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Introduction

Les plantes sont une source immense de molécules chimiques complexes exploitées
par ’homme dans plusieurs industries telles que 1’industrie cosmétique, I’industrie agro-
alimentaire et 1I’industrie pharmaceutique. 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 rdle dans la nature. De méme, I'élucidation des voies de biosyntheése conduisant
a des produits naturels originaux est un champ d'investigation inépuisable pour les
scientifiques. L'homme préhistorique, qui avait trés peu de moyens, devait se nourrir des
produits de cueillette et de chasse. En assimilant la flore locale, il a découvert les plantes
utiles et indispensables pour survivre. Ce régime, essentiellement végétarien, a constitué le
berceau de l'utilisation des produits naturels. A cette époque, bien que les huiles essentielles
ne soient pas signalées, les plantes aromatiques étaient largement employées.

Actuellement, la science confirme les différentes vertus des plantes aromatiques et
leurs huiles essentielles, leurs extraits bruts dont les domaines d'application sont trés variés et
qui sont tres utilisés dans I'industrie alimentaire comme additifs et dans les cosmétiques, les
parfumeries, les industries de savon et de détergents en volume impressionnant. Elles rentrent
¢galement dans la composition de plusieurs médicaments, sous forme de crémes, gélules et
suppositoires. Leur utilisation s'appelle "l'aromathérapie”, qui consiste a utiliser les huiles
essentielles pour le traitement de diverses manifestations pathologiques.

L'Algérie, par sa situation géographique, offre une végétation riche et diverse.

Un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales y pousse spontanément. L’intérét
porté a ces plantes n’a pas cessé de croitre au cours de ces derni€res années. Leurs propriétés,
dues notamment a la fraction huile essentielle, peuvent €tre mises a profit pour traiter les
infections mycosiques. A cet effet, et dans le cadre de la valorisation de la flore algérienne, on
s'est intéress¢ aux especes de la famille des Lamiacées qui est I'une des familles les plus
utilisées comme source mondiale d'épices et d'extraits a fort pouvoir antibactérien. La plante
de notre choix est une espece de Lavandula provenant de la région de TEBESSA (daouar
Elmermothia); bien que relativement abondante et largement utilisée, cette espece a été peu
étudiée.

Lavandula est 'une des plantes médicinales les plus utilisées a travers le monde.



Les extraits des feuilles de cette plante sont largement utilisés, dans la médecine
traditionnelle, depuis des siécles contre les maux de téte, et notamment comme anti-
inflammatoire et antiseptiques et pour traiter certaines brilures

Les études récentes soulignent des propriétés antioxydantes et antibactériennes de ces huiles
essentielles.

Dans le cadre de la valorisation des essences d’espéces végétales algériennes, et
compte tenu des vertus thérapeutiques que présentent les labiacées, nous nous sommes
intéressés a I’extraction des huiles essentielles de 1’espece de labiacées « Lavandula
pubescens » poussant a ’état spontané dans la région de Tebessa— Algérie et a évaluer

’activité antioxydante et antibactérienne des huiles essentielles de la plante.

A cet effet, notre travail sera illustré par quatre chapitres:

v' Le premier chapitre intitulé : Etude botanique, sera consacré a une étude
bibliographique concernant la famille des Labiacée de I’espece de Lavandula pubescens.

v' Le deuxiéme chapitre intitulé : Huiles essentielles, sera consacré a un rappel
général sur la théorie des huiles essentielles, nous présentons ensuite les différents procédés
d’extraction.

v' Le troisiéme chapitre intitulé : Partie pratique, sera consacré a ’extraction des
huiles essentielles. Nous présenterons également dans ce chapitre I’activité antioxydante et
antibactérienne des huiles essentielles.

v' Le quatriéme chapitre intitulé : Résultats et discussion contient les résultats de
notre travail.

v' Une conclusion générale en fin de notre mémoire fera ressortir 1’essentiel de

nos résultats ainsi que des perspectives a développer ultérieurement.









Partie Théorique Etude botanique

Chapitre I : Généralité sur Lavandula pubescens Decne

I.1)- Généralités

Les Lamiaceae ou Labiatae (Lamiacées, Labiacées ou Labiées) sont une importante
famille de plantes.

Le genre Lavandula pubescens Decne.est 1'un des plus importants genres de la famille
des Lamiacées (Labiées, qui signifie "labié¢" en référence a la forme des 1évres des fleurs). Les
Lamiacées constituent une large famille de plantes dicotylédones qui comprend environ 7200
especes et pres de 236 genres répartis en 7 ou 8 sous-familles. Ce sont le plus souvent des
plantes herbacées, des arbustes et treés rarement des arbres ou des lianes, largement répandus
autour du monde mais particulicrement dans les régions tempérées et méditerranéennes. Pour
la plupart des genres, la section carrée de la tige, les feuilles opposées, et décussées, et les
fleurs hermaphrodites avec calices persistants entourant, a maturité, un tétrakene sont une
combinaison de caractéres différentiant par rapport aux autres Angiospermes. De nombreuses
especes de cette famille (sous-famille des Nepetoideae) sont des plantes aromatiques source
d'HEs tres utiles pour l'aromathérapie, la parfumerie et l'industrie des cosmétiques. On y
rencontre aussi beaucoup d'especes melliferes et également des especes cultivées comme
plantes condimentaires et ornementales. Parmi le nombreux genres de Lamiaceae on peut
citer : Ajuga, Origanum, Lamium, Lavandula, Mentha, Rosmarinus, Salvia, Satureja, Melissa,
Ocimum, Teucrium, Stachys, Thymus, etc [1]

1.2)- Etymologie

Le mot lavande dérive du verbe laver. Il est peut étre issu de l'italien lavando (action de
laver) mais peut remonter au latin lavare qui signifie laver et aussi se baigner, les Romains
ayant utilisé¢ des lavandes pour parfumer leurs bains [2]. Cette étymologie laisse penser que
tres tot la lavande a été utilisée pour parfumer le linge fraichement lavé. Des sachets de fleurs
séchées sont traditionnellement placés dans les armoires pour €éloigner les mites et parfumer la
garde-robe. Mais 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 explicitée qu’en 1568
serait alors une supposition secondaire. [3]

1.3)- Taxonomi

La classification du genre Lavandula a subi de nombreuses modifications depuis Pline

76 avant J.C. et le nombre d’especes décrites n’a cessé d’augmenter au fil des travaux

botaniques. [4] ; voir (Fig.01)
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1.4)- Description botanique de Lavandula pubescens Decne.

L.4.1)- Classification de Lavandula pubescens Decne.

Régne : Plante

Sous-régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridée

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiacées (Labiées)
Genre : Lavandula

Especes : Lavandula pubescens

Fig.02: Lavandula pubescence Decne

1.4.2)- Caractéristiques botaniques de Lavandula pubescens Decne. (6, 7, 8]
La plante de Lavandula pubescens (Fig.02) est amere et aromatique et a comme particularité:
o Feuilles persistantes verts grisatres, allongées, entieres, opposé€es-décussées,
sessiles, possédant des bords enroulés. En effet, chez les especes xérophytes, les bords du
limbe des feuilles coriaces se replient pour protéger les stomates : adaptation leur
permettant de réduire leur transpiration; (Fig.03).
o Inflorescence en ¢épi lache ou serré, bractées distinctes des feuilles.

o Fleurs bleues-violacées;(Fig.04)

o calice tubuleux stri¢, marqué dans sa longueur de 13 a 15 nervures principales et
terminé par 5 dents inégales, dont la supérieure, plus longue, est prolongée par un
appendice cordiforme.

o corolle bleue bilabiée a cinq divisions: la lévre supérieure est bifide et la 1évre
inférieure trilobée.

o anthére a une seule loge s’ouvrant par une fente en arc, ovaire supere.

o carpelles glabres et lisses.

o fruit tétrakene dont les quatre parties sont ovales, comprimées, brunes et luisantes.
Les graines sont ovoides, brun noir et lisses.

o Soulignons que la désignation anglaise du genre Lavandula est lavender.
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Fig.03 : Feuille de L. pubescens Fig.04: Fleur de L. pubescens

1.5)- Répartition géographique

Les genres Lavandula pubescens Decne sont réparties sur trois continents, 1’Afrique,
I’Europe et 1’Asie, se rencontrent a l'état sauvage bien au-deld de leur aire naturelle de
répartition. Ce sont des échappées de culture.

En général, les lavandes poussent et s'épanouissent mieux dans des terrains secs, bien
drainés, 1égers, sablonneux et pierreux en plein soleil [9]. Les lavandes poussent surtout sur
des sols calcaires.

La distribution actuelle des lavandes est probablement en lien avec les changements
climatiques et/ou la tectonique des plaques, mais ceci n’explique pas la présence de lavandes
sur les iles volcaniques de 1’océan atlantique qui n’ont jamais été en relation avec le continent.
Les lavandes ont donc colonisé ces iles via une dispersion a longue distance probablement par
des pinsons ou d’autres especes d’oiseaux granivores [5], ou par le transport des graines
facilité par les Alizés ou les forts courants marins [10]

En Algérie, ce genre est représenté par sept especes spontanées, L. stoechas, L.
multifida, L. coronopifolia, L. pubescens, L. dentata, et les plus récemment décrites L.
antineae et L. sahariensis [11, 5] Certaines sont rares et disséminées en haute montagne et
vallées ou cantonnées dans le grand Sahara.

1.6)- Zone d’étude [12].

La wilaya de Tébessa est située a l'extréme de 1'Algérie, elle est délimitée :
au nord, par la wilaya de Souk Ahras; a l'est, par la Tunisie; a I'ouest, par les wilayas de
Khenchela et d'Oum El Bouaghi; au sud, par la wilaya d'E1 Oued.

Caractérisée par la chaleur intense en été et le froid extréme en hiver , elle est situé entre
les latitudes 30/32 nord et longitude 5.54 entre les montagnes doukan , Qaqaa et Burman se

sont des parties de la chaine montagneuse eurassienne
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La wilaya de Tébessa (Figure 05 ; 06) est une zone de transition météorologique, elle
se distingue par quatre étages bioclimatiques :
o le Sub-humide (400 a 500 mm/an), trés peu étendu, il est limité aux sommets de
quelques reliefs (Djebel Serdies et Djebel Bouroumane);
o le Semi-aride (300 a 400 mm/an), couvre toute la partic Nord de la wilaya;
o le Sub-aride (200 a 300 mm/an), couvre les plateaux steppiques;

o l'aride ou saharien doux (inférieur a 200 mm/an), s'étend au-dela de 1'Atlas saharien.
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Figure 05 : Localisation de Tébessa dans I'Algérie Figure 06 : Localisation d’Elmermouthia

dans la wilaya de Tébessa.
1.7)- Récolte de Lavandula.

La floraison de Lavandula a lieu, selon l'altitude et le climat de I'nnée, entre juin et
septembre. La Lavande fine fleurit fin juin-début juillet, les Lavandins fin juillet et la
Lavande aspic fin aoat [13].

Apres fécondation des fleurs et formation de la graine, il y a chute des fleurs et si
la récolte tarde, les graines matures tombent. Chez les Lavandes vraies, 15 a 20 jours
apreés ’apparition des premiéres fleurs, les calices fournissent le maximum d’essence,
mais rapidement cette richesse diminue un peu avant que n’apparaissent les premieres
graines mdres, et pendant tout le temps ou les graines se forment. Chez les Lavandins
qui n’ont pas de graines, les rendements se maintiennent a un taux élevé, méme apres la
fin de floraison [14].

La récolte doit étre effectuée quand la fleur est au trois quart fanée pour L.

angustifolia et au tiers flétri pour L. latifolia ou bien quand les premicres graines mures
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apparaissent (8 a 15 jours apres la floraison). En ce qui concerne le Lavandin, cela a lieu
quand toutes les fleurs sont fanées.

Les rendements de 1’huile essentielle ne présentent pas de différence mais les
compositions chimiques varient pendant une journée. Ce sont des informations
importantes pour le temps de récolte ; le meilleur moment pour la récolte des Lavandes
est a partir de midi et dans 1’aprés midi ou des quantités plus hautes d’esters (acétate de
linalyle) ont été observées tandis que les alcools sont réduits. Durant la matinée, une
quantité plus importante d’alcool, de cétones et d’éthers ont ét€ remarquées. La plus haute
concentration de linalol et d’acétate de linalyle et la plus basse en 1,8-cinéole et camphre
aboutissent au meilleur ardme de L. angustifolia. 1.’odeur la plus forte est émise entre
19h30 et 7h30 avec un maximum entre 23h30 et 3h30. Il est recommandé de couper les
plantes quand il fait chaud car I’huile essentielle monte davantage dans la plante [15].

Le meilleur temps de récolte est obtenu pendant la floraison compléte car cest le
moment ou le pourcentage maximum de linalol est obtenu. 37 composés ont été
identifiés pendant la floraison compléete et 32 avant la floraison de L. angustifolia [16,17]
Il existe deux types de récolte:

e la récolte en vert-broy¢ ou les tiges florales sont récoltées et coupées finement
avec une ensileuse, puis chargées dans une remorque pour la distillatio.

e la récolte traditionnelle ou les tiges florales sont coupées en gerbe et laissées
séchées 2 a 3 jours au champ avant la distillation.

L’espieur comporte un tracteur et une remorque avec un bras coupant les fleurs et
les brossant. Apres avoir récolté les fleurs, il coupe la tige, la broie pour la mettre
directement en compost. Le seul inconvénient de cette machine est que la distillation
doit avoir lieu de suite apres la récolte [18].

Coté jardin, pour couper la Lavande correctement, il faut le faire trés court: a la
base de la tige. On ne sectionne jamais au dessus car si on laisse une dizaine de
centimetres de tige, la Lavande de 1’année prochaine reporte ces dix centimétres sur le

pied hors du sol: on parle de Lavande aérienne [18].
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Chapitre II: Généralités sur les huiles essentielles

I1.1)- Bref historique

Les premieres preuves de fabrication et d’utilisation des huiles essentielles datent de
I’an 3000 avant J.C. Les huiles essentielles semblent donc avoir accompagné la civilisation
humaine depuis ses premicres geneses. Les égyptiens puis les grecs et les romains ont
employé diverses mati¢res premicres végétales ainsi que les produits qui en découlent,
notamment les huiles essentielles. Ces utilisations concernaient différents domaines:
parfumerie, médecine, rites religieux, coutumes paiennes, alimentation, etc.

L’étape byzantine de la civilisation a permis I’instauration des bases de la distillation et,
avec I’¢re arabe de la civilisation, I’huile essentielle devient un des principaux produits de
commercialisation internationale. Ainsi, vers 1’an mille, Avicenne, médecin et scientifique
persan, a défini précisément le procédé¢ d’entrainement a la vapeur. L’Iran et la Syrie
deviennent les principaux centres de production de divers types d’extraits aromatiques.

Par la suite, les huiles essentielles ont bénéficié des avancées scientifiques, au niveau
des techniques d’obtention et de I’analyse de leur composition chimique. Parallelement, leur
utilisation a aussi tir¢é profit de I’avénement de I’aromathérapie. René-Maurice
GATTEFOSSE a crée, en 1928, le terme de I’aromathérapie et il a mené de nombreux travaux
concernant les huiles essentielles, notamment leurs propriétés ; ces résultats seront a 1’origine

de nombreuses autres recherches. [19]
11.2)- Définition

Le terme « huile essentielle » a été inventé au 16°™m°

siecle par le médecin Suisse
Parascelsus Von HOHENHEIM pour designer le composé actif d’un reméde naturel. [20]

De trés nombreux auteurs ont tenté de donner une définition des huiles essentielles.
D’aprés William Naves [1874-1936], aucune des définitions des huiles essenticlles n’a le
mérite de la clarté, ni celui de la précision. Cet auteur définit les huiles essentielles comme
« des mélanges de divers produits issus d’une espece végétale, ces mélanges passent avec une
certaine proportion d’eau lors d’une distillation effectuée dans un courant de vapeur
d’eaur.[21]

Cette définition a été reprise a peu de choses prés par AFNOR et ISO: « I'huile
essentielle est le produit obtenu a partir d’une matiere premiere d’origine végétale, soit par
entrainement a la vapeur, soit par des procédés mécaniques a partir de I’épicarpe frais de
certains agrumes, soit par distillation. L’huile essentielle est ensuite séparée de la phase

aqueuse par des procédés physiques ». [22, 23]
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I1.3)- Localisation des huiles essentielles dans les plantes

Ces essences sont localisées dans différents organes de la plante. Elles sont présentes
soit dans les organes végétatifs; soit dans les organes reproducteurs. Nous les trouvons dans
les feuilles et les fleurs, mais également dans les graines (semences), les racines, les fruits et
les écorces. les tiges, le bois, etc. Et sont également concentrées dans certains cellules ou
groupes spéciaux de cellules (glandes). Les huiles essentielles sont des produits naturels des
plantes qui s'accumulent en structures spécialisées telles que des cellules d'huile, des
trichomes glandulaires, et des conduits d'huile ou de résine. [24]

I1.4)- Caractéristiques et Propriétés physico-chimiques

I1.4.1)- Caractéristiques et Propriétés physiques

Les propriétés physiques des huiles essentielles se résument en leurs indices, pouvoir
rotatoire, viscosité¢, densité, solubilit¢ dans l'alcool, point d'ébullition et congélation.
Généralement incolores ou jaune pale, les essences sont liquides a température ambiante. elles
sont peu solubles dans I’eau mais solubles dans les solvants organiques apolaires, les huiles
grasses, et dans les alcools. Les huiles essentielles sont extrémement volatiles et sensibles a
I’oxydation. ils doivent étre conservées dans des flacons opaques et fermés hermétiquement.
[25]

Elles ont tendance a se polymériser en donnant lieu a la formation de produits résineux
ce qui induit a la perte de ses propriétés. Leur densité est en général inférieure a celle de 1’eau
(les huiles essentielles de sassafras, de girofle ou de cannelle constituent des exceptions).
Elles ont un indice de réfraction élevé et la plupart dévient la lumiére polarisée. [24]

11.4.2)- composition chimique

Les huiles essentielles peuvent contenir une centaine de composés différents,
appartenant a deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques spécifiques: les
terpenes et les dérivés du phénylpropane biosynthétisé essentiellement a partir de 1’acide
shikimique [25]

11.4.3)- Les terpénes

Les huiles essentielles sont constituées d’un certain nombre de composés terpéniques,
généralement les plus volatils dont la masse moléculaire n'est pas élevée. Ces constituants
proviennent de l’isopréne répondant a la formule générale (CsHs)n, ils sont également
nommeés isoprénoides ou terpénoides. Le terme « terpénoide » définit ’ensemble des terpenes
oxygénés et non oxygénés, alors que le terme « terpene » ne tient pas compte de la présence

d’oxygene [20]

10
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Ainsi, on distingue selon le nombre de carbone: les monoterpeénes (C 10), les
sesquiterpenes (C 15), et moins fréquemment les diterpeénes (C 20), les triterpénes (C 30) et
les tétraterpénes (C 40). Certains composé€s terpéniques peuvent étre toxiques, répulsives ou
attractifs pour d'autres organismes, d’ou leurs rdles dans les interactions entre les plantes et
plantes-animaux

11.4.4)- Monoterpénes

On y rencontre des monoterpenes acycliques (myrcéne, ocimeéne), monocycliques ou
bicycliques ( pinénes, 3-caréne, camphene, sabinene) (Fig.07) Grace a la réactivité des cations
intermédiaires de ces terpenes, elles peuvent se rattache a un certain nombre de molécules

[26]

Hydrocarbures

1.8 cinéole cis-roseoxyvde

Fig.07: Différentes structures des monoterpénes

11.4.5)-Sesquiterpénes
L’allongement de la chalne des sesquiterpeénes amplifie le nombre des cyclisations

possible, plus d’une centaine de squelettes différents ont été¢ décrits. On trouvera également

11
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des sesquiterpenes aves des fonctions chimiques caractéristiques : alcool (farnésol, carotol),

carbures (B-caryophylléne), cétones, ester. (Fig.08)

Hydrocarbures
\ (Y (Y
L 7Y
Cedrene o-gurjunene
Alcools
OH
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Farnesol Nerohdol

Fig.08: Différentes structures des sesquiterpénes

11.4.6)- Composés aromatiques

Les dérivés du phénylpropane (C6-C3), ou composés phénoliques s’agissant le plus
fréquemment d’allyl ou propénylphébols, et ou aldéhydes. La biosynthése par voie
phenylpropanoides débute par des aromatiques que sont la phénylalanine et la tyrosine, Ils
sont généralement caractérisés par la présence d’un groupement hydroxyle fixé a un cycle
Phényle. Egalement, la synthése de ces constituants nécessite une série d’acides dont 1’acide
Shikimique et I’acide cinnamique. Les phénylpropanoides sont moins répondu dans I’'HE que
les terpénes, néanmoins elles sont caractéristiques dans certaines huiles essentielles
d’Apiaceae (anis, fenouil, persil, cannelles (eugénol, myristicine, asarones, cinnamaldéhyde)

(Fig.09). [27]

12
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Fig.09 : Différentes structures des dérivés du phénylpropane

I1.5)- Les méthodes d’extraction des huiles essentielles [27]

I1 existe plusieurs méthodes d’extraction des huiles essentielles. Le choix de la méthode
la mieux adaptée se fait en fonction de la nature de la matiere végétale a traiter, des
caractéristiques physico-chimiques de l'essence a extraire, de I'usage de I'extrait et I'ardme du
départ au cours de I'extraction. Les principales méthodes d’extraction sont :

I1.5.1)- Entrainement a la vapeur d’eau

L’entrainement a la vapeur d’eau est 'une des méthodes officielles pour I’obtention des
huiles essentielles. A la différence de I’hydrodistillation, cette technique ne met pas en contact
direct ’eau et la matiere végétale a traiter. De la vapeur d’eau fournie par une chaudiere
traverse la matiere végétale située au dessus d’une grille. Durant le passage de la vapeur a
travers le matériel, les cellules éclatent et libérent 1’huile essentielle qui est vaporisée sous
I’action de la chaleur pour former un mélange « eau + huile essentielle ».

Le mélange est ensuite véhiculé vers le condenseur et I’essencier avant d’étre séparé en
une phase aqueuse et une phase organique :" I’huile essentielle". L’absence de contact direct
entre 1’eau et la matiere végétale, puis entre I’eau et les molécules aromatiques €vite certains
phénomenes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la qualité de 1’huile.

11.5.2)- L’hydrodiffusion

Est une variante de I’entrainement a la vapeur (Fig.10). Dans le cas de I’hydrodiffusion,
le flux de vapeur n’est pas ascendant mais descendant. Cette technique exploite ainsi I’action
osmotique de la vapeur d’eau.

Le principe de cette méthode réside dans I'utilisation de la pesanteur pour dégager et
condenser le mélange « Vapeur d’eau + huile essentielle » dispersé dans la matiere végétale.
Comme pour I’entrainement a la vapeur d’eau, I’hydrodiffusion présente I’avantage de ne pas

mettre en contact le matériel végétal et ’eau. De plus, I’hydrodiffusion permet une économie

13
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d’énergie due a la réduction de la durée de la distillation et donc a la réduction de la

consommation de vapeur.
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Fig.10 : Entrainement a la vapeur d’eau ascendante et descendante. [27]

I1.5.3)- L'hydrodistillation

L’hydrodistillation proprement dite, est la méthode normée pour I’extraction d’une huile
essentielle, ainsi que pour le contréle de qualité. Le principe de I’hydrodistillation correspond
a une distillation hétérogeéne. Le procédé consiste a immerger la matiere premicre végétale
dans un bain d’eau. L’ensemble est ensuite porté a ébullition, généralement a pression
atmosphérique (Fig.11). La chaleur permet I’éclatement et la libération des molécules
odorantes contenues dans les cellules végétales. Ces molécules aromatiques forment avec la
vapeur d’eau, un mélange azéotropique. Sachant que la température d’ébullition d’un mélange
est atteinte lorsque la somme des tensions de vapeur de chacun des constituants est égale a la
pression d’évaporation, elle est donc inférieure a chacun des points d’ébullition des
substances pures. Ainsi le mélange azéotropique « eau + huile essentielle » distille & une
température égale 100 °C. a pression atmosphérique alors que les températures d’ébullition
des composés aromatiques sont pour la plupart trés €levées. 11 est ensuite refroidi et condensé
dans un essencier ou vase florentin. Une fois condensées, eau et molécules aromatiques du
fait de leurs différences de densité, se séparent en une phase aqueuse et une phase organique :
"I’huile essentielle".

La distillation peut s’effectuer avec ou sans recyclage de la phase aqueuse obtenue lors

de la décantation. Le principe de recyclage est communément appelé cohobage. En

14
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laboratoire le systéme équipé d’une cohobe qui est généralement utilisé pour 1’extraction des
huiles essentielles en accord avec la Pharmacopée Européenne est le Clevenger.

La durée d’une hydrodistillation peut considérablement varier, pouvant atteindre
plusieurs heures selon le matériel utilisé et la matiére végétale a traiter. La durée de la
distillation influe non seulement sur le rendement mais également sur la composition de
I’extrait.

Afin de traiter des matiéres premicres pour lesquelles il est difficile d’extraire I’huile
essentielle ou pour les essences difficilement entrainables, 1’hydrodistillation & pression
¢levée représente une bonne alternative. Cette technique est en outre utilisée pour le santal, le
girofle ou les rhizomes de vétiver, de gingembre et d’iris.

Cependant, bien que le travail sous pression conduise a une amélioration du rapport
d’entrainement donc a des économies d’énergie, une température €levée peut emmener une
modification voire une altération de I’huile essentielle obtenue. D’autre part, le prix et les

contraintes des équipements a mettre en oeuvre contribuent a freiner cette technique.

col de crgne

condenseur i
serpentin

liuile essentielle

chapitean

exsencier ou
vase Morentin

cucurhite = slphion e cohiobage

Fig.11 : L ’hydrodistillation traditionnelle. [27]
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11.5.4)- Expression a froid

Les huiles essentielles de fruits d’hespéridés ou encore d’agrumes ont une trés grande
importance dans 1’industrie des parfums et des cosmétiques. Cependant ce sont des produits
fragiles en raison de leur composition en terpénes et aldéhydes. C’est pourquoi,
spécifiquement pour cette catégorie de matiére premicre, est utilis€é un procédé totalement
différent d’une distillation classique, qui est ’expression a froid.

Le principe de cette technique est basé sur la rupture ou la dilacération des parois des
sacs oléiferes contenues dans I’écorce des fruits et sur la pression du contenu de ces sacs sur
les parois.

Alors que jusqu'a une époque récente, I’huile essentielle constituait le produit majeur
obtenu a partir des fruits de Citrus, désormais c’est le jus qui représente le produit le plus
important, ’huile essentielle étant devenue un sous-produit de la production de jus de fruits
d’agrumes. De plus I’expression de type manuel dite « a ’éponge » a laissé place a des
procédés beaucoup plus industrialisés et mécanisés afin de diminuer les cofts, d’augmenter
les rendements et de préserver le fruit en vue de I’extraction de son jus. Cependant
I’utilisation de grande quantité¢ d’eau dans la majeure partie de ces procédés peut altérer les
qualités des huiles essentielles par dissolution des composés oxygénés, par hydrolyse et par
transport de microorganismes. C’est pourquoi les constructeurs cherchent en permanence a
s’affranchir de 1’utilisation de 1’eau lors de telle extraction. [03]

L’extracteur est une machine permettant I’expression a froid de ’huile essentielle des
hespéridés sans emploi d’eau, ce qui évite ainsi des altérations telles les hydrolyses ou les
solubilisations des certaines classes de composés aromatiques. Le principe de cette machine
est basé sur I’ouverture des sacs oléiféres par éclatement sous I’effet d’une dépression.

La sfumatrice provoque la libération de I’huile essentielle des sacs oléiféres au moyen
de zones de vibrations ce qui a pour effet de restituer de fagon intacte I’écorce de fruit (sans
traces de blessures). L’huile essentielle est ensuite entrainée par un jet d’eau avant d’étre
séparée de la phase aqueuse par centrifugation.

La machine d’extraction « in line » (Fig.12), relativement complexe, permet a la fois
I’extraction du jus et de I’huile essentielle du fruit sans que ces deux produits soient en

contact. [03]
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Fig.12: L’extraction « in-line ». [03]

I1.5.5)- Extraction par CO; super critique

La technique se base sur la solubilit¢ des constituants dans le CO; et de son état
physique. Grace a cette propriété, il permet 1’extraction dans le domaine supercritique et la
séparation dans le domaine gazeux.

Le COs> est liquéfié par refroidissement et comprimé a la pression d’extraction choisie,
ensuite il est injecté dans 1’extracteur contenant le matériel végétal, apres le liquide se détend
pour se convertir & 1’état gazeux pour étre conduit vers un séparateur ou il sera séparé en
extrait et en solvant.

I1.5.6)- Extraction assistée par micro-onde

L’extraction par micro-onde est une technique qui a été développée au cours des
dernieéres décennies a des fins analytiques. Le procédé d'extraction par microondes appelée

Vacuum Microwave Hydrodistillation (VMHD) consiste a extraire 1'huile essentielle a I'aide
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d'un rayonnement micro-ondes d'énergie constante et d'une séquence de mise sous vide. Seule
I'eau de constitution de la matiére végétale traitée entre dans le processus d'extraction des
essences. Sous l'effet conjugué du chauffage sélectif des micro-ondes et de la pression réduite
de facon séquenticlle dans I'enceinte de l'extraction, l'eau de constitution de la matiére
végétale fraiche entre brutalement en ébullition. Le contenu des cellules est donc plus
aisément transféré vers l'extérieur du tissu biologique, et l'essence est alors mise en oeuvre par
la condensation, le refroidissement des vapeurs et puis la décantation des condensats. Cette
technique présente les avantages suivants: rapidité, économie du temps d'énergie et d'eau,
extrait dépourvu de solvant résiduel.

1.6) - Utilisation de Lavandula pubescens Decne.

1.6.1) - Utilisation dans la médecine naturelle

La médecine naturelle utilise essentiellement Lavande vraie. Les fleurs et I’essence que
I’on en tire ont un effet calmant sur le systéme nerveux central. En usage externes, on se sert
essentiellement de I’huile essentielle de Lavande tandis qu’en usage interne, on fait avant tout
des infusions de ses fleurs. [28]

On a isolé plus de 200 substances différentes dans I’huile essentielle de Lavande.
L’essence de Lavande a une action antiseptique, désinfectante, cicatrisante, mais aussi
calmante et harmonisante sur le corps et la psyché. Il est intéressant de noter que Lavande
peut a la fois rafraichir et réchauffer, détendre et stimuler. Lavande soulage les forts maux de
téte, les migraines et les troubles de la menstruation. Une surdose risque néanmoins
éventuellement de provoquer leur apparition. Pendant la premicre guerre mondiale, les
médecins militaires se servaient d’essence de Lavande pour désinfecter les plaies. En cas de
brhlures, des compresses ou un ringage doux a I’essence de Lavande sont bienfaisants et
peuvent accélérer sensiblement le processus de guérison. Lavande entre également dans la
composition d’un grand nombre de teintures, pommades, baumes, huiles de massage, additifs
de bain, produits pour inhalations et autres préparations dont on se sert en usage externe pour
le traitement des eczémas, des piqires d’insectes et des troubles cutanés les plus divers, pour
soulager les poussées de goutte et autres douleurs rhumatismales, en cas de lumbago et de
foulure, mais également contre les maladies des voies respiratoires et bien slir aussi contre la
mauvaise haleine.[28]

En usage interne, Lavande soulage, généralement sous forme de tisane, les maux de
ventre, les flatulences, les nausées et les troubles de la digestion. Sur le plan psychique,

Lavande est utilisée dans 1’aromathérapie pour lutter contre les troubles nerveux et les
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insomnies. Dans une lampe odorante ou sous forme de tisane, Lavande favorise la relaxation,
rend D’esprit clair et dispos et procure au corps et a I’dme une sensation de bien-étre et
d’harmonie. [28]

1.6.2) - Utilisation dans la cuisine

Lavande nous offre un large éventail de possibilités d’utilisation. Que ce soit dans la
médecine naturelle, ou dans le domaine des produits cosmétiques et des parfums. [28]

L’huile essentielle que 1’on en extrait est en vente dans le commerce sous le nom de
Lavandin. On utilise les fleurs et ’essence des especes Inter media, de Lavande aspic et bien
sir également de toutes les autres variétés de Lavande pour confectionner des pots-pourris de
fleurs et de parfums, des coussins aromatiques ou des sachets de Lavande, pour parfumer son
intérieur ou pour les ajouter a des produits de nettoyage et des détergents d’odeur neutre.
Dans la cuisine, la Lavande connait une renaissance. La cuisine et la décoration avec les fleurs
de Lavande sont tres a la mode. Leur beauté et leur ardme sont un vrai délice pour les yeux et
le palais. [28]

Les fleurs fraiches sont confites ou ajoutées a des salades, des confitures, des gelées ou
des glaces. Macérées dans du vinaigre, elles donnent un vinaigre aux herbes délicieux pour
une vinaigrette raffinée. Les patisseries et desserts aromatisés a Lavande ont un golt tres
délicat. Laissez-vous inspirer par la senteur de Lavande pour des expériences culinaires

nouvelles. [28]

I1.7)- Méthodes d’identification physico-chimique des huiles essentielles
Ces analyses concernent essenticllement les parameétres suivants :

e La densité,

e L'indice de réfraction,

e Le pouvoir rotatoire,

e L'indice d'acide et l'indice d'ester.

e [epH
A ces paramétres, on peut aussi ajouter les caractéristiques organoleptiques telles que 'aspect,
la couleur et l'odeur.
I1.8)- Analyse de la composition chimique

Cette analyse concerne l'identification qualitative et quantitative des différents

constituants d'une huile essentielle. On peut utiliser les méthodes suivantes : CPG, CG/SM,

HPLC, RMN, IR, UV, etc.
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I1.9) - Activités biologiques des huiles essentielles

Les vertus des huiles essentielles sont connues et utilisées depuis long temps, mais cette
utilisation se basait sur des pratiques traditionnelles et des applications sans bases
scientifiques précises. De nos jours, leur emploi se fait sur des bases scientifiques et
rationnelles puisque de nombreux travaux de recherche ont porté sur les activités
antimicrobiennes et antioxydants des huiles essentielles des plantes aromatiques.

I1.9.1) - Activité antioxydant

Ces dernieres années, I'intérét porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs
propriétés thérapeutiques, a augmenté considérablement. Des recherches scientifiques dans
diverses spécialités ont été développées pour I’extraction, I’identification et la quantification
de ces composés a partir de plusieurs substances naturelles a savoir, les plantes médicinales et
les produits agroalimentaires. [29]

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a I’oxydation.
Les antioxydants les plus connus sont le B-caroténe (provitamine A), I’acide ascorbique la
(vitamine C), tocophérol (vitamine E), ainsi que les composés phénolique. En effet, la plupart
des antioxydants de syntheése ou d’origine naturelle possedent des groupes hydroxyphénolique
dans leurs structures et les propriétés antioxydants sont attribuées en partie, a la capacité de
ces composés naturels a piéger les radicaux libre tels que les radicaux hydroxyles et
superoxydes. [29]

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, ’activité antioxydante
par piégeage de différents radicaux, comme les peroxydes ROO® par les méthodes ORAC
(Oxygen Radical Absorbance Capacity) et TRAP (Total Radical-Trapping Antioxydant
Parameter); les ions ferriques par la méthode FRAP (Ferric ion Reducing Antioxydant
Parameter); ou les radicaux ABTS® (sel d’ammonium de 1’acide 2, 2’-azinobis-3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique), ainsi que la méthode utilisant le radical libre DPPH’
(diphényl-picrylhydrazyle). [29]

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et la nature diversifiée des
antioxydants, avec des composants a la fois hydrophiles et hydrophobes, il n’y a pas une
méthode universelle par laquelle 1’activité antioxydante peut étre mesurée quantitativement
d’une fagon bien précise. Le plus souvent il faut combiner les réponses de tests différents et
complémentaires pour avoir une indication sur la capacité antioxydante de I’échantillon a

tester. [29]
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11.9.2) - Activité antibactérienne

Du fait de la variabilité des quantités et des profils des composants des HEs, il est
probable que leur activité antimicrobiennes ne soit pas attribuable & un mécanisme unique,
mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire. [30]

De fagon générale, il a été observé une diversité d’actions toxiques des HEs sur les
bactéries comme la perturbation de la membrane cytoplasmique (Fig.13), la perturbation de la
force motrice de proton, fuite d'électron et la coagulation du contenu protéique des cellules.
[31]

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 phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne. Cela peut induire
un changement de conformation de la membrane. [30]

Une inhibition de la décarboxylation des acides aminés chez Enterobacter aerogenes
aussi été rapportée. [32] Les HEs peuvent aussi inhiber lasynthése de I’ADN, ARN, des
protéines et des polysaccharides. [30]

Néanmoins, certains composés phénoliques de bas poids moléculaire comme le thymol
et le carvacrol peuvent adhérer a ces bactéries par fixation aux protéines et aux lipo
polysaccharides pariétales grace a leurs groupes fonctionnels et atteindre ainsi lamembrane

intérieure plus vulnérable. [33]

Coagulation du cytoplasme
; "_.'X"__ ESEE R Sy, W e Force promotrice
¥ " P .
P! Relarpuage | A\
[ des éléments k o
j ' |' cytoplasmiques : { |
o meétabolites |
L A et ions
‘oi T
imlm. AL : FIVUYTTR, Membrane
cellulaire PLLN A AL LARRLYS !
-« FJ,:‘J-..M.'_ SRARE A RAAA _J]_ C}Tﬂplaﬁiﬂuque
Protéines
membranaires

Fig.13: Sites d’action des huiles essentielles sur la cellule bactérienne [21]
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Parti pratique

Matériel et méthode

Chapitre 111: Matériel et méthode

111.1)- Matériels utilisés et appareillage

» Appareillage etéquipements

e Spectrophotometre  UV-Visible Biotech.

spectrophoto scan 80DV

e Balance sensible KERN ALS220-4N
e Chauffe ballon 2000ml

o Agitateur magnetique VELP SCIENTIFICA

e Réfractometre

e Microseringue 250ul

e Centrifugeuse
e Bain marie
e Distillateur

> \Verreries:
e Ballon 2000 ml

e Flacon en verrefumée

e Burette 5ml

e Fiole 100ml

e Fiole 500ml

e Eprouvette 5ml
e Entonnoir

e Pipette graduée 1ml
e Pipette graduée 5ml

e Tubes aessai

» Réactifs et matieres

Engineering Management

model

HE de Lavandula pubescens - KOH - Ethanol (99.8%) - Phénolphtaléine -DPPH- eau
distillée- Acétone - KsFe(CN)¢ - Acide ascorbique - Na,HPO, - NaH, PO, - TCA - FeCl;

» Matériels pour la microbiologie

Boites de pétri — milieu de culture (Gélose Mueller Hinton) — eau physiologique —

souches bactériennes- disques (@6 mm), tubes a essai, poupinel, étuve, bec bunsen
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111.2)- Protocole expérimental

La figure suivante, montre le protocole expérimental :

Plante séche

Hydrodistillation

Résidu Huile essentielle Hydrolat

Analyse chimique Analyse physique Activité biologique
Indice d'acide Densite pH Rendement Indice de
réfraction

Fig.14: Schéma qui représente le Protocole expérimental

23



Parti pratique Matériel et méthode

111.3) - Extraction des huiles essentielles

111.3.1) — Matériel vegétal

La plante de Lavandula pubescens a été récoltée au mois de Novembre 2016 dans la
région de daouar EImermothia (wilaya de TEBESSA).

La partie aérienne de la plante a été séchée a I’ombre pendant quinze jours avant
I’utilisation.

111.3.2) - Méthodes

L’extraction, la caractérisation et 1’étude de 1’activité antioxydante d’huile essentielle
de la partie aérienne de Lavandula pubescen ses réalisée au laboratoire pédagogique de la
faculté de mathématique et science de la matiére de 'université Kasdi Merbeh -Ouargla- .

111.3.3) - Extraction

» Montage d’hydrodistillation
e Hydrodistillation (appareil de type Clevenger), (Fig.15)

Une masse Vvégétale qui représente une
proportion d’environ 40% est completement
immergé dans 1’eau (proportion de 60%), le tout est
ensuite porté a ébullition pendant 2h, les vapeurs
chargées d’huile essentielle traversant un réfrigérant
se condensent et chutent dans une ampoule a
décanter; le mélange (huile essentielle + eau) se
sépare par différence de densité. L huile récupérée
est placée dans des petits flacons opaques et
conservés au réfrigérateur.

A partir de trois extractions de la matiére
végétale séche le rendement en huile essentielle est

ainsi évalue. (Fig.16)

=
_ [

Fig.15: Hydrodistillation Clevenger)
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La plante de Lavandula pubescens

Huile de Lavandula pubescens

Fig.16 : Protocole d’extraction par hydrodistillation

111.4)- Analyses physico-chimiques
111.4.1)- Rendement
Le rendement de nos huiles essentielles est le rapport entre le poids d’huile extraite et le

poids de la matiére végétale. Le rendement, exprimé en pourcentage est calculé par la formule

suivante:

Ou
R: Rendement en huile essentielle (%).

Mpile: Masse de 'huile en g.

M janie: Masse de la plante en g.
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111.4.2)- La densité

La densité d’une substance se note d et correspond au rapport de la masse volumique de
cette subsance par la masse volumique de 1’eau pure

Pour définir la densité de notre huile on a supposé une méthode qui dépend sur la

mesure de la masse volumique de I’huile et la masse volumique de 1’eau et on fait le rapport

d=Pmite (02)
PH,0

Phuile: 12 masse volumique de I’huile.

PH,0: la masse volumique de I’eau =1

111.4.3)- Le pH

Pour mesurer le pH on a utilisé le papier pH comme le montre la figure suivante:

Papier pH mouillé de I’huile extraite de Lavandula pubesceny

Fig.17 : Détermination du pH
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111.4.4)- Indice de réfraction

Afin de mesurer I’indice de réfraction on a utilisé un

réfractométre voir (Fig.18):

Fig.18. Réfractometre
111.4.5)- L’indice d’acide
La figure suivante, indique le matériel nécessaire et le montage pour déterminer I’indice

d’acide:

Fig.19: Montage - Indice d’acide

- On Prépare une solution d’Hydroxyde de potassium (KOH) de 0,1 N dans 1’éthanol.
- On introduit 1g de I'échantillon (I'huile extraite) dans un erlenmeyer propre et sec
- On ajoute 10 ml d’éthanol a I’échantillon.

- On ajoute quelques goutes (2 ou 3) de la phénolphtaléine

- On homogénisa le mélange.

- Apres avoir rincé la burette avec la solution de KOH, on la remplit en dépassant la
graduation supérieure. Puis on ajuste le zéro.

- On commence le titrage (neutralisation de la solution obtenue avec KOH).

- On agite en méme temps 1’erlenmeyer pour homogénisa la solution.

- Une fois la couleur rose apparait, on arréte le titrage.

- On note le volume de KOH consommé. Comme le montre la (fig.20).
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VKOH

Le point de virage de titrage de la solution d’huile

extraite de Lavandula pubescens

Fig.20: Détermination de I’indice d’acide

Pour calculer ’indice d’acide on a utilisé la formule suivante:

Ou
N: normalité de KOH.
V. le volume consommé de KOH en ml.
m: masse de ’huile en g.

56.1 est la masse molaire de KOH en g/mol

111.5)- Activité antioxydante

Dans notre étude, I’activité antioxydante des huiles essentielles est évaluée par deux
méthodes: le test de la réduction du radical libre du DPPH et le test de réduction du fer
(FRAP).
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111.5.1)- Test de réduction du radical stable, DPPH

Le 2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyl (DPPHe¢) est un radical organique stable,
coloré et centré sur I’azote. Le maximum de son absorbance se situe a 517 nm dans le
méthanol et I’éthanol. Les antioxydants donneurs d’atome H (RH) sont capables de
réduire DPPHe, ce qui conduit au 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH-H) et au
radical Re.

Le DPPHe a une couleur violette ou rouge pourpre mais cette couleur disparait

lorsqu’il est réduit par un capteur de radicaux [34]

111.5.2)- Principe de la méthode:

L’addition d’un antioxydant dans une solution de DPPH conduit a une
décoloration de ce dernier qui est directement proportionnelle a la capacité
antioxydante du produit ajouté. Cette decoloration peut é&tre suivie par
spectrophotométrie en mesurant la diminution de 1’absorbance a 517 nm (Fig.21). Elle
fournit donc un moyen pratique de mesurer I’activité antioxydante de notre huiles
essentielles. [34-35]

1.4 F i ;
iy o=
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Fig.21: Absorbance de DPPH par spectrophotométrie
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Lorsqu’on ajoute un antioxydant au DPPH, la réaction sera comme suit :

NO; Q RH {Antioxydant) NO:

Fig.22 : Réaction du DPPHe avec un antioxydant

Les résultats peuvent étre exprimés en pourcentage de réduction de DPPHe, pour une
concentration en huile connue
Le test de réduction du DPPHe permet aussi de déterminer la concentration en huile qui

cause la réduction de 50% du DPPH (ICso)

111.5.3)- Mode opératoire
La figure suivante indique le matériel et les réactifs utilisés pour réaliser le test au DPPH

Fig. 23 : Matériel et réactifs pour le test au DPPH

30



Parti pratique Matériel et méthode

111.5.4)- Protocole expérimental pour le test au DPPH

Utilisant des tubes secs pour préparer de différentes dilutions d’HE et de la solution
DPPH dans I’éthanol absolu, un millilitre de chaque concentration d’HE va étre mélangé avec
un millilitre de 0,1 mM de DPPH aprés agitation par un vortex. La lecture est effectuée par la
mesure de 1’absorbance a 1’aide d’un spectrophotométre UV-VIS a une longueur d’onde égale
a 517nm. Le contrdle négatif est composé de 1ml d’éthanol pur et de 1ml de la solution de
DPPHe. Le contrdle positif est représenté¢ par une solution d’un antioxydant standard dans
notre cas c’est 1’acide ascorbique ; 1’absorbance de I’acide ascorbique est mesurée dans les
mémes conditions que celle de I’HE. Toutes les opérations sont réalisées en triplicata. Voir

(fig. 24; 25)

1-Prendre le volume nécessaire 2- Prendpre le volumede ’huile 3-Prendre 1 ml de DPPH
d’éthanol et verser dans le tube a aide d’une microseringue
et ajouter dans le tube

4-Ajouter le DPPH au mélange 5-Agiter bien le mélangea par 6- Laisser les tubes en
(huile/éthanol) un agitateurmagnétique obscurité pendant 30 mn

Fig.24: Test de piégeage DPPH
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K Apres 30 mn lecture des absorbances des échantillons )

Fig.25: La lecture des absorbances des échantillons

Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH est calculé selon 1’équation suivante :

(AO - Ae)
1% = A, X100 | e, (03)

Ou
A,: Absorbance du DPPH

A.: Absorbanced’échantillon

111.6)- Test de réduction du fer (FRAP)

111.6.1)- Méthode de la réduction du fer (FRAP)

L’activité réductrice du fer des extraits préparés est déterminée selon la méthode décrite
par Oyaizu (1986), [34] basée sur la réduction du Fe®*" présent dans le complexe
K3Fe(CN)g en Fe?*. Un millilitre de I’extrait a différentes concentrations est mélangé avec
2,5 ml d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5 ml d’une solution de
ferricyanure de potassium K;Fe(CN)g1% , I’ensemble est incubé au bain marie a 50°C
pendant 20 minutes ensuite ; 2,5 ml d’acide trichloroacétique a 10% sont ajoutés pour stopper
la réaction. Les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10 minutes ; 2,5 ml du surnageant
sont mélangés a 2,5 ml d’eau distillée et 0,5 ml d’une solution de chlorure ferrique
fraichement préparé a 0,1%.

La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel se fait & 700 nm contre un blanc
semblablement préparé, en remplagant ’extrait par de I’eau distillée qui permet de calibrer

I’appareil (UV-VIS spectrophotométre). Le contrdle positif est représenté par une solution
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d’un antioxydant standard ; I’acide ascorbique dont I’absorbance est mesuré dans les mémes

conditions que les échantillons. Une augmentation de I’absorbance correspond a une

augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés [35]

111.6.2)- Mode opératoire

1)-Prendre 100 ml de chaque solution diluée
et mis dans un tubes

2)-On ajoute 2,5 ml de la solution tampon et
2.5 ml de solutionK;Fe(CN), a chaque tube

Syyrery - -

- -
P~ -‘_cb,-_*.."" ol

4)-Ajouter 2,5 ml de solution de TCA,
apres refroidissement

6)- prendre 2,5 ml de chaque tube
et le mettre dans un nouveau tube

7)- On ajoute 2,5 ml d'eau distillée
et 0,5 ml de FeCl; dans chaque tube

3)- Placer les tubes dans un bain Marie
a 50 C° pendant 20 min

5)-Placer les tubes dans la centrifugeuse

8)-Apres agitation, on lit I'absorbance
directement @ 700nm

Fig.26: Test de piégeage FRAP
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I11.7)- Activité anti bactérienne
La résistance contre les agents antimicrobiens est devenue de plus en plus un probleme
majeur et urgent dans le monde, ce qui a orienté les recherches des agences et des autorités de
la santé vers les ressources phytogénétiques pour trouver une solution a ce probleme
I’utilisation des HE comme agents antibactériens semble étre une solution alternative
intéressante pour contrbler la présence des bactéries pathogenes dans les aliments, dont
beaucoup de ces huiles ont des activités antibactériennes remarquables contre un large spectre

111.7.1)- Aromatogramme

Est une méthode de mesure in vitro du pouvoir antibactérien des huiles essentielles.
D’une maniére générale, leur action se déroule en trois phases: voir (Fig.27) [06, 36]

- Attaque de la paroi bactérienne par I’huile essentielle, provoquant une augmentation
de la permeéabilité puis la perte des constituants cellulaires.

- Acidification de I’intérieur de la cellule, bloquant la production de I’énergie cellulaire
et la synthese des composants de structure.

- Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie.

Coloniede microN

Coefficient d’inhibition

Fig.27: Aromatogramme
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111.7.2)- Mode opératoire

Les tests microbiologiques ont été effectués au laboratoire de microbiologie a I’hopital
de Mohamed Boudiaf, de la Wilaya de Ouargla. Voir (Fig.28)

On a suivit le protocole suivant :

1- Préparation du matériel et produits

— Milieu de culture (Gélose Meuler Hinton).

— Souches microbiennes: Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia
coli (ATCC 25922), Staphylococcusaureus (ATCC 25923) et Enterococcus faecalis (ATCC
29212).

— Eau physiologique.

— Boites de pétri.

— Tubes a essai

— Disques de papier filtre (¢ 6mm).

— Pipette pasteur.

— Anse pour prélévement de colonie microbienne.

— Bec bunsen.

— Etuve.

— Poupinel.

2- Apres avoir décongelé le milieu de culture dans un Poupinel, on le colle dans les
boites de Pétri puis on laisse ces derniéres refroidir pendant 20 a 30mn.

3 On prépare une suspension bactérienne dans 1’eau physiologique en prélevant a
I’aide d’une anse stérile, une colonie microbienne, puis on 1’émerge dans le tube contenant
I’eau physiologique. On laisse le mélange pendant 15mn.

4- On étale le contenu du tube a la surface du milieu de culture

5 On imbibe les disques par I’huile et le dépose a la surface de la boite.

6- Incubation a 37°C pendant 24H

7- Mesure du diamétre de zone d’inhibition.

NB. Toutes les opérations doivent étre effectuées dans une zone stérile devant un Bec Bunsen.
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2)-préparation des boites pour le collage
milieu de culture

3)-Boites de Pétri collées par le milieu de culture 4)-On prépare une suspension bactérienne
dans I’eau physiologique

5)-On imbibe les disques par les huiles 6)- Boites placées a I’intérieur de I’étuve
et les déposes a la surface de la boite

7)-Aprés 24 heures on fait sortir les boites de I’étuve
8)-La prise des résultats par la mesure du diamétre d’inhibition

Fig.28: Protocole des tests microbiologiques effectués au laboratoire de microbiologie
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Chapitre 1V: Résultats et discussions

IVV.1)-Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles de Lavandula
pubescens

Les paramétres organoleptiques d’huile essentielle ; aspect, couleur, odeur sont
résume dans le tableau suivant :

Tableau 01. Propriétés organoleptiques huile essentielle de Lavandula pubescens

Aspect couleur odeur
Notre huile Liquide limpide Jaune foncé Fraiche et épicée

IVV.2)-Analyses physico-chimiques:
Les résultats des analyses physico-chimiques de I’huile essentielle de Lavandula
pubescens sont résumes dans le tableau suivant:

Tableau 02. Résultats d’analyse physico-chimique de I’huile essentielle de Lavandula pubescens

Lavandula pubescens

Rendement (%) 0.024
pH 6.00
Densité 0.99

Indice de réfraction 1.3557
Indice d’acide 1.683

Ces résultats ont montré que le rendement de I'huile obtenue a partir de la plante de
(Lavandula pubescens) est trés faible ; mais pour notre étude le rendement en huile essentielle
est acceptable selon I'étude antérieure par (M. Zohra, A. Fawzia) qui dit : La plante a donné
un bon rendement en huile essentielle: 0.02 a 2.01 [39]

Il faut noter que le rendement et la composition chimique des HE dépendent de
plusieurs facteurs a savoir I’espece, le milieu de récolte, la période de récolte, les pratiques

culturales et la technique d’extraction et facteurs édapto climatiques (climat, sol)
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IVV.3)-Activité antioxydante

I\vV.3.1)-DPPH

La capacité antioxydante de I’huile essentielle et I’acide ascorbique a été déterminée a
partir des valeurs ICso qui est définie comme étant la Concentration d’huile essentielle (ou
I’acide ascorbique) nécessaire pour réduire 50% des radicaux libres dans le milieu réactionnel.
Plus la valeur d’ICs est basse, plus I’activité antioxydante est élevée, [37] [38]

Les résultats obtenus pour (L. pubescens) sont représentés dans les figures 29 a 30

suivantes :
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Fig.29: Pourcentages d’inhibition du radical DPPH d’acide ascorbique
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Fig.30: Pourcentages d’inhibition du radical DPPH d’huile essentielle

Les courbes de DPPH montre que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente
avec l’augmentation de la concentration soit pour I’acide ascorbique ou pour [’huile
essentielle de lavande.

Ces résultats montrent que I’huile essenticlle de Lavandula pubescens posséde une

activité antioxydante plus efficace que ’acide ascorbique.

1V.3.2)-FRAP:

Les résultats obtenus lors de 1’étude de I’activité antioxydante par la technique de FRAP sont

représenteés dans les figures 31, 32:

Les résultats de tableau (03) de test de FRAP exprimée en ECsg qui est définie comme étant la

Concentration d’huile essentielle (ou ’acide ascorbique) de 0.5 d’absorbance.
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Fig.31: pouvoir réducteur d’acide ascorbique dans le test de FRAP.
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Fig.32: pouvoir réducteur d’huile essentielle dans le test de FRAP.
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Les valeurs d’ICso et ECso ont été calculées graphiquement et regroupée dans le tableau (03) :

Tableau 03. Les valeurs ICsp et ECso d’acide ascorbique et huile essentielle

_ Ac. Ascorbique huile essentielle

Les résultats consignés dans le tableau (03) montrent que les valeurs d’ICso de test
DPPH de I'huile essentielle et 1’acide ascorbique sont: 17.24 (ug/mL) et 41.33 (ug/mL)

respectivement, pour le test de FRAP les valeurs d’ECso sont: 26.6 (png/mL) pour I’acide
ascorbique et 20.09 (pg/mL) pour I’huile essentielle.

Les valeur d’ICso de test DPPH indique que I’huile essentielles de Lavandula pubescens
est plus actif que D’acide ascorbique, par contre dans 1’étude de M. Zohra et leur
collaborateurs (2011) a montré que I’huile de Lavandula stoechas L. a une activité
antioxydante (1Cso= 1.85 mg/ml) moins importante que la vitamine C (ICso= 1.04 mg/ml) [39].

Les valeurs ECsp de test de FRAP indique que: la capacité a réduire le fer de I’huile

essentielle de L. pubescens est plus que d’acide ascorbique.
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IVV.3)- Activité antibactérienne

Aprés avoir incubé les boites dans I’étuve pendant 24 heures. On les a retiré puis on a mesuré

les diamétres des zones d’inhibition en millimétre (Fig.33)

Diamétred’inhibitﬂ Zones d’inhibition

N~~~

Fig.33: Diamétre de zone d’inhibition
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L'huile de L. pubescens a eu des effets antibactériens importants vis-a-vis de
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) et Enterococcus faecalis (ATCC 29212). avec des diametres des
zones d’inhibition ((DD: ayant atteint 7 mm) (DD: 20.23 mm), (DD: 15.34 mm) et (DD:
24.56 mm) respectivement.

La sensibilité d’un germe est nulle pour un diamétre inférieur ou égale a 8 mm. La

sensibilité est limitée pour un diamétre compris entre 8 et 14 mm. Elle est moyenne pour un

diamétre entre 14 et 20 mm. Pour un diameétre supérieur ou égale a 20 mm le germe est tres
sensible [06].

Tableau 04. Diamétres des zones d’inhibition et 1a sensibilité des souches

g
15.34 mm moyenne
20.23 mm tres sensible

Enterococcus faecalis
(ATCC 29212)

24.56 mm trés sensible

La figure suivante représente le pouvoir inhibiteur d'huile de L. pubescens contre les
quatre souches bactériennes testées:

N
a1

N
o

=
a1

1S3

=
o

ol

dimétre d'inhibition en mm

o

S1 S2 S3 S4
les souches

Fig.34: Activité antibactérienne huile essentielle de L. pubescens
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D’aprés les résultats précédents on a constaté que les zones d’inhibition d'huile sont
importantes ce qui signifie leur importante activité antibactérienne comparable de résultats de
K. Bhuwan Chhetri et al (2014) qui a montré une activité antibactérienne notable de I'huile
essentielle de Lavandula pubescens contre Staphylococcus aureus et Salmonella enterica [40].

Les résultats sont trés satisfaisants notamment vis a vis de Enterococcus faecalis
(ATCC 29212) ou on a constaté la valeur la plus ¢élevée de zone d’inhibition.

Il est aussi a signaler que le Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) a une grande

résistance contre 1’huile essentielle de L. pubescens.
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Conclusion

Un grand nombre de plantes aromatiques contiennent des composés chimiques ayant
des propriétés antioxydante et antimicrobienne. Plusieurs travaux de recherche ont été
focalisés sur les huiles essenticlles extraites de ces plantes aromatiques. Les différents
résultats publiés indiquent qu’elles sont douées de plusieurs propriétés biologiques.
Cependant, les travaux de recherche sur les propriétés antioxydante, antibactérienne et
antifongique de certaines plantes sont rares. Par conséquent, I'évaluation de telles propriétés
demeure une tache intéressante et utile, en particulier pour trouver de nouvelles sources
d’agents antioxydants et antimicrobiens naturels. Dans ce contexte, nous avons essayé
d’évaluer in vitro des activités antioxydante et antibactérienne d’huile essentielle extraite de
Lavandula pubescens.

L’extraction d’huile essentielle de Lavandula pubescens a ¢été réalisée par
hydrodistillation. Le rendement a été voisin de 0.024%

Concernant I’activité¢ antioxydante par le test DPPH, les résultats montrent que I’huile
essentielle de Lavandula pubescens posséde une activité antioxydante plus efficace que
I’acide ascorbique. Le test FRAP montre que la capacité¢ de réduction est proportionnelle a
I’augmentation de la concentration d'huile.

Pour I’activité antibactérienne, la méthode de I’aromatogramme nous a permis de mettre
en évidence le pouvoir antibactérien de 1’huile essentielle de Lavandula pubescens vis-a-vis
quatre bactéries. Ce pouvoir est relativement fort, avec des zones d’inhibition variant entre 15
et 24mm.

En fin, nos résultats indiquent que I’huile essentielle de Lavandula pubescens a une
activité antibactérienne intéressante. En revanche, elle a montré de bonnes activités
antioxydantes, ce qui témoigne et justifie leur utilisation en alimentation et en médecine

traditionnelle comme traitement de plusieurs pathologies.

On recommande de faire un scaning total de la plante, d’isoler, de purifier et d’identifier
les composés ayant une activité biologique, et d’étudier d’autres propriétés biologiques de ces

plantes, a savoir les propriétés anti-inflammatoires, antivirales et autres.
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Résumé

Plusieurs travaux de recherche ont été concentrés sur les huiles essentielles extraites des
plantes aromatiques. Les résultats montrent qu’elles sont douées de plusieurs propriétés
biologiques.

Dans ce contexte, nous avons essay¢ d’évaluer in vitro lactivité antioxydante et
antibactérienne d’huile essentielle extraite des fleurs séches de Lavandula pubescens Decne.

L’extraction a été réalisée par hydrodistillation des sommités fleuris de la plante, le
rendement a été voisin de 0.024 %.

L’activité antibactérienne et le pouvoir antioxydant sont trés importants.
Mots- clés: activité antibactérienne, activité antioxydante, hydrodistillation, huile essentielle,

Lavandula pubescens.

Abstract

Several research studies have focused on the essential oils extracted from aromatic
Plants, The different results indicate that they are characterized by several biological
properties.

In this context, we tried to evaluate in vitro antioxidant and antibacterial activities of
essential oil extracted from the dried flowers of Lavandula pubescens.

The extraction was performed by steam distillation of the flowering tops of the plant,
the yield was close to 0.024%.

The antioxidant and antibacterial activities are very acceptable.

Key Word: antibacterial activity, antioxidant activity, Haydrodistillation, essential oil,

Lavandula pubescens.
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