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Résumé :Les huiles essentielles de nombreuses plantes sont devenues populaires ces dernieres années et leurs
principes bioactifs ont conquis récemment plusieurs secteurs industriels. Lavandula angustifolia Mill., est une
plante médicinale appartenant a la famille de Lamiaceae, cette espece est connue sous le nom de ‘Khezama’.
Leur utilisation comme agents antimicrobien a été signalée.

Ce travail porte sur I’analyse phytochimique et I’étude de 1’activité antibactérienne de quelques extraits sur six
souches bactériennes responsables d’infection alimentaire ; E. coli, S. aureus, L. monocytogenes, S. typhimurium,
B. cereus et Clostridium perfringens. L’huile essentielle a été obtenue par distillation, et les macérats
méthanolique et aqueux par macération. L’activité antibactérienne est évaluée par la méthode de diffusion en
disque. Les rendements en extraits obtenus sont 4,12 ; 21,18 et 24,07% respectivement pour I’huile essentielle,
macérat méthanolique et aqueux. Le criblage phytochimique réalisée a permis de constater la présence des sept
grands groupes chimiques. Cependant, le pouvoir antibactérien variables de ’huile essentielle a été révélé dont
les souches S. typhimurium et S. aureus sont les plus sensibles a I’action de I’huile essentielle avec un
pourcentage d’inhibition de 15,15 et 18,14% respectivement. Le macérat méthanolique a donné un pouvoir
antibactérien relativement faible a moyen sur trois souches bactériennes a Gram positifs, alors que les autres
souches sont résistantes. Aucune action n’a été donnée par le macérat aqueux.

Mots-clés: Lavandula angustifolia Mill., huile essentielle, macérats, criblage phyto-chimique, activité

antibactérienne, infection alimentaire.

Antibacterial and phytochemical constituents of lavender extracts from the region of Tlemcen and their
effect on some bacterial species responsible for food poisoning.

Abstract: The essential oils of many plants are become popular in recent years and their bioactive principles
have recently won several industries. Lavandula angustifolia Mill., is a medicinal plant belonging to the family
Lamiaceae, this species is known as the ‘Khezama’. Their use as antimicrobial agents has been reported.

This work focuses on the phytochemical analysis and study of the antibacterial activity of some extracts on six
strains of bacteria responsible for food poisoning; E. coli, S. aureus, L. monocytogenes, S. typhimurium, B.
cereus and Clostridium perfringens. The essential oil has been obtained by distillation, aqueous and methanolic
macerats by maceration. The antibacterial activity was evaluated by the disc diffusion method.

The yields of extracts obtained are 4,12; 21,18 and 24,07% respectively for the essential oil, methanolic and
aqueous macerate. However, the variables antibacterial activity has been revealed that the strain S. typhimurium
and S. aureus are the most sensitive to the action of the essential oil with a percentage inhibition of 15, 15 and
18, 14% respectively. The methanolic macerate gave a relatively medium antibacterial activity on three bacterial
strains Gram positive, while other strains are resistant. No action has been given by the aqueous macerate.

Key-words: Lavandula angustifolia Mill., essential oil, macerates, phytochemical screening, antibacterial
activity, food poisoning.

Introduction dépendent de la présence d’agents bioactifs
Les plantes médicinales et aromatiques variés et appartenant a différentes classes
constituent une richesse naturelle trés chimiques [1].

importante dont la valorisation demande L’Algérie, et par sa situation géographique,
une parfaite connaissance des propriétés a offre une végétation riche et diverse. Un
mettre en valeur. Les propriétés des plantes grand nombre de plantes médicinales et
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aromatiques y poussent spontanément.
L’intérét porté a ces plantes n’a pas cessé
de croitre au cours de ces dernic¢res années.
A cet effet, on s’est intéressé a I'une des
especes de la famille de Lamiacées : la
lavande vrai « Lavandula angustifolia
Mill. », celle-ci est utilis€ée comme source
mondiale d’épices et d’extraits a fort
pouvoir antimicrobien et antioxydant [2].
Dans ce contexte, nous sommes intéressés
par la mise en évidence de [Dactivité
antibactérienne de [I’huile essentielle,
macérats méthanoliques et aqueux de L.
angustifolia M., sur les espeéces bactériens
responsables d’infection alimentaire.

1. Matériels et Méthodes
Cette étude a été réalisée au niveau de

laboratoire pédagogique de 1’université de
Bechar (Algérie), apres avoir préparé la
plante comme suivant ;

1.1. Récolte des plantes
La plante étudiée a été récoltée apres avoir

¢été identifiée, et cela en plein de maturité
aux cours du mois de Mars 2014 dans la
région d’Oum El alou (Tlemcen, Algérie).
Le matériel végétal collecté a été lavé puis
séché a une température ambiante et a
I’abri de la lumiére. Enfin, la plante seche
est mise dans des sacs propres.

1.2. Criblage phytochimiques
Concernant 1’étude tri-phytochimique, trois

extractions ont ¢été réalisées selon le
protocole mis au point par Emad [3]. Les
extraits bruts ont été obtenus par
extractions successives, avec des solvants a
polarités croissantes. Dans cet ordre,
I’éther de pétrole, le méthanol et 1’eau
distillée ont été utilisés.

La préparation des extraits a permis
d’effectuer un criblage phytochimique
qualitatif de la plante.
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1.3. Procédés d’extraction
Les macérat aqueux, méthanoliques et

I’huile essentielle de la lavande ont été
extraits par les méthodes décrites ci-
dessous ;

1.3.1. Extraction de I’huile essentielle
L’extraction de 1’huile essentielle a été

effectuée par distillation a entrainement a
la vapeur d’eau ; ou une quantité de 30g de
matériel végétal sec est placé dans une
colonne a décanter, séparé par un papier
filtre, qui surmonte de 1’eau distillée en
¢bullition.

Les vapeurs, en traversant le matériel
végétatif, font éclater les cellules et
entrainent avec elles 1’huile. Apres
condensation, 1’huile surmonte le distillat
dans I’erlenmeyer. L’extraction se poursuit
pendant 5 heures.

Le distillat obtenu a été¢ mélangé avec le
dichlorométhane et chlorure de sodium
(NaCl). Afin d’avoir les deux phases
organique et aqueux, le mélange est
transféré dans une ampoule a décanter et
laissé séjourner pendant 24 heures.

La phase organique obtenue est séchée par
le desséchant (Sulfate de sodium anhydre)
puis, elle a subi a une évaporation par rota-
vapeur pour récupérer 1’huile essentielle.
Ce dernier est conservé dans des flacons
opaques bien fermés a une température de
réfrigération de +4°C.

1.3. 2. Préparation des macérats
Une prise d’essai de 10 g de la plante seche

a été mélangée avec 100 ml d’eau distillée.
Le mélange est laissé sous agitation
pendant 24 heures. Apres filtration par un
papier filtre, le filtrat est
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¢vaporé¢ (au rota vapeur), a sec sous
pression réduite a 100°C.

Cependant, pour le macérat méthanolique,
une prise d’essai de 05 g de la plante séche
a ¢été¢ mélangée avec 85 ml de méthanol. Le
mélange est passé sous agitation pendant
24 heures. Apres filtration, le filtrat est
¢vaporé (au rota vapeur), a sec sous
pression réduite a 65°C.

Les résidus obtenus sont déterminés en
poids pour calculer le rendement des
macérats aqueux et méthanoliques [4].

1.4. Souches bactériennes
L’évaluation de Dactivité antibactérienne

des extraits de la plante étudiée a été
réalisée en accord avec des méthodes
officielles. Cependant les microorganismes
testés sont partagés entre des souches de
référence (qui viennent de la collection
ATCC de l'institut Pasteur d’Alger), et
une souche isolée a partir des produits
laitiers contaminés, dont les souches
sélectionnées  étaient les  suivantes :
Escherichia coli ATCC 25922 ;
Staphylococcus aureus ATCC 25923 ;
Lesteria monocytogenes ATCC 19115;
Bacillus cereus ATCC 11778 ; Salmonella
typhimurium ATCC 27924 et Clostridium
perfringens.

1.5. Test antibactérien
Les colonies qui ont été isolées a partir des

cultures jeunes sur milieu gélose nutritive
(Fluka, Inde) incubées a 37°C pendant 18 a
24 heures sont transférées dans des tubes
contenant de l’eau physiologique stérile
(0,9% NaCl), afin de préparer des
suspensions  bactériennes ayant une
turbidité équivalente de 0,5 McFarland.
Ensuite, 1la  suspension bactérienne,
préalablement préparée, a été¢ ensemencée
a l’aide d’un écouvillon stérile sur la
totalit¢ de surface d’un milieu gélosé
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Mueller-Hinton (Himedia, Inde) par des
stries biens serrés.

L’étude de profil d’antibiorésistance des
souches étudiées aux antibiotiques a ¢été
effectuée par la méthode de diffusion sur
gélose MH en utilisant des disques chargés
d’antibiotiques suivant la recommandation
de NCCLS (National Committee on
Clinical Laboratory Standards) [5].

Les  résultats de
antibiotiques ont été interprétés selon le
tableau de référence établi par le comité de
I’antibiogramme de la société francaise de
microbiologie [6].

Les disques d’antibiotiques, utilisés pour
les essais de diffusion en disque, étaient en
premier rang pour E. coli comme suit :
Cefoxitin, Cefazoline, Chloramphenicol et
Amoxicilline-acide

résistance aux

clavulinique;
deuxiémement pour S. aureus : Pénicilline,
Oxacilline, Kanamycine, Vancomycine,
Fosfomycine et Rifampine ; troisiement
pour S. typhimurium: Amoxicilline-acide
clavulanique, Cefazoline, Cefoxitin et
Chloramphenicol, Ampicilline
clindamycine, Erythromycine, Tétracycline
et Gentamicine ; quatricme pour L.

monocytogenes Amoxicilline-acide
clavulanique, Pénicilline,
Chloramphenicol, Tétracycline et
Erythromycine, et derniérement pour B.
cereus - Cefoxitin, Kanamycine,
Amoxicilline-acide clavulanique,

Cotrimoxazole, Pénicilline, Ceftazidime,
Ticarcilline, Cefazoline et Rifampicine.

L’activité antibactérienne des extraits a été
déterminée par la méthode de diffusion en
disque sur milieu gélosé [7-8]. Cette
méthode consiste a substituer les disques
d’antibiotiques par d’autres  disques
confinés a partir du papier Wattman
imprégnés de I’extrait.
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Inoculé une boite de Pétri contenant un
disque imprégné par le dichlorométhane et
d’autre par le méthanol sert comme un
témoin. Enfin, les boites sont incubées a
37°C pendant 24 heures.

2. Résultats et discussion
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2.1 Criblage phyto-chimiques

Les résultats des tests phytochimiques de
la plante étudiée épuisées par I’eau, le
méthanol et 1’éther diéthylique, sont
regroupés dans le tableau 1.

Tableau 1 : Criblage phytochimiques de L. angustifolia M.

Comp | Alc. bases | Com | Sté. Trit | Quin libres

Alc sels | Flav | Terp | Anth | Hétér | Tan | Sap

Stér.
Rst + + + + + - - _ + + +
Cont
Nég i i ) ) ) ) ) ) ) i )
(ED)

Comp. : Composants, Rst : Résultats, Cont Nég : Controle négatif, ED : Eau distillée, Alc. Bases : Alcaloides
bases, Com. : Coumarines, Sté.Trit : Stérols ou triterpenes, Quin. libres : Quinones libres, Alc. Sels : Alcaloides
sels, Flav. : Flavonoides, Terp. : Terpanoides, Anth. : Anthracénosides, Hété. Stér : Hétérosides stéroliques
triterpénique, Tan. : Tannins, Sap. : Saponosides, (-) : Test négatif, (+) : Test positif

Le criblage phytochimique réalisée a
permis de constater la présence des sept
grands groupes chimiques: les tanins,
coumarines, alcaloides, terpenoides, stérols
et stéroides, quinones et les saponosides.
Cependant, les flavonoides,
anthracenosides, amidon, emodols, acides
gras et composes réducteurs sont révélés
négative.

2.2. Rendement de I’extraction
La plante a donné un rendement important

en huile essentielle estimé a 4,12%.
L’huile extraite est d’une couleur jaune
pale et d’odeur forte, tandis que les
résultats du rendement de macérats

méthanolique et aqueux ont donné un taux
estimé de 21,18 et 24,07% respectivement.

2.3 Tests antibactériens

Les résultats de profil de
I’antibiorésistance des souches
bactériennes aux antibiotiques effectué par
la méthode de diffusion sur gélose
Mueller-Hinton sont rapportés par le
tableau 2.

Ces résultats révelent que le taux de
résistance est accru chez la plupart des
souches testées a plusieurs antibiotiques a
savoir ; 1’amoxicilline-acide clavulanique,
cefazoline, Pénicilline, Vancomycine,
Erythromycine, Cefoxitin, Tetracycline et
Cefoxitin (Figure 1).
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(d)

(e)

Figure 1: Tests d’antibiogramme des souches bactériennes testées sur gélose MH.
(a): B. cereus, (b): E. coli, (¢): L. monocytogenes, (d): S. typhimurium,(e): S. aureus.

Face aux problemes de la résistance
bactérienne aux antibiotiques, beaucoup de
travaux ont été menés sur le pouvoir
antibactérien des produits naturels et
extraits des plantes.

Les résultats du test d’aromatogramme
réalisé par la méthode de diffusion sur
gélose, et qui sont évalués par mesure des
zones d’inhibition autour des disques, sont
présentés dans la figure 2.

(e) ®

Figure 2 : Tests d’aromatogramme de 1’huiles essentielle et le macérat méthanolique vis-a-vis
les souches bactériennes testées sur gélose MH.

(h) (@

Huile essentielle ; (a): S.aureus, (b): B. cereus, (¢): E. coli, (d): Clostridium perfringens, (e) :
L. monocytogenes, (f): S. typhimurium
Macérat méthanolique ; (g): Clostridium perfringens., (h): S. aureus ; (i) :B. cereus
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Nous avons constaté que I’huile essentielle
de L. angustifolia M., présente une activité
moyenne dont le pourcentage d’inhibition
atteint 18%. Cette activité est représentée
par une valeur maximale contre S. aureus
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avec un pourcentage d’inhibition de 1’ordre
de 18,14%. Cependant, aucun effet n’a été
détecté contre Clostridium perfringens.
(Tableau 3).

Tableau 3 : Pourcentages d’inhibition (1%) de I’huile essentielle, macérat aqueux et
méthanolique sur les souches bactériennes testées.

Pourcentage d’inhibition (%)
Extraits E. c St S a B.c Clos L.m
HE 10,36 15,55 18,14 12,22 - 9,25
MM | [ ] Img/ml - - 14,44 7,77 11,11 -
[ ] 2mg/ml - - 15,55 8,88 12,12 -
MA | [] Img/ml - - - - - -
[ ]2mg/ml

E. ¢ : Escherichia coli, S. t: Salmonella typhimurium, S. a: Staphylococcus aureus, B. c: Bacillus

cereus, Clos: Clostridium perfringens , L. m : Listeria monocytogenes, HE : huile essentielle, MM :
Macérat méthanolique, MA : Macérat aqueux, (-) : pas d’inhibition, [ | : Concentration.

Tandis que le macérat méthanolique
présente une activité moyenne sur certaine
souches bactériennes a savoir ; B. cereus,
Clostridium perfringens et S. aureus.
Cette dernicre est la plus sensible a I’action
du macérat méthanolique, alors que, le
macérat aqueux ne présente aucune activité
antibactérienne.

Sur  plusieurs  centaines  d’especes
médicinales et aromatiques disponibles en
Algérie, seulement quelques dizaines sont
exploitées [9] a des fins culinaires,
pharmaceutiques et thérapeutiques, surtout
dans les zones rurales. Pourtant, il serait
nécessaire de développer leur utilisation
contre les infections microbiennes qui
touchent la santé de 1’étre humain et ses
denrées alimentaires et causants des
intoxications et des toxi infections
alimentaires (TIA).

L’huile de la lavande extraite présente une
couleur jaune pale a orange. Le rendement
en huile essentielle est plus important que
celui trouvé par les travaux de Elharas et

24

al., Barkat et Laib ; Verma et al., [10-12]
ou ils ont rapporté un taux de I’ordre de
1,5; 1,36 et 2,3%, respectivement. Ces
différences peuvent étre dues, a I’origine,
non seulement aux conditions préparatoires
de la plante a I’extraction mais aussi de la
technique utilisée dans 1’extraction et dont
la distillation par entrainement a la vapeur
d’eau appliquée dans notre
expérimentation a donné un rendement
plus important que celle de [I’hydro-
distillation.

Les extraits de la lavande présentent une
composition tres complexe. Le criblage
phytochimique a révélé des taux élevés en
composés terpéniques, ce qui concorde
avec les données bibliographiques dont les
constituants majoritaires sont de nature
terpénique et principalement
monoterpénique [13]. Ces résultats sont
semblables a ceux signalés dans les études
de Barkat et Laib ; Abroomand Azar et al.,
[11,14], ou ces composés terpéniques sont
constitués de dérivés monoterpéniques
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oxygénés et des hydrocarbures
monoterpéniques, avec toutefois de
différence en ¢éléments composantes
comme celle signalé par Kulevanova et al.,
[15] sur des plantes collectées de la
montagne de Kozjak (Macedonia).

Cette différence de composition est due
probablement a diverses conditions
notamment ; I’environnement, le génotype,
I’origine géographique, la période de
récolte, le lieu de séchage, la température
et la durée de séchage, les parasites et la
méthode d’extraction [16,17].

Par sa composition chimique comprenant
plusieurs composants, [’huile de la lavande
présente un mode d’action qui implique
plusieurs cibles dans la cellule bactérienne.
La structure de groupement fonctionnel des
huiles essentielles joue un role important
dans la détermination du pouvoir
antibactérien des huiles essentielles [18].
Cependant, il apparait que le pouvoir
antibactérien contre les bactéries a Gram
positifs est plus important que les bactéries
a Gram négatifs, et dans ce contexte, il est
remarquable que I’huile extraite présente
une activit¢  importante contre  S.
typhimurium. Ces résultats sont confirmés
par Bosni¢ et al., [19], ou ils ont signalé un
effet faible a moyen vis-a-vis les souches
bactériennes E. coli et S. aureus, présentant
un diametre de 11,5 et 9mm, correspondant
a un pourcentage d’inhibition de 12,77 et
10% respectivement.

Les bactéries a Gram négatifs apparaissent
plus résistantes comparées a celle de Gram
positifs, cela est dii principalement a la
différence de structure de leur paroi
externe, ainsi que la membrane des
bactéries a Gram négatifs est plus riche en
lipo-polysaccharides et en protéine par
rapport de celles a Gram positifs qui
rendent ces bactéries plus hydrophiles, et
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empéche les terpénes de s’adhérer a la
structure en cause [20].

Cette activité est attribuée principalement
aux composants de Linalylacetate et linalol
conformémént aux travaux de Pattnaik et
al., [21] qui révelent I’inhibition de 17
souches bactériennes testées (Gram positifs

et négatifs) et 10 champignons
microscopiques.
Ce pouvoir antibactérien  apparait

influencer non seulement par les conditions
de croissance de la plante mais aussi a la
procédure d’extraction par distillation [22].
Les souches bactériennes S. aureus et S.
typhimurium sont les plus sensibles face
aux autres especes ctudides. Selon
plusieurs travaux, il apparait que la faible
activité, voire méme nulle, vis-a-vis de
certaines  souches  bactériennes  est
probablement attribuée a peu d’action des
monoterpenes, par contact direct, malgré
qu’ils sont reconnus comme trés bons
antiseptique [23]. L’activité contre les
autres souches bactériennes provient des
monoterpénols qui sont connus comme des
agents anti-infectieux polyvalents
(antibactériens et antifongiques) [24].

En outre, Les principes actifs contenus
dans I’huile essentielle se trouvent altérés
quand elle est extraite pendant une longue
durée a des températures élevée. Ces
observations ont été constatées par Elharas
et al, [10] a la température de 105 et
120°C qui est variable entre une distillation
de 6 et 12heures [25].

La période de récolte et stade de maturité
de la plante influent directement sur le
pouvoir antimicrobien. Ceci est rapporté
par les travaux de Nafajian et al., [26] qui
révelent que le meilleur temps de
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récolte est obtenu pendant la floraison
complete de la plante, car c’est le moment
ou le pourcentage maximum de linalol est
obtenu.

D’apres les résultats obtenus de ’effet du
macérat méthanolique, il ressort que ce
dernier présente aussi une activité
moyenne, seulement sur les bactéries a
Gram positifs a savoir ; S. aureus, B.cereus
et Clostridium perfringens, sachant que les
bactéries Gram négatifs sont résistantes.
Cette activité est attribuée par les
composés  hétérosides  stéroliques et
triterpéniques composantes du
monoterpénols et notamment le linalol, et
qui possede un pouvoir anti-infectieux
[27]. Le linalol et I’o-terpinéol sont tres
actifs sur les bactéries a Gram positifs et
méme sur celles antibio-résistants [28], qui
posseédent D’extrait confirmé par les
résultats de criblage phytochimique et qui
s’adherent a la paroi des bactéries a Gram
positifs. Toutefois le macérat aqueux, en
raison de sa composition chimique pauvre
en composés terpéniques et flavonoides ne
présente en effet aucune activité
antibactérienne.

Sur le plan économique, il est souhaitable
de procéder a une analyse approfondie des
mécanismes d’action de ces composés et
une recherche plus avancée sur la synergie
des composés de base et 1’association
d’extraits d’huiles essentielles dans les
produits alimentaires [11].

Conclusion
L’activité antibactérienne remarquable de

L. angustifolia M., contre les souches
S.aureus, S. typhimurium et B. cereus,
principaux agents responsables
d’intoxication et toxi-infection alimentaire
(TTIA) prouvent leurs propriétés
médicinales qui sont utilisées dans la
médecine moderne que traditionnelle.
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A travers I’analyse phytochimique et les
résultats de 1’activité antibactérienne, il est
donc nécessaire de procéder a une enquéte
plus approfondie en ce qui concerne
I'extraction avec différents solvants, le
fractionnement et la purification de
compos€s bioactifs ainsi que le mode
d'action des composés extraits sur les
cellules microbiennes, et encore une
recherche plus avancée sur la synergie des
composés de base et 1’association
d’extraits d’huiles essentielles dans les
produits alimentaires. Enfin, ces propriétés
naturelles des huiles essentielles en font
des agents de conservation trés prometteurs
pour I’industrie alimentaire
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