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RESUME

La lavande présente une large aire de distribution avec des régions bioclimatiques différentes.
Un nombre d‘especes limité ayant des caractéristiques morphologiques et écologiques variées.
Lavandula stoechas L. communément appelée EL-HALHAL est une plante médicinale et
aromatique appartenant a la famille des Lamiacées. En régions nord-centre de 1’ Algérie, cette
plante est utilisée sous forme de couscous appelé : EL-HAMAMA.

Dans le but d’exploiter, de valoriser et de développer les productions des espéces végétales
d’intérét économique et/ou pharmaceutiques, nous avons évalué la composition chimique et
les activités biologiques de I’huile essentielles extraite des fleurs séches de Lavandula
stoechas L. sauvages. Cette derniéres a été récoltée a la station de Beni- Ali sur la
majestueuse montagne de Chréa a la wilaya de Blida en Algérie.

L’extraction de I’huile essentielle a partir des fleurs séche de L. stoechas a été accomplie par
hydrodistillation. Le rendement moyen en huile essentielle est de 1,13 = 0,14 %. L’utilisation
de techniques fines telles que la chromatographie gazeuse couplée a la spectrophotométrie de
masse nous a permis de connaitre la composition chimique de la fraction volatile Fenchone
(40,78%), camphre (9,76%), lI'acétate de myrtényle (8,94%) et I'acétate de bornyle (5,10%).

Les résultats de la toxicité aigiie (Teste de la dose limite 2000 mg/Kg du poids corporel)
rejoignent ceux de la littérature, 1’huile essentielle de L. stoechas ne présente aucune toxicité
méme apres deux semaines d’observation sur les souris.

Des activités antimicrobiennes variables avec I’HE de L. stoechas se sont révélées sur les 09
bactéries de pathologies humaines, 02 levures, 02 bactéries phytopathogénes et 04
champignons. Ainsi, les résultats obtenus montrent une forte action inhibitrice sur les
bactéries a Gram positif et les levures. Seule, la souche Pseudomonas aeruginosa était
résistante.

Les résultats de D’activité anti-inflammatoire révélent que I'HE de L. stoechas a la
concentration de 800mg/kg et 600mg/kg a provoqué une activité anti-inflammatoire
d’intensité similaire a celui du diclofénac.

In vitro ’HE de L. stoechas a présenté une faible de propiétés de piegeage du radical libre
DPPH. Les valeurs de la IC 50 sont égale a 11,95+0,03mg/ml et de 0,058+ Omg/ml pour ’HE
de L. stoechas et le BHT respectivement.

Mots- clés : Lavandula stoechas L., huile essentielle, CG/MS, pouvoir antimicrobien, pouvoir
anti-inflammatoire, DPPH, pouvoir antioxydant.



ABSTRACT

Lavender has a wide range of distribution with different bioclimatic regions. It has a limited
number of species with varied morphological and ecological characteristics. Lavandula
stoechas L. commonly known as EL-HALHAL is a medicinal and aromatic plant belonging
to the Lamiaceae family. In the north-central regions of Algeria, this plant is used in form of
couscous called: EL-HAMAMA.

In order to exploit, enhance and develop the production of plant species of economic and / or
pharmaceuticals interest, we have evaluated the chemical composition and biological
activities of the essential oil extracted from the dry flowers of Lavandula stoechas L. wild.
The latter was harvested at the Ben Ali station on the majestic Chrea mountain in Blida -
Algeria.

Extraction of the essential oil from the dry aerial part of L. stoechas was accomplished by
hydrodistillation. The average yield of essential oil is 1.13 + 0.14%. The use of fine
techniques such as gas chromatography coupled with mass spectrophotometry (GC-MS)
allowed us to know the chemical composition of the volatile fraction (Fenchone (40.78%),
camphor (9.76%), myrtenyl (8.94%) and bornyl acetate (5.10%)).

Acute toxicity results (limit test 2000 mg/kg body weight) are similar to those reported in the
literature. The essential oil of L. stoechas shows no toxicity even after two weeks of
observation in mice.

Variable results of antimicrobial activities of L. stoechas EO were found variable on: the 09
human pathology bacteria, 02 yeasts, 02 phytopathogenic bacteria and 04 fungi. Thus, the
results obtained show a strong inhibitory action on gram-positive bacteria and yeasts. Only,
the strain Pseudomonas aeruginosa was resistant.

The results of the anti-inflammatory activity reveal that L. stoechas EO at the concentration of
800mg / kg and 600mg / kg caused an anti-inflammatory activity of intensity similar to that of
diclofenac.

In vitro, L. stoechas EO showed a low level of DPPH free radical trapping properties. The
values of IC 50 are 11.95 £ 0.03 mg /ml and 0.058 = 0 mg / ml for L. stoechas EO and BHT
respectively.

Key words: Lavandula stoechas L., Essential Oil, GC/MS, antimicrobial activity, anti-
inflammatory activity, DPPH, antioxidant activity.
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INTRODUCTION

Dans toutes les régions du monde, l'histoire des peuples montre que les
plantes ont toujours occupé une place prépondérante en médecine traditionnelle [1].
L’histoire des plantes médicinales est associée a I'évolution des civilisations [2].
Depuis l'origine des temps, 'lhomme s’est tourné vers les végétaux pour y trouver
'essentiel de sa nourriture, de sa médication et de sa survie [3]. Les plantes
médicinales constituent une source immense de molécules chimiques complexes
exploitées par 'homme dans plusieurs domaines. La diversité de ces molécules
naturelles qui ne sont pas essentielles a la viabilité des plantes reste une énigme
pour les biologistes qui essayent de décrypter leur role dans la nature. De méme,
I'élucidation des voies de biosynthése conduisant a des produits naturels originaux
est un champ d'investigation inépuisable pour les scientifiques.

De nos jours, un certain nombre de plantes aromatiques et médicinales (PAM)
sont encore utilisées sous diverses formes. Elles sont exploitées dans plusieurs
domaines tels que : l'industrie cosmétique, agroalimentaire et pharmaceutique. Le
recours aux PAM représente une source inépuisable des substances et composés
naturels bioactifs. En effet, grace aux métabolites secondaires, cette voie alternative
devient importante a explorer afin de découvrir des médicaments efficaces a

moindres effets indésirables [4].

L’OMS estime que la médecine traditionnelle couvre 80 % des soins de santé
primaire de la population mondiale. Ce phénoméne n’est pas seulement limité aux
pays en développement. Une analyse des prescriptions médicales menée a montré
que 25 % d’entre elles contenaient un principe issu du régne végétal, tandis que pres
de 60 % des prescriptions en Europe de [I'Est proviennent directement ou

indirectement de plantes [5].

Actuellement, une augmentation de ['utilisation de composés d'origine
naturelle est observée, justifiant 'accroissement de la production de certaines PAM.
Parmi ces PAM, de nombreuses Lamiacées meéditerranéennes telles que
« Lavandula stoechas » sont utilisées pour les propriétés de leurs huiles essentielles

(HEs). Ces HEs sont le résultat de la synthése et de I'accumulation des composés
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organiques volatils qui, in planta, agissent dans les interactions de la plante avec son
environnement biotique (attraction de pollinisateurs, défense contre des pathogenes)
et abiotique (protection contre les UV). Selon Elaerts, méme si ces molécules sont
naturelles, elles ne sont pas dénuées de danger et leurs mésusages aboutissent a
des intoxications graves, voire mortelles, nécessitant une vigilance continue [6]. Ceci
a conduit 'OMS de prendre linitiative en développant des stratégies pour un

monitoring international [7].

Ces dernieres années, lattention s’est portée surla résistance aux
antibiotiques qui atteignent le point de crise dans le monde; la synthése des
antioxydants en raison du rbéle qu’ils jouent dans la prévention des maladies
chroniques telles que les pathologies du cceur, le cancer, le diabete, '’hypertension et
la maladie d’Alzheimer en combattant le stress oxydant. L'exploitation économique
des espéces du genre Lavandula a augmenté en raison de I'utilisation de leurs HEs ;
ainsi, la valorisation des effets thérapeutiques de I'HE des fleurs de L. stoechas nous
a conduits a réaliser ce travail. Une partie de nos travaux ont été réalisé dans le
laboratoire de recherche de biotechnologies, environnement et santé a I'université de
Blida-1.

Les objectifs de ce travail de thése sont :

- Le volet Ethnobotanique, qui permet de vulgariser la connaissance de
Lavandula stoechas L. son utilisation par les spécialistes et 'étendue de son impact
sur une petite partie de la population algérienne, en effectuant des enquétes sur
terrain.

- Le volet phytochimique, par [lidentification et la caractérisation des
métabolites secondaires, ainsi que la détermination de la composition chimique de
'huile essentielle par Chromatographie Gazeuse couplée a la Spectrométrie de
Masse (CG-SM).

- Etude préliminaire sur la pharmaco — toxicologie de I'huile essentielle de L.
stoechas : toxicité aigué et Subaigué.

- Evaluation de l'activité antimicrobienne de I'HE de L. stoechas sur des
souches de pathologie humaine et phytopathogénes.

- Etude de l'activité anti-inflammatoire.

- Etude de l'activité antioxydante.
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Chapitre 1 : Revue bibliographique

1.1 Description de Lavandula

Pendant longtemps, la lavande ne fut qu’'une plante sauvage, presque une
mauvaise herbe, qui faisait partie du paysage et a laquelle personne ne s’intéressait.
Avant la fin du XX® siécle, rares sont les témoignages écrits, bien que la plante fit
connue par certains médecins et naturalistes depuis I'antiquité. Ce n’est que dans les

années 1870 que commence réellement son utilisation auprés des populations [8].

La lavande appartient a la famille des Lamiaceae. Cette derniere renferme
beaucoup de plantes odoriférantes. Elle constitue une large famille des plantes

dicotylédones qui comprend environ 236 genres et 7200 espéces [9].

Le genre Lavandula L. est composé de 3 sous genres d’environ 39 espéces,
de nombreux hybrides et prés de 400 cultivars. Les espéces les plus connues et
valorisées économiquement sont sans conteste L. augustifolia, L. stoeches, L.
latifolia et I'hybride L x intermedia. Il est important de noter qu'il existe également des
hybrides intra et intersection, qui émanent du croisement naturel ou artificiel de deux
especes différentes en I'occurrence L. pedunculata subsp. pedunculata x L. stoechas

subsp. stoechas [10].

Les lavandes sont distinguées des autres lamiacées par la morphologie de
leurs fleurs. Leur épi terminal est compact. Il est porté par un long pédoncule (tige
florale). L'épi de fleurs est constitué de cymes. L’inflorescence est déterminée et
ramifiée avec une fleur & la fin de chaque rameau, soit dans un arrangement

décusse opposé. L'épi de fleurs est sous-tendu par des bractées [11].

Les lavandes varient d'arbustes ligneux jusqu'a un métre de hauteur, a
arbustes a base de bois vivaces ou d'herbes annuelles. Les feuilles peuvent étre

entierement ou profondément disséquées [11, 12].
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1.1.1 Etude botanigue de Lavandula stoechas

Les lavandes sont un symbole incontournable du Jardin botanique
méditerranéen : par leurs feuillages persistants et aromatiques, leurs floraisons

estivales parfumées et leurs résistances a la sécheresse [13].

Lavandula stoechas est un sous-arbrisseau annuel, tendre héliophile, sa
hauteur varie de 60 a 100 cm. Elle préfere les endroits ensoleillés, les sols siliceux
ou sur sol & pH acide. Elle supporte la mi-ombre et tolére le froid jusqu’a -5 °C.
L’indumentum de la plante entiére est court, blanc et plus ou moins dense. Les tiges
de L. stoechas sont étroites et quadrangulaires [14], [15], [16], [17].

L. stoechas possede des feuilles supérieures lancéolées elliptiques, opposées
et persistantes. Leur couleur tend a étre plus verte que grise. Le pédoncule est court,

généralement de 1 a 2 cm et peut atteindre 3,5 cm [14].
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Figure 1.1 : 1/ Représentation schématique de la plante entiére de L. stoechas [17] ;

a/ feuille de L. stoechas, b/ inflorescence de L. stoechas [18].

Les fleurs, avec pédicelle, sont disposées en verticilles. Elles sont tenues en
grappes de cymes cylindriques ou quadrangulaires, a I'extrémité des tiges rarement
feuillées. Les fleurs de L. stoechas sont hermaphrodites de couleur bleu-violet.
L’inflorescence principale composée ressemble a un épi. Elle est plus ou moins
lache contrairement a linflorescence secondaire qui est une cyme bipare et
scorpioide. Les inflorescences de L. stoechas se terminent par un toupet de longues
bractées stériles de couleur violette pourpre (Figure 1.1). Les cymes de L. stoechas

portent plusieurs fleurs, ceci leur donne un aspect cylindrique aux thyrses
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(Inflorescence en grappe fusiforme). Les bractées stériles sont largement ovales, ,
obovales, apiculés et tres développés. lls dépassent de 1 & 2 cm les bractées
fertiles. Les bractéoles sont absentes. Le calice est ovale au stade de la floraison. Ce
dernier s’étend du mois de mars au mois de mai. L’ensemble de la plante est trés
aromatique, il correspond aux fleurs et aux feuilles [13], [14], [16]

Les lavandes présentent des fruits secs indéhiscents de type akene et plus
exactement appelés: nucule. Certains types d’akénes peuvent étre facilement
identifiés et ont une valeur taxonomique au sein du genre Lavandula au niveau
sectionnel. Les akenes de L. stoechas sont secs. lls possedent une seule graine et le
péricarpe est ligneux. Les akenes brun-rouge sont largement elliptiques ou
circulaires, ne portent qu'une petite cicatrice basale et produisent tous du mucilage
[14].

1.1.2 Etymologie

Le mot lavande provient du verbe laver. Il peut étre issu de l'italien lavendo
(action de laver) ou du latin lavare qui signifie laver, se baigner. Les Romains
utilisaient les lavandes pour parfumer leurs bains [19], [20]. Cette étymologie laisse
a penser que trés tot la lavande a été utilisée pour parfumer le linge fraichement

lavé.

Anciennement, les fleurs séchées de lavande sont placées dans des sachets
dans les armoires pour éloigner les mites. Il est également possible que Lavandula et
lavande soient tirés du latin livere (qui signifie « pour étre livide ou bleuatre ») qui en
latin médiéval a donné le terme lavindula. La relation entre la lavande et le lavage qui

n’est clairement explicité qu’en 1586 serait alors suppositions [21]

1.1.3 Systématique

Les espéces du genre Lavandula appartiennent a la famille des Lamiaceae et
a la sous-famille des Nepetoideae du fait du caractére hexaperturé des grains de
pollen. Cette sous-famille est divisée en 3 tribus, dont celle des Ocimeae dans
laquelle sont placées les lavandes. Le genre Lavandula a été rattaché a cette tribu
suite & une étude phylogénétique sur le polymorphisme de séquences d’ADN
chloroplastique [22].
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L’histoire taxonomique du genre Lavandula a été particulierement bien décrite
dans « The genus Lavandula » [10]. Brievement, dés la renaissance déja 5 espéces
de lavande étaient reconnues. Le nombre d’espéces décrites n'a cessé d’augmenter
au fil des explorations botaniques dans le Maghreb et I'‘Asie. Ces études ont conduit
a reconnaitre actuellement 39 especes différentes réparties en trois sous-genres

Fabricia, Sabaudia et Lavandula et huit sections.

L’espéce L. stoechas comporte des noms vernaculaires partout dans le

monde et qui sont les suivants :

- En francais : Lavande a toupet, lavande stéchade, lavande papillon,
lavande des maures, Lavande maritime, Lavande des fles d’Hyeéres, stéchas
d’Arabie, Lavande frangaise, Lavande italienne, Lavande espagnole.

- En arabe : El-kehila, El halhal, el khouzzama.

- En anglais : French lavander.

- En berbére : amezir

Récemment, la classification du genre Lavandula a été réexaminée [10], ainsi

la classification de Lavandula stoechas est la suivante :

Régne : Plantae

Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous-classe : Gamopétales

Famille : Lamiaceae

Sous-famille : Nepetoideae

Genre : Lavandula

Section : Stoechas

Espece : Lavandula stoechas L.

1.1.4 Distribution géographique

La répartition géographique du genre est limitée aux régions tempérées et
tropicales du monde (Figure 1.2). La plupart des espéces de lavande sont indigénes
aux pays du bassin méditerranéen. Elle pousse spontanément en Algérie [11, 23, 24,
17].
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Figure 1.2 : Distribution géographique de L. stoechas dans le monde [10]

Des espéces de lavande autochtones ont également été observées dans le
nord de I'Afrique, le sud-ouest de I'Asie, la Micronésie, la péninsule arabique, la
Bulgarie et la Russie. Aujourd'hui, la lavande est cultivée dans le monde ou les
conditions climatiques sont favorables pour son développement. Les zones de
cultures commerciales majeures sont situées en France, Portugal, Bulgarie, Russie,
Italie, Espagne, Angleterre, la Nouvelle-Zélande, Australie et en Amérique du Nord.
La lavande est cultivée comme une culture de rente dans I'Etat de Washington,

Nouveau-Mexique et au Texas [25, 19, 26, 27].

1.1.5 Composition chimique de Lavandula stoechas

Toutes les espéces du genre Lavandula sont des plantes trés aromatiques qui
produisent des mélanges complexes d'HE. Ces HEs sont produites et stockées dans
des glandes sur la surface des fleurs et des feuilles [11]. Les HEs de cette espéece
sont parmi les 20 HEs les plus importées par les Etats-Unis depuis 1985 [28, 29]. I
n'‘est donc pas surprenant que les connaissances phytochimiques sur les lavandes

soient centrées sur leurs HEs.

La composition chimique de I'HE de la lavande dépend du processus

d'extraction, de la culture, des conditions de croissance et de la saison de la récolte
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[30]. Les chimistes ont pu isoler 200 composants de la lavande qui sont répertoriés

dans la famille de monoterpene suivante [31, 32] :

— La moitié des composants chimiques sont des esters (acétate de linalyle,
acétate de lavandulyle, acétate de géranyle, acétate de terpényle et acétate
d’hexényle).

— On trouve les terpenes suivants en petites quantités (pinene, mycene,
carene, limonene, béta — ocymene).

— Des alcools terpéniques (linalol, alphaterpinéol, géraniol, terpines1-ol-4).

— Des aldéhydes (benzaldéhyde, hexanal, citral, aldéhyde de cumin).

— Des cétones (hepténon de méthyle, camphre).

Les constituants chimiques potentiellement actifs de L. stoechas sont : alpha-
pinéne, béta-pinéne, béta-santalene, bornéol, camphre, caryophyllene, géraniol,
limonene, linalol, luteoline, 1,8 — cineole, acide rosmarinique et acide ursolique [33,
34,35]. Les études sur la composition chimique des HEs de Lavandula stoechas
montrent qu’elles sont plus riches en monoterpénes qu’en sesquiterpenes. Ainsi, ces
deux groupes de molécules constituent la majeure partie des HEs de cette espéce
[10, 11].

1.1.6 Domaine d’utilisation et vertus thérapeutiques de Lavandula

stoechas

L'utilisation des plantes pour guérir les maladies « phytothérapie» a été
connue depuis l'antiquité. Le recours a la thérapeutique des plantes est aussi vieux
que 'humanité : la Mésopotamie, 'Egypte ancienne, les Hébreux, la Chine, I'Inde et

I’Amérique du Sud, se sont transmis ce savoir [36].

Les lavandes sont parmi les plantes médicinales les plus utilisées. Des
preuves documentées de lutilisation des lavandes comme agent thérapeutique

remontent jusqu'aux anciens Romains, Grecs et Arabes [37].

Lavandula stoechas étaient la premiére lavande a étre utilisée en parfumerie.
Actuellement, son utilisation en cosmétologie est abandonnée a cause de : son
odeur fortement camphrée et de la concurrence importante des autres lavandes dont

I'odeur est plus agréable [38].
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Les feuilles et les fleurs de la lavande s’utilisent séches ou fraiches. Ses
nombreux composants ainsi que sa teneur en HE lui conférent une grande
polyvalence en phytothérapie. Lavandula stoechas est utilisée en phytothérapie pour
traiter certains troubles [39, 40, 41, 42, 43, 44, 45] :

- Elle soulage les migraines et diminue les vertiges. Elle posséde une action
calmante, antispasmodique, anti-inflammatoire, antimicrobienne, diurétique,
hypotensive et analgésique. Elle peut combattre le stress et les états dépressifs et
facilite les digestions lentes. Certains médecins la prescrivent pour lutter contre les
infections pulmonaires.

- Elle renferme des propriétés antiseptiques, bactéricides, cicatrisantes,
insecticides et antiparasitaires. La plante est également utilisée dans la médecine
populaire comme antispasmodique.

- L’'HE de L. stoechas et linfusion des feuilles sont utilisées par des
thérapeutes traditionnels comme spasmolytiques, contre le diabéte, les douleurs
menstruelles féminines, les calculs rénaux. Cette espéce de lavande a aussi des
effets positifs sur les infections urinaires, les maladies cardiaques, I'eczéma et les
différentes maladies du systeme nerveux central.

- La matiere végétale brute est également utilisée comme insectifuge. Elle
peut combattre I'asthme, la sinusite et I'otite. Elle atténue les douleurs des entorses,
des muscles et du rhumatisme.

- Les bains de bouche a base de lavande purifient I’haleine.

- Les chasseurs peuvent sauver leurs chiens piqués par une vipere en

frottant immédiatement la pigldre avec des fleurs de lavande fraiches froissées.

1.1.7 Contre-indication et effets indésirables de Lavandula

L’huile essentielle de lavande ne présente pas de risque particulier ; comme la
plupart des HEs, elle présente peu de contre-indication, mais il ne faut pas I'utiliser
pure. En effet, elle doit étre diluée dans de I'huile végétale, car elle est irritante et
allergéne [46].

Chez la femme enceinte et allaitante, les enfants de bas age, les sujets
épileptiques et les sujets atteints de sclérose multiple, son utilisation est a éviter. Il
est a noter qu’elle est neurotoxique a cause de la forte présence de cétone et elle a
tendance a lyser les gaines de myéline des axones et dendrites neuronaux [47, 48].
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1.2 Huiles essentielles et métabolites secondaires des plantes
meédicinales

1.2.1 Les plantes médicinales

Selon Bonnafous, 2013 Elles ont été ainsi définies : «une plante présentant
des propriétés médicamenteuses, sans avoir, ni ne pouvant avoir aucune utilisation
alimentaire, condimentaire et hygiénique », mais la plupart des végétaux n’entrent

pas dans cette définition [49].

Une plante médicinale est un végétal, dont un ou plusieurs organes sont
doués d’un effet thérapeutique sur l'organisme sans étre toxique a des doses

recommandées par la pharmacopée européenne [50, 51].

Ces végétaux poussent dans le monde entier et certains d’entre eux
interviennent dans la préparation des médicaments, car ils contiennent des principes
actifs qui agissent directement sur I'organisme. On les utilise aussi bien en médecine
classique qu’en phytothérapie. Ces derniéres années, le traitement a base de plante
revient au premier plan; ceci est di au fait que les bactéries se sont peu a peu
adaptés aux médicaments et ont acquis une résistance aux antibiotiques et aux

antiseptiques [52].

Les plantes médicinales fabriquent des hydrates de carbone et émettent
'oxygéne par la photosynthése, créant au fil de ce processus des voies
métaboliques fournissant les substances nécessaires a la production d’'une pléthore
de composants. Au niveau des plantes médicinales et a ce jour, il existe plus de
10000 meétabolites secondaires, cela inclut les minéraux, les vitamines, les
oligoéléments et un large assortissement de substance. Ces substances sont
appelées principes actifs, car ils exercent bien souvent une action thérapeutique
spécifique dans le corps [53, 54].

1.2.2 La phytothérapie

Du grec PHUTON et THERAPEUIEN est l'art de soigner par les
plantes médicinales [55]. C’est une discipline allopathique qui utilise les plantes
médicinales a des fins thérapeutiques. Elle est destinée a prévenir et a traiter

certains troubles fonctionnels et/ou certains états pathologiques [56]. La
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phytothérapie utilise les plantes sous forme de préparations dites galéniques [50,
57].

1.2.3 L’ aromathérapie

Vient du grec aroma = odeur, therapia = soin, elle est considérée comme une
médecine complémentaire ou alternative. Etymologiquement, c’est I'utilisation & but

de traitement médical (curatif ou préventif) des extraits de plantes aromatiques [58].

L’aromathérapie est une discipline qui utilise des huiles essentielles
naturelles. Les essences et les hydrolats aromatiques présentent des effets
thérapeutiqgues aussi bien sur les conditions physiologiques que psychologiques a

des concentrations infinitésimales [49].

1.2.4 Les huiles essentielles

1.2.4.1 Définition

Les huiles essentielles (HEs) sont des extraits purs, naturels et totaux, de
composition assez complexe. Elles renferment des principes volatiles contenus dans
les différentes parties sécrétrices de la plante. Les huiles essentielles résultent de la
distillation par entrainement a la vapeur d’eau de la partie odoriférante des plantes
aromatiques. Les produits obtenus par extraction avec d’autres procédés ne sont pas
repris dans la définition des huiles essentielles donnée par TAFNOR. Ce sont des

composés hydrophobes, miscibles uniguement dans l'alcool [58, 59, 60].

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

responsables de 'odeur caractéristique de la plante [61].

1.2.4.2 RO6le physiologique des huiles essentielles

Il existe beaucoup de plantes qui produisent des HEs en tant que métabolites
secondaires, mais le role exact dans le processus de la vie de la plante reste
inexpliqué [62]. Toutefois, les HEs émises jouent un role attractif sur les insectes
pollinisateurs. Elles ont un effet anti-appétent, affectant ainsi la croissance, la mue, la

fécondité et le développement des insectes et des acariens [63]. Elles pourraient
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servir aussi d’agent de dissuasion vis-a-vis les herbivores et d’agent défensif contre

les microorganismes [64].

Le réle physiologique des HEs est aujourd’hui démontré et n’est plus remis en
question. Les HEs ont des propriétés médicinales nombreuses et variées. Chaque
HE ne possede pas qu'une action unique, mais peut avoir de multiples propriétés :
antiseptique, diurétique, tonique, antispasmodique, antirhumatismal, antitussive et

autre et ceci du fait de ses éléments chimiques variés [65].

Les activités de 'HE dépendent donc de sa composition chimique et c’est
d’ailleurs ce qui la distingue d’'un médicament « classique », lequel se résume
souvent qu’a une molécule pour traiter une pathologie [66]. Les molécules
aromatiques agissent a différents niveaux et de maniéres directes ou indirectes. Le
composeé principal de I'HE agit sur un trouble, mais les éléments secondaires
interviennent en synergie ou simplement sur I'état de santé général du patient tel que

le stress, la fatigue [66].

1.2.4.3 Localisation et lieu de synthése des huiles essentielles

La synthése et 'accumulation des HEs dans les plantes aromatiques sont
associées a la présence de structures histologiques spécialisées (Figure 1.3). Ces
derniéres sont généralement localisées a proximité de la surface de la plante (sous

I'épiderme). Ces structures glandulaires sont des cellules sécrétrices [49, 58, 67].

Les poils glandulaires épidermiques produisent les essences dites

superficielles rencontrées souvent chez les Lamiacées : Lavandula.

B

Figure 1.3 : Cellules sécrétrices [68].

A : téte sécrétrice unicellulaire, B : téte secrétrice pluricellulaire
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1.2.4.4 Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont généralement obtenues par hydrodistillation c’est-
a-dire par entrainement a la vapeur d’eau dont le but est d’extraire les substances

volatiles présentes dans les cellules des végétaux.

Hydrodistillation : C’est la méthode la plus ancienne et la plus utilisée. Dans ce
processus, la matiere végétale est immergée dans un bain d’eau, puis 'ensemble est
porté a ébullition sous pression atmosphérique. La montée de la chaleur permet
I'éclatement des molécules odorantes contenant dans les cellules végétales. Les
vapeurs saturées en composés volatils sont condensées puis décantées avant d’étre
séparées en une phase aqueuse et une phase organique (HE) dans I'essencier et

ceci selon leurs différences de densité [49].

1.2.4.5 Propriétés des huiles essentielles

> Propriétés physiques

Les propriétés physiques des HEs sont définies comme suit [69, 70]:

A température ambiante, les HEs sont liquides, rarement visqueuses ou
cristallisées. A plus faible température, dix degrés (10 °C) certaines HEs cristallisent

sans aucune altération chimique et indiquent une trés bonne qualité du produit.

Elles sont volatiles ce qui explique leur caractéere odorant et permet leur

entrainement a la vapeur d’eau.

Les HEs sont plus légéres que l'eau et non miscibles, ceci permet leur
séparation dans I'essencier de maniére naturelle. Par contre les HEs sont solubles
dans les huiles végétales, dans les alcools et les solvants organiques. Elles sont

actives sur la lumiére polarisée et ont souvent un indice de réfraction élevé.

Elles sont colorées et tout le spectre de I'arc-en-ciel est représenté : le bleu
foncé de la Tanaisie et de la Matricaire, le rouge de la Sarriette, le rose de la
Gaulthérie, le vert émeraude de l'inule et le vert pale de la bergamote, le jaune péle
de la Sauge sclarée et le jaune imperceptible pour la plupart des autres HEs

(Lavande).

Elles sont dotées d’un pouvoir rotatoire, soit la faculté de dévier la lumiéere

polarisée qui les traverse a droite (dextrogyre) ou a gauche (Iévogyre).
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Elles sont inflammables et nécessitent de connaitre leur point éclair pour leur

stockage et leur transport.

» Notions de chémotypes — chimiotype

Le chémotype est défini comme étant la carte d’identité d’'une espéce
végétale. Ces identités chimiques des HEs peuvent varier au sein d’'une méme

espece.

Les chémotypes sont liés a la notion du terroir et qui sont déterminés par le
pourcentage d’ensoleillement et de précipitation, la nature du climat, la constitution
du sol et le lieu de croissance (altitude, latitude). La notion de chémotype, conduite a

admettre I'existence des races chimiques [49, 67].

> Profils chromatographiques et techniques d’analyse

Lorsque les HEs sont extraites, il est impératif de vérifier leurs profils
chromatographiques. Ce dernier correspond a la liste des constituants sélectionnés
parmi ceux qui sont représentatifs et caractéristiques d’'une HE. Il est accompagné,
pour chacun d’eux, des limites de concentration et éventuellement des rapports entre

concentrations [71].

» Mode d’action

Les HEs sont des molécules actives de par leur site fonctionnel, leur
configuration spatiale et leur environnement électrique. Cependant, on constate que
la biochimie seule n’explique pas la totalité des activités biologiques. On distingue

une triple réalité qui permet aux HEs d’agir en synergie [58] :

- Une réalité matérielle : c’est un concentré solaire fait de molécules actives.
Cette action intervient pour suppléer a une diminution possible de lactivité
photosynthétique en fournissant de I'énergie.

- Une activité énergétique : les HEs ont la capacité de transmettre des charges
électroniques, cette action se fait par: apport d’électron (négativation), capture

d’électron (positivation) et apport de protons (acidification).
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- Une activité informationnelle : ceci représente une é€nergie circulante
importante, les aromes sont des vecteurs d’information répulsive (olfactive) ou

attractive.

» Pharmacocinétiqgue

Les HEs diffusent rapidement dans tout I'organisme, quelles que soient les
voies d’administrations. In vivo, les HEs ont un effet a des concentrations tres faibles
[59, 45].

La métabolisation des constituants des HEs est trés rapide et semble se
réaliser de maniere tres importante au niveau du foie. Elle implique des réactions de
conjugaison et d’hydroxylation. L’élimination des métabolites formés est

essentiellement urinaire.

> Toxicité

Tout produit renferme de nombreux principes actifs présents un risque de
toxicité. La toxicité des HEs dépend de plusieurs facteurs: la composition
biochimique, le taux de molécule toxique qui les renferment, le dosage, la maniere
de l'application des HEs et la durée de manifestation qui suit l'utilisation en
'occurrence la toxicité aigué se manifeste dans les minutes par contre, la toxicité

chronigue se manifeste par des effets mutagene et cancérogene [72, 73, 59].
La toxicité sur un plan général peut se manifester de différentes manieres :

- Toxicité selon la composition : Certaines HEs sont classées selon la
composition et les toxicités relatives des familles biochimiques auxquelles elles
appartiennent ; dans ce contexte on peut citer : la neurotoxicité (famille des cétones
et lactones), I'hépatotoxicité (phénols), la néphrotoxicité (monoterpénes), hormone-
like [67].

- La toxicité par ingestion : Les HEs d’'usage commun ont une toxicité par
voie orale faible avec des doses létales (DLsp) généralement supérieures a 5 g/kg a
I'exception de la sarriette et I'origan. De nos jours, de nombreux travaux concernant
la DLso mettent en évidence la grande différence existante entre les DLsg des souris
et des humains. L’exemple spectaculaire et celui d’Eucalyptus dont la DLso chez les

souris est de 2,5 g/kg de poids de souris par contre la DLsy chez 'homme se situe
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entre 0,4 et 0,8 g/kg. Ceci montre la nécessité d’abandonner le modéle expérimental

animal pour des raisons de sécurité [35, 67].

> Les domaines d’application des huiles essentielles

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples en
alimentaire, en cosmétologie et en pharmacie. La pharmacie utilise encore une forte
proportion de médicaments d'origine végétale. La recherche trouve chez les plantes
de nouvelles molécules actives ou des matiéres premieres pour la semi-synthese
[74].

1.2.5 Les métabolites secondaires des plantes médicinales

1.2.5.1 Les phénols

lls forment une grande famille de composés chimiques tres divers depuis les
simples acides phénoliques jusqu’aux grands polyméres complexes qui sont : les
tanins [64].

Il existe une trés grande variété de phénols, tels que l'acide salicylique,
molécule qui donne par synthése de l'aspirine et d’autre composées sont aussi a
citer (les composés phénoliques auxquels sont rattachés les glucosides). Les plantes
produisant les phénols pour se prémunir contre les infections et les insectes

phytophages [75].

v' Les coumarines

Les coumarines, de différents types, se trouvent dans de nombreuses
especes veégétales. Elles possédent des propriétés tres diverses. Certaines
coumarines contribuent a fluidifier le sang, alors que d’autres soignent les affections
cutanées [75, 54].

v' Les flavonoides

Ce sont généralement des composés polyphénoliques tres répandus chez les
végétaux. Les flavonoides sont responsables en particulier de la pigmentation des
fleurs (violet et jaune), des fruits et de certaines feuilles. lls assurent aussi la
protection des tissus superficiels contre les effets nocifs des rayonnements ultra-

violets. lls sont abondants chez les plantes supérieures et sont présents dans tous
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les organes aériens et surtout les organes jeunes [76]. lls ont un important champ
d’action et possédent de nombreuses vertus médicinales. Leurs actions
antioxydantes a un effet bénéfique sur la circulation sanguine. Certains flavonoides

sont anti-inflammatoires, antiviraux, hépato-protecteur et anti tumoraux [54].

v" Les anthocyanes

Ce sont des composés hydrosolubles. lls sont issus de I'hydrolyse des
anthocyanidines. lls donnent aux fleurs et aux fruits la teinte bleue, rouge ou pourpre.
lls se trouvent principalement dans le suc vacuolaire, mais dans la nature ils sont
présents uniqguement sous forme d’hétérosides appelés anthocyanosides. [76]. Ce
sont de puissants antioxydants puisqu’ils nettoient 'organisme des radicaux libres,

notamment dans la région du cceur, des mains et des yeux [77].

1.2.5.2 Les alcaloides

lls forment un groupe chimiquement hétérogene et tres large. Les alcaloides
possedent une molécule d’azote (— N) qui les rend pharmacologiquement trés actifs
[53].

La plupart des alcaloides sont toxiques a forte dose, par contre, a faible dose,
ils peuvent avoir une valeur thérapeutique. Les alcaloides ont été utilisés comme
médicaments, relaxants musculaires, analgésiques, tranquillisants et psychotropes
[64].

1.2.5.3 Les tanins

Ce sont des substances ameres que renferment certains végétaux [75]. Ce
sont des composés phénoliques solubles dans l'eau. Selon la nature des
assemblages moléculaires, les tanins sont classés en 2 groupes, en l'occurrence, les
tanins hydrolysables et les tanins condensés. Les premiers protegent la peau et les
muqueuses de lirritation, diminuent le gonflement et linflammation. Or que, les

tanins condensés sont connus pour leurs propriétés antioxydantes [54].

1.2.5.4 Les terpénes

lls sont tres répandus dans les HEs. Ils sont connus pour leurs nombreuses
propriétés thérapeutiques. Les terpénes sont généralement des molécules odorantes

qui présentent un caractere volatil. Les terpénes sont des molécules composées
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uniqguement de carbones et d’hydrogenes. lls sont élaborés par de nombreuses
plantes et en particulier par les coniféres. On distingue en fonction du nombre
d’atomes de carbone qu’elles possedent, les monoterpénes, les diterpénes, les

triterpénes et les sesquiterpénes [78].

1.2.5.5 Les saponines

Ce sont des substances tensioactives faisant mousser l'eau. Elles sont
douées de propriétés hémolytigues marquées et précipitent le cholestérol [79]. Les
plantes contenant les saponines ont un gout amer. Elles peuvent réduire la paroi des
globules rouges et favorisent l'absorption du calcium et du silicium [75]. Les
saponines irritent les muqueuses, produisent un relachement intestinal et accroissent
les sécrétions bronchiques. Elles sont utilisées comme diurétiques et désinfectant

des voies urinaires [75].

1.2.5.6 Les anthraguinones

lls constituent un groupe important de composés bioactifs. lls sont souvent
rouges ou pourpres, plutbét que jaune. La classe des anthraguinones montre de
nombreux effets thérapeutiques. Elles renferment d’importants composés laxatifs.
Ces derniers inhibent 'acheminement des ions dans les cellules du c6lon [80]. Les
anthraquinones présentent d’autres effets biologiques comme la diurése, la
vasorelaxation ainsi que des propriétés antioxydantes, antibactériennes et

antifongiques [81].
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1.3 Activités biologigues des huiles essentielles

1.3.1 Activité antimicrobienne

1.3.1.1 Géneéralités

Dans son environnement, 'homme est entouré d'un grand nombre de
microorganismes. Ces derniers colonisent la peau, les muqueuses, le tube digestif,
le systeme respiratoire, I'appareil urinaire et la nourriture. Ces microorganismes sont
représentés par des bactéries, des levures, des champignons, des parasites et des
virus. lls peuvent étre saprophytes ou pathogénes et conduire a une infection chez
I'héte [82].

La plupart des bactéries ont un pouvoir pathogene naturel, certaines souches
sont résistantes naturellement a certains antibiotiques. D’un autre cété, ils peuvent
étre la cause de nombreuses maladies végétales et animales et des contaminations
alimentaires. Les microbes sont largement utilisés pour étudier les processus

cellulaires [83]

Les champignons (Fungi ou mycétes) constituent un groupe d’organismes
hétérotrophes ubiquistes [84]. lls sont caractérisés par un mycélium, formé de
filaments nommés hyphes. lls tirent leur nourriture soit de la matiere organique
morte, ce sont alors des champignons saprophytes. Ils peuvent aussi

s’approvisionner a partir de tissus végétaux vivants, ce sont des parasites [85].

Les levures sont des champignons unicellulaires ubiquistes pour tout ou une
partie de leur cycle végétatif. Elles forment un groupe trés hétérogéne. Elles peuvent
coloniser I'air, le sol, 'eau et les végétaux. Les levures des produits alimentaires ne
sont pas pathogenes et ne causent pas d’intoxication alimentaire, mais peuvent
produire par leur développement des altérations de la qualité marchande de ces
aliments [86].

Certaines espéces microbiennes pathogénes sont de moins en moins
sensibles aux antiseptiques et développent de multiples résistances. Par

conséquent, la nécessité de trouver des solutions est a I'ordre du jour [87], [88].
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Les antiseptiques agissent habituellement soit comme bactéricides (ils tuent
les bactéries) soit comme bactériostatiques (ils inhibent la croissance bactérienne)
[89]. Chaque antiseptique posséde un spectre d'action ; il est d'autant plus large, ou
étendu, que le nombre des especes microbiennes sensibles est grand. Le spectre

d'action varie d'un antibiotique a un autre [89].

1.3.1.2 Modes d’action des huiles essentielles

Le mécanisme d'action des HEs sur les microorganismes n'a pas été
clairement élucidé. Il est probable que I'activité antibactérienne des HEs ne soit pas
attribuable a un mécanisme spécifique, mais gu'il y ait plusieurs cibles dans la cellule
[90].

Le mode d’action des HEs dépend en premier lieu du type et des
caractéristiques des composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui
leur permet de pénétrer dans la double couche lipidiqgue de la membrane de la cellule
bactérienne. Cela peut induire un changement de conformation de la membrane, une

perturbation chémo-osmotique et une fuite des ions (K*).

Certains composés phénoliques des HEs interferent avec les protéines de la
membrane des microorganismes, soit par action directe sur la partie hydrophobe de
la protéine, soit en interférant dans la translocation des protons dans la membrane
prévenant de la phosphorylation de I'ADN. Les HEs peuvent aussi inhiber la
synthése de 'ADN et de 'ARN des protéines et des polysaccharides. D’autres
auteurs pensent que l'activité inhibitrice de ces composés serait due a leur affinité

avec les groupements SH impliqués dans la division cellulaire [91, 92, 93,94].

1.3.2 Activité antioxydante

1.3.2.1 Stress oxydatif

Le stress oxydatif réfere a un déséquilibre entre la génération de radicaux
libres et la capacité du corps a les neutraliser et a réparer les dommages
oxydatifs [95]. Il correspond aussi a une perturbation dans la balance métabolique
du statut oxydatif intracellulaire [96]. Dans les systémes vivants, une production
physiologique de radicaux libres se fait de maniere continue. Dans des conditions

pathologiques ou provoquées par des facteurs exogenes, une surproduction de
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ces réactifs est possible. Ce sont les antioxydants qui peuvent empécher les

dégats cellulaires causés par les radicaux libres de I'oxygéne [97].

1.3.2.2 Les antioxydants

Les antioxydants sont des molécules ayant la capacité de neutraliser des
radicaux libres qui sont responsables de nombreuses maladies. Les antioxydants
sont des composés qui inhibent ou retardent le processus d'oxydation en
bloguant l'initiation ou la propagation des chaines de réactions oxydatives [98].

Les antioxydants naturels ou de syntheses sont utilisés pour prévenir de
nombreuses maladies (cardiovasculaires et neurodégénératives, inflammation et
diabéte) et le vieillissement, dus a la formation exagérée de radicaux libres. Les
antioxydants sont également utilisés dans les aliments pour retarder la
détérioration, le rancissement ou la décoloration qui est souvent dd a I'oxydation

causée par la lumiére, la chaleur et certains métaux [99].

Récemment, beaucoup d’études ont porté sur la toxicité élevée des
antioxydants de synthéses utilisés dans [industrie alimentaire tels que, le
butylhydroxytoluéne (BHT), I"hydroxyanisol butyle (BHA), le tert-butylhydroquinone
(TBHQ) [100,101]. Le besoin de réduire l'utilisation des antioxydants de syntheses
(maintenant limitée dans plusieurs pays en raison de leurs possibles effets
indésirables sur la santé humaine) impose d’orienter le marché vers des
antioxydants d’origine naturelle et stimule la recherche dans ce domaine [102].
Toutefois, les plantes représentent une source tres importante et renouvelable
d’antioxydants naturels [100, 101].

1.3.3 Activité anti-inflammatoire

L'inflammation ou la réaction inflammatoire est la réponse des tissus vivants et

vascularisés a une agression dans le but de maintenir son intégrité.

C’est un ensemble de phénoménes réactionnels se produisant au point irrité
par un agent pathogene. Les signes cliniques de ce processus sont: chaleur,
rougeur, gonflement et douleur, de plus, une altération du fonctionnement de

I'organe touché peut survenir [103].
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La réaction inflammatoire est un processus habituellement bénéfique, mais
parfois elle peut étre néfaste a la suite de l'agressivité de l'agent pathogéne, de sa
persistance, du siege de linflammation, ou encore de régulations anormales du
processus inflammatoire [104]. La réaction inflammatoire met en jeu de nombreux
systemes biologiques qui interviennent a des temps et des degrés variables :
réactions biochimiques, activation cellulaires, coagulation et fibrinolyse et qui visent a

détruire ou a éliminer la substance étrangére [105].

1.3.3.1 Les causes de l'inflammation

Les causes de l'inflammation sont nombreuses et variées. Elles peuvent avoir des

origines diverses :
» Causes exogenes :

- Agents physiques : traumatisme, radiations, électricité, froid, chaleur,
piqdre, coupure ;

- Agents chimiques : acide, base, substances minérales diverses ;

- Agents biologiques : microorganismes pathogénes (virus, bactérie,
parasite, champignon) et d'autres agents comme le vin, le pollen et les toxines.
[105, 106].

» Causes endogenes :

- Causes trophiques: elles sont en rapport avec un défaut de
vascularisation,

- Conflits immunitaires : rencontrés dans les maladies inflammatoires

chroniques [107].

L’inflammation est classée en deux catégories selon la durée et la cinétique
du processus inflammatoire [108, 109, 110, 111] :

- Primaire (ou aigué€) quand elle est de cause immédiate et localisée ;
- Secondaire (ou chronique) lorsqu’elle est plus étendue comme c’est le cas de

I'inflammation rhumatismale.
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Chapitre 2 : Matériel et Méthodes

Notre étude a porté sur une plante médicinale, Lavandula stoechas. L’étude

expérimentale a duré 34 mois. Elle a été réalisée au niveau du :

— Laboratoire de recherche de biotechnologies, environnement et santé du
département de biologie et physiologie cellulaire a I'université de Blida 1.

— Laboratoire d’hygiene et de référence de la Wilaya de Blida.

— Centre de recherche et de développement — Saidal — El Harrache.

— Groupe antibiotical Saidal — Médéa.

— Institut national de protection des végétaux - INPV-
2.1 Matériel

2.1.1 Matériel non biologique

Il est représenté par : la verrerie, 'appareillage, les milieux de culture et les

réactifs (Appendice B).

2.1.2 Matériel biologigue

v Matériel végétal

Lavandula stoechas est une plante aromatique, tres utilisée en médecine

traditionnelle et dans les industries pharmaceutiques [112].

La présente étude a été réalisée sur les fleurs de L. stoechas (Figure 2.1).
Ces dernieres ont été récoltées au cours des cing (5) sorties durant la période de

floraison entre mars et mai 2014,
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Figure 2.1 : Lavandula stoechas

A/ vue générale de la partie aérienne, B/ fleurs (Originale 2015)

Le site de la cueillette se situe au niveau de la station de Beni Ali (36°27’
08,7”’N 2°51’ 47,4”E 800 métres) dans la montagne de Chréa, wilaya de Blida en

Algérie (figure 2.2). La récolte a été faite le matin au lever du soleil.

Station Beni All

Figure 2.2 : Carte géographique du site de la récolte de L. stoechas (Google earth)

La plante a fait 'objet d’'une identification a l'université Saad Dahleb de Blida-1
au niveau du laboratoire de Botanique du département d’Agronomie et a I'école
National supérieure d’Agronomie (ENSA) d’El Harrach au niveau du département de

Botanique.

Les fleurs ont été lavées puis séchées a I'abri de la lumiére et a température
ambiante (25 a 28 °C). Aprés séchage, le matériel végétal est conservé dans des
sacs en toile. Le matériel végétal a fait 'objet d’'une étude phytochimique et d’'une

hydrodistillation afin de récupérer I'huile essentielle en vue de sa caractérisation en
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'occurrence l'identification de ses métabolites secondaires et une évaluation de ses

effets thérapeutiques.

v Matériel animal

Selon la disponibilité en animaux de laboratoire, nous avons été dans
I'obligation de travailler sur 2 souches de souris différentes a savoir : les NMRI et les
BALB/c.

Les animaux de laboratoire utilisés dans les essais de la toxicité aigué et
subaigué ainsi que pour I'étude de I'activité anti-inflammatoire sont des souris, avec

I'identification suivante (Tableau 2.1) :

Tableau 2.1 : Caractéristiques des souches de souris utilisées

Mus musculus, variété Albinos —
Souches BALB/C
NMRI.
Poids 18a23¢g
Sexe Males et femelles
Nourriture Granules d’origine ONAB
Boisson Eau du robinet
L ] o N _ Toxicité aigué —
Activités testees Activité anti-inflammatoire L o
toxicité subaigué

Les essais ont eu lieu dans une animalerie conventionnelle, on respectant les
conditions normales, la température du local était de 22 °C (x 3) et 'humidité relative
était comprise entre 40 et 60 %. Un éclairage artificiel est utilisé et la séquence doit

étre de 12 heures de lumiére et 12 heures d'obscurité.

Tous les animaux recgoivent de I'eau et de la nourriture « ad-libitum». La
nourriture est composée d'un concentré équilibré en protéines, glucides, lipides,

vitamines et sels minéraux.
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2.2 Méthodes

2.2.1 Etude ethnobotanique

Il s’agit d’'un sondage effectué entre mars et mai 2014 au niveau des wilayas
suivantes : Blida, Alger et Tipaza. L’étude a concerné un groupe de la population
dont 'age est supérieur a 18 ans. Les personnes interrogées sont au hombre de 105

réparties comme suit : 15 pour Alger, 13 pour Tipaza et 77 pour Blida

L’enquéte ethnobotanique a été réalisée a l'aide d’'une fiche remplie suite a
une interrogation orale (Appendice C). Le questionnaire a été axé sur le nom local de
la plante, la ou les parties de la plante utilisée, les indications thérapeutiques, les

recettes, les modes d’administration et les effets secondaires.

Ce sondage est effectué dans le but de recueillir des informations sur la
plante, mais aussi des informations sur les connaissances de [utilisation en

phytothérapie par le groupe interroge.

2.2.2 Observation microscopigue de la fleur de L. stoechas

Dans un premier temps, I'observation microscopique de la fleur fraiche a été
effectuée sous loupe binoculaire au grossissement Gx 2,5 pour visualiser les

différentes parties de la fleur et surtout localiser les sites sécréteurs.

L’observation microscopique des sites sécréteurs a été réalisée sous
microscopie électronique a balayage (MEB : Quanta 650), la poudre de fleur de L.
stoechas a été insérée sur un talon en aluminium surmonté de carbone afin de fixer
I'échantillon. La méthode suivie est : low vacuum (vide bas) en utilisant une tension

d'accélération de 10 kV et une pression de 130 Pa.

2.2.3 Détermination de la teneur en eau et en matiere minérale

2.2.3.1 Teneur en eau

Nous avons placé des échantillons de fleurs fraiches de poids déterminé dans
une étuve portée a 75 °C. Les échantillons ont été pesés chaque 24 heures, pendant

une semaine, jusqu’a I'obtention d’un poids constant [113].

La teneur en eau a été calculée selon la formule suivante [113] :

Poids frais—Poid
Teneur en eau % = ——= 2579199 %€ 100
Poids frais
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2.2.3.2 Teneur en matiere minérale «cendres»

v’ Principe

Le taux de cendres de matériel végétal est le résidu minéral aprés calcination
compléte de la matiére organique dans des conditions bien déterminées.
L’incinération permet d’éliminer la matiére organique et l'obtention de cendre
blanchatre [114].

v’ Protocole expérimental

La technique suivie est celle de la pharmacopée européenne 8.0 (2014).

- Les creusets de silice ou de platine sont préalablement portés au rouge
pendant 30 minutes. lls sont refroidis dans un dessiccateur, puis peseés,

- Introduire dans le creuset une prise d'essai de 1 g des fleurs finement
broyées,

- Mettez les creusets dans le four a moufle, a une température de 600 + 25 °C
pendant 4 a 6 heures,

- Les déposer a refroidir dans un dessiccateur avant leur pesée.

La teneur en cendre totale est calculée selon la formule suivante :

Masse cendres (g)

Teneur en cendre % = x100

Masse de la prise d’essai (g)

Masse de cendre = masse totale apres calcination — tare.
Masse de poudre de la plante essai = masse totale avant calcination — tare.

L’analyse des minéraux se fait par la chromatographie ionique. Le protocole

utilisé est celui du centre de criminologie de Bouchaoui — Unité incendie — :

2.2.4 Chromatoqgraphie ionique

v’ Principe

Cette technique de chromatographie est orientée vers la séparation des ions
et des composés polaires. Elle permet de doser les anions et les cations en une
vingtaine de minutes et a des concentrations de I'ordre du mg/l. Pour cela, nous
avons utilisé des colonnes contenant des phases stationnaires comportant des sites

ioniques. Ces derniers permettent de créer des interactions dipolaires avec les
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analytes a séparer. La phase mobile est une solution tampon aqueuse. La phase
stationnaire est la plus courante, elle est constituée de polystyréne sous forme de
sphéres de quelques micrométres de diameétre. Ces sphéres ont été chimiquement
transformées en surface pour faire apparaitre des sites ioniques. Ces derniers
permettent I'échange de leurs ions mobiles avec des ions de méme signe, présents

dans la phase mobile [115].

v Mode opératoire

Le protocole suivi est expliqué ci-dessus :

- Dans un litre d’eau, on dilue 1 ml de la solution de cendre,
— A partir de cette solution, 20ul sont injectés dans l'appareil de la

chromatographie ionique de type ICS 3000.

Les conditions opératoires sont détaillées dans le tableau 2.2.

Tableau 2.2 : Les conditions de 'analyse par chromatographie ionique

Anions Cations
Eluant NaOH 30 mm H2S04 11 mm
Débit 1,5 ml/min 1 ml/min
Température 30 °C Ambiante
Colonne lon Pac ASM-HC4 x lon Pac CS 12A 4 x
250 mm 250 mm
Détecteur CD25 CD25
Suppresseur ASRS ultra Il 4 mm CSRS ultra Il 4 mm
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2.2.5 Caractérisation de certains métabolites secondaires de L.

stoechas

2.2.5.1 Le screening phytochimique

C’est 'ensemble des méthodes et des techniques qui permettent de mettre en

évidence les substances organiques naturelles présentes dans la plante.

Infusé : 10 g de poudre de plante sont infusés dans 100 ml d’eau bouillante
pendant 15 minutes, filtrer et ajuster a 100 ml avec de I'eau chaude, le filtrat est

soumis a des tests par la suite.

Décocté a 2 % : 2 g de poudre de fleurs de L. stoechas sont bouillis pendant
30 minutes dans 100 ml d’eau.

Décocté a 5 % : 1 g de poudre de fleurs de L. stoechas est bouilli dans 20 ml

d’eau pendant 15 minutes.

v' Les saponosides

Leur présence est déterminée quantitativement par le calcul de lindice de

mousse (IM) ainsi que par le degré de dilution d’'un décocté aqueux des fleurs [116].

Les saponines ont été mises en évidence selon le protocole suivant [117] :

—  Préparer un décocté a 2 %,

—  Maintenir a ébullition pendant 15 minutes, filtrer et apres refroidissement
ajuster a 100 ml,

- Dans une série de 10 tubes a essai, introduire successivement 1, 2, 3, 4,
5,6, 7, 8,9 et 10 ml de décocté et ajuster le volume de chaque tube a 10 ml avec de
I'eau distillée,

—  Agiter chaque tube pendant 15 secondes,

— Laisser reposer 15 minutes, puis mesurer la hauteur de la mousse.

L’indice de mousse (IM) est calculé a partir du numéro de tube (n) dans lequel
la hauteur de la mousse est supérieure ou égale a 1 cm, selon la formule suivante
[118]:
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lls mettent en évidence les dérivés anthracéniques libres et les dérivés

anthracéniques combinés a partir de I'extrait chloroformique et de I'hydrolysat, leur

mise en évidence est illustrée dans le tableau 2.3 [119, 118] :

Extrait chloroformique : A 1 g de fleurs séches de L. stoechas, on ajoute 10 ml

de CHCI; et on chauffe au BM pendant 3 minutes. Filtrer a chaud et compléter a

10 ml avec I'eau distillée.

Hydrolysat : A une partie du résidu de poudre épuisé par le chloroforme,

ajouter 10 ml d’eau distillée, plus 5 ml d’HCI concentré puis maintenir le tube a essai

dans un BM bouillant pendant 15 minutes. Laisser refroidir sous un courant d’eau et

filtrer.

Tableau 2.3 : Protocole expérimental des dérivés anthracéniques

Molécules recherches

Résultats

v Anthracéniques libres (Réaction de Borntrager)

Ajouter a 1ml dextrait chloroformique, 1 ml de

solution NH4OH dilué et agiter.

Coloration plus ou moins

rouge.

v Anthracéniques combinés
» 0O-hétérosides
- Ajouter a 5 ml d’hydrolysat 5 ml de CHCI;
- Agiter puis soutirer la phase organique,
- Introduire dans un tube a essai et garder la phase
aqueuse.

- Ajouter 1 ml de NH,OH dilué au demi et agiter.

Coloration plus ou moins

rouge.
- Si la coloration est
négative ou faiblement

positive, rechercher les O-
hétérosides a génines

réduites et les C-

hétérosides.

» O-hétérosides a génines réduites
- A 5ml d’hydrolysat ajouter 3 & 4gouttes de FeCl; a
10 %,
- Chauffer 5 min au BM puis refroidir,
- Agiter avec 5 ml de CHClI;,
- Soutirer la phase chloroformique et l'introduire dans un
tube a essai,

- Ajouter 1 ml de NH,OH dilué au demi et agiter.

Coloration plus intense.
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» C-hétérosides
- Reprendre la phase aqueuse qui a été conservée par
10 ml d’eau distillée,
- Ajouter 1 ml de FeClI3 a 10 %,
] ] o , ] Coloration rouge plus
- Maintenir le tube a I'ébullition pendant 30 minutes, puis o
o . ou moins intense.
refroidir sous un courant d’eau et agiter avec 5 ml de
CHCl;,
- Soutirer la phase chloroformique dans un tube a essai

et y ajouter 1 ml de NH,OH dilué au demi et agiter.

v’ Les alcaloides

La présence des alcaloides peut se faire par la précipitation des sels et la
révélation a l'aide du réactif de Mayer (solution de tétra-iodomercure de
potassium) [118] :

—  Faire macérer 10 g de fleurs de L. stoechas dans 50 ml d’'H,SO4 a 10 %
pendant 24h a température ambiante du laboratoire (25 £ 2 °C),

- Filtrer le macérat et laver a I'eau de maniére a obtenir 50 ml,

- Prélever 1 ml et ajouter 5 gouttes de réactif de Mayer* et attendre

15 minutes.
* Réactif de Mayer: 59 de Kl et 1,358 g de HgCl, solubilisé dans 100 ml d’eau
distillée.

La présence des alcaloides se traduit par I'apparition d’'un précipité blanc -

jaune ou jaune-clair.

v Les substances polyphénoligues

Elles permettent de mettre en évidence les flavonoides et les tanins par un
infusé a 5 %. Filtrer sur papier filtre et rincer avec un peu d’eau chaude de maniére a

obtenir 100 ml de filtrat. Cet infusé permet de caractériser [119, 117,118] :

v Les flavonoides

Ce sont des pigments universels des veégétaux responsables de la coloration
des fruits, des fleurs et parfois des feuilles. Plusieurs tests de caractérisation

permettent de mettre en évidence les différents types de flavonoides (Tableau 2.4).
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Tableau 2.4 : Protocole expérimental de la mise en évidence des flavonoides

Protocole

Test positif

Molécules détectées

- A 5 ml de l'infusé,
- Ajouter 15 ml de H,SO4a 10 %,

- Ajouter 5ml de NH4OH dilués

au demi.

La coloration s’accentue
par acidification puis vire
au bleu violacé en milieu

basique.

Anthocyanes.

Coloration moins

Hétérosides

intense. flavoniques.
Réaction a la cyanidine :
. Coloration rose-orangé. Flavone.

— Introduire dans un tube 5 ml
de l'infusé,

Coloration rose-violacée. Flavonone.
Ajouter 5ml d’éthanol
chlorhydrique*,

— Ajouter 2 a 3 copeaux de Mg,

Coloration rouge

Flavonol, flavononol.

Coloration rassemblée . )
— Ajouter 1ml dalcool iso Génine : flavonoide
dans le surnageant .
amylique. : . . libre.
d’alcool isoamylique.
- Méme réacton que la Rouge cerise ou
o Leucoanthocyane.
précédente, mais sans ajout de violacee.
copeaux de Mg +chauffage de
15 min au BM. Brun rouge. Catéchol.

*Ethanol chlorhydrique = Ethanol & 95 ° + eau distillée + HCI concentré, a parties
égales V/VIV =5 ml.




48

v Les tanins

Prendre 5 ml de l'infusé a 5 %, ajouter 1 ml de FeCl; a 1 %. La présence

d’'une coloration verdatre ou bleu noiratre indique la présence de tanins.

La différenciation des tanins catéchiques — non hydrolysable — et des tanins
galliques — hydrolysable — se fait par le biais d’'une réaction dite : Réaction de
Stiasny (Tableau 2.5) [120].

Tableau 2.5 : Protocole expérimental de la mise en évidence des tanins

Protocole Coloration apparue Molécules détectées

— A5 mlde linfusé a5 %,

Ajouter 15 ml de réactif de o
) Précipité en gros ) oo
Stiasny*, Tanin catechique.
flocons.

— Chauffez-les au BM a 80°C
pendant 30 min.

- Filtrer la solution précédente et

saturer 10ml de filtrat avec
Iacétate de sodium, Apparition d’'une teinte

o Tanin gallique.
noir intense.

- Ajouter 1 ml d’'une solution de
FeCl; a 1 %.

* Réactif de Stiasny =10 ml de formol & 40 % + 5 ml d’acide chlorhydrique concentré.

v Les stérols et triterpénes [119]

—  Mettre dans un tube a essai 1 g de poudre et 20 ml d’éther, puis agiter,
— Laisser macérer 24 heures puis filtrer et compléter le volume a 20 ml par

I'éther,

Réaction de Libermann — Buchard,
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- Prélever 10 ml du filtrat que I'on évapore a sec,

- Dissoudre le résidu dans 1 ml de C4HgOs3,

—  Ajouter 1 ml de CHCl;,

- Répartir dans 02 tubes a essai : 'un servira de témoin et l'autre pour la
caractérisation,

- Déposer 1 a 2 ml H,SO4 au fond du tube a l'aide d’'une pipette sans

agiter.

A la zone de contact des liquides, il y a formation d’'un anneau rouge brunatre
ou violet. Une coloration verte ou violette de la couche surnageante révele la

présence de stérols et de triterpénes.

v Les caroténoides

- Dans une capsule, faire évaporer a sec 5 ml de I'extrait éthéré,
—  Ajouter 2 a 3 gouttes de solution saturée de SbCl; dans du chloroforme,

Le résultat positif se traduit par une coloration bleue devenant rouge [119].

v Les composés réducteurs

Mettre 5 ml de décocté a 10 % dans une capsule et évaporer a sec au
BM,

—  Ajouter au résidu sec 1 ml de réactif de Fehling (0,5 ml de réactif A +
0,5 ml de réactif B).

Aprés chauffage, la réaction positive se traduit par I'apparition d’'un précipité

rouge brique [119].

v' Les quinones libres

— Dans un tube, mélanger 1 g de fleurs de L. stoechas avec 15 a 30 ml
d’éther de pétrole,

—  Agiter et laisser macérer 24 h,

- Filtrer et concentrer a I'évaporateur rotatif,

—  Ajouter quelques gouttes de NaOH 1/10.
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La présence des quinones libres est confirmée par le virage au jaune, rouge

ou violet de la phase aqueuse [121].

v Les iridoides

Mettre 5 ml de décocté a 5 % dans un tube a essai et ajouter 1 ml d’'HCI, puis
chauffer dans un BM. L’obtention d’un précipité noir confirme la présence des
iridoides [119].

v' Les coumarines

Placer 1 g de fleurs de L. stoechas dans un tube a essai, ajouter quelques
gouttes d’eau. Les tubes sont recouverts avec du papier imbibé de NaOH dilué a
50 % et sont portés a ébullition,

Toute fluorescence jaune témoigne la présence des coumarines apres

examen sous lampe UV [122].

v" Le mucilage

Mettre 5 ml de décocté a 10 % dans un tube a essai et ajouter 5 ml d’alcool
absolu, I'obtention d’'un précipité floconneux par mélange indique la présence de

mucilage [119].

2.2.6 Extraction des huiles essentielles

v' Principe

L'hydrodistillation est la méthode préconisée par la Pharmacopée européenne
pour extraire les HEs. L’hydrodistillation des fleurs séches de L. stoechas a été

réalisée a l'aide d’un dispositif Clevenger [123].

v" Protocole expérimental

La procédure d’extraction se résume comme suit: porter a ébullition une
quantité de 100 g de matériel végétal séche pendant 4h avec 1 litre d’eau distillée

dans un ballon de 2 litres. La vapeur condensée obtenue conduit a deux phases :
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- Une phase organique (HE) qui est séparée de l'eau par simple
décantation. La quantité d’HE obtenue est pesée pour le calcul du rendement.

- Une phase aqueuse (eau aromatique ou hydrolat) qui contient une
quantité non négligeable d’essence sous forme solubilisée. La récupération de cette
huile essentielle est réalisée a I'aide d’'une ampoule a décanter. L'HE est conservée

dans un flacon opaque a une température de +4 °C.

Selon I'AFNOR [60], le rendement de I'HE (Rpg) est défini comme étant le
rapport entre la masse (en gramme) de I'HE obtenue (Myg) et la masse (en gramme)
de la matiere végétale utilisée (Muy). Le rendement en HE est calculé par la formule

ci-dessous [124] :

MHE

Rue = v x100

mv

L’HE récoltée en mois de mars a servi pour les études toxicologiques et
I'activité antimicrobienne, ainsi celle récoltée en mois d’avril a permis I'evalution de
I'effet antiinflammatoire. Pour I'activité antiradicalaire, nous avons utilisées I'HE du

mois de mai.

2.2.7 Mesure des grandeurs physiques de I'HE de L. stoechas

v" Mesure de la densité

La densité relative de 'HE est le rapport de la masse d’'un certain volume

d’huile a 20 °C et la masse d’un volume égal d’eau distillée.

v Indice de réfraction

L’indice de réfraction (N) de I'HE est le rapport entre le sinus de I'angle
d’'incidence et le sinus de l'angle de réfraction d’'un rayon lumineux de longueur

d’onde déterminée.
Mode opératoire et calcul :

- Nettoyer soigneusement le prisme du réfractometre,
— Régler le réfractométre en mesurant l'indice de réfraction de l'eau

distillée qui doit étre de 1,333 a une température de 20 ° C,
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- Nettoyer soigneusement le prisme de réfractomeétre une deuxiéme fois,
- Mettre 02 gouttes de I'HE sur la partie centrale du prisme,
—  Tourner les vis de réglage jusqu’a I'obtention de deux plages égales,

'une sombre et 'autre claire.
L’indice de réfraction est donné par la formule suivante :

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

n : la valeur obtenue de la lecture a la température (t’) a laquelle a été effectuée la

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

t : la température de référence.

2.2.8 Analyse chromatographigue de I'huile essentielle de L. stoechas

L’étude analytique de I'HE a été réalisée au laboratoire de Biotechnologies
végétales appliquées aux plantes aromatiques et médicinales (LBVpam) de Saint-
Etienne en France. La CG-SM a été effectuée a l'aide d’'un chromatographe en
phase gazeuse Agilent HP (modele 6850) couplée a une masse détectrice sélective

Agilent HP (modéle 5973) fonctionnant en mode ionisation électronique (El).

v' Principe

La soumission de I'HE L. stoechas a la CG-SM déclenche un processus a

plusieurs étapes :

- lonisation des molécules qui se volatilisent sous l'effet de la haute
température,

—  Accélération des ions formés qui se dirigent vers le dispositif de
séparation,

- Traitement du signal de sortie de I'appareil conduisant au spectre de
masse qui constitue la représentation conventionnelle de 'abondance des ions en

fonction de leurs rapports m/z.

La comparaison informatique du spectre d’'un pic inconnu avec une ou

plusieurs « banques de données » de référence permet son identification [125].
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v Protocole expérimental

- L'HE a été diluée dans I'hexane, ensuite 0,2ul d’échantillon ont été
injectés suivant le mode sans division « splitless »,

- Le gaz vecteur est I'hélium (He) d’'un débit de 1,3 ml/min,

- La colonne utilisée est une colonne capillaire de silice fondue de
type DB-5MS de 30 m de longueur, 0,25 mm de diamétre intérieur et d’'une épaisseur
de la phase stationnaire égale a 0,25 mm,

- Les températures de l'injecteur et de la ligne de transfert est comprise
entre 250 et 280 °C respectivement, la température du four est égale a 60 °C, avec
une augmentation de 3 °C/min, a 245 °C (isotherme pendant 4 min),

- Le volume d'injection est égal a 2 ul (0,5 % dans une solution d’hexane)
en mode sans division,

- Les conditions de l'unité de masse : température de la source d’ions :
230 °C, spectres de masse : enregistrés a une tension ionisante de 70 eV avec une

gamme de masse de balayage de m/z 35 a 250.

L'identification des composants huileux a été confirmée sur la base de leur
fragmentation spectrale de masse en utlisant la recherche de bibliotheque
Wiley 257.L MS et en comparant leurs données spectrales de masse et indices de
rétention (IR) avec des données correspondantes dans la littérature et si possible
des standards. Les IR ont été calculés expérimentalement en utilisant des temps de
rétention de séries homologues de n alcanes (C8-C21), injectés dans les mémes
conditions chromatographiques. La composition en pourcentage des composants a

été calculée a partir de la surface du pic sans facteurs de correction.

2.2.9 Etudes des activités biologiques de I'huile essentielle de L.

stoechas

2.2.9.1 Etude de la toxicité aiqué

v' Principe
L’étude toxicologique est effectuée en testant une concentration maximale 2

g/kg de 'HE de L. stoechas (dose limite). Cette derniere peut engendrer une

mortalité lors de 'administration par voie orale.
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Les animaux de I'expérience sont des souris femelles de souche Balb/c de 8 a
15 semaines environ avec un poids moyen de 23 = 0,71 g. Ces animaux ont subi 5

jours d’acclimatation avec acceés libre a I'eau et a la nourriture.

v" Protocole expérimental

L’expérimentation a été conduite suivant le protocole OCDE N° 423 de
L'Organisation de Coopération et de Développement Economiques [126]. La dose
limite testée est égale a 2 g/kg du poids corporel de la souris. L’'HE a été diluée dans

I'eau physiologique avec quelques goutte de tween 80.
Le protocole expérimental est le suivant :

—  Au total, 10 souris femelles ont servi a I'expérience (05 pour le lot
témoins et 05 pour le lot de 'HE de L. stoechas),

- Deux souris sont mises a jeun pendant la nuit précédant
I'expérimentation. Les souris sont pesées ensuite I'HE est administrée a la premiere
souris alors que l'autre souris ne recoit que de I'eau physiologique avec quelques
goutte de tween 80 (Lot témoin),

—  Aprés 72 heures de la premiére administration et si aucune mortalité
n’est enregistrée, les huit (8) souris restantes sont traitées par 'HE de L. stoechas et
I'eau physiologique.

- L’'observation a été faite pendant 2 heures avant de leur donner a
manger. Le comportement général des souris est observé pendant une période de

14 jours. Les souris sont pesées chague semaine.

2.2.9.2 Etude de la toxicité subaigué

L’étude de la toxicité subaigué a été évaluée selon la ligne directive de
'OCDE 407 [127]. Ainsi, la détermination de la toxicité orale a des doses répétées a
été effectuée aprés l'obtention des résultats sur la toxicité aigué (test de la dose

limite 2 g/kg du PC de la souris).

Dans cette étude, des souris ont été utilisés car il est scientifiguement
documenté que les données de doses létales prélevées sur des souris pourraient

étre plus appropriées pour anticiper les effets toxiques chez 'homme [128].
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v' Principe
L’étude de la toxicité subaigué permet :

— D’évaluer la toxicité d’'une substance administrée a plusieurs reprises,
cette toxicité résulte du produit lui-méme et/ou de ses métabolites.

— De mettre en évidence des altérations fonctionnelles et/ou
anatomopathologiques provoquées par I'administration réitérée et établir leur
apparition en fonction de la posologie.

— De définir les limites de I'innocuité expérimentale.

— D’apprécier le degré de réversibilité des effets toxiques.

v" Protocole expérimental

Les doses utilisées sont inférieures a la DL50 et n'ont pas causé la mort des
souris lors de I'étude de la toxicité aigué. Pour ce faire, nous avons travaillé avec des
doses correspondant au 1/4 ,1/8 et 1/16 de la DL50, soit 500, 250 et 125 mg/kg pour

'huile essentielle de L. stoechas.

L’HE a été dissoute dans de I'eau physiologique avec quelques gouttes de
tween 80. Ces concentrations ont été administrées pendant 28 jours par voie orale

au volume de 1 ml/100 g de PC de la souris.

Quatre lots de souris ont été utilisés pour I'étude de la toxicité subaigué,
chaque lot comporte (05 méales et 05 femelles). Les souris des lots témoins ont recu
de 'eau physiologique + quelques gouttes tween 80. Les 03 autres lots restants sont

traités avec I'HE de a différentes concentrations.
Durant I'expérimentation, nous avons suivi :

- Le poids corporel des souris par des pesées hebdomadaires,
- La consommation de I'eau et de la nourriture journaliére,

- Le comportement des souris a été noté.

Le gain de poids relatif (GPR) des souris a été calculé selon la formule
suivante [129] :

GPR = Poids des souris JO — Poids des souris J28/Poids des souris JO x 100

Afin d’évaluer I'impact de I'HE sur certains organes et sur le métabolisme des

souris, des prélevements sanguins par la technique rétro-orbitale ont été effectués
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aprés 28 jours de traitement pour 'ensemble des lots de souris (détail en appendice
D).

Les souris sont mises a jeun pendant la nuit précédente les prélevements. Le
sang est prélevé dans des tubes EDTA (pour les parametres hématologiques) et

dans des tubes héparinés (pour les parameétres biochimiques).
A partir de ces prélévements, les paramétres suivants ont été déterminés :

v" Bilan hématologique

Les échantillons de sang prélevés sur tube EDTA ont été immeédiatement
utilisés pour déterminer les formules numérations sanguines (FNS) : les taux de
globules blancs, de globules rouges, de plaquettes, de la formule leucocytaire,
d’hémoglobine et d’hématocrite. L'analyse hématologique a été réalisée a l'aide d'un

systeme automatique hématologique (Sysmex KX-21N).

v Bilan biochimique

Les tubes héparinés contenant le sang sont centrifugés a 3000 rotations par
minute (rpm) pendant 05 minutes. Le plasma préparé a partir de ces échantillons
concerne : le Glucose, le bilan rénal : la Créatinine, I'Urée, I'albumine et les protéines
totales; le bilan hépatique : I'Alanine I'aminotransférase (ALAT), [I'Aspartate
aminotransférase (ASAT)et le bilan lipidique : le cholestérol et le triglycéride. Les
parametres ont été déterminés a l'aide d’'un automate biochimique (Mindray BS-303,

Allemagne) avec le kit biochimique Spinreact (Espagne).

A la fin de I'étude, toutes les souris qui ont survécu ont été sacrifiées par
dislocation cervicale apres anesthésie a I'éther diéthyligue. Tous les organes sont
pesés en l'occurrence, le cceur, les poumons, le foie, la rate, les reins sans
surrénale, les testicules (pour les souris males) et les ovaires (pour les souris
femelles). Ces derniers ont été rincés avec une solution salée a 0,9 %, séchés puis

pesés.

v Examen anatomopathologique

Le foile et les reins sont préleves pour realiser des analyses
histopathologiques. lls sont déposés dans des cassettes d’inclusion puis conserves
dans des boites contenant le formol a 10 % afin d’éviter leurs dessiccation. Chaque

organe a fait l'objet d’'une analyse macroscopique et microscopique. Ces
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derniéres ont permis de rechercher d’éventuelles conséquences Iésionnelles suite au
traitement administré. Toutes les lésions, telles que les inflammations, les nécroses
et les tumeurs, qui sont visibles a I'ceil nu, doivent étre conservées. Une corrélation
entre les observations macroscopiques et les résultats microscopiques doit étre

établie.

Pour réaliser cette étude, nous avons suivi les étapes décrites ci-dessous
[130] :

»  Fixation et rincage : aprés avoir prélevé les organes, ces derniers sont
fixés dans le formol a 10 % pendant 48 heures puis rincés a I'eau courante pendant
24 heures. Le but de cette étape est de figer le tissu dans I'état le plus proche de son
état initial et de garder sa structure morphologique et son intégrité chimique,

»  Deéshydratation et éclaircissement : ils permettent d’éliminer I'eau a partir
des tissus pour les imprégner a la paraffine. La déshydratation est réalisée dans trois
bains d’alcool éthylique a concentration croissante :

— Un bain d’alcool 70 ° pendant 1 heure,
— Un bain d’alcool 95 ° pendant 1 heure,

— Un bain d’alcool 100 ° pendant 1 heure.

L’éclaircissement est effectué dans un bain de xyléne pendant 1 heure. Cette

étape permet d’éliminer I'alcool a partir des tissus,

> Imprégnation Dans une étuve réglée a 58 °C, les organes sont
imprégnés dans deux bains successifs durant une heure chacun. Le premier bain est
composé de 50 % de xylene et 50 % de paraffine et le second bain contient la
paraffine pure,
> Inclusion et mise en bloc: elle est réalisée dans des cassettes en
plastique selon les étapes suivantes :
— Ecoulement de la paraffine dans des moules métalliques,
— Inclusion et orientation des piéces dans la paraffine,
— Refroidissement des blocs de paraffine sur une plaque métallique
réfrigérée environ 10 minutes.
> Confection des coupes : les blocs ainsi obtenus sont coupés a l'aide

d’'un microtome de type « Leica » avec une épaisseur de 3 pum,
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> Collage des rubans et séchage : les rubans sont étalés dans un bain
marie (37 °C) puis récupérés et collés sur des lames propres. Ces dernieres sont
séchées dans une étuve réglée a 25 °C pendant 24 heures,

> Déparaffinage et réhydratation : cette étape sert a retirer la paraffine du
tissu et la remplacer par I'eau pour permettre la pénétration des colorants. Les
coupes sont passées dans un bain de xylene pendant 30 minutes. Cependant, la
réhydratation a pour but de retirer le xyléne du tissu et de le remplacer par I'eau. Les
organes sont imprégnés dans un bain d’alcool 100 ° pendant 10 minutes,

> Coloration : elle permet de visualiser les différents composants
tissulaires et cellulaires. Dans notre étude, nous avons appliqué la technique de
coloration d’hématoxyline-éosine : C’est une coloration topographique qui permet de
visualiser la morphologie des cellules (noyau bleu et cytoplasme rose violacé) afin de
déterminer leur répartition, architecture et structure,

> Montage et observation Aprés la coloration : les lames sont prolongées
dans un bain de xylene pour I'éclaircissement. Une lamelle est fixée sur chaque lame
par I'Eukitt. A la fin, les lames sont nettoyées au xyléne puis séchées et observées
au microscope optique Leica DM1000, Allemagne aux différents grossissements (G
x40, G x100).

2.2.9.3 Evaluation de I'activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne de I'HE a été déterminée par la méthode de

'aromatogramme.
v' Principe

L’aromatogramme consiste a déposer un disque stérile en cellulose, imprégné
d’'une quantité bien définie de 'HE a tester. Ce disque est déposé a la surface d’une
gélose préalablement coulée dans une boite de Pétri et ensemencée avec le
microorganisme a tester. Apres incubation, la lecture des résultats se fait par la

mesure du diamétre (en mm) de la zone d’inhibition [131].

Les répétitions sont au nombre de trois.

v" Souches microbiennes étudiées
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L’activité antimicrobienne a été testée sur neuf (9) souches bactériennes et
deux (2) levures (Tableau 2.6). Les souches utilisées sont des souches de référence
(ATCC), gracieusement fournies par le laboratoire central (Unité de microbiologie) du
CHU Frantz Fanon de Blida et le laboratoire d’hygiéne et de référence de la wilaya
de Blida, d’autres proviennent de la collection du CRD — SAIDAL. Toutes les
souches ont été conservées a une température +4 °C dans des tubes a essai

contenant de la gélose inclinée.

Tableau 2.6 : Souches microbiennes étudiées

Bactéries/Levures N° des ATCC

Escherichia coli ATCC 4157

Pseudomonas aeruginosa ATCC 4352

Salmonella typhi ATCC 6539
Salmonella enteritidis ATCC 13076
Bacillus subtilis ATCC 9372
Bacillus cereus ATCC 10876

Staphylococcus aureus ATCC 6538

SARM ATCC 43300
Enterococcus feacalis ATCC 29212
Candida albicans ATCC 24433

Saccharomyces cerevisiae ATCC 2601

v" Protocole expérimental

> Etude qualitative : Dans le but de sélectionner les souches sensibles a I'HE,

nous avons réalisé un prétest. Pour cela, nous avons adopté les étapes suivantes
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- Préparation de la 1 ®° couche de milieu de culture : faire fondre les
milieux de culture au BM (Mueller Hinton pour les bactéries et Sabouraud pour les
levures). Verser une 1 *® couche de chacun des milieux dans une boite de Pétri et
laisser refroidir.

—  Préparation de linoculum : Réalisez une suspension microbienne, a
partir d’'une culture jeune de 18h pour les bactéries et de 48 h pour les levures.

- Préparation de la 2 ®™ couche du milieu : mettre au BM les flacons pour
faire fondre les milieux de culture, on les laisse refroidir jusqu’a 45 °C. A 50 ml du
milieu, on rajoute 200 ul de chaque suspension microbienne. Rajouter 4 ml de cette
préparation & la 1 ®© couche du milieu de culture, puis étaler immédiatement en
faisant tourner la boite de Pétri sous forme de huit.

—  Imprégnation des disques et leur dépot sur la gélose : les disques sont
imbibés par 12 ul de 'HE. Ensuite, ils sont déposés sur la gélose.

— Incubation et lecture des résultats : les boites de Pétri sont incubées
dans 'étuve a 37 °C pendant 24 h pour les bactéries et a 25 °C pendant 48 h pour
les levures. La lecture des résultats se base sur la présence ou I'absence de la zone

claire autour du disque.

Les souches qui présentent un diameétre de la zone d’inhibition supérieur ou
égal a 15 mm sont dite sensibles [132]. Ces bactéries font I'objet d’'une étude

guantitative.

Deux témoins ont été réalisés, le témoin positif consiste a tester I'effet des
antibiotiques sur les différentes souches bactériennes. Le témoin négatif a pour but

de prouver que le tween 80 ajouté n’a aucun effet inhibiteur.

> Etude quantitative : elle consiste & déterminer les concentrations minimales

inhibitrices et bactéricides.

Détermination de la concentration minimale inhibitrice « CMI» : Il s’agit de
déterminer les plus petites concentrations auxquelles 'HE présente encore une
activité antibactérienne visible a l'ceil nu. Cette valeur est établie aprés 24 h
d’incubation chez les bactéries et 48 h chez les levures.

Son but est d’établir le niveau de sensibilité des pathogénes envers les agents

antimicrobiens en I'occurrence I'HE de L. stoechas. La CMI est déterminée selon la
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méthode de dilutions sur milieu glosé. Ainsi, la CMI a été déterminée selon les

étapes suivantes :

- Préparation de I'inoculum : Préparer une suspension microbienne a partir
de culture jeune. Ces solutions meres doivent avoir une DO a 620 nm comprise
entre : 0,2 a 0,3 pour les Enterobacteriaceaes et Bacillus ; 0,35 a 0,45 pour les

Staphylococaceaes et 3 a 4 pour les levures.

A partir de ces solutions méres, préparer des dilutions allant de 10 jusqu’a 10 * et

c’est cette derniére dilution qui sera utilisée pour déterminer la CMI.

by

—  Préparation des dilutions de 'HEde 20pg ml* a 0,3125pug mlt:
préparer deux (2) flacons, le premier contient 200 ml du milieu de culture (MH ou
SAB) + 1 ml de tween 80 ; le deuxiéme flacon contient 50 ml du milieu de culture +
1 mg de I'HE. Réaliser des dilutions de %2 au 2 en versant la moitié du 2 éme flacon
dans la boite de Pétri en ajoutant par la suite la méme quantité du milieu de culture.
Procéder de la méme maniére jusqu’a l'obtention de la derniére dilution 0,03 %.
Déposer les disques stériles a la surface de la gélose, ensuite les ensemencer a
I'aide d’une micropipette.

— Incubation et lecture des résultats : les boites de Pétri sont placées dans
I'étuve a 37 °C pendant 24 h pour les bactéries et a 25 °C pendant 48 h pour les
levures. La lecture de résultats se fait a I'ceil nu, en indiquant la plus faible
concentration inhibitrice, qui se traduit par 'absence de toute croissance microbienne

visible.

Détermination de la concentration minimale bactéricide CMB : elle correspond
a la concentration minimale en HE qui permet la destruction de 99, 99 % de
'inoculum initiale en 24 h pour les bactéries et 48 h pour les levures [133]. La

détermination de la CMB se fait comme suit :

— A partir de la CMI déterminée, prélever les disques ou il n’y avait pas de
culture microbienne visible,

- Mettre les disques dans une boite de Pétri contenant le milieu MH ou
SAB,

- Incuber les boites a I'étuve, aprés 24 h ou 48 h la lecture des résultats se

base sur 'absence de toute croissance microbienne visible a I'ceil nu.
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Il est & noter que la valeur de la CMI est inférieure ou égale < a la valeur de la CMB.

2.2.9.4 Evaluation de I'activité des phytopathogénes

v Etude des bactéries phytopathogénes

Etude qualitative : L’activité antimicrobienne des bactéries phytopathogénes a
été réalisée a 'INPV (El-Harrach, Alger — Algérie), 'HE de L. stoechas et ses deux
composées majoritaires le camphre (Sigma Aldrich, 148 075-100 G) et la fenchone
(Sigma Aldrich, 196 436-50 G) ont été testés sur deux souches bactériennes :
Erwinia amylovora I'agent causal du feu bactérien et Pectobacterium carotovorum
subsp carotovorum responsable de la pourriture molle de la pomme de terre. Le

milieu de culture utilisée est le LPGA (Levure Peptone Glucose Agar).

L’activité antibactérienne des bactéries phytopathogénes a été déterminée par

la méthode de diffusion en disque [134] :

—  Couler la couche du milieu de culture dans des boites de Pétri et laisser
les refroidir,

- Préparer une suspension bactérienne (a partir d’'une culture jeune de 24
h) et I'ajuster & 10° UFC mI™* (par mesure de la densité optique & 620 nm),

- Ensemencer la suspension bactérienne sur le milieu LPGA,

—  Apres séchage, déposez des disques stériles de 6 mm de diameétre dans
chaque boite de Pétri ou se trouve le milieu de culture. Ils sont ensuite imprégnés par
I'HE de L. stoechas, camphre, fenchone et camphre+ fenchone a raison de 12 pl par
disque,

—  Les boites de Pétri sont incubées dans 'étuve a 27 °C pendant 24 h a
48 h,

- La lecture des résultats se base sur la présence ou I'absence de la zone
claire autour du disque, ceci est le diametre d’inhibition D. Des expériences témoins
réalisées dans des boites de pétri avec la streptomycine et I'éthanol ont été
conduites en paralléle,

— Selon le diameétre d’inhibition, les résultats sont exprimés dans le
tableau 2.7 :
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Tableau 2.7 : Les valeurs des diameétres d’inhibition et leurs interprétations

Diamétres d'inhibition Interprétations
D=0cm Résistant

D<0,5cm Peu sensible
1cm=D=0,5cm Sensible

D>3cm Trés sensible

Pour la détermination des paramétres antibactériens CMI et CMB, nous avons

sélectionné I'HE dont les diamétres d’inhibition sont supérieurs ou égale a 0,5 cm.

Etude quantitative (détermination de la CMI et CMB): La concentration

minimale inhibitrice est déterminée comme suit :

- Préparer deux (02) flacons pour chaque produit a tester a savoir : HE,
camphre, fenchone et camphre + fenchone. Ainsi, le premier flacon contient 300 mi
du milieu de culture LPGA et quelques gouttes de tween 80. Le second flacon
contient 75 ml du milieu de culture LPGA et 1,5 mg de I'HE de L. stoechas ou 1,5 mg
de camphre, ou 1,5 mg de la fenchone ou 1,5 mg du camphre + fenchone.

- Préparer une suspension microbienne a partir de culture jeune. Ces
suspensions bactériennes doivent avoir une DO comprise entre 0,2 et 0,3 a 620 nm;
puis procéder aux dilutions jusqu'a 10 et c'est cette derniére dilution qui sera
utilisée,

- Réaliser séparément des dilutions de I'HE de L. stoechas, du camphre,
de la fenchone et du camphre + de la fenchone. Ces dilutions du %2 au %2 sont
comprises entre 20 pg mi™t et 0, 625 ug ml™,

—  Déposer les disques stériles a la surface de la gélose préalablement
coulée, ensuite les imprégner par la suspension bactérienne a l'aide d’une
micropipette,

- Incuber les boites de Pétri a 27 °C pendant 24 h a 48 h,

- La lecture de résultats se fait a I'ceil nu, en indiquant la plus faible
concentration inhibitrice, qui se traduit par 'absence de toute croissance microbienne

visible.
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La détermination de la concentration minimale bactéricide CMB est réalisée
apres la lecture des résultats de la CMI :

- A partir de la CMI déterminée, prélever les disques ou il n’y avait pas de

culture microbienne visible,

- Mettre les disques prélevés dans une boite de Pétri contenant le milieu de
culture LPGA,

- Incuber les boites a l'étuve a 27 °C, aprés 24 h ou 48 h la lecture des

résultats se base sur 'absence de toute croissance microbienne visible a I'ceil nu.

Détermination de lindice de la concentration inhibitrice fractionnaire et de
l'indice CIF (£ CIF) du camphre et de la fenchone [135] : I'effet synergique entre les
deux composés majoritaires a été testé ensemble (a des concentrations €gales) pour
rechercher une éventuelle synergie. Cette derniére a été évaluée par lindice FIC
(concentration inhibitrice fractionnaire). L'effet combiné a été calculé par la formule

suivante :

FIC = CMI de composé A en combinaison/CMI de A + CMI de composé B en

combinaison/CMI de B.

v Etude des champignons phytopathogénes

L’activité antifongique a été réalisée suivant la méthode de contact direct
[136]. Cette méthode permet d’identifier I'efficacité de 'HE de L .stoechas et de ses
composants majoritaires (Camphre et Fenchone) contre les champignons suivants :
Fusarium sp, Aspergillus niger, Alternaria spp et Rhizoctonia solani isolés
respectivement du blé dur et de la pomme de terre. La technique de contact direct

est décrite comme suit :

- Dans des boites de Pétri contenant le milieu de culture PDA (Potato
Dextrose Agar), on ajoute aseptiquement et séparément soit I’'HE de L. stoechas, soit
'un des composants majoritaires suivants le camphre, la fenchone ou le camphre +
la fenchone & différentes concentrations (20, 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625 pg ml™ de PDA).

A toutes ces concentrations on ajoute quelgques gouttes du Tween 80,
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- Un disque mycélien de 6 mm de diamétre du champignon a étudié est
prélevé a partir d’'une culture fongique de 7 jours puis déposé au centre de la boite
de Pétri,

- Un témoin négatif (milieu de culture PDA sans I'HE de L. stoechas) a été
réalisé,

- Ensuite, les boites ont été incubées a I'étuve a 28 ° C pendant 7 jours.

Les résultats obtenus se basent sur les diametres de croissance myceliens.
Ces derniers sont mesurés et comparés a celui du témoin. Les résultats obtenus ont

permis de calculer le Pourcentage d'Inhibition (PI) selon la formule suivante [137] :

D

PI (%) = ;Di x 100 PI : pourcentage d’inhibition

D : représente le diamétre de la prolifération du champignon du témoin

Di : est le diametre de la prolifération du champignon en présence d’HE.

Détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices et Fongicides : la
détermination des CMI a concerné uniquement les boites de Pétri ou 'HE de L.
stoechas a montré un Pourcentage d’Inhibition (PI) égal @ 100 %. Ainsi, la CMI
correspond alors & la plus faible concentration a partir de laquelle aucune croissance
fongique n'est observée. Nous avons évalué l'activité fongicide ou fongistatique
CMF. Ce test consiste a prélever le disque mycélien qui n’a pas poussé en fin
d’'incubation de la boite de Pétri et a le réintroduire dans un milieu de culture PDA

neuf sans HE, ni composants majoritaires [137].

Dans le cas ou la croissance mycélienne est toujours inhibée, on parle
d’activité fongicide de I'HE et dans le cas contraire, il s’agit de I'activité fongistatique
[138].

2.2.9.5 Etude de I'activité anti-inflammatoire

Nous avons utilisé la méthode de I'cedéme de la patte postérieur de la souris
[139], mais cette méthode a été lIégerement modifiée selon le protocole interne de
CRD El Harrach.

v' Principe
L’injection de carraghénine a 1 % sous l'aponévrose plantaire de la patte

postérieure de la souris entraine I'apparition d’'un cedéme de la région métatarsienne.
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L’intensité de cet cedeme, qui atteint son maximum de développement en 4 heures,
est évaluée grace a 'augmentation du volume de la patte (par rapport au volume
initial). L’administration préventive par voie orale d’'un produit anti-inflammatoire
réduit de fagon significative le développement de I'cedéme. Pour cela nous avons
testé I'HE de L. stoechas a la dose de 400, 600 et 800 mg/kg du poids corporel de la

souris.

v" Protocole expérimental

- Mettre les souris a jeun pendant 18 heures avec acces libre a I'eau,

- Peser les souris et les répartir en cinq groupes homogénes ; le groupe
témoin « 1 » recoit I'eau physiologique, les groupes « 2 », « 3 » et « 4 » regoivent 'HE
de L. stoechas, respectivement 400, 600 et 800 mg/kg de poids corporel (PC) de la
souris, le dernier groupe « 5 » a été traité avec du diclofénac a raison de 2 mg/kg de
PC,

—  Gauver les souris par I'HE de L. stoechas a différentes concentrations a
raison de 0.5 ml,

—  Apres 30 minutes, injecter la carraghénine a 1 % sous l'aponévrose
plantaire de la patte postérieure gauche de la souris par 0,025ml,

Une réaction cedémateuse immédiate et persistante est observée. Elle
consiste en I'apparition d’'un cedéme d’intensité variable selon les applications aux 3
lots.

Surveiller 'cedéme pendant 4 h, puis mesurer le volume des pattes a l'aide
d’'un pied a coulisse électronique. Le pourcentage de I'augmentation de I'cedéme est

calculé selon la formule suivante :

volume de la patte gauche—volume de la patte droite

% de 'augmentation de 'cedéme = x100.

volume de la patte droite

Le pourcentage de réduction de I'cedeme est calculé comme suit :

% du lot témoin —% de 1 ressai

% de réduction 'cedéme = x100

% du lot témoin
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2.2.9.6 Etude de I'activité antioxydante par DPPH

A afin d’évaluer l'activité antioxydante de I'HE de L. stoechas, le test au DPPH
a été utilisé. C’est la méthode indirecte la plus ancienne. Cette derniere a été

comparée avec un antioxydant synthétique qui est le BHT.
v' Principe

Il repose sur la réduction du radical libre 1,1 — Diphenyl -2 — picryhydrazyl
(DPPH) de couleur violet par un antioxydant phénolique donneur d’hydrogéne 2,2
Diphényl 1 picryl hydrazine (DPPH-H) de couleur jaune [140]. Le DPPH présente un
maximum d’absorption vers 517 nm. La diminution de l'absorbance du mélange

réactionnel est donc proportionnelle a la recombinaison du radical.

Le transfert d’'un hydrogéne de I'’échantillon testé vers le radical libre est tres
frequemment exprimé en ICso [141]. Il s’agit de la concentration en échantillon

entrainant la recombinaison de cinquante pour cent des radicaux libres.

v" Protocole expérimental

L’activité anti-radicalaire a été établie selon les deux méthodes
conjointement [142, 143] :

—  Préparer la solution de DPPH (0,004 %) en solubilisant 4 mg de DPPH
dans 100 ml de méthanol,

- 1 ml des solutions de 'HE de L. stoechas a différente concentration
(3 mg ml™* jusqu’a 20 ug mli™) ou du standard BHT (0,01 mg mi™ jusqu’a 0,1 mg ml™)
sont ajoutés a 2 ml de la solution de DPPH,

—  Mesurer le contr6le négatif (1 ml de méthanol + 2 ml de la solution
meéthanolique de DPPH) a 517 nm, le contrdle positif est représenté par une solution
d’'un antioxydant standard qui est le BHT,

— Apres 30 minutes d’incubation a l'obscurité, la lecture de I'absorbance
est faite par comparaison a un blanc préparé pour chaque concentration a 517 nm.

Les valeurs de I'lCso ont été déterminées graphiquement par la régression linéaire.
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L’activité anti radicalaire est estimée selon I'équation ci-dessous [144] :

, sy . . . Abs du contréle a 517 nm — Abs des echantillons a 517 nm
% d’activité anti-radicalaire = —— x 100
Abs du contréle a 517 nm

2.2.9.7 Réduction du fer : Méthode de FRAP

v' Principe

La méthode de FRAP est un test simple et direct qui consiste a mesurer la
capacité antioxydante. Cette méthode a été initialement développée pour le dosage
de la capacité antioxydante plasmatique. Néanmoins, elle peut étre utilisée pour des
extraits de plantes. Le potentiel antioxydant total de I'échantillon a été déterminé en
utilisant une réduction de la capacité ferrigue (FRAP) comme une mesure du
« pouvoir antioxydant». Ce test mesure la variation de I'absorbance a 700 nm en
raison de la formation d'une couleur bleue (Fe?*) composé tripyridyltriazine de la

forme Fe®* incolore oxydée par I'action des antioxydants donneurs d'électrons [145].

v" Protocole expérimental

Le pouvoir réducteur a été déterminé suivant la méthode préconisée en 1986

par Oyaizu [146] :

— 1 ml de différentes concentrations de I'HE dilué dans le méthanol et
compléter par I'eau distillée [147],

—  Ajouter 2,5 ml de la solution tampon phosphate (0,2 M ; pH 6,6),

- Puis 2,5 ml de ferricyanure de potassium (KzFe (CN)g) a 1 %,

—  Les mélanges sont incubés au bain-marie a 50°C pendant 20 min,

- Par la suite, 2,5 ml de I'acide trichloracétique a 10 % sont additionnés,

- Le mélange est centrifugé a 3000 tours pendant 10 min,

- Prélever 2,5 ml du surnageant de chaque concentration,

- Mélanger avec 2,5 ml d’eau distillée,

—  Alafin, ajouter 0,5 ml FeCl; & 0,1 %.

Le contrble négatif est préparé dans les mémes conditions opératoires, en
remplagcant 'HE par l'eau distillée. Le contrble positif est représenté par I'acide
ascorbique testé a différentes concentrations. L’absorbance est mesurée a 696 nm a

I'aide d’'un spectrophotomeétre.
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A0 — A1
" x100

Le pouvoir réducteur de fer % =

A, : est I'absorbance de FeCI3.

A; : est I'absorbance de FeClI3 solution en présence de I'extrait.

2.2.10 Analyses statistigues

Les valeurs ont été exprimées en moyenne + SD ou moyenne + SEM. Trois
logiciels sont utilisés pour I'étude statistique de ce travail a savoir : Systat version
7.0, logiciel R et XLstat version 2018.3. Les résultats des différents tests ont été
analysés par ANOVA, suivie du test de Tukey pour les comparaisons multiples et la

détermination des taux de signification.

Le logiciel Excel 2013 est utilisé pour rentrer les données, qui correspondent
aux densités optiques, diametres d’inhibitions, poids des souris et des organes, le
calcul de la moyenne et de I'écart type. Les valeurs de p < 0,05 sont considérées

statistiquement significatives.
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Chapitre 3 : Résultats et discussion

3.1 Résultats de I'étude ethnobotanique

L’enquéte a concerné un échantillonnage de 105 personnes choisis de
maniere aléatoire. Elle a abouti aux résultats illustrés dans la figure 3.1. La fiche du
questionnaire est en appendice C. La médecine traditionnelle est tres développée et

occupe une place importante dans les régions de Blida, Tipaza et Alger.

Question N° 01 : connaissez-vous la phytothérapie ?

B Oui

® Non

Figure 3.1 : Pourcentage des connaisseurs de la phytothérapie

La figure 3.1 montre que sur les 105 personnes interrogées, 96 % connaissent
la phytothérapie alors que 24 % n’en ont jamais entendu parler. Donc la

phytothérapie est majoritairement connue par la population interrogée.

Question N° 02 : quel type de médecines utilisez-vous ?
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® Modernes

m Traditionelle

B Les deux

Figure 3.2 : Les différents types de médecines utilisées.

Nous avons constaté que la plupart (86 %) de la population interrogée utilise
parallelement la médecine traditionnelle et la médecine moderne pour se soigner.

Cependant, une minorité a savoir 4 % de la population utilise uniquement la

médecine traditionnelle.

Certes, I'échantillonnage n’est pas trés important mais, par rapport a la
population interrogée, nous pouvons déduire que la médecine traditionnelle n’est pas
trés développée et n'‘occupe pas une place de choix dans les régions suivantes :

Blida, Tipaza et Alger.

Question N° 3: la relation entre le niveau académique et la connaissance de la

phytothérapie ?

Les résultats de la figure 3.3 montrent que le niveau d’étude a une influence
sur la connaissance de la phytothérapie. Toutefois, il existe une minorité (23
personnes) de la population interrogée ayant suivi des études universitaires ne

connaissent pas la médecine a base de plante.
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Figure 3.3 : La connaissance de la phytothérapie en fonction du niveau académique.
Question N° 4 : connaissez-vous la lavande ?

A travers les réponses recues (Figure 3.4), nous avons pu constater que 92 %
du groupe interrogés connaissent la Lavande et seulement 8 % n’en ont jamais

entendu parler.

B Oui

mNon

Figure 3.4 : Pourcentage de connaisseurs de la Lavande.
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Question N° 5 : comment connaissez-vous la lavande ?

50
40
30
20
10

Votre

entourage Vous-méme

Les deux

Figure 3.5 : Pourcentage des sources de connaissance de la lavande.

Sur les 92 % qui connaissent la lavande, 41,73 % connaissent la lavande par
leur entourage et 32,25 % utilisent la lavande.

A I'issue de cette enquéte et selon la figure n° 3.5, nous pouvons déduire que

la majorité des personnes interrogées connaissent la lavande sauvage, soit pour
I'avoir utilisée, soit par leur entourage.

Questions N° 6 : quels sont les domaines d’utilisation de la lavande ?

m Cos,Ther,Alim = Thérapeutique ®Cosmétique = Alimentaire

Autre

Figure 3.6 : Les domaines d’utilisation de la lavande.
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D’apres les sondages, la figure 3.6 illustre que la lavande est employée dans
plusieurs domaines. La plupart des personnes interrogées utilisent généralement la
lavande dans trois domaines différents; thérapeutique, cosmétique et alimentaire.
Par contre un nombre moins important se sert de la lavande dans un but
thérapeutiqgue ou cosmétique. L’espéce de Lavandula stoechas originaire d’ltalie est

utilisée en parfumerie et en cosmétologie [148, 149].

Les Blidéens consomment cette plante en lintroduisant au couscous qui
s’appelle EI — HAMMAMA. lIs préférent utiliser la plante spontanée en période de

floraison qui s’étend du mois de février au mois de mai.

L’enquéte ethnobotanique que nous avons menée prouve [utilisation
abondante et variée de L. stoechas en décoction-infusion (47 personnes) et dans
'alimentation cuite (43 personnes). Plusieurs utilisations recensées au cours de
notre enquéte peuvent étre considérées comme nouvelles tel que son utilisation pour
les affections génito-urinaires et respiratoires. Parmi les personnes interrogées, 35
utilisent la lavande en association avec d’autres plantes (Tableau 3.1). Gilani et al.,
ont reporté que Lavandula stoechas est utilisée pour les affections du tube digestif

comme calmant [150].



Tableau 3.1 : Résultats de 'enquéte ethnobotanique de Lavandula stoechas

Plantes Partie utilisée Mode d'utilisation Affections Plantes associées
. . . - Romarin
Plante seul 70 Feuille 5 Cuit 42 Dermatologique 39
- Armoise
Plante en o o _
o 35 Fleur 41 Cataplasme 3 Genito-urinaire 29 - Camomille
association
- Thym
Plante Décoction- _ _
- - N 59 . _ 47 Digestive 21 - Lentisque
entiere infusion
Y - Feuille de péche
Différentes ) ]
- - - - 13 Respiratoire 30 . .
formes - Feuille de coin
- Feuille d’abricot
- - - - - - Autres 11
- L’olivier
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3.2 Résultats de I'’étude microscopique de L. stoechas

3.2.1 Observation de la fleur sous loupe

Aprés identification de la plante au laboratoire de botanique de l'université de
Blida-1 et 'ENSA d’El-Harrach, nous avons procédé a l'observation de la fleur

fraiche sous la loupe binoculaire.

Les fleurs fraiches de L. stoechas sont petites de couleur violacée regroupées
en épis (Figure 3.7 a). Elles sont terminées par des bractées de couleur rose violéte

qui sont des organes stériles (Figure 3.7 b).

Bractee Petite fleur
Bractée

a ™ 7’33‘/ o
Figure 3.7 : Fleur de L. stoechas (loupe G : 10x 0,8)

a- Petites fleurs regroupées en épis ; b- Bractée (Originale 2014)

La corolle pubescente présente des pétales unis entre eux et formant un
tube, ce type est appelé gamopétale (Figure 3.8 a). Les petites fleurs portées par le
pédoncule sont hermaphrodites (Figure 3.8 b). Le calice est ovoide, strié et tres riche
en poils épidermiques tecteurs (Figure 3.9 a) et sécréteurs (Figure 3.9 b). L’androcée
est formé de deux étamines et d’un filet pubescent (Figure 3.10). Le pistil est formé
d’'un ovaire de 4 loges uniovulées et d’'un style surmonté par un stigmate poilu

(Figure 3.11). La fleur renferme quatres pétales et quatres sépales.
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Figure 3.8 : Corolle pubescente de L. stoechas (loupe G : 10x 2,5)
a- corolle pubescente ; b- fleurs hermaphrodites (Originale 2014)

N \

Calice a poils epidermiques

Figure 3.9 : Calice de L. stoechas (loupe G : 10x 2,5)

a- Poils épidermiques tecteurs ; b- Poils épidermiques sécréteurs (Originale 2014)

Figure 3.10 : Androcée de L. stoechas (loupe G : 10x 2,5) (Originale 2014)
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Stigmate

Figure 3.11 : Gynécée de L. stoechas (Loupe G : 10x 2,5) (Originale 2014)

3.2.2 Observations des trichomes de L. stoechas

L’examen par MEB a révélé la présence de trichomes glandulaires. Ces
derniers sont appelés pelté ou capité, selon la structure de la téte sécrétoire. Les
trichomes glandulaires du capitatum ont une ou deux cellules sous forme de disque
sécrétoire et d'une tige tres courte avec une téte arrondie, alors que les trichomes

peltés peuvent avoir jusqu'a huit cellules dans le disque.

Les trichomes peltés étaient moins abondants que les trichomes capitatés
(Figure 3.12 A), la téte est arrondie, la taille varie de 19 um a 23 um de diametre
(Figure 3.12 B). Selon Clark et al., 1997 ; Turner et al., 2000, la substance sécrétée
est accumulée dans un espace sous-cutané, a I'extérieur de la paroi cellulaire dans
les deux types de trichomes. Toutefois, les trichomes de pelté produisent la plus

grande partie d’huile essentielle [151, 152].

Les études menées sur la lavande originaire du Portugal concordent avec
notre résultat [153, 154]. Ainsi, ces travaux montrent une plus grande diversité de
trichomes sécréteurs, tels que les trichomes stellaires multicellulaires qui combinent
les bras glandulaires et non glandulaires. Les trichomes de pelté ne présentent
aucune diversité dans leur morphologie. lls sont semblables a ceux observés chez
d'autres Lamiaceaes.
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Figure 3.12 : Trichomes de L. stoechas sous microscope électronique a Balayage A/

trichomes glandulaire capité ; B/ taille des tétes de trichomes (1) trichome pelté (2)
(Originale 2018)

3.3 Résultats de la teneur en eau et en matieére minérale

3.3.1 Teneur en eau

La figure 3.13 montre la teneur en eau dans les fleurs de de L. stoechas.

Eau

68,68%

m Matiére
seche

Figure 3.13 : Résultat de la teneur en eau

Les résultats obtenus (détail en appendice D) montrent que les fleurs fraiches
sont riches en eau avec un pourcentage de 68,68 + 3,2410 % soit les 2/3 de la

plante sont représentés par I'eau.
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La teneur en eau des organes végétaux est relativement élevée. Elle oscille
entre 60 et 90 %. Ce taux €élevé est di aux processus actifs nécessitant des apports

suffisants en eau [155].

3.3.2 Teneur en matiére minérale

La teneur en minéraux des fleurs séches atteint 9,14 % du poids sec (Détails
en appendice D). Ces valeurs sont proches de ceux de la Pharmacopée européenne

[156], qui prévoient des valeurs comprises entre 10 et 12 %.

La quantité des ions minéraux absorbés est en relation avec les conditions
physicochimiques du sol dans lequel évolue la plante, la température, lintensité
lumineuse, la longueur du jour et I'aération du milieu peuvent influencer sensiblement
sur les teneurs en minéraux. L’état physiologique interne de la plante (stade de
développement, age, état hormonal) joue également un trés grand réle dans
'absorption des minéraux. De nombreuses plantes médicinales sont trés riches en
minéraux. Les plantes tirent les minéraux du sol et les transforment en une structure

assimilable par I'organisme [157, 158].

La matiere minérale en solution a été analysée par chromatographie ionique.
Les cations et les anions ont été analysés séparément. Ces résultats sont
représentés dans les tableaux 3.2 et 3.3 :

Tableau 3.2 : Cations détectés dans les cendres par chromatographie ionique

Cations détectés Temps de rétention (min) Concentration (pg/l)
Sodium 4,55 0,087
Potassium 6,33 4,232
NI 9,84 /
NI 12,22 /

L’analyse de la matiere minérale dans les cendres par chromatographie
ionique révele quatre minéraux : sodium, potassium et deux autres non identifiés

(Figure 3.14). Le potassium est le cation majoritaire (Tableau 3.2). Cette teneur peut
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étre expliguée par le fait que le potassium est indispensable au fonctionnement
(développement, croissance et photosynthese) de la plante [64].

A B T T WS A 1 2 = 3 = ,E = P —— 5
s H:HE
] 2 - potassium - 6,327
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1 - sodium - 4,547 3-9,840 4-12,223
0 | ‘ | > ll :
e e e e o e e S e e e e e e e T e ] o
0,0 2,0 4.0 6,0 8,0 10,0 12,0

Retention Time [min]

Figure 3.14 : Chromatogramme des cations

15,0

L’analyse des anions révéle la présence de chlorure et de sulfate

(Tableau 3.3). La concentration en sulfate est de l'ordre de 112,921 ug/l, cette

abondance peut s’expliquer par le fait que les lamiacées sont riches en acides

aminés et produits soufrés (Figure 3.15).

Tableau 3.3 : Anions détectés dans les cendres par chromatographie ionique

Cations détectés

Temps de rétention (min)

Concentration (ug/l)

Chlorure 5,83 86,258
NI 10,79 /
Sulfate 12,67 112,921
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Figure 3.15 : Chromatogramme des anions

L. stoechas accumule les ions chlorures (86,258 ug/l), car le chlore est
indispensable dans les réactions photosynthétiques productrices d’oxygéne. Le
chlore peut remplir deux fonctions principales, il joue le réle d’'un contre-ion qui
maintient la neutralité électrique a travers les membranes des cellules de la plante ; il
est 'un des principaux solutés osmotiquement actif dans la vacuole. Le chlorure est
facilement absorbé et la plupart des plantes 'accumulent a des concentrations

largement supérieures a leurs besoins [159].

La présence en exces des ions sulfates et des ions chlorures dans les fleurs
séches de la lavande que nous avons étudiée peut-étre due a un exces du sol en
ces éléments. Ainsi, L. stoechas les accumule en quantités importantes. Une analyse

du sol nous aurait permis de mieux interpréter nos résultats.

3.4 Résultats du screening phytochimigue

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur différents extraits préparés a

partir des fleurs de L. stoechas en utilisant des réactifs spécifiques de révélation.
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Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence

de certains métabolites secondaires au niveau de la fleur.

Les résultats des tests phytochimiques réalisés sur les fleurs séches broyées
de L. stoechas sont mentionnés dans le tableau 3.4. lls montrent la présence des
flavonoides, tanins, stérols et triterpenes, caroténoides, composés réducteurs,

mucilage, iridoides et des saponosides dans les fleurs.

La mise en évidence des flavonoides a partir de l'infusé des fleurs seches de
L. stoechas est confirmée par I'apparition d’'une couleur rouge rassemblée dans le
surnageant. Ce résultat est observé apres contact avec les copeaux de magnésium.
Ceci confirme la présence des flavonoides libres. Ainsi la couleur rouge cerise

explique la présence des leucoanthocyanes.

Les tanins sont présents avec une intensité importante. Leur présence est
confirmée par une réaction positive avec la solution de chlorure ferrique en donnant
une coloration noir intense. Il s’agit donc des tanins catechiques. Les tanins galliques

ont montré des précipités en gros flocons.

Le test positif des stérols et triterpénes a montré I'apparition d’'un anneau

rouge-brun et une couche surnageante de couleur verte.

Les fleurs de L. stoechas renferment une quantité importante en caroténoides.
Elle se traduit par I'apparition d’'une couleur bleu foncé qui devienne par la suite

rouge.

La présence des coumarines est confirmée par I'apparition d’'une fluorescence

sous la lumiére ultra-violette.

Les résultats du screening phytochimiqgue ont montré la présence des

mucilages par obtention d’un précipité floconneux.
La présence des composés réducteurs a été confirmée par I'obtention d’un
précipité rouge brique. Les iridoides ont présenté un précipité noir.

Le test des saponosides a révélé la présence d’'une mousse de 1 cm de
longueur, ce résultat confirme la présence des saponines dans les fleurs de L.

stoechas. Ainsi, l'indice de mousse est égal a 250.
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D’apres les résultats obtenus, on remarque que les quinones libres, les

alcaloides et les dérivés anthracéniques sont absents dans les fleurs de L. stoechas.

Tableau 3.4 : Identification colorimétrique de quelgues métabolites secondaires de L.

stoechas

Composés secondaires

EA

Observations

Hétérosides flavoniques | +++ Coloration moins intense
, : Coloration rassembléee dans le
Flavonoides Flavonoides libres ++ , _ _
surnageant d’alcool isoamylique
Leucoanthocyanes + Rouge cerise ou violacée
Galliques F++ Teinte noir intense
Tanins
Catéchiques -+ Précipité en gros flocons
) . Rouge brunatre ou violet et un
Stérols et triterpenes +++ _
surnageant vert ou violet
o Coloration bleue devenant
Caroténoides +++
rouge.
Coumarines + Présence de la fluorescence
Composés réducteurs +++ Précipité rouge brique
Mucilages +++ Précipité floconneux
Iridoides + Précipité noir
Saponosides ++ Mousse persistante

Quinones libres

Virage au jaune, rouge ou violet

de la phase aqueuse

Alcaloides

Précipité blanc — jaune

Dérivés antracéniques

Absence de coloration

+++ : Réaction tres positive ; ++ : Réaction moyennement positive ; + : Réaction

faiblement positive ; — : Réaction négative. EA : Extrait aqueux
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Peu de travaux ont été menés sur le criblage phytochimique des fleurs séches
de L. stoechas. La partie aérienne de L. stoechas originaire du Maroc présente des
tanins catechique, flavonoides, stérols et terpenes, coumarines, Leucoanthocyanes
et mucilages [160]. Ces mémes auteurs ont enregistré I'absence des tanins galliques
[160].

3.5 Extraction et rendement en huile essentielle

L’extraction par hydrodistillation conventionnelle des fleurs seches de L.
stoechas a été réalisée avec un dispositif de type Clevenger. Le tableau 3.5
représente les résultats des caractéristiques organoleptiques de I'HE de L. stoechas.
Ces résultats sont spécifiques au genre Lavandula. Ainsi, nos résultats sont

similaires a ceux décrits par Mohammedi et Atik, [161] ; Benabdelkader et al., [162].

Tableau 3.5 : Caracteres organoleptiques de I'huile essentielle de L. stoechas

Aspect Couleur Odeur Saveur

Liquide mobile Jaune Agréable forte Douce

Le rendement moyen en HE est de 1,13+ 0,14 %. Ainsi et pour chaque
extraction, nous avons pu récupérer une quantité de 1,1 ml d’HE pour 100 g de fleurs
séches de L. stoechas. Cependant, ce rendement en HE est relativement élevé
comparé a ceux rapportés par Zuzarte et al., [163] au Portugal (0,7 %), Sebai et al.,
[164] en Tunisie (0,05 %), Khia et al., [165] au Maroc (0,88 %).

Nos résultats concordent avec ceux enregistrés en Algérie par Dob et al., [23].
Au contraire, Hassiotis [166] ; Angioni et al., [167] ; Barkat et Laib [168] ; Skoula et al.,
[41] ont obtenu un rendement supérieur au ndtre qui sont respectivement 1,46 %,
3,46 %, 3,1 % et 4,2 %.

Les variations des teneurs en huile essentielle peuvent étre dues a plusieurs
facteurs notamment biotiques et abiotiques: le degré de maturité des fleurs,
I'interaction avec I'environnement a savoir le type de climat, le sol et le moment de la
récolte [169, 170,171].

Certaines plantes ont une teneur plus importante en HE lorsque la

température est élevée [172] ; d’autres sont plus riches en HEs sous l'effet de
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fertilisants [173]. La période de récolte, 'organe de la plante, la durée de séchage et
la méthode d’extraction sont des facteurs parmi d’autres qui peuvent aussi avoir un

impact direct sur les rendements en HE [174].

3.6 Résultats de la composition chimigue de I'huile essentielle de L.

stoechas
L’HE des fleurs séches a été soumise a des analyses détaillées par CG/SM.

L’identification des composants a été réalisée par l'utilisation des indices de
rétention (IR) sur colonne polaire et apolaire, par I'analyse des spectres de masse
des composés constitutifs et par la comparaison de ces données a celles de bases
de données électroniques a savoir WILEY et NIST, de bases bibliographiques [175]

et celles obtenues sur des composés standards purs.

Les composés identifiés de I'HE de L. stoechas, leurs indices de rétention,
leur pourcentage et leurs méthodes d’identification sont donnés dans le tableau 3.6
dans lequel les composants sont listés dans l'ordre de leur élution sur la colonne

capillaire DB-5.

Le chromatogramme de la composition chimique de I'huile essentielle de L.

stoechas est détaillé dans la figure 3.16.
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Figure 3.16 : Chromatogramme de I'huile essentielle de Lavandula stoechas

1: Limonéne, 2 : 1.8-Cinéole ; 3 : Fenchone, 4 : Linalool, 5 : a-Fenchol, 6 : Camphre, 7 : Myrtenal
8 : Bornyl acetate, 9 Myrtenyl acétate, 10 : Viridiflorol



88

Tableau 3.6 : Compositions chimiques de I'huile essentielle des fleurs séches de L.

stoechas
Composants® Rle RIL (%) Identification
Tricycléne 919 921 Tr a,b
a-Pinéne 929 932 0,79 a, b, c
a-Fenchone 944 945 0,12 a,b,c
Camphene 946 946 0,93 a,b,c
Verbénéne 949 961 Tr a,b,c
Benzaldehyde 959 952 Tr a,b
Sabinéne 967 969 0,05 a,b,c
1-Octen-3-one 971 972 Tr a,b
1-Octen-3-ol 975 974 0,24 a,b
Myrcene 984 988 0,07 a,b,c
3-Octanol 995 088 Tr a,b
0-3-Carene 1006 1008 Tr a,b,c
p-Cymene 1016 1020 Tr a,b,c
0-Cymene 1022 1022 0,35 a, b
Limonéne 1026 1024 2,04 a, b, c
1.8-Cinéole 1029 1026 2,23 a,b,c
y-Terpinéne 1054 1054 0,09 a,b,c
cis-Linalool oxide 1066 1067 0,11 a, b, c
cis-Sabinéne hydrate 1069 1065 0,18 a,b
a-Terpinolene 1082 1086 0,11 a, b, c
Fenchone 1089 1083 40,78 a,b,c
Perillene 1095 1102 0,09 a,b
Linalool 1098 1095 1,16 a,b,c
1-Octen-3-yl acetate ° 1103 | 1110 0,3 a, b
B-Thujone 1111 1112 0,07 a,b
a-Fenchol 1119 1114 2,14 a, b,c
a-Campholéne aldehyde ° 1124 | 1122 0,5 a, b
cis-Limonéne oxide 1133 1132 0,2 a,b,c
cis-p-2.8-Menthadien-1-ol 1135 1133 0,11 a, b
cis-Verbénol 1140 1137 0,3 a, b




89

Camphre 1145 1141 9,76 a,b,c
a-Phellandréne-8-ol 1148 | 1149° 0,1 a, b
Pinocarvone 1158 1160 0,1 a,b
Bornéol 1171 1165 0,6 a,b,c
Terpinene-4-ol 1178 1174 0,5 a,b,c
p-Cymene-8-ol 1187 1179 0,55 a,b
p-Methyl acetophenone 1183 1179 0,1 a,b
Myrténol 1192 1194 1,37 a,b,c
Myrténal 1195 1195 3,01 a,b,c
Verbénone 1204 1204 0,41 a, b, c
a-Fenchyl acetate 1213 1218 1,45 a,b,c
trans-(+)-Carveol 1218 1215 0,5 a,b
cis-Carveol 1232 1226 0,11 a, b
Carvone 1240 1239 0,5 a,b
Bornyl acetate 1279 1287 5,10 a,b,c
Perilla alcohol ® 1299 | 1294 Tr a, b
Carvacrol 1305 1298 Tr a,b,c
Myrtenyl acétate 1319 1324 8,94 a,b,c
a-Cubebéne 1340 1345 Tr a,b
Eugénol 1349 1356 0,07 a,b,c
a-Copaene 1369 1374 0,3 a,b,c
Cyclosativene 1363 1369 0,17 a,b
Neryl acétate 1373 | 13717 0,4 a, b
B-Bourbonene ¢ 1376 | 1387 Tr a,b
B-Cubebéne ¢ 1381 | 1387 0,1 a, b
a-lonone ° 1415 | 1413° Tr a,b
a-Humuléne 1448 1452 Tr a,b
Aromadendrene 1452 1439 0,11 a, b
Germacréne-D 1465 | 1465* 0,1 a,b,c
a-Amorphéne 1468 | 1470° Tr a, b
B-lonone ® 1472 | 1475° 0,09 a, b
Bicyclosesquiphéllandréne ® 1484 | 1490’ 0,3 a, b
a-Muurolene 1493 1500 0,1 a,b
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0-Cadinene 1511 1522 0,68 a,b,c
trans-Calaméneéene 1515 1521 0,2 a,b
trans-Cadina-1.4-diene 1525 1533 0,1 a,b
a-Calacorene 1534 1544 0,3 a,b
B-Calacorene 1555 1564 0,1 a,b
Caryophyllene oxide 1573 1582 0,63 a,b,c
Spathulénol 1570 1577 0,06 a,b,c
Viridiflorol 1588 1592 2,46 a,b
Ledol 1603 1602 1,20 a,b
1-epi-Cubénol 1622 1627 0,68 a, b
r-Cadinol 1639 | 1638 0,45 a, b
a-Muurolol (Torreyol) 1645 1644 0,19 a,b
Total identified 95.21
Monoterpéne Hydrocarbonés 4,63
Monoterpénes oxygéenés 80,84
Sesquiterpenes hydrocarbonés 2,68
Sesquiterpenes oxygéneés 5,67
Autres 1,39
! composants listés par ordre d’élution sur la colonne DB-5. Rlg — indices de

rétention déterminés expérimentalement sur la colonne mentionnée par co-injection
d’'une série homologue de n-alcanes C8-C29. RI_- indices de rétention de la
littérature. tr — trace (<0,05 %). a— constituant identifié par la comparaison des
spectres de masse avec la bibliotheque et la littérature Wiley [175]. b— constituant
identifié par la comparaison de l'indice de rétention avec la littérature [176, 177,
178,179, 180, 175]. c- identité du constituant confirmée par co-injection d’un

échantillon authentique. d- molécules identifiées pour la premiére fois en Algérie.

L’analyse chimique de 'HE de L. stoechas a permis d’identifier 75 composés
(soit un taux de 95,21 %) dont la teneur est supérieure ou égale a 0,05 %.Dans
'huile essentielle de L.stoechas étudiées, 12 % de molécules n'ont jamais été
identifiés en Algérie soit 09 molécules. Ces derniers portent I'exposant d dans le
Tableau 3.6.
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Comme on peut I'observer, I'huile essentielle de L. stoechas contient une
proportion élevée de monoterpenes, soit 85,47 %, ces derniers sont dominés par les
monoterpéenes oxygénés (alcools, esters, éthers, aldéhydes, cétones, lactones,
phénols, éthers phénoliques) avec 80,84 %. La fenchone est le constituant principal
de I'huile (40,78 %), alors que le camphre (9,76 %), I'acétate de myrtényle (8,94 %)
et l'acétate de bornyle (5,10 %) constituent les deuxiéme, troisieme et quatrieme
composants de la fraction monterpénique oxygénée. Plusieurs monoterpénes
oXygénées mineurs présentent des teneurs également significatives, tels que le
myrténal (3,01 %), le 1,8 — cinéole (2,23 %), I'a -fenchol (2,14 %). Le deuxieme
groupe est constitué par les sesquiterpenes (8,35 %) représentés par le viridiflorol
(2,46 %) et le ledol (1,20 %) comme constituants principaux de la fraction oxygénée.
Seule une petite quantité relative d’autres composants aromatiques (1,39 %) a

également été identifiée.

Il existe de nombreux rapports sur la composition chimique de 'HE de L.
stoechas des pays du bassin méditerranéen. La plupart de ces études sont similaires
a la nbétre ou le chémotype est la fenchone. Ces indications montrent que la
fenchone est présente comme composant majeur [181, 182, 41, 183, 184, 185, 167,
23, 166, 162, 161, 164, 186]. De plus, le camphre, 'acétate de mertényle et 'acétate
de bornyle sont indiqués comme constituants caractéristiques de I'HE de L.
stoechas. En effet, d’autres chémotypes tels que le chémotype camphre [165] et le

chémotype 1,8 — cinéole [187, 27] ont également été rapportés.

Dans d’autres populations de L. stoechas, 'HE était caractérisée par un
rapport de deux composés comprenant la fenchone et le camphre, mais aussi le
cinéole, I'acétate de myrtényle et I'acétate de linalyle en quantité variable [167,168].
En Turquie, un chémotype a 1,8 — cinéol/camphre a été mis en évidence par
Arabaci et Bayram, [188]. Enfin, la pulégone, le menthone, le menthol et le carvacrol
sont des composés majeurs de I'HE de L. stoechas originaire de Turquie [189,190],
mais ces composés volatils n'ont pas été observés dans notre échantillon. Géren et

al., ont enregistré 'absence totale de fenchone et de camphre [189].

L’étude menée sur des populations de plusieurs especes de Lavandula
espagnoles et portugaises montre que, I'acétate de myrtényle a été marqué comme
composant caractéristique des HEs de L. stoechas [181]. Nous avons observé que,

notre HE différe de toutes les autres HEs de L. stoechas par la présence d’un taux



92

élevé de viridiflorol (2,48 %). Cependant, notre HE ainsi que les HEs étudiées par
Garcia-Vallejo, sont aussi caractérisées par I'absence totale de quelgques composés
comme le B — phéllandrene, le longifoléne, le thymol, le trans-Verbénol [181].

L'HE de [l'espéce Lavandula stoechas est généralement riche en
monoterpenes [11, 10]. La différence de la composition chimique observée pourrait
s’expliquer par une adaptation de la plante aux facteurs biotiques et abiotiques tels
que, le climat spécifique aux régions de provenance des échantillons, aux facteurs
géographiques comme l'altitude et la nature du sol qui orientent la biosynthése vers
la formation préférentielle de produits précis [191, 192]. Chez la Mentha piperita, les
nuits froides favorisent la sécrétion de menthol alors que les nuits tempérées

favorisent celle du menthofurane [172].

De nombreux travaux ont porté sur l'influence du site de récolte, du cycle
circadien et des saisons sur la variation de la composition chimique des HEs [193,
194]. Deux autres facteurs importants sont I'heure de la récolte du matériel végétal
ainsi que le mois dans I'année. Le chauffage prolongé et puissant engendre en effet

la dégradation de certaines molécules aromatiques.

Au cours de I'hydrodistillation, I'eau, I'acidité et la température peuvent induire
des hydrolyses, déprotonations, hydratations et cyclisation, mais aussi
réarrangements, isomérisations, oxydations et ce d’autant plus que la distillation est

longue et le pH est acide [195].

3.7 Résultats des Indices physiques

Les huiles essentielles ont aussi des propriétés physiqgues communes. Elles
ne sont pas solubles dans I'eau, mais elles le sont dans les solvants organiques et

les huiles végétales.

L’HE obtenue dans ce travail présente une densité relative égale a 0,946.
Cette derniére a été mesurée a l'aide d’'un densitomeétre a 20 °C. Notre résultat
concorde avec celui enregistré par Mohammedi [196]. L’indice de réfraction de I'HE

est généralement supérieur a celui de I'eau (1), il est égal a 1,471.
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3.8 Résultats des activités biologies de I'huile essentielle de L.

stoechas

3.8.1 Résultats de la toxicité aigué

Selon la pharmacopée européenne, si la DLsg est supérieure ou égale a 2 g/kg
du poids corporel, 'HE est considérée comme non toxique dans les limites de
l'utilisation de I'aromathérapie. Apres I'administration par voie orale de 'HE a une
dose unique (2 g/kg), les observations n’ont révélé aucun signe d’asthénie, de
somnolence, d’anorexie, de diarrhée ou de réduction importante de la mobilité durant
toute la période de I'expérimentation. Il est a noter que le composé le plus toxique
est 'acide hydrocyanique (0,005 g/kg). Ce composé est absent dans notre HE. Ceci
nous a permis de dire que I'HE obtenue dans ce travail n’est pas toxique. La DL50
est donc supposée étre supérieure a la dose limite testée. Selon la littérature, la DLsg
de I'HE de lavande varie de 3,8 a4 6,20 g /kg de PC de souris [197, 35].

Un petit changement de comportement a été observé chez les souris qui se
résume comme suit :

— Une hypoactivité est observée immédiatement. Cette activité sédative a
duré jusqu’a 2 heures aprés le gavage.

— Une prise de poids normale est observée chez les souris du lot témoin et
le lot traité par 'HE. Cette prise a persisté jusqu’a leur sacrifice au 14°™®
3.17).

jour (Figure
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Figure 3.17 : Prise de poids des souris durant I'étude de la toxicité aigué
Aucun signe de toxicité n’a été observé tel que la diminution de la sensibilité a

la douleur, aux bruits ou a la locomotion (Tableau 3.7)

Tableau 3.7 : Effets de I'huile essentielle de Lavandula stoechas sur quelques

paramétres physiologiques chez les souris

Période 2h 4h J1 J7 J14
Pelage N N N N N
Tremblement N N N N N
Motilité R N N N N
Réaction au bruit N N N N N
Aspect des selles N N N N N
Prise de poids N N N N N
Nombre de morts 0 0 0 0 0

N= Normale ; R=réduit; Dose : 2 g/kg

Aucun travail sur la toxicité aigué de 'HE de L. stoechas n’a été réalisé. Selon
la littérature, 'HE de lavande est trés peu toxique et trés bien toléré [198, 199].

Certains composés chimiques sont présents dans notre HE et s’averent
toxiqgues. Ces molécules sont : limonene, linalool et acétate de linalyle [19]. En
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'occurrence, cette HE doit étre utilisée avec modération surtout chez la femme

enceinte et les enfants de moins de 3 ans

3.8.2 Résultats de la toxicité subaigué

L’huile essentielle de L. stoechas n’a présenté aucun signe de toxicité pendant

I'expérimentation qui a duré 28 jours.

Les résultats de la toxicité subaigué de I'HE de L. stoechas sont répartis en

sept points :

—  Comportement des souris,

—  Consommation alimentaire et hydrique,

- Evolution du poids corporel des souris,

- Masse relative des organes,

— Analyse des données hématologiques du sang,
—  Analyse des constantes biochimiques du sang,

—  Examen anatomopathologique des organes des souris.

v Comportement des souris

Durant toute la période de I'expérimentation, aucune mortalit¢ n’a été
observée aussi bien chez les souris du lot témoin que celles des lots de souris

traitées par 'HE.

Les souris des lots témoins qui sont gavées par I'eau distillée + tween 80 (Na
Cl, 0,9 %) et ceux des lots traités par 'HE a la dose de 125 mg/kg, 250 mg/kg et 500
mg/kg n’ont présenté aucun comportement anormal. Ces résultats indiquent que 'HE

étudiée ne posséde aucun effet toxique sur les souris méme a dose répétée.

Selon Ez zoubi et al., I'extrait hydro-éthanolique, les flavonoides, les tanins et
le mucilage de la partie aérienne de L. stoechas originaire du Maroc n’ont pas
présenté de signe de toxicité ni de mortalité durant toute I'expérimentation [160]. Les
mémes résultats ont été observés par I'étude menée sur I'HE de L. stoechas

originaire de la Tunisie [200].

v Suivi de la consommation hydrigue et alimentaire
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Les consommations hydriques et alimentaires des souris de tous les lots ont
été surveillées de facon hebdomadaire pendant toute la durée de I'expérimentation.
Les résultats sont représentés dans les tableaux 3.8 et 3.9 sous forme de moyenne +

Erreur type de la moyenne.

Les résultats obtenus montrent que la quantité de l'alimentation consommeée
par les males est plus importante par rapport a celle des femelles (tableau 3.8). Cette
observation s’inscrit chez tous les lots de souris a savoir les lots témoins et les lots
traités par 'HE. La consommation des granules par les souris males et femelles des
lots témoins et celles des lots traités par 'HE a 500mg/Kg et 250 mg/kg est plus
importante durant la premiére semaine de I'expérimentation, ensuite elle diminue. Au
contraire, le lot des souris males traitées par 'HE a 125 mg/kg a montré une stabilité

dans la consommation alimentaire durant les quatre semaines.



Tableau 3.8 : Consommation alimentaire des souris males et femelles

Jours / lots J7 J14 J21 J28
Males 41,88 + 1,03 36,60 + 0,92 23,80 £ 0,85 28 +0,29
Témoins
Femelles 29,5+0,39 30,75 £ 0,86 18 +0,11 19,1+ 0,46
Males 36,3+0,63 35+0,76 32 +1,55 14,0+ 0,42
HE a 500
mg/kg
Femelles 27,4 +0,58 27 +0,85 25,6 +0,78 11 + 0,52
R Males 4275 +1,18 29,29 + 0,97 32,14 + 0,40 32+0,42
HE a 250
mg/kg
Femelles 29,75+ 1,50 19,29+ 0,6 20,57 + 0,95 20,25+ 0,75
R Males 40 +£ 0,49 39,67 £0,71 42,71 +0,6 44,17 + 0,4
HE a 125
mg/kg
Femelles 36,29 + 0,68 30,40+ 1,22 27,29 +0,47 27,33+0,33

Les résultats sont exprimés en moyenne + Erreur standard moyenne (SEM) ; n=5 pour chaque groupe ; la consommation
alimentaire est exprimée en (g).
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La diminution de la consommation alimentaire observée dans certains lots

serait éventuellement due a l'effet anorexique probablement exercé par les HEs.

La prise de nourriture est régulée par I'hypothalamus qui dépend de
l'interaction entre deux régions a savoir le centre de l'appétit et le centre de la
satiété. La stimulation du centre de I'appétit déclenche un comportement de prise
alimentaire chez les animaux conscients et sa destruction chez des animaux sains
produit une anorexie sévere et mortelle. Toutefois, une stimulation du centre de

satiété entraine I'arrét de la prise alimentaire [201].

Les figures 3.18 et 3.19 représentent la consommation hydrique des souris

durant les quatre semaines de I'expérimentation.
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Figure 3.18 : Résultats de la consommation hydrique chez les souris males



Tableau 3.9 : Consommation hydrique des souris males et femelles
Jours / lots J7 J14 J21 J28
Males 41,75 £ 0,45 29,50 + 0,96 14,17 0,93 17,57 £ 0,57
Témoins
Femelles 30,36 + 0,68 29,50 £ 0,50 18,20 £ 0,38 23+1,58
Males 53+0,71 44,8 + 1,48 28,3+ 1,10 15,3+0,87
HE a 500 mg/kg
Femelles 20,9 £ 0,60 20,2 £ 0,82 19,3+ 1,20 8,4+ 0,45
Males 53,83+ 1,61 42,43 + 1,58 31,29 +1,93 25+0,71
HE a 250 mg/kg
Femelles 20,50 + 1,17 18,71+ 0,74 18,86 = 1,37 18,13 £ 0,92
Males 52 + 0,49 46,71 £ 0,68 45,14 £ 0,91 36,40 £ 0,87
HE a 125 mg/kg
Femelles 43,86 + 0,46 26,83 £ 0,79 24,57 £ 0,57 24,67 £ 0,42

est exprimée en (ml).
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Les résultats sont exprimés en moyenne + Erreur standard moyenne (SEM) ; n=5 pour chaque groupe ; la consommation hydrique
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Figure 3.19 : Résultats de la consommation hydrique chez les souris femelles

D’aprés les résultats obtenus, nous avons constaté qu’il y a une légere
différence dans le volume d’eau consommée pour les différents groupes de souris
traitées par rapport au lot de souris témoin (tableau 3.9).

Cette légere diminution est probablement due aux facteurs du stress et aux
conditions d’élevage des souris. Selon Folz et Ullman-Culleré [202], en cas de
déshydratation, le corps subit un déficit en eau. Les cellules du corps et leurs tissus
se rétrécissent a mesure qu’elles perdent de I'eau. Les animaux déshydratés ont
tendance a avoir une apparence particuliére liée a la perte d’eau dans ces tissus : les
yeux sont enfoncés dans leur orbite, I'abdomen se creuse, les muqueuses
s’asséchent et le poil devient terne. On peut observer ces signes chez les animaux
qui ont subi une perte de poids appréciable. Tous ces symptdmes n'ont pas été

décrits chez les souris de notre expérimentation.

v' Evolution du poids des souris

Pour I'essai de la toxicité subaigué, I'évolution du poids chez les souris
soumises a I'essai est suivie chaque semaine (J 0, J 7, J14, J 21 et J 28). Les figures
3.20 et figure 3.21 représentent les moyennes des poids chez les souris males et
femelles témoins et celles traitées par I'HE.
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Les résultats obtenus montrent une prise de poids normale chez les souris
males et femelles des lots traités et témoins jusqu’aux jours de leur sacrifice a savoir
le 29°™ jour (Figures 3.20 et 3.21). A la lumiére de ces résultats, on peut déduire,
gue nous n‘avons pas observé de signes de toxicité chez les souris traitées par 'HE

de L. stoechas et une tolérance des souris pour cette HE.

Le changement du poids corporel est utilisé comme un indicateur des effets
indésirables des composés chimiques ingérés. La perte et/ou la prise de poids sont
corrélées a I'état physiologique de I'animal. Ainsi, ce changement du poids peut étre
expliqué par une réduction de la consommation des aliments, mais aussi par les
possibilités d’interactions dose/absorption et par la diminution et/ou 'augmentation
de la quantité de nourriture absorbée. Toutefois, une perte d’appétit entraine souvent
une perte de poids due a des perturbations dans le métabolisme des glucides, des
protéines ou des graisses [203, 129, 204].

Les études menées sur L. stoechas originaire respectivement de la Turquie et
du Maroc montrent une augmentation du poids corporel des souris et des rats [200,

160]. Ces résultats concordent avec ceux obtenus dans le présent travail.
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Figure 3.20 : Résultats de I'évolution pondérale chez les souris males
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Figure 3.21 : Résultats de I'évolution pondérale chez les souris femelles

Le Tableau 3.10 présente le gain de poids relatif des souris males et femelles
des lots traités et des lots témoins. Les résultats obtenus montrent que le gain de
poids relatif est plus important chez les souris males par rapport aux souris femelles
pour les lots traités et témoins. Ce gain peut étre di au fait que les souris males
consomment plus de nourriture que les souris femelles. Toutefois, les plus grandes
valeurs du gain de poids sont observées chez les lots de souris ayant recu I'HE a

une dose de 125 mg/kg.

L’étude statistique montre qu’il y a une différence significative a JO et J28 (p
< 0,05) entre les souris femelles des lots témoins et les trois lots de souris traitées
par I'HE a savoir 500 mg/kg, 250 mg/kg et 125 mg/kg. Cependant, chez les males
une différence hautement significative enregistrée entre le témoin et 'HE a 500
mg/kg a J28. Toutefois, cette perte de poids chez ces souris peut étre due a I'effet de
I'HE. Concernant le gain de poids relatif, aucune différence significative n’est
constatée entre les souris femelles du lot témoin et celles traitées par I'HE.
Néanmoins, les souris males montrent une différence significative a la concentration
de 125 mg/kg (p < 0,05).
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Tableau 3.10 : Résultats du gain de poids relatif chez les souris méles et femelles

_ , HE & 250 HE & 125
Jours / Traitements Témoin HE a 500 mg/kg
mg/kg mg/kg
Males 21,8+ 1,30 192+1,3 19,2 +1,79 17,6 + 0,89*
JO
Femelles 23,4+ 0,89 21,6 +1,14* 22,8 £ 1,30* 18,8 + 0,84*
Males 32,6 £ 0,55 28,2 £ 0,8* 31,2+0,45 31,2+1,30
J28
Femelles 31,2+0,84 | 27,25 +0,96* 28,6 £ 0,55* 28 +£1,41*
Males 50 £ 8,83 4741 +1,1 634+1251 | 77,71 £3,37*
GPR
Femelles 33,5+ 6,66 24 + 6,52 25,8 £ 7,40 49,41 + 3,36

Les résultats sont exprimés en Moyenne + Ecart type ; le poids des souris a JO et J28

est exprimé en (g) ; le GPR est exprimé en %. * : différence significative avec le

témoin (p < 0,05).

v" Masse absolue et relative des organes

Les organes prélevés ont été observés sous loupe binoculaire puis pesés. Les

résultats du poids absolu des organes sont représentés dans le tableau 3.11. Les

résultats du poids relatif des organes des lots traités et témoins sont détaillés dans le

tableau 3.12.
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Tableau 3.11 : Résultats du poids absolu des organes des souris males et femelles

Lots / organes Reins Foies Rates Poumons Ceeurs Testicules/ ovaires
Males 0,4658 + 0,07 | 1,4374+0,12 | 0,1382+0,02 | 0,1954 +£0,04 | 0,1874 £0,02 0,1903 £ 0,03
Témoin
Femelles | 0,3394 +0,05 | 1,3324+0,09 | 0,1278 +0,02 | 0,1924 +0,03 | 0,1847 + 0,04 0,015+0
HE 2 500 Males 0,3559 + 0,03* | 1,1848 £+ 0,07* | 0,0879 £ 0,01* | 0,1778 £0,02 | 0,1543 + 0,02 0,2092 + 0,04
a
mg/kg
Femelles | 0,2754 +0,04 | 1,0484 +0,14* | 0,0865 + 0,03* | 0,1543 +0,04 | 0,1379 + 0,03 0,013+0
HE & 250 Males 0,4213+0,04 | 1,5741+0,09 | 0,1131+0,03 | 0,1828 + 0,07 | 0,1505 * 0,02* 0,2575 + 0,01
a
mg/kg
Femelles | 0,2754 +0,02 | 1,1744+0,11 | 0,1111+0,01 | 0,1702+0,06 | 0,1524 + 0,02 0,013+0
HE & 195 Males 0,4014 +0,03 | 1,691+0,13* | 0,1151+£0,01 | 0,1939+0,02 | 0,1658 £ 0,02 0,2161 £ 0,07
a
mg/kg .
Femelles | 0,2865+0,04 | 1,3768+0,15 | 0,1287 +0,02 | 0,1884 + 0,02 | 0,1344 + 0,01* 0,014+ a

Les résultats sont exprimés en Moyenne + écart type ; n=5 pour chaque groupe ; le poids est exprimeé en « g », * : difference

significative avec le témoin (p < 0,05).
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Tableau 3.12 : Résultats du poids relatif des organes de souris males et femelles

Lots / organes Reins Foies Rates Poumons Ceoeurs Testicules/ ovaires
Males 15+0,25 4,61 +0,44 0,44 £ 0,07 0,63+0,13 0,6 £ 0,08 0,61+0,11
Témoin
Femelles 1,13+0,18 4,45+ 0,43 0,43 £ 0,09 0,64 + 0,10 0,62+0,14 0,05+0,01
R Males 1,28+0,11 4,28 £ 0,47 0,32 + 0,03* 0,64 + 0,09 0,56 + 0,08 0,76 £ 0,16
HE a 500
mg/kg
Femelles 1,04 + 0,15 3,96 + 0,54 0,33+0,11* 0,58 £ 0,15 0,52 +0,10 0,05+0
. Males 1,35+0,14 5,05+0,28 0,36 £ 0,08 0,59 +0,21 0,48 + 0,06* 0,83+ 0,05
HE a 250
mg/kg
Femelles 1,08 + 0,06 4,59+0,42 0,43+ 0,04 0,67 £ 0,23 0,59 + 0,06 0,05+0,01
. Males 1,32 + 0,06 5,56 + 0,24* 0,38 + 0,04 0,64 + 0,06 0,55+0,10 0,7+0,23
HE a 125
mg/kg
Femelles 1,07 £ 0,16 5,10 £ 0,55 0,48 + 0,06 0,7 £ 0,06 0,5 + 0,06* 0,05+0,01

Les résultats sont exprimés en Moyenne + écart type ; n=5 pour chaque groupe ; le poids est exprimeé en « g », * : difference

significative avec le témoin (p < 0,05).
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Les résultats obtenus montrent que le poids des organes des souris méales est
plus important que celui des souris femelles. Aucune différence significative n’est
observée dans la masse relative des reins chez les souris males et femelles des lots
témoins par rapport aux lots traités par 'HE. Une Iégére augmentation du poids du
foie dans le lot de souris traitées par 'HE de L. stoechas a la dose 125 mg / kg a été
observée. Néanmoins, une différence significative est enregistrée au niveau de la
rate chez les souris males et femelles traitées par 'HE a la dose de 250 mg / kg. Le
cceur des souris males traitées par 'HE a 250 mg / kg et des souris femelles qui ont
recu 'HE a 125 mg / kg montrent une différence significative par rapport au souris
males et femelles du lot témoin. Ces différences dans le poids des organes des
souris peuvent étre due au fait que le poids des souris au début et a la fin de

I'expérimentation différe.

L’augmentation du poids du foie peut étre liée a une congestion par
réservation du sang dans le foie [205]. Cependant, ces résultats nécessitent, des
analyses plus approfondies pour connaitre I'effet de 'HE sur ces organes, car le
poids relatif des organes est considéré comme étant un indicateur relativement

sensible dans les études de la toxicité [206, 207].

Selon Raza et al., [207], ces résultats suggerent que I'HE de L. stoechas a
des effets sur certains organes étudiés. Généralement, le changement du poids des
organes internes est un indice de toxicité apres I'exposition a une substance toxique.

Ces résultats pourront étre confirmés par I'étude histopathologique.

Les changements dans le poids du cceur et de la rate n‘ont pas beaucoup
d’'implications dans la toxicité en raison du rble limité de ces organes dans

I'élimination des substances nocives du corps [208, 209].

v" Bilan hématologique

Les parameétres hématologiques sont représentés dans le tableau 3.13. Des
différences significatives ont été enregistrées dans les valeurs de GB, GR, HB, HCT,
PLT et CCMH des souris des lots traités comparées a celles des lots témoins (p
< 0,05).
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D’aprés Gregg et Voigt, [210] ; Mukinda et al.,, [211], lanalyse des
parametres sanguins est importante car elle donne des informations sur le systéme
hématopoiétique (évaluation des cellules de la lignée myéloide), sur l'apparition
d’allergies (études des globules blancs) et sur les effets intravasculaires comme
'hémolyse. Ces données sont 'une des cibles les plus exposées aux substances
toxiques. lls sont aussi des marqueurs importants du statut physiologique et
pathologique chez 'homme et 'animal [212, 213, 214].

v Bilan biochimique

Les cellules hépatiques (hépatocytes) ont un réle dans la neutralisation des
toxines. Les hépatocytes interviennent dans la détoxification des toxines endogénes
et exogénes. Néanmoins, le rein a pour réle I'élimination des déchets et I'épuration
du sang [215]. Ainsi, le bon fonctionnement de ces deux organes est nécessaire a la
survie de l'organisme [216]. Ainsi, 'analyse de la fonction hépatique et rénale est
donc trés importante dans I'évaluation de la toxicité des extraits végétaux et des

médicaments.

Le tableau 3.14 représente les résultats du bilan biochimique des souris males

et femelles des lots témoins et des lots traités par 'HE de L. stoechas.

Il est évident que le signe des dommages hépatiques est la fuite d’enzyme
cellulaire dans le plasma. Les transaminases (ALAT et ASAT) sont des enzymes
ayant une activité métabolique importante a l'intérieur des cellules, 'augmentation de
leurs taux sérique reflete une Iésion cellulaire, en particulier au niveau hépatique
[217, 218].

Selon Filippin et al., [ 219] ; Ez zoubi et al., [160] et Etame loe et al., [220] ,
FALAT est un marqueur spécifigue des lésions hépatiques. Il se produit plus
fréequemment dans le foie, or 'ASAT est également présent dans le cceur, les
muscles squelettiques, les reins, le cerveau, le pancréas et les cellules sanguines.
Au niveau du foie, 'ALAT est confinée au cytoplasme, tandis que '’ASAT se retrouve

a la fois dans les mitochondries (80 %) et dans le cytoplasme (20 %) [221, 220].
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La fonction rénale est évaluée par le dosage sérique de l'urée et de la
créatinine. L'élévation de la créatinine sérique est un bon indicateur de la fonction
rénale. Néanmoins, I'urée sérique est souvent considérée comme un prédicateur de

la fonction rénale plus fiable que la créatinine sérique [222, 220].

Les résultats des parametres biochimiques obtenus montrent que I'HE de L.
stoechas a induit des changements statistiquement significatifs chez les lots des
souris males et femelles traités par rapport aux souris des lots témoins (p < 0,05).
D’aprés ce résultat, on suggére que I'HE étudiée peut éventuellement présenter une
hépatotoxicite. Ces résultats seront éventuellement confirmés par ['étude
histopathologique des organes. Dans la présente étude, la diminution de la
concentration de la créatinine (différence significative (p < 0,05) chez les souris
males traitées par 'HE a 250 mg/ kg) et particulierement de I'urée dans les lots de
souris males et femelles traitées par 'HE ne peuvent a eux seuls indiquer une
altération de la fonction rénale. Sachant que I'étude histologique n’a montré aucune
altération de la structure rénale, ce résultat peut étre expliqué par leur métabolisation
et élimination rapide [223]. Cependant, il est connu que la concentration sérique de la
créatinine varie considérablement car elle est étroitement liée a la masse musculaire,
au métabolisme musculaire et au poids corporel de chaque individu composant

I'échantillonnage [224].

Notre étude présente des valeurs du bilan hématologiques et biochimiques
différentes de celles observées par d'autres auteurs pour la méme espéce de souris
[224]. Ces divergences peuvent étre justifiees par les différentes méthodologies
appliguées, aux eéquipements et aux réactifs pour les dosages ainsi que par
l'utilisation d'analyses manuelles ou automatisées [224]. Des facteurs
supplémentaires, tels que : le sexe, I'age, la lignée, le stress environnemental, le site
de collecte et la méthode de confinement, sont également des sources de variation
des valeurs biochimiques [225].

En 2016, Ez zoubi et al., ont mené une étude sur I'extrait hydro-éthanolique,
les flavonoides, les tanins et le mucilage produits par la partie aérienne de L.
stoechas originaire du Maroc [160]. Les résultats ne montrent pas d’altération des

fonctions hépatiques et rénales chez les souris témoins et traitées. Ainsi aucune
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modification des parameétres biochimiques et hématologiques n'a été constatée
[160].

Les résultats obtenus corroborent avec ceux du laboratoire Charles river
(North American Colonies) [226]. Ce dernier a mené une étude sur le profil
hématologique et biochimique des souris Balb/c. L'étude menée en 2017 au Portugal
par Barbosa et al., [224] sur le profil hématologique et biochimique des souris Balb/c
ne concordent pas avec les notres. Ces différences dans les valeurs peuvent étre
due a de nombreuses variables a savoir : la variation génétique, les conditions
d’alimentation et de l'environnement dans lequel ces animaux sont soumis (la
température, I'humidité relative, la ventilation, I'éclairage, le bruit, la manipulation, la
nourriture, l'eau, les agents pathogénes et le contact avec d'autres animaux).
Toutefois, l'environnement dans lequel les rongeurs sont maintenus interfere
directement dans leur métabolisme et par conséquent, dans les valeurs
hématologiques et biochimiques de I'animal [227]. Les variations dans les valeurs
des globules rouges chez la souris peuvent étre dues a la présence des globules
rouges immatures dans la circulation sanguine périphérique qui sont indispensables
a l'action du systeme endocrinien de la rate et du foie [228]. La variation dans le taux
de glucose peut étre expliquée par une altération de I'action de l'insuline ou a une
sécrétion inadéquate de I'insuline. Ces changements dans les valeurs de la glycémie
peuvent étre dus aussi a I'état physiologique des souris et a leurs vulnérabilités
[229].
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Lots/ Témoin HE a 500 mg/kg HE a 250 mg/kg HE a 125 mg/kg
parametres Méales Femelles Méales Femelles Males Femelles Males Femelles
GB (10%ul™) | 12,85+0,61 | 6,75+ 0,06 | 10,47 +2,63 | 9,47 +0,21* 12,4 +£2,70 9,27 +1,81* 5,47 +0,75* 9,53 + 0,55*
GR (10° pI') | 10,87 +0,61 | 9,87 +0,56 | 10,63+0,20 | 11,13+ 0,36* | 9,68 £ 0,15 9,32+0,28 9,47 + 0,95 9,67+0,16

HB (gd™) |16,45+0,70 | 16,15+0,81 | 16,67 +0,29 | 15,73 + 0,87 14,60 + O* 14,37 £ 0,06* | 14,07 +1,25* | 15,57 + 0,60*
HCT (%) 54,15+2,41| 516 +231 | 54,07+0,15 | 54,63+0,15 | 50,75+0,15 | 47,90 +£0,10* 4785 51,63+1,31
MCV (fl) 49,83 +0,57 | 52,3+1,56 | 50,97 +£0,81 | 48,87 +£1,75* | 52,45+ 0,95* | 51,43+1,42 50,6 + 0,20 53,27 + 0,50
MCH (pg) 15,15+0,21 | 16,63 £ 0,84 | 15,77 +£0,06* | 13,93 +1,37* | 15,10 +0,20 15,27 + 0,55 14,93 + 0,21 16,07 + 0,35

CCMH (gdI™) | 30,43 £0,10 | 31,3+0,80 | 30,67 +0,70 | 28,7 +1,59* | 28,80 + 0,10* 30+0,17 29,5+ 0,46 30,2+0,40
s 1. | 1279,50 % 797,67 £ 1130,3 + 805,33 + 753,33 +
PLT (10 °pl™) 844 + 84,37 774,33 £ 103 490 * 45**
14,29 28,57** 174,3 28,50** 194,50
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LYM (%)

60,30 + 3,19

78,63 + 2,61

80,03 + 10,05

73,73 £ 2,63

85,90 + 10,50

90,57 + 4,28

78,37 17,75

86,40 + 6

Les résultats sont exprimés en Moyenne + ET ; n= 3 pour chaque groupe ; - : Valeurs non détectées

GB : Globule blanc ; GR : Globule rouge ; HB : hémoglobine ; HCT : Hématocrite ; MCV : volume globulaire moyen ; MCH : teneur

corpusculaire moyenne en hémoglobine ; CCMH : Concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine PLT : plaquettes, LYM :

Lymphocytes. * : différence significative avec le témoin (p < 0,05) ; ** : différence hautement significative avec le témoin (p < 0,001)
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Lots/ Témoin HE a 500 mg/kg HE a 250 mg/kg HE a 125 mg/kg
ots
parametres Males Femelles Males Femelles Males Femelles Males Femelles
ALAT
58,33 + « N . 67,33 + 66,67 +
U I'l) 53+3 75+5 2 89 51,67 +2,89* | 61,67 +2,89 55 + 8,66 252+ 7 64
ASAT
133 91,67+ . 83,33 £ . 91,67
U I'l) 575 120+ 15 2 gor* 81,33 + 3,21 85 + 5** 7.64* 54 + 1~ 2 go*
Urée 0,38 + 0,28 +
1 L 0,47+0,06 |0,32+0,03*| 0,37+0,03 0,23 +0,03** | 0,27 +0,08* 0,2 + O** ox
(mg I'Y) 0,03 0,03
Créatinine 773 4
(mg I'l) 034 7+1 6+1 567 +1,15 5+ 0% 5,33+ 0,58 6+1 7+2,65
Albumine
38,33+ 63,33 + 58,33 +
47+ 3 90 £ ,
Protéines 61,67 + 51,67 £
totales (g dl—l) 2.89 60+ 0 53 + 2,65* 53,33+2,89 | 51,67 +2,89* 50 + 5* 5 ’89*_ 55+0
Cholestérol 1,27 +
Total (g I 0.25 1,28+0,03 | 1,28+0,01 | 125+0,1 | 133+045 | 1,28+0,03 | 1,4+0,2 |1,08+0,21
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Triglycéride

1,77 £ 0,83 +
@ 013 1,63+0,06 0.08* 1,15+0,05 | 0,88+0,28 | 1,18+0,21 | 1,35+0,1 | 1,45+ 0,61
Glycémie 114 + 1.19 +
LT = 1,59 +0,23 ,02 + 0, 13 +£0,23* * 39 =0, N
Q) 011 1,02+0,23 | 1,13+0,23 1,28+0,03 | 1,16 +0,06* | 1,39+0,21 0.07*

Les résultats sont exprimés en Moyenne + ET ; n= 3 pour chaque groupe ; ASAT : Aspartate aminotransférase ; ALAT : Alanine

aminotransférase ; * : différence significative avec le témoin (p < 0,05) ; ** : différence hautement significative avec le témoin (p <

0,001)
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v" Examen histopathologigue des organes

L’observation microscopique sous loupe binoculaire des organes a savoir, le
ceeur, le foie, les reins, la rate, les poumons, les ovaires et les testicules n’a révélé
aucune anomalie morphologique et/ou présence d’hémorragie qui pourrait étre dues
a l'administration de I'HE. Ainsi, nous avons observé que la taille et la forme des

organes sont normales.

Les résultats de I'examen histopathologique sont indiqués dans la figure 3.22
A-B et figure 3.23 A-B. D’apres les résultats obtenus, nous avons remarqué que le
foie et les reins des souris méles et femelles des lots traités et des lots témoins
montrent une architecture hépatique et rénale conservée, sans signe de cytolyse, ni
d’apoptose et ni d’inflammation (absence de polynucléaire et de lymphocytes).
Aucune |ésion organique ni fibrose n’a été enregistrée au niveau rénal ou hépatique.
Des signes de congestion sans hémorragie ont été observés dans les lots traités et

les lots témoins. Ceci peut étre di au sacrifice.

Les coupes réalisées au niveau des reins des souris males et femelles des
lots traités et des lots témoins ne présentent aucune infiltration cellulaire au niveau
de la capsule de Bowman. Les glomérules et les tubules des souris étudiées (tube
collecteur) sont intacts.

Aucun travail similaire n'a été réalisé sur les coupes histologiques des reins

et/ou du foie des souris traitées par 'HE de L. stoechas.
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Figure 3.22 A: Histologie du rein des souris femelles témoins (TF), des souris traitées : HE a 500 mg/kg (D1F), HE a 250 mg/kg
(D2F), HE a 125 mg/kg (D3F) CGT : Congestion, G : glomérule, TR : tubule rénal, CB : chambre ou espace de Bowman. Coloration
H&E (GX 40) (Originale 2018)
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Figure 3.22 B : Histologie du rein des souris males témoins (TM), des souris traitées : HE a 500 mg/kg (D1M), HE a 250 mg/kg
(D2M), HE a 125 mg/kg (D3M) CGT : Congestion, G : glomérule, TR : tubule rénal, CB : chambre ou espace de Bowman.
Coloration H&E (GX 40) (Originale 2018)
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Figure 3.23 A: Histologie du foie des souris males témoins (TM), des souris traitées : HE a 500 mg/kg (D1M), HE a 250 mg/kg
(D2M), HE a 125 mg/kg (D3M); VCL : veine centrolobulaire ; CGT : congestion ; HPT : hépatocytes. Coloration H&E (GX40)
(Originale 2018)
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500 mg/kg (D1F), HE a 250 mg/kg
tocytes. Coloration H&E (GX40)

, des souris traitées : HE a
CGT : congestion; epa

(TF)

Figure 3.23 B: Histologie du foie des souris femelles témoins

7

HPT : h

(Originale 2018)

(D2F), HE a 125 mg/kg (D3F) ; VCL : veine centrolobulaire ;
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3.8.3 Résultats de l'activité antimicrobienne

L’huile essentielle de L. stoechas a été testée in vitro afin d’évaluer son
pouvoir antimicrobien sur dix-sept microorganismes pathogenes et phytopathogenes.
Elle a montré un effet appréciable sur la majorité des especes utilisées. Les souches
évaluées par la méthode de I'aromatogramme ont agi de maniéres différentes. Le
tween 80 est ajouté dans le milieu de culture pour améliorer la solubilité de 'HE de L.
stoechas. Un milieu avec le tween 80 et I'eau distillée a servi de contrdle négatif. Les

antibiotiques ont été utilisés en tant que controle positif.

v Microorganismes de pathologies humaines

L’activité antimicrobienne a été estimée en termes de diamétre d’inhibition +
écart type. Parmi les onze (11) microorganismes étudiés, deux (2) souches

bactériennes ont montré une résistance a I'HE.

Pour linterprétation des résultats du test qualitatif, nous avons utilisé une
échelle d’estimation de l'activité antimicrobienne décrite par Mutai et al., [230]. Ces
auteurs ont classé les diamétres des zones d’inhibition de la croissance microbienne

«D» en cing (5) classes (Tableau 3.15).

Tableau 3.15 : Interprétation des diamétres d’inhibition

Tres fortement sensible D = 30mm
Fortement sensible 21mm <D < 29mm
Modérément sensible 16mm < D < 20mm
Légerement sensible 11Tmm <D <16 mm

Résistante D <10mm

Selon la figure 3.24, les (04) bactéries Gram positifs présentent des diametres
d’inhibition variables. Les souches bactériennes : B. cereus, S. aureus et SARM sont
tres fortement sensibles a 'HE de L. stoechas avec des diamétres d’inhibition
moyens respectivement égales a 57,7 = 0,6 mm, 50,7 + 0,6 mm et 37 £ 1 mm. Le
diamétre de la zone d’inhibition de B. subtilis est de 25,3 + 0,6 mm, cette souche est

considérée comme fortement sensible a I'HE de L. stoechas.
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Figure 3.24 : Diametre moyen des zones d’inhibition des bactéries Gram positifs

Les bactéries Gram négatifs ont présenté une Iégere sensibilité vis-a-vis 'HE
de L. stoechas (Figure 3.25) mis a part la souche d’E. faecalis qui est considérée
comme fortement sensible avec un diamétre égal a 29,3 + 0,6 mm. Les autres
souches sont légerement sensibles a 'HE de L. stoechas avec des diametres
d’inhibition égale a 13,3 £ 0,6 mm pour E. coli et 12,7 £ 1,2 mm pour S. typhi. Les
souches S. enteritidis et P. aeruginosa sont résistantes a 'HE de L. stoechas avec

respectivement des diameétres d’inhibition de 9 + 0 mm et de 6 £ 0 mm.
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Figure 3.25 : Diamétre moyen des zones d’inhibition des bactéries Gram négatifs

C. albicans est un agent pathogéne opportuniste responsable d’environ 60 %

des mycoses superficielles et/ou systémiques [231], de plus, il est capable de
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transition réversible entre la forme levure et hyphale. Cependant, L'HE de L.
stoechas est tres fortement inhibitrice sur C. albicans avec un diametre moyen
d’inhibition égale a 29,5 £ 0,7 mm. La levure S. ceriviceae est également sensible a

I'HE avec un diamétre égal a 31,8 £0,4 mm (Figure 3.26).

33
&
c 32
2
=
= 31
=
o]
.30
2
RE
< 729
[«5)
©
§ 28
,E
< 27
a
26
S. ceriviceae C. albicans

Figure 3.26 : Diameétre moyen des zones d’inhibition des levures

L’antibiogramme qui constitue le contrble positif a été réalisé, il permet de
comparer la sensibilité des souches bactériennes vis-a-vis des antibiotiques. Nous
avons testé deux antibiotiques de familles différentes pour chaque souche

bactérienne. Les résultats des zones d’inhibition figurent en appendice E.

La plupart des souches ont montré une sensibilité a au moins un antibiotique
testé. Les souches E. coli et P. aeruginosa sont résistantes aux deux antibiotiques
testés, en l'occurrence la pénicilline et I'AMC : Amoxicilline + acide clavulanique.
Contrairement aux deux bactéries : E.coli et P. aeruginosa, S. aureus est sensible a

l'oxacilline et la vancomycine, S. typhi est sensible a I'ofloxacine et au

chloramphénicol.

La comparaison des moyennes (test HSD de Tukey) entre 'HE de L. stoechas
et tous les antibiotiques testés a révélé une différence tres significative (P <0,05)
pour toutes les bactéries étudiées ; a I'exception de S. enteritidis, qui présente une

différence non significative entre I'HE et le chloramphénicol.
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La comparaison des moyennes (test ANOVA) de l'effet de 'HE de L. stoechas
sur les différentes bactéries de pathologies humaines montre que les bactéries Gram

négatifs sont plus sensibles que les bactéries Gram positifs (détails en appendice F).

L’HE de L. stoechas a montré une plus grande activité inhibitrice que les
antibiotiques pour toutes les bactéries, a I'exception de S. enteritidis et S. typhi
(Tableau 3.16).



Tableau 3.16 : Résultats des diameétres des zones d’inhibition des antibiotiques
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HE de L. Antibiotiques
Souches
stoechas AMC P IMP OX VA OFX C
B.cereus 57,7 £0,6 6 £0* - - - 17,3 +0,6* - -
S. aureus 50,7 £0,6 - - - 24,7 +0,6* 17,3 +0,6* - -
SARM 37 +1 - - - 19 +1* 21 +0* - ]
B .subtilis | 25,3 0,6 6 +0* - - 17,3 +0,6* - ]
E. faecalis 29,3+0,6 - - 34,3+£1,2* - 18,7+0,6* - -
E. coli 13,3 +0,6 6 +0* 6 +0* - - - - -
S. typhi 12,7 £1,2 - - - - - 37,3 £1,5% 32,7 +0,6*
S.enteritidis 910 - - - - - 31 £0* 10,7 £1,2
P.aeruginosa 6 0 6 +0 6 £0 - - - - -
C. albicans 29,5 +0,7 - - - - - - -
S. ceriviceae 31,8 +0,4 - - - - - - -

P : pénicilline, AMC : amoxicilline+ acide clavulanique, IMP : imipenéme, VA : vancomycine, OX : oxacilline, OFX : ofloxacine, C :

chloramphénicol, * différence significative entre I'HE de L. stoechas et 'antibiotique (p < 0,05). Moyennex+ Ecart type.
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v" Bactéries phytopathogénes

L’huile essentielle de L. stoechas et ses deux composants majoritaires
(Camphre et fenchone) ont été testés in vitro sur deux bactéries phytopathogenes
qui sont : E. amylovora et P. carotovorum subsp carotovorum. Cette HE montre une
trés bonne activité antibactérienne car elle a inhibé la croissance de ces deux

bactéries.

Les résultats de [lactivité antimicrobienne sur P. carotovorum subsp
carotovorum montre que, 'HE de L. stoechas présente un diamétre moyen
d’inhibition égale a 19 + 1 mm. Ainsi, le diamétre moyen enregistré pour le Camphre,
fenchone et Camphre + fenchone est respectivement égale a: 12,33 £ 1,53 mm;
10,33 £ 0,58 mm et 12,33 £ 0,58 mm (Figure 3.27).
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Figure 3.27 : Diamétre d’inhibition de Pectobacterium carotovorum subsp
carotovorum
HE : huile essentielle de L. stoechas, C : camphre, F : fenchone, C+ F : camphre +

fenchone

La souche E. amylovora a été fortement inhibée par 'HE de L. stoechas avec
un diametre égal a 18 £ 1 mm. Le mélange camphre + fenchone a montré un
diametre de 16 + 1 mm. E. amylovora a montré une sensibilité a la fenchone (15,33 *
0,58 mm). Toutefois, elle est moins sensible au camphre ou nous avons enregistré

un diamétre égal a 12,33 = 1,15 mm (Figure 3.28).
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Le témoin négatif qui est I'éthanol n’a présentée aucune inhibition (6 £+ 0 mm)
sur les deux bactéries testées séparément. Le témoin positif testé est la
streptomycine. C’est un antibiotique qui traite le feu bactérien causé par E.
amylovora [232, 233]. Nos résultats montrent que la streptomycine a un effet
appréciable sur les deux souches testées avec un diamétre d’inhibition moyen de 22
+ 1 mm pour P. carotovorum subsp carotovorum et 15 £+ 1 mm pour E. amylovora.
Les figures de l'activité antibactérienne des phytopathogenes sont représentées en

appendice E.
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Figure 3.28 : Diamétre moyen des zones d’inhibition d’Erwinia amylovora
HE : huile essentielle de L. stoechas, C : camphre, F : fenchone, C+ F : camphre +

fenchone

Les résultats de I'analyse de variance montrent qu’il y a une différence non
significative entre 'HE et la streptomycine (Détails en appendice F). Toutefois, 'HE

de L. stoechas exerce la méme action que 'antibiotique.

Selon les résultats de l'activité antibactérienne obtenus, les bactéries Gram
positifs semblent étre plus facilement inhibées que les bactéries Gram négatifs. Ceci
peut étre expliqué par la différence structurale de la paroi bactérienne, ainsi la
résistance des Gram négatifs peut étre attribuée aux lipopolysaccharides présents
dans leur membrane externe. Ce constituant de la membrane rend la bactérie
intrinséquement résistante aux agents extérieurs, tels que les composants

hydrophiles des huiles essentielles, les antibiotiques et les détergents [234].
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La sensibilité que présente les bactéries suivantes E. amylovora et P.
carotovorum subsp carotovorum a I'HE de L. stoechas peut étre due au fait que leur
peptidoglycane est plus mince et plus relaché [235]. Il est aussi surmonté d’une
membrane externe de nature lipidique. Ces caracteres permettent aux composants

actifs de 'HE de traverser la paroi bactérienne [235].

Cette difféerence de la sensibilité des bactéries a I'huile essentielle de L.
stoechas pourrait étre due aussi a des variations du taux de pénétration des
constituants de I'HE a travers les structures de la membrane microbienne [235].
Néanmoins, il convient de prendre en considération le fait que la zone d’inhibition
dépend de la capacité du composé antibactérien de diffuser uniformément a travers
la gélose [234].

La souche P. aeruginosa se révéle la plus résistante a 'HE de L. stoechas.
Cette résistance serait éventuellement due a leur grande capacité a développer des
résistances vis-a-vis de nombreux agents antimicrobiens, d’ou leur fréquence dans

les infections hospitalieres [236].

Selon la littérature, L’'HE de L. stoechas présente une toxicité vis-a-vis d’'un
nombre important de microorganismes (bactéries, levures et champignons), ceci est
due a la présence de certains composants chimiques qui sont le camphre, le linalool,
le 1,8 — cineole [237], le carvacrol, I'eugénol, le terpinéne-4-ol [238], le myrtenal
[167], 'a —pinene et le borneol [239]. Ainsi tous ces composants sont présents dans
la composition chimique de notre HE & des teneurs variables et certains d’entre eux
sont majoritaires. Les alcools terpéniques sont particulierement actifs contre les
cellules microbiennes, car ils sont solubles dans les milieux aqueux et provoquent

d’importants dégats sur les parois cellulaires des microorganismes [240].

Les phénols ont une bonne efficacité antimicrobienne puisqu’ils causent des
dommages au niveau de la membrane externe des bactéries, les composées
phénoliques sensibilisent les phospholipides membranaires [241]. Cette action
entraine une augmentation de la perméabilité membranaire aux protons et aux ions
potassiums, une réduction des réserves de I'ATP intracellulaire, une perturbation de

la force proton motrice et une dénaturation des protéines intracellulaires [242].

L'activité antibactérienne de I'huile essentielle de L. stoechas pourrait étre due

a la présence du de camphre et du 1-8 cineole. Il a été rapporté que le camphre est
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'un des agents antimicrobiens les plus efficaces de diverses plantes [243], [160]. Le
mécanisme de l'activité antibactérienne du camphre n'est pas complétement compris
en détail. Il a été démontré que le mécanisme d’action du camphre sur les
microorganismes de croissance incluait la déstabilisation de la structure bicouche
des phospholipides, l'interaction avec les enzymes membranaires et les protéines.
Le camphre peut jouer le réle d’échangeur de protons en réduisant le gradient de pH
a travers la membrane [244], [245], [160].

L’évaluation de I'activité antimicrobienne se conforme aussi sur les valeurs de

la CMI. Elle est considérée comme [246, 236] :

—  Forte lorsque la CMI se situe entre 0,05 et 0,50 mg ml™.
— Moyenne quand elle est entre 0,6 et 1,50 mg ml™.

— Faible quand la CMI est au-dessus de 1,50 mg ml™.

Les valeurs de la CMI et CMB de 'HE de L. stoechas different d’'une souche a

une autre. Elles sont représentées dans le tableau 3.17.

La plus grande valeur de CMI (2,5 ug ml™) est observée chez E. coli, S. typhi,
S. enteritidis et E. amylovora. Ces souches montrent un petit diamétre d’inhibition
lors de I'étude qualitative. De ce fait, on peut dire que le diameétre d’inhibition est

inversement proportionnel a la CMI.

Les valeurs de la CMB sont variables, ainsi 'HE de L. stoechas est |étale pour
B. cereus, P. carotovorum subsp carotovorum et SARM a une concentration de 10
ug ml™. Une valeur de CMB égale & 5 pg mi™ décrite chez E. amylovora et 2,5 pg ml°
! est efficace pour entrainer la mort d’au moins 99,99 % des bactéries suivantes : S.
aureus, S. typhi et S. enteritidis ainsi que la levure C. albicans. La plus faible valeur
de CMB est égale & 0,3125 pg mi™observée chez S. ceriviceae.

L’étude de la CMI et la CMB des deux molécules majoritaires a savoir le
camphre, la fenchone ainsi que leur activité associée (Camphre + fenchone) sur E.
amylovora et P. carotovorum subsp carotovorum ont montré des valeurs variables
(Tableau 3.17).
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Tableau 3.17 : Résultats des valeurs de la concentration minimale inhibitrice et

bactéricide de 'HE de L. stoechas

Les souches microbiennes

La valeur de CMI

La valeur de CMB

(ug mI™) (ug ml™)
B. subtilis <0,3125 1,25
B. cereus 0,625 10
S. aureus 1,25 2,5
SARM 0,625 10
E. coli 2,5 5
S. typhi 2,5 2,5
S. enteritidis 2,5 2,5
C. albicans 1,25 2,5
S. ceriviceae <0,3125 0,3125
E. amylovora (HE) 2,5 5
E. amylovora (F) 5 10
E. amylovora (C) 20 >20
E. amylovora (C + F) 2,5 5
P. carotovorum subsp carotovorum (HE) 1,25 10
P. carotovorum subsp carotovorum(F) 2,5 5
P. carotovorum subsp carotovorum(C) 20 >20
P. carotovorum subsp carotovorum (C+F) 5 10

HE : huile essentielle de L. stoechas, C : camphre, F : fenchone, C+ F : camphre +

fenchone

Les études menées sur l'activité antimicrobienne de 'HE de lavande montrent

gu’elle est active sur un grand nombre de microorganismes de pathologie humaine.

Le tableau 3.18 illustre les résultats des travaux antérieurs sur des souches
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microbiennes de pathologie humaine vis-a-vis différentes HEs extraites a partir de
lavande de plusieurs pays. Les résultats de I'étude menée en Tunisie rejoignent les
résultats observés dans ce travail, ainsi leur 'HE a montré une trés haute sensibilité
vis-a-vis des bactéries Gram positifs ainsi que sur celles des Gram négatifs [185].
L’étude menée au Maroc par Bouyahya et al., sur 'HE de L. stoechas a monté que

S. aureus est sensible alors que P. aeruginosa est résistante [186].

L'HE de L. stoechas originaire du Portugal, montre une valeur de la CMI
comprise entre 1,25 pl mI™ et 2,50 pl ml™ pour C. albicans. Ces résultats concordent
avec les notres [163]. L’étude menée par D’Auria et al., en ltalie sur leffet
antifongique de I'huile essentielle de Lavandula augustifolia montre une activité
fongistatique et fongicide sur C. albicans [247]. Selon D’Auria et al.,, 'HE de
Lavandula angustifolia peut étre considérée comme efficace contre le dimorphisme
de C. albicans. Elle réduit ainsi la progression fongique et la propagation de
I'infection [247].

L’étude menée en Algérie par Mohammedi et Atik en 2011 sur 'effet de I'huile
essentielle de L. stoechas a montré un faible pouvoir antibactérien par rapport a nos
résultats. [248]
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Tableau 3.18 : Résultats des travaux antérieurs de différents pays

Turquie Arabie Saoudite India Algérie
Nos résultats
Souches [189] [249] [239] [162]
microbiennes CMI CMI CMI
D (mm) . D (mm) D (mm) . D (mm) . CMI (mgpl™)
(gml™) (Hgul™) (Hgul™)
E. coli 13,3+0,6 2,5 23 - > 150 10 <0,5 8,52
P. aeruginosa 6 +0 - - 21 1,7 50 +1,81 07 <20 8,52
<
B. subtilis 25,3 +0,6 18 - - 13 <1,0 11,36
0,3125
B. cereus 57,7 0,6 0,625 - - - - - -
S. aureus 50,7 +0,6 1,25 22 6,7 £6,5 50+1,1 13 <1,0 -
SARM 37 +1 0,625 - 11,7 £10 50 +1,77 - - -
C. albicans 29,5 +0,7 1,25 - - - - 8,52
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Selon Berenbaum, 1981, les résultats obtenus peuvent étre interprétés selon
les valeurs du FIC comme suit [135] : synergie (S, FIC < 0,5), addition (A, 0,5 < FIC
<1), l'indifférence (I, 1< FIC <2), 'antagoniste (AN, FIC=2).

Les valeurs de l'indice de FIC sont égales a 0,625 pour E. amylovora (effet
d’addition) et 2,25 pour P. carotovorum subsp carotovorum (effet antagoniste). Ces
résultats révelent 'absence d’un effet synergique entre ces composés (le camphre et

la fenchone).

Aucun travail de recherche n’a été effectué sur I'effet de 'HE de L. stoechas,
du camphre et de la fenchone sur ces deux bactéries phytopathogenes en Algeérie.
Ainsi, une étude menée a Téhéran (Iran) montre que les HEs de Satureja hortensis
et Thymus vulgaris ont un effet appréciable sur E. amylovora avec un diamétre
d’inhibition de 25 mm [250]. Ce diamétre reste tres élevé par rapport a celui constaté
dans notre étude. Cette différence peut étre expliquée par la notion du chémotype
spécifique a chaque huile essentielle [250]. En 2014, lors d’'une étude au Maroc,
Yakoubi et al., ont testé I'effet de plusieurs huiles essentielles sur la souche E.
amylovora [251]. Cette derniére a réagi de maniéres différentes vis-a-vis de ces
huiles essentielles, mais elle reste toujours sensible a 'HE de Lavandula augustifolia
[251].

L’étude menée au Portugal en 2014 par Rita Eduardo, montre une résistance
de Pectobactérium carotovorum vis-a-vis 'HE de Lavandula stoechas [252]. Une
autre étude réalisée en Iran par Mehrorosh et ses collaborateurs, montre que I'HE de
Lavandula officinalis a une l|égére activité inhibitrice méme a différentes
concentrations sur Pectobacterium sp [253]. L'étude réalisée au Japon par lkeura et
Kobayashi, révele une résistance de Pectobacterium sp a 'HE de Lavandula vera

[254]. Tous ces résultats sont en discordance avec les nétres.

Le résultat de I'antibiogramme sur E. amylovora réalisé avec la streptomycine

concorde avec celui de Yakoubi et al., [251].

v" Champignons phytopathogénes

L’activité antifongique de I'HE de L. stoechas et de ses composants
majoritaires (le Camphre et la fenchone) a été déterminée par la méthode du contact

direct. Les résultats du tableau 3.19 montrent qu’une inhibition totale (100 £ 0 %) de
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la croissance mycélienne sur les quatre souches testées a savoir, Fusarium sp,
Rhizoctonia solani, Aspergillus niger et Alternaria spp a été enregistré. Ces résultats
sont obtenus apres 7 jours d’incubation a 26 £ 1 °C et pour des concentrations en
HE de 20 et 10 pg ml™. Les concentrations de 2,5 pug mi™ jusqu’a 0,625 pg ml™ en
HE ont montré des diamétres mycéliens différents selon le champignon étudié.

En général, les résultats obtenus avec les différentes concentrations en HE de
L. stoechas révélent que lactivité inhibitrice croit au fur et a mesure que la
concentration augmente. De ce fait, nous avons enregistré des diametres moyens
d’inhibition qui varient de 14,67 + 1,53 mm pour A. niger a 60,33 £ 0,58 mm pour R.

solani.

Une comparaison du diamétre de la zone d’inhibition avec celui du témoin ou
se trouve le champignon en absence de I'HE, nous a permis de confirmer que
I'inhibition est due a 'HE de L. stoechas présente dans le milieu PDA. Nous avons
remarqué aussi que dans certaines boites du témoin, le champignon a complétement

envahi les boites de Pétri. Le diametre enregistré est de 90 = 0 mm.



Tableau 3.19 : Résultats de 'activité antifongique de I'HE de L. stoechas et de ses composants majoritaires
Aspergillus niger
20 pg mli*t 10 ug mi™ 5 pg mi™t 2,5 ug mit 1,25 pug mi™* | 0,625 pug mi* Témoins
HE 100 £+ O* 100 £ O* 100 £ O* 89,68 +0,58 | 64,58 +£0,58 | 57,29 +£0,58
C 17,19+ 1 14,58 £ 1,53 | 13,02 £ 0,58 11,98 +1,53 | 9,90+0,58 8,33+ 0,58
00
F 93,23+0,58 | 56,77 £1,53 | 42,19+1 28,65+1,53 | 20,83+1,15 | 14,58 +0,58
C+F | 38,02+1,15 | 31,77 +1,53 | 30,73+ 1,53 24,48 £ 0,58 10,94+ 0 3,131
Rhizoctonia solani
20 pg mit 10 ug mi™ 5 pg mi™t 2,5 ug mit 1,25 pug mi* | 0,625 pug mi? Témoins
HE 100 £ 0* 100 £ O* 100 £ O* 89,68 +0,58 | 49,60+0,58 | 35,32 +0,58
C 0+0
00
F 100 £ 0* 00
C+F 0+0

133
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Fusarium sp
20 pg mi? 10 pg mi™ 5 pg mi™ 2,5 ug ml* 1,25 ugm™* | 0,625 pg mi* Témoins
HE 100 z0* 100 = O* 88,49 + 0,58 77,38 £1,19 62,70 = 0,69 41,67 1
C 29,37+£1,53 00
0+0
F 100 + O* 44,05 +1 30,16 £1,15 17,86 + 1 0+0 00
C+F | 93,65+0,58 | 36,51 +0,58 | 25,79 +0,58 | 14,68 + 0,58 11,901 00
Alternaria sp
20 pg ml*? 10 pg mi*t 5 pg mi? 2,5 pg mit 1,25 pgml* | 0,625 pg mi™ Témoins
HE 100 + O* 100 = O* 83,33+1 61,901 53,57+1,19 | 43,25+1,53
C 66,67 £ 1 13,89 + 0,58 22,62 +1 19,05+1 00 00
0+0
F 100 + O* 70,24 £ 1 40,48 + 1 17,06 £1,15 00 00
C+F 100 + O* 42,46 + 0,58 | 13,49 + 0,58 0+x0 0+£0 0+£0

T : témoins, C : Camphre, F : fenchone, C+F : camphre+ fenchone * différence significative entre les groupes de I'HE de L.

stoechas et/ou les composants majoritaires. Pourcentage moyen d’inhibition+ Ecart type.
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L’activité antifongique des composants majoritaires (le camphre et la

fenchone) est variable d’'un champignon a un autre :

Le camphre n'a montré aucune efficacité sur les quatres champignons étudiés
avec des diameétres moyens d’inhibition variables qui se situent entre 34 + 1 mm pour

Alternaria spp et 90 £ 0 mm pour Fusarium sp et R. solani.

La fenchone est le constituant le plus actif, aucune croissance mycélienne n’a
été observée pour R. solani, Fusarium sp et Alternaria sp a la concentration de 20 pg
ml™. Il est & signaler que la croissance d’A. niger est partiellement inhibée. Ainsi, le
diametre moyen d’inhibition enregistré est de 10,33 + 0,58 mm soit un pourcentage
de 93,23 £ 0,58 %.

L’association camphre + fenchone est efficace uniquement sur Alternaria sp
(100 + 0 %) & la concentration de 20 pug ml™; les autres champignons étudiés en
I'occurrence, A. niger, R. solani et Fusarium sp n’ont pas été inhibés par I'association
camphre + fenchone. Les diametres moyens d’inhibition varient de 45,67 £ 1,15 mm

pour A. niger a 90 £ 0 mm pour R. solani, Fusarium sp et Alternaria sp.

Les résultats de I'étude statistique (détails en appendice F) ont montré une
difference significative (p <0,05) entre les différents traitements utilisés et les
champignons étudiés. Une différence non significative a été observée entre 'HE de
L. stoechas et les 4 champignons étudiés a savoir A. niger, Alternaria sp, R. solani et
Fusarium sp. Le résultat de I'analyse de variance entre les différents traitements a
montré une différence hautement significative entre 'HE de L. stoechas et la

fenchone.

Les résultats de l'analyse de variance pourles souches Fusarium sp et
Alternaria spp révelent qu’il y a une différence hautement significative (p < 0,05)
entre 'HE de L. stoechas, la fenchone et I'association camphre + fenchone. A partir
de ces résultats, on peut déduire que les composants majoritaires appliqués seuls ou
en association exercent le méme effet que 'HE de L. stoechas sur ces deux
champignons. Au contraire, A. niger et R. solani montrent une différence hautement
significative (p < 0,05) uniquement pour I'HE de L. stoechas et la fenchone (détails
en appendice F).

L’HE de L. stoechas est fongicide sur A. niger, R. solani. Nous avons

remarqué que ces deux champignons présentent la méme valeur de CMF. Elle est
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égale & 2,5 pg ml™. Au contraire, chez Alternaria spp et Fusarium sp, les valeurs de
la CMF sont différentes et sont respectivement égales & 10 ug ml™ et 20 pg mi™.
Contrairement, 'HE de L. stoechas est fongistatique sur Fusarium sp a la
concentration de 10 ugml™. Nos résultats concordent avec ceux observés en ltalie

[167]. Les figures des résultats obtenus sont représentés en appendice E.

La fenchone est fongicide sur Alternaria spp et Fusarium sp a la concentration
de 10 ug ml*. Au contraire, R. solani est fongistatique vis-a-vis la fenchone, il

présente une CMF supérieur & 20 pg ml™.

L’association camphre + fenchone est fongicide sur Alternaria spp. La valeur

de la CMI est égale 410 pg mi™ (détails en appendice E).

L’étude menée au Portugal par Zuzarte et al., [255] a montré des résultats
différents des notres. Cette derniére porte sur I'effet de 43 huiles essentielles de
Lavandula pedunculata et ses composants majoritaires (Fenchone, camphre et 1,8
cinéole) sur A. niger. Ainsi, 'HE de L. pedunculata présente une CMI qui varie de 2,5
ul mi* & 5 pl mi™* et une CMF qui varie de 5 ul mI™* & 10 pl mI™. La fenchone a été
testée aussi sur A. niger et montre des valeurs de CMI = 10 ul mI™* et de CMF>20 pl
ml™. Pour le camphre les valeurs de la CMI et la CMF sont supérieures & 20 pl ml™,

ce résultat concorde avec le nbtre pour cette méme molécule majoritaire.

Une autre étude menée sur l'effet antifongique a montré que I'huile essentielle
de Lavandula viridis a montré une CMI de 2,5 pl ml™?, tandis que sur le composé
majoritaire, en I'occurrence le camphre, a montré une valeur de CMI = & 20 pl ml™.
La méme valeur de CMF est enregistrée pour I'HE et le camphre, elle est 2 a 20 pl
mi™ [256].

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de différents composés,
il est donc difficile d’attribuer leurs activités biologiques a un constituant particulier.
Généralement, les principaux composés sont responsables de I'activité antifongique
des huiles essentielles. Cependant, certaines études montrent que toutes les huiles
essentielles ont une activité antifongique plus élevée que la combinaison des
principaux composés isolés. Ces études confirment que méme les composants
mineurs présentent une importance dans les activités biologiques des huiles

essentielles [257].
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L’apparition et la sévérité de l'infection fongique dépendent de la charge de
'inoculum et de la résistance du champignon, car, ce dernier, déclenche un certain
mécanisme de synthese et de production de molécules, de communication
microbienne et de développement de parametres de pathogénicité spécifiques. Tous
ces mécanismes les rendent intrinsequement résistants aux produits naturels testés
[258].

Selon Freisesleben et Jager, L’'HE et les composés phytochimiques peuvent

désactiver le champignon selon les modalités suivantes [259] :

- Inhibition de la formation de paroi cellulaire : I'intégrité de la paroi cellulaire
peut étre perturbée en bloquant la formation de béta-glucanes.

— Dysfonctionnement de la membrane cellulaire : les ergostérols jouent un
rble essentiel dans la préservation de lintégrité et de la fonction de la membrane
cellulaire fongique. Si de tels stérols sont liés par des composants antifongiques, ou
qgue leur biosynthése est inhibée par des inhibiteurs spécifiques, l'intégrité de la
membrane cellulaire sera rompue.

— Dysfonctionnement des organelles tel que les mitochondries fongiques :
les agents antifongiques peuvent inhiber la fonction de la chaine mitochondriale de
transport d’électrons; cela entrainera une réduction du potentiel membranaire

mitochondrial. L’inhibition des pompes a protons dans la chaine respiratoire,

entrainant une réduction de la production d’ATP et la mort cellulaire subséquente.

L’activité antifongique de I'huile essentielle de L. stoechas pourrait étre causée
par les propriétés des terpenes qui, en raison de leur nature hautement lipophile et
de leur faible poids moléculaire, peuvent perturber la membrane cellulaire, causer la
mort de la cellule ou inhiber la sporulation et la germination. Ainsi, L'HE de L.
stoechas peut représenter 'un des produits naturels les plus prometteurs pour
I'inhibition fongique [258].

L'effet antifongique important peut étre en relation avec la forte teneur en
camphre de notre HE. Car ce composé phénolique est réputé pour avoir une grande

action antibactérienne et antifongique [260].
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3.8.4 Résultats de 'activité anti-inflammatoire

Les résultats de l'activité anti-inflammatoire sont établis dans le tableau 3.20.
Ce dernier montre les variations individuelles de réduction de 'cedéme provoqué
pour les 3 essais effectués a savoir : I'eau physiologique, le diclofénac a 2 mg/kg/jour
et 'HE de L. stoechas a des doses de 400 mg/kg, 600 mg/kg et 800 mg/kg.

Tableau 3.20 : Résultats de I'activité anti-inflammatoire de I'huile essentielle de L.

stoechas
Lots (n=5) Pourcentage de réduction de

'cedéme

Eau physiologique -
Diclofénac 2 mg/kg 55,22 %*
HE 800 mg/kg 58,30 %*
HE 600 mg/kg 48,52 %*
HE 400 mg/kg 30,85 %

*Les groupes avec des lettres identiques en exposant sont comparables (Test
Tukey).

Le lot témoin est traité avec de l'eau physiologique, il a présenté le
pourcentage d’cedéme le plus élevé en comparaison avec les 3 autres lots. Ainsi,
apres 4 heures du début de I'application du traitement, nous avons observé que I'HE
de L. stoechas dont la concentration est égale a 800 mg/kg induit une réduction de
'cedéme de 58,30 %. Ce taux est légérement supérieur a celui du lot de référence
traité par le diclofénac. Ce dernier a induit une réduction quasi-totale de I'cedéme.
Cependant, la difféerence du volume moyen des pattes gauches des 2 essais en
'occurrence, 'HE et le Diclofénac n’est pas significative. L'HE a 800 mg/kg et a 600
mg/kg présente un effet anti-inflammatoire identique a celui du diclofénac,
contrairement a la dose de 400 mg/kg l'analyse de la variance a montré que la
différence du volume moyen des pattes gauches des 2 essais a savoir 'HE a 400

mg/kg et le Diclofénac a 2 mg/kg est significative (détails en appendice F).
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Les résultats révelent que 'HE de L. stoechas a 800 mg/kg et 600 mg/kg
provoque une diminution de l'inflammation d’intensité similaire a celle du diclofénac.
Cet effet anti-oedémateux peut étre expliqué par la présence des composants non
meédiateurs de neutrophiles, qui inhibent leur migration et leur intervention dans le

processus inflammatoire [261].

Les huiles essentielles bloquent la formation et/ou la sécrétion des médiateurs
de Tlinflammation comme [I'histamine, les cytokines pro-inflammatoires, les
prostaglandines, les leucotrienes, 'oxyde d’azote et les radicaux libres produits par

les neutrophiles [262].

D’autres travaux confirment que les composants monterpéniques tels que
linalool, 1-8 cineole, a-pinéne de I'HE de L .stoechas, sont de puissants inhibiteurs

des médiateurs de l'inflammation et des cytokines [261],[263].

Peu de travaux de recherche ont été réalisés sur I'effet anti-inflammatoire de
'HE de L. stoechas. En 2003, Hajhashemi et al., [264] ont évalué l'effet anti-
inflammatoire de HE de L. augustifolia. Cette derniére a réduit 'edéme (5 %) a une

concentration de 2 g/kg.

3.8.5 Résultats de I'activité antioxydante

v Test de piégeage du radical libre DPPH

L’activité antioxydante de I'HE de L. stoechas vis-a-vis du radical DPPH a été
évaluée par spectrophotométrie a 517 nm en suivant la capacité de réduction du
radical libre qui s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur

jaune.

Les résultats obtenus lors du test de la mesure du pourcentage d’inhibition du
radical DPPH sont enregistrés dans les figure 3.29 et figure 3.30. Il semble que le
pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec l'augmentation de la

concentration en BHT ou en HE de L. stoechas.
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Figure 3.29 : Pourcentage d’inhibition de I'huile essentielle de L. stoechas

Régression de Pourcentage d'inhibition % par BHT
(mg) (R?=0,967)

120
100

% d'inhibition
N
o

0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
BHT (mg)

Modele
——Int. de conf. (Moyenne 95%)
Int. de conf. (Obs 95%)

Figure 3.30 : Pourcentage d’inhibition du BHT

On remarque que le pourcentage d’inhibition du radical libre pour I'HE de L.
stoechas est inférieur a celui du BHT pour toutes les concentrations testées. Ainsi,

pour la concentration en HE de L. stoechas & savoir, 3 mg ml™ et du BHT (0,1 mgml°
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1y, on observe un pourcentage d’inhibition respectivement de 14,98 + 0,002 % et
87,46 + 0,001 %

La technique du DPPH nous a permis d’exprimer 'ICso. Ce dernier est
inversement lié a la capacité antioxydante d'une HE. |l exprime la quantité
nécessaire d’antioxydant capable de diminuer la concentration du radical libre de
50 %. C’est-a-dire plus la valeur de I'lCs est faible plus I'activité antioxydante est

importante.

Les valeurs de I'lCso de chacun de I'HE ou du BHT ont été déterminées dans
la figure 3.31. L’'HE de L. stoechas a donné une valeur de I'lCsy de 11,95 + 0,03 mg
ml™t. Cette valeur déterminée est plus élevée par rapport a la valeur d’ICso de la
référence (BHT) qui est de 0,058 + 0 mgml™. D’aprés les résultats obtenus, il semble
qgue le BHT est un puissant antioxydant. De plus, il est plus efficace en comparaison

a notre HE.

14

12

10

EHE
HBHT

HE BHT

Figure 3.31 : Les valeurs de I'lCsg

Plusieurs travaux menés sur l'effet antioxydant de L. stoechas ont montré une

activité antioxydante faible par rapport a I'antioxydant de référence.

Ainsi, Bouyahya et al., [186], ont rapporté une valeur de I'lCso égale a 785,38
+ 9,04 pg mli* pour 'HE de L. stoechas originaire du Maroc. En Algérie, Dif et al.,

[265] et Barkat et Laib, [168] ont évalué [activité¢ antioxydante de [Iextrait
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méthanolique et 'HE de L. stoechas. Les valeurs de I'lCsq sont de 25,52 mg ml™ pour
I'extrait méthanolique et 584 + 0,58 pg mi™* pour 'HE de L. stoechas. Au Portugal,
Baptista et al., [266], ont mis en exergue une activité antioxydante appréciable et
comparable a celle du BHT avec un pourcentage d’inhibition de 68,7 £ 2,9 % qui
correspond & une dose de 50 pg ml?. Carrasco et al., ont observé une activité
antioxydante appréciable [267], tandis que Cherrat et al., (2014) ont montré un effet
antioxydant modéré de l'huile essentielle de L. stoechas [268]. Une autre étude
menée en Turquie montre que I'extrait méthanolique des feuilles de L. stoechas
présente une IC 5o €gale a 0,300 mg [269]. Tous ces résultats ne corroborent pas

avec les nétres, puisqu’ils présentent des valeurs d'IC différentes.

Selon Edris, une activité antioxydante remarquable des huiles essentielles est
attribuée a la teneur en composés phénoliques tels que le thymol et le carvacrol.
L’effet antioxydant faible résulte éventuellement de I'absence du thymol dans notre
HE [270].

Des études ont montré que les activités biologiques des HEs des plantes
aromatiques sont liées a leur composition chimique et notamment aux composés
majoritaires. Cependant, des composés minoritaires peuvent interagir directement,
ou d’'une fagon synergique ou antagoniste, pour créer un mélange doté d’activité

biologique.

Les HEs sont des sources potentielles de constituants chimiques naturels
doués d’activité antioxydante. Elles ont la particularité d’inhiber la peroxydation des
lipides en agissant comme donneur de proton et accepteur de radicaux libres,

stoppant ainsi le mécanisme d’auto-oxydation [270].

Plusieurs composés que nous avons détectés dans I'HE de L. stoechas ont
déja été décrits comme antioxydants lors de tests de criblage chimique. Il s’agit
notamment de I'eugénol, du carvacrol, du terpinoléne et du B-terpinéne [271] et du
terpinene-4-ol [272]. La présence de ces molécules dans 'HE de L. stoechas méme

a I'état de trace peut expliquer I'activité de piégeage du radical DPPH.

Les antioxydants naturels sont apparus comme une alternative aux
antioxydants de synthéses. Ces derniers sont de moins en moins utilisés dans
I'industrie alimentaire pour leurs effets secondaires nuisibles pour la santé humaine.

Les antioxydants de synthéses tels que le BHA et le BHT sont suspectés d’étre
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responsables des dommages qu’ils peuvent causer au foie et a linduction de
certains cancers [273], [274]. Par conséquent, le développement et ['utilisation

d’antioxydants plus efficaces d’origine naturelle seraient souhaitables.

Un déséquilibre entre la production de radicaux libres et leur élimination par le
systéme antioxydant du corps conduit au stress oxydatif [275], [276]. Dans cette
situation, un apport externe d’antioxydants est nécessaire pour rétablir I'équilibre

entre les radicaux libres et les antioxydants.

v" Test de réduction du fer (FRAP)

L’activité antioxydante de 'HE de L. stoechas a été évaluée en utilisant la
méthode de FRAP. Cette derniére est un essai simple, rapide et reproductible [277].
L’utilisation de ce test est universelle. |l peut étre appliqué aussi bien pour les plantes
gue dans les extraits organiques et aqueux [278].

La présence des réducteurs dans les plantes provoque la réduction de Fe®'/

complexe ferricyanide & la forme ferreux. Par conséquent, le Fe?* peut étre évalué en
mesurant et en surveillant 'augmentation de la densité de la couleur bleue dans le
milieu réactionnel a 700nm [279]. En l'occurrence, le systéme FeCls/KsFe (CN) 6
confére a la méthode la sensibilité pour la détermination « semi-quantitative » des

concentrations en polyphénols, qui participent a la réaction redox [280].
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Figure 3.32 : Pouvoir réducteur de I'huile essentielle de L. stoechas

Les résultats obtenus dans la figure 3.32 montrent que la capacité de 'HE de
L. stoechas a réduire le fer est nettement plus inférieure a celle de I'acide ascorbique
qui présente une DO = 0,485 & une concentration de 0,125 mg ml™. A cette méme

concentration I'HE de L. stoechas a présenté une DO= 0,024.

A notre connaissance, trés peu de travaux de recherche ont été menés sur la
capacité de réduction du fer par 'HE de L. stoechas. L’'etude menée sur I'extrait
méthanolique des feuilles de L. stoechas montre une activité réductrice ferrique
inférieure a celle des standards utilisés qui sont le BHT et le BHA [267]. L’étude
réalisée en Espagne sur les HEs de Lavandula latifolia provenant de plusieurs
localisations, montre un pouvoir réducteur ferrique nettement supérieur a notre HE.
Ce dernier a enregistré des valeurs d’'IC 50 trés variables comprises entre 6,21 mg
mi™t et 1,79 mg ml™ [281].

Selon Yang et al., [282] , la capacité réductrice d’'un composé peut servir

comme un indicateur significatif de son activité antioxydante potentielle. Beaucoup
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de travaux ont montré qu’il y a une relation directe entre la puissance de réduction
des phytoconstituants et I'activité antioxydante [267], [279], [283]

Les faibles valeurs des activités antioxydantes obtenues par les deux
méthodes (DPPH et FRAP) pourraient étre la conséquence de l'absence des
composés phénoliques tels que le thymol et le carvacrol. En effet ces deux derniers
constituants phénoliqgues ont déja prouvé leur fort pouvoir antioxydant [284], [285],
[286]. En effet, certains composés autres que les composeés phénoliques tels que le
y-terpinéne (0,09 % dans notre HE) possédent aussi une forte activité antioxydante
[276]. Les propriétés antioxydantes sont influencées aussi par plusieurs facteurs,
dont I'espéce, les organes de la plante utilisés, la saison de la récolte, I'origine
géographique et la méthode d’extraction. Ces facteurs influencent également la

composition chimique des huiles essentielles [153].
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CONCLUSION

Notre travail de thése s’inscrit dans le cadre des travaux de recherche menés
par le laboratoire de recherche de biotechnologies, environnement et santé (USDB-
1, Blida). Nous pouvons dire que les objectifs fixés au départ ont été atteints. Ainsi, le
but de notre travail était d’étudier la bioactivité et la composition chimique de I'huile
essentielle de Lavandula stoechas L. récoltée dans la montagne de Chréa ou elle

évolue spontanément.

Lavandula stoechas L. est une plante utilisée en médecine traditionnelle.
Toutefois, bien qu’utilisée dans la région méditerranéenne et le Moyen-Orient, cette

plante demeure relativement peu utilisée en médecine conventionnelle.

L’enquéte ethnobotanique préliminaire réalisée au niveau des régions
suivantes : Blida, Tipaza et Alger nous a permis de connaitre 'usage fréquent de
cette plante par la population urbaine interrogée afin de remédier durablement aux
nombreuses maladies et infections. Cette enquéte a révélé certains usages non
décrits a ce jour dans la littérature comme [I'utilisation de L. stoechas L. pour traiter

certaines affections respiratoire, uro-génitale et ostéo-articulaire.

Le screening phytochimique réalisé sur les fleurs nous a permis d’identifier la
nature des principaux métabolites secondaires présents. Ainsi, nous avons confirmé
la présence de composés polyphénoliques (flavonoides, tanins), de stérols et
terpenes, de saponosides, de composés réducteurs (coumarines). Ces composées
possedent pour la plupart des activités biologiques intéressantes qui justifieraient

I'utilisation abondante et variée de cette espece dans la médecine traditionnelle.

L’extraction par hydrodistillation de I'huile essentielle (HE) a partir des fleurs
séches de L. stoechas nous a permis de connaitre la nature chimique et la variabilité
de ses composés volatils. Il nous a paru intéressant d’évaluer le potentiel

antimicrobien, anti-inflammatoire et antioxydant de 'HE.

L’analyse des minéraux des cendres, par chromatographie ionique, révele la

présence des ions sodium, potassium, chlorure et sulfate.



147

L’analyse chimique des composés volatils des sommités fleuries de L. stoechas a
été effectuée par Chromatographie Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse
(CG/SM). Nous avons constaté une dominance de la fenchone (40,78 %) suivie du
camphre (9,10 %), 'acétate de myrtényle (8,94 %) et I'acétate de bornyle (5,10 %).
Cette huile essentielle est caractérisée aussi par la présence de myrténal (3,01 %),
1,8-cinéol (2,23 %) a-fenchol (2,14 %) et viridiflorol (2,46 %) en paralléle avec une
grande biodiversité, au total 75 des composés ont été identifiés. Ainsi, 09 composés
volatils rapportés n’ont jamais été signalés auparavant dans les HEs de L. stoechas
de Blida — Algérie qui sont les suivants: 1-octen-3-yl acetate, a- Campholene
aldehyde, Perilla alcohol, B- Bourbonéne, a- lonone, - lonone, - Cubebéne, Bicyclo

sesquiphéllandréne, Cardinol.

L’HE que nous avons extraite de L. stoechas fait preuve d’'une grande
diversité dans la composition qui affecte des constituants majeurs et mineurs. Les
connaissances acquises sur leur composition élargissent d’avantage les
connaissances actuelles sur la gamme de la diversité des composés organiques
volatils pour cette espece avec la premiere détection de plusieurs constituants
mineurs. Avec sa grande biodiversité chimique, on peut supposer que L. stoechas
est une tres bonne source de matériel végétal pour une large gamme de molécules

bioactives.

Les résultats de I'étude de la toxicité aigué suivant la ligne directive OCDE
423 de I'huile essentielle de L. stoechas confirme qu’elle ne présente aucune toxicité
aigué a la dose de 2 g/kg méme aprés deux semaines d’observation. Ces résultats
ont été suivis par une étude toxicologique & des doses répétées pendant 28 jours. A
partir des résultats obtenus, nous avons pu conclure que I'huile essentielle de L.
stoechas a provoqué des changements dans les bilans hématologiques et
biochimiques. Néanmoins, les organes d’élimination ne sont pas atteints, ils sont

sains.

L’activité antimicrobienne de I'HE de L. stoechas a été évaluée in vitro sur
onze microorganismes pathogénes de I'homme (bactéries Gram positifs, bactéries
Gram négatifs et levures) et six microorganismes phytopathogenes (bactéries et
champignons). Notre HE est plus efficace sur les bactéries Gram positifs et les

levures, ainsi les diametres moyens des zones d’inhibition sont plus importants chez
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ces microorganismes. Les bactéries Gram négatif ont présenté une légére sensibilité
vis-a-vis 'HE de L. stoechas toutefois, nous avons observé une résistance de
Pseudomonas aeruginosa. Les valeurs de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
et bactéricides (CMB) enregistrées sont trés variables d’'une souche a une autre,

ainsi, les valeurs de la CMB varient de 0,3125 ugml™ & >20.

Le présent travail a mis en évidence une activité antimicrobienne appréciable
suite a l'utilisation de 'HE de L. stoechas de Blida- Algérie. Ces résultats sur les
microorganismes phytopathogénes sont rapportés pour la premiere fois. Toutes ces
informations témoignent du potentiel que présentent les HEs pour la recherche de

molécules antimicrobiennes innovantes.

L'effet de 'HE de L. stoechas et de ses deux composants majoritaires
« camphre et fenchone » contre les microorganismes phytopathogénes montrent des
sensibilités variables. Ainsi l'effet antimicrobien est plus intense lorsque les
concentrations sont plus élevées. Le camphre est moins efficace sur 'ensemble des
bactéries et champignons voir totalement inefficace sur Rhizoctonia solani.
L’association entre les deux composants maijoritaires a savoir, camphre + fenchone a
montré un effet antimicrobien proche de celui de 'HE de L. stoechas. Le calcul de la
concentration fractionnaire inhibitrice (FIC) a indiqué un effet d’addition et
d’antagoniste respectivement pour E. amylovora et P. carotovorum subsp

carotovorum.

Outre ses potentialités antimicrobiennes vérifiées sur des germes
standardisés en milieu gélosé, 'HE de L. stoechas présente une action anti-
inflammatoire indéniable in vivo. De ce fait, elle pourra étre proposée,

éventuellement, comme un actif de choix dans le traitement local des inflammations.

L’activité antioxydante de I'HE de L. stoechas a été évaluée et comparée en
utilisant les méthodes suivantes : la méthode de DPPH et la méthode de FRAAP.
Notre HE a présenté une activité antioxydante, cependant, elle est faible par
comparaison a l'antioxydant de référence étudiée qui est le BHT. Ces données,
suggérent que cette activité de 'HE de L. stoechas, en dépit de son potentiel

relativement faible, peut étre intéressante du fait de la diversité des substances
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actives. Toutes ces substances sont présentes en quantités tres faibles, le plus

souvent inférieures a 0,3 % de la teneur totale de 'huile.

L’ensemble des résultats obtenus in vitro constitue une premiere étape dans
la recherche de substances de source naturelle biologiqguement actives. Il serait
intéressant aussi d’étudier la possibilité d’exploiter cette plante pour la production de
nouveaux médicaments. Des études complémentaires in vivo seraient nécessaires
pour évaluer les autres effets de la Lavandula stoechas. Dans ce contexte, I'effet
antimicrobien de 'HE de L. stoechas devra également étre exploré sur un spectre
plus large de microorganismes en utilisant plusieurs méthodes d’évaluation. Il est
indispensable d’évaluer la toxicité de cette HE sur ’'homme pour éviter tout probléme
d’effet secondaire. |l serait, utile d’envisager et de préciser la nature des composeés
responsables de cette activité par un fractionnement mené en paralléle a l'aide de

tests biologiques (bio guidage).

Cette contribution permettra d'élargir l'arsenal thérapeutique dont nous
disposons pour lutter contre le probleme récurrent de la résistance microbienne aux
antibiotiques. Ainsi, la disponibilité de ces biomolécules peut dans un avenir proche

satisfaire éventuellement les besoins des industries pharmaceutiques.

En plus de cet apport thérapeutique, le gain économique ne serait pas
négligeable. Il s’agit de valoriser le patrimoine végétal de notre pays et promouvoir la
culture et la transformation des plantes aromatiques et médicinales a méme de servir

encore de tremplin pour la recherche scientifique.

Cette étude mériterait d’étre poursuivie afin de répondre a des questions

essentielles a savoir :

— Il est primordial, dans un premier temps d’exploiter les voies de
biosynthése des terpénes et notamment des terpenes synthases (TPS).

— Des essais culturaux en plein champ de cette espéce et I'évaluation de
leur capacité productive en principes actifs.

— Des tests d’applications de 'HE de Lavandula stoechas dans le domaine
pharmaceutique,

— Evaluer la toxicité chronique (90 jours) des huiles essentielles sur

différentes lignées cellulaires in vitro et sur des modeles utilisant les animaux afin de
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déterminer les doses thérapeutiques et les doses létales car les remedes
traditionnels souffrent beaucoup du probléme de dosages,

— Il serait intéressant de mener une étude sur les effets thérapeutiques des
composants majoritaires (fenchone) de cette HE car ils n'ont pas fait I'objet d’études
scientifiques approfondies. Ainsi, ces composants pourraient constituer-un créneau

de recherche intéressant.
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APPENDICE A

LISTE DES ABREVIATIONS

% : pourcentage

°C : degré Celsius

gl : microlitre

ADN : Acide désoxyribonucléique

ARN : Acide ribonucléique

AFNOR : Association Francaise de Normalisation.
ATCC : 'American type culture collection

BHT : hydroxytoluene butylé

BM : Bain Marie

C +F : Camphre + Fenchone

C : Camphre

C4HsO3 . anhydride acétique

CHCI; : chloroforme

CHU : centre hospitalo-universitaire

CM : centimetre

CMB : Concentration Minimale Bactéricide / Bactériostatique
CMF : Concentration Minimale Fongicide

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice

CO, : dioxyde de carbone

DLso : Dose Létale qui tue 50% d’une population donnée
DMSO : Diméthylsulfoxyde

DO : Densité Optique

DPPH : 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl

ECso : Concentration Effective de I'antioxydant qui correspond a une réduction de
50% de l'activité du DPPH dans le milieu réactionnel

El : lonisation Electronique
ET : EcartType

F : Fenchone



FeCls. Chlorure de fer(lll)

FIC : Concentration Fractionnaire Inhibitrice
GPR : Gain de Poids Relatif

H : heures

H.SO, : Acide Sulfurique

Hcl : Acide Chlorhydrique

HE : Huile Essentielle

HEs : Huiles Essentielles

HgCI2 : chlorure de mercure

HV : Huile végétale

INPV : Institut National de la Protection des Végétaux
IR : Indice de Rétention

K" : Potassium

KsFe(CN) ¢ : Ferricyanure de potassium

Kg : kilogramme (s)

Kl : iodure de potassium

L. stoechas : Lavandula stoechas

LPGA : Levure Peptone Glucose Agar

M : metre

MEB : Microscopie Electronique a Balayage
Mg : magnésium

MH : Mueller Hinton

Min : Minute (s)

MI : Millilitre

Mm : millimétre

NaOH : Ammoniaque

NH4;OH : Hydroxyde d'ammonium

Nm : nanométre

ONAB : Office National de I'Alimentation du Bétail
PAM : Plante Aromatique et Médicinales
PDA : Potato Dextrose Agar

Pl : Pourcentage d’inhibition



PRO : Poids Relatif des Organes
SAB : Sabouraud

SARM : Staphylococcus aureus résistant a la méticilline
SbCl; : Trichlorure d’antimoine

SEM : Erreur Standard Moyenne



a.

b.

APPENDICE B

Instruments, Appareillages Et Réactifs Utilises

Verreries et consommables

Pince

Ecouvillon en coton
Pipettes pasteur
Micropipette

Lames et lamelles
Boite de pétri

Poire d’aspiration
Compresse stérile
Portoirs pour les tubes
Tubes a essai

Appareillage

Etuve

Bec bunsen
Densitomeétre

Sécheuse

Clevenger

Plague chauffante

Loupe binoculaire de type

Motic ST-30

Microscope photonique de

type Motic BA200

Appareil de

chromatographie ionique 1ICS3000

Sysmex KX-21N
Mindray BS-303

entonnoirs

Papier filtre
Fioles et Erlenmeyers et

Eprouvette graduée
Ballon

Disques a imprégnés
Embouts

Capsule en platine.

Bécher

Réfrigérateur
Balance de précision
Microscope
Chambre UV

Sonde de gavage
Hotte a flux laminaire

Four a moufle de marque

Muve MF12.

Appareil de

chromatographie en phase gazeuse
Agilent HP (modele 6850) couplé a

une Spectrometrie de masse ilent HP
(modéle 5973).



c. Solution stériles et réactifs

- Acide acétique. - Folin-Ciocalteu.
- Acide chlorhydrique HCI. - Hydroxyde d'ammonium.
- Acide trichloracétique. - lodure de potassium.
- Anhydride acétique. - L’acide sulfurique.
- Carbonate de sodium. - Lugol.
- Chlorure de fer (llI). - Méthanol.
- Chlorure de mercure. - Rouge Congo.
- DPPH. - Solution tampon
- Eau de Javel a 12°. phosphate.
- Eau distillée. - Trichlorure d’aluminium.
- Eau physiologique stérile. - Tween 80.
- Ether de pétrole. - Vert de méthyle.
- Ferricyanure de
potassium.

d. Compositions des milieux de cultures

Milieu LPGA pH 7,2

L: extrait de levure 79
P: Bacto Peptone 749
G: Glucose 790
A: Agar 159
Eau distillée 1000 ml

Milieu Mueller Hinton

Infusion de viande de boeuf 300,0¢g
Hydrolysat de caséine 175¢g
Amidon 159
Agar 17,049
Eau distillée 1000 ml

Milieu sabouraud pH=6.0


http://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_fer(III)

Peptone 109

Glucose massé 20 g
Agar-agar 15¢g
Eau distillée (gsp) 1 000 ml

vitamines et facteurs de croissance

Gélose nutritive pH=7,0

Extrait de viande 1,09
Extrait de levure 2,50
Peptone 5,09
Chlorure de sodium 5,09
Agar 15,09
Milieu PDA
Pomme de terre 200 g
Dextrose 15g
Agar 20 g
Eau distillée

1000ml


http://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
http://fr.wikipedia.org/wiki/Glucose
http://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar
http://fr.wikipedia.org/wiki/Eau
http://fr.wikipedia.org/wiki/Vitamine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Potentiel_hydrog%C3%A8ne
http://fr.wikipedia.org/wiki/Levure

APPENDICE C

Questionnaire de I’étude ethnobotanique
Questionnaire Plante médicinale et phytothérapie
*Obligatoire
Vous étes : *
LJ Femme 0 Homme
Dans quelle tranche d'age vous situez vous *
0 12-25ans [26-50 ans [ 50 ans et plus
Quelle est votre situation familiale ?
[ Célibataire [ Marié (e)
Ou habitez-vous ? *
J Douar I Village I Ville CONomade
Quelle est votre profession ? *
Quel est votre niveau académique ? *
O Néant O Primaire [0 Secondaire O Universitaire
Est-ce que vous utilisés : *
O La médecine traditionnelle O La médecine moderne Ol Les deux
Connaissez-vous la phytothérapie *
O Oui 0 Non
Connaissez-vous la Lavande (Julal) *
0 Oui O Non (Dans ce cas, ne répondez pas a la question suivante).
Comment la connaissez-vous ? *
[0 Utilisée par une personne de votre entourage
[ Utilisée par vous —méme
Quelle est son nom vernaculaire (nom commun) ?

Nom scientifique (Si vous le connaissez)



De quel type de plante est la Lavande ? *

[0 Sauvage O Cultivée

Dans quels domaines vous utilisez cette plante ? *
[J Thérapeutique

O Alimentaire

0 Cosmétique

O Autres, Citez :

Est-ce que vous utilisez : *

I Plante seul 1 Association de plante

Si association, avec quelles plantes ?

Quelle est la partie utilisée de cette plante ? *

O Fleur O Feuille O Tige O Plante entiere

Quelles sont ces formes d’emploi ? *

O Tisane O Poudre O Huiles essentielles OAutres, Citez :
Mode d’administration : *

O Oral [OMassage [ Autre, Citez :

Mode de préparation : *

I Infusion [0 Décoction [J Cataplasme U Cru O Cuit O] Autre,
Citez :

Dose utilisée :

[ Cuillerée [ Poignée 0 Pincée O] Autre, Citez :
Dans quelles maladies est —elle utilisée *

L] Affections dermatologiques

[0 Affections génito-urinaires

O Affections ostéo-articulaires

L] Affections des tubes digestifs



] Affections respiratoires

I Autre, Citez :

La plante a été diagnostic Par *

O Vous-méme  [OLe médecin 0O L’herboriste O Autre, Citez :
Résultats :

O Amélioration O Inefficace [ Autre, Citez :

Est-ce que le résultat est positif ?

OOui O Non

Ya-t-il des effets secondaires ? *

0 Oui O Non (Dans ce cas, ne répondez pas a la question suivante).

S'il y a des effets secondaires, lesquels ?



APPENDICE D

Figures et tableaux des résultats obtenus

Prélevement rétro-orbitale (originale 2018)

Partie phytochimie

Détails sur lateneur en eau des fleurs de Lavandula stoechas

Résultat de la teneur en eau des fleurs de L. stoechas

Echantillo | Echantillo | _ Ecart
Echantillon 3| Moyenne
ni n2 type
Plante fraiche « g » 1,18 1,31 1,36 1,28 0,1
Plante séche « g » 0,40 0,42 0,38 0,40 0,02
Pourcentage d'eau % 66,09 67,65 72,32 68,69 3,24

Teneurs en cendre

Résultat de la Teneur en cendres des fleurs de L. stoechas

(9)

Pesée de la poudre

Pesée des cendres

(9)

Taux de cendre (%)

1,50 +£ 0,00014

0,14 + 0,0009

9,14 + 0,060




APPENDICE E
Résultats de I’activité antimicrobienne

Photos de 'aromatogramme de I'HE de L. stoechas (Originale 2014)

Bactéries Gram positifs

Bactéries Gram négatifs
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Photos des diameétres de la zone d’inhibition des antibiotiques (Originale 2014)

Bactéries Gram positifs

Bactéries Gram négatifs

?.otfijnos‘w




Résultats de l'activité antibactériennes de I'HE de L. stoechas et ses composants majoritaires contre les bactéries

phytopathogénes

HE L. stoechas

Fenchone

Camphre

Fenchone + camphre

Streptomycine

Erwinia amylovora

Pectobacterium carotovorum

subsp carotovorum




Résultats de I'activité antifongique de I'HE de L. stoechas (Originale 2016)

Rhizoctonia solani

Alternaria spp

Fusarium sp




Résultats de I'activité antifongique de I'HE de L. stoechas et de ses composants
majoritaires (CMF) (Originale 2016)

Rhizoctonia solani Alternaria spp Fusarium sp




APPENDICE F

Résultats de I’analyse statistique de I’activité antimicrobienne
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Résultats de I’activité anti-inflammatoire
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