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Introduction

1- Introduction

Depuis I’antiquité, les produits naturelles, notamment, ceux d’origine végétale constituent une
source d’intérét primordial pour ’homme qui a utilisé diverses plantes trouvées dans son
environnement afin de traiter et de soigner toute sortes de maladies (Justus, 2018).
Récemment, la médecine connait un engouement extraordinaire a travers le monde entier, par
I’utilisation des plantes médicinales (PM), qui sont actuellement 1’objet de nombreuses
recherches scientifiques pour le traitement des différentes pathologies (Lammari, 2021).

Les PM représentent un réservoir immense de composés potentiels attribués aux métabolites
secondaires qui ont I’avantage d’étre d’une grande diversité de structures chimiques et ils
possedent un trés large éventail d’activités biologiques. Les huiles essentielles (HEs)
représentent 1’un des principaux composes qui nécessitent une attention particuliére, en effet,
leur secteur a bénéficié d’une croissance rapide, soutenue par 1’étendu et la diversité des
secteurs de leurs application (Bedou, 2019 ; Alatawi, 2021).

L’ Algérie, vue de sa situation géographique et sa diversité climatique, dispose d’une richesse
floristique naturelle. Elle compte environ 3000 especes de plantes dont 15% sont endémiques.
Les espéces de la famille Lamiacée constituent 1’un des espéces les plus dominant et les plus
riches en HEs. Elles sont largement utilisées en aromathérapie grace a leurs vertus
thérapeutiques intéressantes (Hamel et al., 2018).

Cette étude s’inscrit dans le cadre d’explorer des biomolécules d’origine naturelle issu d’une
plante médicinale. En effet, 1’accent est mis sur I’extraction, I’étude physicochimique et
I’évaluation de différentes activités biologiques de I’HE de Lavandula dentata L. en vue de
son application en biothérapie.

Pour ce faire, plusieurs étapes s’aveérent nécessaires :

Une étude bibliographique concernant des généralites sur les PM ; une description de la plante
étudiée Lavandula dentata L., et un bref apercu sur les huiles essentielles, ainsi qu’une
présentation aux différentes activités biologiques qui ont été mise en évidence.

La partie matériel et méthode est consacrée aux differentes approches illustrant 1’extraction
de ’HE de Lavandula dentata L., la détermination de ses propriétés physico-chimiques,
(caractéristiques organoleptiques et analyse chromatographiques) et 1’évaluation de ses
activités biologiques & savoir; L’activité antimicrobienne, ’activité antalgique, ’activité

anticoagulante, 1’activité anti-Alzheimer, 1’activité antidiabétique et I’activité antioxydante.



Introduction

La partie résultats et discussion est portée sur la comparaison entre les recherches précédentes
et celle obtenue dans la présente étude. Finalement, le mémoire se termine par une conclusion

qui ouvre des perspectives futures sur le theme étudié.
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Revue bibliographique

2- Revue bibliographique
2.1- Plantes medicinales
2.1.1- Définition

Les PM possédent dans leurs organes (feuilles, fleurs, racines...etc.) des molécules a vertus
préventives ou curatives. Ces plantes peuvent avoir également des usages alimentaires,
condimentaires ou hygiéniques. L’action thérapeutique de la PM est liée a son utilisation entiére
sous forme de totum, et non réduite a des molécules de principes actifs (Bonnafous, 2013 ;
Bellamine, 2017).

2.1.2- Composition des plantes médicinales

Chaque PM contient plusieurs centaines de composants, certains jouent un role important dans
’activité thérapeutique et sont désignés comme substances bioactifs. Les composants les plus
importants des PM sont : les HEs, les phénols, les flavonoides, les alcaloides et les tannins qui

sont des produits du métabolisme secondaire des plantes (Rombi et Robert, 2015).
2.1.2.1- Huiles essentielles

Les HEs sont des molécules a noyau aromatique, offrant a la plante une odeur caractéristiques.
Elles jouent un r6le dans la protection des plantes contre un exces de lumiere et attire les insectes
pollinisateurs. Elles sont utilisées pour soigner des maladies en raison de leurs effets
thérapeutiques, aussi dans I’industrie cosmétique et alimentaire (Iserine et al., 2001 ; Dunstan
etal., 2013).

2.1.2.2- Alcaloides

Les alcaloides sont des substances naturelles azotées a réaction basique fréquente issus d’acides
aminés. lls portent le nom du végétal qui les contient. Tous les alcaloides ont une action
physiologique intense, medicamenteuse ou toxique, les alcaloides ont donné naissance a de

nombreux médicaments. Exemples : quinines et morphines (figure 1) (Ali-Delille, 2013).
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Figure 1 Structure de morphine et de quinine (Boutefnouchet et al., 2020)
2.1.2.3- Flavonoides
Les flavonoides (figure 2) sont a 1’origine de la coloration des feuilles, fleur, fruit ainsi que
d’autres parties végétales. Ils sont des antibactériennes qui posseédent aussi des propriétés anti-
inflammatoires et antivirales. Ils peuvent étre utilisés dans plusieurs industries comme

I’industrie cosmétique, alimentaire et pharmaceutique (Wichtl et Anton, 2009).

CH O

Figure 2 Structure générale des flavonoides (Heim et al., 2002)

2.1.2.4- Phénols

Les phénols sont des petites molécules constituées d'un noyau benzénique et au moins d'un
groupe hydroxyle (figure 3), ces phénols sont solubles dans les solvants polaires, leur
biosynthése dérive de l'acide benzoique et de I'acide cinnamique. lls possédent des activités

anti-inflammatoires, antiseptiques et analgésiques (Iserin et al., 2001).

OH

Figure 3 Structure générale des phénols (Laurent, 2017)

4



Revue bibliographique

2.1.2.5- Tannins

Les tannins (figure 4) sont des composés phénoliques (polyphénols) accumulés dans les racines,
I’écorce, les feuilles et quelquefois dans les fruits de certaines plantes (arbres, arbustes,
arbrisseaux ...etc.). lls se caractérisent par leur saveur amére et astringente. lls possedent en
outre des propriétés antiseptiques, antibiotiques, astringentes, anti-inflammatoires, anti-

diarrhéiques, anticoagulantes et VVasoconstrictrices (Baba Aissa, 2011).

HO O

HO OH

OH

Figure 4 Structure générales des tannins (Kavitha et Kandasubramanian, 2020)

2.1.3- Préparation des plantes médicinales
2.1.3.1- Récolte

En médecine traditionnelle, la récolte des PM est une étape trés importante. Certaines plantes
peuvent étre cueillies toute 1’année, mais la plupart doivent étre récoltées & un moment précis
de leur croissance. La récolte doit étre effectuée au moment le plus favorable afin de conserver

I’efficacité des principes actifs (Debuigne et Couplane, 2013).
2.1.3.2- Séchage

Le séchage des PM est une technique qui consiste a déshydrater le végétal. Il est effectué juste
aprés la récolte en respectant certaines conditions et quelques régles génériques. En effet,
quelques conditions s’avérent nécessaires pour sécher les PM a savoir ; la température reste
stable et relativement chaude (comprise entre 30 et 40°C) et I'humidité relative de l'air soit
minimale. En revanche, des températures de séchages supérieures a 40°C peuvent détruire les
composants médicinaux des HES qui sont trés sensibles a la chaleur, ce qui entraine la perte de
ces intéréts thérapeutiques. Le séchage doit étre rapide et dans un endroit bien aéré et a 1’abri

de la lumiere (Debuigne et Couplane ,2013).
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2.1.3.3- Conservation

Des PM parfaitement séchées et bien conservées gardent trés bien leurs vertus et peuvent étre
employées durant une année. Au-dela de cette période, leur pouvoir diminue et 1’action
thérapeutique disparait. Le stock de plantes doit étre renouveler chaque année. La conservation
est, en effet, réalisée dans des bocaux de verre ou dans des sacs en papiers, dans un endroit sec,
a l'abri de la lumiére et de I'numidité. Une plante séchée saine et utilisable doit garder le méme
aspect, la méme couleur et un bon parfum identique a celui constaté le jour de la fin de séchage
(Debuigne et Couplan, 2013).

2.2- Plante étudiée : Lavandula dentata
2.2.1- Généralités

Lavandula dentata (L. dentata) appartenant a la famille des lamiacées, qui représente une
grande famille, trés typique du monde végétal et posséde une importance économique due a sa
richesse en HEs. Elle s'agit de I'une des principales familles de plantes dicotylédones qui
comprend environ 7200 espéces, avec 258 genres répartis en sept ou huit sous-familles qui
représentent des plantes herbacées, des arbustes et tres rarement des arbres ou des lianes.
(Lazarin et Couplan, 2010).

Le genre Lavandula est I'un des plus importants genres des Lamiacées affilié a la sous-famille
des Népétoides. Il est composé d’environ 39 especes toutes originaires des régions séches,
ensoleillées et rocailleuses du monde. Les plantes de ce genre sont melliféres et célébres pour
leurs fleurs en épis blancs, roses, bleus ou violets, elles sont agréablement parfumées de mars a
septembre (Bachiri et al., 2016).

En Algérie L. dentata est connu sous le nom Djaida. Appelée aussi, Lavande frangée, Khzama
et Helhal en arabe, Dentée et Lavande anglaise en francais (Lim, 2014 ; Bousmaha et al., 2005 ;
Hui et al., 2019).

L. dentata est une plante vivace aromatique. Elle est un arbuste au port dressé branches,
ligneuses a la base et longuement dénudées sous les epis floraux (figure 5). Elle mesure entre

50 & 90 cm et atteindre jusqu’au 1 m de haut et de large (Giuliani et al., 2020).
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Figure 5 Photo de Lavandula dentata L. (Original,2022)
2.2.2- Taxonomie
Selon le Catalogue of life (2022), la classification de L. dentata est décrite dans le tableaul

Tableau 1 Classification de la plante L. dentata

Reégne Plantae
Embranchement Tracheophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiales Bromhead
Famille Lamiaceae
Genre Lavandula L.
Espéce Lavandula dentata L.

2.2.3- Répartition géographique

La lavande dentée pousse sur les sols siliceux et les garrigues des régions arides
méditerranéennes ou sahariennes. Leurs stations naturelles s’étendent du bord de mer jusqu’a
des altitudes de 2500 m. Généralement, elle habite les lieux a climat tempéré et doux, dont les
sols est pauvre et rocheux. En effet, elle présente sur toute la largeur de I’ Afrique du nord et
jusqu‘au sud de la péninsule arabique : au Maroc, Espagne, Algérie, Ethiopie, Yémen, Arabie

Saoudite, Erythree, Jordanie. Elle est considérablement cultivée pour ses fleurs aromatiques
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dans différentes régions de France Italie, Angleterre, et méme a I’extréme nord de la Norvege

(Bousmaha et al., 2005 ; Rebey et al., 2017).
2.2.4- Applications thérapeutiques et utilisation

Des recherches pharmacologiques se montrent que L. dentata possede un large spectre
d’activité biologique principalement les propriétés sédatives, antibactériennes, antifongiques,
antidépressives, anti-oxydantes, anti-inflammatoires, anticancéreuses et antivirales. La lavande
dentée est une PM utilisée dans la médecine traditionnelle comme antidiabétique,
antispasmodique, antihypertenseur contre la grippe et les coliques néphrétiques, ainsi que la
prévention des maladies cardiovasculaires et dégénératives (Balasundram, 2006 ; Imelouane et
al., 2019).

L. dentata est utilisée également dans la préparation des parfums, des savons, des poudres de
talc et des bougies parfumées), aussi dans I'ornementation et comme plante mellifére (Qneibi,
2018 ; Imelouane et al., 2019).

2.3- Huile essentielle : bref apercu

Selon AFNOR NF T 75-006, I’HE est définie comme « un produit obtenu a partir d’une maticre

premiere végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par hydrodistillation ».

Selon la Pharmacopée Européenne, (2008), une HE est un « produit odorant, généralement de
composition complexe, obtenu a partir d’une matiere premicre végétale botaniquement définie,
soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation séche, soit par un procédé mécanique
approprié sans chauffage. Une HE est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un

procédé physique n’entrainant pas de changement significatif de composition »

Les HEs sont largement répandues dans le monde végétal mais n’existent quasiment que chez
les vegétaux supérieurs. Elles se trouvent en quantité appréciable chez environ 2000 especes
réparties en 60 familles botaniques, parmi lesquelles les Lamiacees, les Astéracées, les
Rutacées, les Cannelacées, les Lauracées, les Myrtacées et les Zingibéracées (Al Abed et
Kambouche, 2003 ; Amri, 2015).

Les HEs se localisent dans toutes les parties vivantes de la plante, aussi bien dans les fleurs ;
les feuilles ; les fruits et les tiges que dans les écorces, les graines, les racines, les rhizomes ou

le bois. Elles se forment dans des cellules sécrétrices variables selon I’organe végétal considére,
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puis elles s’accumulent avant qu’elles soient stockées dans des cellules spécialisées regroupées

en poches ou en canaux secréteurs (Abdelli, 2017 ; Chenni, 2016).
2.3.1- Méthodes d’extraction

L’extraction des HEs est nécessairement une opération complexe et délicate. Elle a pour but,
en effet de capter et recueillir les produits les plus volatils et fragiles qu’élabore la plante, et
cela sans altérer la qualité. Il existe deux méthodes d’extraction des HEs a savoir ; les méthodes

conventionnelles et les méthodes innovatrices (Boukhatem et al., 2019).

Le choix de la méthode la mieux adaptée a I’extraction de I’HE se fait en fonction de la nature
de la matiére végétale a traiter, des caractéristiques physico-chimiques de I’extrait et son usage
(Hessas et Simoud, 2018).

2.3.1.1- Techniques Conventionnelles

Plusieurs procédés des techniques conventionnelles sont mentionnés dans la littérature. En

effet, les techniques qui vont étre décrites ci-dessous sont les plus utilisées.
2.3.1.1.1- Distillation

Lors de la distillation des HEs ; nombreux phénomeénes sont a la base des échanges de matiére
entre les phases : solide, liquide et vapeur, d’ou I’influence des plusieurs paramétres sur la
qualité et le rendement de la production de ces essences végétales. Il existe trois différents
procedés utilisant le principe de la distillation & savoir : 1’hydrodistillation ; 1’hydro-diffusion
et I’entrainement a la vapeur d’eau (Ouis, 2015).
A- L’hydrodistillation

L’hydrodistillation est la technique la plus répandue pour I’extraction. Elle consiste a immerger
le matériel végétal sec ou frais a traité dans une cuve remplie d’eau, ’ensemble est ensuite porté
a ébullition. Apres, Les vapeurs hétérogénes formés sont condensées par un systeme de
réfrigération par courant d’eau, et L’HE se sépare de I’hydrolat par différence de densité

(Chenni, 2016). L’opération est décrite dans la figure 6
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A

Condenseur

Colonne de distillation =0

Cohobage < .
™ +«—— Huile essentielle

«<—— Phase aqueuse

/ Vase florentin

Réacteur — >

Matériel végétal «—— Eau

Plaque chauffante

Figure 6 Schéma de montage de I'hydrodistillation (Chenni, 2016)

B- Entrainement a la vapeur d’eau

L’entrainement a la vapeur d’eau est la technique la plus récente de distillation dans laquelle il
n’y a pas de contacte directe entre la matiére végétale et I’eau. Elle apporte une amélioration a
la qualité de I’HE en réduisant les altérations hydrolytiques. Son procédé consiste a produire un
vapeur d’eau dans une chaudicre séparée, puis ’injecter a la base de I’alambic. Ensuite elle
remonte a I’intérieur et traverse la plante en dissolvant et évaporant les molécules aromatiques.
Aprés, la vapeur hétérogene passe par un systeme de refroidissement qui entraine sa
condensation en liquide saturé d’eau sur lequel flotte I’HE (Deschepper, 2017). La figure 7
illustre le montage de cette méthode.

Condenseur

Alambic —— | §

Matériel végétal

e« Huile essentielle

«=—— Phase aqueuse

R A B e Vase florentin

Chaudiére — 3

Figure 7 Schéma de montage de I'entrainement & la vapeur d'eau (Chenni, 2016)
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C- Hydro-diffusion

L’hydro-diffusion (figure 8) est une technique relativement récente. C’est une variante de
I’entrainement a la vapeur d’eau. Son principe consiste a pulser du haut vers le bas de la
vapeur d’eau a pression réduite de sorte qu’il traverse la masse végétale. La condensation
du mélange de vapeur contenant I’HE se produit sous la grille retenant la mati¢re végétale.

L’avantage de cette méthode est d’étre plus rapide donc moins dommageable pour les

composeées volatils (Abdelli, 2017 ; Hessas, 2018).

* |«—— Alambic

—— Matérie] végétal

Condenseur

Cohobage | +«—— Huile essentielle

e— Phase aqueuse

Crrroeee

T T T N I |

Vase florentin

Chaudiére ——»

Figure 8 Schéma de dispositif de I'nydro-diffusion (Chenni, 2016)

2.3.1.1.1- Expression a froid

L’expression a froid (figure 9) est une technique sans chauffage. Elle est réservée a I’extraction
des zestes des agrumes. Elle est fondée sur la rupture des péricarpes réservoirs d’essence
olfactive. Son principe consiste a rompre les poches a essences par un moyen mecanique,
pression, incision ou abrasion & froid. L'HE entrainée par un courant d'eau sera séparée par

décantation ou centrifugation (Bonnafous, 2013 ; Alloun, 2018).

11
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Figure 9 Photo de dispositif de I'expression a froid (Chenni, 2016)
2.3.1.1.2- Extraction par solvant

L’extraction par solvant est une technique utilisée pour extraire des substances odorantes
volatiles a partir des organes de végétaux trop fragile et qui ne supportent par la chaleur. Cette
méthode consiste a épuiser la matiére végétale a I’aide d’un solvant appropri¢ pendant une durée
déterminée. Aprés décantation et concentration, le solvant est ensuite éliminé par distillation
partielle et on obtient un mélange pateux odorant appelé concréte. Ce dernier ne contient pas
uniquement des molécules volatiles mais également des cires et des acides gras. Les solvants
les plus utilisée a 1’heure actuelle sont : I’hexane, cyclohexane, 1’éthanol, moins fréquemment

le dichlorométhane et I’acétone (Boukhatem, 2019 ; Bouyahyaoui, 2020).

2.3.1.1.3- Enfleurage

L’enfleurage est une technique utilisée pour extraire les substances odorantes des fleurs fragiles
qui ne supporte pas la chaleur de la distillation. Elle est fondée sur 1’affinité pouvant existée
entre un corps gras et une HE. Son principe consiste a déposer les pétales des fleurs a une
température ambiante, sur des plaques enduites de graisses solides sur lesquelles, elles
séjournent de 24 a 78 heures. On obtient ainsi une pommade (graisse saturée en constituants

volatils) a partir de laquelle, on récupére les produits volatils floraux au moyen d’un alcool
(Alloun, 2018).

2.3.1.2- Techniques innovantes

Pour surmonter les limites des méthodes d’extraction conventionnelles, de nouvelles techniques
d’extraction prometteuses sont introduites appelées méthodes innovantes. Elles regroupent
I’extraction par fluide supercritique, I’extraction assistée par micro-onde et I’extraction assistée

par ultrason (Triaux, 2019)

12
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2.3.1.2.1- Extraction par fluide supercritique

L’originalit¢ de la technique d’extraction par fluide supercritique (SFE), provient de
I’utilisation de solvant dans des conditions de températures et de pressions ou il se trouve dans
un état intermediaire aux phases liquides et gazeuses et présente des propriétés
physicochimiques différentes. Le solvant le plus utilisé est le dioxyde de carbone (CO>), pour
des raisons pratiques. Ainsi que sa facilité d’obtention grace a ses pressions et températures
critiques relativement basses. Il est non toxique, non inflammable, inerte et disponible a haute

pureté et a faible cout (Bonnafous, 2013 ; Boukhatem et al., 2019).

SFE est une alternative a 1’utilisation de solvants chimiques, et une avancée vers la séparation
de composés a hautes valeurs ajoutées. Elle consiste a charger la matiére végétale dans
I’extracteur, puis le COz introduit sous pression est réfrigéré. Ensuite Le CO> reprend sa forme
gazeuse par une réduction de pression, et il conduit vers un séparateur ou il sera séparé en extrait
et en solvant. Apres évaporation du solvant, I’extrait est décanté pour obtenir 1’absolu. Enfin le
CO2 est récupéré dan un condensateur et recyclé pour de nouvelles opérations (Chenni, 2016).
La figure 10 ci-dessous présente le schéma de cette technique.

CO; a I'état supercritique + Extrait CO; a I'état gazeux

> ><] >

Séparateur

Extracteur Condenseur

Pompe

CO; & I'état supercritique CO, a I'état liquide

Figure 10 Schéma du procédé de I'extraction par CO2 supercritique (Negahban et al.,2012)

2.3.1.2.2- Extraction assistée par micro-onde

L’extraction par micro-onde (figure 11) est une technique récente qui combine 1’utilisation des
microondes et d’autres méthodes conventionnelles. Elle consiste a placer la matiere végétale

dans un réacteur au sein d’un four et chauffé par les micro-ondes sans 1’ajout d’eau ou de

13
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solvant. Les vapeurs sont ensuite entrainées dans le col de cygne avant d’étre condensées dans

le réfrigérant puis recueillies dans un essencier (Lucchesi, 2006).

Y

<

Condenseur

||| Cohobage | |
— —L_ Huile essentielle
«—— Phase aquese

A

Vase florentn
| ]
o .« Four a Micro-ondes
Materie] vegetal
Reacteur y
9

Figure 11 Schéma de montage de I'extraction sans solvant assisté par micro-ondes
(Chenni,2016)

2.3.1.2.3- Extraction par ultrason

L’extraction par ultrason est une technologie émergente qui a ét¢ mise au point dans le but
d’améliorer I’efficacité et le rendement d’extraction, et de réduire le temps et la consommation
d’énergie durant I’extraction. Son principe consiste a immerger la matiere végétale dans I’eau
ou le solvant, et de la soumettre a I’action des ultrasons. Elle est utilisée pour I’extraction des
composés aromatiques ou des essences de plantes, mais elle a surtout été developpée pour
I’extraction de certaines molécules ayant un intérét thérapeutique. Les types d’équipements
couramment utilisés dans les laboratoires sont le bac et la sonde a ultrason (figure12) (Mnayer,
2014 ; Chenni, 2016).
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Figure 12 Extraction aux ultrasons bac et sonde (Mnyayer,2014)

2.3.2- Composition chimique des HEs

Une HE est un mélange complexe et variable, constituée de dizaines vers centaines des
composés chimiques. La plupart du temps elle comporte un ou deux composants majoritaires
qui jouent le role central de ses propriétés thérapeutiques. En effet, les constituants d’une HE
appartiennent a deux groupes distincts : Les terpénoides et les phénylpropanoides. (Laurent,
2017), La structure des composants prépondérants des HEs est schématisée dans la figure 13.

2.3.2.1- Terpénoides

Les terpénoides sont définis comme une classe modifiée des terpenes qui sont des molécules
chimiques synthétisées a partir d'isoprene (CsHs) avec des groupes fonctionnels différents, et
groupes méthylés-oxydés déplacés ou supprimés a divers endroits. Les monoterpénes sont les
composants majoritaires des HEs avec 90%, suivi des sesquiterpenes. Tandis que, les
diterpenes, triterpénes, et les tétraterpénes avec leurs dérivés oxygénés sont détectés en petites
quantités (Stephane et al., 2020 ; Masyita et al., 2022).

» Les monoterpénes : sont des hydrocarbures aliphatiques, saturés ou insaturés. Ils ont
constitué de deux unités isopréniques(C10). Selon le mode de couplage  « téte-
queue », ils peuvent étre acycliques, monocycliques ou bicycliques. Souvent, rattachant
a certain nombre de substances a fonctions chimiques a titre d’exemple ; Ethers, Esters,

Alcools, Cétones, Phénols, Aldéhydes (Chaib, 2018).

> Les sesquiterpenes : sont constitués de trois unités isopréniques. lls ont une structure
similaire de celle des monoterpénes. Les carbures alcools et cétones étant les plus
fréquents (Guinard, 2016).
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2.3.2.2-  Phénylpropanoides

Les phénylpropanoides sont des composés biologiquement actifs des PM. La structure de base
est I'unité C6-C3 de cycle benzénique (C6) généralement, lie a une chaine latérale a trois
carbones (C3) en position 1 et oxygéné en troisieme/quatrieme/cinquiéme position/s. parmi Les
phénylpropanoides les plus retrouvées dans les HEs ; les phénols et les éthers de phénols
(Stevanovic et al., 2020).

2.3.2.3-  Autres constituants

Les essences peuvent contenir des traces des autres composants. Il s’agit de produits résultant
de la transformation de molécules non volatiles provenant d'acides gras insaturés, de lactones,

de terpenes, de glycosides, et composés contenant du soufre et de I'azote (Hyldgard et al.,2012).

1. Terpenes
_Monoterpenes
Carbure monocyelic Carbure bicyclic
Cymene ¥} or p.cymene Sabinene Alpha-pinene Betapinene

Léi HQCR,

Alcohol acyclic Phenol

Citronellol Geranio Carvacrol Thymol

| OH

-Sesquerpitenes
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2. Aromaftic compounds
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o ~CH,
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=

_ _ NN
OCH |
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Figure 13 Structure chimique des composants prépondérants des HEs (Bakkali et al., 2008)
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2.3.3- Propriétés et caractéristiques physico-chimiques

Les HEs sont constituées des molécules aromatiques de trés faible masse moléculaire. Elles
sont trés odorantes, volatiles, inflammables, liquides a température ambiante. Leurs couleurs
varient du jaune au vert en passant par le rouge ou le marron foncé. Leur densité est inférieure
a celle de I’eau, exception faite pour les HEs de clou de girofle, cannelle et sassafras qui sont
plus lourde. Elles sont solubles dans 1’alcool, 1’éther, le chloroforme, les émulsifiants, acide
gras et dans la plupart des solvants organique et insoluble dans I’eau. L’HE a un indice de

réfraction élevé et elle est optiquement active (Bruneton, 1999).

2.3.4- Méthodes d’analyse des HEs

De nombreuses techniques d'analyse sont utilisés pour vérifier l'authenticité de HE et
déterminer sa composition chimique, on cite entre autres, la chromatographie en phase gazeuse
(CPG), le couplage CPG/MS (spectrométrie de masse) et le CPG/FID (détecteurs a ionisation
de flamme) (NurAidha et al., 2020).

2.3.4.1- Chromatographie en phase gazeuse

La CPG est une méthode d’analyse par séparation qui s’applique aux mélanges complexes. Elle
est parfaitement adaptée aux composés volatils et permettre la détection et 1’individualisation
des constituants chimiques mineurs a partir d’échantillon de I’ordre de milligramme voire
microgramme, en particulier, lorsqu'elle est utilisée en association avec un détecteur ou un
appareil spécifique. La phase stationnaire représente un liquide non volatil réparti ou greffé sur
un support inerte. La phase mobile est constituée de gaz inerte (H2, N2, He). La solution est
injectée au moyen d'une seringue soit manuellement, soit avec un injecteur automatique qui
permet d'obtenir une meilleure reproductibilité. La chambre d’injection est maintenue a une
température dont la vaporisation de 1’échantillon se fasse dans un temps le plus court possible.
La separation des composés dépend du type de colonne utilisée et de la polarité de la phase
stationnaire (Moghaddam et Mehdizadeh, 2017).

2.3.4.2- Chromatographie en phase gazeuse/un détecteur FID

Aprés avoir choisi le type de colonne appropriée et un programme de température adéquat, la
détection des composés élués est obtenue par un détecteur FID. Dans le cas desHEs , le FID est
le détecteur le plus cité dans la littérature (Figueredo, 2007).

Le FID est une méthode de détection efficace, sensible et polyvalente, particulierement indiquée
pour I’analyse de produits naturels volatils. Elle repose sur une flamme générée par la

combustion d’un flux hydrogéne mélé a 1’air ultra pur. Le gaz porteur qui sort de la colonne
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capillaire passe a travers cette flamme. Lorsqu’une molécule organique portée par le gaz atteint
la flamme, elle est oxydée et génere des ions chargées électriquement. Des électrodes prés de
la flamme mesurent en temps réel le courant électrique ainsi généré, qui est reporté sur un

chromatogramme (Gelais, 2014).

2.3.4.3- Chromatographie en phase gazeuse/spectrométrie de masse

Le couplage CPG/SM, est la technique utilisée en routine pour la détermination de la
composition chimique des HEs. Elle est une méthode qui se base sur la séparation des
constituants a I’aide de CPG et leur identification par le biais de la SM: Elle permet d’identifier
avec précision les molécules séparées dans le systeme chromatographique en mesurant le
rapport m/z de I’ion moléculaire, aussi en étudiant leurs profils de fragmentation dans des

conditions analytiques définies (Moutaouakkil et al., 2018).

2.3.5- Intéréts des huiles essentielles

Les HEs constituent une matiére premicére destinée a divers secteurs d’activités. Leur
popularité s’est accrue d’une fagon considérable ces derniéres années. En effet, la recherche
industrielle de ces composées a forte valeur ajoutée est hautement demandée, et ce grace a la
multiplicité de leurs usages dans de nombreux secteurs industriels et 1’engouement des

consommateurs pour ces produits de qualité.

L’intérét accru de la population pour les produits de santé¢ naturels a contribué¢ au
développement de I’industrie des HEs. Selon I’Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS), 80
% de la population mondiale a recours aux médecines traditionnelles pour satisfaire des besoins

en soins de santé primaire.

Les HEs représentent un outil thérapeutique trés efficace qui permet d’¢largir le champ des
traitements médicaux. Elles peuvent étre utilisées directement comme agents thérapeutiques,

mais aussi comme matiéres premieres pour la synthése de principes actifs.

L’utilisation des HEs dans différentes pathologies (digestive, infecticuse, ...etc.) fait appel a
leurs propriétés : anti-infectieuse, antalgique, anti-inflammatoire, sédative, antimicrobien,

antispasmodique et antioxydante (Bessah, 2015).

L’industrie des cosmétiques, savonneries et parfums constitue le plus gros consommateur

d’HEs. II représente 60% de la demande totale en substances naturelles, selon la société

nationale de développent de la recherche (NRDC). Ce secteur se caractérise par une tres grande

variété de produits et de prix souvent éleve. Les HEs sont utilisées comme matiere premiére de

base dans la fabrication des parfums et aussi pour soigner la peau (I’acné, les rides), les cheveux
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(contre les pellicules, cheveux cassants, ternes, sec, gras...etc.) et la silhouette (vergetures,

cellulite).

Les HEs sont utilisées dans I’industrie agro-alimentaire comme des rehausseurs de gout des
aliments et la conservation grace aux effets antimicrobiens et antioxydants de certains de leurs
constituants. Ces agents naturels viennent réduire ou remplacer les agents de conservation
chimiques qui présentent des effets néfastes sur la santé. Elles sont également employées
quotidiennement dans les préparations culinaires (ail, thym, laurier...etc.) et aussi utilisées en

confiserie (bonbons, chocolat...etc.) (Bessah et benyoussef, 2015 ; Ouis, 2016).
2.3.6- Toxicité des huiles essentielles

Malgre les activités bénéfiques des HEs, elles ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisées
sans risque. Elles sont toxiques a fortes doses et peuvent induire des troubles tres graves. Elles
sont dangereuses, en raison de leur hépatotoxicité, dermotoxicité, neurotoxicité, et
néphrotoxicité. Elles ont aussi des effets tératogenes, abortifs et cancérogéenes. Notons que,
certaines précautions, sont nécessaires pour évaluer le danger potentiel des HEs qui sont
successibles de représenter a un certain niveau d’exposition afin d’éviter tout risque. Il est
impératif de se souvenir que produit naturel issu de plante n’implique pas innocuité absolue
(Bouhadouda, 2016 ; Deschepper, 2017).

2.4- Activités biologiques des huiles essentielles

Les HEs et leurs composants possédent nombreuses activités biologiques spécifiques. Elles ont
montré plusieurs capacités thérapeutiques et médicinales tels que 1’activité antimicrobienne,
antalgique, anticoagulante, anti-Alzheimer, antidiabétique et antioxydante ainsi que d’autres
activités qui sont démontrées dans des recherches récentes (Ismaili et al., 2017).

2.4.1-Activité antimicrobienne

L’utilisation des antibiotiques pour lutter contre les microorganismes pathogeénes est limités en
raison de leurs effets cancérogenes, leur toxicité aigue et leur danger pour 1’environnement en
plus du probléme de la résistance bactériennes a cette classe thérapeutique. L’augmentation de
la résistance aux antimicrobiens a orienté la recherche pour I’identification de nouvelles
biomolécules avec une large activité antibactérienne. Pour cela, 1’exploitation des HEs pour

lutter contre diverses maladies infectieuses est utile (Rudramurthy et al., 2016).

Les HEs possédant un pouvoir antimicrobien vis-a-vis des bactéries gram-positif et gram-

négatif, les champignons et les virus. Un large éventail de pathogénes fongiques humains,
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animaux et agricoles ont montré une importante sensibilité aux HESs in vitro ce qui accroit

I’intérét pour leur application thérapeutique et industrielle (Bertella, 2019).

Les principales méthodes de détermination du pouvoir antimicrobien des HESs sont la technique
de micro atmosphére et les techniques par contact direct. Les méthodes utilisees par cette
derniére sont la technique de diffusion des disques (aromatogramme) ou des puits (cylindres)
ainsi que la méthode de dilution en milieu liquide ou solide qui serve a déterminer les

concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides (CMB) (Bertella, 2019).

Malgré le grand nombre des recherches sur 1’activité antimicrobienne des HEs, le nombre des
¢tudes sur les mécanismes d’action de ce pouvoir reste négligeable. Le mode d’action des HEs
sur les cellules bactériennes n’est pas clairement ¢lucidé. Du fait, de la diversité quantitative et
qualitative des constituants des HEs, il est probable que leur activité antimicrobienne ne soit
pas attribuable a un mécanisme unique, mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire

(figure 14) (Bajpai et Kang, 2010).

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

Le mode d’action des HE 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, une perturbation chémo-osmotique et une fuite
d’ions (K+) (Daouda, 2015).

Coagulation du

l::vtopl.asme Epuisement de la

Force proton-motrice

Libération des
costituants cellulaire
(métabolites + ions)

Endommagement de la

Paroi cellulaire Membrane

cytoplasmique

Endommagement des
protéines membranaires

Figure 14 Sites et mécanismes d'action des HEs sur les bactéries (Burt, 2004)
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2.4.2- Activité antalgique

La douleur est définie par ’association internationale pour 1’étude de la douleur comme étant
une expérience sensorielle et émotionnelle désagréable, associée a une lésion tissulaire réelle
ou potentielle, ou décrite en ces termes. La transmission douloureuse est un phénoméne
complexe, impliquant des mécanismes électrophysiologiques et neurochimiques. L’énergie du
stimulus va étre transformée en un message nerveux grace aux nocicepteurs, les récepteurs
sensoriels de la douleur. Les nocicepteurs peuvent étre stimulés directement (par stimuli
mécanique ou thermique) ou indirectement suite a une inflammation. 1l existe deux types de
douleur ; la douleur aigue et la douleur chronique. La durée d’évolution est 1’élément

prépondérant qui permet de distinguer entre les deux (Athamena, 2020).

Les antalgiques ou les analgésiques sont des médicaments a action symptomatique qui atténuent
ou abolissent les sensations contrairement aux anesthésiques. Il existe deux types; les
antalgiques morphiniques ou centraux atténuent ou suppriment la douleur d’une fagon globale
et leur point d’impact est central, ainsi que, les antalgiques non morphiniques qui sont moins
forte. Les plante et leurs extraits continueront d’étre la source de nouveaux médicaments. Elles
sont composees de plusieurs molécules actives agissant souvent en synergie pour fonction de
soulager les douleurs. La morphine fait parti des médicament antalgiques, qui ont été isolée

depuis des sources naturelles (Bounihi, 2016).
2.4.3- Activité anticoagulante

L’hémostase est un mécanisme de réponse physiologique pour limiter les pertes sanguines apres
blessure vasculaire. Elle est essentielle a la conservation de I’intégrité de systéme vasculaire et
par la méme a la survie de 1’organisme Elle comprend trois étapes I’hémostase primaire, la

coagulation et la fibrinolyse (Schved, 2015).

La coagulation est le mécanisme qui permet de passer du clou plaquettaire issu de I’hémostase
primaire au caillot definitif), grace a une cascade enzymatique entrainant 1’activation en chaine
des facteurs plasmatiques circulant sous forme de précurseurs inactifs. La coagulation est
déclenchée par deux voies métaboliques ; la voie endogene qui est la voie minoritaire, activée
par stimulation du facteur XII, et la voie exogéne qui est la voie majoritaire, activée par mise
en contact et complexation du facteur tissulaire (exprimé par des cellules sanguines ou
endothéliales activées) et du facteur VII. L’exces de la coagulation cause la thrombose qui est
une maladie vasculaire la plus fréquente, résulte d’une perturbation de cascade de I’hémostase.
De ce fait, deux types de thrombose sont distingués la thrombose artérielle et la thrombose

veineuses. Les deux sont distinctes et différent entre elles dans les facteurs de risque, les
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mécanismes physiopathologiques et les manifestations chimiques. La thrombose peut
provoquer des maladies cardiovasculaires donc 1’augmentation de la possibilité d’avoir une
crise cardiaque (Lacut et al., 2008 ; Ifrah et Maynadié, 2018 ; Laly, 2018 ; Lopez et al., 2019).
Les anticoagulants classiques comme 1’aspirine et le clopidogrel jouent des rdles prédominants
dans le traitement, la gestion et la prévention de thrombose. Cependant, ils présentent des effets
secondaires graves tels que la toxicité gastro-intestinale, saignement et tolérance chez certains
patients. Il existe donc un besoin clinique de médicaments antiplaquettaires plus efficaces et
plus sOrs pour prévenir et traiter les thromboses. Des substances naturellement disponibles
dérivées de plantes sont restées un élément majeur comme une source d'ingrédients
pharmaceutiques actifs pour la découverte de nouveaux médicaments (Alatawi et al., 2021).
Les HEs possédent une utilité plus large dans le traitement des saignements externes que les
médicaments anticoagulants actuels grace aux leurs composants qui indique une activité

anticoagulante tel que les coumarines et les aldéhydes (Laetita, 2015).
2.4.4- Activité anti-Alzheimer :

La maladie d’Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative chronique caractérisée par
des mécanismes physiopathologiques bien définis, touchant le lobe temporal interne et les
structures néocorticales associatives. Elle entraine la perte progressive et irréversible de
fonctions mentales supérieurs dont la mémoire ainsi que, 1’apparition de certaines maladies
infectieuses ; troubles thyroidiens ; désordres ioniques ; diabéte et des carences vitaminiques.
Les plaques neuritiques et les enchevétrements neurofibrillaires représentent les
caractéristiques pathologiques de la MA et sont respectivement liés a I’accumulation du peptide
béta-amyloide dans les tissus cérébraux et aux modifications cytosquelettiques résultant de
I’hyper-phosphorylation de la protéine Tau associées aux microtubules dans les neurones. Dans
le cerveau en bonne santé, I’acétylcholinestérase (AChE) est I’enzyme la plus importante
régulant le taux d’acétylcholine cérébrale (ACh), tandis que la butyrylcholinestérase (BChE)
joue un role mineur. Cependant, I’activité de BChE augmente progressivement chez les patients
atteints de la maladie d’ Alzheimer (Mayer, 2012 ; Benabdallah,2021).

Malgré 1’étiologie inconnue de la MA, 1’¢levation de la quantité d’acétylcholine par I’utilisation
d’agents qui rétablissent le niveau d’acétylcholine en inhibant les deux formes principales des
cholinestérases (AChE et BChE) a été accepté comme la stratégie de traitement la plus efficace
contre la MA. Par conséquent, les inhibiteurs de cholinestérases (IChE) et notamment de
I’ AChE sont devenus les alternatives remarquables dans le traitement de la MA. Cependant, les

médicaments possédent certains effets secondaires. Néanmoins, de nombreuses recherches ont
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conduit a la découverte d’'un nombre important de composés naturels, en particulier de
métabolites secondaires de plantes comme les HEs ayant des activités anticholinestérasiques
(Bendjabeur, 2018).

2.4.5- Activité antidiabétique

Le diabéte sucré est un probléeme de la santé majeur présent partout dans le monde. Les études
épidémiologiques ont montré qu’il touche indistinctement toutes les populations et toutes les
tranches d’age. A I’échelle mondiale, le nombre de patients diabétiques est en augmentation
spectaculaire ces dernieres années. Presque 150 millions de personnes a travers le monde sont
atteintes de diabete et ce nombre pourrait doubler en 2025. Le diabéte est un groupe de maladies
métaboliques, d'étiologies diverses, caractérisé par une hyperglycémie chronique, accompagnée
par une perturbation des métabolismes glucidique, lipidique et protéique, résultant d’un défaut
de sécrétion et/ou d’action de I’insuline. Il existe nombreux médicaments synthétiques pour le
traitement symptomatique de cette maladie, qui peuvent provoquer des effets secondaires
modérés a séveéres, par contre il n’y a pas de méthode ultime disponible pour prévenir ou traiter
le diabéte. Un des traitements de 1I’hyperglycémie consiste a retarder ou réduire la digestion et
I’absorption des glucides en inhibant les enzymes de digestion telle que 1’a-amylase (Gourgari
etal., 2017 ; Bedou, 2019).

L’a-amylase est une endo-enzyme qui hydrolyse au hasard les liaisons osidique (1,4) de
I’amylase, 1’amylopectine, glycogéne et I’amidon. Pour pallier ces effets défavorables des
investigations récentes ont suggéré 1’utilisation des médicaments a base des plantes grace a leur
activité hypoglycémiante. Dans ce contexte des études sur des HEs ont été réalisées et
finalement elles ont montré la présence d’une activité antidiabétique intéressante. Elles ont des
vertus de régulation de la glycémie peuvent en effet s'avérer tres efficaces (EI Omari, 2022 ;
Stevens et al., 2022).

2.4.6- Activité antioxydante

L’oxygene est indispensable aux processus vitaux et notamment a la respiration cellulaire,
cependant, son métabolisme peut générer des éléments réactifs appelés radicaux libres (ROS).
Les ROS sont des atomes hautement réactives, produits par le gain ou la perte d’un électron
dans leurs orbites externes, ce qui induire la présence d’un ou plusieurs électrons non appariés,
se comportant donc comme des oxydants ou des réducteurs. Ces ROS causent le stress oxydatif
qui est la conséquence d'un déséquilibre entre leur production et leur accumulation dans les

cellules et les tissus et leur destruction par des systéemes biologiques de défenses antioxydantes.
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Cette reaction peut causer des dommages fonctionnels au corps humain, comme le cancer, les
maladies cardiovasculaires, les maladies neurologiques, la maladie d’Alzheimer, troubles
cognitif 1égers, la maladie de Parkinson, la colite ulcéreuse, I’hépatopathie alcoolique (Pizzino
etal., 2017 ; Ligouri et al., 2018).

Les antioxydants sont des substances naturelles ou synthétiques qui peuvent inhiber ou retarder
I’oxydation des lipides et d’autres biomolécules, en bloquant I’initiation ou la propagation des
réactions en chaine oxydante. Cette fonction s’applique a un grand nombre des substances,
comprenant des enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques : catalases, superoxyde
dismutases et les glutathions peroxydas, ainsi que, des substances non enzymatiques : Vitamine
C et E, provitamine A, les oligoéléments et glutathion (Wollinger, 2016 ; He et al., 2017
Bensakhria, 2018).

Les antioxydants synthétiques sont nocifs et cancérogenes, pour cette raison, il est nécessaire
d’explorer les phytothérapies pour développer les alternatives naturelles. En outre, il a été
rapporté que, Il'utilisation d'antioxydants naturels peut protéger les effets nocifs des radicaux
libres induits chez le corps humain Les HEs représentent une source de molécules bioactives et
font ’objet de nombreuses études pour leur éventuelle utilisation comme alternative pour la

protection des aliments contre 1’oxydation (Luis et al., 2016 ; Hellali, 2016).
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Figure 15 Mécanisme d'action des antioxydants (Kalam et al., 2012)
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3- Matériel et méthodes

Le présent travail porte sur 1’é¢tude de quelques activités biologiques d’HE de la plante L.
dentata. L’étude s’est étalée sur une période allant du mars jusqu’a Juin 2022, et ’ensemble
des manipulations ont été effectuées dans les différentes structures qui sont mentionnées ci-
dessous ;
» L’extraction de I’HE de la plante au sein de [I’entreprise commerciale
BIOEXTRAPAMAL, Blida.
» L’évaluation de I’activité antimicrobienne et la détermination des parametres
physicochimiques d’HE au sein de département contrble qualité (DCQ) au niveau de
I’unité antibiotical de Saidal, Médéa, et dans le Laboratoire de Mycologie, de
Biotechnologie et de I’ Activité Microbienne (LaMyBAM), Université Freres Mentouri,
Constantine 1.
» La réalisation du profil chromatographique de I'HE au sein de I’Annexe de
Criminalistique et de Criminologie de la Gendarmerie Nationale a Constantine.
» L’évaluation de I’activité antalgique au niveau de Centre de Recherche en Sciences
Pharmaceutiques (CRSP), Constantine.
» L’évaluation de I’activité anticoagulante au niveau de laboratoire de la clinique Médico-

chirurgicale Boukerrou, Constantine.

» L’évaluation de I’activité antidiabétique, anti-Alzheimer et antioxydante au sein de

centre de recherche de biotechnologie (CRBT), Constantine.

3.1- Plante étudiée

Le choix de la plante a été basé sur plusieurs critéres en 1’occurrence ; I’utilisation du lavande
dans plusieurs secteurs grace a ses intéréts antiseptiques, odorantes et ses vertus thérapeutiques
intéressantes ; son usage connu entre le peuple dans le traitement des infections féminines ; le
manque de travaux sur I’espece lui-méme (L. dentata) par rapport aux d’autres lavandes surtout

dans le domaine des HEs.

La récolte a été effectué sur les parties aériennes de la plante L. dentata ; les feuilles, les fleurs
et les tiges (figure 16).
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Figure 16 Photo de récolte de L. dentata (Originale, 2022)

La provenance ainsi que les caractéristiques géographiques et bioclimatiques de la station de

récolte sont mentionnées dans le tableau 2 et la figure 17.

Tableau 2 Caractéristiques de la région de récolte de L. dentata

Zone Douaouda
Localisation Wilaya de Tipaza Algérie
Date et temps de récolte 13/03/2022 a 10H de matin
Longitude 2.789336
Latitude 36.680199
Etage bioclimatique Sub-humide
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Figure 17 Photo de la zone de récolte

3.2- Huile essentielle

3.2.1- Extraction d’huile essentielle

L’extraction de I’HE de la plante L. dentata a été effectué par la méthode d’hydrodistillation

sous basse pression et haute température au moyen d’alambic en inox (figure 18) .

Pour ce faire, une quantité de 10 kg de la matiere végétale fraiche a été placé dans une cuve
remplie d’eau aux 2/3 de son volume. Puis I’ensemble a été chauffé jusqu’a I’ébullition pendant
2 heures. La vapeur d’eau enrichie d’HE traverse un serpentin de refroidissement ou aura lieu
la condensation. Les gouttelettes produites s’accumulent dans un collecteur ce qui entraine en
raison de la différence de densité, I’apparition d’une phase huileuse riche en HE de L. dentata
et une phase aqueuse formée a partir de I'eau issue de 1'hydrodistillation. L’HE ainsi obtenue
est récupérée a 1’aide d’'une ampoule de décantation et conservée au réfrigérateur a 4°C dans
un flacon en verre brun fermé hermétiquement jusqu’a son utilisation. L’opération a été

reproduite 3 fois afin de recueillir une quantité suffisante de I’'HE.

Figure 18 Photo de dispositif d'hydrodistillation (Originale, 2022)
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3.2.2- Rendement d’extraction

Le rendement est défini en rapportant le rapport entre la masse de I’huile (MnEg) et la masse de

la matiére végétale utilisée (Mv) et ce, selon les normes AFNOR (2000) (équation 1)
RuE (%) = (Mue /Mv) x100 ... (1)
3.2.3- Caractéristiques de L’HE

Dans le but d’évaluer la qualit¢t d’HE de L. dentata, une analyse de ses propriétés
organoleptiques et ses parameétres physico chimiques ont été réalisées.

3.2.3.1- Caractéristiques organoleptiques

Les propriétés organoleptiques d’HE sont pergues par les sens afin d’évaluer I’aspect, la couleur

et ’odeur.
3.2.3.2- Caractéristiques physico-chimiques

Les paramétres physiques tel que ; la densité, I’indice de réfraction et le pouvoir rotatoire ainsi
que, les propriétés chimiques tel que ; I’indice d’acide, I’indice de saponification, I’indice de
peroxyde, I’indice d’ester, le potentiel d’hydrogéne et la teneur en eau sont exigées pour le
control qualité des HEs. Ces tests sont effectués selon les méthodes décrites par I’AFNOR et

la pharmacopée européenne 10°™ édition.
3.2.3.2.1- Densité relative

La densité relative constitue un point de repére important. Elle permet d’avoir une idée sur la
composition chimique de ’HE. La densité relative présente le rapport entre la masse d’un
volume de I’huile a 20°C et la masse d’un volume égale d’eau distillée a 20°C.

Pour ce faire, une fiole jaugee de 10 ml avant (mo) et apres (m1) le remplissage avec de I’eau
distillé a été pesée. La méme opération a été réalisée avec I’'HE (my). La densité relative est

calculée en utilisant la formule suivante :

Dao=22""0 (2)

ml-m0

Ou:
Mo : masse en gramme de la fiole vide.
mz : masse en gramme de la fiole remplie d’eau.

M2 : masse en gramme de la fiole remplie de ’'HE.

3.2.3.2.2- Indice de réfraction

L’indice de réfraction (Ir) est le rapport entre le sinus d’angle d’incidence du rayon lumineux
dans D’air et le sinus de I’angle de réfraction du rayon réfracté dans le milieu considére. Elle

permet de déterminer le pouvoir réfringent des huiles a 20°C. La mesure de I’indice de
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réfraction de HE a été réalisé a 1’aide d’un réfractométre de marque « ausJENA » (figure 19).
L’appareil a été étalonné en mesurant I’Ir de 1’eau distillée qui doit étre égale a une valeur de
1.333 a 20°C, ensuite, quelques gouttes de I’HE ont été¢ déposées entre les deux faces du
réfractométre. Le champ de vision a été réglé a 1’aide d’un micro visse pour obtenir une ligne

nette entre les zones sombres et éclairées. La valeur indiquée par 1’échelle de lecture a été notée.

Figure 19 Photo de réfractométre

3.2.3.2.3- Pouvoir rotatoire

Le pouvoir rotatoire [a] 2° d’HE est un critére de la pureté qui permet d’indiquer si I’HE posséde
une activité optique dextrogyre (positive) ou lévogyre (négative).

Le pouvoir rotatoire a été déterminé en utilisant un polarimétre de marque ADP 440+ (figure
20). Pour cela, 10ml de I’HE a été versés délicatement dans la cellule de ’appareil en évitant la
formation des bulles d’aire. Apres elle a été placée dans I’instrument de fagon que la lumieére la

traverse.

Figure 20 Photo de polarimétre
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Le calcul de pouvoir rotatoire est donné par la formule suivante :

a

[a] Zozm ...(3)
Ou:
a : valeur affichée sur polarimétre en degré d’angle
L : longueur de la cellule en dm
D : densité relative de I’'HE
3.2.3.2.4- Indice d’acide
L’indice d’acide d’HE est défini comme étant le nombre qui exprime en mg la quantité
d’hydroxyde de potassium (KOH) nécessaire a la neutralisation des acides libres présents dans
1g d’HE.
L’hydroxyde de potassium neutralise un acide libre selon la réaction chimique suivante :

R-COOH + KOH ====> R-COOK + H20

Pour réaliser ce test. 10 g de I’HE ont été dissoutes dans 50 ml d’un mélange a volume égaux
d’éthanol a 96 % et d’éther du pétrole et additionnées avec 0.5 ml d’une solution de
phénolphtaléine utilisée comme indicateur coloré. Un titrage avec 1’hydroxyde de sodium
(NaOH a 0.1 M) a été effectuée a I’aide d’une burette graduée. La couleur jaune du liquide vire
a la neutralisation vers la couleur rose qui persiste quelques secondes avant de reprendre la

couleur initiale. Le volume de NaOH qui a servi de la neutralisation est noté directement.

L’indice d’acide est ainsi calculé par la formule suivante :

5.611xV

la = e (4)

m

Ou:

V : Volume de titrant en ml (NaOH)
m : masse du substrat en gramme (HE)
3.2.3.2.5- Indice de saponification

L’indice de saponification (Is), est défini comme étant le nombre qui exprime en milligrammes
la quantité de KOH nécessaire a la neutralisation des acides libres et faire la saponification des

esters présents dans 1g d’HE.

La réaction de saponification est lente et incompleéte donc pour I’accélérer, et la rendre
compléte, des conditions s’aveérent nécessaires, en 1’occurrence ; un milieu alcoolique et une

température €levée en présence d’un exces de base. Son principe consiste a titrer 1’exces de
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KOH par I’HCL. Selon Chouitah, (2012), la saponification est effectuée selon la réaction

suivante :
CH,-COOR CH,-OH
CH-COOR *T 3KOH ———» C(CH-OH + 3R-COOK

CH,-COOR CH,-OH

Pour réaliser ce test, 1g d’HE de L. dentata a été introduit dans une fiole de 250 ml en verre
borosilicaté et munie d’un réfrigérant a reflux, puis 25 ml de KOH alcoolique (0.5 M) a été
ajouté avec quelques billes en verre. Ensuite la cuve contenant I’HE, a chauffé et refroidi dans
un bain d’eau bouillante. Apres 30min, 1 ml de la solution phénolphtaléine a été ajouté. Le
titrage a été effectué par 1’acide chlorhydrique (0.5M). La méme opération a été répétée en
utilisant 1’eau distillée qui serve comme témoin (le blanc). La figure ci-dessous (figure 21)

représente le montage de saponification.

Figure 21 Photo de montage de saponification

L’indice de saponification est donn¢ par la formule suivante :

_28.05 (V2-V1)
- .

Is .. (5)
Ou:

V1 : volume en ml de HCL consommeé pour le titrage de HE
V2 : volume en ml de HCL consommeé pour le titrage de blanc

m : masse en gramme de la prise d’essai
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3.2.3.2.6- Indice d’ester

L’indice d’ester (Ie) de I’'HE est défini comme le nombre qui exprime en milligramme la
quantité d’hydroxyde de potassium nécessaire a la saponification des esters présents dans 1 g

de I’He. Il est calculé a partir de Is et 1a dont :
le=ls-1a..(6)
3.2.3.2.7- Indice de peroxyde

L’indice de peroxyde (lp) de I’'HE est définit comme étant le nombre en milliéquivalent

d’oxygene actif ou bien la quantité de peroxyde contenue dans un kilogramme de I’HE.

En présence de I’oxygene de I’air, les acides gras insaturés entrant dans la composition des HE
s’oxydent en donnant des peroxydes selon la réaction suivante :
2 K1 + Oz du peroxyde =====>1, + R-CH=CH-CH,-COOH

Pour faire ce test, un mélange de 60 ml d’acide acétique glaciale et 40 ml de chloroforme a été
préparé. Apres, une quantité de 5¢g d’HE a été introduite dans une fiole de 250 ml, et additionnée
avec 30 ml de la solution préparer précédemment. Des volumes de 0.5ml de la solution saturée
d’iodure de potassium et de 30 ml d’eau ont été ajoutés en rajoutant, quelques gouttes d’amidon
qui est I’indicateur de coloration. Le dosage se fait en utilisant la solution de thiosulfate de
sodium (Na2S203 a 0.01M), jusqu’a la disparition de couleur jaune de mélange ou le volume

consommé est noté. Le blanc (eau distillée), a été effectué dans les mémes conditions.

L’indice de peroxyde est exprimé par la formule :

_V1-v2

m

Ip X 10 ... (7)

Ou:

V1 volume en ml de Na2S203 consomme pour le titrage d’HE

V2 : volume en ml de Na2S203 consomme pour le titrage de blanc
m : masse en gramme de la prise d’essai

3.2.3.2.8- Teneur en eau

La détermination de la teneur en eau repose sur le dosage de 1’eau par la réaction de Karl Fisher.
Le principe de cette méthode est basé sur la réaction de génération de 1’iode qui réagit
quantitativement avec les molécules d’eau contenus dans I’HE en présence d’une solution

méthanoique d’iode de dioxyde de soufre et d’une base comme substance de tampon.
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Pour réaliser cette méthode, un dosage se fait automatiquement par le titrimétrie automatique
KF-SCHOTT, en introduisant 1.22 g d’HE dans le récipient de titration, puis le volume utilisé
a été mesuré. Le calcul de la teneur en eau se fait par 1’équation ci-dessous :

KF%="=22 .. (8)

Ou:

V : valeur affichée sur I’écran de titrimétrie

P : Poids d’HE injecté

F : Facteur de dilution

3.2.3.2.9- Potentiel d’hydrogéne (pH)

Le pH, est un indice chimique de la concentration des ions d’hydrogéne, présents dans une
solution. Selon une échelle de détermination, une solution est acide si, son pH est inférieur a 7,
ou basique si son pH est supérieur a 7, ou bien neutre s’il est égal a 0. Le pH de 'HE de L.
dentata a été mesuré a I’aide d’un pH métre.

3.2.4- Analyse chromatographique

La composition chimique de I’HE de L. dentata a été déterminée par la chromatographie en
phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG/SM). Ce couplage est la méthode
appropri¢e pour la séparation des composants d’une HE, ainsi qu’il permet de fournir un
chromatogramme accompagné d’un ensemble de spectre de masse correspondant a chaque pic
chromatographique, ce qui permet I’identification précise de la majorité des constituants

séparés par la CPG.

L’analyse des constituants volatils est exécutée sur un Chromatographe couplé a un détecteur

de masse de type Nexis GC-2030 (figure 22).
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Figure 22 Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

Les conditions opératoires pour la réalisation du profil chromatographie de I’HE de L. dentata

sont mentionnées dans le tableau ci-dessous :

Tableau 3 Conditions opératoires des analyses par CPG/SM

Type de colonne

A VB-5 (5%phényl/95%diméthylpolysiloxane)

Colonne Longueur 30 m ; diamétre intérieur 0,25 mm ; épaisseur de film
0,25 um
Gaz vecteur L’Hélium

Programmation de la

La température est maintenue a 100 °C pendant 1 min et programmé

température a 300 °C pendant10 min a une vitesse de 1.5 °C/min
Débit 1.31 ml/min
Température de I’injecteur 250 °C
Mode d’injection Split

Volume injecté

0.5 pl d’HE brute

Scan time 5S
Energie d’ionisation 70 eV
Température de la source 230 °C
d’ion
Temps total programme 29.18 min
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L’identification des composants afin d’établir le profil chromatographie de I’HE de L. dentata

est basée sur la comparaison de temps de rétention de chaque composant avec celle trouvé dans

la littérature, et aussi avec les bases de données enregistrés dans la bibliothéque NIST.

3.3- Activités biologiques

3.3.1- Activité antimicrobienne

L’évaluation du pouvoir antimicrobien d’HE a été effectuée vis-a-vis huit microorganismes (06

bactéries et 02 levures), fournis par le DCQ-SAIDAL (Tableau 4). L’activité antimicrobienne,

ainsi que, la concentration minimale inhibitrice (CMI), ont éte effectuées par la méthode de

diffusion sur disque en mesurant le diameétre d’inhibition autour d'un disque imprégné de celle-
ci (Boughendjioua, 2017).

Tableau 4 Souches microbiennes testées

Souche Famille N° Gram Infections
ATCC
Escherichia Enterobacteriacea 4157 _ Diarrhées dysentériformes
Coli Gastro-entérites
Pseudomonas Pseudomonadaceae 9027 _ Crampes abdominales
aeruginosa Troubles digestifs
Staphylococcus  Micrococcaceae 6538 + Infections urinaires
AUTEUS L‘ostéomyélite et
L’arthrite
Staphylococcus ~ Micrococcaceae 12228 + Infection ostéoarticulaire
epidermidis Infections nosocomiales
Bacillus Bacillaceae 9372 + Gastro-entérites
subtilis
Salmonella Enterobacteriacea 14028 _ Gastro-enteérites ; Fievre
typhimyrium
Candida Cryptococcaceae 24433 / Lésions cutanées ; Infections
albicans (Esophagiennes ; Infections
génitales
Saccharomyces Saccharomycetacea 2601 / La fongémie ; Infection
cerevisiae urinaire ; Péritonite
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3.3.1.1- Evaluation qualitative
3.3.1.1.1- Préparation de suspensions microbiennes et ensemencement

A partir d’une culture jeune de microorganismes testés, des suspensions microbiennes ont été
réalisées, en prélevant, a I’aide d’une anse de platine quelques colonies pures et les déposées
aseptiqguement dans des tubes stériles contenant 5 ml d'eau physiologique. Puis, ils ont été
homogéneisés par agitation. Un étalement a été effectué sur la surface des boites de Pétri
contenant préalablement la gélose Tryptic soja agar (TSA) pour les bactéries et la gélose
Sabouraud (SAB) pour les levures (annexe 1), et ce, de sorte a avoir un tapis homogene. Les
boites ont été sechées pendant 15 min, ensuite, incubées a I’étuve a 37°C pendant 18h pour les
bactéries : E. coli, P. aerugenosa, S. typhimyrium, S. aureus, S. epidermidis et B. subtilis, et
pendant 48h a 25°C pour les deux levures C. albicans et S. cerevisiae.

3.3.1.1.2- Dépdt des disques

L’évaluation qualitative de I’effet antimicrobienne de I’HE de L. dentata a été réalisée par la
méthode de diffusion sur gélose. Pour cela, L’HE a été filtrée a travers des filtres de 0.2 pm.
Ensuite, des disques vides de diameétre de 9 mm ont été imbibés par 40 ul de I’HE brute et ont
été déposés dans des conditions stériles sur la surface de la gélose, préalablement ensemencée.
Les boites ainsi, préparées sont maintenues a la température ambiante pendant 15 min pour
permettre la diffusion de I’HE. Puis elles ont été incubées a 37°C pendant 18h pour les bactéries
et 48h a 25°C pour les levures.

La lecture des résultats a été effectuée en utilisant, un appareil sensible de lecture des zones
d’inhibitions (Scan1200) (figure 23). En effet, un résultat positif se manifeste par la présence

d’un halo translucide autour de disque.

Figure 23 Lecteur des zones d’inhibition (SCAN1200)
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L’expression des résultats a été réalisée selon une échelle de notation symbolique des HEs allant

de —a +++ comme suit : (Jeovets, 2000 ; Boughendjioua, 2017) :

e (<10 mm : HE sans action inhibitrice (-)

e 16>0©>10mm : HE a une action inhibitrice intermédiaire (+)

e 25>@>16 mm : HE a une action inhibitrice importante (++)

e (>25 mm : HE a une action inhibitrice trés efficace (+++)
3.3.1.2- Détermination de concentration minimale inhibitrice
La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme étant la plus faible
concentration d’un agent antimicrobien, qui peut inhiber visiblement la croissance d’un micro-
organisme (Alloun, 2018). L’évaluation quantitative de I’HE de L. dentata a été réalisée sur
les germes ayant montré une sensibilité lors de 1I’évaluation qualitative, en effectuant la méthode
de diffusion sur gélose. Les suspensions microbiennes, ainsi que, 1’ensemencement ont été
réalisées, en suivant les mémes étapes de préparations mentionnées dans 1’évaluation qualitative
(3.2.1.2).
Pour la détermination de CMI, une série de différentes dilutions ont été réalisée (500, 250, 125,
62.5 pl /ml) dans le Diméthyle sulfoxide (DMSO).

La lecture des résultats est estimée selon la méthode de Koba et al., (2004), en considérant le

pouvoir inhibiteur de I’HE :

e CMI <50 pl /ml : Pouvoir inhibiteur excellent

e 50ul /ml <CMI< 250 ul /ml : Pouvoir inhibiteur intéressant

e 250 pl /ml < CMI< 500 ul /ml : Pouvoir inhibiteur faible

e CMI >500 pl /ml : Pouvoir inhibiteur nul
3.3.2- Activité antalgique
La douleur est I’'un des problémes de santé les plus importants en raison de sa prévalence et du
handicap qu’elle peut induire. La douleur chronique peut étre la conséquence de maladies
inflammatoires ou de dommages aux tissus. Elle est souvent résistante a la therapie existante,
donc un grand besoin de recherche de nouveaux médicaments se fait ressentir (Bounihi, 2016).
L’¢étude de I’activité antalgique de I’HE de L. dentata a été réalisée in vivo sur des souris d’un
seul sexe (féminin) (race Swiss), dont le poids est varié entre 34 et 39g. Les souris sont logées

dans des cages métalliques avec acces libre a la nourriture, a 1’eau et dans une température

ambiante avec un cycle naturel de lumiére et d’obscurité.
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Le test de I’activité antalgique consiste a vérifier I’action inhibitrice de I’HE de L. dentata sur
la douleur provoquée chez la souris, en mesurant le temps de latence de réaction, qui se
manifeste par un inconfort ou un mouvement brisque de la queue. Le dispositif utilisé pour
produire les douleurs est le Tail-Flick. II s’agit, en fait d’un appareil constitué d’une pince pour
I’induction des douleurs, d’un chronomeétre qui déclenche en méme temps que la douleur
induite, et d’une cellule pour arréter le chronomeétre. L’analgésimeétre permet la mesure du seuil
de douleur mécanique sur pattes de souris et tout un temps supérieur & 6 S révéle une action
antalgique centrale de type morphine (Alaoui et al., 1998).

Pour ce faire, deux lots (a raison de 6 souris/lot) ont été manipulés, dont les souris de premier
lot ont été recus 0.5 ml I’HE préparé dans 1’huile d’olive (400mg/kg) par gavage oral, Alors
que, les souris du lot t¢émoin ont recus 0.5 ml de la solution véhicule (huile d’olive). Apres, la
période de latence qui dure une heure de temps, des douleurs ont été induites aux souris par
I’analgésimétre et des que, I’apparition de premier signe de la douleur que ce soit cri ou
mouvements inhabituels des souris, la stimulation des douleurs et le chronometre ont été arrétés
et la valeur ainsi affichée sur I’écran est noté (figure 24). Les résultats sont exprimés en
moyenne + SD et I’analyse statistique a été réalisée en utilisant le logiciel BIO par le test de

Student pour I’ensemble des expériences (P < 0.05).

C

Figure 24 Etapes expérimentales de I'activité anticoagulante (A. préparation des lots, B. gavage de I’'HE,

C. induction des douleurs et la lecture par I’analgésimetre)
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3.3.3- Activité anticoagulante

L’activité anticoagulante de I’HE de L. dentata a été évaluée in vitro vis-a-vis les deux voies
de coagulation ; en I’occurrence ; la voie endogéne et la voie exogéne sur un pool des plasmas
normaux déplaquetté et a 1’aide de deux tests globaux et chronométrique ; le temps du céphaline
kaolin (TCK) et le temps de Quick (TQ) (Taux de Prothrombine (TP)) (Boukeria et al. 2019).
3.3.3.1- Préparation du plasma pool déplaquettes

Le pool plasmatique est un mélange de plasma déplaquettés des volontaires sains, adultes et
non traités, dont les TCK et TP sont normaux et comparables.

Par ponction veineuse le sang de quatre volontaires a été prélevé dans un tube en plastique sur
en solution anticoagulante de citrate de sodium (3.2 %), et a raison de 1 volume pour 3 volumes
du sang. La centrifugation du sang est ensuite faite pendant 10 min a 3000 rpm pour obtenir un
plasma dépourvu en plaquettes (Bourahima et al. 2021).

3.3.3.2- Evaluation de I’activité anticoagulante vis-a-vis la voie exogéne

Apreés la préparation du pool plasmatique déplaquetté, L’effet de I'HE sur la voie exogéne a été
évalué selon le protocole décrit par Boukeria et al. (2019), en utilisant le test de TP qui consiste
a mesurer le temps de coagulation a 37°C d’un plasma déplaquetté en présence de facteur
tissulaire thromboplastine (Bourahima et al., 2021).

Pour ce faire, 100 pl du plasma déplaquettée, préincubée pendant 2 min a 37°C, a été mélangé
avec différents volumes de I’HE (10,20,30 ul) dont, la concentration est égale a une valeur de
400mg/ml dissoute dans le DMSO. Le mélange a été incubé a 37°C pendant 15 min. Ensuite,
200 pl de solution de TP préalablement incubé a été additionné et le temps de la coagulation
est alors noté a I’aide d’un coagulomeétre. Un standard (plasma normale) et un control négatif
(DMSO) ont été réalisés pour comparer les résultats obtenus.

3.3.3.3- Evaluation de ’activité anticoagulante vis-a-vis la voie endogene

L’effet de I’HE a été évalué selon la voie endogene en utilisant le test de TCK qui permet
d’exploration de I’activité des facteurs plasmatique de cette voie. Ce test consiste a mesurer le
temps de coagulation d’un plasma déplaquetté en présence d’un mélange de facteur tissulaire,

phospholipide céphaline-kaolin et de calcium (CaCl,) (Boukeria, 2019).
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Pour ce faire, 100 pl du plasma déplaquettee a été melangé avec différents volume de I’HE (10,
20, 30 pl) préparées dans le DMSO, (dont la concentration est de 400mg/ml). Aprés
I’incubation du mélange a 37°C durant 15 min, 100 pl de solution de TCK préalablement incubé
a été additionné, puis le mélange a éteé réincubé pendant 3 min sous agitation a 37°C. Le temps
de la coagulation est alors déclenché par 1’ajout de 100 pl de CaCl, préchauffé (0.025M), et le
temps qui s’écoule jusqu’a la formation d’un caillot est mesuré par la coagulométre. Les étapes

expérimentales des deux vois de coagulation sont illustrées dans la figure ci-dessous :

Figure 25 Etapes expérimentales de I'activité anticoagulante (A. sang prélevé,

B. centrifugation, C. plasma déplaquetté, D. tests réalisée, E. lecture par le coagulométre)

3.3.4- Activité anti-Alzheimer :

La maladie d’Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénerative démentielle qui affecte
principalement la population &gée. La MA se caractérise par une grave perte progressive de
mémoire et d’autres habiletés cognitives menant a la démence. L’ acétylcholinestérase (AChE)
est ’enzyme la plus importante régulant le taux d’acétylcholine cérébrale (ACh), tandis que la
butyrylcholinestérase (BChE) joue un réle mineur. Cependant, 1’activité de BChE augmente
progressivement chez les patients atteints de la MA. (Bendjabeur, 2018).

L’étude de I’activité inhibitrice d’BChE en utilisant un dosage colorimétrique quantitatif selon
la méthode décrite par Ellam et al., 1961 a été réalisée. L’enzyme hydrolyse le substrat
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butyrylthiocholine aboutissant au produit thiocholine qui réagit avec le réactif d’Ellman :
I’acide 5,5’-dithio-bis- [2-nitrobenzoate] (DTNB) pour produire la 2-nitrobenzoic-5-
mercaptothiocholine et le 5-thio (2-nitrobenzoate) qui est détecté a 412 nm a 1’aide d’un lecteur
de microplaque (PerkinElmer Multimode plate reader EnSpire). Le protocole de la préparation
des réactifs et des enzymes est inséré en annexe 2.

Pour réaliser ce test, dans une plaque de 96 puits, 150 pl de sodium phosphate buffer (solution
tampon pH 8) a été mélangé ; avec 10 pl de I’'HE de la plante L. dentata & différentes
concentrations (200, 100, 50, 25,12.5, 6.25, 3.125ug/ml) Aprés incubation durant 15 min a
25°C, 10 pl de DTNB (0,5 mM) et 10 ul de butyrylthiocholine chloride (0,2 mM) ont été
rajoutés. Ensuite, I’absorbance a été lue a 412 nm (Figure 26). Le bromhydrate de galantamine

a éte utilisé comme témoin positif (référence).

10pul. échantillon +

150pul tampon pHS +
ﬁU"L AChE / BChE
=¥ 10uL Solvant de I'échantillon +

150uL tampon pHS +
20uLL AChE / BChE

Concentration en pg'mli,

200 ' B
100 ' \:,’
25 V s ,/ g > Yo
125 f 5" / o~ ;ﬁiix\;’\

/x )-;><><>-<>-<>-<>-<‘>«

625 K o= x,\,\,uu»,\,uv\ﬁ!ﬁ-rﬂr

Incubation 15min / 25°('l

10pLl. DINB +
10pL ACH / BuCd

’X,Q/ >-<>-<>-<><>< ‘/\
X,V ~< >f>-<>-«5-<\xs‘\\

------
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Figure 26 protocole suivi pour I'étude de I'activité anti-Alzheimer (Lammari, 2021)

Le pourcentage d’inhibition de la BChE a été calculé selon la formule :

|0f= Ab=Acch
0_

x 100... (9)

Dont :

A b : absorbance du blanc

A éch : absorbance de 1’échantillon

L’activité anti-Alzheimer a été évaluée a titre d’ICso (ug/ml) indiquant la concentration

correspondant a une inhibition de 50% d’enzyme. Elle est déterminée graphiquement a partir
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de la droite de régression de pourcentage d’inhibition d’enzyme en fonction de la concentration
de I’échantillon et comparée a celle de standard.

3.3.5- Activité antidiabétique
Un des traitements de I’hyperglycémie consiste a retarder ou réduire la digestion et I’absorption
des glucides en inhibant les enzymes de digestion telle que I’a-amylase. Pour cela nous avons
opté d’étudier I’activité antidiabétique via le test d’inhibition d’a-amylase (Khacheba et al.
2014). Le protocole de la préparation des réactifs et des enzymes est inséré en annexe 3.
L’effet de I’HE de L. dentata sur I’activité catalytique de 1’alpha-amylase a été effectué selon
le procédé de Zengin et al., (2014).

Pour réaliser ce test, dans une microplaque, un mélange réactionnel contenant 50ul d’alpha
amylase (1U1) et 25 pl a différentes concentrations (400, 200, 100, 50, 25,12.5ug/ml) de ’'HE
a été pré-incubé a 37°C pendant 20 min. Ensuite 50 ul d’amidon (0.1%) a été ajouté en tant que
substrat, puis le mélange a été incubé a 37°C durant 10 min. La réaction a été arrétée en ajoutant
25 ul de ’HCL (1M), suivi de 1’addition de 125 ul de réactif iodé (5 mM de I> et 5 mM de KIl).
L’absorbance a été lue a 630 nm a I’aide de lecteur de microplaques. L’expérience a été réalisée

3 fois avec les témoins appropriés ; le médicament Acarbose a été utilisé comme un témoin

S0uL amylase + 25uL échantillon 4
SOuL amidon+ 100uL IKI+ 25uL HCI

Concentration en pg/mL
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" N BN N IS o eee e
625  |OL~ A » A
h— \

S0pL amylase + 25uL solvant de J ] 50uL solution tampon salé 6.9 +
I'échantillon + 50pL amidon+ 25uL solvant de I'échantillon +
100uL IKI+ 25uL HCI S0pL amidon+ 100pL IKI+ 25uL HCI

Figure 27 Protocol suivi pour I'étude de l'activité inhibitrice de I’a. amylase (Lammari, 2021)
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positif et le contrdle négatif (le mélange sans I’HE) a été dose parallélement. Le schéma ci-
dessous illustre la technique utilisée :
Le pourcentage d’inhibition de ’activité alpha amylase est calculée en appliquant I’équation ci-

dessous :

_ (Ac—Ae)(As—ADb)
19%= (1' W) x 100... (10)

Dont :

Ac : Absorbance [Amidon +IKI+HCL+ Volume de solvant de HE + VVolume tampon Enzyme]
Ae : Absorbance [Enzyme + Amidon +IKI + HCL + Volume de solvant d’extrait]

As : Absorbance [Enzyme +Extrait + Amidon +IKI +HCL]

Ab : Absorbance [Extrait + IKI + 125 pl de tampon]

L’activité antidiabétique a été évaluée a titre d’ICso (ug/ml), et comparée a celle de standard.
3.3.6- Activité antioxydante

Selon la littérature, il n’existe pas de méthode universelle par laquelle le profil antioxydant des
échantillons est déterminé quantitativement d’une maniére bien précise vue la complexité du
processus d’oxydation et la nature diversifi¢ des antioxydants. En effet, plusieurs méthodes

analytiques sont développées pour I’évaluation de 1’activité antiradicalaire (Gulgin, 2012).

L’¢évaluation de I’activité antioxydante de I’HE de L. dentata a éte réalisée in vitro en se basant
sur des réactions colorimétriques et ce, a 1’aide d’une lecture de microplaque, Pour ce faire,
trois methodes ont été utilisées a savoir ; le piégeage du radical 2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl
(DPPH), le piégeage du radical 2,2-asinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonate (ABTS) et la
mesure du pouvoir réducteur. Dans chaque procédure, la capacité antioxydante a été comparée
a celle d’un antioxydant standard, Butyle Hydroxy Toluéne (BHT) et I’acide ascorbique. Le
protocole de préparation des différents réactifs et solutions est illustré dans 1’annexe 4.
- DPPH (2,2-Diphényl-1- picrylhydrazyl)

Le piégeage des radicaux libres est le principal mécanisme suivant lequel les antioxydants
agissent dans les aliments. La capacité de donation des électrons par les HEs, est mise en
évidence par une methode spectrophotométrique en suivant la disparition de la couleur violette
d’un solvant polaire comme le méthanol contenant le radical libre DPPH a température
ambiante (figure 28), dont I’intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité
réductrice des antioxydants présents dans I’échantillon. Le DPPH présente une forte absorbance
a 517 nm mais il diminue due a cette pouvoir. L’ICso est la concentration en antioxydant
nécessaire pour piéger 50% des radicaux libres. Elle est souvent mesurée graphiquement a partir

de la droite de régression du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration.
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02"\/)\’/"07 4 ROH ey O NO; 4 RO’
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‘\
4

NO,

DPPH (Violet) DPPH.H (Jaune)

Figure 28 Mécanisme de piégeage de DPPH

Le pouvoir antioxydant de I’HE a été estimé selon le protocole décrit par Blois.

(1958). Pour

ce faire, dans une microplaque, 40 ul des différentes concentrations (800, 400, 200, 100, 50,

25,12.5pg/ml) de I’HE de lavande denté ont été mélangées avec 160 pl de solution méthanoique

de DPPH (6%). Puis le mélange a été incubé a I’obscurité pendant 30 min a
ambiante. Ensuite, les absorbances ont été mesurées a 517 nm (Figure 29).

Concentration

en pg/mL 40uL Echantillon +
800 (") » l()() 'JL DPPH
400 B 10

~~~~~~~~ > 40 UL Solvant de I'echantillon +
160 uL DPPH

| —

[ncubation a I'obscurité
J0min, 25°C

- Ih\
128 KA/

température

=3

Lecture i 517nm

Figure 29 Protocol suivi pour mesurer de l'activité antioxydante DPPH (Lammari, 2021)

Les résultats obtenus ont été exprimés en pourcentage d’inhibition (1%) qui a été utilisé ensuite

pour déterminer ICsq selon la formule suivante :
1%= [(Abs contréle — Abs échantillon) /Abs contréle] x100 ... (11)
Ou:

Abs contréle : absorbance du contréle ;
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Abs échantillon : absorbance de 1’échantillon ;
1% : pourcentage d’inhibition.
La ICso a été mesuré et compareé a celle du BHT.

> ABTS +(2,2-asinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonate)
Le piégeage du radical-cation ABTS™ est une méthode qui se base sur la capacité des HEs a
piéger le radical cationique ABTS® (Sel d’ammonium de I’acide 2.2’azinobis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonique). En réagissant avec le persulfate de potassium (K2S20g),
I’ABTS forme le radical ABTS +, de couleur bleu a vert, ’ajout d’un antioxydant va réduire ce

radical et provoquer la décoloration du mélange (Figure 30).
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Figure 30 Mécanisme de piégeage de I'ABTS+ (Lammari, 2021)

Pour réaliser cette méthode, Une solution mére a eté préparée en mélangeant 7mM d’une
solution d’ABTS" avec 2.45 mM d’une solution de K2S>0s. Apres, il a été laissé dans
I’obscurité a température ambiante pendant 16 h avant I’utilisation. Cette solution a été,
par la suite, diluée avec I’eau distillée afin d’avoir une absorbance de 0.7 a 734 nm. Dans

chaque puit de la microplaque, 160 pl de la solution d’ABTS?*, et 40 ul de I’HE avec
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différentes concentrations (800, 400, 200, 100, 50, 25,12.5ug/ml) ont été rajoutées. Le

méthanol a été utilisé comme contrdle négatif. Les absorbances ont été mesurées a 734

-

Concentration

en pg/ml, 40uL Echantillon +

s0 I [ - 160uL ABTS"

w0 f IO ;

200 8 |0 ;’ [ 8 QX —_ ’ :

Tl e By xxx D, 40 UL Solvant de I'échantillon
] 773585888 ’“ |60ULABTS"

50 3 [ A o xxxx\ : WULARBTS
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5 O] ¥ ORS00 e

Lecture a 734nm

Figure 31 Protocole suivi pour I'étude de l'activité antiradicalaire ABTS+ (Lammari, 2021)
nm et ce, aprés 10 min d’incubation a 1’abri de la lumiére (Re et al. 1999). Le schéma ci-
dessous (figure 31), illustre le protocole utilisé.

Les résultats obtenus ont été exprimés en pourcentage d’inhibition (I%) qui a été utilisé ensuite

pour déterminer ICsq selon la formule suivante :
1%= [(Abs contréle — Abs echantillon) /Abs contréle] x100...12
Dont :
Abs contrdle : absorbance du contrdle ;
Abs échantillon : absorbance de 1’échantillon ;
1% : pourcentage d’inhibition
L’ICso ainsi déterminée a été comparée par la suite au celle du BHT
Pouvoir réducteur

La méthode de pouvoir réducteur est basée sur la capacité d’un antioxydant a reduire le fer
ferrique (Fe®"), présent dans le complexe ferricyanure de potassium (KsFe (CN)g) en fer ferreux
(Fe?"), et I’addition du Fe** au produit réduit conduit a la formation du bleu de Prusse (Fe [Fe
(CN)s]), qui a une forte absorbance & 700nm. La réaction de réduction de fer est révélée par le
virage de la coloration du jaune au bleu-vert.

Pour ce fait, 10 ul de ’HE a différentes concentrations (200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25,
3.125ug/ml), a été introduit dans une microplaque. Puis, un volume de 40 ul du tampon
phosphate a pH 6.6 et 50 ul de ferricyanure de potassium ont été rajoutés. Aprés le mélange a

¢té incubé pendant 20 min a 50°C. Ensuite,50 ul d’acide trichloracétique (10%), a été ajouté
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pour arréter la réaction. La lecture de 1’absorbance se fait a 700 nm, apres I’addition de 40 pl

d’cau distillée et 10 pl de chlorure du fer a 0.1%. La figure 32 illustre le protocole utilisé.

10pL échantillon +
40puL tampon pH 6.6 +
SOL K3Fe(CN)6

Concentration en pqan

----- 10uL solvant de I'échantillon +
40pL tampon pH 6.6 +

SOuL K3Fe(CN)6

QQOQQQO]

Incubation 30min / 50°C l

S0puL CCI3COOH +
40uL eau +
10uL FeCl3

Lecture & 700nm

Figure 32 protocole suivi pour I'étude de I'activité antioxydante "pouvoir réducteur"

L’évaluation de I’activité antioxydante par la méthode de mesure du pouvoir réducteur a été

effectuée a titre de A0.5 et comparé a celle d’acide ascorbique.
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4- Résultats et Discussion

Le présent travail porte sur 1’extraction de I’HE de la plante médicinale L. dentata, I’étude de ses
caractéristiques (organoleptiques, physico-chimiques et chromatographiques). Ainsi qu’une
évaluation de ses activités biologiques ; antimicrobienne, antalgique, anticoagulante,
antidiabétique, anti-Alzheimer et antioxydante. L’objectif de cette eétude est 1’évaluation des
activités biologiques de I’HE de la plante L. dentata dans le cadre de mettre en évidence des effets

thérapeutiques des biomolécules d’origine naturelle, en vue de leurs applications en biothérapie.

4.1- Rendement de I’extraction

Le résultat obtenu concernant le rendement de I’extraction par hydrodistillation de I’HE de la
plante L. dentata a montré que, 40g de I’HE sont obtenus a partir des 10kg de la partie aérienne.
En effet, le rendement de ’extraction en utilisant la formule 1 (partie matériel et méthodes) est

égal a une valeur R = 0.4%.

Le rendement de I’HE de L. dentata (0.4%) est approximativement similaire a celui rapporté par
Silva Flores et al. (2019), qui ont trouvé 0.53% au L. dentata de mexico. Cependant, Bouazama et
al., (2017) et de plus Mothana et al. (2012), ont révélé un rendement égal a 0.58% au L. dentata
provenant de Maroc et de Yémen respectivement. Tandis qu’il est inférieur a ceux trouvés par
Rebey et al., (2017) et EI Hassouni et al., (2017), qui ont enregistré un rendement de 0.68% et
1.4% respectivement. En revanche, le résultat obtenu est supérieur a ceux trouvé par Bousmaha et

al., (2006), qui a trouvé 0.25% au L. dentata algérienne provenant de Tlemcen.

Le rendement obtenu dans la présente étude, a présenté un résultat significatif, malgré les
conditions et la période de récolte suivie (début de mars), qui n’était pas idéal pour le pic de
production des métabolites secondaires. La variation de la valeur du rendement entre nos résultats
et les résultats obtenus a partir de différentes références peut étre attribués aux conditions
climatiques et géographiques de station de récolte (aride, humide...etc.), & la nature de la plante
(séche ou fraiche), a la technique d’extraction (méthode, durée, conditions, quantité du matériel

végétal et d’eau introduite...etc.) et a la période de la cueillette.
4.2- Caractéristiques de I’huile

La détermination des caractéristiques organoleptiques ainsi que, les propriétes physicochimiques
constituent un moyen de vérification et de contréle de la qualité de I’HE. Dans la présente étude,
ces caractéristiques ont été réalisées suivant les méthodes décrites par I’AFNOR et la pharmacopée

européenne 11°™ édition.
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4.2.1- Caractéristiques organoleptiques

Les résultats de contrble des différentes caractéristiques organoleptiques de I’HE de L. dentata
extraite par I’hydrodistillation, ainsi que les normes de I’HE de la dentée élaborée par I’AFNOR

(2000), sont présentés dans le tableau 5 :

Tableau 5 Caractéristiques organoleptiques de I’HE de L. dentata

Aspect Couleur Odeur
L’HE de L. dentata Liquide limpide Jaune Agréable camphrée
mobile huileux
Liquide Limpide Jaune ombré Odeur caracteéristique
Normes AFNOR Mobile du Lavande
(2000) Camphrée

Les résultats obtenus concernant les caractéristiques organoleptiques sont similaires a ceux décrit
par AFNOR, (2000), de ce fait, I’'HE de la plante L. dentata est conforme. Ce qui confirme qu’elle
est fraiche et de bonne qualité.

4.2.2- Caractéristiques physicochimiques

L’HE de L. dentata a été analysée par le contr6le de ces parametres physicochimiques (Densité,
pouvoir rotatoire, indice de réfraction, indice de saponification, indice de peroxyde, indice d’ester,
teneur en eau et le pH). lls ont été déterminés selon les méthodes de référence (AFNOR et
Pharmacopée européenne). Le tableau ci-dessous regroupe les résultats de la mesure de ces indices
physicochimiques.

Tableau 6 Indices physicochimique de I’'HE de L. dentata

Parameétres Résultats
Densité 0.897
Indice de réfraction 1.466
Pouvoir rotatoire -3
Indice de saponification 5.57
Indice de peroxyde 10.798
Indice d’acide 0.72
Indice d’ester 4.85
Teneur en eau 0.4%
pH 5.15
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La densité des HEs est généralement inférieure a celle de 1’eau et selon ’AFNOR, la densité de
I’HE de L. dentata doit étre comprise entre 0.891 et 0.899, cela signifie que, la valeur obtenue

(0.897) est dans les normes requises.

Le résultat de I’indice de réfraction (1.466) se trouve dans la fourchette (1.463 a 1.468) de
référence établie par lanorme AFNOR. D’aprés Chouitah, (2012), I’élévation de cet indice indique
que, I’HE de L. dentata est riche en monoterpénes et en dérivés oxygenés. La présence des
monoterpénes dans I’HE joue un réle important dans la creation de nouveaux composés

biologiquement actifs, y compris les médicaments.

La mesure du pouvoir rotatoire donne un bon renseignement sur la déviation du plan de la
polarisation des composants de 1’échantillon testé. Le résultat obtenu concernant le pouvoir
rotatoire de I’HE de L. dentata a montré une valeur négative égale a -3, donc I’HE est de caractere
Iévogyre. Ce résultat répond aux normes exigées par I’AFNOR, ce qui confirme que I’HE est de

bonne qualité.

L’indice d’acide représente 1’un des paramétres les plus ciblés d’aprés I’AFONR. En effet, il donne
une idée sur le taux d’acides libres présents et sa susceptibilité a subir des altérations, notamment
I’oxydation et I’hydrolyse des esters ainsi qu’il donne une idée sur la qualité et le degré de

conservation de I’HE (Kaloustian et al., 2012).

Le résultat obtenu de I’indice d’acide a montré une valeur égale a 0.72 donc I’HE est dépourvu ou
contient un peu d’acide gras libres a courtes chaines carboniques. Cet indice est souvent d’une
valeur égale ou inférieure a 2 selon la pharmacopée européenne 11°™ édition. Cela signifie que

le résultat obtenu est conforme.

L’indice de saponification rend compte de la longueur des chaines hydrocarbonées des acides
gras ; Inversement au poids moléculaire (plus il est élevé Is est faible). L’indice de saponification
de L’HE est de 5.57, ce qui implique que I’HE de L. dentata contient une faible quantité des acides

gras a faibles poids moléculaires.

En pratique, I’indice d’ester signifie la différence de I’ls et Ia. La valeur calculée de I’le de I’'HE
(4.85) est comparable a celle de la norme d’AFNOR, ce qui indique qu’elle est conforme.

L’indice de peroxyde donne des renseignements sur la présence des substances antioxydants qui
s’opposent a la formation des peroxydes. Lorsque cet indice est faible, cela signifie que, I’HE des
plantes est fraiche. La valeur de I’indice de peroxyde trouvée dans cette étude est de 1’ordre 10.798.
Selon Haddad et Haddji, (2016), Ir ne doit pas dépasser 20 mEq O>/L, donc I’HE de L. dentata est

conforme.
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La teneur en eau dans I’HE est de ’ordre de 0.4%. Cette faible valeur a montré que I’HE de L.

dentata extraite par hydrodistillation est de bonne qualité.

La valeur de pH trouvée (5.15), signifie que I’HE est de caractere acide. Ce résultat a montré

I’existence des composants organiques dans I’HE de L. dentata.

D’aprés la littérature, les variations de parameétres physicochimiques sont dues a plusieurs

paramétres en 1’occurrence ; la chémotype de la plante utilisée, I’influence des conditions

édaphiques et climatiques, ainsi que, les conditions de la culture des plantes.

4.3- Analyse chromatographique

En vue de révéler la composition chimique de I’HE de L. dentata, une analyse chromatographique

a été effectuée en utilisant la technique CPG/SM. Les composants obtenus, ainsi que le

chromatogramme sont reportés dans le tableau et la figure ci-dessous :

Tableau 7 Composition chimique de I’HE de L. dentata

Composés Pourcentages Temps de rétentions(S)
(%)
01 B-pinéne 33.43 2.583
02 1,8-cineole 41.48 3.083
03 Campheéne 0.25 3.500
04 Verbénol 1.31 4.083
05 Terpinén-4-ol 1.81 4.417
06 Myrténol 1.84 4.667
07 Benzaldéhyde, 4-(1-methylethyl) 2.06 5.083
08 B-citral 0.98 5.500
09 D limonéne 2.26 6.333
10  6-Methyl-2-(2-oxiranyl)-5-hepten-2-ol 2.90 7.250
11 Linalooloxide 2.90 7.667
12 B-Linaloolmonoterpenols 1.43 7.917
13 L-pinocarveolmonoterpenoids 1.42 8.167
14 Camphore 1.42 8.417
15 Borneol 1.53 9.000
16 Furfuryl alcohol 0.96 9.667
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17 Fenchone 1.75 10.083

18 P-Cymen-8-ol 0.26 10.667

R il - 1 36 S S
fiC [1.00
T

zh (] i a £ [i] [ o [ h [ - ['3 [0 O e ot we g ) 5

Figure 33 Chromatogramme des composants de L'HE de L. dentata

L’analyse de I’huile volatile de L. dentata a permis d’identifier 18 molécules. En effet, deux
composés majoritaires ont été identifiés et déterminés en I’occurrence ; 1,8-cinéole (41.48 %) et

B-pinéne (33.43%). La figure ci-dessous montre les pourcentages des composés obtenus par
CPG/SM.

autres
composants
25%

inéne
3%

m18-cinéole  ®p-pinene autres composants

Figure 34 Pourcentage des composants majoritaires par rapport aux autres constituants de
I'HE de L. dentata
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D’autres travaux menés sur la détermination de quelques composés majoritaires des HEs de L.

dentata provenant de diverses régions (tableau 8).

Tableau 8 Composants majoritaires de L’HE selon la provenance

Composées majoritaires Régions Référence de I’étude

Camphre (26.52%) Tunisie Bettaieb, 2017
1,8-cineole (22.90%0)
Limonene (14.91%)
B- pinéne (14.02%)

B-Pinéne (27.08%) Maroc El hassouni et al, 2017
Pinocarvecol (14.77%)

B-pinéne (17.3%) Algérie (Oran) Benbrahim, 2021
Mytenal (10.2%0)

Trans-pinocarveol (8.7%)

1,8- cinéole (37.14%) Tunisie Souihi et al, 2017
1,8- cinéole (63.25%) Parana (south Brazil) Barbara, 2018
Linalool (47,30%) Tunisie Msaada et al, 2012

Linalyl acétate (28.65%)

a- Terpinolene (51.13%) Algérie (Tébessa) Dris, 2017
camphor (13.43%)

Les profils chromatographiques réalisés sur I’HE de L. dentata de différentes régions ont montré
que, le 1,8-cinéole et B- pinene sont parmi les composés caractéristiques de cette plante. Mais
aussi, il existe une large différence au sein de la méme espece (Dris, 2017 ; Barbara, 2018 ;
Benbrahim, 2021). De nombreux facteurs peuvent étre influencés sur le chémotype de I’HE en
I’occurrence ; la température ; le taux d’humidité ; la durée d’ensoleillement ; la composition du

sol ainsi que le polymorphisme chimique dans la méme espéce (Benabdelkader, 2012).
4.4- Activites biologiques
Dans le but de tester 1’effet thérapeutique de I’HE issue de la plante L. dentata, plusieurs activités

ont été misent en évidence : [D’activité antimicrobienne, I’activité antalgique, D’activité

anticoagulante, I’activité antidiabétique, ainsi que 1’activité antioxydante.

52



Résultats et discussion

4.4.1- Activité antimicrobienne

L’évaluation de I’activité antimicrobienne de I’HE extraite par hydrodistillation a partir des parties
aériennes (Feuilles, tiges, fleurs) de la plante L. dentata a été réalisée par la méthode de
I’aromatogramme Vis-a-vis six bactéries et deux levures. Le pouvoir antimicrobien a été évalué
en mesurant le diamétre des zones d’inhibitions (DZI) autour des disques contenant I’HE.

Les résultats obtenus de 1’évaluation de I’activité antibactérienne de I’HE brut de la plante, sont
illustrés dans la figure 35

A B

Escherichia coli

Pseudomonas aerugenosa
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Salmonella typhimyrium

Bacillus subtilis

Staphylococcus aureus
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Staphylococcus epidermidis

Figure 35 L'activité antibactérienne de L'HE brute

L’analyse des résultats a montré que, I’'HE brute de L. dentata posséde un effet hautement
considérable vis-a-vis les bactéries testées. Cependant, les DZI sont différents selon la bactérie
testée (Tableau 9). L’HE a un pouvoir inhibiteur contre les bactéries a Gram négatif (E. coli, P.

aerugenosa et S. typhimyrium), et Gram positif (S. epidermidis S. aureus, et B. subtilis).

Une activité maximale similaire (38.5 mm), a été observée chez P. aerugenosa et S. epidermidis
suivie de S. typhimyrium (30.3mm), une activité considérable contre S. aureus et B. subtilis avec
DZI égale a 23.4 mm et 24.8 mm respectivement, cependant, une modeste activité a été observée
chez E. coli (16.6 mm). En se référent a 1’échelle de notation symbolique de Boughendjioua et al.

(2017), I’action inhibitrice de I’HE de L. dentata a été classée en quatre catégories (tableau 9).

Tableau 9 L’action inhibitrice de I’HE de L. dentata contre les souches bactériennes

HE brute Action de ’HE
E. coli 16.6 mm +
P. aerugenosa 38.5 mm +++
S. typhimyrium 30.3 mm + 4+
S. epidermidis 38.5mm 4+
B. subtilis 24.8 mm ++
S. aureus 23.4 mm ++
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Les résultats obtenus concordent a ceux de Imelouane et al. (2009), qui ont trouvé un DZI de
I’ordre de 22 mm vis-a-vis S. aureus (ATCC25923) et 15 mm pour et E. coli (ATCC125922). De
plus Bachiri et al. (2017) ont travaillé sur une lavande denté marocaine, et ont trouvé un DZI égale
a 30 mm pour S. aureus et 12 mm pour E. coli. En revanche, 1’étude d’Aly et al. (2013), a montré
que I’huile volatil de L. dentata saoudienne ne possede aucun effet inhibiteur sur E. coli et S.
aureus. Cependant, Puvaca et al. (2021), ont enregistré une action élevée de L. augustifolia contre
E. coli. Le travail élaboré par El Hassouni et al. (2019) a montré 35 mm envers Salmonella

enterditidis.

Alors que, Shubha, (2013) et Boughendjioua al. (2017), ont montré des résultats semblables a ceux
trouvés dans le présent travail en utilisant la plante Lavandula contre les bactéries B. subtilis et S.
epidermidis. Ce résultat rendre I’HE de L. dentata, un agent antibactérien naturel trés efficace et
peut étre une source importante de constituants phytopharmaceutiques utilisés pour éradiquer les

infections dermiques.

Dans cette étude, ’HE de L. dentata est capable d’inhiber la croissance de la bactérie P.
aerugenosa (38.5mm), contrairement aux résultats menés par Imelouane et al. (2013), et
N’Dédinahoua et al. (2014) qui n’ont trouvé aucun effet inhibiteur vis-a-vis cette bactérie. En
outre, les travaux fournis par Bouzouama et al. (2017) et Aly et al. (2013), ont trouvé des DZI
égale a 13.5mm et 21 mm envers P. aerugenosa (ATCC27853).

Dans le présent travail, les résultats de I’évaluation de 1’activité antifongique, vis-a-vis les deux

souches levuriennes (C. albicans, S. cerevisiae) sont illustrés dans la figure ci-dessous :

Candida albicans
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Saccharomyces cerevisiae

Figure 36 Activité antifongique de I'HE brute

L’analyse des résultats a montré une sensibilité remarquable chez les souches levuriennes testées,
en effet, le pouvoir inhibiteur de I’HE de L. dentata est tres efficace contre S. cerevisiae et C.

albicans, avec DZI égale a 36.6 mm et 38.5 mm respectivement.

Les résultats obtenus dans le présent travail concordent avec ceux trouvés dans 1I’étude de Miller-
Sepulveda et al. (2020), qui ont révélé un effet inhibiteur de I’HE de L. dentata sur C. albicans.
Cependant, d’apres la littérature, 1’efficacité des extraits aromatiques a travers les publications
reste difficile a établir, et ce réside dans le fait que les parameétres expérimentaux (méthodes
employées, conditions physiologiques des germes, doses utilisées...etc.) se différent d’une étude

a ’autre.

Sur la base des résultats obtenus, I’'HE de la plante L. Dentata a montré un résultat tres positif vis-
a-vis les souches bactériennes et fongiques testées, ce qui confirme I’efficacité de I’'HE comme
agent antimicrobien naturel et peut étre exploitée comme un antiseptique. D’un autre volet,
plusieurs hypothéses menées sur le mode d’action des HEs, cependant le mécanisme précis
montrant 1’effet inhibiteur reste un sujet délicat et difficile a traiter en raison de la diversité et la

variabilité des constituants chimiques d’une plante a I’autre et méme au sein d’une méme espece.

Par ailleurs, Bouzouama et al. (2017), ont expliqué dans leurs travaux que la présence de camphore

et 1.8-cinéole dans I’HE de L. dentata provoque 1’inhibition de la croissance microbienne.

De plus, les HEs agissent sur les microorganismes en empéchant la multiplication les bactéries,
leur sporulation, la synthése de leurs toxines et elles agissent sur la biomasse et la production de

pseudo-mycélium chez les levures (Boughendjioua, 2017).
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Il est intéressant de noter que, I’utilisation de la totalit¢ de I’HE sans séparer les composants
montrant un résultat idéal vis-a-vis les microorganismes pathogenes, cela est peut-étre expliquée

par I’effet synergique entre les différents composeés.
Détermination de CMI

Dans le but de confirmer les résultats trouvés précédemment dans 1’¢tude qualitative de 1’activité
antimicrobienne et afin de mesurer la dose exacte au-dela de laquelle toute croissance microbienne
est inhibée, La détermination de la CMI a été effectuée par la méthode de diffusion sur disque dans
un milieu gélosé. Les résultats obtenus concernant la CMI de I’HE de L. dentata, sont mentionnes

dans le tableau 10 et illustrés dans la figure ci-dessous :

Escherichia coli Salmonella typhimyrium

Bacillus subtilis Staphylococcus aureus
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Pseudomonas aerugenosa

Staphylococcus epidermidis

Saccharomyces cerevisiae Candida albicans

Figure 37 détermination de la CMI
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Tableau 10 valeurs de la concentration minimal inhibitrice

pl/ml E.C BS PA SA SE ST CA SC
500 Hx - - - - - - -
250 CMI - - - CMI - - -
125 +* CMI CMI CMI + CMI CMI CMI
62.5 + + + + + + + +

EC : E. coli, BS : B. subtilis, PA : P. aerugenosa, SA : S. aureus, SE : S. epidermidis, ST : S. typhimyrium, CA : C.
albicans, SC : S. cerevisiae, (*) présence d’une croissance, (**) : absence de croissance

D’aprés les résultats, il a été montré que I'HE posséde des degrés variables d'inhibition de
croissance contre les souches bactériennes et levuriennes. En effet, il est estimé que la CMI des
souches P. aerugenosa, B. subtilis, S. Aureus, S. typhimyrium, C. albicans, et S. cerevisiae est de
125 pl/ml, donc, en se référant au Konan et al. (2014), le pouvoir inhibiteur de I’HE de L. dentata
est intéressant vis-a-vis ces souches. Alors que, la CMI des souches bactériennes E. coli et S.
epidermidis est de valeur plus élevée (250 pl/ml), ce qui montre d’aprés Konan et al. (2014), que

I’effet de 1’huile est faible contre ces deux bactéries.
4.4.2- Activité antalgique

Les résultats de 1’évaluation de I’activité antalgique de I’HE de L. dentata par le test Tail flick,

basé sur la douleur provoquée par I’analgésimétre, sont illustrés dans la figure ci-dessous :

25
20 19,1
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2
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C
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©
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'_
5
0
Lot témoin Lot test

Figure 38 moyennes du temps de latence des souris
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Les résultats obtenus aprés 1’administration de 400mg/kg de I’HE de L. dentata chez les souris de
race swiss, ont montré une diminution de la perception des sensations douloureuses, en augmentant
de facon tres significative le temps de réaction des souris du lot test par rapport au lot témoin
négative ayant recu 1’huile d’olive uniquement. Cela signifie que, L’HE de L. dentata possede un

effet antalgique intéressant sur les douleurs chez 1’animal.

Les travaux de Hajehashemi et al. (2003), sur I’activité antalgique de I’HE de L. augustifolia ont
montré une activité analgésique avec un pourcentage d’inhibition égale a 90%. De plus, I’étude de
Ghods et al. (2015), a montré une diminution de I’intensité de la douleur aprés I'application topique

de I’HE de lavande lors de I’insertion des aiguilles de dialyse chez des patients hémodialysés.

En outre, Maya-Enero et al. (2022), ont démontré I’efficacité de I’inhalation de I’HE de lavande

pour réduire la douleur pendant frénotomie chez les nouveau-nés sains et nés a terme.

Le test Tail Flick, est un modele sensible aux antalgiques centraux en particulier ceux qui ont un
site d’action spinal. De ce fait, I’effet analgésique de I’HE de L. dentata observé chez les souris
dans cette étude confirme 1’effet antalgique central de cette huile, et ce, en inhibant les récepteurs
opioides de la douleur central. Par ailleurs, les antalgiques peuvent exercés leur activité anti
nociceptive au niveau de trois sites distincts ; au niveau périphérique par diminution de la
sensibilité des nociceptives (antalgiques) ; au niveau médullaire par suppression du relais des
influx nociceptifs (opioides) et enfin, au niveau supra-spinal par inhibition de la perception de la
douleur (opioides, narcotiques) ou bien en modulant 1’assimilation de la douleur (antidépresseurs

comme Co-antalgiques) (Bounihi, 2016).
Activité anticoagulante

Dans le but de rechercher des substances bioactives naturelles capables de coaguler le sang, pour
empécher I’hémorragie et éviter la souffrance de thrombose, une évaluation de I’activité
anticoagulante de L’HE de L. dentata a été réalisée in vitro vis-a-vis la voie exogéne et la voie

endogéne de la coagulation.

Les résultats obtenus de I’activité anticoagulante de I’HE via la voie exogéne en utilisant le test de

TP sont illustrés dans la figure suivante :
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Figure 39 Temps de coagulation par voie exogéne

Les résultats obtenus ont montré que I’HE de L. dentata a donné un TP supérieur au celle du témoin
et du contréle négatif. Le TP normal est compris entre 12 et 14 secondes selon les réactifs utilisés,
et tout un allongement par rapport au témoin montre une activité anticoagulante de I’HE testé vis-

a-vis la voie exogeéne de la coagulation.

La dose 10 pl de I’HE a allongé le temps de quick avec une valeur d’ordre de 6 S avec un TP de
18 S. Cependant le volume 20 pl de I’HE a présenté une activité anticoagulante allongée (11 S) et
un TP estimé a 23 S. En outre, la dose 30 pl de I’HE a un effet anticoagulant sur la voie extrinséque
avec un TP de 33 S, par un allongement de 21 S.

Les résultats obtenus concernant I’exploration de la voie endogene de la coagulation en utilisant
le test de TCK sont présentés dans la figure 40.
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Figure 40 temps de coagulation par voie endogene

Le TCK normal doit étre compris entre 30 et 40 S selon les réactifs utilisés, et tout un allongement

par rapport au témoin montre une activité anticoagulante.

Dans cette étude, I’'HE de L. dentata a donné un TCK important par rapport au témoin et au
controle négatif. Le volume 10 pl de I’HE a présenté une activité anticoagulante avec un TCK de
58.3 S, et un allongement de 28.3 S. Par ailleurs, le volume 20 pl est capable d’exercer un effet
contre la formation du caillot, avec un TCK de 155 S, et un allongement de 125 S. Cependant, le
volume 30 pl est capable d’allonger le temps de la coagulation (250 S) avec une valeur de TCK
de I’ordre de 280 S.

D’apreés les résultats obtenus, I’HE de L. dentata exerce un effet anticoagulant trés intéressant et
remarquable vis-a-vis la voie endogéne en utilisant le TCK.

Par ailleurs, une étude récente réalisée par Alatawi et al. (2021), a démontré I’effet de 1,8-cinéole,
un composant majoritaire de I’HE de Lavande denté sur I’activation plaquettaire induite. En fait,
il peut agir comme un agent thérapeutique potentiel pour contrdler 1’agrégation plaquettaire
injustifiée dans divers contextes physiopathologiques (Laly, 2018)

En effet, les propriétés anticoagulantes de I’'HE de lavande pourraient étre due a 1’action
vasoconstrictrice du pinéne, en diminuant le diametre des vaisseaux sanguins, et donc diminuant

I’afflux sanguin et facilitant I’hémostase par diminution des contraintes vasculaires.
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4.4 4- Activité anti-Alzheimer

L’inhibition de I’enzyme cholinestérase est devenue une approche clinique largement utilisée pour
traiter les symptomes de la maladie d’Alzheimer. De ce fait, dans le but d’explorer 1’effet
thérapeutique de I’HE de L. dentata sur les maladies neurodégénérative, 1’évaluation de 1’activité
Anti-Alzheimer a été réalisée in vitro en utilisant le test d’inhibition de I’enzyme BChE. Les
résultats obtenus sont illustrés dans la figure 41 et exprimés en pourcentages d’inhibition dans le
tableau 11.

Figure 41 Résultats de I'activité anti-Alzheimer sur microplaque

Tableau 11 Résultats du test d’inhibition de 1’enzyme BChE

(ng/ml) 3.125 6.25 12.5 25 50 100 200

HE NA NA NA NA NA 4752+1.62 92.31+2.76

Galantamine 3,26+0,62 6,93+0,62 24,03+2,94 4513+2,60 63,87+2,85 73,57+0,77 78,95+0,58

NA : non actif, + : écart-type (n=3)

Le pourcentage d’inhibition de I’HE de L. dentata présente un résultat indéterminée, lorsque les
concentrations (3.125, 6.25, 12.5,25 ,50 pg/ml) sont effectuées, En revanche, cette huile a montré
un résultat hautement significatif lorsque les concentrations (100 et 200 pg/ml) ont été testées. Il
est a noter que le pourcentage d’inhibition de I’HE est supérieur a celui du standard lorsque la
concentration 200 pg/ml a été utilisée. Ce résultat est prometteur et ouvre la voie sur I’exploitation

de I’HE comme un anti-Alzheimer.

A partir de la courbe illustrée dans la figure 42, I’IC50 a été calculée pour mieux caractériser le

pouvoir anti-Alzheimer.
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Figure 42 pourcentages d'inhibition de BChE

D’apreés les résultats obtenus dans le présent travail, il a ét¢ déduit que, I’HE de la plante L. dentata
posséde un effet inhibiteur intéressant vis-a-vis I’activité enzymatique de BChE avec une valeur
de 125.34 + 0.68 pg/ml supérieur a celle obtenue par la Galantamine (34.75+ 1.99 pg/ml), utilisée
comme standard. Ce résultat positif, est en accord avec ceux de Qneibi et al. (2019) et Nadel et al.
(2020), qui ont confirmé I’efficacité de 1’utilisation de I’HE de lavande dentée dans I’amélioration

de la mémoire et de la fonction cognitive chez des patients atteints de la MA.

Le travail établi par Scuteri et al. (2017), sur des patients souffrant d’ Alzheimer a été montré que,
I’HE de L. officinalis possede des propriétés anticholinestérasiques qui accroit les capacités de
mémorisation. De plus, un effet protecteur de la neurotoxicité générée par cette maladie a été

observé par Caputo et al. (2021), chez la méme plante.

Des recherches scientifiques ont expliqué I’activité inhibiteur de la MA chez I’HE de Lavande par
son effet efficace d’inverser les déficits de la mémoire spatiale induits par les dysfonctionnements
du systeme cholinergique. Des preuves sont également trouvées en relation avec les activités anti-

apoptotique de son extrait volatil, avec la capacité d'augmenter la plasticité synaptique
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4.4.5- Activité antidiabétique

Dans cette étude, 1’exploration de 1’activité antidiabétique de I’HE de la plante L. dentata, a été
effectuée in vitro en utilisant le test d’inhibition de I’activité enzymatique de 1’a-amylase. Les
résultats obtenus sont illustrés dans la figure 43 et exprimés en pourcentages d’inhibition dans le
tableau 12.

Figure 43 Résultats de I'activité antidiabétique sur microplaque

Tableau 12 Résultats du test d’inhibition de 1’enzyme a-amylase

pg/mi 6.25 125 25 50 100 200 400

HE 63.45+4.01 73.00+6.78 89.81+3.14 96.07+£3.27 109.97+5.33 120.75+0.65 121.79+4.34

acarbose 7.76x0.17  8.08+0.30  9.46+0.11  10.70+0.96 31.81+2.89  37.21+3.54  53.05%1.59

Les résultats obtenus concernant ’activité antidiabétique montre que I’HE inhibe I’activité
enzymatique de I’a-amylase de maniére dépendante de la concentration (figure 44). A la plus faible
concentration (6.25ug/ml), ’'HE a présenté un pourcentage d’inhibition de 63.45 % tandis qu’a la
plus grande concentration (400 pg/ml), ce pourcentage a atteint 121.79 %. Ceci montre que I’HE
de I’espéce L. dentata posséde un grand potentiel antidiabétique. Ainsi que, ces valeurs
d’inhibitions sont supérieur a celles obtenues par I’acarbose. Ce résultat donne I’intérét a I’HE de

L. dentata pour qu’elle puisse utiliser dans le traitement du diabéte.
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Figure 44 Inhibition d” o amylase par I’'HE

La concentration ICso a été calculé pour mieux caractériser le pouvoir antidiabétique, I’TC50 a été
égale a 135.08+ 0.25 pg/ml. En comparant la valeur enregistrée de 1’huile avec celle d’acarbose,
il a été apparu que I’HE de L. dentata est plus efficace.

Le résultat obtenu dans cette étude concorde avec celui trouvé par Capetti et al. (2020), qui ont
confirmé I’activité inhibitrice de la lavande vis-a-vis 1’a-amylase.

L’étude menée par Sebai et al. (2013), sur L. stoechas L., a montré 1’effet protecteur de cette plante
contre les diabétes.

Les experts sont convaincus que 1’apport total en glucide est un facteur fiable pour prédire la
glycémie postprandiale, de ce fait, I’inhibition de I’activité enzymatique des enzymes impliquées
dans la digestion des glucides peut prédire I’hyperglycémie comme 1’a-amylase. Donc, I’'HE de L.
dentata posséde une activité antidiabétique intéressante, en raison de son effet puissant dans

I’inhibition de I’enzyme a-amylase.
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4.4.6- Activité antioxydante

L’évaluation de I’activité antioxydante de I’HE de L. dentata a été réalisée par trois méthodes a
savoir ; le piégeage du radical libre, en suivant la disparition du couleur violette au jaune pour le
test de DPPH , incolore au bleu pour I’ABTS" et I’évaluation du pouvoir réducteur du fer en suivant
le changement de couleur de jaune au bleu. Les résultats obtenus sont illustré dans la figure 45 et

mentionnés dans le tableau 13. lls ont été comparés avec des antioxydants standards.

Figure 45 résultats de I'activité antioxydante sur microplaque (A. test BPPH, B.
ABTS" ,pouvoir réducteur, D. standards

Tableau 13 Résultats de 1’étude de 1’activité antioxydante sur microplaque

(pg/ml) 12.5 25 50 100 200 400 800
DPPH (%lnhibition)
HE NA 2.15£2.06 455+514 9.21+233 13.22+3.08 24.90+2.39 25.79+1.33

BHT  49,09+076 72,63+2,06 88.73+0,89 94.00+0,31 94.97+0,08 95.38+041 95.02+0,23
ABTS* (%Inhibition)

HE 6.90+555 10.36+2.13 10.73+0.96 14.09+5.82 14.20+2.27 15.09+0.74 18.34+1.34
BHT  69.21+040 78.23+134 88.12+128 8876307 90.85+174 90.95+0,51 96.68+0.39
(ng/ml) 3.125 6.25 125 25 50 100 200

Pouvoir réducteur (Absorbance)
HE 0.07+0.01 0.09£0.03  0.10+0.01 0.14+0.05 0.22+0.05 0.26+x0.03  0.36+0.03

Acide 0,35+0,05 0,46+0,03 0,84+0,12 0,93+0,30 1,1840,34  1,37£0,20 1,44+0,21
Ascorbique

68



Résultats et discussion

En comparant les résultats obtenus dans cette étude avec ceux du BHT, I’HE de L. dentata possede
une faible activité antioxydante. Aucun virage de couleur n’a été détecté sur les puits des
microplaques, cependant, une corrélation entre les concentrations utilisées et les pourcentages
d’inhibition a été observée. Les tests de piégeage des radicaux libres (DPPH, ’ABTS") et les
pouvoir réducteur de fer, ont enregistré des valeurs de ICso et A0.5 (absorbance a A 0.5) élevés
(>800pg/ml) (Tableau 14).

Tableau 14 concentration d’inhibition de 50% des radicaux libres et absorbance A0.5 du fer

HE Standard
DPPH >800 12.99+0.41
ABTS* >800 1.29+0.3
pouvoir réducteur >800 6.77+£1.15

Ces resultats concordent avec ceux trouvés par El hassouni et al. (2017) et Mothana et al. (2012),
qui ont évalué I’activité antioxydante de I’HE de L. dentata marocaine et Yemen respectivement,
par le test de DPPH et ’ABTS".

La faible activité¢ antioxydante de I’HE peut étre due principalement a sa teneur faible en

antioxydant naturels tel que les composés phénoliques qui ont un fort pouvoir anti-radicalaire.
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5- Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales représentent une source inépuisable des substances bioactives grace
aux principes actifs qu’elles contiennent. En effets, des recherches scientifiques sont misent en
point pour la découverte des agents naturels d’origine végétale, dotés d’activités biologiques et
moins d’effets néfastes. Dans ce contexte, la présente étude porte sur I’extraction de I’HE de L.
dentata, provenant de la région de Douaouda de la wilaya de Tipaza, en vue de son exploitation
dans la prévention et le traitement de nombreuses maladies. Pour arriver a cet objectif, plusieurs

axes ont été suivis.

Le rendement de production de I’HE de la plante L. dentata a partir de ses parties aériennes a

été estimé a 0.4%. Il a été conclu de cette partie que la plante L. dentata est riche en HE.

La caractérisation organoleptiques et physicochimique a montré que I’'HE extraite par
hydrodistillation selon les normes de la Pharmacopée Européenne et I’AFNOR, est conforme
et de bonne qualité. L’analyse chromatographique de cette huile par CPG/SM a permis
d’identifier 18 composés dominés par 1,8-cinéole (41.84%) et la B-pinéne (33.43%).
L’évaluation de I’activité antimicrobienne vis-a-vis les souches suivantes ; Escherichia coli,
Pseudomonas aerugenosa, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimyrium,
Staphylococcus epidermidis, Candida albicans et Saccharomyces cerevisiae, en utilisant la

méthode de diffusion sur gélose a démontré que les DZI varient entre 16.6 mm et 38.5 mm.

Il a été conclu de cette partie que I’HE, posséde un pouvoir inhibiteur important vis-a-vis toutes

les souches microbiennes testées.

L’exploration de I’activité antalgique in vivo sur des souris de race swiss par la méthode de Tail
Flick en provoquant les douleurs par un analgésimétre, a montré également un effet analgésique

intéressant contre les douleurs chez 1’animal.

Parallelement, I’exploitation de I’effet anticoagulant a présenté un allongement (varie de 6S a
21S pour le TP et 28.3S a 250S pour le TCK), il a été conclu de cette partie que, I’HE de L.

dentata possede un pouvoir excellent de coagulation vis-a-vis les deux voies.

Il est intéressant de signaler que, ce travail est le premier a I’avoir mis en évidence

Iactivité antalgique et anticoagulante de ’HE de la plante L. dentata.

L’évaluation de I’activité enzymatique a révélé que I’HE de L. dentata est douée d’un pouvoir
inhibiteur intéressant contre les enzymes a-amylase (ICs50=135.08+0.25ug/ml) et
butyrylcholinestérase (ICso= 125.34+0.68pg/ml).
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Il a été conclu de cette partie que cette huile possede une activité anti-diabétique et anti-

Alzheimer importante.

En revanche, I’évaluation de 1’activité antioxydante par le piégeage des radicaux libres (DPPH,
ABTS+) et le pouvoir réducteur du fer, a présenté une activité antioxydante faible de I’HE de
L. dentata. (IC50>800ug/ml).

Au terme de ce travail, il a été conclu que I’HE de L. dentata joue un réle trés important dans

le domaine de la biotechnologie et la biothérapie.

L’ensemble des résultats obtenus au fil de cette étude ne présente qu’une étape préliminaire
dans la recherche. De ce fait, il est souhaitable d’enrichir et d’accomplir ce travail, par des

études approfondies concernant plusieurs points, a savoir ;

v L’étude approfondie et complémentaires in vivo des activités étudiées (antidiabétique,
anticoagulante, anti Alzheimer), ainsi que, 1’étude des autres activités biologiques tel
que P’activité anti-inflammatoire et anti-hémolytique.

v L’étude de la cytotoxicité de I’huile sur des lignes cellulaires afin de déterminer les
concentrations requises non néfastes pour 1’humain.

v La séparation et I’isolement des différents constituants de I’huile afin d’identifier les
molécules responsables des propriétés biologiques.

v" Larecherche d’autres applications biotechnologiques de I’HE de L. dentata.
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Abstract

Abstract

Recent research is aimed at developing new biomolecules of plant origin for therapeutic purposes. In
particular, essential oils have attracted considerable attention because of their role.

The objective of this study is the evaluation of the biological activities of the oil of the Algerian
medicinal plant Lavandula dentata L. harvested from the region of Daouaouda city of Tipaza. The
extraction of the essential oil of L. dentata by hydrodistillation provided a yield of about 0.4%. The
analysis of organoleptic parameters (appearance, color and odor) and physicochemical namely; density,
rotatory power, refractive index, saponification, peroxide, acid, ester, water content and pH following
the methods established by the European Pharmacopoeia and AFNOR, have highlighted the compliance
of EO to the required standards. The analysis by CPG/SM revealed 18 constituents, of which, the
majority compounds are 1,8-cineole (41.48%) and B-pinene (33.43%). The analysis of organoleptic
parameters (appearance, color and odor) and physicochemical namely; density, rotatory power,
refractive index, saponification, peroxide, acid, ester, water content and pH following the methods
established by the European Pharmacopoeia and AFNOR, have highlighted the compliance of EO to the
required standards. The analysis by CPG/SM revealed 18 constituents, of which, the majority
compounds are 1,8-cineole (41.48%) and B-pinene (33.43%).

The qualitative and quantitative evaluation (MIC) of the antimicrobial activity of EO, using the disc
diffusion method against six bacterial strains (Escherichia coli, Pseudomonas aerugenosa, Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimyrium, and Staphylococcus epidermidis) and two
fungal strains (Candida albicans and Saccharomyces cerevisiae) was determined. The results obtained
revealed that, EO has a great inhibitory action on the growth of all tested germs (DZI varies between
16.6 and 38.5 mm) and MIC comprised between 125 and 250 pl/ml. Moreover, the exploration of the
analgesic activity in vivo showed a very significant analgesic effect with an estimated dose of 400
mg/kg. Moreover, the EO of L. dentata has an inhibitory effect towards the enzyme a-amylase (IC50=
135.08+0.25ug/ml) and butyrylcholinesterase (IC50=125+ 0.68pg/ml), this shows that this oil has an
important anti-Alzheimer and antidiabetic activity. At the same time, the exploitation of the
anticoagulant activity by using chronometric tests (TP and TCK) revealed that, the EO exerts a very
interesting anticoagulant power in a dose-dependent way towards the endogenous and exogenous
pathway of the coagulation (TP: elongation varies from 6 S to 21 S, and TCK: elongation varies from
28.3 S to 250 S) However, a low antioxidant activity (IC 50>800 pg/ml) has been demonstrated by three
methods (DPPH, ABTS+ and reducing power).

Key words: Essential oil, Lavandula dentata L., GC/MS, Antimicrobial activity, Analgesic activity,

Anticoagulant activity, Anti-Alzheimer activity, Antidiabetic activity, Antioxidant activity.
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Annexe 1 :

Activité antimicrobienne
Préparation des milieux de culture (pour 1 L d’eau distillée) :

1. Gélose tryptone soja (TSA)
e Peptone trypsique de caséine (159) ;
e Peptone papainique de soja (59) ;
e Chlorure de sodium (59) ;
e Agar (159).
2. Sabouraud
e Glucose (209) ;
e Peptone (109) ;
e Agar (159).
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Annexe 2

Activité anti-Alzheimer
2.1- solution tampon :
1- 1.56 g de NaH2PO4+ 100 ml H.0 — V1
2- 8.890 g de Na2HPO4 + 500 ml H.0 — V2

3- V1 + V2 — solution tampon comme le montre le tableau ci-dessous ; ajuster le pH avec du
NaOH

pH 5.8 |6.2 64 |6.6 68 |7 72 |74 |76 |78 |8
NaH2PO4 | 92 815 | 735 | 625 |51 39 28 19 13 85 |53
Na:HPO, | 8 185 | 26,5 | 375 |49 61 72 81 87 915 | 945

2.1- solution de butyrylcholinestérase

e Dissoudre 0.2 mg de butyrylcholinestérase dans 1 ml du tampon (pH=8) — solution
meére ;

e Aliquoter chaque 20 pul de la solution mére d’enzyme dans un eppendorf;

e Conserver les eppendorfs dans le congélateur a -20°C ;

e Pour le test, diluer un eppendorf dans 2 ml de tampon (pH=8) ;

e Controler I’absorbance a 412 nm (elle doit étre comprise entre 0.4 et 0.5).

2.2- solution d’acide 5,5’-dithiobis (acide 2-nitro-benzoique) (DTNB)
e 16 mg DTNB + 1 ml tampon (pH=7) — Solution A ;
e 7.5 mg de bicarbonate de sodium + 1 ml tampon (pH=7) — Solution B ;
e Solution A + Solution B + 2 ml tampon (pH=7) + 4 ml tampn (pH=8) — volume total
8 ml.
2.3- solution d’iodure de butyrylthiocholine
e Dissoudre 4 mg d’iodure de butyrylthiocholine dans 4 ml d’eau, puis ajouter 4ml du

tampon (pH=8).
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Annexe 3
Activité antidiabétique

3.1- solution d’a amylase

Dissoudre 1 mg de I’a-amylase dans 10 ml du tampon (pH=6.9) — solution mére ;

Aliquoter chaque 1 ml de solution mére d’enzyme dans un eppendoef;

Conserver les eppendorfs dans le congélateur a -20°C ;

Pour le test, diluer un eppendorf dans 9 ml du tampon.

3.2- solution d’amidon 0.1%

Dissoudre 0.1 mg d’amidon dans 100 ml d’eau distillée dans microonde a plusieurs cycles de
15 sec jusqu’a dissolution totale.

3.2- solution d’IKI

Dissoudre 3 g d’iodure de potassium (KI) dans 100 ml d’eau ; puis ajouter 127 mg d’iode et

agiter le mélange jusqu’a la dissolution compléte
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Annexe 4

Activité antioxydante

4.1- solution de DPPH (6%)
e Dissoudre 6 mg de DPPH dans 100 ml du méthanol ;
e Vérifier I’absorbance a 517 nm (elle doit étre comprise entre 0.4 et 0.5) ;

e Conserver la solution a -20°C et a I’abri de la lumiére.
4.2- solution A’ ABTS*

e Mélanger 7 mM d’ABTS+ dans I’cau avec 2.45 mM de persulfate de potassium.

e Conserver la solution a I’abri de la lumiére et a température ambiante pendant 12 H

avant ’utilisation pour que la solution se stabilise ;

e Veérifier I’absorbance a 734 nm (elle doit étre comprise entre 0.6 et 0.7) avant
I’utilisation.

4.3- potassium ferricyanide (1%0)
e dissoudre 1 g KsFe(CN) ¢ dans 100 ml H20.
4.4- acide tri-chloro acétique (TCA) (10%0)

e Mettre 1 g de TCA dans 10 ml d’H20.

4.5- chlorure de fer (FeCls) (0.1%)

e Meélanger 0.1 g de FeClz avec 100 ml H2O.
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Evaluation des activités biologiques de ’huile essentielle de Lavandula dentata L. en vue
de son application en biothérapie

Mémoire pour I’obtention du dipléme de Master en Biotechnologie et Biothérapie

Des recherches récentes visent a développer de nouvelles biomolécules d’origine végétale a des fins
thérapeutiques. Notamment, les huiles essentielles qui ont attiré une attention considérable en raison de leur
role.

L’objectif de cette étude est I’évaluation des activités biologiques de I’huile de la plante médicinale
algérienne Lavandula dentata L. récoltée de la région de Douaouda wilaya de Tipaza. L’extraction de 1’huile
essentielle de L. dentata par hydrodistillation a fourni un rendement de I’ordre de 0.4%. L’analyse des
parametres organoleptiques (aspect, couleur et odeur) et physico-chimiques a savoir ; la densité, le pouvoir
rotatoire, I’indice de réfraction, de saponification, de peroxyde, d’acide, d’ester , la teneur en eau ainsi que le
pH en suivant les méthodes établies par la Pharmacopée Européenne et I’AFNOR , ont permis de mettre en
évidence la conformité de ’HE aux normes exigées. L’analyse par CPG/SM a révélé 18 constituants, dont,
les composés majoritaires sont 1,8-cinéole (41.48%) et B-pinéne (33.43%). L’évaluation qualitative et
quantitative (CMI) de I’activité antimicrobienne de I’HE, utilisant la méthode de diffusion par disques vis-a-
vis- six souches bactériennes (Escherichia coli, Pseudomonas aerugenosa, Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Salmonella typhimyrium, et Staphylococcus epidermidis) et deux souches fongiques (Candida
albicans et Saccharomyces cerevisiae) a ¢été déterminée. Les résultats obtenus ont révélé que, I’HE posséde
une grande action inhibitrice sur la croissance de tous les germes testés (DZI varie entre 16.6 et 38.5 mm) et
CMI comprise entre 125 et 250 pl/ml. De plus, I’exploration de I’activité antalgique in vivo a montré un
effet analgésique trés significatif avec une dose estimée a 400 mg/kg. Par ailleurs, I’HE de L. dentata
possede un effet inhibiteur vis-a-vis I’enzyme a-amylase (ICso= 135.08+0.25ug/ml) et butyrylcholinestérase
(IC50=125.34+0.68ug/ml), cela montre que cette huile a une activité anti-Alzheimer et antidiabétique
importante. Parallélement, I’exploitation de 1’activité anticoagulante en utilisant des tests chronométriques
(TP et TCK) a révélé que, I’HE exerce un pouvoir anticoagulant trés intéressant de maniére dose-dépendante
vis-a-vis la voie endogéne et exogéne de la coagulation (TP : allongement varie de 6S a 21 S, et TCK:
allongement varie de 28.3 S a 250 S). Cependant, une faible activité antioxydante (ICs0>800 pg/ml) a été
démontrée par trois méthodes (DPPH, ABTS+ et le pouvoir réducteur).

Mots-clés : Huile essentielle, Lavandula dentata L., CPG/SM, Activité antimicrobienne, Activité
antalgique, Activiteé anticoagulante, activité anti-Alzheimer, Activité antidiabétique, Activité antioxydante.
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