étre responsable de cette

propriété [55].

Une autre étude a porté sur l'effet de 'HE de L. angustifolia sur les
coliques chez les nourrissons [56]. Cette recherche a été menée sur un groupe de

guarante nourrissons agés de 2 a six semaines. lls ont recu un massage
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abdominal avec I'huile de lavande tandis que ceux du groupe témoin n’ont pas été
soumis a I'essai. Les symptémes de coliques ont significativement diminué dans le
groupe expérimental par rapport au groupe témoin. Le massage a I'aromathérapie

utilisant I'huile de L. angustifolia s’est révélé efficace pour réduire les coliques.

Plusieurs études cliniques et précliniques ont démontré des effets sédatifs
et améliorants la qualité du sommeil de la lavande officinale chez I'étre humain
[57], [58], [59]. Ces effets sont principalement dus a le linalol [57]. Elle réduit
I'activité motrice et prolonge la durée du sommeil [24]. Un traitement a base de
I'HE de lavande sur 40 sujets soumis a un électro-encéphalogramme montre une

augmentation de I'onde béta, caractéristique des états de détente [60].

1.2.6.2 Effets de la lavande sur les maladies cardiovasculaires

Puissant tonique, L. angustifolia agit comme régulateur, susceptible
d’apaiser I'éréthisme, la tachycardie et les crises paroxystiques [54]. Les travaux
de ZIAEE et al., en 2015 visaient a évaluer les effets cardioprotecteurs de 'HE de
L. angustifolia contre l'infractus du myocarde induit par l'isoprénaline chez des
rats. Les résultats ont montré que I'HE a amélioré le schéma
électrocardiographique, réduit le rapport poids du cceur sur le poids du corps,
diminue les marqueurs de peroxydation lipidique et d'activité des neutrophiles et
améliore les parametres hémodynamiques. Ces résultats suggerent que
L. angustifolia pourrait protéger le myocarde contre linfractus induit par

I'isoprénaline en raison de ses propriétés antioxydantes [61].

1.2.6.3 Effets sur le systéme digestif

Elle agit efficacement sur l'estomac et lintestin, en stimulant les
secrétions gastriques et la motricité intestinale. Elle a des effets cholagogues et
cholérétiques. A faible dose quotidienne et par voie interne, la lavande est

également diurétique [54].

1.2.6.4 Pouvoir antiseptigue

Puissant antiseptique, I'HE L. angustifolia est utiliséé par voie interne pour

soigner les affections du systeme génito-urinaire (cystites, blennorragies et
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leucorrhées). On l'utilise aussi pour stopper les fermentations putrides et les
affections intestinales [54].

1.2.6.5 Propriétés antioxydantes

L’activité protectrice des composés phénoliques vis-a-vis de la
peroxydation lipidique a été démontrée par certains travaux [42], [62], [61], [63].
L’HE de la lavande et 2 de ses constituants chimiques, Cinéole et Béta —pinene
ont ralenti le taux normal d’'une réaction chimique d’oxydation en piégeant le

radical hydroxyle [64].

1.2.6.6 Propriétés antimicrobiennes

Plusieurs études ont démontré une activité antibactérienne de I'HE de
L. angustifolia, ainsi que de certains de ses constituants isolés (linalol, acétate de
linalyle) contre différentes bactéries pathogénes Gram positif et Gram négatif
présentes dans les cavités orales, la peau et le tractus respiratoire notamment
Haemophilus influenza, Streptococcus Pyogenes, Staphylococcus aureus,
S. epidermidis et Escherichia coli [49], [65], [66], [67].

L. angustifolia a un effet inhibiteur sur la croissance du mycélium contre
Alternaria alternata, Botrytis cinerea et Fusarium oxysporum; la souche de
F. oxysporum semble étre la plus sensible a ce quil est comparé aux autres

souches représentées par F. oxysporum et A. alternata [68].

1.2.6.7 Propriétés insecticide

L. angustifolia, plantée en bordure des jardins €éloigne les pucerons et les

fourmis [44].

BARKER ET ALTMAN [69] et MOHAMMED ET AL-QAZWINI [70] ont
permis de démontrer I'efficacité de I'HE de L. angustifolia dans le traitement de

l'infestation du cuir chevelu par des poux Pediculus humanus capitis [69].

Une autre étude a porté sur l'utilité de 'HE de L. angustifolia et I'HE de
thym ainsi que leurs composants majoritaires le linalol et le thymol, en
combinaison avec des insecticides contre le puceron vert du pécher

Myzus persicae [71].
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Une étude menée par MARTYNOV et al, a montré que I'HE de
L. angustifolia a présenté des propriétés répulsives vis-a-vis de Tribolium
confusum [72]. Gharsan et al., (2018) ont évalué la toxicité de cing huiles dont
huile de L. angustifolia sur 2 insectes ravageurs Tribolium castaneum et
Oryzaephilus surinamensis. Les résultats ont montré que I'huile de lavande était
l'une des plus toxiques principalement contre T. castaneum. Elle a également
démontré une grande efficacité contre O. surinamensis. Ces résultats suggérent
que l'huile de L. angustifolia pourrait étre une alternative prometteuse et
respectueuse de l'environnement pour le contrble de ces ravageurs dans les

produits stockes.

1.2.6.8 Propriétés dermatologiques

Par voie externe, L. angustifolia est employée avec succes dans le
traitement des bralures, de l'ulcére, des ecchymoses, des engelures, des

radiodermites et des maladies de la peau [54].

1.2.6.9 Utilisation en médecine vétérinaire

L’HE de L. angustifolia est peu employée en médecine vétérinaire. Lors du
transport des animaux, I'inhalation de la lavande est préconisée [73]. La réduction
de leur motilité se réalise par I'intermédiaire de 2 molécules le linalol et le I'actate
de linalyl [74].

1.2.7 Effets secondaires et précaution d’emploi

I'HE de L. angustifolia est tres peu toxique, fiable et tres bien tolérée [75].
Néanmoins selon GRUNWALD ET JANICKE [24] il a été observé des cas rares
d’allergies ; Ainsi, selon ROUX ET CARTIER [76] il serait judicieux d’utiliser HE

avec précaution.

1.3 Généralités sur I'espéce L. stoechas

Les lavandes de la section Stoechas ont probablement été les premieres a
étre utilisées pour leurs HEs. Les Romains, les Grecs et les Arabes ont tous
reconnu ses propriétés médicinales, antiseptiques et nettoyantes [10].

L. stoechas appartient a la section Stoechas du sous-genre du genre [7].
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1.3.1 Appellations et étymologie

Le nom scientifique est L. Stoechas L., synonyme de Stoechas
officinarum Mill. Elle est communément appelée Lavande papillon, Lavande
stéchade, lavande a fleurs alignées, lavande a toupet, lavande des maures,
lavande des stoechades, lavande maritime, lavande stéchas, lavande d’Arabie
[40]. Le nom vernaculaire arabe est Halhal. Le nom targui ou berbére : Amezzir,

Timerza, Imezzir [77].

D’autres appellations a travers le monde sont attribuées a L. stoechas L.

Telles que [77] :

o En anglais: Arabic lavender, Butterfly lavender, French lavender, Spanish
lavender;

. En Allemand: Ahrenférmiger Lavendel, Schopf-Lavendel;

o En ltalien: Lavanda Di Monte, Lavanda Selvatica, Lavanda Stoechas,

Steca, Stecaole, Stigadosso ;
. En Espagnol : Arca, Astecados, Azaya, Cantahueso, Cantuerca, Cantueso,
Cantueso Morisco, Cap D’ase, Estecados, Hierba De San Juan, Lavandula ;

e En turc : Karabasotu [77].

Le terme Stoechas, du grec stoickas : aligné, est un ancien nom de la
lavande [40].

1.3.2 Description botanique

L’espéce L. stoechas est un sous-arbrisseau tres ramifié, de 30 a 60 cm de
hauteur. Elle se distingue facilement des autres lavandes grace a ses rameaux
courts, feuillés sur toute leur longueur jusqu’a I'épi. Les feuilles sont petites,
étroites, linéaires a linéaires-lancéolées, sessiles, de couleur vert-gris et d'environ
1 a 2 cm de long. Linflorescence se décrit par un épi dense, courtement
pédonculé, portant des petites fleurs pourpres. Elle est surmontée d’une couronne
de bractées florales violettes, élargies, stériles, obovales ou spatulées de 1 a 2 cm
de longueur, disposées perpendiculairement a l'inflorescence (d'ou le nom de
lavande papillon). Les bractées fertiles sont largement ovales a obovales-

subtrilobées, brievement acuminées, membraneuses, veinées et plus courtes que
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le calice. Le calice est sessile, a treize nervures avec des lobes moyens modifiés
en un appendice. La corolle est de couleur violet foncée a mauve (figure 1.8). Les
variantes blanches sont appelées forme leucantha Ging. et les variétés a fleurs
rose-rouge ou rose sont nommeées forme rosea Maire. Le fruit est un tétrakéne

sec, se divisant & maturité en 4 petits akenes bruns [78], [7], [22].

Bractée stérile

Epi floral

Tige

Feuille

Corolle
Calice

—— Akene
Racine pivotante

Figure 1.8 : Caracteres botaniques de L. stoechas [23].

1.3.3 Répartition géographigue

L'espéce est indigéne du nord-ouest de I'Afrique (Algérie, le Maroc et la
Tunisie), des fles de Madere, des iles Canaries, du sud de I'Europe (la Gréce,
I'ltalie, la France, le Portugal et I'Espagne) et de l'ouest de I'Asie (Chypre, Israél, le
Liban, la Syrie et la Turquie). Elle a été introduite dans toute I'Europe et dans des
zones tempérées et subtempérées en Amérique, en Asie et en Australie [77]. En

Algérie, L. stoechas est localisée au nord du pays [12].
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1.3.4 Culture et exigence

L. stoechas préfere les sols siliceux. Elle supporte la mi-ombre et tolere le
froid jusqu’a -5°C. La floraison, plus précoce que chez les autres lavandes, se

déroule d’avril @ mai puis en automne [7].

1.3.5 Etude chimique

La composition chimique de I'huiles essentielle de L. stoechas a été étudiée
a partir de plantes spontanées et cultivées récoltées dans plusieurs pays
méditerranéens [12]. Elle renferme des composés phytochimiques tels que : a
pinéne, B pinéne, borneol, camphre, fenchone couramment identifiés sont le
camphre, le 1,8-cinéole et la fenchone. Plusieurs études ont montré que les
chémotypes fenchone/camphre sont les composés majeurs dans les HEs de

L. stoechas.

D’autres composés chimiques ont été identifiés tels que les flavonoides
comme apigénine 7-glucoside, lutéoline 7-glucoside et lutéoline 7-glucuronide
[79], [80], [81], [82]. Ainsi que des dérivés de longipinéne [83] et de triterpénoides
[84].

1.3.6 Propriétés thérapeutigues

1.3.6.1 Propriétés antioxydantes

L’HE de L. stoechas a montré des capacités de piégeage des radicaux
libres et inhibition de la peroxydation lipidique [85], [86]. L'HE a été testée sur des
souris Mus musculus pour appuyer son effet protecteur contre le stress oxydatif
induit par le malathion, un insecticide qui, a des doses élevées (200 mg/kg de
poids corporel comme dose subléthale et 400 mg/kg de poids corporel comme
dose léthale médiane), attaque principalement le foie et les reins. L’huile a

présenté une activité hépatoprotectrice et néphroprotectrice significative [86].

SEBAI et al., ont démontré que I'HE de L. stoechas exerce des effets
protecteurs contres les dommages reproductifs et le stress oxydatif chez les rats
Rattus norvegicus diabétiques induits par l'alloxane (molécule qui exerce une

toxicité sélective sur les cellules du pancréas productrices d’insuline) [87].



39

1.3.6.2 Pouvoir anxiolytigue

L’effet anxiolytique de 'HE de L. stoechas a été confirmé. En effet, dans
une étude menée par NAJAFI et COLL [88] I'efficacité de 'inhalation de I'HE a été
évaluée chez des patients ayant subi un infarctus du myocarde. Les résultats

obtenus révelent une réduction significative de I'anxiété chez ces patients.

1.3.6.3 Propriétés antibactériennes et antifongiques

En raison de sa teneur en 1,8-cinéole et en fenchone, I'HE de L. stoechas
présente des propriétés antibactériennes marquées contre les bactéries Gram
positif et Gram négatif y compris les souches résistantes a plusieurs antibiotiques,
a l'exception de Pseudomonas aeruginosa et Pseudomonas fluorescens [89], [90],
[12]. L'huile a également inactivé efficacement Rhizoctonia solani et Fusarium
oxysporum (champignons pathogenes des plantes), mais était moins efficace

contre Aspergillus flavus [91].

D'apreés les travaux de LOUKHAOUKHA [92], I'HE de L. stoechas ainsi que
ses 2 composés majoritaires, le camphre et la fenchone, ont été évalués in vitro
pour leur activité antibactérienne contre deux bactéries phytopathogenes Erwinia
amylovora et Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum. Les résultats
obtenus ont montré que cette HE de L. stoechas présente une trés bonne activité
antibactérienne, inhibant efficacement la croissance des 2 Dbactéries

phytopathogenes testées.

1.3.6.4 Propriétés anti-inflammatoires

D’aprés les travaux de AMIRA et al., [93] il a été observé que I'extrait de
L. stoechas présente une activité anti-inflammatoire modérée lorsqu'’il est appliqué
sur I'cedéme de la patte de la souris Mus musculus, attribuée a l'apoptose des

neutrophiles et a I'activité antioxydante.

1.3.6.5 Propriétés insecticides

EL OUALI LALAMI et al., [94] ont constaté que I'HE de L. stoechas montre
un effet larvicide contre Anopheles labranchiae, un vecteur de la transmission du

paludisme.
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Selon BEN SLIMANE I'HE présente une toxicité élevée par contact sur les 4
stades larvaires de I'Orgyia trigotephras, un papillon nuisible pour les chénes. Elle
peut également agir par ingestion et par fumigation. L'efficacité insecticide de la
L. stoechas est attribuée a sa composition en monoterpénes, reconnus pour leurs

propriétés insecticides [95].

1.3.6.6 Autres propriétés thérapeutiques

Diverses études ethnobotaniques ont rapporté I'utilisation de L. stoechas
pour traiter le diabéte ou réduire les niveaux d'hyperglycémie [96], [97], [98], [99].
Cependant, peu d'études ont évalué I'effet antidiabétique de I'extrait et de I'HE de
L. stoechas [100], [101]. Une étude in vivo menée par SEBAI et al. sur l'activité
antidiabétigue de I'HE de L. stoechas a révélé un effet protecteur contre

I'hnyperglycémie et le stress oxydatif [101].

1.3.7 Effets indésirables

L’HE de L. stoechas peut provoquer des réactions allergiques liées a la
présence de linalol et de limonéne. Elle est neurotoxique, irritante pour la peau et

pour les voies respiratoires [102].
1.3.8 Utilisation

L. stoechas est employée dans la médecine populaire comme
antispasmodique dans les douleurs des coliques [103], [104]. Elle est également
utilisée pour de multiples maladies du systeme nerveux central, comme I'épilepsie
et la migraine, elle est ainsi nommeée « le balai du cerveau » [105]. Cette espece
est employée pour traiter les plaies, les infections urinaires, les maladies
cardiaques et l'eczéma [106]. L. stoechas a été utilisée dans la médecine

traditionnelle algérienne en tant qu’agent antiseptique et stimulant [107], [108].

1.4 Les huiles essentielles

Les HEs sont des substances naturelles utilisées depuis I'antiquité, on en
trouve la trace en Egypte, 4000 ans environ avant Jésus Christ. Les HEs servaient
alors a parfumer les onguents, a combattre la putréfaction lors de 'embaumement

des corps et a la conservation des aliments. Les arabes participérent activement
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aux techniques de distillation des HEs, ils inventerent I'alambic grace auquel, ils
purent obtenir des HEs trés pures dont la médecine et la parfumerie en ont fait un

grand usage [109]. Les HEs livrent progressivement leurs secrets depuis

I'avénement de la chimie organique & la fin du XIX®™ siécle [110].

1.4.1 Définition

Les HEs sont un mélange de composés lipophiles, volatils et souvent
liquides, synthétisés et stockés dans certains tissus végétaux spécialisés.
Extraites de plantes grace a des procédés physiques, les HEs sont responsables

de I'odeur caractéristique de la plante [111].

En 2000, AFNOR a défini les HEs comme des produits obtenus soit a partir
de la matiere premiére naturelle par distillation a I'eau ou a la vapeur d’eau, soit a
partir des fruits de Citrus par des procédés meécaniques. lls sont séparés de la

phase aqueuse par des procédes physiques [112].

1.4.2 Répartition et localisation

Les HEs sont largement réparties dans le regne végétal et certaines
familles en sont particulierement riches, les Lamiaceae, les Asteraceae, les
Rutaceae, les Myrtaceae et les Poaceae. Elles peuvent se rencontrer dans tous
les organes végétaux et sont localisées soit dans, des cellules sécrétrices isolées,
des poils épidermiques, des cellules épidermiques, des poches et des canaux

excréteurs [76].

Chez les Lamiaceae, les HEs sont stockés dans des structures
généralement glandulaires a la surface des fleurs et des feuilles [113]. |l existe 2
types de structures dans cette famille : les trichomes peltés et les trichomes
capités [27] (Figure 1.9) et (Figure 1.10). Ces trichomes glandulaires sont
typiquement composés de quelques cellules épidermiques basales qui par division
donnent de une a plusieurs cellule(s) de pied de taille variable surmontées d’une a
plusieurs cellules de téte sécrétrices [114] (Figure 1.11). On observe chez
L. angustifolia, huit cellules de téte pour les glandes peltées et une ou 2 cellules
de téte pour les trichomes capités [35] (Figure 1.12). L’'HE est accumulée sous la
cuticule de ces cellules de téte [113]. La séquestration des HEs dans I'espace

sous-cuticulaire s’explique en partie par le fait que certains terpénes sont
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phytotoxiques et qu’il est donc indispensable de les accumuler dans des

structures externes spécialisées [115], [116].

Glande~7

Glande capitée

[l

Trichome tecteur

l

Figure 1.9 : Trois types de trichomes sur calice de L. angustifolia (MEB
x500 12kV) [27].

HV det i[mag O| WD |spot| vacMode HV det maé [m] vacMode HFW 40 ym
10.00 kVILFD|2000x 160 mm| 3.0 |Lowvacy 9 y 10.00 kVILFD | 2000 x 30 Lowvacuum 149 um FUNDAPL

Figure 1.10 : Trichomes de L. stoechas sous microscope électronique a
Balayage A/ trichomes glandulaire capité ; B/ taille des tétes de trichomes (1)
trichome pelté (2) [92].



43

) S
L=
TR
\fi ,\
&t II
s 2
o L L
V) 57 e o
Ci’é, .5 N
e % \2-' % g
= S - q
S
[ ¢ ) ) 3
R G o I e

Figure 1.11 : les 4 types de trichomes glandulaires observés chez
L. angustifolia [46].

(1) Poil pelte, (a) vue de dessus, (b) vue de profil ; (2) Poil capité court ;(3)

Poil capité long ; (4) Poil sécréteur bosselé a differents stade de la sécrétion
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Figure 1.12 : Schéma d’un trichome pelté de Lavande [113].

1.4.3 Propriétés physiqgues

Les HEs présentent un certain nombre de caracteres communs malgré
leurs nombreuses différences dans la composition. Ce sont généralement des
liquides a odeur aromatique forte. Elles sont peu solubles dans I'eau mais sont
solubles dans les solvants organiques [117]. Elles sont volatiles et entrainables a

la vapeur d’eau. Leur densité est généralement inferieure a 1 [76].
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1.4.4 Composition chimique

Les constituants des HEs appartiennent, de fagcon quasi exclusive, a deux
groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : le groupe des
terpénoides d’'une part et le groupes des composés aromatiques dérivés du

phénylpropane. Ces derniers sont moins fréquents [51].

1.4.4.1 Les terpénoides

Les terpénes, sont une classe d’hydrocarbures produits par de nombreuses
plantes. Ce sont des substances naturelles organiques, volatiles ou non [27]. Ils
sont classés chimiquement en fonction du nombre d’unités isopréniques (C5H8)n
constituant leurs structures carbonées [42]. On distingue ainsi selon le nombre de
carbone constituant les molécules de ce groupe : Les monoterpenes (C10), les
sesquiterpenes (C15), les diterpénes (C20), les triterpenes en (C30), les
tetraterpenes (C40) et les polyterpénes qui comportent plus de 500 carbones
[118].

Les terpénes les plus rencontrés dans les HEs sont les terpenes les plus
volatils. Les monos et les sesquiterpenes [51],[76]. Ainsi plus de 200
monoterpénes et sesquiterpenes différents ont pu étre caractérisés dans
lensemble des espéces analysées du genre [27]. Par ailleurs, certaines especes
telles que L. stoechas synthétisent plus de 100 terpénes différents alors que
d’autres espéces telle que L. canariensis expriment une diversité terpénique

beaucoup plus faible [27].

A. Les monoterpénes

Les monoterpénes peuvent étre acycligues (myrcece et ocimene),
monocycliques (a- et y-terpinéne, p-cyméne) ou bicycliques (pinéne, A®-caréne,
camphéne) [51]. La réactivité des cations intermédiaires justifie I'existence de

nombreuses molécules caractérisées par différentes fonctions:

v' Alcools : acycliques (géraniol, linalol, citronellol) monocycliques (menthol,
aterpinéol, 1-terpinénes-4-ol) ou bicycliques (bornéol, fenchol).

» Aldéhydes : le plus souvent acycliques (géranial, néral, citronellal).
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» Cétone : acycligues (tagetone), monocycliques (menthone, carvone,
pulégone) ou bicycliques (camphre, fenchone, thuyones).

> Esters : acycliques (acétate ou propionate de linalyle, acétate de
citronnellyle), monocycliques (acétate de menthyle, d“a-terpinyl) ou
bicycliques (acétate d“isobornyle).

» Peroxydes : ascaridole.

» Ethers : cinéole (on dit aussi eucalyptol).

» Phénols : thymol, carvacrol [51].

B. Les sesquiterpenes

Ce groupe comprend un nombre importants de structures différentes :
plus de 120 squelettes identifiés pour plus de mille composés identifiés [119]. De
nombreuses configurations sont possibles : linéaires, ramifiés, mono- bi- ou
tricycliques. Les sesquiterpenes sont, en termes de fréquence, le deuxieme

groupe le plus présent dans les HEs apres les monoterpéenes [120].

Ce sont les monoterpénes et les sesquiterpenes qui donnent a la lavande
son parfum caractéristique et a ces huiles leurs propriétés [121] (figure 1.13). La
proportion des principaux terpénes dans 'HE est un critére d’évaluation de la
qualité de 'HE (AFNOR 1996) et joue un rble dans le choix de telle ou telle variété

par I'’herboriste ou I'industriel [122].
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W) 8)

Figure 1.13 : Exemples de structures de mono- et sesquiterpénes détectés

dans le genre Lavandula [123].

(1) linalal, (2) acétate de linalyle, (3) camphre, (4) 1,8-cineole, (5)
limonéne, (6) lavandulol, (7) acétate de lavandulyle, (8) B-caryophyllene.

1.4.4.2 Les composés aromatiqgues dérivés du phénylpropane

lls sont moins répandus que les les terpenes. Ce sont souvent des
allylphénols quelquefois aussi des aldéhydes tels que I'anéthol et I'eugénol. La

vanille est assez fréquente parmi les composés aromatiques [76].

1.4.5 La notion de chémotype

La notion de chémotype (chimiotype ou race chimique) est une notion clé
en aromathérapie. Le chémotype désigne un groupe chimiquement défini au sein
d'une population d'individus morphologiquement indiscernables [124]. Le concept
de chémotype permet de distinguer 2 ou plusieurs HEs de composition chimique

différente produites a partir de plantes de la méme espece [125].

la composition d’'une HE dépend de nombreux facteurs autres que la
détermination génétique comme le pays d'origine, la qualité du sol, I'altitude et
d’autres conditions climatiques [125], [126].
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1.4.6 ROle écologique

Beaucoup de plante produisent les HEs en tant que métabolites
secondaires mais leur role exact dans les processus de la vie de la plante est mal
connu [127]. Les HEs jouent un rdle écologique par des phénomenes de défense
directe ou indirecte, par communication ou bien par des tolérances aux stress
[128]. Les HEs peuvent aussi jouer d’autres réles écologiques tels que I'attraction

de pollinisateurs [129].

1.4.7 Les activités biologiques

Les propriétés des HEs se distinguent selon I'importance d’'un élément par
apport a un autre présent dans sa composition. Cependant, certaines propriétés

se retrouvent frequemment pour un grand nombre d’essences [130].

1.4.7.1 Activité antimicrobienne

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur
'usage des antibiotiques. Les antibiotiques sont des substances antibactériennes
produites par des micro-organismes (champignons et bactéries) ou de synthese
chimique [131]. lls ont la capacité soit de détruire les bactéries (effet bactéricide),
ou dinhiber leur croissance (effet bactériostatique) [132]. Les antibiotiques
peuvent étre classés selon l'origine, la nature chimique, le mécanisme d'action et
le spectre d'action [131]. Les principales familles chimiques des antibiotiques sont:
Bétalactamines: pénicilline et céphalosporines; Aminosides: streptomycine,
gentamycine; chloramphénicol et thiamphénicol; cyclines: tétracyclines,

doxycycline ; macrolides et apparentés : érythromycine, oléandomycine [133].

by

La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agent
peut entrainer la sélection de souches multi-résistantes d’ou l'importance
d’orienter les recherches vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une

source d’inspiration de nouveaux médicaments a base de plantes [134].

Le pouvoir antibactérien des HEs s’exerce a l'encontre de bactéries
pathogénes variées, y compris des souches habituellement antibiorésistantes [51].
Les HEs agissent aussi bien sur les germes a gram positif que les germes a gram

négatif [135]. Chaque espéce microbienne réagit de fagon particuliere aux
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différentes HEs. Certains constituants d’HE ont des effets inhibiteurs spécifiques
sur une espéce donnée. Il existe une CMI des différentes HEs spécifique a

chaque bactérie [136].

En effet, en raison de leur caractére lipophile, leurs constituants se lient aux
membranes cellulaires des micro-organismes. Ils inhibent notamment les
échanges d’électrons oxydatives et freinent ainsi le métabolisme énergétique. De
fortes concentrations en HE conduisent également a la lyse membranaire et a la
dénaturation des protéines cytoplasmiques des micro-organismes [111]. Les
molécules oxygénées sont généralement plus actives que les molécules

hydrocarbonées [137].

Certaines HEs sont également actives sur des champignons responsables
de mycoses et sur des levures (Candida) [51]. Elles agissent sur les champignons
en inhibant la production de toxine, la croissance du mycélium et la division
cellulaire [138].

1.4.7.2 Activité spasmolytique et sédative

De tres nombreuses plantes a HE sont réputées efficaces pour diminuer
ou supprimer les spasmes gastro-intestinaux et pour traiter les individus souffrant

d’'insomnies. On 'utilise aussi pour diminuer de la nervosité [51].

1.4.7.3 Activité antioxydante

1.4.7.3.1 Les radicaux libres

Les radicaux libres sont définis comme toute molécule possédant un ou
plusieurs électrons non appariés sur sa couche externe [139]. Cet état leur

confére une instabilité énergétique et cinétique [140].

Du fait de leur caractére tres électrophile, les espéces radicalaires vont
tenter de rapparier leurs électrons célibataires. Elles agressent toute molécule
susceptible de se faire arracher un électron [141]. L’espéce agressée devient a
son tour radicalaire initiant de cette fagon un processus de réaction en chaine. Ce
processus se caractérise par trois étapes ; (i) initiation, (i) propagation et (iii)

terminaison provoquant enfin une perturbation de la cellule vivante [140].
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Parmi les especes radicalaires les plus intéressantes se trouvent les
espéces réactives de 'oxygéne (ERO) : le radical superoxyde (O2*), le radical
hydroxyle (OH*), le monoxyde d’azote (NO*) et aussi certains dérivés oxygénés
réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante tels que le peroxyde
d’hydrogene (H,0O,) et le peroxynitrite (ONOO 7) [139]. Ces ERO sont dotées de
propriétés oxydantes qui les aménent a réagir, dans I'environnement ou elles sont
produites, avec toute une série de substrats biologiques (lipides, protéines, ADN,
glucose) [142].

1.4.7.3.2 Définition stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini comme étant le déséquilibre entre la génération
des ERO et la capacité du corps a neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs
[143].

1.4.7.3.3 Les antioxydants

Un antioxydant est défini comme étant toute substance qui peut retarder ou
empécher |'oxydation des substrats biologiques, ce sont des composés qui
réagissent avec les radicaux libres et les rendent inoffensifs. La capacité

antioxydante des HEs est étroitement liée a tout le contenu phénol [144].

1.4.7.4 Activité insecticide

1.4.7.4.1 Généralités

Les denrées alimentaires sont habituellement attaquées par les insectes au
cours de leur entreposage depuis le début de la civilisation humaine. Les pertes
les plus importantes sont infligées par différentes espéces de coléoptéres,
|épidoptéeres et acariens [145], [146]. Parmi les coléopteres, le
Tribolium castaneum Herbst.. cet insecte ravageur cause des pertes
exceptionnelles en réduisant la qualité et la quantité des produits stockés [147].
Cette espece est répandue dans le monde grace aux échanges commerciaux
[148].
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1.4.7.4.2 Description du Tribolium castaneum

Tribolium castaneum est communément appelé le Tribolium rouge de
la farine ou petit ver de la farine (figure 1.14). C’est un Coléoptere
appartenant au sous ordre des Polyphages, de la famille des Tenebrionides
et au genre Tribolium [149], [150].

CEil composé
Antenne

Patte antérieure TETE

3

Patte médiane THORAX

N

Patte postérieure

ABDOMEN

Elvtre

Figure 1.14: Tribolium castaneum, adulte [188].

1.4.7.4.3 Systématique du Tribolium castaneum

D’aprés Perrier, Weidner et Rack [151], [152], [153] la classification de ce

ravageur est comme suit:

Régne Animale
Embranchement Arthropodes

Sous embranchement Antennates

Classe Insectes

Sous classe Pterygotes
Ordre Coléoptéres
Sous ordre Polyphages
Famille Ténébrionidés
Genre Tribolium

Espéce Tribolium castaneum (Herbst)
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1.4.7.4.4 Cycle de vie du Tribolium castaneum

T. castaneum peut vivre a des températures variant de 22 a 40 °C et une
humidité relative comprise entre 1 et 90%. Les conditions optimales de
développement sont : une température de 35°C et 75% d'humidité relative pour
accomplir un cycle au bout de 20 jours [154]. Des l'age de trois jours, la femelle
pond entre 500 a 800 ceufs. Les larves sont mobiles et se nourrissent. lls sont
d'une teinte blanche avec du jaune et passent par 5 a 11 mues avant d'atteindre 5
mm a la fin de leur croissance. Au terme du stade larvaire, les larves
s'immobilisent, cessent de se nourrir et se transforment en nymphes immobiles.
Ce processus s'étend sur 3 a 9 semaines. Les nymphes se retrouvent nues, dans
les mémes aliments que les larves. Elles sont blanches au départ mais leur
couleur s'assombrit graduellement avant de devenir adultes 9 a 17 jours plus tard,
les adultes se nourrissent des mémes aliments que les larves et vivent entre 15 et
20 mois [155] (figure 1.15).

Ponte 3 . Eclosion

Eufs

N g P L.

Adulte

Mue " Mue

Nyvmphe

Figure 1.15 : Cycle biologique de T castaneum [156].

1.4.7.4.5 Déqgats causés parTribolium castaneum

C'est un insecte nuisible cosmopolite et euryphage, Il attaque les céréales
et les produits céréaliers, arachides, noix, cacao, fruits secs et parfois les
légumineuses [157], [147]. Ce sont des lithophages secondaires car les larves et
les adultes se nourrissent surtout de brisures. lls attaquent les grains
endommagés [158] cas de forte infestation, l'adulte libére des substances

guinoléiques qui conférent a la denrée une odeur répulsive caractéristique [159].
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En plus, l'activité des insectes peut entrainer un dégagement de chaleur
dans les céréales ainsi que I'humidification du grain, favorisant le développement
des microorganismes qui contribuent a leur tour a la détérioration de la denrée
avec production de mycotoxines [160], [161]. Elle constitue aussi un support
nutritif pour un grand nombre d'acariens saprophytes, y compris le Triglyphe de la
farine Acarus siro L., lequel se développe aux dépens du germe des grains
humides détruisant ainsi leur faculté germinative [162], [163].

1.4.7.5 Mécanismes d’action des huiles essentielles sur les insectes

Le mode d’action des HEs est relativement peu connu chez les insectes
[164], [165]. Les mécanismes de toxicitt des HEs peuvent étre d'ordre

physiologique ou physique.

1.4.7.5.1 Effets physiologiques

Les HEs ont des effets anti-appétents, ils affectent la croissance, la mue, la
fécondité et le développement des insectes et acariens. Des travaux récents
montrent que les monoterpénes inhibent I'activité de l'acetylcholinestérase au
niveau du systeme nerveux de l'insecte [166], [167]. Selon ROEDER (1999) [168]
et Isman (2000) [165], les HEs agissent sur les récepteurs de I'octopamine,
neurotransmetteur spécifigue du systéme nerveux des invertébrés. L'octopamine
régule diverses fonctions vitales comme la motricité, la ventilation, les battements
de cceur, le vol et le métabolisme. ENAN (2000) [169] et ISMAN (2000) [165] ont
établit un lien entre I'application de I'’eugénol, de I'alpha-terpinéol et de I'alcool
cinnamique et le blocage des sites accepteurs de I'octopamine. Il conclut que
I'effet peut varier d’'un terpéne a l'autre et que les HEs peuvent agir soit comme
des agonistes soit comme des antagonistes du neuro transmetteur. ENAN (2005)
[169] a également démontré un effet sur la Tyramine, autre neurotransmetteur des

insectes.

De plus, l'action rapide de certaines HEsS contre certains nuisibles est
révélatrice d'un mode d'action neurotoxique [170], ils agissent directement au

niveau des neurones, provoquant ainsi la paralysie puis la mort de l'insecte [171].
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1.4.7.5.2 Effets physiques

Les HEs agissent directement sur la cuticule des arthropodes a corps mou.
La nature lipophile de I'HE peut dégrader la couche cireuse de la cuticule et
causer des pertes en eau. Les trachées et les sacs d’air des insectes sont enduits
de cette couche cireuse et sont affectés par ’'HE ce qui peut entrainer I'asphyxie
[165]. D’autres travaux ont démontré que 'HE de Thymus persicus posseéde un
effet répulsif et toxique vis-a-vis de Callosobruchus maculatus et

Tribolium castaneum [172].
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CHAPITRE 2

MATERIEL ET METHODES

2.1 Matériel d’étude

2.1.1 Matériel non hiologigue (Appendice B)

2.1.2 Matériel végétal

2.1.2.1 Récolte des plantes

Les especes étudiées ont été récoltées d’'une maniére aléatoire sur quatre
sites de récolte différents en Algérie (Tableau 2.1), situées dans 2 étages

bioclimatiques allant de 'humide au semi-aride (Appendice C).

Les parties aériennes de L. stoechas (feuilles, tiges et inflorescences)
poussant a I'état spontané ont été collectées en pleine floraison durant le mois
d’avril 2021 dans la région montagneuse de Hai Driouche a Blida (centre de

I’Algérie) et Tissemsilt (ouest de I’Algérie) (Tableau 2.1).

Les fleurs de L. angustifolia sur lesquels I'expérimentation a porté sont
cultivés au sein du foyer militaire de la région de Blida (centre de I'Algérie) et ceux
de Chlef proviennent de la région d’Oued Fodda (ouest de I'Algérie) (Tableau 2.1).
Les fleurs de L. angustifolia ont été collectées au mois de juillet 2021 en période

de floraison.

Tableau 2.1 : Situation géographique des stations d’échantillonnage.

. Station de ) ) ] Etage Période de
Espéce i Latitude | Longitude |Altitude o ] i
récolte bioclimatique récolte
Blida ) .
L. stoechas 36°28’'15”N | 36°28'15”N | 357 m Humide Auvril
(Bouarfa)
Tissemsilt |36°11'57.4”N| 1°26'03.8"E | 826 m Semi-aride Auvril
Blida centre | 36°28'15”N | 36°28’15”N | 250 m Humide Juillet
L. ifoli
angustifolia Oued Fodda
Chief 36°11’57.4"N| 1°26’03.8"E | 149 m Semi-aride Juillet
e
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Les especes de L. stoechas et L. angustifolia sont récoltées par temps secs
et ensoleillé. Ensuite, elles sont séchées dans un endroit sombre, sec et aéré.
Elles sont conservées dans des bocaux en verre.

2.1.2.2 ldentification botanique des plantes

L'identification botanique de L. angustifolia et L. stoechas a été réalisée
aux laboratoires de botanique du département d'agronomie de l'université de Blida
1 et de I'Ecole Nationale Supérieure d'Agronomie (ENSA) d'El Harrach, en se
basant sur la clé de détermination de Quézel et Santa [6] (Nouvelle flore de

I'Algérie et des régions désertiques méridionales).
2.2 Méthodes

2.2.1 Etude botanigue

2.2.1.1 Recherche des sites sécréteurs

2.2.1.1.1 Observation macroscopigue

Des observations macroscopiques, ont été effectuées pour distinguer des
trichomes qu’ils soient non glandulaires et/ou glandulaires sécréteurs dans les
organes végétaux (feuilles, fleurs et tige) de L. angustifolia et L. stoechas. Elles

sont réalisées a I'aide d’'une loupe binoculaire a un grossissement de 0.8x et 8x.

2.2.1.1.2 Observation microscopique des sites sécréteurs

a. Observation des sites sécréteurs au microscope optique

Des observations microscopiques, ont été réalisées pour distinguer les sites
sécréteurs et la précision dans leur localisation a la surface des organes végétaux
et éventuellement dans les tissus entre les cellules a linterieur des organes
végétaux. Ainsi, des coupes transversales ont été réalisées seulement au niveau
des feuilles et des tiges. Pour cela nous avons utilisé la technique de la double

coloration.
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v" Confection des coupes

Sur des organes végétaux (feuilles et tiges) fraichement récoltés, des
coupes transversales sont réalisées a main levée a I'aide d’'une lame de rasoir

pour observer les sites sécréteurs et les tissus internes.

La coloration est ensuite effectuée en suivant le protocole adopté au sein
du laboratoire de biologie végétale du département de biologie a I'université de
Blida 1.

Les coupes ainsi préparées sont mises dans un creusé contenant de I'eau

puis elles sont immergeées successivement dans les bains suivants :

= Eau de javel (Hypochlorite de sodium) a 12° pendant 15 min, pour vider le
contenu cytoplasmique des cellules,

= [’eau pendant 20 min pour le ringage, pour neutraliser I'excés d’eau de javel

= Jacide acétique a 5% pendant 1 min, pour éliminer totalement 'eau de
Javel et assurer la fixation du colorant sur la paroi,

= [’eau distillée pendant 20 min, pour le ringage,

= |e vert de méthyle pendant 10 min, pour la coloration des parois lignifiées
ou tubérisées,

= [eau distillée pendant 20 min,

= |le rouge Congo pendant 10 min, pour la coloration des parois
pectocellulosique, 'eau pour un dernier ringage des coupes.
. Les coupes sont ensuite mises entre lame et lamelle pour

I'observation au microscope optique au G %10 puis G x40.

b. Observation des sites sécréteurs au microscope électronigue a balayage

Les fleurs séchées de L. angustifolia ainsi que les fleurs, tiges et feuilles de
L. stoechas ont été étudiées pour identifier leurs sites sécréteurs a l'aide d'un
microscope électronique a balayage (MEB : Quanta 650). Chaque organe végétal,
a été fixé sur des supports en aluminium recouverts de carbone. Les observations
ont été réalisées sous vide partiel, avec une tension d'accélération de 10 kV et

une pression maintenue a 130 Pa.
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2.2.2 Etude phytochimigue

2.2.2.1 Détermination de la teneur en eau

La teneur en eau des plantes a été déterminée par le procédé de séchage
a l'étuve, a 105°C [173], [174]. Pour chaque espéece, 100 g de la matiéere fraiche
ont ainsi été étuvés pendant deux heures répétées jusqu’a I'obtention d’un poids
stable; trois répétitions ont été réalisées pour chaque échantillon, dont la moyenne

représenterait la teneur en eau.

M fraiche—M ech
Teneur en eau (%) _ Masse fraiche—Masse seche x 100

Masse fraiche

Mf : Masse fraiche de I'échantillon (g)
Ms : Masse séche de I'échantillon (g)
Trois répétitions ont été réalisées pour chaque échantillon

2.2.2.2 Détermination de la teneur en cendres

Les cendres d’'un matériel biologique représentent les résidus inorganiques
obtenus apres calcination de la matiéere organique. Ces cendres généralement de
couleur blanchatre donne une idée sur la quantité d’éléments minéraux présents
dans l'aliment. En pratique, la calcination est réalisée dans un four a température
comprise entre 450 et 550°C [175].

v" Mode opératoire

Le dosage des cendres est effectué par incinération d’ 1g d’échantillon sec
dans un four a moufle a 550°C pendant 3 a 5 heures (jusqu'a obtention d’'une
poudre blanche). La matiere organique correspond a la différence entre la prise

d’essai et les cendres qui en résultent [176].

v Expression des résultats

Cette quantité est reportée a 100 g de plante seche par la formule

suivante :

(%) cendre totales = le x 100
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Ms : masse de Cendres contenues dans la capsule.
M : Masse de la drogue prise essai.

2.2.2.3 Screening phytochimique

Afin de caractériser les différents groupes chimiques présents dans les
plantes étudiées des analyses qualitatives (marqué positive : + et/ou négative : -)
ont été effectuées. Nous avons suivi les protocoles de DIALLO [177] et
N'GUESSAN et al., [178]. Le principe repose sur la formation de complexes
colorés en utilisant des réactions de coloration (conjugaison ou insaturation dans
une molécule), ou sur la formation de complexes insolubles en utilisant les

réactions de précipitation.

Cette étude permet de mettre en évidence la présence de quelques
groupes chimiques (Tanins, flavonoides, alcaloides, saponines, composeés

phénoliques, dérivés anthracéniques, mucilage).

2.2.2.3.1 Réaction de révélation des tanins

Dans le but de caractériser les tanins, l'infusé a 5 % a été préparé de la

maniere suivante :

v' Préparation de l'infusé a 5%

e 5 g de poudre seche ont été placés dans un bécher contenant 100 mi
d’eau distillée bouillante,

e apres infusion pendant 15 mn, le mélange a été filtré sur papier, suivi d’'un
ringage avec un peu d’eau chaude afin d’obtenir 100 ml de filtrat.

v’ Caractérisation des tanins par le chlorure ferrique

e Dans un tube a essai, 5 ml de l'infusé a 5% ont été introduits, suivi de
I'addition de 1 ml d'une solution aqueuse diluée de FeCls a 1%. En
présence de tanins, une coloration verdatre ou bleu noiratre apparait.

e Pour caractériser la présence de tanins catéchiques, 1 ml d'acide
chlorhydrique filtré sur papier a été ajouté. En cas de tanins
catéchiques, un précipité rouge soluble dans l'alcool amylique concentré
s'est formé avec 5 ml d'infusé a 5%. Ensuite, le mélange a été porté a

ébullition pendant 15 minutes.
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v' Différenciation des tanins

La différenciation entre les tanins catéchiques et galliques est obtenue
par la réaction de Stiasny. Pour ce faire, 30 ml d'infusé a 5% ont été
mélangés avec 15 ml de réactif de Stiasny (composé de 10 ml de formol
a 40% et 5 ml d'acide chlorhydrique concentré), puis chauffés au bain-
marie & 90 °C pendant 15 minutes. La présence d'un précipité indique la
présence de tanins catéchiques. Ensuite, le filtrat a été saturé avec de
I'acétate de sodium pulvérisé. Apres l'ajout de 1 ml d'une solution de
FeCls a 1%, l'apparition d'une teinte bleu-noire indique la présence de
tanins non précipités par le réactif de Stiasny, identifies comme des

tanins galliques.

2.2.2.3.2 Réaction de révélation des flavonoides

a) Les anthocyanes

A 5 ml d'infusé & 5%, 5 ml d'acide sulfurique ont été ajoutés, suivis de 5
ml de NH4+OH. Si la coloration s’accentue par acidification et vire au bleu
violacé en milieu basique, cela permet de conclure a la présence

d'anthocyanes.

v' Laréaction a la cyanidine

5 ml d'infusé ont été introduits dans un tube a essai. Ensuite, 5 ml
d'alcool chlorhydriqgue (mélange d'alcool a 95°, d'eau distillée et d'HCI
concentré en volume égaux), 1 ml d'alcool iso amylique et quelques
copeaux de magnésium ont été ajoutés. Il se produit une réaction de
crépitation pendant quelques minutes. L’apparition d’'une coloration
rose orangée (flavones) ou rose- violacée (flavanones) ou rouge
(flavonones, flavanonols) rassemblée dans la couche surnageante
d’alcool iso-amylique indique la présence d’un flavonoide libre (génine),
les colorations sont moins intenses avec les hétérosides flavoniques. La
réaction a la cyanidine a été réitérée sans l'ajout de copeaux de
magnésium en chauffant pendant 15 minutes au bain-marie (80°C). En

cas de présence de leucoanthocyane, une coloration rouge cerise ou
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violacée se manifeste, tandis que la présence de catéchols se traduit

par une teinte brun-rouge.

2.2.2.3.3 Réaction de révélation des dérivés anthracéniques : y compris les

quinones et les anthraquinones

Afin de caractériser les dérivés anthracéniques, les solutions

suivantes ont été préparées :

v’ Extrait chloroformique : La poudre de la plante (1 g) a été mélangée a 10 ml de

chloroforme et chauffée au bain-marie pendant 3 minutes (80°C). Ensuite, la

solution a été filtrée a chaud et complétée jusqu'a atteindre 10 ml si

nécessaire.

Hydrolysat : A une partie du résidu issu de la poudre épuisée par le
chloroforme, 10 ml d'eau distillée et 1 ml d'acide chlorhydrique concentre
ont été ajoutés. Le meélange a ensuite été chauffé dans un bain-marie en
ebullition pendant 15 minutes. Aprés refroidissement sous un courant
d'eau, la solution a été filtrée, puis ajustée a un volume final de 10 ml avec

de lI'eau distillée.

b) Dérivés anthracéniques libres : A 1 ml d’extrait chloroformique est ajouté 1 ml

de NH4OH dilué. Aprés agitation ; la coloration plus ou moins rouge indique la

présence d’anthraquinones libres.

c) Dérivés anthracéniques combinés

O-hétérosides (anthraquinones) : 5 ml d’hydrolysat sont agités en
présence de 5 ml de chloroforme. Ensuite, I'ajout de 1 ml de NH4sOH dilué
a été suivi d'une agitation, révélant la présence d'anthraquinones par une
coloration rouge plus ou moins intense.

O-hétérosides a génines réduites : Dans 5 ml d'hydrolysat, 3 a 4 gouttes
de FeCI3 a 10% ont été ajoutées, puis la solution a été chauffée pendant 5
minutes au bain-marie. Apres refroidissement, une agitation a été réalisée
en présence de 5 ml de chloroforme. La phase chloroformique a ensuite
été récupérée. Par la suite, 1 ml de NH4OH dilué a été ajouté et agité. En
présence de produits d'oxydation des anthranols ou anthrones, l'intensité

de la coloration rouge est accrue.
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e C-hétérosides : La phase aqueuse conservée lors de la caractérisation des
O-hérosides a été reprise en ajoutant 10 ml d'eau distillée et 1 ml de FeCI3
a 10%. Le tube & essai a été maintenu dans un bain-marie bouillant
pendant 30 minutes. Apres refroidissement, une agitation en présence de
5 ml de chloroforme a été effectuée, suivie de la récupération de la phase
chloroformique. A cette solution, on ajoute 1 ml de NH4sOH dilué et en
agitant, une coloration rouge plus ou moins intense indique la présence de

génines de C-hétérosides.

2.2.2.3.4 Réaction de révélation des alcaloides

Une macération sous agitation a été réalisée pendant 24 heures avec 10 g
de poudre végétale dans 50 ml de H>SO4 dilué au 1/10, a la température
ambiante de du laboratoire (22°C + 2). Apreés filtration sur papier, un lavage a l'eau

distillée a été effectué pour obtenir environ 50 ml de filtrat.

v/ Caractérisation : 1ml du macéré est introduit dans 2 tubes a essai puis 5

gouttes de réactif de Mayer ont été ajoutées dans le premier tube et 5 gouttes
de réactif de Wagner (Appendice E.3) ont été ajoutées dans le deuxieme. La
présence d’une turbidité ou d'un précipité, aprés 15 minutes indique la

présence d’alcaloides.

2.2.2.3.5 Réaction de révélation du mucilage

A 1 ml de décocté a 10 % sont ajoutés 5 ml d’éthanol absolu. La présence
de mucilages est indiqguée par l'apparition d'un précipité floconneux lors du

mélange.

2.2.2.3.6 Réaction de révélation des saponosides

L'indice de mousse (IM) est fourni par le degré de dilution d'un décocté
aqueux de la plante qui, dans des conditions déterminées, donne une mousse

persistante.

= Dans une fiole conique de 500 ml, 100 ml d'eau bouillante et 1,0 g de
poudre grossiére ont été introduits, puis maintenus a ébullition pendant 30
minutes. Apres filtration et refroidissement, le filtrat a été ajusté a 100 ml.

Ensuite, dans une série de 10 tubes a essai, des volumes successifs de 1,
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2, 3..., 10 ml de décocté ont été introduits. Le volume de chaque tube a été
ajusté a 10 ml avec de l'eau distillée. Apres agitation de chaque tube
longitudinalement, pendant 15 secondes, la hauteur de la mousse a été
mesurée aprés 15 minutes de repos.

»= Sila hauteur de mousse est inférieure a 1 cm dans tous les tubes, I'|M est
inférieur a 100 ;

= Sila hauteur de mousse est de 1 cm dans I'un des tubes, la dilution dans
ce tube est I'IM cherché. Si la hauteur de mousse est supérieure a 1 cm
dans tous les tubes, I'IM est supérieur a 1 000. Diluez le décocté et

recommencez la détermination.

Dans cette expérience, les résultats sont représentés comme suit :
- Une réaction franchement positive est représentée par : +++
- Une réaction moyennement positive est représentée par : ++
- Une réaction faiblement positive est représentée par : +
- L’absence de la substance est représenté par : -

2.2.2.4 Préparation des extraits méthanoligues

2.2.2.4.1 Extraction au soxhlet

La méthode d’extraction par le soxhlet (Figure 2.1) permet d’extraire des
quantités plus importantes de principes actifs, en I'occurrence les polyphénols et
les anthraquinones, a partir de la poudre séche. C’est une technique couramment

pratiquée [179].

v Principe

Le solvant est porté a ébullition dans un ballon placé dans un dispositif
chauffant et ses vapeurs sont condensées dans un tube réfrigéré. Le solvant
condenseé tombe goutte a goutte sur I'’échantillon solide placé dans une cartouche
poreuse. Un systeme de siphon permet de vidanger le réceptacle contenant
I’échantillon quand le volume du solvant atteint un niveau donné, le solvant, aspiré
dans le ballon de distillation, entraine les composés organiques extraits. Ceux-ci
restent dans le ballon ou leur concentration dans le solvant augmente

progressivement [180].
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S 1 : solvant
pu 2 : Ballon a col rodé
9 e 3 : Retour de distillation
(tube d'adduction) ;
4 : Corps en verre.
5 : Filtre
6. Haut du siphon.
7. Sortie du siphon.
8. Adaptateur d'expansior).
9. Condensateur.
10. Entrée de l'eau de
refroidissement.
11. Sortie de I'eau de
6 - refroidissement
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Figure 2.1 : Représentation schématique d’'un appareil soxhlet [181].

v Mode opératoire

L’extraction a été effectuée d’abord par un solvant apolaire, qui est I'éther

de pétrole. Aprés séchage du matériel végétal, une autre extraction a été réalisée

par un solvant polaire, qui est le méthanol.

20 g de plante entiere, soigneusement lavée et séchée, est introduite dans
la cartouche en papier filtre et placée au niveau du soxhlet ;

250 ml d’éther de pétrole sont incorporés a un ballon a col rodé a fond plat
qui est lui-méme placé dans un bain-Marie et porté a ébullition ;

Apres une douzaine de siphonages, nous récupérons d’une part, le ballon
contenant le solvant enrichi en substances solubles (fraction lipidique)
d’autre part la matiére végétale contenue dans la cartouche de papier filtre
que I'on nommera marc et qu’on laisse sécher a I'air libre ;

Le marc récupéré et séché est réintroduit dans une seconde cartouche et
soumis a une seconde extraction au soxhlet en utilisant cette fois-ci du
méthanol afin de récupérer les substances polaires solubles dans les

alcools ou autres solvants polaires ;
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e Aprés une douzaine de siphonages, nous récupérons un marc et le ballon
contenant le solvant ainsi que la fraction polaire de la plante (sucres,
flavonoides, tanins, divers glycosides) [83] ;

e Les extraits, méthanolique et éthéré secs sont obtenus par évaporation du
solvant grace a un évaporateur rotatif.

e Le ballon contenant I'extrait méthanolique sec est pesé avant et aprés

extraction afin de déterminer la teneur de la fraction polaire.

v" Rendement d’extraction

Une fois les extraits ont été obtenus, nous avons déterminé leurs
caractéristiques organoleptiques et le rendement (Rdt) de I'extrait méthanolique

par rapport a la quantité initiale de la poudre séche :

M extrait

Rendement (%) = x 100

M poudre

M extrait : La masse de I'extrait
M poudre : La masse de la poudre de la plante (M poudre = 20 Q)

2.2.2.5 Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux présents dans les extraits méthanoliques
des feuilles de L. stoechas et des fleurs de L. angustifolia a été déterminée par la
méthode de Folin-Ciocalteu (FC), selon la méthode décrite par SINGLETON et al.,
[182].

v Principe

Le réactif de FC est un acide de couleur jaune constitué par un
mélange d'acide phosphotungstique (H3PW 12040) et d'acide
phosphomolybdique (H3PMo012040). Il est réduit, lors de I'oxydation des
phénols, en un mélange d'oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne [183].
La coloration résultante est directement proportionnelle a la quantité de

polyphénols présents dans les extraits végétaux.
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v Mode opératoire

Apres avoir mélangé 0,2 ml de chaque extrait avec 0,8 ml de solution de
Na>COs (7,5%) et agité le mélange, 1 ml de solution de Folin Ciocalteu (diluée
préalablement dix fois dans de l'eau distillée) a été introduit. Apres une
incubation de 2 heures a température ambiante (22°C+ 2) dans le laboratoire,
I'absorbance a été mesurée a 765 nm en utilisant un spectrophotomeétre UV-
Visible, par rapport a un blanc ne contenant pas d'extrait.

Une courbe d'étalonnage est élaborée parallélement dans les mémes
conditions opératoires en utilisant de l'acide gallique a différentes
concentrations. Toutes les étapes sont effectuées en triplicata. La teneur en
polyphénols totaux est calculée a partir de I'équation de régression de la
courbe d'étalonnage. Elle est exprimée en microgrammes d'équivalents

d'acide gallique par milligramme d'extrait (ug EAG/mg d'extrait).

2.2.2.6 Extraction des huiles essentielles

L’extraction des HEs a été réalisée par la technique d’hydrodistillation en
utilisant un appareil de type Clevenger [5]. Pour chaque essai, 100 g de fleurs
séches ont été traités. La distillation a duré trois heures a partir de I'apparition de
la premiere goutte de distillat a la sortie du tube de condensation de la vapeur.
L’HE obtenue a été conservée a 4°C dans un flacon de couleur opaque fermé
hermétiguement. Les quantités des HEs obtenues permettent le calcul du

rendement par la formule suivante [184].
RHE (%) = = X 100
Avec : RHE : rendement en huile essentielle exprimé en pourcentage ;

M' : masse d’huile essentielle obtenue en gramme ;

M : masse de la matiere végétale séche utilisé en gramme.
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2.2.2.7 Etude analytique des huiles essentielles

2.2.2.7.1 Propriétés organoleptiques des huiles essentielles

Les caractéristigues organoleptiques telles que l'aspect, la couleur et
I'odeur des HEs de L. angustifolia et L. stoechas ont été notées.

2.2.2.7.2 Caractéristigues physico-chimigues des huiles essentielles

2.2.2.7.2.1 Mesure des indices chimigues

a) Détermination de l'indice d’acide : (NF ISO 1242 : 1999 (T 75-103)) [112]

C’est le nombre de mg d'hydroxyde de potassium KOH nécessaire pour
neutraliser les acides libres contenus dans 1g d’HE. Les acides libres sont

neutralisés par une solution d’éthanol titrée de KOH.

Mode Opératoire :

Dans un erlenmeyer, on mélange 1 gramme d'HE, 5 millilitres d'éthanol a
96% et environ 5 gouttes de phénolphtaléine comme indicateur coloré. On
procede ensuite a un titrage de ce mélange en ajoutant progressivement une
solution alcoolique de KOH a 0,05 Normalité, jusqu'a ce que la couleur vire au
rose de facon persistante. L’indice d’acide (la) est ensuite calculé a l'aide de la

formule :

VxCx56,11
M

la =

Avec :

Ia = Indice d’acide.

V = Volume de KOH utilisé en ml.

C = Concentration exacte, en moles par litre de la solution de KOH.
M = Masse de la prise d’essai.

56.11 : Masse molaire de KOH (mg/mmol).
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b) Mesure du pH

La mesure du pH, indique le degré d'acidité, a été réalisée a I'aide un

pH-metre de marque STARTER a la température ambiante du laboratoire
(22°C = 2). Avant utilisation, ce pH-métre a été étalonné avec des solutions
tampons. L’électrode a ensuite été rincée a I'eau distillée, puis immergée dans
les HEs a analyser. Une fois la lecture stabilisée sur I'appareil, la valeur du pH

a été relevée.

2.2.2.7.2.2 Mesure des grandeurs physiques

a. Détermination de I'indice de réfraction

L’indice de réfraction d’'une HE est le rapport entre le sinus de l'angle
d’incidence et le sinus de I'angle de réfraction d’'un rayon lumineux de longueur
d’'onde déterminée, passant de l'air dans 'HE maintenue a une température

constante de 20°C.

Mode Opératoire :

L'indice de réfraction est mesuré en utilisant un réfractometre de marque
ABBE 5 couplé a un bain-marie réfrigéré de la marque LAUDA. Quelques gouttes
d'eau distillée servent d'étalon sur le prisme du réfractometre, calibré a 1,333.
Apres avoir essuyé ces gouttes, on les remplace par des gouttes de I'HE, puis on
effectue la lecture. L'indice de réfraction de I'HE est ensuite calculé a l'aide d'une
formule :

N =n + 0,00004 (' + t).

ou

N : indice de réfraction

n : la valeur obtenue lors de la lecture a la température (') a laquelle a été

effectuée la détermination.
t' : la température a laquelle a été effectuée la détermination.

t : la température de référence.
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b. Détermination de la densité relative

La densité relative est le rapport d’'un certain volume d’'HE a 20°C et la

masse d’'un méme volume d’eau distillée a la méme température.

2.2.2.8 Analyse chromatographique des huiles essentielles par CG/SM

L’étude analytique a été réalisée au niveau du laboratoire du Centre de

Recherche Scientifique et Technique en Analyses Physico- Chimiques (CRAPC).

Les analyses chromatographiques (CG/SM) de I'HE de L. angustifolia et
L. stoechas ont été effectué au moyen d’'un chromatographe en phase gazeuse de
type Hewlett Packard (série HP 6890) couplé avec un spectrometre de masse
(série HP 5973). La fragmentation est réalisée par impact €électronique a 70eV.
L’injection a été effectuée en mode splitless avec un volume d’injection de 0,2 pl.
La colonne utilisée est une colonne capillaire HP-5MS (30 m x 0,25 mm) avec une
epaisseur du film de 0,25 um. La température de la colonne a été programmée
comme suit : la température initiale d’injection est de 60 °C pendant 8 min, puis
elle a été augmentée a 250 °C a raison de 2 °C.min-1. Elle a été maintenue en
isotherme pendant 10 min. Le débit du gaz vecteur I'hélium a été fixé a 0,5
ml.min1. La température de l'interface du spectrométre de masse a été fixée a
280°C. Pour calculer les indices de rétention des différents constituants de I'huile,

un mélange d’alcanes a été injecté en GC /MS sous les mémes conditions.

2.2.2.8.1 Identification des composés des huiles essentielles

Les constituants de I'huile ont été identifiés par comparaison de leurs indices
de rétention (IR) de Kovats déterminés par rapport a une série de n-alcanes C8-
C29 avec ceux des composés standards de la banque de données informatisée
(WILEY et NIST) [185] et de littérature.

2.2.3 Contrble microbiologigue des parties séchées

Les plantes contiennent naturellement un grand nombre d’organismes

bactériens et fongiques, toujours mis en évidence par un contréle microbiologique
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de type dénombrement sur plaques avec comptage des unités formant des
colonies (UFC) [186].

Le protocole utilisé pour la recherche et le dénombrement des germes dans
les organes des plantes étudiées composées de feuilles, tiges et fleurs est celui
adopté au laboratoire d'hygiéne de référence de la wilaya de Blida. Ce dernier
provient du protocole établi par I'Institut Pasteur d’Alger. Les germes recherchés
pour les plantes séchées comprennent les coliformes fécaux E. coli, les
clostridiums sulfito-réducteurs a 46°C, les Salmonelles, les straphylocoques a
coagulase positive, Bacillus cereus et les moisissures. Les résultats obtenus ont
eteé interprétés en référence aux normes spécifiees dans le Journal Officiel
Algérien N°39, publié le 2 juillet 2017 (APPENDICE F).

2.2.3.1.1 Préparation de la solution mére (101), les solutions 10-2et 103

Une quantité de 2.5 g de feuilles et de fleurs séchées de L. angustifolia et L.
stoechas est mélangée avec 22.5 ml de bouillon TSE (Eau physiologique
péptonée) dans un flacon de 250 ml. Cette préparation est dite solution mere (SM)
ou solution a 1071, ensuite elle est placée en incubation a 37°C pendant 30
minutes. A partir de cette solution (SM), des dilutions décimales sont préparées
afin d’obtenir des dilutions de 102, 10 et 104

2.2.3.1.2 Recherche et dénombrement Staphylocoques a coagulase positive

La recherche de Staphylococcus aureus a été réalisée en 2 phases : une
phase d'enrichissement et une phase d'isolement. Pour ce faire, le milieu liquide
de Giolitti Cantoni a été utilisé. Le pyruvate, le mannitol et la glycine favorisent la
croissance des Staphylocoques a coagulase positive, qui réduisent également le
tellurite en tellure métallique, éliminant ainsi sa toxicité. La formation de tellure noir
indiqgue donc la croissance de Staphylococcus [187]. L'enrichissement implique
I'ajout de 1 ml de chaque dilution a 15 ml de milieu de Giolitti Cantoni contenant du
tellurite de potassium, suivi d'une incubation a 37°C pendant 48 heures.
L'isolement est réalisé sur gélose Chapman, contenant une concentration élevée
de NacCl (7,5%) pour favoriser la croissance des espéces de Staphylococcus au
détriment des autres bactéries. La gélose Chapman contient également du

mannitol avec du rouge de phénol comme indicateur de pH. La production d'acide
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par utilisation du mannitol se traduit par un changement de couleur du rouge au
jaune. A partir des tubes présumés positifs, une a deux gouttes sont
ensemenceées sur la gélose Chapman et incubées a 37°C pendant 48 heures. En
cas de test positif, au moins 3 colonies de chaque type caractéristique et non
caractéristique doivent étre confirmées dans chaque boite, les colonies sont
ensuite soumises au test de la catalase, l'identification se poursuit par le test de la
coagulase.

Y

Le calcul dénombrement de Staphylocoques a coagulase positive par

gramme ou millilitre de produit (N) selon la formule suivante :

Ya

=VXaXF

a : le nombre de staphylocoques de la 1ére dilution retenue,
V : volume inoculé = 0,1 ml,

F : taux de dilution correspondant a la 1ere dilution retenue.

2.2.3.1.3 Recherche et dénombrement d’Escherichia coli

Dans les boites de Pétri, 1ml de chaque dilution est ensemencé par la
méthode en masse dans la gélose VRBL (Violet Red Bile Lactose). Les boites
ensemencées sont incubées a 44°C pendant 24 heures. Toutes les colonies
caractéristiques qui poussent a 44°C sont considérées comme coliformes
thermotolérants ou fécaux. En paralléle, une boite de VRBL non inoculée est mise
en incubation dans des conditions identiques pour servir de témoin. Apres
incubation, un dénombrement des colonies rouges pourpres a rouge foncé,
entourées d'un précipité rouge violacé est réalisé. Ce sont des coliformes fécaux.
Une confirmation des résultats est faite par repiquage des colonies typiques sur

milieu liquide urée indole. Ce milieu est incubé durant 18 a 24h a 37°C.

La réaction est révélée par I'ajout de quelques gouttes de réactif de Kovacs
(le diméthylamino-4-benzaldéhyde). Aprés agitation, l'interprétation de la réaction
se fait aprés une minute. Pour une souche d'E. coli, une coloration rosée a rouge

cerise se manifeste en surface.
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Cette réaction permet la mise en évidence simultanée de:

» la production d'indole par I'hydrolyse du tryptophane par la tryptophanase.
» L'hydrolyse de l'urée par une uréase entraine la production de dioxyde de
carbone et d'ammoniac. L'ammoniac ainsi produit rend le milieu alcalin, ce
qui est confirmé par le changement de couleur du rouge de phénol au rose
(réaction positive).
Il convient d'appliquer cette formule pour estimer le nhombre d’E. coli par

boite ou par dilution.

al

—XcC

o a1 :nombre d’E. coli de la 1ére dilution retenue.
o ¢ : nombre total de coliformes thermotolérants de la 1ére dilution retenue.

o A :nombre de colonies repiquées par boite (A = 3).

Pour le calcul du nombre d’E. coli, il convient d'utiliser cette formule.

— Ya
T vmi X(n1+40,1 n2)xd1

- N : nombre d’'UFC par gramme ou par ml de produit initial ;

- Za : sommes des colonies des boites interprétables ;

- Vml : volume de solution déposé (1 ml) ;

- nl: nombre de boites considérées a la premiére dilution retenue ;
- n 2: nombre de boites considérées a la seconde dilution retenue ;
- d1: facteur de la premiére dilution retenue.

azait az

2.2.3.1.4 Recherche des clostridiums Sulfito-réducteurs a 46°C

1 ml de la dilution 10 ‘et 10 -2 est mélangé dans 15 ml de milieu viande foie
(VF) contenant des additifs d’Alun de fer (2ml) et de sulfite de sodium (5 ml). On

utilise 2 tubes pour chaque dilution. Les tubes sont incubés dans un bain-marie a
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80°C pendant 10 minutes. Ensuite, Les tubes subissent un choc thermique en
étant rapidement plongés dans de I'eau froide a 10°C. Apres, ces tubes sont
incubés a I'étuve a 37°C pendant 48 heures. La lecture est effectuée toutes les 24

heures.

Seules les colonies entourées d'un halo noir, présentant une croissance en
profondeur, doivent étre prises en compte. Il convient de vérifier que chaque
colonie mesure au moins 5 mm de diametre.

Le dénombrement des spores sulfito-réducteurs est réalisé par la formule

suivante :

¢

N =
Vml x (n1+0,1n2) xdl

N : nombre d’UFC par gramme ou par ml de produit initial,

e 2c:sommes des colonies des tubes interprétables,

e Vmi: volume de solution ensemencé (1 ml),

e ni: nombre de tubes considérés a la premiere dilution retenue,
e n 2: nombre de tubes considérés a la seconde dilution retenue,

e d1: facteur de la premiére dilution retenue.

2.2.3.1.5 Recherche des salmonelles

Lors de la phase de pré-enrichissement, 25 g du produit & analyser sont
prélevés aseptiqguement et ajoutés a 225 ml d’Eau Peptonée Tamponnée. Le
mélange est incubé a I'étuve a 37°C pendant 24 heures, ce qui favorise la
croissance des bactéries présentes. Aprés le pré-enrichissement, 1 ml de la
solution est transféré dans un bouillon sélectif spécifique pour Salmonella. Il s’agit
du bouillon SFB (bouillon au sélénite acide de sodium+ cystine) additionnée avec
guelques gouttes de sélénite de sodium. L'incubation se poursuit a une

température de 37°C pendant 24 heures.

L'isolement sur des milieux sélectifs se réalise par I'ensemencement en
stries sur une gélose sélective Hektoen. L'incubation se fait a I'étuve a 37°C

pendant 24 heures.
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Identification des colonies suspectes : Les colonies typiques de Salmonella
présentent souvent des caractéristiques visuelles spécifiques. Elles apparaissent
vertes ou bleuéatres. Cette coloration est due a la fermentation des sucres présents

dans le milieu.

2.2.3.1.6 Recherche de moisissures

4 gouttes de chaque dilution sont déposées sur des boites de Pétri
contenant une gélose OGA (Oxytétracycline glucose agar). L’ensemencement se
fait en rateau. Ensuite, les boites sont incubées a une température de 25°C
pendant une période de 5 jours. Une boite de la gélose OGA non ensemencée est

incubée en paralléle avec les boites testées (témoin).
Le dénombrement des moisissures est réalisé par la formule suivante :

N = 2¢
- Vml x (n1+40,1n2)xd1

2.2.3.1.7 Recherche de Bacillus cereus

1 ml de chaque dilution est ensemencé en profondeur dans des boites de
Pétri contenant le milieu gélose amidon. Les boites sont ensuite incubées a 37°C
pendant une période de 24 a 48 heures. Pour l'identification présomptive, il est
recommandé d'observer les colonies suspectes, qui se présentent sous forme de
colonies plates, seches, rugueuses et irrégulieres. Quelques gouttes de réactif de
Lugol doivent étre déposées sur ces colonies. Les colonies de B. cereus se
coloreront en brun-noir, indiquant une réaction amylolytique positive. Si
nécessaire, des tests de confirmation supplémentaires, tels que la coloration de
Gram, |'évaluation de la mobilité et de la sporulation, peuvent étre réalisés. Enfin,
pour le dénombrement, les colonies typiques de B. cereus doivent étre comptées

sur les boites de dilution appropriées.
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2.2.4 Etude des activités biologiques des huiles essentielles

2.2.4.1 Etude de l'activité antioxydante des huiles essentielles

La mise en évidence de l'activité¢ antioxydante in vitro des HEs a été
effectuée par la méthode de piégeage du radical libre 2,2- diphenyl-1-
picrylhydrazyle (DPPH). Le DPPH est un radical libre et stable. Il posséde une
coloration violette foncée. Lorsqu’il est réduit, sa coloration devient jaune pale,
formant le diphénylpicrylhydrazine. 25 pl de chacune des solutions méthanoliques
des HEs a différentes concentrations (0,1-1 mg/ml) sont mélangées avec 975 pl
d’'une solution méthanolique de DPPH (60 uM). Les mémes concentrations ont été
préparées avec l'acide ascorbique et I'a-tocophérol, utilisées comme témoins
positifs. Un blanc a également été réalisé avec le méthanol absolu. Pour chaque
concentration, le test est répété trois fois. Les résultats sont exprimés en

pourcentage d’inhibition (1%) des radicaux libres en utilisant la formule suivante :

| (%) — A Controle—A éch % 100

A Controle

Avec : A Contrble: Absorbance du contrble.

A éch: Absorbance de I'échantillon testé.

v' Calcul des IC50

La concentration IC50 ou concentration inhibitrice représente la
concentration de I'’échantillon testé requise pour réduire 50 % du radical DPPH.
Les valeurs IC50 sont déterminées graphiquement en effectuant des régressions

linéaires sur les graphiques correspondants.

2.2.4.2 Etude de l'activité insecticide des huiles essentielle

Ce travail consiste a évaluer I'effet biocide résultant de I'inhalation des HEs
de 2 especes L. angustifolia et L. stoechas récoltées dans 2 régions différentes
vis-a-vis d’un insecte ravageur du blé stocké Tribolium castaneum (Herbst) dans

les conditions de laboratoire.
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2.2.4.2.1 Elevage de l'insecte ravageur Tribolium castaneum

Les imagos de Tribolium castaneum, échantillonnés dans un sac de stock
de semoule contaminé, sont maintenus en élevage de masse. L'élevage s’est
déroulé dans les conditions semi contrélés au sein du laboratoire de recherche de
biotechnologies, santé et environnement de la faculté des sciences de la nature et

de la vie de de l'université de Blida 1.

L'identification de l'insecte a été réalisée par le Dr NEBRI R., du laboratoire
de parasitologie de I'Institut des sciences vétérinaires, et le Prof. BENDJOUDI D.,
du laboratoire de Biotechnologies, environnement et santé, de l'université de
Blidal. L'identification précise de l'espéce a été effectuée a partir du manuel de
référence Stored Grain Pests and their Identification, édité par le National Institute
of Plant Health Management (NIPHT), confirmant ainsi la détermination

taxonomique initiale [188].

L'élevage a été maintenu dans des boites en plastique placées dans une
étuve réglée a une température constante de 30°C avec une humidité relative
maintenue a 70 % et a l'obscurité étant donné que ces insectes présentent un

phototropisme négatif.

2.2.4.2.2 Test de toxicité

La toxicité des HEs a été évaluée en mesurant la mortalité des adultes par
fumigation. La méthode utilisée est celle de « I'air saturé » adoptée par MEJDOUB
et al.,, [189]. Cette méthode permet de déterminer la toxicité des HEs par

inhalation sur les insectes adultes.

v Mode opératoire

Six concentrations de I'HE de chaque espéce (8 ; 10; 15; 25; 45 ; 65
ul/ml d'air) ont été préparées sans solvant. Ces concentrations ont été appliquées
sur des disques de papier filtre Whatman N°1 de 2 cm de diamétre. Elles ont été
placés dans des boites de Pétri de 90 mm. Chaque boite a ensuite été infestées

avec 15 insectes adultes non sexés de Tribolium castaneum.

Toutes les boites de Pétri préparées sont scellées avec une

moustiquaire a fines mailles pour permettre 'aération du milieu tout en empéchant
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les insectes de s’échapper. Ensuite, elles sont numérotées et sont replacées dans
la chambre d’élevage, maintenues aux mémes conditions de température et

d’humidité que celle de I'élevage de masse.

Pour chaque concentration d’'HE testée, trois répétitions ainsi qu’un témoin

sans HE ont été réalisées.

La mortalité des insectes a été vérifiee 24 h apres le début de I'exposition
aux HEs. L'efficacité de 'HE est évaluée en calculant la mortalité des insectes.
Cependant, les résultats obtenus ne présentent pas uniquement la mortalité
causée par l'huile, mais comprennent aussi la mortalité naturelle. Le comptage
des insectes adultes morts est effectué 24 h apres exposition. La mortalité
observée est ensuite corrigée a l'aide de la formule d'Abbott afin de distinguer la
mortalité due a I'HE essentielle de la mortalité naturelle [190].

_ MT-Mt

MC =
100—Mt

x 100

MC : Mortalité corrigée
MT : mortalité observée pendant le traitement;
Mt : mortalité observée chez le témoin;
Mortalité (%) = > x 100
NI, nombre d'insectes morts

NII, nombre d'insectes introduits.

e Calcul des doses létales DL50 ET 90

L’efficacité des différents traitements se détermine par I'estimation la
DL50 et la DL90 (dose létale pour 50% ou 90% de la population) en utilisant la
méthode des probits [191]. La DL50 ET DL90 sont obtenues graphiquement a
partir de la droite de régression des Probits, qui correspondent aux pourcentages
des mortalités corrigées en fonction des logarithmes des doses de traitement. Plus

la DL50 et DL90 sont faibles, on parlera d’efficacité du traitement.
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2.2.4.3 Evaluation de I'activité antimicrobienne des huiles essentielles

2.2.4.3.1 Evaluation qualitative de [I'activité antibactérienne par la méthode
d’aromatogramme

L’évaluation de [I'activité antimicrobienne des HEs chémotypées est
effectuée selon la méthode de diffusion des disques sur gélose appelée

aromatogramme.

Le test de susceptibilité a été effectué selon la méthode de diffusion des
disques sur gélose décrite par DULGER ET GONUZ [192] et PAREKH ET
CHANDA [193]. La méthode de diffusion sur disque consiste a déposer un disque
stérile imbibé de I'extrait a tester sur un tapis bactérien en début de croissance.
On mesure ensuite le diametre de la zone d'inhibition autour du disque, ou les
bactéries n'ont pas pu se développer a cause de l'extrait. Le diamétre de cette
zone d'inhibition (ZI), qui traduit I'activité antibactérienne des extraits, est ainsi

déterminé.

Pour interpréter les résultats du test qualitatif, nous avons suivi la méthode
de MUTAI et al, [194] qui utilise une échelle destimation de [activité
antimicrobienne (Tableau 2.2). Cette échelle classe les diametres des zones

d'inhibition de la croissance microbienne "D" en cinq (5) catégories distinctes.

Tableau 2.2 : interprétation des diamétres d’inhibition.

Trés fortement sensible D 2 30mm

Fortement sensible 21mm <D <£29mm

Modérément sensible 16mm <D < 20mm

Légerement sensible 11mMm <D <16 mm

Résistante D <10mm

Le test microbiologique a été réalisé au sein du laboratoire d'hygiene de

référence de la wilaya de Blida.
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2.2.4.3.1.1.Les souches microbiennes

Six souches microbiennes de référence sous forme de lots “American Type
Culture Collection” ATCC et "Collection de l'institutde Pasteur Paris” CIP ont été
testées : Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeroginosa ATCC 9027,
Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Aspergillus
brasiliensis ATCC 16404, Candidas albicans ATCC 10231.

Toutes les souches microbiennes ont été choisies par leurs fréquences
élevées de contamination et leur pathogénicité dominante (Tableau 2.3).
Elles proviennent du centre de recherche et de développement de Saidal de
Médéa.

Tableau 2.3 : Caractéristiques des souches microbiennes ATCC testées

Souches testées Gram Forme Famille
Staphylococcus aureus + Cocci Micrococcaceae
Bacillus subtilis + Bacille Bacillaceae
Escherichia coli - Bacille Entérobacteriaceae
Pseudomonas aeruginosa - Bacille Pseudomonadaceae
Aspergillus brasiliensis / Mycélium Trichocomaceae
Candidas albicans / Ovoides Cryptococcaceae

2.2.4.3.1.2 Milieux de culture

La gélose nutritive (GN) est utilisée pour l'isolement et la conservation des

souches, c’est un milieu adéquat pour la majorité des bactéries.

La gélose Mueller Hinton (MH) est utilisée dans les tests de sensibilité des

souches bactériennes aux différentes HEs.

La Gélose de Dextrose de Sabouraud (GDS) est utilisé dans le test de

sensibilité de la levure et du champignon.


https://www.google.com/search?sca_esv=594732458&rlz=1C1CHBD_frDZ900DZ900&q=Trichocomaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3MDUuMC9_xGjCLfDyxz1hKe1Ja05eY1Tl4grOyC93zSvJLKkUEudig7J4pbi5ELp4FrHyhRRlJmfkJ-fnJianJqYCAGRBz99VAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjYmcrxx7mDAxVdg_0HHaNvDpkQzIcDKAB6BAgQEAE
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2.2.4.3.1.3 Repiquage des espéces bactériennes

Les souches microbiennes sont repiquées en stries, afin d'obtenir des
colonies isolées qui vont servir a la préparation de l'inoculum. Par la suite, les
souches bactériennes sont incubées a I'étuve a une température de 37°C pendant
24 heures, tandis que la levure est incubée a 25°C pendant 48 heures. A.
brasiliensis est incubé a 25°C pendant 5 jours pour permettre une croissance
optimale.

2.2.4.3.1.4 Préparation de l'inoculum

A partir d’'une colonie jeune de 24h, 2 a 3 colonies sont collectées a l'aide
d'une anse de platine stérile, puis elles sont homogénéisées dans 10 ml d'eau
physiologique stérile a 0,9 %. La densité optique de chaque suspension de
inoculum est mesurée en utilisant un spectrophotometre a une longueur d’onde
de 680 nm. La densité optique doit étre eéquivalente a 108 UFC/ml (0,5 Mac
Farland).

2.2.4.3.1.5 Préparation des disques

Des disques de papier Whatman n°l d'un diamétre de 6 mm,
préalablement stérilisés (par autoclavage a 120 °C pendant 15 minutes), sont
chargés avec les HEs a testé. De maniére similaire, des antibiogrammes sont
préparés avec des disques contenant des antibiotiques (utilisés comme témoins
positifs) adaptés et préts a I'emploi. Ces derniers ont été employés pour la
comparaison avec les résultats des HEs testés. Les antibiotiques utilisés
comprennent : la gentamicine CN (30) ug, la ciprofloxacine CIP (5 ug) et le
chloramphénicol C 30 (30 pg). L’antifongique utilisé est 'amphotétricine B AMP
(10 pg) Des disques stériles de 6 mm imprégnés de DMSO (Diméthylsulfoxyde)

sont utilisés comme témoins négatifs.

2.2.4.3.1.6 Ensemencement

L'ensemencement est effectué par écouvillonnage sur des boites de Pétri.
Un écouvillon est trempé dans la suspension bactérienne, puis frotté sur

I'ensemble de la surface gélosée, de haut en bas, en effectuant des stries serrées.
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Cette opération est répétée 2 fois en pivotant la boite de 60° a chaque fois.
Ensuite, des disques imprégnés d'HE, a raison de 15 pl, sont délicatement

déposés sur la surface de la gélose déja ensemencée a I'aide d'une pince stérile.

2.2.4.3.1.7 Incubation

Les boites de Pétri ensemencées par les souches bactériennes et
présentant un disque contenant de I'HE et/ou d’antibiotique sont incubées a une
température de 37°C pendant 24 heures. Et celles ensemencées par la souche de
levure sont incubées durant 48 heures a une température de 25° C. Alors que
pour les moisissures I'ncubation est réalisée durant 5 jours a une température de
30°C (A. braziliensis).

2.2.4.3.1.8_Lecture

La lecture s’effectue en mesurant les zones d’inhibition autour des disques

a l'aide d’un pied a coulisse.
Pour chaque essai, 3 mesures ont été realisées avec * écart type.

2.2.4.4 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

a. Principe

On ensemence différentes concentrations décroissantes d'HE par une
suspension. Apres incubation, I'observation de la gamme permet de déterminer la
concentration minimale inhibitrice (CMI), c'est-a-dire la plus faible concentration

d'HE capable d'inhiber la croissance de 90 % de la population microbienne [195].

Selon ALIGIANNIS et al., (2001) [196], I'activité antimicrobienne est
considérée comme forte lorsque les valeurs de CMI se situent entre 0.05 mg/ml et
0.50 mg/ml, modérée quand elles sont entre 0.6 mg/ml et 1.50 mg/ml et faibles

guand elles sont supérieures a 1.50 mg/ml.

b. Méthode

La détermination de CMI a été effectuée selon la méthode d’ELOFF [197] et

CHEBAIBI et al., [195]. Une microdilution des HEs a tester est produite dans une
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microplaque (Appendice | 1) contenant 20 yl DMSO, ce qui permet de créer une
série de dilutions de base 2. Ces dilutions sont ensuite réparties dans les 96 puits

de la microplague pour former une gamme de concentrations.

Une dilution géométrique de base deux de I'HE est préparée dans les puits
d'une microplaque. Pour chaque souche bactérienne ou levure testée, 160 ul de
bouillon (bouillon Mueller Hinton (BMH) pour les souches bactériennes ou milieu
Sabouraud liquide (BS) pour les levures) sont additionnés de 20 pl d'une
suspension microbienne a concentration définie (106 UFC/ml pour les souches
bactériennes, 108 UFC/ml pour les levures). Cette suspension est ensuite répartie
dans les puits contenant les dilutions d'HE (20 pl).

Chaque ligne est attribuée a une souche spécifique. Ce travail a été
effectué sur trois souches donc sur trois lignes. Des puits témoins positifs (milieu
BMH/BS + microorganisme) et négatifs (milieu BMH/BS + DMSQO) sont préparés.
Apres incubation pendant 24h a 37°C pour les souches bactériennes et 48h a
25°C pour les levures, la CMI de I'HE est déterminée a partir du premier puits de

la gamme ou aucune croissance microbienne n'est observée.

2.2.4.5 Détermination de la concentration minimale bactéricide et fongicide (CMB

et CMF) en milieu solide

Les concentrations minimales bactéricide (CMB) et fongicide (CMF)
correspondent a la plus faible concentration en HE capable de tuer plus de 99,9%
de l'inoculum microbien initial [198]. Cette valeur détermine I'effet bactéricide ou
fongicide de I'HE. La détermination de CMB ET CMF a été effectuée selon la
méthode de CHEBAIBI et al., [195].

Selon MARMONIER (1990) [199], une substance antimicrobienne est
gualifiée de bactéricide lorsque son rapport d'activitté CMB/CMI est inférieur ou

égal a 4 (< 4)et bactériostatique si ce rapport est supérieur a 4 (> 4).
Méthode

Pour ce faire, 5 pl de la suspension microbiennes sont repiqués a partir des
puits ne montrant aucune croissance, ils sont ensuite déposés "en strie" sur des

géloses appropriées pour chaque type de micro-organisme (MH pour les bactéries
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et GSD pour les levures). Les boites ensemencées sont incubées pendant 24 h &
37°C pour les souches bactériennes et 48 heures a 25°C pour les levures. La
CMB de I'HE est déterminée a partir de la premiére ou aucune croissance

bactérienne n'est observée.

2.2.4.6 Analyses statistigues

Les analyses statistiques ont été effectuées a l'aide du logiciel SPSS©
version 20.0.0 pour Windows™. Les moyennes ont été analysées par une analyse
de variance (ANOVA) suivie d'un test Post hoc de Tukey. Les valeurs de p < 0,05

ont été considérées comme significatives.
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CHAPITRE 3

RESULTATS ET DISCUSION

3.1 Résultats de I'étude botanique de la plante et recherche des sites sécréteurs

3.1.1 Observation macroscopigue

A. L. anqustifolia

v La feuille

Les feuilles, prélevées de maniere aléatoire, mesurent environ 40 mm de
longueur et présentent une forme lancéolée. Elles sont simples et entiéres, avec
des bords légérement enroulés, de couleur vert grisatre (figure 3.1). A la loupe
binoculaire a un grossissement de 4x, nous notons la présence d'un tapis de poils
epidermiques, composés de trichomes non glandulaires et de trichomes
glandulaires sur les faces dorsales et ventrales de la feuille (figure 3.2).

- Face -
= dorsale = —Face
——= - ventrale
N'_é N -—= Nervure
= - pricipale
w— w—=
= a2
e | 3
| b=

Figure 3.1 : Vue d'une feuille de L. angustifolia (face dorsale et face

ventrale).
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rigure 3.2 : Trichomes sur la face dorsale et ventrale de la feuille de
L. angustifolia a la loupe binoculaire (Gx 8) (Trichome Tecteur (Tr T); Trichome
Glandulaire (Tr G)).

v Les fleurs
Elles sont petites, de quelques mm de diametre et d’'une coloration violacée.

Elles sont sessiles, situées sur un long pédoncule formant un épi. Elles sont
disposées en faux verticilles. Chaque verticille est formé de 6 a 10 fleurs et
présente a sa base deux bractées étroites et brunatres. Le calice présente des
stries longitunales. La corolle quant a elle, est formée de 5 pétales soudés en un
tube allongé de teinte violette (figure 3.3). Lorsque nous observons le calice et la
corolle a un grossissement de 4,5x, nous pouvons clairement distinguer les détails
de sa surface veloutée recouverte de trichomes visibles (trichomes tecteurs non

glandulaires et trichomes glandulaires) (figure 3.4).

Pétales
Epi
Corolle
Pédoncule Calice
principale
Bractée

Verticille
éloignée

Figure 3.3 : Inflorescence en épi de L. angustifolia (A : Observation a I'ceil

nu, B : Observation a la loupe Gx 0,8).
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Trichome
Trichomes glandulaire
glandulaires ——
Trichomes 7 S i e Ay G g v Trichome
tecteurs RN el T SRR B SRR T ey w et | tecteur

Figure 3.4 : (A) : Calice ; (B) : corolle de L. angustifolia a la loupe Gx 8.

B. L. stoechas

v' La feuille

Les feuilles, prélevées de maniére aléatoire, sont simples et de forme
lancéolée. Elles mesurent environ 2,5 cm de long. Leur bordure est enroulée
(figures 3.5). Sous la loupe binoculaire a un grossissement de 8x, nous observons
un tapis de poils épidermiques, composé de trichomes tecteurs non glandulaires
sur les deux faces de la feuille et de trichomes glandulaires visibles seulement la

face dorsale (figure 3.6).

Nervure principale

Face ventrale

Face dorsale

Figure 3.5: Vue d'une feuille de L. stoechas (Face dorsale et ventrale).
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Figure 3.6 : Face dorsale et ventrale de la feuille de L. stoechas a la loupe
binoculaire (Gx 8) (Trichome Tecteur (Tr T) ; Trichome glandulaire (Tr G) ; Face
dorsale (FD) ; FI Face ventrale (FV)).

v" Fleurs

Les fleurs sont regroupées en épis floraux au sommet des tiges. Elles sont
petites, sessiles et de couleur violette. Elles sont surmontées de petites bractées
stériles violacées. Chaque épi est composé de cymes bipares, comportant de 4 a

10 fleurs chacune (figure 3.7).

Bractées stériles

> Fleurs

Feuilles

Figure 3.7 : Inflorescence en épi de L. stoechas.
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Sur la figure 3.8 A, a la loupe a un grossissement de 2,5x, nous observons
la corolle qui a une forme tubulaire allongée d'une teinte violette. Elle est
constituée d’un ensemble de pétales soudés, formant une corolle gamopétale. A
un grossissement plus élevé de 8x (figure 3.8 B), nous pouvons apprécier les
détails de sa surface, elle est recouverte d'une multitude de trichomes, a la fois
trichomes tecteurs non glandulaires et glandulaires. Ces trichomes conférent a la
corolle sa texture veloutée.

Nous distinguons également le calice, qui se présente sous la forme d'un
petit tube ovoide vert charnu, situé sous la corolle de la fleur. Sa surface semble
légérement pubescente (figure 3.8 C, Gx 4). A un grossissement de 8x, les détails
du calice sont clairement visibles. Nous distinguons les deux types de trichomes,
trichomes tecteurs non glandulaires et sécréteurs qui recouvrent la surface
externe du calice, ainsi que les stries longitudinales formées par les sépales
soudés qui composent le calice (figure 3.8 D).

TrG

TET

TG

Figure 3.8: (A) Fleur hermaphrodite e L. stoechas (loupe binoculaire (Gx 2,5)) ;
(B) Corolle pubescente de L. angustifolia (loupe Gx 8) ; (C) Calice de L.
angustifolia (loupe Gx 4) ; (D) Calice (loupe Gx 8).

(TrT : Trichome Tecteur ; Tr.G Trichome glandulaire).
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3.1.2 Observation microscopique des sites sécréteurs

3.1.2.1 Observations microscopigues

bY

Des observations microscopiques ont été effectuées a l'aide d'un

microscope optique et un MEB.

3.1.2.1.1 Microscope optique

A. L. anqustifolia

v" Structure de La feuille

La coupe transversale au niveau de la feuille montre que cette derniére se

compose des tissus suivants (figure 3.9 et figure 3.10) :
La cuticule qui enveloppe et protége vers lI'extérieur les cellules épidermiques,

L’épiderme constitué par une assise de cellules dont certaines de ces cellules sont
allongées vers l'extérieur pour donner des poils protecteurs ramifiés sous
différentes formes trichomes tecteurs et des trichomes glandulaires peltés et

capités courts,

Un parenchyme palissadique constitué de cellules allongées formnant une

pallisade et un parenchyme lacuneux laissant des lacunes entre les cellules,

Une nervure principale qui renferme I'’ensemble des éléments conducteurs, aussi

bien ceux du méristéme primaire que secondaire.
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Figure 3.9 : Coupe transversale de la feuille de L. angustifolia

vue au MO Gx 100 aprés double coloration.
((Trichome glandulaire (Tr G), trichome tecteur ramifié (Tr R), tissus
conducteurs (TC), collenchyme (Co), cuticule (Cu), épiderme (Ep), bois
(Bs), liber (Li)).

Figure 3.10: Trichomes tecteurs non glandulaires et glandulaires de la
feuille de L. angustifolia vus au MP Gx400 aprés double coloration (trichome
glandulaire pelté (Tr Gp) ; trichome glandulaire capité (Tr Gc) ; trichome tecteur
ramifié (Tr Tr) Parenchyme pallissadique (PP) ; Epiderme (EP).
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v' Structure de la tige

La tige de L. angustifolia présente une forme quadrangulaire typique de la
famille des lamiaceae. Elle abrite les éléments conducteurs au niveau des 4
angles de la tige (figure 3.11). Les coupes transversales réalisées dans la tige ont

montré les différents tissus qui la constituent. Ainsi, nous observons (figure 3.12) :

- La cuticule striée imprégnant vers I'extérieur les cellules épidermiques,

- Un épiderme constitué par une assise de cellules, Certaines de ces cellules
sont allongées vers I'extérieur pour donner des trichomes tecteurs non
glandulaires et des trichomes glandulaires glandulaires peltés (figure 3.13),

- suivie du collenchyme, qui est un tissu de soutien vivant. Les membranes
des cellules présentent des épaississements de nature cellulosique. Il se
présente sous forme d’ilot,

- Le sclérenchyme est un tissu de soutien mort. Les cellules du
sclérenchyme présentent des membranes épaissies en lignine. Nous
tenons a signaler que les cellules sont en voie de transformation en fibres, il
se présente sous forme d’ilot,

- Le liber et le bois hétéroxylé, structures secondaires,

- Parenchyme cortical, les cellules présentent des méats entre elle.

___ Cuticule
__ Collenchyme
F—— Sclérenchyme
=% |iber
—__ Bois

Trichomes tecteurs

.'.'..?‘,' v R oS, b '[
Figure 3.11 : Vue d'ensemble de la coupe transversale de la tige au MP Gx40
apres double coloration.
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cu

Figure 3.12 : Structure anatomique de la tige de L. angustifolia en coupe
transversale montrant les vaisseaux conducteurs au MO Gx100 (Collenchyme
(Co), cuticule (Cu), épiderme (Ep), sclérenchyme (Sc), liber (Li), parenchyme
corticale (Pc),), bois (Bs)).

Figure 3.13: Trichomes tecteurs non gladulaires et glandulaires de la tige de L.
angustifolia Mill. vus au MO Gx40 apres double coloration (trichome glandulaire

pelté (Tr Gp) ; trichome tecteur (Tr T)).

En conclusion de ce travail, nous n’avons pas observés de structures

sécrétrices a l'interieur des organes végétaux entre les cellules.
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B. L. stoechas

v" Structure de feuille

Dans une coupe transversale de la feuille de L. stoechas, de I'extérieur

vers l'intérieur on observe les tissus suivants.
- Un épiderme dorsal dont le bord externe des cellules est cutinisé,

- Un parenchyme palissadique constitué par deux assises de cellules allongées a
dont les parois cellulosiques sont fines,

- Un parenchyme lacuneux
- les parenchymes palissagique et lacuneux constituent le mésophylle hétérogéne,

-, on distingue un bois secondaire suivi du liber secondaire (figure 3.14).

Trichome tecteur
Tricome glandulaire
Cuticule
Collenchyme

Vaisseau conducteur

Figure 3.14 : Stucture anatomique de la feuille de L. stoechas en coupe
transversale aprés double coloration : vue générale de la nervure principale de la
feuille au MP Gx 100.

La feuille est pourvue de trichomes glandulaires peltés et capités courts.
Elle présente de nombreux trichomes tecteurs non glandulaires ramifiés (figure
3.15).



93

Figure 3.15 : Trichomes tecteurs non glandulaires et glandulaires de la
feuille de L. stoechas vus au MP Gx100 aprés double coloration.

(Trichome glandulaire pelté (Tr Gp) ; trichome glandulaire capité (Tr Gc) ; trichome
tecteur ramifié (Tr Gr)).

A. Structure de la tige

Les coupes transversales réalisées au niveau de la tige montrent de

I'extérieur vers l'intérieur (figure 3.16) :

e La cuticule striée qui imprégne les cellules épidermiques vers I'extérieur.
Cet épiderme est caractérisé par la présence de diverses formes de

trichomes, dans leur digitation. Parmi eux nous trouvons des trichomes
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tecteurs non glandulaires ramifiés et pédicellés, ainsi que des trichomes
glandulaires peltés et capités courts (figure 3.17).

Suivie par un collenchyme angulaire et des fibres péricycliques qui forment
un anneau continu.

Le systeme vasculaire forme un anneau continu avec des formations
secondaires bien représentées ; le liber et le bois.

Le parenchyme cortical présente des cellules avec des méats entre elle.

De plus, nous observons éventuellement entre les cellules du collenchyme

des poches sécrétrices.

Figure 3.16 : Structure anatomique de la tige de L. stoechas en coupe
transversale : (a,b) Vue générale de la tige (Gx 100); (b) parenchyme
médullaire (Gx 400); (c) détails d’'une partie de la tige (Gx 400).

(Collenchyme (Co), cuticule (Cu), épiderme (Ep), Liber (Li), parenchyme
médullaire (Pm), bois (Bs)).
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Figure 3.17: Trichomes tecteurs non glandulaires et glandulaires de la tige
de L. stoechas vus au MP Gx400 aprés double coloration (trichome
glandulaire pelté (Tr Tp), trichome glandulaire capité (Tr Tc), trichome

tecteur ramifié (Tr Tr), trichome tecteur pédicellé (Tr Tp), cuticule (Cu),

épiderme (Ep)).

A partir de ce modeste travail nous pouvons dire que les feuilles et les tiges
de L. stoechas et L. angustifolia présentent des structures sécrétrices qui se
présentent sous formes de trichomes glandulaires, peltés et des capités courts
(sur pédicelle). Bien que les trichomes glandulaires soient présents sur les feuilles
et les tiges, les trichomes tecteurs non glandulaires sont plus abondants. Ces poils
ramifiés ne produisent pas d'HE. lls jouent un rdle protecteur. La présence de
trichomes tecteurs non glandulaires plus ou moins denses et longs constitue un
caractéere systématique interspécifique. Chez L. angustifolia ces trichomes

tecteurs non glandulaires portent plusieurs branches [27].

Les trichomes glandulaires sont I'une des structures sécrétrices les plus

courantes produisant et stockant des HEs dans les plantes [200], [201]. Malgré
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leur importance, leurs rbles physiologiques détaillés ainsi que les bases
génétiques du développement restent obscurs, probablement en raison de la

faible abondance de cellules sécrétoires au sein de ces trichomes [202].

Le développement et la distribution des trichomes glandulaires dans la
lavande ont été abordés dans des travaux antérieurs par AGUSTIN et al., [203] et
ZHANG et al.,, [204]. Deux types morphologiques de trichomes glandulaires,
capités et peltés, ont été définis. D'autres rapports publiés sur la variation et la
distribution des trichomes glandulaires sous l'effet de stimuli environnementaux,
comme la température [205] et d'autres facteurs abiotiques [206], [207] montrent
les divers roles des trichomes glandulaires dans le contrble de la croissance et du

développement des plantes.

En conclusion, en plus des caractéristigues morphologiques, les
caractéristiques anatomiques peuvent aider a reconnaitre les taxons de lavande
ciblés. Les résultats des études histo-anatomiques indiquent que les structures
des principaux organes du genre Lavandula ont un plan typique pour la famille des
Lamiaceae, néanmoins les taxons individuels de lavande peuvent différer par
leurs caractéristiques micromorphologiques [208]. STEFAN et al., [209], ont
compareé la structure anatomique des feuilles et des tiges pour les cultivars de
L.—angustifolia et de Lavandula x intermedia. Au niveau de la tige, ils ont
remarqué que L. angustifolia peut étre distinguée par sa section transversale de
tige circulaire ; tandis que Lavandula x intermedia ont une section transversale de
tige carrée. En termes de structure foliaire, les chercheurs ont observé la
différence entre la morphologie, la densité et le type de trichomes. La densité de
trichomes glandulaires est beaucoup plus importante au niveau du calice de la
fleur méme si les trichomes glandulaires sont aussi présents sur les feuilles [210].
STEFAN et al., [209], ont observé l'absence de trichomes peltés au niveau de
I'épiderme dorsale des feuilles de Lavandula x intermedia, les distinguant ainsi de

L. angustifolia.



97

3.1.2.2 Microscope électronigue a balayage

Le MEB a été employée pour examiner la structure, la forme et la répartition
des trichomes glandulaires sur les organes aériens de L. angustifolia et
L. stoechas. Pour L. angustifolia, les observations ont porté sur les fleurs, tandis

gue pour L. stoechas, elles ont inclus les fleurs, les feuilles et les tiges.

Ces observations nous ont permis de mettre en évidence des sites

sécréteurs bien définis sur les organes aériens sélectionnés.

3.1.2.3 Sites sécréteurs des fleurs de L. angustifolia

A. Région de Blida

L'observation du calice des fleurs de L. angustifolia récoltées dans la région
de Blida révele une morphologie trichomale complexe et diversifiée. La figure 3.18
présente une vue de face du calice, montrant une dense couverture de trichomes
non glandulaires tecteurs, longs et fins, qui forment une barriere protectrice. Parmi
ces derniers, nous observons des trichomes glandulaires peltés unicellulaires,
apparaissant comme des structures circulaires plus claires. Cette figure met en

évidence leur disposition caractéristique sur le calice avec leur structure ronde.

HV | det mag O | spot WD 500 pm
20.00kVILFD| 180x | 3.0 |Lo cuum [10.1 mm LPEN/ USDB/

Figure 3.18 : Micrographies électroniques a balayage d’une partie du calice

des fleurs de L. angustifolia récoltée dans la région de Blida (500 pm).

Les figures 3.19 A et B permettent d'observer en détail la structure de ces

trichomes glandulaires peltés unicellulaires, tout en appréciant la hauteur relative
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des trichomes non glandulaires et la distribution spatiale des trichomes
glandulaires. Ces derniers sont protégés par un enchevétrement de trichomes
tecteurs non glandulaires. Les mesures effectuées révelent que les trichomes
glandulaires peltés unicellulaires présentent un diametre des tétes qui varie de 75
a 96 pum.

Figure 3.19 : Micrographies électroniques a balayage des trichomes tecteurs non
glandulaires et glandulaires a la surface du calice des fleurs de L. angustifolia de
Blida (A : trichome pelté (100 um) ; B : trichome pelté (50 pum)).

B. Réqgion de Chlef

La figure 3.20 présente une vue de face d’une partie du calice d’une fleur
de L. angustifolia (Chlef) obtenue par le MEB. Elle révéle une distribution
caractéristique des trichomes tecteurs non glandulaires, parmi lesquels nous

distinguons clairement les trichomes glandulaires.



99

20.00 kV

Figure 3.20 : Micrographies électroniques a balayage d’une partie du calice des
fleurs de L. angustifolia de Chlef (500 um).

En examinant la figure 3.21 A, nous observons en détail la structure des
trichomes glandulaires peltés unicellulaires. Nous avons mesuré la téte de ces
trichomes et avons constaté que leur taille varie entre 56 et 69 um. La figure 3.21
B nous permet d'apprécier I'enchevétrement complexe des trichomes tecteurs non
glandulaires, qui forment une couverture protectrice dense sur la surface du
calice. Nous remarquons que ces trichomes s'entrecroisent de maniere
désordonnée, allant jusqu'a recouvrir partiellement les trichomes peltés. La
densité exceptionnelle de ces trichomes tecteurs non glandulaires nous empéche
de visualiser clairement la surface épidermique sous-jacente, soulignant ainsi leur

réle protecteur important pour les sites sécréteurs.
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Figure 3.21 : Micrographies électroniques a balayage des trichomes glandulaires a
la surface du calice des fleurs de L. angustifolia de Chlef (A - trichome pelté (100
p1m) ; enchevétrement des trichomes tecteurs non glandulaires (100 pm)).

Les observations au MEB des trichomes peltés du calice des fleurs de
L. angustifolia récoltées a Blida ont un diamétre supérieur a celui observé sur la
face du calice des fleurs de L. angustifolia récoltées a Chlef. Nous avons
remarqué aussi que la répartition spatiale des trichomes glandulaires est plus
importante sur le calice de L. angustifolia de Chlef en comparaison a celui de
L. angustifolia de Blida (figure 3.19 et 3.21).

Les fleurs de L. angustifolia provenant de Blida et de Chlef ont été
comparées a l'aide d'un test ANOVA pour évaluer la différence dans le diamétre
des tétes des trichomes glandulaires. La valeur p obtenue est de 0,084. Cette
valeur étant supérieure a 0,05, la différence n'est pas statistiquement significative.
Cela suggeéere qu'il n'y a pas de différence significative dans le diametre des tétes
des trichomes glandulaires des fleurs de L. angustifolia des échantillons récoltés a

Blida et ceux récoltés a Chlef (Appendice D).

3.1.2.4 fleurs de L. stoechas

A. Région de Blida

La figure 3.22 représente les constituants de la fleur de L. stoechas
récoltées dans la région de Blida observées au MEB. La figure 3.22 A a montré

une vue du calice floral, ou nous observons une distribution dense de trichomes
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tecteurs non glandulaires, formant une couverture protectrice. La figure 3.22 B
montre une partie de la corolle, qui apparait moins riche en trichomes, soulignant

la variabilité de la distribution trichomale selon les constituants de la fleur.

Figure 3.22 : Micrographies électroniques a balayage du calice et de la corolle de
la fleur de L. stoechas de Blida (A - Calice (100 pum) ; corolle (500 pm).

La figure 3.23 montre un grossissement intéressant qui met en évidence les
trichomes glandulaires peleté. Ces structures, dont les diametres des tétes varient
de 27 a 28 uym, présentent une téte glandulaire caractéristique. En effet, au
dessus de cette téte glandulaire apparaissent de grosses gouttes qui a notre avis
représentent éventuellement une excrétion de I'HE. Ces observations nous
permettent éventuellement de comprendre les mécanismes de production des HE

chez L. stoechas au niveau des fleurs.

suum |10.5 mm | LPE JSDB/

Figure 3.23 : Micrographies électroniques a balayage des trichomes
glandulaires a la surface du calice L. stoechas de Blida (50 um).



102

B. Réqion de Tissemsilt

L'observation par MEB des fleurs de L. stoechas récoltées dans la région
de Tissemsilt révéle une grande densité des trichomes. La figure 3.24 montre une
vue de face d'une fleur individuelle de L. stoechas, mettant en évidence sa
structure complexe et la distribution des trichomes tecteurs non glandulaires. Le
calice, particulierement riche en trichomes tecteurs non glandulaires, présente une
densité élevée en trichomes qui forment une couverture protectrice, donnant au
calice un aspect duveteux et enchevétré. En revanche, la corolle montre une
densité de trichomes tecteurs non glandulaires nettement inférieure a celle du
calice, ce qui est typique de la structure florale de L. stoechas. Cette variation de
densité des trichomes tecteurs non glandulaires entre le calice et la corolle est
remarquable, soulignant la spécialisation fonctionnelle des différents constituants

de la fleur.

HV [ det [mag OO [spot| vacMode WD ‘ 'v mm
20.00 kV|LFD| 100x | 3.0 | Low vacuum [10.5 mm LPEN/ USDB/

Figure 3.24 : Micrographies électroniques a balayage des trichomes glandulaires a

surface des fleurs de L. stoechas a de Tissemsilt (1mm).

La figure 3.25 A offre un grossissement intéressant sur le trichome
glandulaire avec un diametre de la téte glandulaire de 47,46 um. La figure 3.25 B
montre la distribution des trichomes tecteurs non glandulaires sur le calice. lls sont

longs, ramifiés, fins et filamenteux.
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Figure 3.25 : Micrographies électroniques a balayage des trichomes glandulaires
et trichomes tecteurs non glandulaires a la surface du calice L. stoechas de
Tissemsilt (50 et 100 um).

Les observations au MEB des trichomes peltés du calice des fleurs de
L. stoechas récoltées a Tissemsilt ont des diamétres supérieurs a ceux observés

sur le calice des fleurs de L. stoechas récoltées a Blida.

Les fleurs de L. stoechas provenant de Blida et de Tissemsilt ont été
comparées a l'aide d'un test ANOVA pour évaluer la différence dans le diamétre
des tétes des trichomes. La valeur p < 0,001 (p = 0,00038). La différence est
statistiguement tres significative. Cela indique une variation importante dans le
diametre des tétes des trichomes du calice des fleurs de L. stoechas récoltées

dans la région de Blida et celle de Tissemsilt (Appendice D).

Les Lamiaceae se distinguent par une grande variété de trichomes
glandulaires. Ces structures microscopiques different entre les especes par leur
type, leur répartition sur la plante, leur forme et leur densité. Ces structures

représentent des critéres de classification important [211].

Nos observations des trichomes sur le calice des fleurs de L. angustifolia
ont révélé une structure similaire a celle des trichomes glandulaires décrits dans
les observations sur le calice des fleurs de la méme espéce de L. angustifolia
récoltée en ltalie. Les auteurs ont principalement observé des trichomes peltés,
mesurant de 50 a 70 ym de diamétre avec une surface lisse, alignés le long des

nervures du calice. Ces trichomes glandulaires étaient entremélés avec des



104

trichomes capités, moins visibles et souvent cachés par un réseau dense de
trichomes non glandulaires ramifiés [113]. Les résultats d’'une autre étude ont
montré que sur le calice les trichomes non glandulaires sont multicellulaires et
ramifiés, tandis que les trichomes glandulaires sont peltés et capités a pédoncule
court [212].

Dans une étude antérieure, le cultivar croate Lavandula x intermedia
'‘Budrovka' a été comparé a L. angustifolia, en examinant leur morphologie, les
types et la répartition des trichomes. Les caractéristiques morphologiques
différencient nettement L. x intermedia 'Budrovka' de L. angustifolia. Trois classes
distinctes de trichomes (non glandulaires, peltés et quatre types de glandulaires
capités Types I, II, lll et IV) ont été observées sur les feuilles et les inflorescences
des deux taxons. Bien que les trichomes montrent des différences spécifiques
selon l'organe en termes d'occurrence et de densité, aucune différence spécifique

aux taxons n'a éte relevée [213].

D'autres observations concernant L. stoechas subsp. luisieri montrent une
variété de trichomes sur ses différents organes. Les feuilles sont couvertes de
trichomes non glandulaires courts a cellules unicellulaires et bicellulaires, ainsi
que de trichomes pluricellulaires ramifiés de type étoilé. Des trichomes
glandulaires peltés et capités de types | et Il sont observés. Les bractées fertiles et
les sépales portent des trichomes étoilés non glandulaires, ainsi que les mémes
types de trichomes glandulaires que les feuilles. En revanche, les pétales
présentent une diversité plus restreinte avec des trichomes non glandulaires
unicellulaires et pluricellulaires non ramifiés, et exclusivement des trichomes

glandulaires peltés [214].

Dans une étude menée par LOUKHAOUKHA [92], les observations des
fleurs de L. stoechas récoltées a Blida ont montré que les trichomes peltés étaient
moins abondants que les trichomes capités courts. lls présentaient une téte

arrondie, leurs tailles variaient entre 19 um et 23 um de diamétre.

Les tests histochimiques ont révélé que les trichomes glandulaires
sécréetent principalement des substances lipophiles et phénoliques. De plus, des

profils comparatifs de chromatographie sur couche mince ont été établis pour les
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parties individuelles des plantes des deux taxons Lavandula x intermedia
'‘Budrovka' et L. angustifolia. lls ont mis en évidence la présence de flavonoides et
de composants d'HE [213].

La morphologie et la densité des trichomes influencent plusieurs aspects de
la physiologie et de I'écologie des plantes en régulant les interactions entre la
plante et son environnement [116]. Les trichomes glandulaires ont diverses
fonctions protectrices en synthétisant, stockant et sécrétant de nombreuses
substances importantes. Chez de nombreuses especes, il existe une corrélation
négative entre la densité des trichomes et I'alimentation, la ponte des insectes,
ainsi que la nutrition des larves. Les trichomes pourraient exsuder des terpenes,
des phénols, des alcaloides ou d'autres substances qui sont des répulsifs olfactifs
ou gustatifs [215]. Outre leur rbéle dans la protection des plantes contre les stress
biotigues et abiotiques, ils suscitent lintérét en raison de limportance des
composés qu'ils produisent pour l'usage humain, en tant que produits
pharmaceutiques, ingrédients de saveur et de parfum, ou pesticides. En effet,
L'intérét pour les trichomes glandulaires a augmenté régulierement au fil des ans,
surtout depuis que les technologies de séquencage permettent un acces rapide a
des informations completes sur le génome et le transcriptome d'espéces autrefois
considérées comme non modeles. La diversité des métabolites synthétisés dans
les trichomes glandulaires garantit que ces trichomes resteront une source
constante de nouvelles enzymes impliquées dans les voies métaboliques

spécialisées [216].

3.1.2.5 Feuilles de L. stoechas

A. Réqion de Blida

La figure 3.26 montre que la face ventrale de la feuille de L. stoechas
récoltée dans la région de Blida, présente une distribution dense de trichomes
tecteurs non glandulaires formant une couverture protectrice. Nous notons
également la présence de trichomes glandulaires sécréteurs, bien que ceux-ci

soient moins nombreux.
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Figure 3.26 : Micrographies électroniques a balayage de la face dorsale de la

feuille L. stoechas de Blida (500 um).

Dans la figure 3.27, nous observons des trichomes glandulaires sécréteurs.
Les figures 3.27 A et B présentent des trichomes glandulaires capités courts bien
définis, avec des diametres de 54,16 um et 55,87 um. La figure 3. 27 C montre un
trichome glandulaire sécréteur avec un diamétre de 44,13 um. Les trichomes
tecteurs non glandulaires sont longs, fins, ramifiés et filamenteux, formant un
réseau complexe qui recouvre presque entierement la surface. Ces trichomes
tecteurs non glandulaires s'entrecroisent de maniere désordonnée, créant une
couverture protectrice dense. Certains de ces trichomes tecteurs non glandulaires
passent au-dessus du trichome capité pour mieux les protéger. Leur densité est

remarquablement élevée.
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Figure 3.27 : Micrographies électroniques a balayage des trichomes glandulaires
et trichomes tecteurs non glandulaires a la surface de la feuille de L. stoechas de
Blida (50 et 100 pm).

B. Réqgion de Tissemsilt

L'observation de la face ventrale de la feuille de L. stoechas de Tissemsilt,

montre la présence de trichomes tecteurs non glandulaires (figure 3. 28)
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Figure 3.28 : Micrographies électroniques a balayage a la face ventrale de la

feuille L. stoechas de Tissemsilt (500 pm).

En examinant la figure 3.29, nous pouvons voir en détail la structure du
trichome glandulaire, dont la taille de la téte est de 22,44 um. Elle montre aussi
I'enchevétrement complexe et dense des trichomes tecteurs non glandulaires,

créant ainsi une couverture protectrice a la surface de la feuille.

Figure 3.29 : Micrographies électroniques a balayage du trichome glandulaire et
des trichomes tecteurs non glandulaires a la surface de la feuille de L. stoechas

de Tissemsilt (30 pm).
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Les observations des trichomes peltés et capités courts de la face ventrale
de la feuille de L. stoechas récoltées a Tissemsilt ont des diametres inférieurs a
ceux observés a la face de face ventrale de la feuille de L. stoechas récoltées a
Blida.

Les feuilles de L. stoechas provenant de Blida et Tissemsilt ont été étudiées
pour mesurer la variation dans le diamétre des tétes des trichomes glandulaires.
Le test ANOVA a révélé une valeur p de 1,613e-06. Etant <0,00001, cette valeur
indique une différence extrémement significative. Cela signifie qu'il existe une
variation tres significative entre les diametres des tétes des trichomes des feuilles
de L. stoechas des échantillons récoltés a Blida par rapport a ceux récoltés a
Tissemsilt (Appendice D).

3.1.2.6 tiges de L. stoechas

A. Réqion de Blida

Dans la figure 3.30, la tige vue de face de L. stoechas récoltée dans la
région de Blida montre la répartition des trichomes qui entourent 'ensemble de la
tige. Ainsi, nous observons la présence des trichomes tecteurs non glandulaires et
des trichomes glandulaires sécréteurs. Ces trichomes glandulaires ne semblent

pas étre protegeés par les trichomes tecteurs non glandulaire.
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Figure 3.30 : Micrographies électroniques a balayage des trichomes de la tige de
L. stoechas de Blida (200 pm).

Dans la figure 3.31 la tige montre une diversité de trichomes, incluant des
glandulaires capités courts et peltés unicellulaires ainsi que des trichomes non
glandulaires ramifiés. Le diamétre des tétes trichomes glandulaires est de 49,55,
49,71 et 52,10.
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Figure 3.31 : Micrographies électroniques a balayage des trichomes glandulaires
et trichomes tecteurs non glandulaires a la surface de la tige de L. stoechas de
Blida (1 mm).

B. Réqgion de Tissemsilt

L'observation des tiges de L. stoechas révele une densité notablement
élevée de trichomes tecteurs non glandulaires. Ces tiges, particulierement velues,
sont recouvertes d'une multitude des trichomes tecteurs non glandulaires, fins,
ramifiés et filamenteux. Ils forment une épaisse couverture protectrice (figure
3.32).
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Figure 3.32 : Micrographies électroniques a balayage des trichomes tecteurs non

glandulaires la tige de L. stoechas de Tissemsilt (1 mm).

Les trichomes tecteurs non glandulaires s'enchevétrent de facon
désordonnée, formant une épaisse couverture protectrice. Nous observons que
certains de ces trichomes passent directement au-dessus des trichomes peltés et

capités courts (52 et 58 um) les recouvrant partiellement (figure 3.33 A et B).

Figure 3.33 : Micrographies électroniques a balayage des trichomes glandulaires
et trichomes tecteurs non glandulaires a la surface de la tige de L. stoechas de

Tissemsilt (1 mm).
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La tige montre une diversité de trichomes, incluant des trichomes
glandulaires capités courts et des non glandulaires ramifiés, une caractéristique
distinctive. Le diametre des tétes des trichomes glandulaires de L. stoechas
récoltée a Tissemsilt est plus important que celui des tétes des trichomes
glandulaires des tétes des trichomes glandulaires de L. stoechas récoltée a Blida.

Les tiges des échantillons de L. stoechas récoltés a Blida et ceux récoltés a
Tissemsilt ont été comparées a l'aide d'un test ANOVA pour évaluer la différence
dans le diameétre des tétes des trichomes glandulaires. La valeur p obtenue est de
0,1218 (p> 0,05), la différence n'est pas statistiquement significative. Cela indique
qu'il n'y a pas de difféerence notable dans le diametre des tétes des trichomes
glandulaires des tiges de L. stoechas entre les échantillons récoltés a Blida et
ceux récoltés a Tissemsilt (Appendice D).

La comparaison du diametre des trichomes glandulaires dans les organes
aériens des échantillons de L. stoechas de Blida et ceux de Tissemsilt a été
réalisée a l'aide du test de Tukey HSD apres une analyse de variance (ANOVA).
Cette analyse a révélé des différences significatives dans le diametre des
trichomes glandulaires entre les différents organes de la plante (fleurs, feuilles et
tiges). Ceci suggére que le diamétre des tétes des trichomes glandulaires differe

d’'un organe a un autre (Appendice D).

Les Lamiaceae se distinguent par une grande variété de trichomes
glandulaires. Ces structures microscopiques different entre les especes par leur
type, leur répartition sur la plante, leur forme et leur densité. Ces structures

représentent des criteres de classification important [211].

Nos observations des trichomes sur le calice des fleurs de L. angustifolia
ont révélé une structure similaire a celle des trichomes glandulaires décrits dans
les observations sur le calice des fleurs de la méme espece de L. angustifolia
récoltée en ltalie. Les auteurs ont principalement observé des trichomes peltés,
mesurant de 50 a 70 ym de diametre avec une surface lisse, alignés le long des
nervures du calice. Ces trichomes glandulaires étaient entremélés avec des
trichomes capités, moins visibles et souvent cachés par un réseau dense de

trichomes non glandulaires ramifiés [113]. Les résultats d’'une autre étude ont
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montré que sur le calice les trichomes non glandulaires sont multicellulaires et
ramifiés, tandis que les trichomes glandulaires sont peltés et capités a pédoncule
court [212].

Dans une étude, le cultivar croate Lavandula x intermedia 'Budrovka' a été
comparé a L. angustifolia, en examinant leur morphologie, les types et la
répartition des trichomes. Les -caractéristiques morphologiques différencient
nettement L. x intermedia '‘Budrovka' de L. angustifolia. Trois classes distinctes de
trichomes (non glandulaires, peltés et quatre types de glandulaires capités Types
I, 1, 1l et IV) ont été observées sur les feuilles et les inflorescences des deux
taxons. Bien que les trichomes montrent des differences spécifiques selon
I'organe en termes d'occurrence et de densité, aucune différence spécifiqgue aux

taxons n'a été relevée [213].

D'autres observations concernant L. stoechas subsp. luisieri montrent une
variété de trichomes sur ses différents organes. Les feuilles sont couvertes de
trichomes non glandulaires courts a cellules unicellulaires et bicellulaires, ainsi
que de trichomes pluricellulaires ramifiés de type étoilé. Des trichomes
glandulaires peltés et capités de types | et Il sont observés. Les bractées fertiles et
les sépales portent des trichomes étoilés non glandulaires, ainsi que les mémes
types de trichomes glandulaires que les feuilles. En revanche, les pétales
présentent une diversité plus restreinte avec des trichomes non glandulaires
unicellulaires et pluricellulaires non ramifiés, et exclusivement des trichomes

glandulaires peltés [214].

Dans une étude menée par LOUKHAOUKHA [92], les observations des
fleurs de L. stoechas récoltée a Blida ont montré que les trichomes peltés étaient
moins abondants que les trichomes capités courts. lls présentaient une téte

arrondie, leurs tailles variaient entre 19 um et 23 um de diametre.

Les résultats d’'une étude menée par Stefan et al., [217] sur les feuilles des
guatre variétés de Lavandula angustifolia Mill. (Codreanca, Provence Blue, Vera
et Sevtopolis) ont montré que la densité et la distribution des trichomes
glandulaires (peltés et capités) et non glandulaires varient selon les cultivars

étudiés ainsi que selon les conditions de culture, notamment l'irrigation.
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Les tests histochimiques ont révélé que les trichomes glandulaires
sécretent principalement des substances lipophiles et phénoliques. De plus, des
profils comparatifs de chromatographie sur couche mince ont été établis pour les
parties individuelles des plantes des deux taxons Lavandula x intermedia
'‘Budrovka' et L. angustifolia. Ils ont mis en évidence la présence de flavonoides et
de composants d'HE [213].

La morphologie et la densité des trichomes influencent plusieurs aspects de
la physiologie et de I'écologie des plantes en régulant les interactions entre la
plante et son environnement .... Les trichomes glandulaires ont diverses fonctions
protectrices en synthétisant, stockant et sécrétant de nombreuses substances
importantes. Chez de nombreuses especes, il existe une corrélation négative
entre la densité des trichomes et I'alimentation, la ponte des insectes, ainsi que la
nutrition des larves. Les trichomes pourraient exsuder des terpenes, des phénols,
des alcaloides ou d'autres substances qui sont des répulsifs olfactifs ou gustatifs
[215]. Outre leur réle dans la protection des plantes contre les stress biotiques et
abiotiques, ils suscitent l'intérét en raison de l'importance des composés qu'ils
produisent pour l'usage humain, en tant que produits pharmaceutiques,
ingrédients de saveur et de parfum, ou pesticides. En effet, L'intérét pour les
trichomes glandulaires a augmenté régulierement au fil des ans, surtout depuis
gque les technologies de séquencage permettent un accés rapide a des
informations completes sur le génome et le transcriptome d'especes autrefois
considérées comme non modeles. La diversité des métabolites synthétisés dans
les trichomes glandulaires garantit que ces trichomes resteront une source
constante de nouvelles enzymes impliquées dans les voies métaboliques

spécialisées [216].

3.2 Reésultats de I'étude phytochimique

3.2.1 Teneur en eau

A. L. anqustifolia

Les résultats de la teneur en eau contenue dans les fleurs L. angustifolia

sont présentés dans le tableau 3.1 et les figures 3.34
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Tableau 3.1 : Pourcentages de la teneur en eau chez L. angustifolia.

Espéce Fleurs de L. angustifolia
Région Blida Chlef
Teneur en eau (%) 69,05 + 0,21 68,66 + 1,37

Les valeurs représentent la moyenne de trois essais + SD.

Teneur en eau Teneur en eau
L. angustifolia Blida L. angustifolia Tissemsilt
= Teneur en ‘ W Teneur en
eau (%) eau (%)
= Matiere ® Matiére
seche (%) séche (%)

Figure 3.34 : Pourcentage de la teneur en eau chez L. angustifolia.

Les résultats obtenus dans le tableau 3.1 et la figure (3.34) que les fleurs
de L. angustifolia, récoltées a Blida affichent un pourcentage de la teneur en eau
moyen de 69,05 %, légerement supérieur a celui des fleurs récoltées a Chlef, qui
est de 68,66%.

La comparaison de la teneur en eau de L. angustifolia Blida et
L. angustifolia Chlef par analyse de variance ANOVA a montré une différence de

la non significative (p >0,05) (appendice E.1).

L. angustifolia se démarque par des teneurs en eau élevées dans ses
fleurs. Cette comparaison met en évidence une plus forte capacité de rétention en

eau dans les fleurs chez L. angustifolia.
B. L. stoechas

Le tableau 3.2 et la figure 3.35 montrent que les parties aériennes fleuries
de L. stoechas récoltées a Tissemsilt présentent une teneur en eau plus élevé que

celles récoltées a Blida, avec des valeurs respectives de 63% et 60%.
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Tableau 3.2 : Pourcentages de la teneur en eau chez L. stoechas.

Espéce L. stoechas
Région Blida Tissemsilt
Teneur en eau (%) 60,40 + 0,53 63,04 £ 1,00

Les valeurs représentent la moyenne de trois essais + SD.

Teneur en eau L. stoechas Blida Teneur en eau L. stoechas Blida
36,96
M Teneur en B Teneuren
eau (%) eau (%)
H Matiére
seche B Matiere
séche

Figure 3.35 : Pourcentage de la teneur en eau et de la matiére séche de

L. stoechas.

Les résultats de l'analyse statistique ANOVA des teneurs en eau de
L. stoechas récoltée a Blida et L. stoechas a Chlef montrent une différence
significative entre les moyennes des deux régions (p = 0,028 < 0,05) (Appendice
E.1).

Les résultats montrent une variabilité inter-régionale (Blida et Tissemsilt) de
la teneur en eau chez L. stoechas. Les valeurs obtenues sont cohérentes avec la
littérature qui rapporte des teneurs entre 60% et 90%. Ce taux élevé est di aux

processus actifs nécessitant des apports suffisants en eau [218].

Une étude comparant ces deux especes de lavande a abouti a des
résultats similaires aux nétres, comme le rapporte I'étude menée par BACHIRI et
al., [173], qui ont trouvé une teneur en eau de 62,6 % pour L. dentata et de 64 %
pour L. stoechas. Plusieurs facteurs pourraient influencer la teneur en eau et en
matiére séche des plantes comme la nature des fibres, I’dge des plantes, I'état du

sol et la durée de conservation du végétal aprés récolte [173].
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3.2.2 Teneur en cendres

A. L. anqustifolia

Les résultats de la teneur des cendres et de la matiére organique des fleurs
L. angustifolia récoltées dans les deux régions différentes sont représentés dans
le tableau 3.3 et la figure 3.36 Les cendres obtenues sont de couleur claire.

Tableau 3.3 : Teneurs des cendres et de la matiére organique chez

L. angustifolia.

Espéce végétale L. angustifolia

Région de récolte Blida Chlef

% Cendre totale 10,83 £0.23 10,91 £ 0.96
% Matiere organique 89,17 89,09

Les valeurs sont données en moyenne * écart type (n=3)

Taux de cendres (%) taux de cendres (%)
L. angustifolia Blida L. angustifolia Chlef
10,91
10,83

H % Cendre
totale

B % Matierd
89,09 organiqug

Figure 3.36 : Teneurs des cendres et de la matiere organique de

L. angustifolia.

La comparaison des moyennes par le test ANOVA montrent qu'’il n'y a pas
de différence significative dans la teneur en cendres des fleurs de L. angustifolia

entre les régions de Blida et de Chlef (p >0.05) (Appendice E.2).

B. L. stoechas

Les résultats concernant la teneur en cendres et en matiere organique des

parties aériennes fleuries de L. stoechas récoltées dans deux régions distinctes
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sont présentés dans le tableau 3.4 et la figure 3.37 Les cendres obtenues sont de

teinte claire.

Tableau 3.4 : Teneurs des cendres et de la matiére organique chez

L. stoechas.
Espéce végétale L. stoechas
Région de récolte Blida Tissemsilt
% Cendre totale 10,27 £ 0,31 11,07 £ 0,12
% Matiere organique 89,73 88,93

Les valeurs sont données en moyenne + écart type (n=3)

(%) cendre (%) cendres
L. stoechas Blida L. stoechas Tissemsilt
10,27 11,07
H % Cendre H % Cendre
totale totale

H % Matiére % Matiere
organique 88,9 organique

Figure 3.37 : Teneurs des cendres et de la matiere organique de L. stoechas.

Les résultats exprimés dans le tableau 3.4 et la figure 3.37 mettent en
évidence une variation de la teneur en cendres des parties aériennes fleuries de
L. stoechas allant de 10,27% a 11,07% pour les régions de Blida et de Tissemsilt

respectivement.

La comparaison des moyennes par le test ANOVA indique qu'il n'y a pas de
différence significative dans la teneur en cendres des parties aériennes fleuries de

L. stoechas entre les régions de Blida et de Tissemsilt (p > 0,05) (Appendice E.2).

Les résultats de la teneur en cendres et en matiére organique chez
L. angustifolia et L. stoechas dans les 4 sites de récolte se situent conformément
aux directives de la pharmacopée, qui préconise un intervalle normatif de 10 a 12
% [219].

L'absorption des ions minéraux par les plantes est étroitement liée aux

caractéristiqgues physicochimiques du sol qui les abrite. Des facteurs tels que la
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température, l'intensité lumineuse et l'aération du milieu peuvent influencer les
teneurs en minéraux. De plus, I'état physiologique interne de la plante, incluant
son stade de développement, son age et son état hormonal, joue un réle crucial
dans ce processus d'absorption [220]. Les minéraux jouent un rdle essentiel en
activant les enzymes nécessaires a la croissance rapide des plantes. Cette
importance peut étre attribuée a la mobilisation des minéraux lors du processus
photosynthétique, ou ils interviennent dans la synthése des macronutriments tels
gue les protéines, les sucres et les matiéres grasses végétales a partir de I'eau et
du dioxyde de carbone. Les éléments minéraux clés impliqués dans ce processus
sont le magnésium et le fer [221].

3.2.3 Screening phytochimique

3.2.3.1 Groupes chimigues caractérisés

Les tests du screening phytochimique représentent toujours la premiére
etape de I'étude chimique de la plante. lls permettent de mener des recherches
plus approfondies afin de mieux comprendre les fonctions chimiques et I'activité
biologique de la plante.

Les tests réalisés sont en relation avec l'intensité du précipité et de turbidité

ou la coloration est proportionnelle a la quantité de la substance recherchée.

A. L. anqustifolia

Les résultats du screnning phytochimiques des fleurs de L. angustifolia
sont présentés dans le tableau 3.5.

Tableau 3.5: Les résultats de screening phytochimique.

Constituants . L. angustifolia L. angustifolia
Résultat
BLIDA Chlef
Tanins Bleu noiratre +++ +++
Tanins Tanins Précipité rouge ++ ++
catéchiques
Tanins galiques Bleu noiratre ++ ++
Flavonones et
Rouge ++ ++
flavanonols
N Flavones Rouge orangé - -
Flavonoide ge q g,
Flavanones Rose violacé - -
Leuco- .
Rouge cerise - -
anthocyanes
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Catéchols Brun-rouge + +
Anthocyanes . .
bleu violacé ++ +
Libres Rouge
Dérivés anthra- Combinés s s
céniques
q O Rouge
C Rouge ++ ++
G Rouge - -
Alcaloides précipité - -

. Indice de + +
Saponosides mousse IM=111.11 IM=111.11
MUCiIage preCIpIte et et

floconneux

- O: pour les O-hétérosides. - G: pour les O- hétérosides a génines réduites.
- C: pour les C- hétérosides.

Selon les résultats présentés dans le tableau 3.5, les analyses effectuées
ont révéelé la présence de 5 familles de métabolites secondaires chez
L. angustifolia, a savoir les tanins, les flavonoides, les saponosides, les dérives
anthracéniques, ainsi que le mucilage. Les alcaloides ne sont pas détectés. Ces
composeés chimiques sont reconnus pour leurs activités biologiques bénéfiques,

telles que des propriétés antibactériennes, antifongiques et antioxydantes.

Les résultats obtenus ont mis en évidence l'abondance des tanins
catéchiques et galliques ainsi que les mucilages. Les flavonoides, les flavonones
et flavanonols ont montré une présence moyennement positive. Les catéchols et
les anthocyanes sont présents de maniere faible, sauf pour L. angustifolia récoltée
a Blida, ou les anthocyanes sont moyennement positifs. Les saponosides affichent

une présence faiblement positive dans les deux régions.

Les deux régions sont également riches en dérivés anthracéniques,
notamment les dérivés anthracéniques combinés O-hétérosides et les

C-hétérosides.

Les résultats obtenus pour I'espéce L. angustifolia sont cohérents avec les
études menées par COSTEA et al., [222], qui ont confirmé la richesse en
composés phénoliques dans le fleurs, en particulier les tanins et les flavonoides.
Le screening phytochimique réalisé par BENYAGOUB et al.,, [9] a révélé la

présence de tanins, d'alcaloides, de quinones et de saponosides, mais a signalé
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I'absence de flavonoides et d'anthracénosides. RADI et al., [223] ont identifié, la

présence de tanins, de flavonoides et d'alcaloides dans les deux especes de

L. angustifolia et L. pedunculata (Mill.). Concernant les saponosides, ils sont

spécifiquement présents dans L. angustifolia.

B. L. stoechas

Les résultats du screnning phytochimiques des parties aériennes fleuries de

L. stoechas sont exposés dans le tableau 3.6.

Tableau 3.6: Les résultats de screening phytochimique.

Constituants Résultat L. stoechas| L. stoechas
BLIDA TISMT
Tanins Bleu noiratre +++ +++
Tanins _ : _
Tanins catéchiques Précipité rouge ++ ++
Tanins galiques Bleu noiratre ++ ++
Flavonones et Rouge + ++
flavanonols
Flavones Rouge orangé - -
flavanones Rose violacé - -
Flavonoide Leuco-anthocyanes Rouge cerise ] )
Catéchols Brun-rouge + +
Anthocyanes Bleu violacé + +
Libres Rouge
Dérivés anthra- Combinés
céniques o) T I
Rouge
C Rouge ++ ++
G Rouge - -
Alcaloides précipité - -
, : + +
Saponosides Indice de mousse IM=111.11 | IM=111.11
Mucilage Précipité floconneux +++ +++

- O: pour les O-hétérosides.
- C: pour les C- hétérosides.
- G: pour les O- hétérosides a génines réduites.
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Selon les données du tableau 3.6, l'analyse a révélé la présence de 5
familles de métabolites secondaires chez L. stoechas : les tanins, les flavonoides,
les saponosides, les dérivés anthracéniques et le mucilage. Aucune détection
d'alcaloides n'a été notée.

Les résultats indiquent une réaction franchement positive de tanins
catéchiques et galliques dans les deux régions. Pour ce qui est des flavonoides,
les flavonones et flavanonols, ils montrent une présence positive dans la région de
Tissemsilt. Les catéchols et les anthocyanes sont présents a faible niveau, a

I'exception de Blida, ou les anthocyanes sont modérément positifs.

Les saponosides affichent une présence faiblement positive dans les deux

régions, tandis que les mucilages montrent une réaction francement positive.

Les deux régions se distinguent également par leur richesse en dérivés
anthracéniques, notamment les dérivés anthracéniques combinés O-hétérosides

et les C-hétérosides.

La présence des familles chimiques détectées pour L. stoechas dans notre
étude est confirmée par d’autres travaux. Les travaux menés par HADDOUCHI et
al., [224] ont mis en évidence la présence de tanins et de flavonoides dans la
partie aérienne de la plante. Par ailleurs, BOUFELLOUS et al., [225] ont
également corroboré la présence de polyphénols, de flavonoides, de tanins et de

saponosides dans les feuilles et les fleurs de L. stoechas au Maroc.

Ces résultats sont en accord avec les travaux de BACHIRI et al., [173] au
Maroc, qui ont signalé la présence de tanins (catéchiques et galliques), de dérivés
anthracéniques ainsi que de flavonoides (anthocyanes, flavones et catéchols)
dans les parties aériennes de L. stoechas et L. dentata, avec l'absence

d'alcaloides chez les 2 especes.

Le screening phytochimique des extraits d’une autre espéce de Lavandula,
L. pedunculata réalisé par Bachiri et al., [226] ont mis en évidence la présence de
tanins catéchiques et galliques, de flavonoides (anthocyanines, flavones et
catéchols) ainsi que d'anthracéniques combinés (C-hétérosides et O-hétérosides).

Dans une étude sur L. antineae, KRIMAT et al., [227] ont rapporté la présence de
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flavonoides, de tanins et de saponines. BALAKRISHNAN et al. [228] ont détecté

des flavonoides, des saponines et des tanins.

Le screening phytochimique réalisée pour ces 2 especes L. angustifolia et
L. stoechas montrent des résultats confirmés par d'autres travaux, a savoir la
présence de certaines familles chimiques, tandis que I'absence d'autres familles
peut s'expliquer par une différence au niveau de plusieurs parameétres
géographiques, physico-chimiques ou biologiques tels que : la différence du site
de récolte comprenant I'environnement de la plante (climat et sol) ou l'aspect
génétique entre les especes, ou des mutations au niveau des génes pour une

adaptation génétique [225].

3.2.4 Extraction des composés polaires

A. L. anqustifolia

Le rendement des extraits méthanoliques obtenus de I'extraction par
soxhlet des composés polaires a partir des fleurs de L. angustifolia sont

regroupés dans le tableau 3.7.

Tableau 3.7 : Rendements en (%) des extraits bruts méthanolique de

L. angustifolia.

Espéece L. angustifolia

Région Blida Chlef

Rendement en extrait brut 956+ 0,13 | 11,13 +£0,29

¢ Note: les valeurs sont données en moyenne * écart type (n=3)

D’aprés le tableau 3.7, les rendements en extraits méthanoliques bruts
obtenus par soxhlet chez L. angustifolia sont faibles, avec des valeurs de 9,56% a
Blida et de 11,13% a Chlef. Nous constatons une certaine variabilité entre les
régions, avec un rendement en extrait méthanolique plus élevés dans la région de
Chlef. Cependant, ces résultats different considérablement de ceux obtenus par
COSTEA et al., [222], qui ont rapporté un rendement bien plus élevé en extrait

méthanolique qui est de 24,83 + 0,32%. L’extrait est obtenu par macération des
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fleurs de L. angustifolia dans un mélange méthanol-eau (70:30, v/v) pendant 24

heures a température ambiante.

B. L. stoechas
Les résultats de I'extraction par soxhlet des composés polaires a partir

des fleurs de L. stoechas sont regroupés dans le tableau 3.8.

Tableau 3.8.: Rendements en (%) des extraits bruts méthanolique de

L. stoechas.
Espéce L. stoechas
Région Blida Tissemsilt
Rendement en extrait brut 17,35 £ 0.06 13,55 +0.28

Note: les valeurs sont données en moyenne + écart type (n=3)

D'aprés les résultats du tableau 3.8, les rendements en extraits
méthanoliques bruts sont de 17,35% a Blida et de 13,55% a Tissemsilt. En
comparaison avec des travaux antérieurs, les travaux rapportés par MENACEUR
[229] indiquent un rendement de 19,29 % pour I'extrait éthanolique des feuilles de

L. stoechas.

Ces données mettent en évidence des différences de rendement entre les
méthodes d'extraction et les especes de lavande, soulignant ainsi la diversité des

résultats obtenus dans différentes conditions expérimentales.

Cependant, la solubilité des composés phénoliques dépend de leur nature
chimique au sein de la plante, présentant une variation allant des composés
simples aux composés fortement polymérisés. On observe également des
guantités variables d'acides phénoliques, de phénylpropanoides, d'anthocyanines
et de tanins dans les matieres végétales. Cette diversité structurelle contribue a
une grande variabilité physico-chimique, influencant ainsi le processus d'extraction

des polyphénols [230].
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3.2.5 Dosage des polyphénols totaux

e L. angustifolia

Les teneurs en polyphénols totaux dans les extraits des fleurs de
L. angustifolia récoltée a Blida et Chlef sont détaillées dans le tableau 3.9.

Tableau 3.9: Teneurs en polyphénols totaux chez L. angustifolia.

Espéce L. angustifolia

Région Blida Chlef

Teneur en polyphénols
(mg EAG/g MS) 35,85+0,35 37,36 +0,71

Note: les valeurs sont données en moyenne + écart type (n=3)

Les données du tableau 3.9 et indiquent que la teneur en composés
phénoliques (exprimée en mg EAG/g de MS) dans les extraits méthanoliques
varie selon les régions. Cette teneur a été déterminée a partir de I'équation de
régression de la courbe d'étalonnage (y= 0.01x + 0.032, R2 = 0,994) et exprimée
en équivalents d'acide gallique (GAE) (Appendice E.4). Elle est de 35,85 mg
EAG/g de MS pour Blida et de 37,36 mg EAG/g de MS pour Chlef.

Les comparaisons par le test ANOVA montrent une différence

statistiguement significative entre les moyennes (p = 0,04 < 0,05) (Appendice E.4).

Nos résultats démontrent des concentrations en polyphénols supérieures a
celles rapportées dans I'extrait méthanolique de L. angustifolia de Lituanie [231]
(5,40 mg EAG/g) et dans l'extrait aqueux de L.angustifolia d'lran [232] (16,2 mg
EAG/g MS), ainsi que dans l'extrait éthanolique de L.angustifolia en Roumanie
[233] (1,4 mg GAEg-1 MS). En outre, une autre étude indique que les teneurs en
polyphénols totaux de la méme espece L. angustifolia en Roumanie [234]
(50,6 = 3,16 mg EAG/g) sont supérieures a celles de notre étude de méme que
dans l'extrait aqueux du Maroc [235] (67,967 + 0,139 mg EAG/g MS).
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e L. stoechas

Les teneurs de polyphénols totaux dans les extraits des parties aériennes
fleuries de L. stoechas récoltées a Blida et a Chlef sont montrées dans le tableau
3.10.

Tableau 3.10: Teneurs en polyphénols totaux chez L. stoechas.

Espéce L. stoechas

Région Blida Tissemsilt

Teneur en polyphénols
(mg EAG/g MS)

2291+0,71 33,06 +1,41

Note: les valeurs sont données en moyenne + écart type (n=3).

D’aprés le tableau 3.10, la région de Tissemsilt a enregistré la teneur la
plus élevée, avec une valeur de 33,06 + 0,71 mg EAG/g MS tandis que la région

de Blida a présenté une teneur inférieure de 22,91 + 0.71 (mg EAG/g MS).

La comparaison des teneurs en polyphénols entre L. stoechas provenant
de Tissemsilt et de Blida a révélé une difféerence hautement significative (< 0,001)
(Appendice E.2).

En comparant nos résultats avec d'autres études menées dans difféerentes
régions, nous observons des concentrations variables de polyphénols. Pour
I'espéce L. stoechas évoluant a Tizi-Ouzou [229], une concentration élevée de
132,3 mg EAG/g a été rapportée. En revanche, les résultats de la méme plante a
Laghouat [236] ont montré une concentration beaucoup plus faible de 9,74 + 0,48
EAG/g. L. stoechas qui évolue en turquie [237], la teneur totale en phénols était de
105,5 + 2,7 mg GAE/g d'extrait sec, tandis celles évoluant au Maroc, cette teneur
atteignait 130,15 + 3,72 mg EAG/g [238].

De la méme maniére, les recherches menées par MESSAOUD et al., en
Tunisie [239], montrent que les teneurs en polyphénols pour L. angustifolia étaient
de 31,3 + 1,4 mg EAG/g et pour L. stoechas de 25,2 + 0,4 mg EAG/g. Ces valeurs
sont proches de celles observées dans notre propre étude pour les deux espéces.
DIF et al. [240], lors d’une étude comparative des espéces de lavande en 2017 a

Béni Saf, ont quantifié les polyphénols dans trois espéces de lavandes. Les
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résultats de la quantification des composés phénoliques mettent en évidence que
les feuilles de L. dentata contiennent 60,84 + 0,87 mg/g de phénols totaux. De
plus, la quantification des composés phénoliques des feuilles L. stoechas est
estimée a 67,58 + 0,70 mg/g d'extrait de phénols totaux, tandis que celle de
L. angustifolia est estimée a 74,74 + 0,59 mg/g d'extrait de phénols totaux. De
maniére similaire, HADDOUCHI et al., [224] ont entrepris une étude comparative
des especes qui évoluent a Tlemcen. L'étude portait sur trois especes distinctes
L. multifida, L. dentata, L. stoechas. Les résultats obtenus ont révélé des teneurs
variables dans les nombreux extraits hydro-méthanoliques des plantes étudiées.
La teneur la plus élevée a été enregistrée dans I'extrait hydro-méthanolique des
feuilles de L. multifida, atteignant 23 + 1,1 mg EAG/g MS. Des teneurs
significatives ont également été observées dans les extraits de feuilles de
L. stoechas (18 + 1,4 mg EAG/g MS), L. dentata (15,8 £ 0,9 mg EAG/g MS), ainsi
gue dans les extraits de fleurs de L. stoechas (17,8 + 1,6 mg EAG/g MS) et
L. dentata (16,4 £ 0,5 mg EAG/g MS). L'extrait hydro-méthanolique des fleurs de
L. multifida présente une teneur plus faible en polyphénols, mesurée a
7,9 £ 0,2 mg EAG/g MS.

Les teneurs en polyphénols totaux des extraits méthanoliques provenant
des fleurs de L. angustifolia et des parties aériennes fleuries de L. stoechas

présentent une variabilité en fonction des 4 lieux de récolte.

Ces observations suggérent que la variabilité des teneurs en polyphénols
peut étre liée aux caractéristiques spécifiques de chaque espece et a l'influence
de I'environnement. En effet, diverses recherches ont révélé que la quantité de
composeés phénoliques présente une variabilité significative d'une espece a l'autre
et méme au sein d'une méme espece. Cette diversité est influencée par divers
facteurs extrinseques tels que la température, le climatet d'autres conditions
environnementales [241], ainsi que des facteurs génétiques liés a la variété et a
l'origine de l'espece [242]. Des aspects physiologiques, tels que le degré de
maturité de la plante et la nature des organes, jouent également un role significatif
[243]. La durée de stockage est un autre parametre a prendre en compte dans la
variabilité de la teneur en composeés phénoliques [243]. L'utilisation de différentes

techniques d'extraction, de différents solvants d'extraction et de courbes
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d'étalonnage (quercétine, rutine, catéchine) réduit la fiabilité de la comparaison
entre les études [224].

3.2.6 Extraction des huiles essentielles et caractérisation physico-chimique

3.2.6.1 Caractéristiques organoleptiques

A. L. anqustifolia

L’extraction par hydrodistillation des fleurs séches de L. angustifolia a été
réalisée avec un dispositif de type Clevenger. Les caractéristiques
organoleptiques des HEs jouent un rble essentiel dans leur utilisation et
évaluation. Le tableau 3.11 représente les résultats des caractéristiques

organoleptiques de I'HE.

Tableau 3.11 : Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles de

L. angustifolia.

Espece L. angustifolia Norme AFNOR

Région Blida Chlef

Aspect L|qU|d.e, moblle et L|qU|d.e, moblle et | Liquide limpide
limpide limpide

Couleur Jaune pale Jaune foncée Jaune pale

Odeur forte, agréable et | forte, agréable et | Caractéristique

propre a la plante | propre a la plante florale

Les résultats du contréle des caracéristiques organoleptiques de I'HE de

L. angustifolia sont en accord avec ceux répertoriés dans les normes.
B. L. stoechas

Le tableau 3.12 représente les résultats des caractéristiques

organoleptiques de I'HE de L. stoechas.
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Tableau 3.12 : Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles de

L. stoechas.
Espéce L. stoechas
_ : Norme AFNOR
Région Blida Chlef
o ) o ) Liquide, mobile et
Aspect| Liquide, mobile | Liquide, mobile o
limpide
Couleur,  Jaune clair Jaune clair Jaune clair
Forte Forte
agréable, agréable,
Odeur
rappelant 'odeur | rappelant 'odeur L
o . |caractéristique de |3
des sommités des sommités .
Odeur . . lavande, trés
fleuries, fleuries, o
o o legérement
légérement légérement )
] ] camphrée
camphrée camphrée

Les caractéristiques organoleptiqus de I'HE de L. stoechas sont similaires

aux normes établies par AFNOR 2000.

3.2.6.2 Rendement d’extraction des huiles essentielles

A. L. anqustifolia

Les résultats du rendement moyen en HE de L. angustifolia sont

répertoriés dans le tableau 3.13, exprimés en pourcentage (g d'HE pour 100

grammes de matiere végétale).

Tableau 3.13

Rendements en (%) des huiles essentielles de

L. angustifolia

Espéce L. angustifolia
Région Blida Chlef
Rendement % 4,08 £0,12 3,99 + 0,09

Les valeurs sont données en moyenne +* écart type (n=3)
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Les résultats présentés dans le tableau 3.13 montrent que les teneurs en
HE des fleurs de L. angustifolia provenant des deux régions sont presque
similaires 4,08% Blida et 3,99% Chlef.

En effet le test ANOVA ne montre pas de différence significative au niveau
rendement moyen des HEs testées entre les deux sites de récolte (Blida et Chlef)
(p> 0.05) (Appendice E.5).

Nos résultats ont été comparés avec d’autres travaux sur la méme espéce
L. stoechas récoltée dans diverses régions. Les rendements obtenus lors de notre
étude sont trés proches de ceux énoncés par BENYAGOUB et al., (2014) pour
L. stoechas récoltée a Tlemcen, avec un rendement de 4,12% [9]. Un rendement
comparable de 4,20% a été observé par TURGUT et al., (2017) pour des plantes
qui évoluent en Turquie [244].

Des taux plus élevés ont été enregistrés ailleurs. DANH et al., (2013) ont
rapporté un taux de 4,57% pour L. stoechas cultivée en Australie [245], tandis que
COSTEA et al., (2019) ont observé des variations saisonnieres chez L. stoechas

en Roumanie, avec 3% en juin et 4,40% en septembre [222].

En revanche, des rendements plus faibles ont été rapportés pour
L. stoechas dans d'autres études. VERMA et al., (2009) [246] ont rapporté un
rendement de 2,8 % pour les plantes évoluant en Inde. REZAZADEH et al., (2008)
[247] ont trouvé un rendement de 2,5 % pour celles poussant en Iran. BELHADJ
MOSTEFA et al., (2014) ont observé un rendement de 2 % pour celles récoltées a
Batna [17]. Nos résultats restent néanmoins supérieurs a ceux obtenus par
ZAHED et al., (2020) [18] pour les plantes récoltées a Ain Defla et par JIANU et
al., (2013) avec un rendement de 1,13 % pour cette méme espece en Roumanie
[50].

L. stoechas

Les résultats du rendement moyen en HE de L. stoechas sont
consignés dans le tableau 3.14, exprimés en pourcentage (g d'HE pour 100

grammes de matiere végétale).
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Tableau 3.14 : Rendement moyen en (%) des huiles essentielles de
L. stoechas

Espéce L. stoechas
Région Blida Tissemsilt
Rendement % 1,19+0,01 1,52 + 0,08

e Les valeurs sont données en moyenne + écart type (n=3)

La comparaison par le test ANOVA a montré une différence significative
entre les deux sites de réecolte (Blida et Tissemsilt) (0,01 < p < 0,05) (Appendice
E.5).

Nos résultats sont comparables a ceux obtenus par DOB et al., [11] sur
des plantes qui évoluent a Cherchel avec un rendement de 1,1%, ainsi qu'avec
ceux de BAALI et al., [248], sur la méme espece cultivée a Bouira, qui ont
rapporté un rendement de 1,46%. Toutefois, SEBTI [249] a démontré un
rendement légerement supérieur de 1,8% pour L. stoechas poussant a Jijel. Une
étude menée par BENABDELKADER [12] sur 11 especes spontanées de
L. stoechas provenant de diverses régions d'Algérie a révélé des rendements
variables en HE, s'étendant de 0,52% a 1,63%. Parmi ces espéces, celle récoltée

dans la région de Blida a présenté un rendement proche de 1,36 %.

D’autre part nos résultats se rapprochent de ceux de MSAADA et al., [250]
pour les plantes qui évoluent en Tunisie (1,04%) et de HASSIOTIS [251] pour
celle qui évoluent en Gréce (1,46%). En revanche, ils demeurent faible par rapport
a ceux rapportés par BACHIRI et al., [173] (2,05%). RAINA et NEGI [252] ont
également signalé des rendements plus modestes de 0,86% pour L. stoechas
cultivée en inde, tandis que CARRASCO et al., [253], qui travaillent sur des
échantillons de différentes régions en Espagne, ont obtenu des rendements

variant de 0,3% a 1%.

Les espéces spontanées de L. stoechas présentent une grande variabilité
de leurs teneurs en HE en fonction de leur origine géographique. Cette

particularité a été mise en évidence par plusieurs travaux pour différents pays.
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Des conclusions similaires de variabilité ont été tirées concernant les L. stoechas
spontanées de Crete [254] et de Corse [255].

Nos résultats mettent en évidence les variations de rendement observées
entre les différentes régions. Ces variations peuvent étre dues a plusieurs
facteurs ; les facteurs intrinséques, liés a I'espéce, au type de clone, a l'organe
concerné, a l'interaction avec I'’environnement (climat ou type de sol) et au degré
de maturité du végétal concerné, voire au moment de la récolte au cours de la

journée ; facteurs extrinséques, en lien avec ou la méthode d’extraction [17].

3.2.6.3 Caractéristiques physico-chimique

A. L. anqgustifolia

Les caractéristiques physico-chimiques des HEs de L. angustifolia sont

répertoriées dans le tableau 3.15.

Tableau 3.15 : Caractéristiques physico-chimique de I'huile essentielle de

L. angustifolia.

HE HE
Paramétre L. angustifolia |L. angustifoliaNorme AFNOR
Blida Chlef
Indice de réfraction 1,462 1,462 1,458 — 1,464
Indice acide (mg KOH/qg) 0,595 0,912 Max 1,0
Densité relative 0.887 0,901 0,880 -0,9
pH 5, 05 4,89 -

Bien que des variations aient été observées, les caractéristiques physico-
chimiques de nos huiles essentielles demeurent en adéquation avec les critéres
établis par les normes de 'AFNOR 2000 [112] (tableau 3.15).

L’indice de réfraction renseigne sur la qualité de I'huile, il varie avec la
teneur en monoterpénes et en dérivés oxygénés. Une forte teneur en
monoterpénes donnerait un indice élevé [256]. Les indices de réfraction des HEs
de fleurs de L. angustifolia dans les deux régions étaient de 1,462. Les HEs des

fleurs de la méme espéce présentaient un indice de réfraction de 1,486 [257]. De
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plus, d'autres travaux sur les parties aériennes fleuries ont révélé des indices de

réfraction de 1,459 en septembre et de 1,464 en juillet [258].

Les valeurs de pH des HEs de L. angustifolia varient entre 4,89 et 5,05. En
réesumé, les HEs provenant de ces deux régions présentent un pH légerement

acide, ce qui contribue a leur bonne conservation.

L'indice d'acide mesure la quantité d'acides gras libres présents dans I'HE.
Un indice élevé indique une dégradation de ['huile, probablement due a un
vieillissement, une oxydation ou des conditions de stockage inadéquates. Un
indice d'acide trop élevé peut affecter les propriétés organoleptiques et la stabilité
de I'nuile. L'HE de L. angustifolia de Blida affiche une valeur de 0,595 mg KOH/g,
tandis que celle de L. stoechas de Chlef présente 0,91 mg KOH/g. les HEs sont
conformes aux exigences de la norme AFNOR sur ce critére spécifique.

B. L. stoechas

Les caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles de

L. stoechas sont représentées dans le tableau 3.16.

Tableau 3.16 : Caractéristiques physico-chimique de I'huile essentielle de

L. stoechas.

Parametre L. stoec|:_|hEas Blida | L. stoech;ETissemsilt Norme AFNOR
Indice de réfraction 1,456 1,456 1,458 — 1,464
Indice d’acide 0,891 0,861 Max 1,0
Densité relative 0,889 0,887 0,880 -0,9
pH 5,15 5,55 -

Nous avons constaté I'absence de normes AFNOR ou ISO spécifiques a
L. stoechas. Par conséquent, nous avons adopté une approche comparative en
utilisant les standards établis pour L. angustifolia comme référence. Bien que ces
deux espéeces présentent des différences botaniques et biochimiques, les normes
de L. angustifolia constituent une base de comparaison pertinente, offrant un
cadre d'évaluation reconnu pour les HEs de lavande et permetant d'évaluer la

gualité et les caractéristiques de I'huile de L. stoechas.
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L’indice de réfraction pour les HEs de L. stoechas, provenant des parties
aériennes fleuries dans les deux régions, est de 1,456. MENACER [229] a
observé un indice de réfraction de 1,471 pour les parties aériennes fleuries de la
méme espéce. LOUKHAOUKHA [92] a également trouvé un indice de réfraction
de 1,471 pour les fleurs de L. stoechas récoltées a Blida.

L’HE de L. stoechas présente un pH légerement acide (5,15 et 5,55).

Malgré certaines fluctuations constatées, les propriétés physico-chimiques
de nos HEs restent conformes aux standards définis par les normes AFNOR 2000
[112]. Ces variations, bien que présentes, n'altérent pas la conformité globale de

nos HEs aux criteres de qualité établis (tableau 3.16).

D'apres les variations observées dans le tableau 3.15 et 3.16, il semble que
tous ces parameétres soient influencés par les conditions édaphiques, climatiques
et les pratiques culturales. Cela illustre la complexité de la notion de chémotype
[259].

3.2.7 Composition chimique des huiles essentielles

3.2.7.1 Composition chimique de L’huile essentielle de L. anqustifolia récoltée

dans la région de Blida

La composition chimique et le pourcentage des composés de I'HE de
L. angustifolia récoltée a Blida identifiée par GC/MS sont présentés dans le
tableau 3.17.

Tableau 3.17 : Composition chimique de I'huile essentielle de

L. angustifolia.

N° Composé IR | L. angustifolia Blida
1 a-Pinene 937 0,25%
2 Camphene 943 0,97%
3 | Thuja-2,4 (10)-diene | 958 0,84%
4 Sabinene 977 0,17%




5 B-Pinene 981 0,47%
6 Myrcene 992 0,60%
7 a- Phellandrene 1009 0,43%
8 a-Terpinene 1018 0,30%
9 p-Cymen 1028 0,42%
10 1,8-Cineol 1035 9,94%
11 (Z2)-B-Ocimene 1040 2,13%
12 (E)-B-Ocimene 1049 0,35%
13 Y-Terpinene 1060 0,37%
14 a-Terpinolene 1086 0,54%
15 Linalool 1118 41,25%
16 Camphor 1158 14,47%
17 Borneol 1164 3,53%
18 Terpinen-4-ol 1191 9,90%
19 Hexylbutanoate 1200 1,64%
20 a-Terpineol 1206 1,44%
21 | Hexyl 2-methylbutanoate | 1239 0,41%
22 Isobornyl formate 1245 0,16%
23 Cumin aldehyde 1252 0,31%
24 Linalylacetate 1256 2,26%
25 Lavandulylacetate 1289 1,27%
26 Hexyltiglate 1328 0,28%
27 Nerylacetate 1360 0,25%
28 GeranylAcetate 1379 0,24%
29 Hexylehexanoate 1385 0,17%

136
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30 (E)-Caryophyllene 1412 0,71%
31 (E)-B-Farnesene 1452 2,19%
32 B-Santalene 1460 0,19%
33 Germacrene-D 1479 0,35%
34 (2)-a-Bisabolene 1504 0,75%
35 Caryophylleneoxide 1582 0,46%
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Figure 3.38 : Profil chromatographique de I'huile essentielle de

L. angustifolia récoltée dans la région de Blida analysée par CG/SM.

L’analyse chromatographique par CG/SM de I'HE des fleurs
de L. angustifolia récoltée dans la région de Blida a permis didentifier 35
composeés chimiques, représentant plus de 99% de la composition totale de I'huile
(Tableau 3.17 ; figure 3.38). Les résultats montrent que les monoterpénes
oxygéneés sont les constituants majoritaires. L’HE est riche en linalol, composé
dominant a plus de 40%. Le chémotype de I'HE L. angustifolia de la région de
Blida est le linalol. Le profil chromatographique de I'huile est caractérisé aussi par
la prédominance d’'un autre monoterpéne oxygéné, le camphor (14,47%).
L’eucalyptol et le terpinen-4-ol sont présents mais a des teneurs moins

importantes et représentent respectivement 9,94 % et 9,90 % de la composition
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globale de I'huile, suivie du bornéol (3,53%), linalyl acetate (2,26%), I'a terpineol
(1,44 %) et le lavandulyl acetate (1,27%). Parmi les six sesquiterpénes identifiés le
B-Farnescene (2,19 %) est le plus abondant. L’huile est caractérisée aussi par la

présence des esters terpéniques.

3.2.7.2 Composition chimique de I'HE L. anqustifolia récoltée dans la région de

chlef

La composition et les pourcentages des composés de I'HE de
L. angustifolia, collectée dans la région de Chlef et identifiee par GC/MS, sont

répertoriés dans le tableau 3.18.

Tableau 3.18 : Composition chimique de I'huile essentielle de L. angustifolia

(Chlef)
\° Composé R L.angustifolia
Chlef %

1 a-Pinene 937 0,24%
2 Camphene 943 0,69%
3 | Thuja-2,4 (10)-diene | 958 0,60%
4 Sabinene 977 0,20%
5 B-Pinene 981 0,38%
6 Myrcene 992 0,62%
7 a- Phellandrene 1009 0,55%
8 a-Terpinene 1018 0,25%
9 p-Cymen 1028 0,27%
10 Limonene 1031 1,45%
11 1,8-Cineol 1035 7,13%
12 (2)-B-Ocimene 1040 5,47%
13 (E)-B-Ocimene 1049 0,67%
14 Y -Terpinene 1060 0,36%
15 a-Terpinolene 1086 0,55%
16 a-Fenchone 1093 0,47%
17 Linalool 1118 41,71%
18 Allo-Ocymene 1134 0,20%




19 Trans pinocarveol 1135 0,20%
20 Camphor 1158 12,54%
21 Pinocarvone 1170 0,32%
22 Terpinen-4-ol 1191 7,25%
23 Cymen-8-ol 1198 0,53%
24 Hexylbutanoate 1200 0,55%
25 a-Terpineol 1206 1,58%
26 Hexenylbutanoate 1231 0,21%
27 Hexyl 2 1239 0,23%
methylbutanoate
28 Isobornyl formate 1245 0,14%
29 Cumin aldehyde 1252 0,63%
30 Linalylacetate 1256 3,12%
31 Isobornylacetate 1284 0,12%
32 Lavandulylacetate 1289 1,60%
33 Hexyltiglate 1328 0,19%
34 Nerylacetate 1360 0,23%
35 GeranylAcetate 1379 0,34%
36 (E)-Caryophyllene 1412 0,56%
37 (E)-B-Farnesene 1452 1,31%
38 B-Santalene 1460 0,13%
39 Germacrene-D 1479 0,35%
40 Selinene 1487 0,28%
41 (2)-a-Bisabolene 1504 0,53%
42 Lavandylisovalerate 1509 0,18%
43 Y-Cadinene 1512 0,18%
44 6-Cadinene 1520 0,40%
45 Cis-Calamenene 1536 0,15%
46 a-Cadinene 1542 0,18%
47 Germacrene B 1552 0,40%
48 Spathulenol 1568 0,12%
49 Caryophylleneoxide 1582 1,10%
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50 Humuleneepoxide II 1615 0,19%
51 Bisabololoxide B 1667 0,34%
52 Cadalene 1672 0,51%
53 a-Bisabolol 1685 1,34%
54 a-Sinensal 1755 0,08%
55 Manool 2032 0,14%

IR : Indice de retention
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Figure 3.39 : Profil chromatographique de I'huile essentielle de

L. angustifolia récoltée dans la région de Chlef analysée par CG/SM.

L’analyse chromatographique de I'HE des fleurs de L. angustifolia
récoltées dans la région de Chlef a permis d'identifier 55 composés représentant

plus de 99% de la composition totale de I'huile (Tableau 3.18 ; figure 3.39).

Les résultats montrent que les monoterpénes oxygénés sont les
constituants majoritaires. L’HE est riche en linalol, composé dominant a 41,71 %.
Le chémotype de I'HE L. angustifolia pour la région de Chlef est le linalol. L'HE
est marquée par la présence du camphor (12,54%), suivi par le terpinen-4-ol
(7,25%), I'eucalyptol (7,13%), linalyl acetate (3,12%), I'a terpineol (1,58 %) et le
lavandulyl acetate (1,60%). On note la présence d’autres monoterpénes dans la
composition de cette I’huile tels que le limonene (1,45%), a fenchone (0,47%), allo
ocymene (0,20%), pinocarvone (0,32%) et le cymen-8-ol (0,53%). L’huile est plus

riche en sesquiterpénes; un seul diterpéne oxygéné, le Manool, a été identifié.
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La composition chimique de I'HE de L. angustifolia (Chlef) présente une

chimiodiversité trés importante par apport a I'HE de L. angustifolia (Blida).

La composition chimique de I'HE de L. angustifolia serait la plus variable a
I'intérieur du genre [260]. Cependant, les composés caractéristiques trouvés sont
généralement le linalol, I'acétate de linalyle, le 1,8-cinéole, le B-ocimene, le 4-
terpinéol et le camphre [261]. Dans la présente étude, le linalol est le plus
abondant dans les deux HEs analysées. Ces résultats sont conformes a ceux
rapportés par d’autres travaux sur la méme espéce. Le linalol a été identifié
comme composé majoritaire dans les HEs de L. angustifolia [262], [263], [264].
D’autres recherches ont montré que les composés majeurs sont le linalol et
'acétate de linalyl [14], [49], [18].

Par ailleurs, nos résultats different considérablement de ceux obtenus par
Belhadj Mostefai (2014) et al., pour L. angustifolia cultivée ou I'huile essentielle est
dominée par le 1,8-cinéole (29,4 %) et le camphre (24,6 %) [17], ainsi que de ceux
obtenus par Djenane et al., (2011) pour L. angustifolia récoltés, ou le 1,8-cinéole

est également prédominant a 37,80 % [48].

3.2.7.3 Composition chimigue de I'huile essentielle de L . stoechas récoltée dans

la région de Blida

La composition chimique et le pourcentage des composés de I'HE de
L. stoechas récoltée a Blida identifiée par GC/MS sont présentés dans le tableau
3.19.

Tableau 3.19 : Composition chimique de I'huile essentielle de L. stoechas

(Blida).
N° Composé IR | L. stoechas (Blida)
1 Tricylene 909 0.109%
2 a-Pinene 944 0.639%
3 Camphene 958 1.014%
4 Sabinene 962 0.112%
5 B-Pinéne 982 0.188%
6 1,8-Cinéol 1040 14.016%




7 Sabinene hydrate 1061 0.146%
8 Fenchone 1109 36.362%

Linalool 1112 0.227%
10 Trans pinocarveol 1136 0.228%
11 Camphor 1161 8.208%
12 Borneol 1165 0.123%
13 Pinocarvone 1171 0,240 %
14 Lavanduol 1182 0.460%
15 Terpinen-4-ol 1189 0.475%
16 Cymen-8-ol 1197 0.154%
17 a-Terpineol 1204 0.800%
18 Myrtenol 1208 0.416%
19 Verbenone 1213 0.241%
20 Chrysanthenone 1218 0.276%
21 Fenchyne acetate 1221 0.686%
22 Carvone 1254 0.772%
23 Bornyle Acetate 1288 0.991%
24 Lavandyle acétate 1327 2.440%
25 Hexyl tiglate 1334 0.123%
26 Neryl acetate 1357 0.212%
27 Cyclosativene 1361 0.575%
28 a-copaene 1365 0.223%
29 Geranyl acetate 1368 0.161%
30 B-Elemene 1373 0.127%
31 Hexyl hexanoate 1376 0.072%
32 B-Bourbonene 1379 0.095%
33 Socaryophyllene 1399 0.163%
34 B-Caryophyllene 1413 0.334%
35 delta cadinene 1444 0.172%
36 a-Humulene 1452 0.110%
37 a — amorphene 1455 0.141%
38 D- germacrene 1469 0.180%
39 trans-3- Bergamotene 1473 0.108%
40 Béta selinene 1490 1.353%
41 alpha muurolene 1494 0.123%
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42 alpha selinene 1498 0.260%
43 Alpha bisabolene 1505 0.203%
44 Lavandyl isovalerate 1513 0.460%
45 y-Cadinene 1519 1.310%
46 trans-Calamenene 1523 0.717%
a7 o-Cadinene 1532 0.339%
48 Alpha cadinene 1543 0.443%
49 B Germacrene 1550 1.188%
50 cis-a-Copaene-8-ol 1556 0.459%
51 Spathulenol 1563 0.707%
52 Alpha amorphene 1572 0.443%
53 Germacrene D-4-ol 1578 0.327%
54 | Viridiflorolf/ Caryophyllene oxide | 1584 1.669%
55 Ledol humulene epoxide Il 1601 6.644%
56 a-Cadinol 1620 0.355%
57 2-Phenethyl hexanoate 1631 1.074%
58 Daucol 1643 0.455%
59 E-Sesquilavandulol 1646 0.266%
60 B-Eudesmol 1650 0.388%
61 Epi-a-muurolol 1653 0.309%
62 Cadinol 1657 0.529%
63 | (32)-Caryophylla-3,8(13)-dien-53-ol | 1661 0.658%
64 Cadalene 1676 1.197%
65 a-Bisabolol 1685 0.902%
66 Juniper camphor 1697 0.494%
67 alLpha ionene 1717 0.154%
68 Farnesol 1704 0.106%
69 Alpha phellandrene 1715 0.092%
70 Farnesyl acetone 1921 0.165%
71 Valencene 1945 0.141%
72 Geranyl linalool 1949 0.081%
73 Bifromene 1974 0.194%
74 Manool 2491 3.676%

143



144

I Abundance

Fenchone TIC: LSTOECH-BLIDA.D\data.ms

1800000

1600000| 1,8-Cine

1400000

amphor Manool

1200000

1000000
800000
600000

400000

200000 ‘
J

LAj L "
MO S NVARWILPRL L S L i 8 S SRS SIS
10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00 80.00 90.00 100.00

Time-->

Figure 3.40: Profil chromatographique de I'huile essentielle de L. stoechas
récoltée dans la région de Blida analysée par CG/SM

L’analyse chromatographique de I'HE des parties aériennes fleuries de
L. stoechas récoltée dans la région de Blida a permis d'identifier 74 composés
chimiques représentant plus de 99% de la composition totale de I'huile. Selon les
données du tableau 3.19 et la figure 3.40, les composés prédominants sont les
monoterpénes, avec la fenchone (36,36%), le camphre (8,21%) et le 1,8-cinéole
(14,01%), se démarquant comme les composés les plus abondants. Les
sesquiterpenes oxygénés forment le deuxieme groupe de composés le plus
abondant, avec le Ledol (6,64%) comme représentant le plus prédominant. De
plus, I'HE comprend également un diterpene oxygéné, le Manool, avec un taux de

3,68%. Le chémotype de I'HE L. stoechas pour la région de Blida est la fenchone.

3.2.7.4 Composition chimigue de 'huile essentielle L. stoechas récoltée dans la

région de Tissemsilt

La composition chimique et le pourcentage des composés de I'HE de
L. stoechas récoltée dans la région de Tissemsilt identifiee par GC/MS sont

présentés dans le tableau 3.20.

Tableau 3.20 : Composition chimique de I’huile essentielle de L. stoechas

(Tissemsilt).



N° | IR Composé L. stoechas Tissemsilt
1 | 909 tricyclene 0.197%
2 | 935 a-Pinene 0.149%
3 | 944 camphene 0.301%
4 | 958 Thujai2’4 (10)- 1.460%
diene
5 11028 Para-Cymen 0.555%
6 |1031 Limonene 0.700%
7 | 1036 1,8-Cinéole 7.488%
8 | 1077 | Sabinene hydrate 0.372%
9 | 1101 Fenchone 44.298%
10 | 1107 linalol 0.607%
11 | 1134 | trans pinocarveol 0.282%
12 | 1159 camphor 21.525%
13 | 1179 pinovarvone 0.426%
14 | 1187 terpinen-4-ol 0.494%
15| 1198 Cymen-8-ol 0.507%
16 | 1203 a-Terpineol 0.905%
17 | 1216 | Chrysanthenone 0.285%
18 | 1221 | fenchyne acetate 1.038%
19 | 1252 carvone 0.634%
20 | 1288 | Bornyle Acetate 4.166%
21 | 1325 | Lavandyle acétate 4.004%
22 | 1360 Cyclosativene 0.305%
23 | 1363 | geranyl acetate 0.184%
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24 | 1489 epi-Cubebol 0.712%
25 | 1518 y-Cadinene 0.690%
26 | 1522 | trans-Calamenene 0.284%
27 | 1532 0-Cadinene 0.196%
28 | 1542 | Myrtenyl valerate 0.190%
29 | 1549 B Germacrene 0.42%
30 | 1555 cis-a-Copaene-8- 0.17%
ol
31| 1562 Spathulenol 0.30%
32 | 1582 Viridiflorolf 0.52%
33 | 1597 Ledol 1.98%
34 | 1606 epi-Cubenol 0.71%
35| 1629 a-Cadinol 0.63%
36 | 1642 a- muurolol 0.36%
37 | 1651 B-Eudesmol 0.55%
38 | 1674 Cadaléene 0.45%
39 | 1696 a-Bisabolol 0.24%
40 | 2488 manool 0.71%
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Figure 3.41 : Profil chromatographique de I'huile essentielle de L. stoechas
récoltée dans la région de Tissemsilt analysée par CG/SM.

D’aprés le tableau 3.20 et la figure 3.41, I'analyse de I'HE de L. stoechas
récoltées dans la région de Tissemsilt par CG/SM a révélé une diversité de
constituants chimiques. En effet, 40 composés ont été identifiés, chacun
contribuant a la complexité et a la richesse de la composition. Les principaux
monoterpénes identifiés sont la fenchone a 44,30%, le camphre a 21,53% et le
1,8-cinéol a 7,49%. On note la présence du camphene a 1,46%, le bornyl acétate
a 4,16% et le fenchyne acétate a 1,04%. La fenchone et le camphre sont les 2
constituants majoritaires de I'HE analysée. Ces monoterpenes oxygénés sont
caractéristiques du profil chimique de cette HE. Le chémotype de I'HE L. stoechas

pour la région de Tissemsilt est la fenchone.

Parmi les sesquiterpénes détectés, on note la présence de ledol avec un
taux de 1,98%. Bien que minoritaire, le ledol apporte une note sesquiterpénique a

I'odeur de cette HE. Les autres sesquiterpénes sont présents a I'état de traces.

En ce qui concerne l'espece L. stoechas, la fenchone et le camphre
dominent dans les deux régions de récolte, mais leurs proportions varient. Nos
résultats pour 'HE de L. stoechas de la région de Blida (fenchone 37%, camphre
9%) et la Région de Tissemsilt (fenchone 45%, camphre 22%) s'inscrivent dans la

gamme des valeurs rapportées dans la littérature. Ills sont comparables aux
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résultats de LOUKHAOUKHA [265] (40,78% de fenchone, 9,76% de camphre)
[265] et de DOB et al., [11] (45,63% de fenchone, 11,27% de camphre).
NOUREDDINE et al., [236] ont observé des teneurs similaires avec 39,0% de
a-fenchone et 18,5% de camphre. Cependant, BAALI et al., [248] ont rapporté des
valeurs différentes, avec une teneur de 24,3% en fenchone et 26,5% en camphre.
L'étude de BENABDELKADER et al., [12] souligne la grande variabilité entre les
populations algériennes, avec des teneurs en fenchone allant de 0,1% a 37,0% et

en camphre de 3,5% a 48,4%. La région influence les proportions relatives.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus dans d'autres pays
meéditerranéens, confirmant ainsi la prédominance de la fenchone dans la
composition ou le chémotype [251], [254], [266], [239], [253], [91], [267]. Une autre
etude a révélé que la pulegone (40,4 %), le menthol (18,1 %) et la menthone
(12,6 %) étaient les principaux composes de I'HE obtenue a partir des parties

aériennes de la méme sous-espece collectée dans I'ouest de la Turquie [268].

Selon SENATORE [269], la présence ou I'absence de certains constituants
dans la plante dépend de I'un ou de la combinaison de trois facteurs, qui sont le
patrimoine génétique, I'age et I'environnement de la plante. Elle dépend aussi des
conditions climatiques et géographiques [270] qui changent d’'une région a une

autre et a la période de la cueillette [271] ainsi que la méthode d’extraction [272].

En effet, la qualit¢ de 'HE et en particulier la teneur en linalol chez
L. angustifolia varie considérablement du développement des fleurs [260], [261].
KALOUSTIAN et al., (2000) ont rapporté que la teneur en linalol a augmenté
pendant la fin de la floraison [273]. De plus une concentration plus élevée en
linalol et en terpinene-4-ol a été observé a un stade avancé de floraison chez
L. angustifolia et x intermedia [210]. Ce résultat suggere que la biosynthése du
linalol est régulée pendant la période de floraison par des signaux
environnementaux et de développement [261]. Ces différences peuvent aussi étre
causées par des processus tels que I'hydrolyse, la dégradation thermique et les
réarrangements moléculaires qui sont favorisés au cours de la méthode
d'hydrodistillation [274]. En effet I'acétate de linalyle présent en grande quantité
dans I'HE de L. angustifolia s’hydrolyse pendant la distillation pour donner du

linalol. Une diminution de la proportion d’acétate de linalyle au profit du linalol
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entraine une modification du parfum mais également une modification des
propriétés thérapeutiques de I'HE qui sera par exemple moins antispasmodique
mais plus antiseptique [275]. Cependant, il a été déterminé qu’une plante
L. angustifolia Miller poussant a haute altitude produisait jusqu'a 10% d’esters
(acétate de linalyle) en comparaison avec une plante qui se développe a une
altitude moyenne. La différence est la méme pour une plante soumise a la
secheresse [276]. CHOGRANI et al., (2010) ont également observé une variation
phytochimique de I'HE foliaire dune autre espéce du genre
L. multifida appartenant a la méme zone bioclimatique, cette variation peut étre

expliquée par des facteurs genétiques [277].

Une étude menée par ZRIRA et BENJILALI [278] a mis en évidence
I'impact de la sous-espéce sur le chimiotypage de I'HE. L'HE de L. stoechas
subsp. atlantica : le camphre est majoritaire a 39% alors que la fenchone ne
représente que 9%. A linverse, pour L. stoechas subsp. stoechas : c'est la
fenchone qui domine a 30%, le camphre n'étant présent qu'a 18%. Les 2
présentent des chemotypes différents, camphré pour subsp. atlantica et féchoné
pour subsp. stoechas. Cette variation pourrait étre expliquée par des adaptations
métaboliques propres a chaque sous-espece, influencée par des facteurs

environnementaux tels que le climat, I'altitude et le sol.

Une étude a clairement démontré la variation de la composition chimique
de I'HE de L. stoechas selon les organes de la plante. L'étude menée par
BARHOUCHI et al., [279] révéle une concentration plus élevée en fenchone dans
I'huile extraite des fleurs (52,7%) par rapport a celle des feuilles (25,9%). En
revanche, le camphre domine dans I'huile extraite des feuilles (25,94%) par
rapport a celle des fleurs (8,6%). Cette variation dans les proportions relatives des
composés majoritaires selon I'organe distillé peut s'expliquer par une biosynthése
et une accumulation différentielle des métabolites secondaires au niveau des

tissus floraux versus foliaires.

3.3 Contréle microbiologique des parties séchées

Les plantes médicinales sont exposées a de nombreuses attaques par les

microorganismes tels que les bactéries et les moisissures [186].
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Les interprétations du contréle microbiologiques des plantes séches sont
basées sur les critéres établis par I'arrété ministériel paru dans le Journal Officiel
de la République Algérienne Démocratique et Populaire numéro 39 de I'année
2017. Cet arrété définit les normes de qualité et d'hygiéne a respecter pour les

épices, le mélange d’épices et les herbes aromatiques séchées.

A. L. anqustifolia

Les résultats du contrdle microbiologiques des fleurs séchées de
L. angustifolia récoltées a Blida et Chlef sont présentés dans les tableaux 3.21 et
3.22.

Tableau 3.21 : Reésultat du contréle microbiologique des fleurs sechées de
L. angustifolia de la région de Blida.

. . Résultats . Interprétation
Microorganisme Dénombremen|, . .
! Limites UFC/g
recherché Inoculum t
24h|48h
(Aml)
10? 10| 10
Germes aérobies a 102 00|00 N = 90.9 10 Résultat conforme
30°C 103 00 | 00 ' aux normes
10* 00 | 00
-1 z
E coll 10 00 | 00 Abs 102 Résultat conforme
102 00 | 00 aux normes
10 00 | 00
Clostridiums Sulfito- 10+ 00 | 00 Abs 10° Résultat conforme
réducteurs 102 00 | 00 aux normes
10 00 | 00
-1
Staphylo-coques a 10 00 Abs 10° Résultat conforme
coagulase positive aux normes
d P 102 00
10° 00 Résultat conforme
B. cereus 102 00 Abs 108 AUX NOMMES
103 00
Absence de Résultat conforme
Salmonelle 101 Abs Abs germe dans
aux normes
259
72h|96h | 120h
Moisissures 10| 00 00 Résultat conforme
10*| 00 | 00 Abs 10° aux normes
103| 00 00
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Tableau 3.22 : Résultats du contr6le microbiologique des fleurs seches de

L. angustifolia de la région de Chlef.

Micoorganisme Résultats Interprétation
recherchés Inoculum 24h48hDenombrement Limite UFC/g
(Aml)
10 1113
Germes aérobies a 102 4|7 4 Résultat conforme
30°C 103 0000 181,81 10 aux normes
10* 00|00
10t |00|00 3
E coli Abs 10 Résultat conforme
aux normes
102 |00|00
10t 00|00
Clostridiums Sulfito- 10* 00|00 AbS 10° Résultat conforme
réducteurs 102 00|00 aux normes
102 00|00
-1
Staphylo-coques a 10 00 Abs 10° Résultat conforme
coagulase positive 102 00 aux normes
10? 00 .
B. cereus 102 00 Abs 10® Resauul';a:]g?r?]fgsrme
103 00
Absence de Absence de
Salmonelle 101 Abs Abs germe dans erme dans 25
25g g g
72 h|96h | 120h
Moisissures 10| 00 | 00 . Résultat conforme
10%] 00 | 00 Abs 10 aux normes
102| 00 | 00

Les résultats de cette analyse microbiologique sont conformes aux normes

pour tous les parametres évalués, indiquant une bonne qualité microbiologique

des fleurs de L. angustifolia récoltées dans deux régions différentes (Blida et

Chlef).

C. L. stoechas

Les résultats du contrdle microbiologiques des parties aériennes fleuries et

séchées de L. stoechas récoltées a Blida et Tissemsilt sont rapportés dans le

tableau 3.23, 3.24.
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Tableau 3.23 : Résultats du contrdle microbiologique des parties aériennes
fleuries L. stoechas récoltées de Blida.

_ . Résultats . Interprétation
Micoorganisme Dénombrement Limite
recherché¢s  |Inoculumy, i o UFC/g
(1ml)
10° 15115 Résultat
Germes aérobies a| 1072 6|6 1 4 ¢ u
30°C 102 10000 90,90 10 conforme aux
104 |00|00 normes
101 [00|00 Résultat
E coli Abs 102 conforme aux
10-2 00100 normes
101 00|00 Résultat
Clostridiums 107 |00|00 5 sy
L > Abs 10 conforme aux
Sulfito-réducteurs 10 00|00 normes
102 00|00
) .| 10t 00 Résultat
‘E‘éipm/;?seco%giisvg Abs 108 conforme aux
9 P 102 00 normes
1071 00 Résultat
B. cereus 102 00 Abs 108 conforme aux
103 00 normes
Absence de Absence de
Salmonelle 101 Abs Abs germe dans
25g germe dans 25¢g
72h | 96h | 120h RS
.. 10-1 00 00 ésultat
Moisissures 102100 | 00 Abs 104 conforme aux
103/ 00 | 00 rormes
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Tableau 3.24 : Résultats du contrdle microbiologique des parties aériennes
fleuries L. stoechas récoltées a Tissemsilt.

Micoorganisme Résultats Interprétation
recherchés Inoculum Dénombrement Limite UFC/g
24hi48h
(Aml)
10 16 (16
Germes aérobies a 102 |00 |00 4 Résultat conforme
30°C 10° /00|00 14545 10 aux normes
10* 00|00
10° 00100 Résultat conforme
H 2
E coli Abs 10 AUX NOIMES
102 00|00
10! 00|00
Clostridiums Sulfito- 10 |00|00 AbS 10° Résultat conforme
réducteurs 102 00|00 aux normes
102 00|00
-1
Staphylo-coques a 10 00 Abs 10° Résultat conforme
coagulase positive 102 00 aux normes
10° 00 Résultat conforme
B. cereus 102 00 Abs 108 AUX NOIMES
103 00
Absence de Absence de
Salmonelle 101 Abs Abs germe dans
25g germe dans 25¢g
72 h{96h | 120h
Moisissures 10%| 00 | 00 Résultat conforme
10%| 00 | 00 Abs 10° aux normes
102| 00 | 00

A partir des résultats résumés dans les tableaux 3.21, 3.22, 3.23 et 3.24,
nous constatons que le contrdle microbiologique s'est révélé négatif, démontrant
l'absence de microorganismes contaminants et de germes pathogenes
recherchés. Cependant, il est important de noter que la présence de germes
aérobies a 30°C n'est pas nécessairement un signe de contamination dangereuse
ou de mauvaise qualité, tant que leur niveau reste dans les limites acceptables
définies par les normes en vigueur pour les plantes médicinales. Ces normes
tiennent compte du fait qu'une certaine charge microbienne est inévitable et

acceptable pour ce type de produit.
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Un nombre restreint de travaux mentionne la détection de micro-
organismes spécifiques dans les produits a base de plantes. Diverses études ont
conclu a l'absence de S. aureus et de Salmonella spp. dans les échantillons
analysés [186]. Cependant, KABELITZ et SIEVERS ont montré qu'un pourcentage
de 3,3% des échantillons ont présenté des tests positifs de présence de
salmonelles, probablement en raison de la contamination par des animaux
nuisibles et des engrais organiques pendant la culture [280]. Plusieurs auteurs ont
rapporté la présence fréquente de B. cereus et Clostridium perfringens, dans les
plantes médicinales et leurs dérivés [281], [282], [283]. Cependant, selon CZECH
et al., [281], B. cereus et Clostridium perfringens ne sont pas détectés a des
concentrations pouvant poser un réel risque toxique. Selon ALEXANDER et al.,
[282], 'absence de bactéries pathogénes devrait étre considérée comme le critéere
de qualité le plus approprié [186].

L'utilisation d'une solution hydro-alcoolique pour I'extraction des matieres
premieres pourrait étre une méthode efficace pour réduire la présence de germes,
car des études ont démontré des corrélations entre la concentration en éthanol et
le nombre total de germes aérobies meésophiles [284]. Toutefois, seules les
concentrations les plus élevées en éthanol (60 a 80%) entrainent des effets
décontaminants significatifs [284]. Les souches a gram négatif, sont tres sensibles
a la chaleur et aux solutions éthanoliques. En conséquence, la microflore
résiduelle est principalement composée de bactéries endospores. Les extractions
hydro-alcooliques avec chauffage produisent généralement des produits

présentant un nombre relativement faible de germes viables (< 10%/ml) [186].

Les conditions insalubres lors de la plantation, de la récolte, du traitement,
du stockage et du transport des plantes médicinales favorisent la croissance de
moisissures et la production de mycotoxines. Parmi les nombreux facteurs
influencant 'apparition de ces toxines, on peut citer le génotype de la plante, la
souche de champignon et les conditions environnementales sont parmi les

facteurs les plus importantes [283].
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3.4.1 Evaluation de I'activité antioxydante des huiles essentielles

L’activité antioxydante des HEs de L. angustifolia et L. stoechas, ainsi que

les standards (Acide ascorbique et I'a-tocophérol) est évaluée par le test de

piégeage du radical DPPH. Les concentrations qui fournissent 50% d’inhibition

IC50 sont inversement liées a la capacité antioxydante d’'un composé.

A. L. anqustifolia récoltée

a Blida

L'estimation de l'activité antioxydante IC 50 de L'HE des échantillons de

L. angustifolia récoltés a Blida et Chlef, ainsi que les 2 standards a savoir, 'acide

ascorbique et I'a tocophérol est mentionnée dans le tableau 3.25 et la figure 3.42.

Tableau 3.25 : Activité antioxydante des huiles essentielles de

L. angustifolia.

Echantillons Activité du piégeage du DPPH *(ICso pug/ml)
L. angustifolia (Blida) 246,29 + 0,71
L. angustifolia (Chlef) 372,83 +0,97
Acide ascorbique 3,779+ 0,62
a-tocophérol 10,66 =+ 0,34

“valeur en moyenne * écart type (n=3)
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Figure 3.42 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction des différentes
concentrations des huiles essentielles de L. angustifolia dans les deux régions de

récolte.
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Les résultats de l'activité antioxydante DPPH, exprimés en pourcentage de
I'activité antiradicalaire, des HEs de L. angustifolia montrent que pour le méme
intervalle de concentration (0,1-1 mg/ml), & la concentration la plus élevée de 1
mg/ml, I'HE de L. angustifolia de la région de Blida a une activité de piégeage
envers le DPPH de 89,89% (Blida) et 88,45% (Chlef) (figure 3.42).

Les IC50 obtenues sont représentées dans le tableau 3.25. D’aprés les
résultats obtenus, I'HE de L. angustifolia de la région de Blida a montré une
activité plus élevée (246,29 + 0,71ug/ml) comparée a celle de I'HE de
L. angustifolia Chlef (372,83 £ 0,97 ug/ml). Cependant, cette activité antioxydante
de I'HE pour les deux régions reste faible par rapport a 'acide ascorbique et

I'a tocophérol avec respectivement 3,779 + 0,62 ug/ml et 10,66 + 0,34 pg/ml.

L'analyse de variance (ANOVA) effectuée sur les valeurs des
concentrations IC50 n'a pas révelé de difféerence statistiquement significative entre

les IC50 des HEs pour les deux régions comparées (p < 0.05) (Appendice G).

Les résultats de I'étude sur l'activité antioxydante de L. angustifolia
correspondent aux travaux antérieurs meneés sur la méme espece de lavande. Les
résultats obtenus par HAMAD et al., [285] pour L. angustifolia cultivée en Irak (216
pug/ml) ainsi que par HUSSAIN et al., [286] pour L. angustifolia cultivée au
Pakistan (289 + 8,5 pg/ml) corroborent avec nos résultats. En revanche, une étude
menée par NIKSIK et al., sur L. angustifolia qui évolue en Bosnie-Herzégovine a
révélé une valeur plus élevée, soit 421 ug/ml [287]. D'autres recherches sur la
méme espece ont abouti a des résultats divergents, avec des valeurs allant de
22110 + 1,18 pg/ml & 28000 pg/ml et 27670 + 0,56 pg/ml [49], [288], [289]. En
comparaison, les activités antioxydantes de tous les échantillons récoltés a Blida
et Chlef sont nettement inférieures a celle obtenue pour L. angustifolia récoltée en

Italie par GARGOLI et al., [290] qui ont rapporté des valeurs de 7,75 £+ 0,10 pug/ml.
A. L. stoechas

L’évaluation de l'activité antioxydante de L'HE de L. stoechas dans les

deux régions de récolte sont représenté par le tableau 3.26.
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Tableau 3.26 : Activité antioxydante des huiles essentielles de L. stoechas.

Echantillons Activité du piégeage du DPPH "(ICso pug/ml)
L. stoechas (Blida) 204,08 £ 3,10
L. stoechas (Tissemsilt) 399.47 £ 0,98
100
90 -
80 ad

70 o
60 Vil

S
8 5 1(%) L. stoechas Blida
2
< 40
X
30 __/ —0—/% L. sto'echas
Tissemsilt
20
10

0 T T T T T 1
100 200 400 600 800 1000

Concentration HE (mg/ml)

Figure 3.43 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction des
différentes concentrations des huiles essentielles de L. stoechas dans les deux

régions de récolte.

A une concentration de 1 mg/ml, I'HE de L. stoechas provenant de la région
de Blida montre une activité antioxydante vis-a-vis du radical DPPH, avec des
taux de piégeage de 84,45% (Blida) et 84,58% (Tissemsilt), respectivement (figure
3.43).

Les résultats assemblées dans le tableau 3.26 indiquent que I'HE de
L. stoechas provenant de Blida a présenté une activité antioxydante plus
prononcée, mesurée a 204,08 + 3.10 pg/ml, en comparaison a celle provenant de

Tissemsilt, évaluée a 399, 48 + 0,98 ug/ml.

L'analyse de variance (ANOVA) effectuée sur les valeurs des
concentrations IC50 n'a pas révélé de différence statistiquement significative entre

les IC50 des HE entre les deux régions comparées (p < 0.05) (Appendice G).
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La comparaison de l'activité antioxydante de L. stoechas entre les 2 régions
démontre une meilleure activité par rapport aux résultats obtenus par
MOHAMMEDI et ATIK (2019) pour la méme espece cultivée a Tlemcen [15]. Ces
auteurs ont rapporté une IC50 de 1852,76 + 55,74 ug/ml. De méme, les résultats
obtenus dans cette étude sont supérieurs & ceux obtenus par BARKAT et LAIB
(2020) pour L. stoechas récoltée a Constantine, avec une IC50 de 584 + 0,58
ug/ml [291], ainsi qu'a ceux obtenus par BAALI et al., (2018) avec 4,04 + 0,047
mg/ml pour L. stoechas qui évolue a Bouira [248]. En outre, les activités
antioxydantes obtenues sont également supérieures a celle rapportée dans une
étude de la méme espéce cultivée au Maroc, avec une IC50 de 785,38 + 9,04
pg/ml [292]. Les mémes résultats ont été obtenus par MESSAOUD et al., (2012)
pour L. stoechas évoluant en Tunisie, dont la valeur est de 2321,7 pg/ml [239].
Toutefois, I'étude menée sur 5 cultivars de L. stoechas évoluant en Thailande
[293], montre des IC50 qui varient de 67,65 a 363,38 pg/ml, on note que cette
activité reste tout de méme inférieure. Notre activité antioxydante est faible
comparée aux IC50 rapportées par BEN ALBDELKADER et al., (2011) [12], qui
varient de 5,10 a 32,42 pg/ml, ainsi qu'aux résultats de 0,17 pg/ml rapportés par
LEE et al., (2016) pour L. stoechas récoltée a Taiwan [294].

Les composés phénoliques, comme le thymol et le carvacrol, sont reconnus
pour leur puissant effet antioxydant [295]. Dans notre étude, les activités
antioxydantes modérées des HEs de L. angustifolia et L. stoechas sont peut étre
dles a I'absence de ces composés phénoliques dans les HEs. Cependant, Il est
difficile d’attribuer I'effet antioxydant d'une HE totale a un ou plusieurs composés
actifs. Les composés mineurs et majeurs réagissent dans leur totalité en synergie
pour une action significative de I'HE [296]. Certains composés terpéniques tels
gue le 1,8-cinéole, la fenchone et le terpinolene ont été identifies comme ayant
des propriétés antioxydantes, bien que leurs mécanismes antioxydants ne soient
pas complétement élucidés [293]. Par ailleurs, selon EL HAMDAOUI, le 1,8-
cinéole a été identifié comme étant le composé le plus efficace pour réduire de la
production de composés réagissant avec l'oxygéne par rapport aux autres
monoterpénes [297]. De plus, I'a-pinéne et I'a-phellandrene ont été identifiés pour

leur capacité a réagir rapidement avec les radicaux, entrainant une rapide
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interruption des réactions en chaine d'oxydation, réduisant ainsi le nombre de

radicaux réactifs [298].

En effet, dans les deux études menées séparément par LIS-BALCHIN et
DEANS (1997) et LIS-BALCHIN (2002), il a été rapporté qu'il n'y a pas de
corrélation entre le pourcentage des composants majoritaires tel que le linalol et
l'acétate de linalyle avec l'activité antioxydante des HEs extraites de lavande
[299]; [22]. Néanmoins, il a été observé que I'aptitude d'un composé antioxydant
est capable de piéger le DPPH qui se fait principalement grace a sa capacité a
libérer des molécules d'hydrogéne. Ceci est di a l'abondance des groupes
fonctionnels tels que les monoterpenes hydrocarbures [300] et les monoterpenes

oxygeénes [301].

Les variations des propriétés antioxydantes des HEs peuvent étre dues aux
difféerentes méthodes d'évaluation utilisées [302]. D’autres facteurs, y compris
I'espece végétale et la partie utilisée, la saison de récolte, I'origine géographique
et la méthode dextraction, peuvent également influencer leur activité

antioxydante.

3.4.2 Evaluation de I'activité insecticide des huiles essentielles

Nous avons évalué limpact des HEs extraites de L. angustifolia et
L. stoechas sur la mortalité des adultes de T. castaneum. L'expérience comprenait
des boites traitées avec ces HEs ainsi que des boites témoins sans traitement.
Les observations du groupe témoin n‘ont révélé aucune mortalité ni changement
comportemental, confirmant I'absence de mortalité naturelle durant la période
d'étude.

Les doses létales DL50 et DL90 sont déterminées a partir des courbes de
régression. Ces courbes représentent la mortalité, convertie en unités probit, en

fonction du logarithme décimal des doses administrées.
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3.4.2.1 Evaluation de la mortalité des adultes de T. castaneum traités par I’huile

essentielle de L. anqustifolia par effet de fumigation.

Les résultats obtenus pour les deux régions de récolte sont regroupés dans
le Tableau 3.27 et figure 3.44 ci- dessous.

Tableau 3.27 : Activité insecticide des huiles essentielles de L. angustifolia

vis-a-vis de T. castaneum apres 24h de traitement.

Mortalité + SD
Dose (ul/ml air) | L. angustifolia (Blida) | L. angustifolia (Chlef)
8 55,55 + 3,85 57,66 + 6,29
10 68,89 + 3,85 68,89 + 3,85
15 84,45 + 3,85 82,22 + 3,85
25 97,77 + 3,85 95,55 + 3,85
45 100+£0,0 100+£0,0
65 100+ 0,0 100+ 0,0
DL 50 (/1 air) 7 7,77
DI 90 (pl/1 air) 16,22 17,69
120
100 i
x
E 80 L @
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Figure 3.44 : Pourcentage de Mortalité par effet de fumigation des huiles
essentielles de L. angustifolia vis-a-vis de T. castaneum dans les deux régions de

récolte.
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Selon les données du tableau 3.27 et de la figure 3.44, il est observé que le
taux de mortalité chez T. castaneum augmente de maniére proportionnelle a la
concentration des HEs testées. A la plus faible dose de I'HE de L. angustifolia (8
(uW/ml air), une mortalit¢ moyenne de 55,56% et 57,78% a été enregistrée
respectivement pour les régions de Blida et Chlef aprés une exposition de 24
heures. A la dose 45 pl/ml air, une mortalité totale (100%) a été observée dans les
deux régions. Aux concentrations intermédiaires de 10 a 25 pl/ml air, I'huile
L. angustifolia de Blida semble légérement plus efficace que L. angustifolia de
Chlef pour induire la mortalité.

L'analyse des Probits a montré qu'apres 24 heures d'exposition,
L. angustifolia provenant de la région de Blida présentait une DL50 de 7 pl/l et une
DL90 de 16,22 pl/l, démontrant une plus grande susceptibilité par rapport a
L. angustifolia de la région de Chlef, qui affichait une DL50 de 7,77 pl/l et une
DL90 de 17,69 pl/l.

L'analyse de variance (ANOVA) a montré des difféerences significatives
entre les DL50 et les DL90 des deux HEs de L. angustifolia récoltée a Blida et
Chlef. Plus précisément, on observe une différence tres significative
(0,001 < p = 0,01) pour les DL50, tandis que la différence est trés hautement
significative (p < 0,001) pour les DL90 de ces deux HEs (APPENDICE H.2).

En résumé, bien que les deux HEs aient un effet insecticide similaire sur le
Tribolium, la concentration utilisée a un impact trés prononcé sur les taux de

mortalité observés.

L'effet insecticide de certaines HEs de la famille des Lamiaceae a déja été
évalué contre plusieurs insectes ravageurs de produits stockés [303], [304], [305],
[306]. Nos résultats indiguent que les HEs de L. angustifolia récoltée dans les
deux régions (Blida et Chlef), évaluées dans les essais contre T. castaneum,
présentent une toxicité supérieure par rapport a I'étude menée par GHARSAN et
al., [307] ou I'HE de L. angustifolia a montré une DL50 de 2,4 pl/ml. OVIEDO-
SARMIENTO et al., (2021) [308] ont montré un effet appréciable suite a une
fumigation de L. angustifolia contre T. castaneum avec une DL50 de 34,144 pl/|
d'air. NCIBI et al., (2019) [309], ont démontré que I'HE de L. angustifolia présentait
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une activité insecticide par fumigation contre les adultes de T. castaneum avec
une DL50 > 150 pl/l d'air.

D’autres études démontrent I'effet fumigant de I'HE de L. angustifolia contre
différents ravageurs de grains stockés. Selon GERMINARA et al., en 2017 [310],
I'HE de L. angustifolia a démontré une toxicité accrue envers S. granarius, avec
une DL50 de 1,8 pl/l d'air. LAZNIK et al. en 2012 [311], ont également étudié cette
HE contre S. granarius et ont trouvé une DL50 de 16,0 pl/l d'air en présence de

nourriture.

3.4.2.2 Evaluation de la mortalité des adultes de T. castaneum traités par I’huile

essentielle de L. stoechas par effet de fumigation.

Les résultats de l'effet insecticide par fumigation de 'HE de L. stoechas
récoltée a Blida et Tissemsilt, sur Tribolium castaneum sont présentés dans le
tableau 3.28 et la figure 3.45. Les taux de mortalité ont été déterminés pour

différentes doses des HE, allant de 8 a 65 pl/ml d'air.

Tableau 3.28 : Activité insecticide des huiles essentielles de L. stoechas

vis-a-vis de T. castaneum apres 24h de traitement.

Mortalité + SD
Dose (pl/ml air) L. stoechas Blida L. stoechas Tissemsilt

8 42,16 + 3,15 22,22 + 3,85
10 55,55 + 3,85 66,67 £ 0,0
15 64,44 + 3,85 88,89 + 3,84
25 80+0,0 100+0,0
45 97,67 £ 4,04 100+0,0
65 100+0,0 100+0,0

DL 50 10,23 9,55

DL 90 24,55 19,95
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Figure 3.45 : Pourcentage de Mortalité par effet de fumigation des huiles
essentielles de L. stoechas vis-a-vis de T. castaneum dans les deux régions de

récolte.

Les résultats (tableau 3.28 et figure 3.45) ont révélé un effet insecticide
dose-dépendant pour les deux HEs, avec une augmentation marquée de la
mortalité a mesure que la concentration augmentait. L'analyse a révélé une
différence marquée entre les compositions des HEs de L. stoechas obtenues dans
la région de Blida et Tissemsilt.

A faible concentration (8 pI/ml d'air), L. stoechas récoltée a Blida s'est
avérée plus efficace, entrainant 42,16% de mortalité contre 22,22% pour
L. stoechas récoltée a Tissemsilt. En revanche, au-dela de 15 pl/ml d'air, I'HE de
L. stoechas récoltée a Tissemsilt est devenue plus performante, atteignant 100%

de mortalité a 25 ul/ml d'air, contre 80% pour L. stoechas provenant de Blida a

cette méme concentration.

Les résultats de I'analyse de variance (ANOVA) ont révélé des différences
hautement significatives entre les DL50 et les DL90 des HEs testées dans les

deux régions, avec une valeur p <0,001 (APPENDICE H.2).

L. stoechas récoltée a Tissemsilt présente des valeurs de DL50 et DL90
plus faibles (9,55 et 19,95 ul/l respectivement) que L. stoechas récoltée a Blida
(10,23 et 24,55 ulll), indiquant une plus grande efficacité insecticide de
L. stoechas provenant de Tissemsilt a ces doses spécifiques.
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Ces resultats sont cohérents avec les études antérieures démontrant
I'efficacité insecticide des HEs de L. stoechas. Les travaux d’EBADOLLAHI et al.,
[312] ont montré que I'HE de L. stoechas, utilisée contre T. castaneum, présentait
une DL50 de 39,7 pl/l d'air aprés 24 heures de traitement. BACHIRI et al., [313]
ont évalué l'effet insecticide des HEs de L. stoechas et L. pedunculata. Ils ont
montré une forte activité contre T. castaneum, causant la mortalité de tous les
individus aprés 2 jours de traitement (A la dose de 100 pl). L'HE de L. stoechas a
montré une activité insecticide contre Anopheles labranchiae (un vecteur de la
transmission du paludisme) avec une DL50 de 112,5 mg/l [314]. De plus, une
bonne activité insecticide contre Sitophilus granarius et S. oryzae a été révélée
pour I'HE de L. stoechas [315].

Les recherches menées par WAGNER et al., [316] ont mis en évidence une
forte activité insecticide de I'HE de I'espéce L. dentata contre T. castaneum, avec
des valeurs de DL50 de 11,3 pl/l d'air (essai sans nourriture) et 29,3 ul/l d'air

(essai avec nourriture).

Les monoterpenes sont généralement des composés volatils et plutdt
lipophiles, capables de pénétrer rapidement dans les insectes et d'interférer avec
leurs fonctions physiologiques [317]. La relation entre la toxicité fumigene et la
structure des monoterpenes contre T. castaneum a été précédemment rapportée
[318]. Dans notre étude, I'effet toxique de I'HE de L. angustifolia sur T. castaneum
pourrait étre attribué a ses composants monoterpéniques tels que le linalol.
(41,25%- 41,71%), le camphre (14,47%- 12,54%), le 1,8-cinéole (9,94%-7,13%),
le terpen-4-ol (9,90%-7,25%). Pour L. stoechas, il pourrait étre due a la
prédominance de la fenchone (36,36 %- 44,30%), du camphre (8,21% - 21,53%),
du 1,8-cinéole (14,01% - 7,49%) suivis de l'acétate de bornyle (0 ,99% - 4,16%) et
de l'acétate de lavandulyle (2,44% - 4,00%). De nombreuses études font état des
activités insecticides du 1,8-cinéol contre les insectes ravageurs des produits
stockés [319], [320], [321]. Les études de LEE et al., (2003) [322] ont montré que
le 1,8-cinéole, le 1-féchone et la pulégone ont un effet fumigant sur T. castaneum
a des doses élevées. Une remarquable toxicité fumigéne a été signalée pour le
1,8-cinéole, le linalol, le bornéol, le camphre et l'acétate de linalyle des HEs de

L. angustifolia, Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris et Laurus nobilis contre
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Sitophilus oryzae et Rhyzopertha dominica [323]. QIANTAI et YONGCHENG
(1998) [324] ont évalué l'efficacité du camphre, principal composant des HEs de
Cinnamomum cassia Blume, lllicium verum Hook.f. et Cinnamomum camphora
(L.), contre Rhyzopertha dominica, S. zeamais et T. castaneum. Les résultats ont
montré que le camphre est efficace contre S. zeamais et Rhyzopertha dominica,
tandis qu'il a une action répulsive mais pas insecticide contre T. castaneum. De
plus, la toxicité de linalool a été également confirmée contre T. castaneum et
Oryzaephilus surinamensis [325] et contre S. zeamais [326], [327] avec une
relation dose-réponse.

Le 1,8-cinéole, la fenchone et le camphre sont connus pour agir au niveau
du systeme nerveux en inhibant l'activité de I'enzyme acétylcholinestérase (AChE)
chez les insectes nuisibles des grains stockés ainsi que chez les insectes
phytophages en général [328], [329], [330], [331].

L'activité insecticide varie en fonction de I'espéce dinsecte, des
concentrations d'huile et du temps d'exposition. On peut conclure que les produits
a base d'HE sont généralement a large spectre, en raison de la présence de
plusieurs composés actifs agissant via plusieurs modes d'action [332]. Dans
I'ensemble, les effets des difféerentes HEs sur une méme espéce et d'une méme
huile sur des especes dinsectes différentes sont tres variables. Les variations
importantes des effets des HEs sur différents insectes, voire sur différents stades
de développement du méme insecte, peuvent s'expliquer par des différences
marquées dans l'activité métabolique et l'importance des cibles des composés
actifs. Certains constituants des HEs aromatiques sont reconnus pour leurs effets
neurotoxiques, tandis que d'autres sont supposés agir sur les régulateurs de

croissance des insectes, tels que les hormones [165], [333], [334].

L’HE extraites a partir des fleurs de L. angustifolia et des parties aériennes
fleuries de L. stoechas récoltées ont montré une bonne toxicité fumigéne contre
les adultes du T. castaneum, confirmant son potentiel en tant qu'alternative
naturelle aux insecticides synthétiques pour le contrble des insectes ravageurs

des produits stockés.
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3.4.3 Evaluation de I'activité antimicrobienne des huiles essentielles

3.4.3.1 Evaluation qualitative de I'activité antibactérienne par la méthode

d’aromatogramme

L'évaluation de l'activité antimicrobienne des HEs de L. angustifolia et
L. stoechas a été réalisée par la technique de diffusion sur disque d'agar vis-a-vis

de 4 souches bactériennes, une levure et un champignon.

A. L. anqustifolia

Dans le tableau 3.29 sont reportés les diamétres d’inhibition des HEs et

des antibiotiques et antifongique de référence utilisés.

Tableau 3.29 : Les zones d’inhibition de I'huile essentielle de L. angustifolia et des

antibiotiques contre les microorganismes étudiés.

Zone d'inhibition en mm
Micro-organisme | = a?gﬁ‘ dsetli)fo"a L. a(”gr:’lzgo"a DMSO| C30 | CIP5|CN 10|AMB
E. coli 13,5 +0,5 12 + 0,00 <6 22 34 | 20 -
B. subtilis 30+0 465+078 | <6 21 36 16 -
S. aureus 4133+1,15 | 51,33+1,15 | <6 26 30 23 -
P. aeruginosa 10 + 0,00 8 + 0,00 <6 <6 35 17 -
C. albicans 20,33+0,58 | 23,6 +1,15 - - - - 22,0
A. brasiliensis <6 <6 - - - - -

On constate (tableau 3. 29) que les HEs L. angustifolia provenant de la région de
Blida et Chlef présentent des profils d'activité variés selon les souches
microbiennes. La souche E. coli, est Iégerement sensibles avec des zones de 13,5
mm pour L. angustifolia (Blida) et 12 mm pour L. angustifolia (Chlef), nettement
inférieures a la CIP (34 mm) trés fortement sensible. De méme sur la souche
P. aeruginosa, avec des zones inférieures a 10 mm, elles sont considérées

résistantes comparées a la forte activité de la CIP (35 mm).

Sur B. subtilis, L'HE de L. angustifolia provenant de la région de Chlef se
démarque avec une zone de 46,5 mm, supérieure a celle de la CIP (36 mm),
tandis que L. angustifolia récoltée a Blida (30 mm) est au niveau de I'antibiotique.

Son activité est encore plus remarquable contre S. aureus, avec des zones
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d'inhibition de 41,33 mm pour L. angustifolia (Blida) et 51,33 mm pour
L. angustifolia (Chlef), dépassant largement la CIP (30 mm) et la C 30 (26 mm).

Pour C. albicans, les zones de 20,33 mm pour L. angustifolia (Blida) et
23,6 mm pour L. angustifolia (Chlef) témoignent d'une forte sensibilité de la levure
a ces huiles L. angustifolia (Chlef) se distingue par son efficacité, surpassant
méme I’AMB, un antifongique de référence (22 mm). Bien que Iégérement moins
puissante que l'amphotéricine, L. angustifolia (Blida) présente également une
activité antifongique notable. En revanche, aucune zone d'inhibition n'a été

observée sur A. brasiliensis, signifiant une résistance totale a ces HEs.

Le témoin négatif qui est DMSO n’a présenté aucune inhibition pour les

deux bactéries testées séparément.

La comparaison des moyennes (test HSD de Tukey) entre I'HE de
L. stoechas et tous les antibiotiques testés a révelé une différence trés
hautemement significative (P <0,01) pour toutes les souches bactériennes

etudiées (Appendice 12).

La comparaison des moyennes (test ANOVA) de leffet de I'HE de
L. angustifolia sur les différentes souches bactériennes montre que les bactéries
Gram négatif sont moins sensibles que les bactéries Gram positif (Appendice 1.2).
En effet, S. aureus et B. subtilis ont montré une sensibilité tres forte a I'action des
HEs de L. angustifolia (provenant de Blida et Chlef) par rapport aux antibiotiques,
a l'exception de la CIP 5, qui a montré une forte activité sur B. subtilis (Appendice
1.2).

P. aeruginosa s’est montrée résistante a la gentamicine C2 (30 ug), tandis
gue la gentamicine CN (10 pg) et la CIP 5 ont produit un effet significatif avec une

vaste zone.

La comparaison des moyennes par le test ANOVA a confirmé les
différences significatives des I'HE de L. angustifolia entre les deux régions de

récolte (Blida et Chlef) sur les différentes souches bactériennes.

Ces HEs, en patrticulier L. angustifolia (Chlef), semblent trés prometteuses

pour leur activité antimicrobienne ciblée selon les microorganismes. Nos résultats
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sont en accord avec les travaux de MOON et al., [335], qui ont démontré qu’'a
I'exception de P. aeruginosa, toutes les bactéries testées ainsi que C. albicans
sont sensibles aux HEs de L. angustifolia. Une similarité de variabilité dans
I'activité antibactérienne de I'HE issue d'une méme espéce de lavande est
€galement signalée par LIS-BALCHIN et DEANS [299]. Nos résultats sont
corroborent avec les études de DANH et al., [245], sur L. angustifolia qui ont
démontré la plus grande activité antimicrobienne contre tous les micro-organismes

testés.

B. L. stoechas

Dans le tableau 3.30 sont colligés les diamétres d’inhibition et les

antibiotiques et antifongique de référence utilisés.

Tableau 3.30 : Les zones d’inhibition de I'huile essentielle de L. angustifolia

et des antibiotiques contre les microorganismes étudiés.

| Zone d'inhibition en mm

Microorganisme | = Sé‘l)ifj;has L'I"isstsoeer?]rs]ﬁts pmso | c230| 4 | SN AvB
E. coli 15,16 £ 1,04 | 12,83 £ 0,29 <6 22 34 |20 | -
B.subtilis 23+0,5 27,5+0,5 <6 21 36 |16 | -
S. aureus 22,3+0,58 | 245+0,5 <6 26 30 | 23| -
P. aeruginosa 8 +0,00 9,6 £0,28 <6 <6 35 | 17 -
C. albicans 16,16 £ 0,29 | 21,3+1,15 - - - - | 22
A. brasiliensis <6 <6 - - - - -

D'aprés les données du tableau 3.51, on constate que les deux HEs
présentent une activité antimicrobienne modérée a forte contre la plupart des
souches bactériennes testées. E. coli, est modérément sensible avec des zones
d'inhibition de 15,16 mm pour 'HE de Blida et 12,83 mm pour I'HE de Tissemsilt.
Elle est nettement inférieure a celle de l'antibiotique CIP (34 mm) qui est trés

fortement sensible.

Pour B. subtilis et S. aureus, les HEs affichent une forte sensibilité avec des
zones d'inhibition comprises entre 22,3 et 27,5 mm, comparables voire

supérieures a l'antibiotique CN mais Iégérement inférieures a CIP qui reste trés
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fortement sensible. Concernant P. aeruginosa, les HEs sont résistantes avec de
faibles zones d'inhibition (8 a 9,6 mm), contrairement aux antibiotiques tres

efficaces, notamment CIP (35 mm).

L’'HE de L. stoechas (Blida) est modérément sensible sur C. albicans
(16,16 mm) tandis que L. stoechas (Tissemsilt) est fortement sensible (21,3 mm).
En comparaison, AMB, affiche une zone d'inhibition de 22 mm, ce qui suggeére que
I'HE de L. stoechas de Tissemsilt a une efficacité comparable a cet antifongique
standard contre C. albicans, alors que L’HE de Blida est légérement moins
efficace. Les deux HEs ne sont pas efficaces contre A. brasiliensis avec des
zones inférieures a 6 mm. Néanmoins, les deux huiles sont nettement moins

efficaces contre A. brasiliensis.

Globalement, méme si les antibiotiques restent efficaces, notamment sur
les bactéries a Gram négatif, ces HEs présentent un potentiel antimicrobien

intéressant, en particulier contre les bactéries a Gram positif.

Une analyse statistique par ANOVA a permis de déterminer les différences
tres hautement significatives (p< 0.01) entre ces HEs sur I'ensemble des souches
testées. Comparées aux antibiotiques, L. stoechas (Blida) et L. stoechas
(Tissemsilt) la différence est tres hautement significative (p< 0.01), a I'exception
de C2 30 et de I'HE de L. stoechas de Blida sur la souche S. aureus, pour

lesquelles les différences ne sont pas significatives (p > 0,05) (Appendice 1.2).

Dans notre étude, les difféerences dans l'activité antimicrobienne des HEs
de lavande extraites dans différentes régions de I'Algérie pourraient s'expliquer
par la quantité de composeés actifs et leur diffusion dans les milieux de croissance.
De nombreuses études ont montré que les HEs possedent des propriétés
antimicrobiennes intéressantes, liées a la présence de composés oxygénés tels
gue les alcools, phénols, cétones, aldéhydes et esters [336]. Le caractere lipophile
du squelette hydrocarboné des molécules d'HE leur permet de traverser les
membranes cellulaires hydrophobes des bactéries et d'accéder a leur contenu
intracellulaire [337]. D'autre part, la présence de groupements fonctionnels
polaires (alcool, cétone) leur confére un caractere hydrophile qui augmente leur

solubilité dans le milieu aqueux cytoplasmique et perturbe les fonctions cellulaires
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[336]. Ainsi, cette double nature lipophile et hydrophile des composés oxygénés
des HEs potentialise leur effet antimicrobien par différents mécanismes d'action
sur les bactérices [338]. Parmi ces molécules on observe le camphre, le linalol, le
1,8-cinéol [339], le carvacrol, I'eugénol, le perillaldehyde [340], le terpinéne-4-ol
[341], I'oxyde de caryophylléne, le spathulénol [342], le bornéol [343], le viridiflorol,
le trans-pinocarvéol, le 1édol [344] et le myrténal [91].

Les propriétés antimicrobiennes de L. angustifolia et L. stoechas semblent
étre principalement liées a leurs profils chimiques, en particulier a leurs
concentrations élevées en composés oxygéenés. Le linalol a été identifié comme
I'ingrédient actif le plus puissant contre un large éventail de microorganismes [4].
Par conséquent, il est plausible de suggérer que la forte activité antimicrobienne
des deux HEs des échantillons de L. angustifolia récoltés dans deux régions

différentes est probablement dle a leur abondance en linalol.

En revanche, la fenchone est reconnu pour avoir une activité faible, voire
nulle [5]. L'efficacité antimicrobienne de L. stoechas dans les deux régions semble
étre associée a des concentrations €levées en d'autres composés oxygénes, ou
bien a des effets synergiques entre les divers métabolites présents dans les HEs.
Les études menées par BENABDELKADER (2012) [6], qui ont porté sur des
populations de L. stoechas spontanées récoltées sur 11 sites différents dans le
nord de I'Algérie, qui ont également mis en évidence que I'HE prédominante en
fenchone, issue de la population de Boumerdes, exhibait une bonne activité
antimicrobienne. Plusieurs études ont indiqgué que des composés présents a des
concentrations faibles dans les HEs pouvaient exercer un effet antimicrobien

notable, parfois méme surpassant celui des composés majoritaires.

D'autre part, les HEs ont démontré une activité tres efficace contre les
bactéries Gram positif et une activité plus ou moins modérée contre les Gram
négatif. Ces résultats concordent avec ceux mentionnés par d'autres chercheurs,
en particulier MILADINOVIC et al., (2012) [345], qui ont rapporté que les HEs de

certaines variétés de lavande présentent une activité supérieure a celle des

antibiotiques conventionnels contre S. aureus.
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La différence de la sensibilité des souches aux HEs testées pourraient étre
dues a la variation du taux de pénétration des HEs a travers la paroi et la
membrane cellulaire des structures [346], [347]. Les mécanismes probables du
pouvoir antimicrobien des HEs de la lavande contre les bactéries a Gram
positifsont basés sur le contact direct de leurs composés hydrophobes avec la
membrane cellulaireet leur pouvoir de répartir les phospholipides en les rendant
plus perméables ce qui pourrait causer des dommages structuraux ou une rupture

compléte des membranes cellulaires et des pertes de nutriments [348].

La souche bactérienne a gram négatif P. aeruginosa s'est révélée étre la
plus résistante parmi toutes les souches bactériennes testées. Ce résultat est
cohérent avec des études antérieures [335], [349], [350], [245] et peut s'expliquer
par le fait que la membrane externe de P. aeruginosa est connue pour présenter
un niveau élevé de résistance intrinseque contre de nombreux antimicrobiens et
antibiotiques en raison de sa capacité a bloquer I'accumulation de composeés actifs
sur la membrane [351], [352].

Dans nos travaux, les moisissures A. brasiliensis se sont montrées
résistantes aux HEs de L. angustifolia et L. stoechas. Ces résultats concordent
avec ceux observés par ANGIONI et al., (2006) [91]. lls ont observé une faible
efficacité des HEs de L. angustifolia testées contre Aspergillus flavus,
comparativement a un effet appréciable sur Rhizoctonia solani et Fusarium
oxysporum. Cependant, dans I'étude de CISAROVA et al., (2016) [353], I'HE de
L. angustifolia a présenté une activité antifongique modérée sur les 2 souches
d'A. niger et A. tubingensis. Par ailleurs, BENABDELKADER et al., (2011) [12] ont
montré que 11 HEs de L. stoechas récoltées en Algérie sont actives sur divers
champignons filamenteux tels qu' A. niger et Fusarium oxysporum ainsi que sur la
levure C. albicans. DAFERERA et al., [354] ont également démontré que les HES
de lavande, de romarin, de sauge et de menthe pouliot ont une activité inhibitrice

moindre contre les especes fongiques testées.



172

3.4.3.2 Evaluation quantitative de I'activité antibactérienne par la méthode des

microdilutions en milieu liquide

3.4.3.2.1 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et de la
concentration minimale bactéricide et fongicide (CMB et CMF)

L'activité antimicrobienne des HEs de L. angustifolia et L. stoechas a été
évaluée quantitativement par la méthode des microplaques afin de déterminer
leurs effets bactériostatiques, bactéricides, fongistatiques et fongicides sur les
microorganismes. Les CMI, CMB et CMF ont été mesurées pour caractériser
précisément le potentiel antimicrobien de ces HEs. Notre étude a porté sur les
souches microbiennes qui ont présenté une sensibilité appréciable vis-a-vis de

I'HE de L. angustifolia et L. stoechas.

Les tableaux 3.31 et 3.32 présentent les CMI, CMB et CMF ainsi que les
rapports CMB/CMI et CMF/ CMI pour les germes testés.

A. L. angustifolia

Les résultats obtenus sont présentées dans le tableau 3.31.

Tableau 3.31 : CMI et CMB des huiles essentielles de L. angustifolia sur les

4 souches microbiennes.

Huiles

Les valeurs

B

. ~. | S.aureus | E.coli C. albicans
essentielles (mg/ml) subtilis
CMI 0,39 0,78 3,12 6,25
L. angustifolia CMB / CMF 1,56 1,56 12,5 12,5
Blida Rapport
CMB / CMI 4 2 4 2
CMI 0,78 0,78 0,78 3,12
L. angustifolia CMB / CMF 3,12 1,56 1,56 12,5
Chlef Rapport
CMB / CMI 4 2 2 4

En accord avec la grande variabilité de leurs compositions chimiques, les 4
HEs étaient plus ou moins efficaces contre les micro-organismes testés. Les CMI
variaient entre 0,39 et 3,12 mg/ml contre les bactéries et 3,12 et 6,25 mg/ml contre
C. albicans (Tableau 3.31).
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D'apres I'échelle d'interprétation fournie, nous constatons que I'HE de
L. angustifolia (Chlef) présente le profil d'activité antimicrobien le plus intéressant.
Les valeurs de CMI sont de 0,78 mg/ml pour les 3 souches testées a savaoir,
B. subtilis, S. aureus et E. coli. L’activité inhibitrice de 'HE est considérée comme
modérée. C'est surtout son activité bactéricide qui se démarque, avec des
rapports CMB/CMI tres favorables de 2 sur S. aureus et E. coli et un ratio un peu
plus élevé a 4 mais restant acceptable sur B. subtilis. Ces faibles valeurs de CMB

par rapport aux CMI témoignent d'une bonne capacité a tuer les bactéries.

L'HE de L. angustifolia (Blida) affiche quant a elle une forte activité
inhibitrice sur les bactéries a Gram positif (CMI 0,39 mg/ml sur B. subtilis et 0,78
mg/ml sur S. aureus), mais une activité plus faible sur E. coli a Gram négatif avec
une CMI de 3,12 mg/ml. Ses rapports CMB/CMI sont < 4.

Les résultats obtenus dans cette étude pour I'espéce L. angustifolia
concordent avec les travaux de SLIMANI et al., [235] et CHEBAIBI et al., [195], qui
ont mis en évidence une efficacité antibactérienne notable de I'HE de
L. angustifolia. Ces études ont noté une activité significative contre E. coli et
S. aureus, avec des valeurs réduites de CMI et CMB. Les résultats ’ELHARAS et
al., [355] ont également mentionné une CMI de 0,5 mg/ml envers S. aureus.
KALOUSTIAN et al., [356] ont identifié des CMI de 2 mg/ml et 3 mg/ml pour
différentes souches d'E. coli, respectivement. Cependant, ces résultats different
de ceux de WALASEK-JANUSZ [357], qui a rapporté des CMI et CMB plus
élevées pour I'HE de L. angustifolia, notamment 2,5 mg/mL a 5 mg/mL pour
S. aureus, 5 mg/mL pour B. subtiliset 10 mg/mL pour E. coli. Selon SOKOVIC et
al., [66], I'HE de L. angustifolia a montré des CMI et CMB nettement plus faibles
pour les souches testées, CMI = 0,0045 mg/mL et CMB = 0,0055 mg/mL pour
S. aureus, CMI = 0,004 mg/mL et CMB = 0,0045 mg/mL pour B. subtilis et
CMI = 0,006 mg/mL et CMB = 0,007 mg/mL pour E. coli. Ces constatations
concordent avec les résultats présentés par Slimani et al.,, [235], qui ont
également observé un rapport égal a 1 pour S. aureus et E. coli pour I'HE de

L. angustifolia.

Nos résultats montrent que les HEs de L. angustifolia (Blida et Chlef)

exercent un effet fongicide sur C. albicans (CMF/CMI sont < 4). Ces résulats sont



174

proches de ceux rapportés par LAHLOU et al., [358] pour L. angustifolia . L'HE a
montré un rapport CMF/CMI de contre C albicans.

L. stoechas

Les CMI, CMB et CMF ainsi que les rapports CMB/CMI et CMF/ CMI pour

les germes testés sont réesumées dans le tableau 3.32.

Tableau 3.32 : CMI et CMB des huiles essentielles de L. angustifolia sur les

4 souches microbiennes.

Huiles Les valeurs - . .
essentielles (mg/mi) B. subtilis | S.aureus | E.coli C. albicans
CMI 3,12 3,12 3,12 6,25
L. stoechas CMB / CMF 6,25 12,5 6,25 12,5
Blida Rapport
CMB / CMI 2 4 2 2
CMI 3.12 3,12 3,12 6,25
L. stoechas CMB / CMF 6,25 6,25 6,25 12,5
Tissemsilt Rapport
CMB/ CMI 2 2 2 2

Les HEs de L. stoechas des régions de Blida et Tissemsilt présentent des
profils d'activité faible, avec des CMI élevées de 3,12 et 6,25 mg/ml les classant

comme faibles sur toutes les souches testées.

Nos résultats obtenus pour I'espéce L. stoechas different I'étude menée
par KIRMIZIBEKMEZ et al., [267] qui ont rapporté une activité antibactérienne plus
importante des HEs de L. stoechas. lls ont montré une forte inhibition de S. aureus
et E. coli avec des CMI de 0,03 mg/ml et 0,25 mg/ml respectivement. De méme,
des travaux de BAALI [248] ont présenté une activité sur S. aureus, B. subtilis et
E. coli avec des CMI de 0,78, 0,1 et 1,56 mg/ml. D'autres résultats sur des
populations spontanées concordent et rapportent des CMI entre 0,23 et 11,36
mg/ml sur E. coli et B. subtilis [12]. Une bonne activité contre E. coli et S. aureus a

également été observée au Maroc [195] et en Tunisie [359].

En se basant sur les rapports CMB/CMI, il est possible d'affirmer que I'HE
de L. stoechas manifeste un effet bactéricide contre toutes les souches (CMB/CMI

< 4) et fongicide contre C albicans.
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Les rapports CMB/CMI des HEs extraites de L. angustifolia et L. stoechas,
provenant de différentes régions, se situent dans la plage de 1 a 4. Par
consequent, il semble que les 4 HEs étudiées exercent une action bactéricide
contre toutes les souches bactériennes testées et une action fongicide contre
C albicans. Par ailleurs, nous pouvons noter I'existence d’'une cohérence entre les
valeurs de la CMI et ceux des diamétres d’inhibition obtenus avec la méthode de
laromatogramme. Ainsi, 'HE de L. angustifolia (Chlef) semble la plus
prometteuse, combinant une bonne activité inhibitrice modérée et un fort pouvoir
bactéricide sur les 3 souches. L’HE de L. angustifolia pourrait aussi présenter un

potentiel certain, en particulier vis-a-vis des bactéries a Gram positif.

L'étude suggére que I'HE extraite de L. angustifolia de Chlef et
L. angustifolia de Blida présente la plus forte activité antimicrobienne,
probablement en raison de leurs concentrations €levées en linalol et en terpinene-
4-ol. Cette affirmation trouve un appui dans la littérature, comme démontré dans
une étude menée par FISHER and PHILLIPS [360] ou le linalol a affiché une

activité antimicrobienne particulierement efficace, y compris contre B. cereus.

Les CMI et CMB varient considérablement selon les espéces et souches
microbiennes testées. Certaines souches d'une méme espece peuvent étre plus
sensibles ou résistantes a un antimicrobien donné [361]. La méthode de
détermination (gélose ou microplaque) peut influencer les résultats de CMI et
CMB. En général, les CMI sont plus basses en microplaque qu'en gélose [362]. La
limitation de I'activité des HEs peut s'expliquer par la faible solubilité dans I'eau de
I'HE et de ses composants, limitant leur diffusion a travers le milieu de gélose
dans la méthode de diffusion sur disque. Seuls les composants plus solubles dans
l'eau, tels que le 1,8-cinéole, diffusent dans la gélose. Les composants
hydrocarbonés restent a la surface du milieu ou s'évaporent [363]. La variabilité du
pouvoir bactéricide est due certainement a la sensibilité des microrganismes aux
différents composés chimiques qui dépendent de la nature de I'espéece végétale,

des chémotypes et des conditions climatiques [364].
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CONCLUSION

Le travail réalisé dans cette thése s’inscrit dans le cadre des travaux de
recherche menés au sein du laboratoire de Biotechnologies, Environnement et
Santé. L’objectif a été d'approfondir les connaissances sur la composition
chimique et les propriétés biologiques des HEs de deux espéeces de lavande,
L. angustifolia Mill et L. stoechas L.

L'originalité de cette étude a été d'analyser la variabilité de la composition
des HEs en fonction de l'origine géographique des plantes. Pour ce faire, La
récolte de L. angustifolia a été effectuée dans deux régions distinctes en Algérie
(Blida et Chlef), ou cette plante est cultivee. De méme, L. stoechas, a également
eté récoltée dans deux régions (Blida et Tissemsilt), ou elle croit de maniére

spontanée.

L’examen microscopique des tiges et feuilles de L. angustifolia et
L. stoechas a localisé précisément les sites de biosynthese des HEs dans des

trichomes glandulaires peltés et capités courts.

Le screening phytochimique réalisé sur les lavandes a permis de mettre en
evidence la richesse de leur composition en métabolites secondaires bioactifs.
Outre les HEs, ces plantes renferment diverses familles de composés comme les
tanins, flavonoides, saponosides, dérivés anthracéniques et le mucilge. La
présence de ces substances naturelles connues pour leurs propriétés
thérapeutigues ou cosmétigues souligne le potentiel d'applications
pharmaceutiques, agroalimentaires et cosmétiques des lavandes algériennes. La
valorisation de I'ensemble de ces molécules d'intérét présentes dans les différents
organes aériens des plantes, ouvre des perspectives de développement
prometteuses basées sur l'exploitation rationnelle et durable de la biodiversité

chimique exceptionnelle de ces ressources locales.

Nos résultats mettent en évidence une grande diversité chimique au sein

d'une méme espece, avec des chémotypes distincts selon les régions de récolte.



177

L'analyse par l'analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a
la spectrométrie de masse (CG/SM) des HEs extraites de L. angustifolia et
L. stoechas a permis d'identifier plus d'une centaine de composés volatils. Ces
profils chimiques complexes sont dominés par des monoterpenes oxygénés. Nos
résultats mettent en évidence une variation des teneurs en principaux constituants
entre les deux espéces étudiées. Cette composition variable est en accord avec
les chémotypes caractéristiques décrits dans la littérature pour chaque lavande.
Ainsi, L. angustifolia correspond a un chémotype linalol, tandis que L. stoechas

présente un chémotype fenchone.

Les résultats de la CG/SM ont révélé que I'HE de L. angustifolia obtenue
se compose principalement de linalol (41,25%- 41,71%), de camphre (14,47%-
12,54%), de 1,8-cinéole (9,94% - 7,13%), de terpene-4-ol (9,90% - 7,25%), de
linalyl acétate (2,26% - 3,12%), de (Z)- E-B-ociméne (2,13% - 5,47%), d'a-
terpinéol (1,44% - 1,58%), de lavandulyle acétate (1,27% - 1,60%), de
B-farnescene (2,19% - 1,31%) et de I'oxyde de caryophyllene (0,46% - 1,10%).

Pour L. stoechas, nous observons une prédominance de la fenchone
(36,36 %- 44,30%), du camphre (8,21% - 21,53%), du 1,8-cinéole (14,01% -
7,49%) suivis de l'acétate de bornyle (0,99% - 4,16%)et de l'acétate de
lavandulyle (2,44% - 4,00%). De plus, cette HE est caractérisée par la présence
significative de ledol (6,64 %- 1,98%) et de manool (3.68 %- 0.71%). Avec cette
riche diversité chimique, L. angustifolia et L. stoechas constitue une excellente

source de matériel végétal pour une large gamme de molécules bioactives.

Nos travaux révelent le potentiel antioxydant modéré des HEs des lavandes
Algériennes. L'évaluation du potentiel antioxydant par DPPH révele que I'HE de
L. angustifolia originaire de Blida présente une meilleure activité anti-radicalaire
(246,29 £ 0,71 ug/ml) que celle provenant de Chlef (372,83 + 0,97 ug/ml). Pour
L. stoechas, 'HE de Blida montre également une activité antioxydante supérieure
(360,31 £ 0,62 pg/ml) comparée a celle de Tissemsilt (400,34 + 0,40 ug/ml). Ces
deux especes pourraient étre de bons produits naturels pour des investigations
supplémentaires dans le développement de nouveaux antioxydants et elles

peuvent étre utilisées comme additifs naturels dans les industries alimentaires,
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cosmeétiques et pharmaceutiques au lieu d'utiliser des composés synthétiques plus

toxiques.

Concernant l'activité insecticide vis-a-vis du ravageur Tribolium castaneum,
L. angustifolia récoltée a Blida s'est révélée plus efficace, avec une DL50 de 6,68
pi/l et une DLO0 de 15,09 pl/l, contre une DL50 de 7,24 pl/l et DL90 de 17,78 pl/l
pour celle récoltée a Chlef. L. stoechas récoltée a Tissemsilt présente des valeurs
de DL50 et DL90 plus faibles (9,55 ul/ll et 19,95 ul/l respectivement) que
L. stoechas récoltée a Blida (10,23 ul/l et 24,55 pl/l). Les HEs ont montré une
activité insecticide prometteuse, qui semble étre en relation avec les différentes
régions de récolte, ainsi qu'entre les espéces. Cette variabilité de ['activité

insecticide semble étre associée a des difféerences dans la composition chimique.

L'étude de l'activité antimicrobienne met clairement en évidence un large
spectre d'inhibition des HEs. Les meilleurs résultats sont obtenus sur les bactéries
a Gram positif Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis, avec des diametres
d'inhibition jusqu'a 50 mm selon les échantillons. Une activité appréciable
antifongique est également constatée sur la levure Candida albicans. En
revanche, l'effet reste modéré sur les bactéries a Gram négatif et nul sur
Pseudomonas aeruginosa le champignon Aspergillus niger. Les concentrations
minimales inhibitrices (CMI) varient de 0,39 et 3,12 mg/ml selon les micro-

organismes ciblés. Ce travail met en exergue un effet bactéricide des HEs.

Ces propriétés antimicrobiennes semblent étre liées aux composés
oxygénés majoritaires. Les HEs offrent des perspectives d'application
prometteuses dans les domaines de la santé, de l'agroalimentaire et des

biotechnologies.

Cette variabilité chimique pourrait étre expliquée par des différences

génétiques entre les especes associées a des facteurs environnementaux.

Ces travaux ouvrent la voie a de nombreuses perspectives de recherche
pour approfondir les connaissances et valoriser le potentiel des lavandes

algériennes :
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Investiguer I'impact du sol, du climat et de l'altitude sur la composition
des huiles essentielles de L. angustifolia et L. stoechas et leurs
propriétés thérapeutiques associées. Cela inclurait des analyses
approfondies du microbiome du sol pour comprendre son influence sur
la biosynthése des composés actifs dans la plante.

Exploration des techniques d'extraction comme I'extraction au CO2
supercritique pour optimiser a la fois le rendement et la qualité des
huiles essentielles extraites de L. angustifolia et L. stoechas.

Envisager la formulation de produits spécifiques adaptés aux propriétés
identifiees des huiles essentielles de L. angustifolia et L. stoechas, en
vue d'applications thérapeutiques ou cosmétiques ciblées.
Appliquer le séquencage de régions spécifigues comme ITS (Internal
Transcribed Spacer) ou les genes chloroplastiques (matK, rbclL) pour
identifier avec précision les espéeces et variétés de lavande étudiées,
facilitant ainsi leur caractérisation taxonomique.

Explorer le séquencage du génome entier pour découvrir les genes
impliqués dans la biosynthése des composés aromatiques de la
lavande, ouvrant ainsi de nouvelles possibilités pour la manipulation
génétique et I'amélioration des traits désirables.

Effectuer des analyses approfondies pour identifier les composés actifs
responsables des effets insecticides des huiles essentielles de lavande.
Optimiser les formulations pour des applications pratiques efficaces
contre les nuisibles.

- Evaluer l'activité antimicrobienne de L. angustifolia et L. stoechas en
tant que complément aux traitements antibiotiques traditionnels. Cette
approche pourrait potentiellement réduire les doses nécessaires
d'antibiotiques ou aider a combattre certaines souches résistantes,

contribuant ainsi a la lutte contre la résistance aux antibiotiques.



APPENDICES
APPENDICE A

Liste des abréviations

COVID 19 : Coronavirus Disease 2019

AFNOR : Association francaise de normalisation
ITS : Internal Transcribed Spacer —séquence interne traduite

APG : Angiosperms Phylogeny Group

CG/SM : Chromatographie en phase gazeuse couplée au spectrométre de masse
HE : Huile essentielle

g : gramme
°C : Degreés Celsius
DO : Densité optique

Mm : millimetre

mn : minute
ml : millilitre
Ml : microlitre

% : pourcentage

ATCC : '’American type culture collection

DMSO : Diméthylsulfoxyde

DPPH : 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl

IC50 : Concentration Effective de I'antioxydant qui correspond a une réduction de
50% de I'activité du DPPH dans le milieu réactionnel
EM : Extrait Méthanolique

IR : Indice de Rétention

H : heures

H.SO* : Acide Sulfurique

Hcl : Acide Chlorhydrique

NaOH : Ammoniaque

NH40H : Hydroxyde d'ammonium

DL : Dose létale

MH : Mueller Hinton



Z1 : Zone d’Inhibition

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice
CMB : Concentration Minimale Bactéricide
MO: Microscope optique

Tr T: Trichome Tecteur

Tr G: Trichome Glandulaire

Tr Tr: Trichome Tecteur ramifié
TrTp: Trichome Tecteur pédicellé
Tr Gp: Trichome Glandulaire pelté
Tr Gc: Trichome Glandulaire capité
Ep: Epiderme

Co: Collenchyme

PP: Perenchyme pallissadique

Cu: Cuticule

Sc: Sclérenchyme

Li: Liber

Bs: Bois

Pc: Parenchyme cortical

Pm: Parenchyme médullaire

AMB: amphotéricine B

CN : Gentamicine (10 pg)

C 30 : Chloramphénicol (30 pg)
CIP: Ciprofloxacine (5 ug)



APPENDICE B

Appareillage, verrerie et consommables

B1l. Liste des appareillages
Balance de précision
Chauffe ballon
Bain marie
Etuve bactériologique
Microscope optique
Chromatographe en phase gazeuse couplée a un spectrométre de masse
Evaporateur rotatif
Hydro distillateur type Clevenger
Spectrophotometre
Autoclave
Appareil soxhlet
Agitateur
Spectrophotometre
Réfractomeétre
Microscope éléctronique a balayage

pH métre

B2. Liste de la verrerie et consommables
Béchers
Erlenmeyer
- Ampoules a décanter
Poire d’aspiration
entonnoirs
Ballon a fond plat a col rodé
Tubes a essai
Portoirs pour les tubes
Pipettes graduées stériles
Pinces

Ecouvillon en coton Stériles



Disques a imprégnés

Lames en verre et lamelles

Pipettes pasteur

Boites de pétri stériles de 90 mm de diameétre
Lames de rasoir

Papier filtre WHATMAN

Seringues

Bec bunsen

Micropipette

B3 Liste des solutions et réactifs utilisés
Acide chlorhydrique HCI
Acide acétique
Carbonate de sodium
DPPH
Eau de Javel a 12°
Méthanol

Folin ciocalteu
Chloroforme

Eau distillée

Eau physiologique stérile
Rouge Congo

Vert de méthyle

DMSO

Ether di-éthylique



APPENDICE C

Cartes géographiques des sites de récolte

Carte géographique du site de récolte de L. angustifolia a Blida et Chlef.
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APPENDICE D

Résultats statistiques des sites sécréteurs

Résultats de I'analyse statistique comparative des trichomes glandulaire

des fleurs de L. angustifolia récoltées a Blida et Chlef.

sample sample
t df p-value | Confidence | Confidence | estimates estimates
95,000% 95,000% mean of x mean of y
Blida- Chlef | 2.4868 | 3.1686 | 0.08424 | -4.734256 | 43.847589 | 82.37333 | 62.81667

Résultats de I'analyse statistique comparative des trichomes glandulaire

des fleurs de L. stoechas récoltées a Blida et Tissemsilt.

sample sample
t df p-value | Confidence | Confidence | estimates estimates
95,000% 95,000% mean of x mean of y
Blida- | 56 66| 2.5133 | 0.00037 | -21.09553 | -16.12447 | 28.12 46.73
Tissemsilt
Résultats de I'analyse statistique comparative des trichomes glandulaire
des feuilles de L. stoechas récoltées a Blida et Tissemsilt.
sample sample
t df p-value Confidence | Confidence | estimates estimates
95,000% 95,000% mean of x mean of y
Blida- ) 44 195 [3.99 | 1.613e-06 | 29.68303 | 33.66697 | 55.015 | 23.340
Tissemsilt
Résultats de I'analyse statistique comparative des trichomes glandulaire
des tiges de L. stoechas récoltées a Blida et Tissemsilt.
sample sample
t df p-value Confidence | Confidence | estimates estimates
95,000% 95,000% mean of x mean of y
Blida- -2.468 | 2.18 | 0.1218 | -13.1894 | 3.0827 | 51.2467 | 56.300

Tissemsilt




Résultats de I'analyse statistique comparative des trichomes glandulaire entre les
organes aériens de L. stoechas récoltées a Blida

Oorgane’ diff Twr upr p adj
Fleurs-Feuilles -26.895000 -28.638050 -25.151950 0.0000000
Tige-Feuilles -3.768333 -5.511383 -2.025283 0.0013782
Tige-Fleurs 23.126667 21.38361 24.869717 0.0000000

Résultats de I'analyse statistique comparative des trichomes glandulaire entre les
organes aériens de L. stoechas récoltées a Tissemsilt

organe diff Twr upr p adj
Fleurs-Feuilles 23.39 17.954158 28.82584 0.0000287
Tige-Feuilles 32.96 27.524158 38.39584 0.0000035
Tige-Fleurs 9.57 4.134158 15.00584 0.0040010




APPENDICE E

Résultats des tests phytochimiques

Les résultats de chaque test sont présentés sous forme de moyenne

calculée a partir de trois répétitions (n=3).
Chaque moyenne est indiquée sous la forme (Moyenne + écart type).

E 1 : Résultats du taux d’humidité

Taux d’humidité des fleurs de L. angustifolia.

Espéce Fleurs L. angustifolia
Région L. angustifolia Blida (F) L. angustifolia Chlef (F)
Taux dhumidité (% Essai 1 68,88 68,9
aux d'humidite (%) Teccai 69,28 69,9
Essai 3 69 67,19
Moyenne du taux d’humidité (%) 69,05 68,66
Ecart type 0,21 1,37

Taux d’humidité des parties fleuries de L. stoechas.

Espéce Parties aériennes fleuries L. stoechas
Région L. stoechas Blida L. stoechas Tissemsilt
Taux d’humidité (%) Essai 1 60 63,13
Essai 2 61 64
Essai 3 60,2 62
Moyenne du taux d’humidité (%) 60,4 63,04
Ecart type 0,53 1,00

Résultats de I'analyse statistique comparative du taux d’humidité entre les régions

de récolte de L. angustifolia et de L. stoechas.

e diff Twr upr p adj

Tissemsilt-Blidal 2.643333 0.3025476 4.984119 0.0280727

Chlef-Blida2 -0.390000 -2.7307857 1.950786 0.9483996




E 2 : Résultats taux des cendres

Taux des cendres des fleurs de L. angustifolia.

L. angustifolia L. angustifolia
Blida Chlef
M M1 T (%) M M1 T (%)
Essai 1 1,0279 0,114 11,091 1,030 0,1158 11,243
Essai 2 1,008 0,1082 10,734 1,004 0,1235 12,301
Essai 3 1,0871 0,1159 10,661 1,091 0,1002 9,184
moyenne 1,0410 0,1127 10,829 1,042 0,113 10,909
écart-type 0,0411 0,0040 0,2297 0,0447 0,0119 1,294

Teneur des cendres des parties fleuries de L. stoechas.

L. stoechas L. stoechas

Blida Tissemsilt
M M1 T (%) M M1 T (%)
Essai 1 1,0022 0,1015 10,128 1,0081 0,1198 11,884
Essai 2 1,0004 0,098 9,796 1,0253 0,11692 11,403
Essai 3 1,0003 0,109 10,897 1,0092 0,1002 9,929
moyenne 1,0010 0,102 10,274 1,014 0,112 11,072
écart-type 0,0011 0,0056 0,5646 0,0096 0,0106 0,832

Résultats de I'analyse statistique comparative du taux des cendres entre les

régions de récolte de L. angustifolia et de L. stoechas.

diff Twr upr p adj
Tissemsilt-Blidal 0.80000000 -0.5599632 2.159963 0.3061988

Chlef-Blida2 0.07666667 -1.2832965 1.436630 0.9977338

E3. Screening phytochimique

Réactif de Mayer Réactif de Wagner



Composition des réactifs de caractérisation des alcaloides

Réactif de MAYER :

Chlorure de mercure.......cccooceeeeveeeiieeennnnns 1,36 ¢
lodure de potassium............coooeeeeeiciiiiiinnnnee. 59
Eau distill€e.........coovveiiiiiiiiieeeeeeee 100 ml
Réactif de WAGNER :

lodure de potassium...........ccoeeeeeeenninnniniiiinnnee 29
o Yo [ 1,279
Eau distill@e.........coovviiiiiiiiieeeeeeeee 100 ml

E4. Résultats du dosage des polyphénols

Courbe d’étalonnage de I'acide gallique

18 y = 0,0019x + 0,032 A
16 R%=0,9941

1,4 >

1,2

0,8
0,6
04 +—%

0,2
0 4"/ . . . . . .

0 200 400 600 800 1000 1200
Concentration d'acide gallique pg/ml

Absorbance 765 nm

Résultats de I’analyse comparative entre les régions du dosage des
polyphénols

Teneurs en polyphénols totaux de L. angustifolia

Espece L. angustifolia
Région de récolte L. angustifolia Blida L. angustifolia Chlef
Teneur en Essai 1 35,877 39,454
polyphénols Essai 2 36,200 38
(mg EAG/g MS) Essai 3 35,500 37,636
Teneur en EoAlép;geMngl)s (mg 35859 38.363
Ecart type 0,35 0,96




Teneurs en polyphénols totaux de L. stoechas

Espéce L. stoechas
Région de récolte L. stoechas Blida L. stoechasTissemsilt
Teneur en Essai 1 23,454 32,436
polyphénols Essai 2 23,364 34,091
(mg EAG/g MS) Essai3 21,909 35,27
Teneuren E‘;‘é‘;ge&gf (mg 22,909 33,93233333
Ecart type 0,87 1,42

Résultats de I'analyse statistique comparative de la teneur des cendres entre les

régions de récolte de L. angustifolia et de L. stoechas.

diff Twr upr p adj

ChTef-BTidal 2.333333 0.06892851 4.59773815 0.0436017

Tissemsilt-Blida2z 11.000000 8.73559518 13.26440482 0.0000014

E.5 Extraction des huiles essentielles

Résultats de I'analyse statistique comparative du rendement de I'extraction des

huiles essentielles entre les régions de récolte de L. angustifolia et de L. stoechas.

diff Twr upr p adj

Tissemsilt-Blidal 0.32333333 0.1064017 0.5402649 0.0061183

Chlef-Blida2 -0.08333333 -0.3002649 0.1335983 0.6267236




APPENDICE F

Contrdle microbiologique

26 JOURNAL OFFICIEL DE LA REPUBLIQUE ALGERIENNE N° 39 St 1
2 juillet 2017
12- Légumes, fruits, végétaux et produits a base de végétaux
Plan Limiles microbiologiques
Calégories des denrées alimen laires Micro-organismes/ d'échanlillonnage (ufc/g)
mélaboliles n ¢ m M
Fruils el 1égumes frais Escherichia coli 5 2 102 103
Germes aérobies a 30 °C 5 2 5.106 5.107
Flore laclique 5 2 5.105 5.106
. . Escherichia coli 5 2 102 103
Fruils el légumes préls a I'emploi (1)
Salmonella 5 0 Absence dans 25 g
Lisleria monocylogenes 5 0 100
Escherichia coli 5 2 102 103
Anaérobies sulfilo-réducleurs 5 2 103 104
. . Levures el moisissures 5 2 104 105
Epices, mélange d'épices el herbes
aromaliques séchées Slaphylocoques a coagulase + 5 2 102 103
Bacillus cereus 5 2 103 104
Salmonella 5 0 Absence dans 25 g
Germes aérobies a 30 °C 5 2 104 105
Coliformes Thermololéranls 5 2 10 102
Moisissures 5 2 3
Herbes séchées (1hés, camomilles...) 10 104
Anaérobies sulfilo-réducleurs 5 2 10 102
Salmonella 5 0 Absence dans 25 g
Germes aérobies a 30 °C 5 2 5.106 5.107
Escherichia coli < 2 102 103
" Anaérobies sulfilo-réducleurs 5 2 102 103
Herbes aromaliques fraiches
Slaphylocoques a coagulase + 5 2 102 103
Salmonella 5 0 Absence dans 25 g




Appendice G

Résultats de I’activité antioxydante

Les courbes d’étalonnage

Courbe de régression de % Inhibition par concentration des huiles essentielles

(H9)
% A de I'HE de L. angustifolia "Blida" % A de I'HE de L. angustifolia "Chlef"
100 00
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Courbe de régression de % Inhibition par concentration de I'acide ascorbique et

de I'a tocophérol (ug)
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Résultat de I'analyse comparative des IC 50 de L. angustifolia et L. stoechas selon
les régions de récolte

Df Sum Sq Mean Sq F value P(F)

Espece 1 182 182 0.022 0.884

Residuals 10 81307 8131




Appendice H

Résultats de |'activité insecticide

H.1 Application des huiles essentielles de L. angustifolia et L. stoechas sur les
adultes T. castaneum.

L. angustifolia Blida

L. stoechas Blida

L. stoechas Tissemsilt

H2. Analyse statistique

Résultat de I'analyse comparative des DL50 et DL 90 de L. angustifolia et
L. stoechas selon les régions de récolte

Résultat de I'analyse comparative des DL50 de L. angustifolia (Blida-Chlef)

DL50 Blida et A DL50 Chlef

t df v aﬁu o | Confidence | Confidence | mean of x mean of y
95,000% 95,000%
DL50
Blida — -19.67 2.108 0.002 -0.84585 -0.554147 7.07 7.77
Tissemssilt




Résultat de I'analyse comparative des DL90 de L. angustifolia (Blida-Chlef).

DL90 Blida et DL90 Chlef

mean of | mean of
t df p-value Confidence Confidence X y
95,000% 95,000%
DL50
Blida — 53.75 2.196 0.00018 -1.538785 -1.327882 16.2100 | 17.6433
Tissemssilt
Résultat de I'analyse comparative des DL50 de L. stoechas (Blida-Tissemsilt).
DL50 Blida et DL50 Tissemssilt
sample sample
t df p-value . Confidence | estimates | estimates
Confidence 95000% | mean of x | mean of y
95,000% ’
DL50
Blida— | %% |2.6162 | 7-202¢" 0.7674852 | 10.240000 | 9.526667
Tissemssilt
Résultat de I'analyse comparative des DL90 de L. stoechas (Blida-Tissemsilt).
DL50 Blida et DL50 Tissemssilt
t df | p-value | Confidence | Confidence | mean of | mean of
95,000% 95,000% X y
DL50
Tissemssilt




APPENDICE |

Résultats de I'activité antimicrobienne

[.1 : Aromatogrammes de L. angustifolia et L. stoechas sur quelques souches

microbiennes testées

Bactérie Gram positif




Levure et Champignon

Résultats de la dértermination des CMB des huiles essentielles L.

angustifolia et L. stoechas sur quelques souches microbiennes testées.




Microplaque de 96 puits pour la détermination des CMI des huiles

essentielles L. angustifolia et L. stoechas sur les souches microbiennes testées.
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.2 analyse statistique

Résultats de I'analyse comparative de I'activité antibactérienne des souches

bactériennes selon les régions de récolte

Diameétres des zones d'inhibition de I'HE de L. angustifolia dans les deux régions

diameétre
diameétre zone zone
Bai‘t’é“r‘i::fne d'inhibition dinhibition | DMSO |C 30| CIP | CN |AMB
L. angustifolia Blida |L. angustifolia
Chlef

S. aureus 42 50 -

S. aureus 40 52 0 22 34 20 -

S. aureus 42 52 -
Moyenne

S aureus 413Db 51,3 a 0 22d |34c| 20e -

E coli 13,5 12 -

E coli 13 12 0 26 30 23 -

E coli 14 12 -
Moyenne

E coli 13,5d 12 e 0 26b |30a| 23c -

P. aeruginosa 10 8 -

P. aeruginosa 10 8 0 0 35 17 -

P. aeruginosa 10 8 -
Moyenne

P.aeruginosa 10c 8d 0 0 |35a|1l7b -

Diametres des zones d'inhibition de I'HE de L. stoechas dans les deux régions

diameétre zone diametre zone
Souche e Llres d'inhibition DMS | C AM
, . d'inhibition CIP | CN
Bactérienne . L. stoechas O 30 B
L. stoechas Blida . .
Tissemsilt
S. aureus 22 25 -
S. aureus 23 24 0 22 | 34 | 20 -
S. aureus 22 24,5 -
Moyenne 223 ¢ 245 b 0 |22d|34a |20e]| -
S.aureus
E coli 14 13 -
E coli 15,5 12,5 0 26 | 30 | 23 -
E coli 16 13 -
Moyenne E.coli 15,16 d 12,83 e 0 26b| 30a |23c| -
P. aeruginosa 8 9,5 -
P. aeruginosa
ATCC 9028 8 10 0 0 35 | 17 -
P. aeruginosa 8 9,5 -




Moyenne
P.aeruginosa

8d

9,6 c

35a |17b

Résultat de l'analyse comparative de I'activité

essentielle de L. stoechas sur E. Coli

antimicrobienne des huiles

Region diff Twr upr p adj
C2 30-BTidal 10.8333333 9.579103 12.0875637 0.0000000
ChTef-BTidal -2.3333333 -3.587564 -1.0791030 0.0002810
CIP 5-BTidal 14.8333333 13.579103 16.0875637 0.0000000
CN 10-BTidal 7.8333333 6.579103 9.0875637 0.0000000
C2 30-BTidaz 12.5000000 11.245770 13.7542303 0.0000000
CIP 5-BTidaz2 16.5000000 15.245770 17.7542303 0.0000000
CN 10-BTidaz 9.5000000 8.245770 10.7542303 0.0000000
Tissemsilt-BTida2 -1.5000000 -2.754230 -0.2457697 0.0149020
ChTef-C2 30 -13.1666667 -14.420897 -11.9124363 0.0000000
CIP 5-C2 30 4.0000000 2.745770 .2542303 0.0000005
CN 10-C2 30 -3.0000000 -4.254230 -1.7457697 0.0000177
Tissemsilt-C2 30 -14.0000000 -15.254230 -12.7457697 0.0000000
CIP 5-ChTef 17.1666667 15.912436 18.4208970 0.0000000
CN 1I0-ChTef 10.1666667 8.912436 11.4208970 0.0000000
CN 10-CIP 5 -7.0000000 -8.254230 -5.7457697 0.0000000
Tissemsilt-CIP 5 -18.0000000 -19.254230 -16.7457697 0.0000000
TissemsiTt-CN 10 -11.0000000 -12.254230 -9.7457697 0.0000000

Résultat de [l'analyse comparative de I'activité

essentielle de L. stoechas sur S. aureus

antimicrobienne des huiles

Region diff Twr upr p adj
C2 30-Blidal -0.3333333 -2.2330338 1.5663672 0.9957820
Chlef-Blidal 2.1666667 0.2669662 4.0663672 0.0210377
CIP 5-Blidal 11.6666667 9.7669662 13.5663672 0.0000000
CN 10-Blidal -2.3333333 -4.2330338 -0.4336328 0.0121866
C2 30-Blida2 -19.3333333 -21.2330338 -17.4336328 0.0000000
CIP 5-Blida2 -7.3333333 -9.2330338 -5.4336328 0.0000000
CN 10-Blida2 -21.3333333 -23.2330338 -19.4336328 0.0000000
Tissemsilt-Blida2 10.0000000 8.1002995 11.8997005 0.0000000
Chlef-C2 30 2.5000000 0.6002995 4.3997005 0.0070661
CIP 5-C2 30 12.0000000 10.1002995 13.8997005 0.0000000
CN 10-c2 30 -2.0000000 -3.8997005 -0.1002995 0.0362019
Tissemsilt-C2 30 29.3333333 27.4336328 31.2330338 0.0000000
CIP 5-Chlef 9.5000000 7.6002995 11.3997005 0.0000000
CN 10-cChlef -4.5000000 -6.3997005 -2.6002995 0.0000198
CN 10-CIP 5 -14.0000000 -15.8997005 -12.1002995 0.0000000




Tissemsilt-CIP 5 17.3333333 15.4336328 19.2330338 0.0000000

Tissemsilt-CN 10  31.3333333 29.4336328 33.2330338 0.0000000

Résultat de I'analyse comparative de l'activité antimicrobienne des huiles

essentielle de L. stoechas sur P. aeruginosa

Region diff Twr upr p adj

Chlef-Blidal 1.666667e+00  1.3434544  1.9898790 0
CIP 5-Blidal 2.700000e+01 26.6767877 27.3232123 0
CN 10-Blidal 9.000000e+00 8.6767877  9.3232123 0
Chlef-Blida2 -2.333333e+00 -2.6565456 -2.0101210 0
CIP 5-Blida2 2.300000e+01 22.6767877 23.3232123 0
CN 10-Blida2 5.000000e+00 4.6767877  5.3232123 0
CIP 5-Chlef 2.533333e+01 25.0101210 25.6565456 0
CN 10-Chlef 7.333333e+00 7.0101210 7.6565456 0
CN 10-CIP 5 -1.800000e+01 -18.3232123 -17.6767877 0
Tissemsilt-CIP 5 -2.700000e+01 -27.3232123 -26.6767877 0
Tissemsilt-CN 10 -9.000000e+00 -9.3232123 -8.6767877 0
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