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Introduction

Introduction

La nature nous offre toujours un vaste choix de produits naturels aux activités biologiques
plus qu’intéressantes qui sont utilisés dans la médecine traditionnelle depuis de nombreux
siecles. En effet, les médicaments a base de plantes sont de puissantes sources de métabolites
secondaires utilisés en médecine traditionnelle et moderne (Patil et al., 2014) et qui jouent un

role pertinent dans le développement de remedes (Edeoga et al., 2005 ; Cherfia, 2020).

Actuellement, les plantes médicinales ont suscité énormément d'intérét car elles ont
relativement peu d'effets secondaires par rapport aux traitements synthétiques (Cos et al.,
2008 ; Cherfia, 2020). De plus, les plantes sont enrichies de différentes substances bioactives
et représentent ainsi une approche universelle pour la découverte de nouveaux COmMpOSés

médicinaux (Amri et al., 2017).

En Algérie, les plantes médicinales sont aussi utilisées depuis des siécles, principalement en
milieu rural (Reguieg, 2011 ; Cherfia, 2020). Ou, par sa situation geographique, I’Algérie
offre une végétation riche et variée de plantes aromatiques y pousse spontanément (Laib,
2012).

L'intérét croissant pour les thérapies complémentaires a conduit a I'étude de produits
traditionnellement considérés comme ayant un effet thérapeutique bénéfique. Parmi de ces

produits est I'huile essentielle (HE) de lavande (Lusby et al., 2006).

Le genre Lavandula se trouve naturellement dans le bassin méditerranéen et ses espéces sont
une riche source de composés phytochimiques, et ce genre est principalement cultivé pour
leurs huiles essentielles, et est largement utilisé dans l'industrie des parfums et des

cosmétiques (Héral, 2021).

Les principales espéces cultivées sont la lavande fine (L. angustifolia), la lavande aspic (L.
latifolia), la lavande laineuse (L. lanata) et le lavandin (L. x intermedia, un hybride stérile de
L. angustifolia et de L. latifolia) qui appartiennent tous a la section Lavandula et aux sous-
genres Lavandula (Guitton et al., 2010 ; Moja et al., 2016 ; Passalacqua et al. 2017 ; Héral,
2021).

A cet effet, on s’est intéressé a I’une des especes du genre Lavandula qui appartient a la
famille des Lamiacées ; Lavandula x allardii, celle-ci est utilisée comme source d’extraits a

fort pouvoir antimicrobien et antioxydant (Laib, 2012).



Introduction

Cette ¢tude s’inscrit dans le cadre d’explorer des biomolécules d’origine naturelle issu d’une

plante médicinale ; Lavandula x allardii (L. x allardii). En effet, I’accent est mis sur :

e Le criblage phytochimique de la plante L. x allardii ;

e |’extraction des composés phénoliques et d’huile essentielle de L. x allardii,

e L’étude physicochimique des extraits obtenus ;

e | ’évaluation de différentes activités biologiques des extraits obtenus; extrait
méthanolique et HE, en I’occurrence ; antioxydante, antimicrobienne (antibactérienne
et antifongique) et antibiofilm comme une forme de résistance, vue de ses applications

en biothérapie.
Pour ce faire, plusieurs étapes s’averent nécessaires :

Une étude bibliographique concernant des généralités sur les PM ; une description de la plante
étudiee Lavandula x allardii, et un bref apercu sur les huiles essenticlles, ainsi qu’une

présentation aux différentes activités biologiques qui ont été mise en évidence.

La partie matériel et méthode est consacrée aux différentes approches illustrant le screening
phytochimique de cette plante, I’extraction des polyphénols et de ’'HE de Lavandula x
allardii, la quantification des composés phénoliques, I’évaluation in vitro de I’activité
antioxydante d'extrait et d’huile essentielle obtenus, le potentiel antimicrobien, antifongique in

vitro de deux extraits de x allardiiL., et d’étudier leur action sur les biofilms bactériens.

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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1- Revue bibliographique

1.1-Phytothérapie

Le mot « phytothérapie » est étymologiquement composé de deux racines grecques, phuton et
therapeia signifient respectivement « plante » et « traitement »(Chabrier, 2010). La
phytothérapie peut donc étre définie comme un traitement symptomatique visant a prévenir et
a traiter des dysfonctionnements spécifiques et/ou des conditions pathologiques spécifiques a
l'aide de plantes, de parties de plantes ou de préparations a base de plantes, qu’elles soient

consommees ou utilisées en voie externe (Wichtl et Anton, 2003 ; Chabrier, 2010).

1.1.1- Types de phytothérapie
On distingue deux types de phytothérapies

1.1.1.1- Phytothérapie traditionnelle (classique)

Il s'agit d'une thérapie substitutive destinée a traiter les symptdémes d'une maladie. Ses
origines peuvent étre trés anciennes, reposant en partie sur l'utilisation de la plante par ses
vertus découvertes empiriqguement. Les indications concernées sont les médicaments de
premiére intention spécifiques a un avis pharmaceutique. En particulier, ils sont associés a des
conditions saisonniéres allant de troubles psychosomatiques légers a des manifestations
hépatobiliaires, en passant par des troubles gastro-intestinaux et cutanés (Edzard,
2001 ;Radjah, 2020).

1.1.1.2- Phytothérapie clinique (moderne)

Il s'agit d'une médecine de terrain qui nécessite non seulement un examen clinique complet
mais aussi une vision globale du patient et de son environnement pour déterminer le
traitement (Radjah, 2020).

Aujourd'hui, la phytothérapie s'appuie sur les avancées scientifiques et la recherche d'extraits
actifs de plantes. Avec cette pratique, les plantes sont soumises a autorisation de mise sur le
marché selon la réglementation en vigueur dans le pays. C'est ce qu'on appelle la

pharmacognosie ou la biologie pharmaceutique (Monnier, 2002 ; Radjah, 2020).

Passer de la phytothérapie classique incontr6lée a la phytothérapie moderne nécessite des
recherches approfondies menées par des personnes reconnues, sur la base de données

scientifiques reconnues (Radjah, 2020).
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1.1.2- Médecine traditionnelle en Algérie

En Algérie, la plante occupe une place importante dans la médecine traditionnelle et a ce titre
est largement utilisée dans divers domaines de la santé. Des publications plus anciennes et
plus récentes indiquent que diverses plantes médicinales sont utilisées pour traiter de
nombreuses maladies (Hammiche et al, 2006).

L'Algérie bénéficie d'un climat tres diversifié, avec des plantes poussant abondamment dans
les régions cotiéres, montagneuses et sahariennes. Ces plantes représentent des remedes
naturels potentiels qui peuvent étre utilisés pour des traitements curatifs et préventifs
(Beloued, 1998.Kabahoum, Ladjal, 2021).

Ces derniéres années, la médecine traditionnelle chinoise s'est répandue dans tout le pays, les
plantes et les mélanges de plantes étant utilisés pour traiter toutes sortes de maux. Diabete,
rhumatismes, émaciation, maladie en phase terminale (Mahmoudi, 1988. Kabahoum, Ladjal,
2021).

Les herboristes existent principalement dans les grandes villes au niveau du marché, et leurs
étals ont un large public, allant des croyants convaincus des bienfaits de la médecine
alternative aux patients nécessiteux en quéte de cures accessibles et fréquentes (Hammiche et
al., 2013).

Souvent, la clientéle est attirée par la personnalité du vendeur. En effet, certains herboristes
ont I’assurance du thérapeute, n’hésitent pas a faire référence a des ouvrages internationaux
(d’Europe, d’Amérique, ou du Moyen-Orient) ; ils délivrent oralement, de Véritables
ordonnances, avec posologie, durée de traitement et voie d’administration (Hammiche et al,

2006).

Selon les chiffres du Centre national du registre du commerce, fin 2009, I'Algérie comptait 1
926 commercants spécialisés dans la vente d'herbes médicinales, dont 1 393 sédentaires et
533 itinérants (Mpondo et al., 2012). La capitale a elle seule en comptait le plus avec 199
magasins, suivie par la Wilaya de Sétif (107), Bechar (100) et EI Weedavec 60
magasins(Mpondo et al, 2012).

1.1.3- Avantages de phytothérapie
En général, le corps humain se préte beaucoup mieux aux traitements a base de plantes qu'a la

chimiothérapie seule (Iserin, 2001).
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Cependant, malgré les progrés considérables de la médecine moderne, les plantes médicinales
présentent certains avantages. Rappelez-vous, a l'exception des 100 derniéres années, les
humains n'ont eu que des plantes, que ce soit pour des maladies bénignes comme le rhume et

la toux, ou des maladies plus graves comme la tuberculose et le paludisme (Iserin, 2001).

Aujourd'hui, alors que les médicaments comme les antibiotiques (considérés comme une
solution quasi universelle aux infections graves) sont moins efficaces, " Les bactéries et les
virus se sont peu a peu adaptés aux médicaments et leur résistent de plus en plus”, les remedes
a base de plantes reprennent du poil de la béte, s'adaptent aux médicaments et deviennent de

plus en plus résistants (Iserin, 2001).

La phytothérapie, qui apporte des remédes naturels acceptables pour l'organisme, est souvent
associée aux traitements conventionnels. Elle connait de nos jours un renouveau exceptionnel
en occident, spécialement dans le traitement des maladies chroniques, comme l'asthme ou
l'arthrite. De plus, les effets secondaires induits par les médicaments inquiétent les utilisateurs
qui se tournent vers des traitements moins agressifs pour leur corps. Les hospitalisations dues

aux effets secondaires chimiques sont estimées de I'ordre de 10 a 20(Iserin, 2001).

La plupart des especes végétales qui poussent dans le monde contiennent des principes actifs
qui agissent directement sur l'organisme et ont donc des effets thérapeutiques. Elles présentent

en effet des avantages dont les médicaments sont souvent dépourvus (Iserin, 2001).

1.1.4- Inconvénients

Le manque de preuves scientifiques ne soutient pas l'efficacité des médicaments a base de
plantes, et la plupart des affirmations concernant I'efficacité thérapeutique sont faites par les
praticiens eux-mémes. Beaucoup d'entre elles n'ont pas été scientifiquement prouvees. Le
diagnostic est souvent impreécis, et les moyens de diagnostic connus sont l'odorat, I'apparition
des symptémes, les tests d'efficacité inconnus, I'interrogation des esprits et des ancétres dans
une religion particuliére... Le dosage du produit est également arbitraire et imprécis. De méme
les méthodes de préparation sont non hygiéniques (Sofowora, 2010. Kabahoum, Ladjal,
2021).

1.1.5-Précautions d‘emploi

Comme pour tous les médicaments, certaines plantes médicinales provoquent des effets
indésirables. Pour cette raison, ces plantes doivent étre utilisées avec prudence. L'utilisation
des plantes médicinales nécessite des conseils d'experts. En fait, I'éphédra sous-dosé (Ephedm

sinica) est hautement toxique. La consoude (Symphytum officinale) est mortelle. Cependant,
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lorsque les remedes a base de plantes sont utilisés correctement, le risque d'effets secondaires

est trés limité (Iserin, 2001).

1.2- Plantes médicinales

Pendant des siécles et des millénaires, nos ancétres ont utilisé les plantes pour soulager la
douleur, soigner les maux et cicatriser les blessures, en s’efforcant quand ils le pouvaient de
les consigner par écrit. Aujourd'hui encore, malgré les avancées de la pharmacologie, l'usage
thérapeutique des plantes médicinales est encore trés présent dans certains pays du monde,

notamment dans les pays en développement (Tabuti, 2003).

En Afrique, les plantes médicinales sont une ressource précieuse pour la majorité de la
population rurale, ou plus de 80% de cette population s’en sert pour assurer les soins de santé
en l'absence d'un systeme de santé moderne (Jiofack, 2010). Malgré la part importante de la
médecine moderne dans le monde, le premier soin pour la majorité des gens est la médecine

traditionnelle, qui est omniprésente dans la culture populaire (Selles, 2012).

La médecine traditionnelle arabe est issue de deux courants principaux. Influencée par la
médecine indienne et mésopotamienne, et une autre dite médecine prophétique, la médecine
traditionnelle est omniprésente dans la culture populaire et assure les soins de base a la

majorité de la population (Selles, 2012).

Datant de plus de 4 000 ans, les Egyptiens ont peut-étre été les premiers & exploiter le régne

vegeétal pour des raisons esthétiques et spirituelles. Par la suite, les civilisations arabes, avec
Bagdad, Bassorah et Damas comme principaux centres commerciaux, ont développé un
commerce des épices, des herbes en particulier, et des plantes médicinales en général (Selles,
2012).

Le marché des plantes médicinales se développe rapidement et génere d'énormes profits. 1l
s’ensuit que I’innocuité et la qualité de ces produits sont maintenant des questions qui
intéressent de plus en plus les autorités sanitaires comme le public (OMS, 2003. Kabahoum
M, Ladjal L, 2021).

1.2.1- Origine des plantes médicinales

Les plantes médicinales sont caractérisées par deux origines. Ce sont les plantes spontanées
dites "sauvages" ou "de cueillette”, et les plantes cultivées (Chabrier, 2010 ; Ouedraogo, S et
al,2021).
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¢ Plantes sauvages
Cette catégorie est la plus ancienne et détient encore aujourd'hui une part importante du
marché mondial. Leur répartition et leur développement dépendent de plusieurs facteurs
comme la nature du sol et surtout le climat (Chabrier, 2010 ; Ouedraogo, S et all,2021). Ces
plantes sont en fait affectées par la température, la latitude, I'altitude, la composition du sol,
etc. Ces conditions édaphiques font de ces plantes un véritable réservoir de traits

génétiques(Ouedraogo S et al,2021).

e Plantes cultivées
Gréace a des techniques de culture standardisées, ces plantes permettent d'obtenir des matieres
premieres de bonne qualité en quantités suffisantes et homogénes. En fait, la culture des
plantes médicinales est conforme aux directives de I'OMS sur les bonnes pratiques agricoles
et de récolte (BPAR) pour les plantes médicinales (OMS, 2003a ; Ouedraogo et al,2021).
Elles s'appliquent a la culture et a la récolte des plantes médicinales et a certaines opérations
post-récolte. Cette directive peut étre adaptée aux réglementations en vigueur dans différents
pays. En plus de tous ces avantages de qualité, la culture compense toute variabilité ou

déséquilibre des souches naturelles (Chabrier, 2010 ; Ouedraogo et al,2021).

La grande diversité produite au sein des especes cultivées est également un réservoir de traits
génétiques, bien que beaucoup plus faible que dans la flore naturelle (Chabrier,
2010 ;Ouedraogo et al,2021).

1.2.2- Définition d’une plante médicinale

Les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux pour I’humanité, elles sont des
usines chimiques naturelles qui produisent des produits biochimiques : alcaloides, huiles
essentielles, flavonoides, tanins...et les mettre a disposition pour notre santé et pour répondre
a nos besoins vitaux (Schauenberg.P et Paris, 1997 ;Bakiri N et al.,2016).

Malgré les progres de la pharmacologie, l'usage thérapeutique des plantes médicinales est tres
répandu dans certains pays du monde, en particulier dans les pays en développement (Tabuti,
et Dhillion, 2003).

La pharmacopée francaise dans sa note 1définitune plante médicinale comme une « drogue
végétale au sens se la pharmacopée européenne dont au moins une partie possede des
proprietés médicamenteuses ». Une « drogue végétale » est une plante ou une partie de plante,
utilisées en [1’état, soit a I’état frais, ou soit le plus souvent sous la forme

desséchée.L’expression drogue végétale ou, plus couramment, drogue, désigne donc une
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matiere premiere naturelle qui sert a la fabrication de médicaments (Sanago R, 2006.
Saouli,2019).

1.2.3- Indications thérapeutiques
Chaque plante a des effets thérapeutiques traditionnels, oraux ou topiques (Bremness L,1996.
Chabrier, 2010).

La consécration officielle de l'usage des plantes médicinales est leur inscription dans les
Cahiers de I'Agence 1998 "Liste Officielle des Indications Thérapeutiques des Médicaments a
Base de Plantes". Aucune utilisation spécifique pour des conditions médicales graves n'est
mentionnée. Ainsi, seules les indications thérapeutiques correspondant a des affections
médicales mineures et courantes sont mentionnées. Cependant, de nombreuses autres plantes
sont utilisées sur prescription ou a la simple demande d'un acheteur, ou par des fabricants

spécialisés de produits pharmaceutiques (Bézanger-Beauquesne L et al,1986.Chabrier,2010).

1.2.4- Composition des plantes médicinales

Les plantes ont une composition chimique complexe composeée de plusieurs substances. Cette
composition complexe résulte de l'interaction entre les plantes et leur environnement. En
effet, il extrait I'eau et les minéraux ses racines dans le sol (oligo-éléments et macroéléments)
nécessaires a sa croissance. Les feuilles réalisent la photosynthese et produisent des molécules

complexes appelées composés organiques (Chabrier, 2010 ; Ouedraogo S et al,2021).
Les substances produites par les plantes peuvent étre divisées en deux groupes :

» Meétabolites primaires nécessaires a la vie végétale qui n'ont qu'une activité
pharmacologique de base (glucides tels que la cellulose et I'amidon, lipides, enzymes,
etc.)

> Meétabolites secondaires ou spécialisés aux compositions plus complexes et
généralement regroupés en grandes familles chimiques comme les polyphénols, les
terpenoids et les alcaloides (Fatiha, 2019 ;Ouedraogo S et al,2021).

Ce dernier groupe de métabolites contient les molécules les plus couramment utilisées en
thérapeutique. lls présentent également un grand intérét pour les plantes car ils les protegent
des rayons du soleil et de l'oxydation et agissent comme des signaux d'échange avec
I'environnement (pour se protéger des autres especes ou pour attirer les insectes
pollinisateurs)(Chabrier, 2010 ; Fatiha, 2019 ; Ouedraogo S et al,2021).
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Les composants les plus importants des PM sont : les HEs, les phénols, les flavonoides, les
alcaloides et les tannins (Rombi et Robert, 2015 ;Berrabah H et Rechachi A, 2022).

1.2.4.1-Huiles essentielles

Ce sont des molécules avec des noyaux aromatiques et des caractéristiques volatiles qui
donnent aux plantes leur odeur caractéristique et sont situées dans les organes sécrétoires. lls
servent a protéger les plantes d'un excés de lumiére et a attirer les insectes pollinisateurs
(Dustant et al, 2013 ;Bouguermi L et Bouzar Dilmi S, 2021). Elles sont utilisées dans le
traitement des maladies inflammatoires telles que les allergies, l'eczéma et facilitent

I'élimination de la gaze intestinale (Iserin et al, 2001).

1.2.4.2-Alcaloides

Un alcaloide est une substance organique azotée d’origine végétale a caractere alcalin et
présentant une structure moléculaire hétérocyclique complexe.Les alcaloides sont l'un des
principes actifs les plus importants en pharmacologie et en médecine. Leur intérét s'est
traditionnellement basé sur leurs effets physiologiques et psychologiques, notammentsur
I'homme (Badiaga, 2011).

1.2.4.3-Les terpenes et terpenoids

Le terme de terpénoide est attribué a tous les composés possédant une structure moléculaire
construite d’un monomere a 5 carbones appelé isoprene, ces composés sont majoritairement
d’origine végétale (Malecky, 2005). Synthétisés par les plantes, organismes marins, les

champignons et méme les animaux (Benaissa, 2011).

Ils sont des ardmes et des parfums, des antibiotiques, des hormones végétales et animales, des
lipides membranaires, des attracteurs d'insectes, des anti alimentaires et des médiateurs des

processus essentiels de transport d'électrons (Crozier et al., 2008).

1.2.4.4-Flavonoides

Les flavonoides (Figure 1) sont a l'origine de la coloration des feuilles, des fleurs, des fruits et
d'autres parties de la plante. Ils ont un effet antibactérien, mais ils ont aussi des propriétés
anti-inflammatoires et antivirales. 1ls peuvent étre utilisés dans diverses industries telles que
lescosmétiques, l'alimentation et les produits pharmaceutiques (Wichtl et Anton, 2009 ;
Berrabah H. Rechachi A, 2022).
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Figure 1 Structure générale des flavonoides (Heim et al., 2002).

1.2.4.5-Phénols

Les phénols sont des petites molécules composées d'un noyau benzénique et au moins d'un
groupe hydroxyle (figure 2), ces phénols sont solubles dans les solvants polaires, leur
biosynthése dérive de l'acide benzoique et de l'acide cinnamique. lls possedent des activités

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

OH

Figure 2Structure générale des phénols (Laurent, 2017).

1.2.4.6-Tanins

Alternativement, l'acide tannique est un composé organique complexe. On le trouve
couramment sur I'écorce et les feuilles. Utilisé pour tanner les peaux d'animaux en cuir
(Dangles et al., 1992). Les tanins sont solubles dans I'eau et ont des poids moléculaires
compris entre 500 et 3000 daltons (Bruneton, 1999 ; Guettaf temam H, Boucherit. S, 2021), et

deux types de tanins se distinguent selon leur structure et leurs propriétés :

= Les tanins condensés, formés de pro-anthocyanidines (sous forme d'oligomeéres)

= Les tanins hydrolysables, esters des acides-phénols et de glucose (Abedini A., 2013).

10
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Figure 3Structure tridimensionnelle du tanin et sa classification (Kavitha et Kandasubramanian, 2020).

1.2.4.7-Les saponines

Le nom saponines est dérivé du mot latin pour savon « sapo », et vient du fait que ces
composes moussent lorsqu'ils sont mélangés avec de I'eau. Ils sont composés d'aglycones non
polaires attachés a un ou plusieurs sucres. Cette combinaison d'éléments structurels polaires et
non polaires explique le comportement moussant dans les solutions aqueuses. Par définition,
les saponines sont dites glycosides steroidiens ou triterpéniques. Une distinction fondamentale
est faite entre les saponines stéroidiennes et triterpéniques, toutes deux dérivées par
biosynthése de l'oxyde de squalene (Manach C et al, 2004 ; Muanda F N, 2010). Un exemple
est les saponines de soja (Figure 4).

0 OoH (12) Saponine de soja

HOH,C OH
OH

Figure 4Structure des saponines de Soja (Muanda F N, 2010).

11
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1.2.5- Préparation des plantes médicinales

1.2.5.1- Récolte

Les propriétés médicinales et les qualités culinaires des nombreuses herbes et autres végétaux
proviennent des principes actifs et aromatiques qu’ils contiennent. Donc, la récolte n’est
opportune qu’un moment ou les organes recherches sont le plus richement pourvus de ces
principes actifs et de ces aromes (Mahmoudi,1986 ;Baidji A,2014). Parce que les plantes se
développent tout au long de l'année et que la concentration de leurs composants chimiques
actifs varie, il est donc nécessaire de connaitre le calendrier de récolte pour chaque plante, par
exemple certaines parties de plantes peuvent étre récoltées tout au long de l'année, alors que
cette regle ne s'applique pas a d'autres plantes, il faut respecter la nature pour obtenir une
bonne récolte (Bernard, 2020 ;Laib S et al, 2021).

1.2.5.2- Séchage

Le sechage des PM est une technique qui consiste a déshydrater le végétal. 1l est effectué juste
aprés la récolte en respectant certaines conditions et quelques régles génériques. En effet,
quelques conditions s’aveérent 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 I'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
’abri de la lumiére (Debuigne et Couplane ,2013 ;Berrabah H et Rechachi A, 2022).

12
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Figure GSehage des plnt médicinales (Orlginal,2023). .

1.2.5.3- Conservation

Avant le stockage des plantes, il faut bien vérifier qu’elles sont parfaitement séchées car
moindre trace d’humidité déclencherait un processus de moisissure qui rendrait la drogue
inutilisable (Mahmoudi, 1986 ;Baidji A,2014). 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 ’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 ;Berrabah H et Rechachi A, 2022).

Figure 7 Conservation des plantes dans un papier carton (Zorig H et Merzougui A,2021).

13
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1.2.5.4- La durée de conservation

Les plantes secher restent plus longtemps que les plantes fraiches broyées. Lesmédicaments
pilés apres séchage gardent leurs principes actifs depuis au moins dix ans.Chaque fois que les
médicaments sont exposés a lair, ils pendent une partie de leurlongévité, c'est - a — dire que
chaque fois que vous ouvrez les flacons ou les boites, vous diminuez la force du médicament.
Les médicaments liquides se conservent difficilement par rapport aux médicaments en poudre
(Meddour et al., 2010 ; Laib S et al, 2021).

1.3.1- Plante étudiée : Lavandula x allardii

La lavande x allardii (L. x allardii) appartient a la famille des lamiacées (Labiatae), une
grande famille trés typique du régne végétal et d'importance économique en raison de sa forte
teneur en huiles essentielles. C'est I'une des grandes familles de dicotylédones, comprenant
environ 7 200 especes, avec 258 genres répartis en 7 ou 8 sous-familles représentant des

herbes, des arbustes, et tres rarement des arbres et des lianes (Lazarin et Couplan, 2010).

Le genre Lavender est l'un des genres les plus importants de la famille des Lamiacées et
appartient a la sous-famille des Nepetoides. Il se compose d'environ 39 especes, toutes
originaires des regions seches, ensoleillées et rocheuses du monde. Les plantes de ce genre
sont aromatiques et réputées pour leurs épis agréablement parfumés de fleurs blanches, roses,

bleues et violettes de mars a septembre (Bachiri et al., 2016).

Il existe deux types de L. x allardii : « African Pride » ou ancien clone A et Lavandula x
allardii ‘Clone B’, ce dernier existe en Australie qui est trompeusement connu sous le nom de
lavande mitcham (figure 21.2). Elle pousse jusqu’a 1,5 1,3 m et son feuillage est gris verdatre,
plus denté que celui de « African Pride ». Les longs épis de fleurs minces ont un calice
grisatre et les fleurs violet brillant sont du groupe violet 87A sur le tableau des couleurs de
I’ERS de 1989.Selon les notes sur les étiquettes de I’herbier, c’est une lavande trés parfumée
et les feuilles sont pleines d’huile essentielle. Il est robuste et en croissance rapide, et en dépit

d’étre réduit chaque année(Lis-Balchin,2002).
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1.3.2- Taxonomie
Selon (Lis-Balchin,2002), la classification de L. x allardii est décrite dans le tableaul

Tableau 1 Classification de la plante L. x allardii

Régne Plantae
Embranchement Tracheophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiales Bromhead
Famille Lamiaceae
Genre Lavandula L.
Espéece Lavandula x allardii

1.3.3- Répartition géographique

La lavande x allardii 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. Elle est considérablement cultivée pour ses fleurs aromatiques dans différentes

régions de France Italie, Angleterre, et méme a ’extréme nord de la Norvége (Rebey et al.,
2017).

1.3.4- Applications thérapeutiques et utilisation
Des recherches pharmacologiques se montrent que L. x allardii posséde un large spectre

d’activité biologique principalement les propriétés sédatives, antibactériennes, antifongiques,
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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., 2009). L. x allardiiest utilisée également dans la préparation des parfums, des savons,
des poudres de talc et des bougies parfumées), aussi dans I'ornementation et comme plante
mellifere (Qneibi, 2018 ; Imelouane et al., 2019).

1.4- Huile essentielle : bref apercu

Les huiles essentielles (HE) sont des huiles tirées a base de plantes, avec un arbme propre a
chacune d’elles. Ce sont des mélanges de substances aromatiques volatiles et odoriférantes
qui sont présentes en faible quantiteé dans le végétal. Trés aromatiques, tres volatiles, elles
passent instantanément de I’état liquide a 1’état gazeux, aérien. Depuis fort longtemps, les HE
sont connus et utilisés pour leurs parfums, leurs vertus cosmétiques et pour leurs propriétés
thérapeutiques. Chaque huile possede des proprietés specifiques liées aux différents
composants qu’elle contient. Leur composition chimique est d’une grande complexité, ce qui
les rend inimitables car chaque HE regroupe en réalité plusieurs substances aromatiques tres
élaborées et trés différentes (Guenther E, 1948 ;Aboughe Angone, S et al, 2015).

L’Association Frangaise de Normalisation (AFNOR, Edition 2000), a défini les huiles
essentielles comme étant : des produits obtenus soit a partir de matieres premiéres naturelles
par distillation a I’eau ou a la vapeur d’eau, soit a partir des fruits de Citrus par des procédés
mécaniques et qui sont séparés de la phase aqueuse par des procédeés physiques(Bousbia
N,2011).

Les huiles essentielles sont des substances de consistance huileuse, plus au moins fluides,
voire résinions de tres odorantes, volatiles, souvent colorées : du jaune péle au rouge foncé
voir brun, en passant par le vert émeraude ou encore le bleu. Ces essences sont solubles dans
I'alcool, I'éther, le chloroforme, les huiles, les émulsifiants et dans la plupart des solvants
organiques, mais insolubles dans l'eau (Bardeau, 2009 ; Zaibet W, 2016). La plante utilise
I'huile pour favoriser la pollinisation, ou comme source énergétique, facilite certaines
réactions chimiques et pour conserver I'humidité des plantes dans les climats désertiques
(Mohammedi, 2006 ;Zaibet W, 2016).
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On peut les recueillir dans toutes les parties de la plante (fleurs, fruits, graines, écorces, tiges,
ou parfois dans la plante entiére). Leur composition varie souvent selon les conditions

climatiques et I’environnement (Guenther E, 1948 ; Aboughe Angone, S et al, 2015).

Les HEs sont largement répandues dans le monde végétal mais n’existent quasiment que chez
les végétaux supeérieurs. Elles se trouvent en quantité appréciable chez environ 2000 especes
réparties en 60 familles botaniques, parmi lesquelles les Lamiacées, les Astéracées, les
Rutacées, les Cannelacées, les Lauracées, les Myrtacées et les Zingibéracées (Al Abed et
Kambouche, 2003 ; Amri, 2018).

Ces huiles sont d’intérét croissant pour les industries et la recherche scientifique en raison
d’une part, de leurs activités anti-oxydantes, antibactériennes et antifongiques (Alitonou GA,
et al, 2013 et Dung NT, 2008 ; Aboughe Angone, S et al, 2015). Et d’autre part, de ce que la
plupart des HE sont classées dans la liste des substances GRAS, qui les rendent utiles en tant
que conservateurs naturels dans les industries agroalimentaires (Eyele Mve Mba C et al,

1994et Rasooli | et al, 2008 ; Aboughe Angone, S et al, 2015).

1.4.1- 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 meilleure méthode d'extraction de I'HE dépend du type de matériel végetal a
traiter, des propriétés physicochimiques de l'extrait et de son application (Hessas et Simoud,
2018).

1.4.1.1- Les méthodes conventionnelles

1.4.1.1.1- Distillation

Lors de la distillation des huiles essentielles ; de nombreux phénomeénes reposent sur
I'échange de substances entre phases telles que solide, liquide et vapeur, ainsi plusieurs
parametres ont une influence sur la qualité de production et le rendement de ces essences
botaniques.L'utilisation du principe de la distillation peut étre divisée en trois procédes
différents, a savoir : la distillation de l'eau, la diffusion hydraulique et la distillation a la
vapeur (Ouis, 2015).
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- Hydrodistillation

L’hydrodistillation consiste & immerger directement le matériel végétal a traiter (sec ou frais)
dans un alambic rempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition. Lorsque I'on chauffe le ballon
qui contient la solution aqueuse, l'eau se vaporise. Cette vapeur casse les cellules végétales,
libérant les molécules d'intérét. Les plus volatiles d'entre elles sont emportées avec la
vapeur.Celle-ci est ensuite refroidie dans un condenseur. Et les différentes substances sont
récupérées séparément dans de la verrerie de laboratoire par différence de densité(Chaib. M Y
et Benelhadj said A, 2020) (figure 8).
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Figure 9Schéma descriptif de I’hydrodistillation (Chaib. M Y et Benelhad;j said A, 2020)

- 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 ’eau. Elle apporte une amélioration a
la qualité¢ de ’HE en réduisant les altérations hydrolytiques. Son procédé consiste a produire
un vapeur d’eau dans une chaudiére séparée, puis I’injecter a la base de I’alambic. Ensuite elle
remonte a lintérieur et traverse la plante en dissolvant et évaporant les molécules
aromatiques. Apres, la vapeur hétérogéne passe par un systeme de refroidissement qui
entraine sa condensation en liquide saturé d’eau sur lequel flotte I’'HE (Deschepper, 2017). La

figure 9 illustre le montage de cette méthode.
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Figure 10 Schéma de montage de I'entrainement a la vapeur d'eau (Chenni, 2016).

- Vapo-diffusion (hydro-diffusion)

La méthode de vapo-diffusion pour l'extraction des huiles est un type de distillation a la
vapeur et ne differe que par la maniéere dont la vapeur pénetre dans le récipient de I'alambic.
En hydro-diffusion, la vapeur est introduite par le haut sur le matériel végétal (figure 10)
tandis que dans le cas de la distillation a la vapeur, la vapeur est alimentée par le bas. De cette
facon, la vapeur peut saturer les plantes plus uniformément et en moins de temps qu'avec la
distillation a la vapeur (figure 9)(Chaib. M Y et Benelhadj said A, 2020).

Flux descendant

Vapeur d'eau

-\r,/c—‘ondenseurs
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Figure 11 Schéma descriptif de I’Hydro-diffusion (Kingston et Haswell, 1997 ;Chaib. M Y et
Benelhadj said A, 2020).
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1.4.1.1.2-Expression a froid

L'expression ou la pression a froid est la méthode d'extraction la plus ancienne et est utilisée
presque exclusivement pour la production d'huiles essentielles d'agrumes (figure 11). Cette
méthode fait référence a tout processus physique au cours duquel les glandes d'huile
essentielle de la peau et des cuticules sont brisées afin que I'huile soit libérée. Ce processus
aboutit a la production d'une émulsion aqueuse, qui est ensuite centrifugée pour séparer I'huile
essentielle logée dans la peau (ou épicarpe) des agrumes (Bousbia et al., 2009 ;Chaib. M Y et
Benelhadj said A, 2020).

Peaux de Citron
PN, PN
NN

— Presse a Hélice

.—.—.—._.—I

Huile Essentielle

Figure 12Schéma descriptif de I’extraction par pression a froid (Chaib. M Y et Benelhad; said A,
2020).

Figurel3 Photo de dispositif de I'expression a froid (Chenni, 2016).
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1.4.1.1.3-Extraction par solvant

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

fréquemment le dichlorométhane et I’acétone (Boukhatem, 2019).

1.4.1.1.4- 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 I’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).

1.4.1.2- Les méthodes innovantes

Les technologies d'extraction conventionnelles se caractérisent par plusieurs inconvénients et
sont généralement consommatrices d'énergie. L'augmentation du co(t de [I'énergie et
I'approche plus respectueuse de I'environnement adoptée (c'est-a-dire la réduction des
émissions de dioxyde de carbone (CO2) ont incité les parties prenantes a se tourner vers des
technologies alternatives rentables, durables et capables d’obtenir des produits aux

caractéristiques identiques ou améliorées (Chaib. M Y et Benelhadj said A, 2020).

1.4.1.2.1- Extraction assistée par micro-onde

L’extraction par micro-onde (figure 13) est une technique récente qui combine I’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 I’ajout d’eau
ou de solvant. Les vapeurs sont ensuite entrainées dans le col de cygne avant d’étre

condenseées dans le réfrigérant puis recueillies dans un essencier (Lucchesi, 2006).
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Figure 14Schéma de montage de I'extraction sans solvant assisté par micro-ondes (Chenni,2016).

1.4.1.2.2- Extraction par ultrasons

L'extraction de composés biologiquement actifs par ultrasons (20-100 kHz) est une technique
Une technologie émergente qui peut fournir une grande reproductibilité en peu de temps, trois
fois plus vite qu'une simple extraction par solvant. Il est facile a mettre en ceuvre et
consomme trés peu de solvant et dénergie (Chemat et al., 2004). En effet, les matieres
premiéres sont immergées dans de I'eau ou des solvants tout en étant soumises a des ondes
ultrasonores. Cette technologie peut étre utilisée pour extraire des composés aromatiques ou
des essences vegétales, mais elle est principalement utilisée pour extraire certaines molécules

thérapeutiquement significatives (Kronholm, J, et al, 2007 ;Bouguerra A, et al, 2021).
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Figure 15Extraction aux ultrasons bac et sonde (Mnayer,2014).

1.4.1.2.3- Extraction par fluide a I’état supercritique

L’originalité de la technique d’extraction par fluide supercritique, dite SFE, provient de
I’utilisation de solvants dans leur état supercritique, c'est-a-dire dans des conditions de
températures et de pressions ou le solvant se trouve dans un état intermédiaire aux phases
liquide et gazeuse et présente des proprietes physico-chimiques différentes, notamment un
pouvoir de solvatation accru. Si, en pratique, de nombreux solvants peuvent étre employés,
90% des SFE sont réalisées avec le dioxyde de carbone (CO2), principalement pour des
raisons pratiques. En plus de sa facilit¢ d’obtention due a ses pression et température critiques
relativement basses, le CO2 est relativement non toxique, disponible a haute pureté et a faible
prix, et il possede I’avantage d’étre ¢liminé aisément de 1’extrait (Leszczynska, D,2007 ;

Boukhatem, M, 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 matiere végétale dans
I’extracteur, puis le CO2 introduit sous pression est réfrigéré. Ensuite Le CO2 reprend sa
forme gazeuse par une réduction de pression, et il conduit vers un séparateur ou il sera séparé
en extrait et en solvant. Aprés évaporation du solvant, I’extrait est décanté pour obtenir
I’absolu. Enfin le CO2 est récupéré dans un condensateur et recyclé pour de nouvelles

opérations (Chenni, 2016).

23



Revue bibliographique

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

> < >

Séparateur

Extracteur Condenseur

Pompe

N
< é ) <
CO; a I'état supercritique CO; a I'état liquide

Figure 16Schéma du procédé de I'extraction par CO2 supercritique (Negahban et al,2012).

1.4.2- Composition chimique des HEs

Les constituants des HEs appartiennent principalement a deux classes chimiques distinctes :
les terpenes et les phénylpropanoides. Bien que les terpenes et leurs dérivés oxygénés
(terpénoides) soient plus fréquents et plus abondants dans les huiles essentielles, certaines
especes contiennent de grandes quantités de phénylpropanoides qui conferent une odeur et

une saveur spécifiques a la plante (Baser et Buchbauer, 2015 ;Boudjedjou L, 2020).

1.4.2.1- Les terpénoides
Les terpénoides renferment dans leur structure une unité isoprénique a cing carbones (C5H8)

mais leur véritable précurseur est I’isopenténylpyrophosphate (Figure 16).

Selon le nombre d’unités isopréniques associées, on distingue : les hémiterpénoides (C5), les
monoterpenes (C10), les sesquiterpénes (C15), les diterpénes (C20), les triterpéenes, (C30) et
les tétraterpénes (C40) (Moghaddam et Mehdizadeh, 2017 ; Boudjedjou L, 2020).
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Figure 17Structure de ’isopentényl pyrophosphate(Boudjedjou L, 2020).

Seuls les terpenes les plus volatils, c'est-a-dire ceux dont la masse moléculaire n'est pas trop
élevée, y sont rencontrés soit les monoterpénes (myrcéne, pinéne, terpinéne, etc.) et les
sesquiterpenes (P-caryophylléne, o-humuléne, p-bisaboléne, etc.). Exceptionnellement,
quelques diterpenes (C20H32) peuvent se retrouver dans les huiles essentielles (Bakkali et al.,
2008 ;Boudjedjou L, 2020).

Les composes terpéniques sont induits et émis par la plante en réponse a des facteurs
biotiques et abiotiques internes (génétiques et biochimiques) et externes (écologiques)
(Penuelas et al., 1995 ; Boudjedjou L, 2020). La plante émet également des composés
terpéniques pour se protéger d’organismes pathogeénes et d’autres espeéces végétales

(Holopainen, 2004 ; Boudjedjou L, 2020).
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Figure 18Structure de quelques terpénes(Boudjedjou L, 2020).
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1.4.2.2-Les phénylpropanoides

Les phénylpropanoides forment un groupe important de métabolites secondaires synthétises
par les plantes a partir de la phénylalanine. Ils sont tous caractérisés par le méme squelette
carboné issu de la Phe : un noyau aromatique et une chaine latérale de trois carbones (C6-C3).
Ces composés aromatiques sont impliqués dans des fonctions diverses telles que la protection
contre les infections, les radiations ultraviolettes, les herbivores et les blessures (Andrade et
al., 2014 ;Boudjedjou L, 2020).

1.4.2.3- 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 l'azote (Hyldgaard et
al.,2012).

1. Terpenes
-Monoterpenes
Carbure monocyclic Carbure bicyclic
Cymene (“y") or p.cymene Sabinene Alpha-pinene Betapinene
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Carbure Alcohol
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2. Aromatic compounds
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Figure 19Structure chimique des composants prépondérants des HEs (Bakkali et al., 2008).

1.4.3- Facteurs influencant la composition chimique des huiles essentielles

Il est bien admis que les profils chimiques des huiles essentielles sont fortement affectés par
de nombreux facteurs intrinseques et extrinseques incluant les facteurs génétiques (espéce,
chémotype) (Verma et Shukla, 2015), le stress biotique (attaques des agents pathogenes) (Taiz
et Zeiger, 2006), les conditions climatiques (Rguez et al., 2019) et édaphiques (type du sol,
salinite) (Badawy et al., 2018), le stade de développement des plantes (Moisa et al., 2019), les
organes préleves (Bellili et al., 2018), la période et la zone géographique de récolte (Shahbazi,
2016) ainsi que la méthode d’extraction (Younis et al., 2007)(Boudjedjou L, 2020).

1.4.4- Propriétés et caractéristiques physico-chimiques

Les HEs sont constituées des molécules aromatiques de tres faible masse moléculaire. Elles
sont tres 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 I’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 ; Berrabah H et Rechachi A,
2022).

1.4.5- Interéts des huiles essentielles
L’intérét accru de la population pour les produits de santé naturels a contribué

audéveloppement de I’industrie des HEs. Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé, 80 % de
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lapopulation mondiale a recours aux médecines traditionnelles pour satisfaire des besoins
ensoins de santé primaire. Elles peuvent étre utilisées directement comme agents
thérapeutiquesdans différentes pathologies (digestive, infectieuse, etc.) fait appel a leurs
propriétés : antiinfectieuse, antalgique, anti-inflammatoire, sédative, antimicrobien,
antispasmodique etantioxydante (Bessahet benyoussef, 2015). Mais aussi comme matieres
premieres pour la synthése deprincipes actifs. L’industrie des cosmétiques, savonneries et
parfums constitue le plus grosconsommateur d’HEs, selon la société nationale de

développement de la recherche (NRDC).

Les HEs sont utilisées dans 1’industrie agro-alimentaire comme des rehausseurs de gout
desaliments et la conservation grace aux effets antimicrobiens et antioxydants de certains de
leursconstituants. Ces agents naturels viennent réduire ou remplacer les agents de
conservationchimiques qui présentent des effets néfastes sur la santé (Bessah et benyoussef,
2015 ; Ouis,2015).

1.4.7-Toxicité des huiles essentielles

Malgré 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, dermotoxicite, neurotoxicité,
et néphrotoxicité. Elles ont aussi des effets tératogenes, abortifs et cancérogénes. 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
(Bouhaddouda, 2016 ; Deschepper, 2017).

1.5- Activités biologiques des huiles essentielles

L'HE et ses constituants ont de nombreuses activités biologiques spécifiques. Ils ont démontré
une variété de compétences thérapeutiqgues et médicales, notamment : Activité
antibactérienne, antifongique, antibiofilm, antioxydante et autres activités démontrées dans

des études récentes (Ismaili et al., 2017).

1.5.1- Activité antioxydants
L'oxygene est essentiel aux activités de la vie, en particulier a la respiration cellulaire,
cependant, son métabolisme peut générer des éléments réactifs appelés radicaux libres (ROS)

(Boudjedjou, 2020). Les radicaux libres sont des molécules ou des atomes contenant un seul
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électron dans une orbitale (Leverve, 2006 ;Boudjedjou, 2020). Les radicaux libres dérivés de

I'oxygene moléculaire sont appelés especes reactives de l'oxygéne (ROS).

Le rdle des radicaux libres est trés complexe et peuvent exercer des réles physiologiques et
des effets toxiques selon leur concentration. lls sont impliqués dans la fonction d'enzymes
specifiques, la transmission des signaux cellulaires, la défense immunitaire contre les agents
pathogénes, le cycle cellulaire, la différenciation cellulaire, la régulation de la dilatation
capillaire et des fonctions neuronales spécifiques (Haleng et al., 2007 ;Boudjedjou, 2020). La
chaine respiratoire et l'inflammation sont les deux principales sources de ROS. Elles
conduisent a la production des anions superoxyde, de I’eau oxygénée et des radicaux

hydroxyles (De Moffarts et al., 2005 ; Boudjedjou, 2020).

Lorsque la production physiologique des radicaux libres de l'organisme est totalement
contrélee par le systéme de défense : la balance antioxydants / pro-oxydants est en équilibre.
Si ce n'est pas le cas, un déséquilibre entre les systémes générateurs d'ERO et les systemes de
défense conduit a un « stress oxydatif », soit en raison d'un manque d'antioxydants, soit en
raison d'une surproduction de radicaux libres (Xing et al., 2012 ; Boudjedjou, 2020). Le stress
oxydatif endommage les macromolécules biologiques (ADN, protéines, lipides, glucides),
provoguant une perte de leurs fonctions biologiques ainsi qu'des Iésions tissulaires (Pincemail
et al., 2002 ; Boudjedjou, 2020). Dans les membranes, I'oxydation des lipides et la réaction
des produits d'oxydation avec d'autres composants membranaires modifient certaines
fonctions biologiques importantes, telles que la perméabilité, la fluidité et méme l'activité des

récepteurs et des enzymes (Cillard et Cillard, 2006 ; Boudjedjou, 2020).

L’organisme humain est riche en divers antioxydants qui servent a lutter contre les effets du
stress oxydatif. Les mécanismes de défense endogénes reposent sur des systémes antioxydants
enzymatiques (glutathion peroxydase (GPx)) et non enzymatiques (LE glutathion) (Birben et
al., 2012 ; Boudjedjou, 2020). De plus, des antioxydants exogénes, principalement d'origine
végetale, sont apportés par l'alimentation sous forme de composés phénoliques, d'acide

ascorbique et de caroténoides (Laguerre et al., 2007 ; Boudjedjou, 2020).

Le potentiel antioxydant des HE a été démontrée dans de nombreuses études (Emami et al.,
2011 ; Boudjedjou, 2020). Cette possibilité est due a I'inclusion de composés terpéniques avec
des composés phénoliques. En fait, les terpénes sont considérés comme des antioxydants
naturels qui pourraient potentiellement étre utilisés comme additifs dans les compléments

alimentaires pour prévenir le stress oxydatif qui contribue au développement de maladies
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dégénératives (Edris, 2007 ; Boudjedjou, 2020). Il en va de méme pour l'activité antioxydante
des composés phénoliques, qui jouent un réle important dans la neutralisation des radicaux

libres et la décomposition des peroxydes (Amorati et al., 2013 ; Boudjedjou, 2020).

trois différentes méthodes antioxydantes (TAC, DPPH et FRAP) ont été utilisées pour tester
les propriétés antioxydantes (Elkhamlichi et coll., 2017 ; Boughalleb et coll., 2020 ;
Cherfia,2021). IIs ont observé que le méthanol et les extraits d’acétate d’éthyle ont montré
une capacité antioxydante remarquable, et la capacité antioxydante a été légerement

augmentée avec la durée de stockage (Cherfia,2021).
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Figure. 20 Exemples d’antioxydants d’origine alimentaire.

a-tocophérol (vitamine E), acide ascorbique (vitamine C), B-caroténe (famille

descaroténoides), acide caféique et quercétine (famille des polyphénols)(Boudjedjou, 2020).

1.5.2- Activités antimicrobiennes

L'utilisation des antibiotiques pour lutter contre les microorganismes pathogenes est limitée
en raison de leur cancérogénicité, de leur toxicité aigué, leur risques environnementaux et des
problemes de résistance bactérienne a cette classe thérapeutique. La résistance croissante aux
antimicrobiens a alimenté la recherche pour identifier de nouvelles biomolécules a large
activité antimicrobienne. Pour cela, il est utile dexploiter les HEs pour lutter contre

différentes maladies infectieuses. (Rudramurthy et al., 2016).
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1.5.2.2- Activité antibactérienne
L'HE affecte la croissance bactérienne. lls agissent en empéchant sa multiplication, sa
sporulation et la synthese de toxines. Ce dernier fait actuellement l'objet d'une grande
attention car il s'est avéré possede une activité contre les pathogenes résistants aux
antibiotiques tels que le Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) (Tohidpour
et al., 2010 ; Warnke et al. 2013).

Compte-tenu de la diversité des molécules présentes dans les HEs, l'activité antimicrobienne
est probablement basée sur une combinaison de plusieurs mécanismes d'action qui impliquent
différentes cibles cellulaires (Figure 2). Cette activité est par ailleurs variable d’une huile
essentielle a ’autre et d’une souche bactérienne a I’autre (Kalemba, 2003 ; Oussou, 2009 ;
Avlessi, 2012 ;Toure,2015). Elles peuvent étre bactéricides ou bactériostatiques (Oussou et
al., 2009 ; Toure,2015).
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Figure 21Action des huiles essentielles et de leurs constituants sur la cellule bactérienne(Burt, 2004).

En général, leur action se déroule en trois phases (Calsamiglia et al., 2007 ; Djilani et Dicko,
2012 ; Goetz et Ghedira, 2012) :

> Attaque de la paroi bactérienne, ce qui provoque une augmentation de la perméabilité
puis la perte des constituants cellulaires ;

» L'acidification de l'intérieur de la cellule provoque la coagulation des composants
cellulaires par dénaturation des protéines, bloquant ainsi la production d'énergie
cellulaire et la synthese des composants structurels.

» Destruction du matériel génétique, entrainant la mort des bactéries.
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Les principales méthodes de détermination du pouvoir antimicrobien des HEs sont la
technique de micro atmosphére et les techniques par contact direct. Les méthodes utilisées 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).
1.5.2.3- Activité antibiofilm

Le biofilm est une communauté de microorganismes adhérée a une surface et caractérisée par
la sécrétion d’une matrice adhésive et protectrice d’exo-polymeres. Les surfaces peuvent étre
biotiques ou abiotiques tels que les tissus vivants, les dispositifs médicaux, les conduites
d’eau potable ou les systémes aquatiques naturels (Donlan, 2002 ; Branger, 2007 ; Philips et
al., 2010 ; Tremblay et al., 2014).

1.5.2.2.1- Etapes de la formation d’un biofilm
la formation d’un biofilm est constituée de plusieurs étapes. Le biofilm peut se former trés

rapidement, en quelques heures ; un bon exemple étant la plaque dentaire.

La premiére étape est la formation du film primaire ou « film conditionnant » et transport des
microorganismes a proximité de la surface. Ce film constitue une base sur lequel le biofilm
pousse, par ce qu’il augmente la capacité des microorganismes a se fixer a une surface

(Branger, 2007 ; Garrett et al., 2008 ; Percival et al., 2011)

Le film conditionnant est composé de plusieurs substances (protéines, glucides et minéraux)
issus du milieu environnant. Ce film va modifier les propriétés physico-chimiques de surface
ainsi qu’inhiber ou au contraire stimuler ’adhésion microbienne (Branger, 2007 ; Garrett et

al., 2008 ; Percival et al., 2011).

Apres le conditionnement trés rapide de la surface, I’étape suivante correspond au transport
des microorganismes a proximité de la surface. Ce transport est effectué grace a des propriétés
dynamiques du milieu ainsi qu’aux propriétés physicochimiques de la surface du support.
Différents appendices bactériens tel que les flagelles et les cils sont également nécessaires
(Rodney et al., 2002 ; Agnes et al., 2006 ; Branger, 2007 ; Percival et al., 2011)

L’adhésion initiale aux surfaces mettant en jeu un certain nombre de mécanismes
physicochimiques et biologiques complexes. Elle est généralement divisée en deux phases :
(Baillif et al.,2010).
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Adhésion réversibleconsiste dans un premier temps en I’interaction des charges en milicu
liquide avec une surface solide (attraction correspondante aux forces de Van der Waals et des

forces de répulsion électrostatique) (Garrett et al., 2008 ; Grderes et al., 2014).

Une fraction des cellules atteignant la surface s'adsorbe de maniére réversible. Des facteurs
tels que : I'énergie disponible, la fonctionnalité de surface, l'orientation bactérienne, la
température et les conditions de pression sont des variables environnementales locales qui
contribuent a l'adhésion bactérienne. Si les forces répulsives sont supérieures aux forces
d'attraction, les bactéries se détacheront de la surface. Ceci est plus susceptible de se produire
avant le conditionnement d'un substrat (Garrett et al., 2008).

Un certain nombre de cellules adsorbées de maniére réversible restent immobilisées
etdeviennent irréversiblement adsorbees. Au fur et & mesure que les bactéries se multiplient
leur adhésion devient plus solide et elles se différencient, en modifiant leur schéma
d’expression génique de manicre a favoriser leur survie. Ce processus est habituellement le
résultat d’un type de communication bactérienne appelée Quorum Sensing (QS) (Garrett et

al., 2008 ; Philips et al., 2011).

Une fois attachés, les microorganismes se divisent et forment des micro-colonies (Agnes et
al., 2006 ; Philips et al., 2011).A partir d’'une concentration suffisamment dense d’individus,
les micro-colonies commencent a sécréter une matrice environnant appelée substances

polymériques extracellulaires (SPE). Il s’agit d’une matrice protectrice qui forment alors le

biofilm initial (Philips et al., 2011 ; Tremblay et al., 2014).

Le biofilm grandit et mature, s’épissant jusqu'a a devenir macroscopique en conditions
optimales. La maturation de biofilm caractérisé par une structure complexe et les bactéries de
diverses régions du biofilm pourront exprimer des génes différentes (Branger, 2007 ;
Tremblay et al., 2014).

La derniére étape est la phase de dispersion, appelée aussi phase planctonique. Sous ’effet du
vieillissement du biofilm, de certaines stresses ou carences, les cellules microbiennes vont se
séparer du biofilm et se disperser pour adhérer a des nouvelles surfaces et former un nouveau
biofilm (Branger, 2007 ; Tremblay et al., 2014).
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Figure 22Etapes de la formation d’un biofilm (Tremblay et al,2014).

Dans la plupart des biofilms, les microorganismes représentent moins de 10 % de la masse
seche, alors que la matrice peut représenter jusqu'a plus de 90 %. (Branger, 2007 ; Muhsin et
al., 2015).

1.5.2.2.2- Les facteurs favorisant la formation d’un biofilm

Le développement d’un biofilm est un processus séquentiel complexe qui fait intervenir de
nombreux mécanismes physico-chimiques et biologiques. Ce développement est influencé par
trois composants : la surface, le milieu, et les microorganismes ; ainsi que les interactions

existantes entre ces composants (Branger, 2007).

1.5.2.2.3- Caractéristiques de la surface
Le contacte d’un matériau avec un fluide contenant des bactéries est un support potentiel pour

la formation d’un biofilm :

> La rugosité : plus une surface est rugueuse, plus la colonisation de cette surface pardes
micro-colonies est importante.

» Les propriétés chimiques d’une surface : peuvent exercer une influence sur le
tauxd’attachement. Les micro-organismes se fixent plus facilement a des surfaces
hydrophobes etnon polarisées comme le Téflon et le plastique.

> La présence préalable de films protéiques : comme le sang, les larmes,I’urine...etc.
influencent P’attachement de bactéries a cette surface, et favorise la formation de

biofilm (Bellifa, 2014).
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1.5.2.2.4- Les caractéristiques du milieu

Le mode de culture est une caractéristique importante qui peut modifier fortement 1’adhésion
des organismes ainsi que les conditions environnement telle que :

a) La disponibilité de nutriments : exces ou carence.

b) Les différents stress physicochimiques : pH, température présence de composéshactéricides
...etc.

c) Composition de milieu : présence de calcium, magnésium, phosphate, glucose...etc. semble

faciliter ’adhésion a un support (Marchal, 2010).

1.5.2.2.5- Caractéristiques des microorganismes

Les pili, exprimés par les bactéries, sont impliqués dans I’adhésion bactéries- cellules et les
EPS, synthétisés par les bactéries, facilitent aussi la fixation aux surfaces. L’adhésion est
¢galement sous la dépendance de I’état physiologique de la bactérie, le caractére hydrophobe,

de sa charge électrique globale et de 1’énergie libre de la surface (Hygis, 2010).

1.5.2.4- Activité antifongique des HEs

Les infections fongiques sont d'une actualité criante aujourd'hui. En effet, leurextension est
largement favorisée par l'utilisation abusive et parfois trop légere desantibiotiques. Les
groupes moléculaires cités en priorité pour leurs actions antibactériennes Elles sont également
active sur les champignons. Néanmoins, la durée de ce type de traitement pendant une période
plus longue que pour le traitement antibactérien. Par exemple, les huiles essentielles de
Cannelle, de Palmarosa, de Clou de girofle et de Niaouli sont des antifongiques. Le pouvoir
antifongique est attribué aussi a la présence de certains groupements fonctionnels chimiques
dans la composition des HEs. Plusieurs travaux montrent que le pouvoir inhibiteur était
essentiellement dd a la réactivité de la fonction aldéhyde avec le groupement thiol des acides

amineés impliqués dans la division cellulaire (kurita, 1979).

D’autres auteurs ont démontré que la formation d’un complexe entre le donneur d’électrons et
I’aldéhyde abouti a un changement de I’état ionique de la membrane traduisant par un
déséquilibre d’échange avec le milieu extérieur. Ce déséquilibre entraine la destruction
cellulaire (Baser et Buchbauer, 2015)Cependant, les phénols (eugénol, chavicol 4-allyl-2-6-

diméthoxyphénol) sont plus antifongiques que les aldéhydes testés (Laib,2010).
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2- Matériel et méthodes

L’ensemble des manipulations de cette étude a été réalisé dans deux laboratoires ; laboratoire de
biologie végétale, faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université Freres Mentouri,
Constantine 1, et laboratoire de mycologie au sein du centre de recherche en biotechnologie
(CRBT), Constantine.

2.1- Matériel végétal
La présente étude a été effectuée sur la partie aérienne d’une plante de la région de Sétif ;

Lavandula x allardii(figure), qui a été récoltée durant I’année 2023 ; février-mars.

Figure 23Partie aérienne de Lavandula x allardii (2023).

2.1.1- Préparation de la plante
Le matériel végétal a été séché, conservé a ’ombre a température ambiante pendant 7 jours et il
est stocké tel qu’il est loin de la lumiére et de la chaleur. Puis, la plante a été découpée et broyée

a I’aide d’un broyeur ¢€lectrique pour obtenir une poudre fine.

2.2- Souches bactériennes
Quatre souches bactériennes ont étéutilisées ;deux a gram positif (Bacillus cereus ;
Staphylococcus aureus)etdeux a gram négatif (Escherichia coli ; Pseudomonas aeruginosa) ;

Tous ont été amenés par notre encadreur.
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2.3- Etude phytochimique de la plante
Les tests de criblagephytochimiqueont été effectués pour la mise en présence des métabolites

primaires et secondaires de la plante Lavandula x allardii :

Test de Fehling (sucres réducteurs)

Dans des tubes a essai, 0,5mL du réactif de Fehling préalablement préparé (5 ml de la solution A
+ 5 ml de la solution B), est ajouté a 0,5 ml d’extrait. Les tubes préparés sont incubés dans un
bain marie pendant 3 min a 100 C°. La formation d’un précipité rouge brique indique la présence

de sucres réducteurs (El Yahyaoui et al., 2017).

Test des glycosides cardiaques

0,5 ml de I’extrait a été dissous dans 1 ml de chloroforme puis 0,25 ml de ’acide sulfurique
concentré H.SO4 a été ajoutée avec précaution pour former une couche rougeatre foncée.
L’apparition d’une coloration brune a I’interface de I’anneau indique la présence de glycoside

cardiaque (Boukri, 2014).

Test de mousse (saponosides)
10 ml d’extrait aqueux ont été placés dans un tube a essai et agités pendant 15 secondes puis
laissés durant 15 min. Une hauteur de mousse persistante ; supérieur a 1 cm indique la présence

des saponosides (Bentabetlasgaa, 2015).

Test des alcaloides
On ajoute 2 ml de réactif de Wagner a 2 mL de I’extrait. L’apparition d’un précipité blanc jaune

indique la présence des alcaloides (Boukri, 2014).

Test des Tanins
Dans un tube a essai, 1 ml d’extrait a été ajouté a 2 ml H20 et 1 ml d’une solution aqueuse de
FeCls a 2%, la présence des tanins est indiquée par une coloration verdatre (tanins catéchiques)

ou bleu-noirétre (tanins galliques) (Dermachi, 2015).

Test des Flavonoides
1 ml d’extrait a ét¢ mélangé avec 1 ml d’hydroxyde de sodium (NaOH 10%) a I’aide d’un
vortex. L’apparition d’une couleur jaune indique la présence des flavonoides (Cherfia et al.,

2017).

37



Matériel et méthodes

Test des quinones libres

0,5 ml de I’extrait éthanolique avec I’ajoute de quelques gouttes de NaOH (1/10), La présence de
quinones libres est confirmée lorsque la phase aqueuse vire au jaune, rouge ou violet (Ribérreau,
1968).

Huile essentielle

La détection des huiles essentielles dans laplante a été réalisée par I’hydro-distillation. Ou 120 g
de laplante ;L. x allardii, ont été mis dans un ballon en verre de 250 mL contenant 100 mL d’eau
distillée liée avec un réfrigérant. L’apparition d’une couche huileuse ou des gouttes d’huile a la
surface de I’hydrolat indique la présence d’huile essenticlle. Apres la détection d’huile
essentielledans I'espece végétale, 1’extraction d’HEen utilisant le Clevenger a ensuite été

effectuée.

2.4- Préparation des extraits
Deux différents extraits ont été préparés a partir de la partie aérienne de Lavandula x allardii ;

extrait hydro-méthanolique et huile essentielle(HE).

2.4.1- Extrait méthanolique (Macération a froid)

La préparation de I’extrait hydro- alcoolique a été effectuée par la macération a froid. Ou 50 g de
la poudre de la plante ont été ajouté a 500 ml d’un mélange hydro- alcoolique (méthanol : eau
distillée) (80 : 20). Apres une agitation a I’aide d’un agitateur pendant deux heures de temps, les
maceéras ont été laissés pendant 24 h puis filtrés a travers un papier Wattman (figure). Cette
opération a été répétée trois fois pour ressortir le maximum des molécules bioactives de la plante
étudiée (Bett et al., 2000 ; Author, 2021).
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Figure 24 Préparation de 1‘extrait hydro-méthanolique. A : agitation, B : filtration.

2.4.2-Huile essentielle (Hydrodistillation)

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’¢labore 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 plusadaptée a I’extraction de I’'HE se fait en fonction de la nature de la matic¢re végétale a
traiter, des caractéristiques physico-chimiques de I’extrait et son usage (Hessas et Simoud,
2018).

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par hydrodistillation (figure) dans un appareil
de type Clevenger (Clevenger, 1928). Trois distillations ont été réalisées par ébullition pendant
deux heures de 120 g de matériel végétal frais avec 1 litre d’eau dans un ballon de 2 litres
surmonté d’une colonne de 60 cm de longueur reliée a un réfrigérant. Le rendement en huile
essentielle a été déterminé par rapport a la matiére séche, évaluée a partir de 3 échantillons de 30
g séchés jusqu’au poids constant pendant 48 heures a 1I’étuve a 60 °C. L’HE a été stockée a 4 °C
a I’obscurité en présence de sulfate de sodium anhydre. Ensuite, elle est diluée dans du méthanol
(1 % v/v) avant de procéder aux opérations d’analyses par CG et CG/SM selon la norme (Afnor,

2000).
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Figure 25 Hydrodistillation

2.4.3- Détermination du rendement d’extraction
Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en huile essentielle (Rd%), est défini comme étant
le rapport entre la masse de 1’huile essentielle obtenue aprés extraction (m) et la masse de la

matiere végétale utilisée (M), il est donné par la formule suivante : Rd%= (m/M) *100

Rd : Rendement en huile essentielle exprimée en pourcentage %.
M : Masse de I’huile essentielle obtenue en gramme (g).

M : Masse de la matiére vegétale seche utilisée en gramme.

2.5- Dosage colorimétrique des composés phénoliques
Pour déterminer la teneur de nos extraits en polyphénols et en flavonoides totaux, les protocoles

suivants ont été appliqués ;

2.5.1- Dosage des polyphénols totaux
La teneur totale en polyphénols des extraits a été estimée par la méthode colorimétriquede Folin-
Ciocalteu (Ragaee et al., 2006).

Principe

Le réactif est composé par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide
phospho-molybdique (HsPMo012040). 11 est réduit, lors de I’oxydation des phénols, en un mélange
d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne (Ribéreau-Gayon, 1968). La coloration produite,
dont I’absorption maximum est comprise entre 725 et 760 nm et proportionnelle a la quantité de

polyphénols présents dans les extraits vegétaux.

Mode opératoire
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Le dosage des polyphénols avec le réactif de Folin-Ciocalteu a été effectué selon la méthode de
Slinkard et coll. (1977). En milieu alcalin, les polyphénols réduisent ce réactif en oxyde de
tungstene et de molybdéne de couleur bleu. Une prise de 1 mL de réactif de Folin-Ciocalteu a été
mise en contact avec 200 ul d’échantillon (10 et 20) pendant 5 min et une prise de 800 ul de
carbonate de sodium (Na;COs3) a été additionnée. Aprés I’incubation a 1’obscurité pendant 30
min, la lecture de ’absorbance a été effectuée a une longueur d’onde de 765 nm. La gamme
d’étalon a été préparée avec 1’acide gallique a différentes concentrations (0,02 ; 0,04 ; 0,06 ; 0,08
et 0,1 mg/mL). Les teneurs en polyphénols ont été exprimées en milligrammes équivalents acide

gallique par gramme de la matiere séche (mg EAG/g MS) (Ghazghazi et al., 2013).

2.5.2- Dosage des flavonoides totaux
Le trichlorure d'aluminium (AICI3) absorbe la lumiére visible a une longueur d’onde égale a 415
nm (Chia-chi et al., 2002).

Principe

Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre en position 5' susceptible de
donner un complexe coloré avec le groupement carbonyle (CO) et le chlorure d’aluminium. Ils
forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (Fer et Aluminium), ceci traduit le fait
que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir avec deux atomes d'oxygene de la molécule

phénolique agissant comme donneur d’électrons (Ribéreau-Gayon et al., 1982).

Protocole

Les flavonoides ont été déterminés selon le protocole suivant : ImL de chaque extrait a été ajoute
a un volume égal d’AlClz (2% ; 1mL), aprés une agitation vigoureuse suivi par une incubation
pendant 10 min ; ’absorbance a été mesurée a 430 nm. La courbe d’étalonnage du standard a été
obtenue en mesurant I’absorbance de la quercétine utilisée a différentes concentrations (0,02 ;
0,04 ; 0,06 ; 0,08 et 0,1 mg/mL). Le blanc a été préparé en mélangeant 1 mL de méthanol avec
ImL d’AlCls. Ce protocole a été répété deux fois. La concentration des flavonoides totaux a été
déterminée a partir de I'équation de régression linéaire déduite de la courbe d’étalonnage de la
quercétine. Les résultats ont été exprimés en milligrammes d’équivalents quercétine par gramme

de la matiére séche (mg EQ/g MS) (Ghazghazi et al., 2013).
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2.6- Activités biologiques
Le pouvoir biologique des deux extraits de la plante étudiée (HE et extrait alcoolique) a été
examiné par 1’étude des activités suivantes : antioxydante, antifongique, antibactérienne et

antibiofilm.

2.6.1- Activité antioxydante
Mesurée par 1’utilisation des deux techniques ; DPPH et FRAP.

Etude de pouvoir réducteur du radical DPPH
Le test DPPH® (2,2-Diphényl-1-PicrylHydrazil) permet de mesurer le pouvoir antiradicalaire de
molécules pures ou d’extraits végétaux dans un systéme modele (solvant organique, température

ambiante).

Principe

La méthode du DPPHe est basée sur la réduction d’une solution alcoolique de 1’espéce
radicalaire stable DPPHe en présence d’un antioxydant donneur d’hydrogéne (AH), qui aboutit a
la formation d’une forme non radicalaire, le DPPH-H. Ainsi plus la perte de couleur est rapide

plus le donneur d’hydrogéne est considéré comme un antioxydant fort (Belmokhtar, 2015).
DPPH+ (AH) DPPH-H+ (A-)

Protocol

L’activité antioxydante des différents extraits est mesurée Selon la méthode de (LopesLutz et al.,
2008). 0,25 mL des différentes concentrations (0,02 ; 0,04 ; 0,06 et 0,08 mg/mL) de chaque
dilution sont ajoutés a 0,75 mL de la solution du DPPH. Parallélement, un blanc est préparé de
0,25 mL de méthanol, aprés 30 min d’incubation a 1’obscurité et a la température ambiante
I’absorbance est mesurée au spectrophotomeétre de longueur d’onde 515nm. Le blanc est
représenté par une solution d’un antioxydant standard, BHT (butylhydroxy toluene) dont
I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons et pour chaque

concentration (Bougandoura, 2013).

La capacité antioxydante de nos échantillons a été exprimée en pourcentage d’inhibition du

radical DPPHe suivant 1’équation :

% Inhibition = (A blanc — A échantillon) x100/A blanc
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| % : Pourcentage d’inhibition de I’activité anti-radicalaire (AAR%).
A Echantillon : Absorbance de I’échantillon.
A Blanc : Absorbance du blanc

Détermination du pouvoir réducteur du fer(FRAP)
Le test FRAP (Ferri reducing antioxydant power) est une méthode colorimétrique de transfert

d'électrons.

Principe

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antioxydant, cette technique est
développée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe3+) présent
dans le complexe Kz Fe (CN6) en fer ferreux (Fe2+). En effet, le Fe3+ participe a la formation du
radical hydroxyle par la réaction de Fenton. L’absorbance de milieu réactionnel est déterminée a

700nm (Hubert, 2006).

Protocole

0,20 mL de I’extrait a différentes concentrations (0,1 ;0,2;0,3;0,4;05;0,6;0,7,;0,8¢et0,9
mg/ml) est mélangé avec 0,5mL d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 0,5mL
d’une solution de ferricyanure de potassium KzFe a 1%. L’ensemble est incubé au bain marie a
50°C pendant 20 min. ensuite, on ajout 0.5mL d’acide trichloracétique (C2HC302) a 10% sont
ajoutés pour stopper la réaction. Un volume de 0,5mL de chaque dilution est combinée avec
0,5mL d’eau distillée et 0,1mL d’une solution aqueuse de FeCls (Chlorure ferrique) a 0,1%. La
lecture de ’absorbance du milieu réactionnel se fait @ 700 nm contre un blanc semblablement
préparé. Le blanc est représenté par un standard d’un antioxydant ; BHT dont I’absorbance a été
mesuré dans les mémes conditions que les échantillons. Une augmentation de I’absorbance
correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Singleton et Rossi,
1965).

2.6.2- Activités antimicrobiennes
Les activités suivantes ont été réalisées : antifongique sur une souche de Fusarium oxysporum et
antibactérienne sur deux bactéries a gram positif et deux autres a gram négatif et antibiofilm sur

Staphylococcus aureus.
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2.6.2.1- Activité antifongique

Une moisissure phytopathogeéne ; Fusarium oxysporum f. souche sp lycopersici (FOL)4287, a été
testée pour la toxicité fongique en évaluant I’inhibition de la croissance mycélienne de I’agent
phytopathogene : L’activité inhibitrice des différents composés (I’huile essentielle et 1’extrait
sec) , sur la croissance du mycélium de I’agent phytopathogéne, est déterminée en mesurant la
croissance radiale du levure sur milieu PDA (Potato, Dextrose, Agar), contenant le complexe a
tester (I’huile essentielle ou 1’extrait sec). Ainsi, un volume de 1 ml de solution de DMSO
contenant 5 mg de I’extrait a été ajouté a 100 ml de Milieu PDA a 60°C, préalablement stérilisé
puis réparti dans 4 boites de Pétri. De la méme maniére, 1 ml de DMSO a été ajouté a 100 ml de
milieu PDA, et a été considéré comme contrdle positif. Le contréle négatif contient le milieu

PDA sans aucun autre produit (Song et al., 2004).

D’apres une solution mere de 500 mg de I’extrait + 2,5 ml de DMSO ; Trois solutions de 1ml de
volume ont été préparés (500 ,750 et 100uL). Pour I’HE : Trois solutions de 1ml de volume ont
été préparées : (75 ,150 et 300 pL). Expérimentalement, un disque de 5 mm de diamétre est
prélevé sur une jeune culture fongique et est déposé aseptiquement au centre de la boite de pétri
contenant le milieu PDA (Annexe) et ’huile ou ’extrait. L expérience est répétée 4 fois pour
chaque traitement. Aprés 6 jours d’incubation a 25°C, la croissance mycélienne de ’agent
phytopathogéne est mesurée a échelle millimétrique. Les résultats ont été exprimés en
pourcentage d’inhibition de la croissance du champignon par chaque produit par rapport aux
diametres moyens des colonies du champignon cultivé dans les milieux de contréle. Ainsi,
’activité d’inhibition a été exprimée en pourcentage et a été calculé selon la formule : I=(C-T/C)

x 100 (Dennis et al., 1971).

2.6.2.2- Activité antibactérienne

Pour mettre en évidence 1’activité antibactérienne in vitro des extraits de plantes, la méthode de
diffusion en puits a été realisee pour tester la sensibilité des souches et aussi pour déterminer les
valeurs de CMI et de CMB. Quatre souches bactériennes ont été utilisées ; Deux a Gram positif :
Bacillus cereus et Staphylococcus aureus, et deux a Gram négatif : Escherichia coli et

Pseudomonas aeruginosa.
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2.6.2.2.1- Réactivation des souches bactériennes
A partir des souches conservées, les bactéries a tester ont été ensemenceées sur des boites de Pétri
contenant des milieux sélectifs appropriés aux souches bactériennes utilisées puis incubésa 37°C

pendant 24 heures afin d’obtenir des colonies jeunes et bien isolées (Lakhdar, 2015).

2.6.2.2.2- Préparation des suspensions bactériennes

A partir d’une culture jeune de bactéries testés, des suspensions bactériennes ont été réalisées, en
prélevant, a 1’aide d’une anse de platine quelques colonies pures et les déposées aseptiquement
dans des tubes stériles contenant 9 ml d'eau physiologique. Puis, ils ont été homogénéisés par
agitation. Les boites ont été séchées pendant 15 min, ensuite, incubées a I’étuve a 37°C pendant
18h.

2.6.2.2.3- Ensemencement

Apres solidification, un écouvillon stérile imbibé par la suspension bactérienne fraichement
préparée a été étalé a la surface de la gélose a quatre reprises, en tournant la boite aprés chaque
application sans oublier de faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme et finir I’ensemencement en
passant I’écouvillon sur la périphérie de la gélose dans le but d’avoir une distribution égale de
I’inoculum. Les boites ont été laissées sécher pendant quelques minutes (Abou Nabila, 2017).
Aprés 5-10 min, des puits de 6 mm ont été creusés a 1’aide d’une pipette Pasteur. Les extraits ont
ensuite été versés dans chaque puits. 20 uL de chaque extrait des différentes concentrations (25 ;
50 ; 100 ; 150 et 200 mg/ml) et (25 ; 50 et 100 mg/mL) des huiles essentielles ; qui ont été
diluées dans le DMSO ont été versés dans chaque puits. En outre, un autre puits au centre se la
boite a été réalisé pour mettre le DMSO comme témoin négatif pour confirmer son non activité

sur les germes. Nous l'avons laissé s'étaler pendant 20 min.

2.6.2.2.4- Test antibactérien

Ce test est réalisé par dépbt des extraits dans les puits creusés précédemment dans la gélose.
Cette technique assure une diffusion totale des extraits. Les boites de Pétri ensemencées ont été
incubées a 37°C pendant 24 h. A partir d'un puits, ’apparition d’une zone d'inhibition claire et de
diametre facilement mesurable sur gelose ensemencée par la suspension bactérienne, est

considérée comme réaction positive(Dorman et Deans, 2000).

Lecture
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La mesure des diameétres d’inhibition des souches étudiées ont été réalisées aprés 24 h

d’incubation.

2.6.2.3- Inhibition de la formation de biofilms

Afin de mettre en évidence la capacité antibiofilm des extraits de la plante étudiée contre
Staphylococcus aureus, la méthode choisie est la méthode standard de coloration au Cristal
Violet (CV) (Djordjevic et al., 2002 ; Musk et al., 2005). Une suspension bactérienne (DO 600
= 0,20) est préparée, dans un tube de bouillon nutritif (BN) (pH=7), a partir d’une culture de 24
heures sur GN. La suspension est répartie dans des tubes en polystyrene de 5 ml a raison de 2 ml

par tube. Les tubes sont ensuite incubés a 37°C pendant 24 h.

Aprés la période d’incubation et pour chaque tube, 1’absorbance de la culture bactérienne
résultante est mesurée a 600 nm a 1’aide d’un spectrophotometre. Apres, chaque tube est
soigneusement vidé de la culture bactérienne, et rincé 3 fois a ’eau distillée. La biomasse fixée
sur les parois du tube est révelée aprés coloration a I’aide d’une solution aqueuse de CV a 1 %
(m/v). Aprés un temps de contact de 1 heure, 1’excés de colorant est éliminé suivi d’un lavage
abondant des parois du tube a I’eau distillée (jusqu’a I’obtention des gouttes transparentes). Les
tubes sont enfin égouttés et mis a sécher a 1’air libre. Le CV fixé sur les parois du tube est
solubilisé¢ a I’aide d’une solution constituée d’un mélange éthanol-acétone (75 : 25). Apres 1
heure du temps, I’absorbance de la solution obtenue est mesurée & 570 nm. Les résultats obtenus
sont exprimés en pourcentagede réduction du biofilm. Il est calculé comme suit :(DO Témoin —
DO Test/ DO Témaoin) *100.
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3- Resultats et Discussion

Afin de mettre en évidence les effets thérapeutiques des biomolécules d’origine naturelle,
en vue de leurs applications en biothérapie, le présent travail porte sur 1’extraction des
métabolites bioactifs en utilisant d’une part un éluant hydro-méthanolique et d’autre part
une hydrodistillation pour I’extraction d’huile essentielle (HE) de la plante médicinale
Lavandula x allardii (L. x allardii).

En outre, I’étude de ses caractéristiques physico-chimiques, ainsi I’évaluation des activités
biologiques ; antioxydante, antimicrobienne (antifongique, antibactérienne) et antibiofilm
des extraits obtenus ; hydro-méthanolique et HE ont été effectuées.

3.1- Identification de la plante étudiée

L’identification botanique de la plante étudiée par le Dr. NOUIOUA Wafa (Laboratoire de
phytothérapie appliquée aux maladies chroniques, Faculté des Sciences de la Vie et des
Sciences Naturelles, Université de Setif 1) a revelé que son espéce végétale était
Lavandula x allardii (Figure 26). Son identification était basée sur ses caractéristiques

morphologiques.

HFRT HORT KEW.

Figure 26 Caractéristiqgues morphologiques de Lavandula x allardii (Lis-Balchin, 2002 ;
Originale 2023).
3.2- Rendement d’extraction
Les résultats obtenus pour les rendements d'extraction (Rd%) par la macération et
I’hydrodistillation de I'HE de L. x allardii ont indiqué dans le tableau 02.
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Tableau 02 Rendement d’extraction d’extrait hydro-méthanolique et d’huile essentielle de

la L. x allardii.
Rd %
Extrait hydrométhanolique Huile essentielle
9,34 £ 7,976 3,95 £ 0,02

La plante a donné un rendement important en huile essentielle estimé & 3,95+ 0,02 %.
L’huile extraite a une couleur transparente et d’odeur forte, tandis que le rendement de
I'extrait hydro-méthanolique a donné un taux estimé de 9,34 + 7,976 %.

Le rendement de I’extrait hydro-méthanolique est supérieur a celui de I’huile de la méme
plante étudiée, mais inférieur a celui de la plante L. angustifolia Mill du Bechar, alors que
le rendement de macéra méthanolique et aqueux selon Benyagoub et al. (2014), il s'est
averé étre 21,18 et 24,07% respectivement.

Le rendement en HE de L. x allardii (3,95 %) est supérieur a celui de Laib (2012) qui a
trouvé un pourcentage de 1,36 = 0,2% de la méme plante. Cependant, Bachiri, et al, (2016)
ont révélé un rendement égal a 2,9 % pour L. dentata provenant de Maroc, alors que le
méme rendement (3,95 %) est similair a celui rapporté par Benyagoub et al, (2014) qui ont
rapporté une valeur de 4,12 % pour L. angustifolia Mill a Bechar.

Le rendement en extrait peut varier au sein de la méme espéce en fonction de 1’origine, de
la période de récolte de la plante, de la méthode d’extraction ainsi que des conditions sous
lesquelles cette derniere a été effectuée (Lee et al., 2003 ; Dai et Mumper, 2010 ;
Bouhaddouda, 2016).

3.3- Screening phytochimique

Les tests de composition chimique effectués sur la poudre de feuilles de L. x allardii
permettent d'abord d'identifier les principaux groupes chimiques présents dans cette plante
a travers les réactions de caractérisation qui révelent plus ou moins la présence de tous les
principes actifs. D'aprés le tableau 03, l'analyse phytochimique a révélé que L. x. allardii
est trés riche en métabolites primaires comme les glucides et en métabolites secondaires

tels que les tanins, les saponines, les alcaloides, les polyphénols et les flavonoides.
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Tableau 03 Criblage phytochimique de la plante L. x allardii.

Résultats

El Ex

Groupe Test de Observation
chimique détection « Standard »
Précipité
Glucides Fehling rouge brique
Test de
Polyphénols chlorure Couleur vert
ferrique foncé
Tanins Test de Coloration
chlorure verdatre
ferrique (tanins
catéchiques)
Test Couleur
Flavonoides | d'hydroxyde rouge-
de sodium orange ou
jaune

=0
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Test de Apparition
Alcaloides Wagner d’un
précipité
blanc-jaune
Quinones | Test d’éther Couleur
libre de pétrole et | jaune, rouge
des gouttes de | ou violet
NaOH
Indice de
mousse >
Saponines Indice de 100 pour le
mousse tube dont la
hauteur est
égalealcm
Test de Couleur
Glycosides Salkowski brun
cardiaques rougeatre
(+++4)
Huile Hydro- Liquide
essentielle distillation transparent
huileux

+++ : Test fortement positif
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Les résultats du criblage phytochimique (tableau 03) ont montré la présence de glucides
comme métabolites primaires et de différents groupes de métabolites secondaires ; tanins,
saponines, polyphénols, quinones libres, glycosides cardiaques, et méme la présence
d'huiles essentielles. En fait, les composés les plus couramment abondants dans la plante
sont les polyphénols, les flavonoides et les alcaloides, qui se trouvent en quantités
importantes dans la partie aérienne.

La présence de ces métabolites secondaires dans la plante étudiée explique leurs puissants
effets thérapeutiques. Ces résultats justifient donc l'utilisation généralisée de cette famille
en médecine traditionnelle par la population locale. En effet, les tanins, les polyphénols, les
alcaloides, les flavonoides, ainsi que les saponines possedent plusieurs propriétés
bénéfiques telles que des propriétés antibactériennes et antioxydantes (Di Carlo et al., 1999
; Bruneton, 2009 ; Bouhaddouda, 2016).

3.4- Dosage des polyphénols totaux

L’estimation quantitative des polyphénols totaux de la plante a été réalisée au moyen de
dosage spectrophotométrique. Selon la méthode du Folin-Ciocalteu (Cherfia et al., 2017),
en utilisant I'acide gallique comme standard. La courbe d’étalonnage a été ajustée, avec un
coefficient de corrélation R2 = 0,9948 et une équation de régression y = 5,67 x + 0,0964
(Figure 27).
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0.500
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Absorbance a 760 nm

Concentrations (mg/mL)

Figure 27 Courbe d'étalonnage de l'acide gallique.
L'estimation quantitative des polyphénols totaux dans I'extrait hydro-méthanolique de L. x
allardii possédait une teneur estimée de 22,5+0,71 mg EAG/g MS. Cette derniére est
inférieur a celle trouvée par Rebey et al., (2017), qui a enregistré une teneur en
polyphénols de I’ordre de 39,58 mg EAG. g-1MS d’extrait de L. dentata de Belgique. En
revanche, le résultat obtenu est supérieur a ceux trouvé par Bachiri et al., (2016), qui a

trouvé 18,402 mg/g d’extrait au L. dentata marocaine.
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3.4- Dosage des flavonoides totaux

La principale raison du choix de cette classe de polyphénols réside dans le fait que les
flavonoides totaux constituent la classe de polyphénols la plus importante, avec plus de
5000 composés déja décrits (Gomez-Caravaca et al., 2006).

L'estimation de la quantit¢ des flavonoides totaux contenus dans I’extrait hydro-
méthanolique de L. x allardii a été effectuée suivant la méthode du trichlorure d’aluminium
(Cherfia et al., 2017), en utilisant la quercétine comme standard. La courbe d’étalonnage a
éteé ajustee, avec un coefficient de corrélation R2 = 0,9773 et une équation de régression y =
2,9185x — 0,0157 (Figure 28).

0.7
06 Quercetine

0.5
0.4
0.3

AbSORBANCE a 430 nm

0.2
0.1

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25

CONCENTRATION mg/mil
Figure 28 Courbe d'étalonnage de la quercétine.

L'estimation quantitative des flavonoides totaux dans l'extrait hydro-méthanolique de L. x
allardii possédait une teneur estimee de 83,25 + 12,37 mg EQ/g MS.

La teneur en polyphénols de L. x allardii (83,25 + 12,37 mg EQ/g MS) est supérieur a ceux
trouvés par Olaokun et al., (2017) et Bangou (2012), qui ont enregistré une teneur de 27,69
+ 4,98 mg EQ /g MS de C. dentata et 8,28 £ 0,77 mg EQ/ 100 mg MS de L. chevalieri

respectivement.

L'estimation guantitative des composés phénoliques dans la partie aérienne de L. x allardii
indique que l’extrait est riche en flavonoides et aussi riche en polyphénols totaux. Nos
résultats sont significativement supérieurs a ceux obtenus par Ayoola et al., (2018) qui ont
travaillé sur D’extrait hydro-méthanoliques des feuilles de Desmodium adscendens
(Fabaceae). Les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides totaux condensés étaient de
l'ordre de 11,5 mg EAG/ g MS) et de (12,84 mg EC/ g MS, successivement.

La variation qualitative et quantitative du contenu des composés phénoliques peut étre

attribuer a plusieurs facteurs ; climatiques et environnementaux, période de récolte, stade
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de développement végétatif de la plante (le degré de maturité, 1’age des feuilles),
patrimoine génétique et méthodes d’extraction et de quantification (Bentabet et al., 2014 ;

Halmi, 2015 ; Boudechiche et al., 2014).

3.5- Activité antioxydante

La recherche de composés antioxydants est aujourd'hui trés importante car ces composés
peuvent jouer un réle dans le maintien de la santé. Plusieurs méthodes ont été développées
pour évaluer le potentiel antioxydant des extraits de plantes. Ils reposent sur la mesure des
produits d'oxydation ou, a l'inverse, de I'efficacité des substances a piéger les radicaux qui
donnent souvent la forme He (Marc et al., 2004 ; Bangou, 2012).

Des études récentes ont montré qu'il peut y avoir des différences dans la détermination de
I'activité antioxydante des produits selon la methode antioxydante utilisée (Schlesier et al.,
2002 ; Nsimba et al., 2008 ; Bangou, 2012). Par conséquent, au moins deux methodes
doivent étre utilisées pour pouvoir mieux évaluer la capacité antioxydante des extraits de
plantes (Bangou, 2012). Dans I’essai DPPH, la valeur de la concentration inhibitrice a
50 % (CI50) est inversement proportionnelle a la capacité anti-radicale d’un composé. En
méme temps, pour la puissance réductrice (FRAP), la valeur de la concentration effective a
laquelle 1’absorbance égale a 0,5 (CE50) est également inversement proportionnelle a la

puissance réductrice mesurée (Cherfia, 2022).

Dans notre étude, deux méthodes : piégeage du radical libre « DPPH » et pouvoir réducteur
du fer « FRAP » ont été utilisées pour évaluer l'activité antioxydante d’extrait hydro-

méthanolique et d’huile essentielle de la plante L. x allardii (Bangou, 2012).

3.5.1- Piégeage du radical libre DPPH

La méthode DPPH est une des méthodes qui permettent d'évaluer l'activité antiradicalaire
des extraits qui est basée sur la mesure de l'inhibition des radicaux libres « pourcentages
d'inhibition (P1%) (Tiwari, 2004).

Dans le test DPPH, l'activité antiradicalaire des extraits est estimée par la Clso. Cette
derniére est définie par la concentration efficace du substrat qui cause la réduction de 50%
du radical DPPH en solution (Benchaachoua, 2019). Elle est trés utile pour comparer les
résultats car elle est indépendante de la concentration des extraits (Elkhamlichi et al.,
2017).
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Le BHT a été utiliseé comme témoin positif, sa courbe d'étalonnage a été ajustée, avec un

coefficient de corrélation Rz = 0,8459 et une équation de régression y = 767,31x + 23,356.
(Figure 29).

BHT
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Figure 29 Courbe d'étalonnage de BHT.

Les valeurs obtenues par spectrophotometrie a 517 nm ont permis de tracer des courbes du

pourcentage d’inhibition pour chaque extrait de la plante.
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Figure 30 Pourcentage d’inhibition d’extrait hydro-méthanolique et d’huile.

D’apres les résultats représentés dans la figure 30, on peut permettre de déterminer 1’IC50,
qui correspond & la concentration d’huile essentielle, d’extrait méthanolique ou BHT
(Figure 29) nécessaire a I’inhibition de 50 % du DPPH présent dans le milieu. Notant que
plus I'ICso est faible plus I’activité antioxydante du composé est importante. Les résultats

des propriétés antioxydantes des huiles essentielles et des extraits méthanoliques de la
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plante étudiée présentés dans le tableau 04. L'activité est exprimée sous la forme de valeurs
d’ICso.

Tableau 04 Concentration inhibitrice a 50% des extraits.

Extraits ICs0 (Mmg/ml)
hydro-méthanolique 0,219 mg/ml
Huile essentielle 0,314 mg/ml

L'extrait hydro-méthanolique de L. x allardii a montré une forte activité antioxydante sur
les radicaux DPPH avec une 1Cso = 0,219 mg/mL superieur a celle de I'nuile essentielle qui
présente une activité antioxydante moyennement faible (ICso = 0,314 mg/m.

A titre de comparaison, une étude menée par Bouhaddouda, (2016) demontre que I'extrait
méthanolique d’Origanum glandulosum a montré une tres forte activité antioxydante sur
les radicaux DPPH avec une 1C50 = 0,025 mg/mL par contre I'huile essentielle présente
une activité antioxydante faible avec une valeur d’IC50 = 0,461 mg/mL. Pour Mentha
pulegium, I’extrait méthanolique a montré une capacité antiradicalaire modérée avec une
ICso = 0,187 mg/mL. En revanche, l'huile essentielle a présenté une tres faible activité

antioxydante avec une IC50 = 0,925mg/mL.

3.5.2- Evaluation du pouvoir réducteur (FRAP)

Dans le mécanisme de I’activité antioxidant des phénoliques, la réduction de Fe (III) est
souvent utilisée comme un indicateur de donneur d’électrons (Hinneburg et al., 2006). La
méthode FRAP permet de mesurer I’habilité des phénoliques de réduire les ions Fe (III) en
Fe (I1).

Le pouvoir réducteur d'un extrait est aussi évalué par la CE50. Cette derniére est la
concentration efficace qui réduit le fer a une absorbance de 0,5 (Goudjil et al., 2015 ;
Kusmardiyani et al., 2016). L’acide ascorbique a servi de standard pour 1’élaboration de la
courbe d’étalonnage dont 1I’équation de régression est : y = 0,605x — 0,0861 ; R2 = 0,9531
(figure 31). Ainsi les différentes courbes des extraits peuvent étre utilisées pour déterminer
les CEso. La valeur la plus basse de ces derniéres indique le derniéres indique le pouvoir

réducteur le plus élevé (Fidrianny et al., 2015 ; Kusmardiyani et al., 2016).
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Figure 31 Courbe d'étalonnage de I'acide ascorbique.
Les CEsg des deux extraits de la plante ainsi que de l'acide ascorbique sont portés dans le
tableau 05 ci-dessous.

Tableau 05 Concentration efficace 50 des extraits et d’acide ascorbique.

Extraits CEso mg/mL
Hydro-méthanolique 0,193
Huile essentielle 4,906
Acide ascorbique 0,684

La capacité d'extrait hydro-méthanolique a réduire le fer est largement supérieure a celle de
I’acide ascorbique, Concernant a I'huile essentielle, elle est inférieure a l'acide ascorbique.
L'HE possede la CE50 la plus élevée (4,906 mg/mL) suivi de celle d'acide ascorbique
(0,684 mg/mL), et d’extrait hydro-méthanolique (0,193 mg/mL), respectivement.

Nos résultats sont largement inférieurs a ceux obtenus par Mehmood et al. (2015) qui ont
estimé des CES0 des extraits ; aqueux, méthanoliques et éthanoliques de Thymus vulgaris
(Lamiaceae) égales a 2629.74 mg/mL, a 1248.05 mg/mL et a 1922.65 mg/mL,
successivement. Le pouvoir réducteur des extraits de L. x allardii est donc plus élevé que

celui de Thymus vulgaris.

Notre résultat d'HE (CEs0=4,906 mg/mL) est supérieur a ceux estimes par Zulkifli et al.
(2012) qui ont travaillé sur les pelures des fruits de quatre espéces en 1’occurrence ;
Psidium guajava, Mangifera indica, Malus sylvestris et Citrus sinensis. Des CE50 de
l'ordre de 0,2652, de 0,1461, de 0,7165 et de 0,5157 mg/mL ont été révélées,
consécutivement. En revanche, I'ECso de notre extrait est la plus faible d'entre elles, et elle

donc posséde la plus forte du pouvoir réducteur.

3.6- Activité antifongique
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L’étude de I’activité antifongique d’huile essentielle et de ’extrait de lavandula x allardii a

été réalisée sur une souche de Fusarium oxysporum, cela nous a donné les résultats

suivants (Figure 32).

Extrait méthanolique Huile essentielle
T : témoin;1 :1000 uL; 2 : 750 uL; 3 : 500 pL. T : témoin; 1 :300 pl; 2 :150 ul; 3 :75 ul.

Figure 32 Pouvoir inhibiteur des différentes concentrations de deux extraits sur Fusarium

oxysporum.

Tableau 06 Effet inhibiteur d’extraits de la plante L. nobilis sur Fusarium oxysporum .

Extrait Concentration Taux d’inhibition %
Extrait méthanolique | 500 pL 9,42+0,3

750 pL 11,88+0,00

1000 pL 17,62+0,8
Huile essentielle 75 pL /

150 pL 8,19+0,9

300 pL 28,27+0,00

Il'y a un effet inhibiteur important (Tableau 06), car plus la concentration de I'huile
essentielle est forte, plus le taux d’inhibition est fort, I’huile essentielle nous a donné un
effet maximal (28,27%) alors que I’extrait méthanolique a donné un taux (de 9,42% a
17,62%). L’HE a donné un effet plus important que I’extrait qui a montré un effet

remarquable aussi.

Il est important de signaler qu’aucun travail n’a été réalisé sur ’activité antifongique de L.
x allardii sur Fusarium Spp. Cependant EI mansouri (2016) a prouvé I’effet antifongique
d'une de ses parents L. dentata sur les quatre especes fongiques du genre Candida sp.

Suivantes Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei et Candida dubliniensis.
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De méme, aucun travail n’a été réalisé sur le pouvoir inhibiteur de la germination de
Fusarium spp, sous I’effet d'huile essentielle de L.x allardii .Par contre (Mebarki ,2016) a
prouvé un effet inhibiteur de molécules extraites des plantes : Anvillea radiata, Bubonium
graveolens et Cotula cinerea sur la germination des conidies de Fusarium Oxysporum
100% par A. radiata et B. graveolens. A I’issu de notre travail, ’huile essentielle de L. X

allardii a présenté un pouvoir antifongique intéressant vis-a-vis 1’isolat de Fusarium Spp.

3.7- Activité antibactérienne
Quatre souches bactériennes ont été utilisées : Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa. Les résultats sont trouvés dans les tableaux

suivants :

Tableau 07 Résultats de la lecture pour les différentes concentrations de I’extrait.

Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa

1: [C] =200mg/mL / 100%, 2 : [C] =100mg/mL / 50%, 3 : [C] =50mg/mL / 25%,
4 : [C]=25mg/mL, 5 : [C]=12,5mg/mL, au centre : DMSO.
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Tableau 08 Résultats de la lecture pour les différentes concentrations de I’'HE.

Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa

1: [C] =100mg/mL / 100%, 2 : [C] =50mg/mL / 50%, 3 : [C] =25mg/mL / 25%,
4 :[C] =12,5mg/mL, 5 : [C]=6,5mg/mL, au centre : DMSO.

Tableau 09 Zones d’inhibition de I’activité antibactérienne d’extraits de la plante et du

DMSO.

Extraits Concentration

ma/mL_ Bactéries
Gram + Gram -
S. B. cereus | E. coli P.
aureus aeruginosa
Extrait 12,5 / 1440,1 / /
méthanolique 25 / 15,6£0,3 |./ /
50 / 1840,2 12,1+0,00 | /
100 / 20+0,5 1442,00 |/
200 / 24+0,6 16+0,00 |10+0,3
Huile essentielle | 6,5 / / / /
% 12,5 6,0£0,5 | 10+1,00 |/ /
25 6,740,3 | 11+0,00 |/ /
50 8,2+0,9 |12,3+0,00 | 8,3+0,3 |/
100 8,6+0,3 | 13+0,00 |10,3+0,2 | 8,4%1,70
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L’analyse des résultats a montré que I’'HE de L. x allardii possede un effet hautement
considérable vis-a-vis les bactéries testées. Cependant, les ZI sont différentes selon la
bactérie testée. L’HE a un pouvoir inhibiteur contre les bactéries a Gram négatif (E. coli,
P. aerugenosa), et Gram positif (S. aureus, et B. cereus). Une activité maximale (de 10
mm a 13 mm), a été observée chez B. cereus, une activité considérable contre E. coli, S.
aureus et P.aeruginosa avec ZI (de 8,3 mm a 10,3 mm), (de 6,0 & 8,6 mm) et 8,4 mm
respectivement. En se référant a 1’échelle de notation symbolique de Boughendjioua et al.
(2017).

L’extrait méthanolique a montré une activité maximale vis-a-vis B. cereus avec ZI (de 14
mm a 24 mm) et aucune activité contre S. aureus, et une activité considérable contre E.
coli et P. aerugenosa.

Les résultats obtenus sont similaires & ceux obtenus par (Cavanagh et Wilkinson, 2006) en
ce qui concerne S. aureus, car l'extrait methanolique de L. x allardii n'a donne aucune
activité inhibitrice sur cette bactérie, mais contrairement aux resultats de (Cavanagh et
Wilkinson, 2006), a la fois les deux bactéries E. coli et P. aeruginosa ont donnés des
résultats considérables.

Pour I'huile essentielle, nos résultats sont proches de ceux obtenus par (Cavanagh et
Wilkinson, 2006) concernant les deux bactéries S. aureus et E. coli, et contrairement a eux,

I’HE a montré une efficacité avec sa concentration plus élevée sur P. aeruginosa.

3.8- Activite antibiofilm

Dans le but de mettre en évidence ’effet antibiofilm de I’extrait méthanolique et d’huile
essentielle de la plante L. x allardii, ’activité inhibitrice de ces derniers a I’encontre du
biofilm formé par S. aureus a été réalisée. Une expérience in vitro a été réalisé dans
laquelle I’extrait méthanolique et 'HE ont été complétés dans le milieu de culture avec
différentes concentrations (Tableau 10).

Tableau 10 Résultats de I’effet des extraits de L. x allardii sur la formation de biofilm de

S. aureus.

60



Résultats et Discussion

Extrait méthanolique

mg/ml

[EEN

: Blanc ; 2 : 200mg/mL ;
: 100mg/mL ; 4 : 50mg/mL ;
: 25mg/mL ; 6 : 12,5mg/MlI

o1 w

Huile essentielle
%

1:Blanc ;2 : 100mg/mL ;
3:50mg/mL ; 4 : 25mg/mL ;
5:12,5mg/mL ; 6 : 6,5mg/mL

Pour I'extrait méthanolique, le biofilm reste toujours visible comme dans le blanc, et méme
avec ’augmentation de la concentration de l'extrait, il reste présent. Alors que 'HE a
donné un effet inhibiteur remarquable, Plus la concentration d'huile est élevée, plus le
biofilm disparaitra petit a petit; Cela confirme les résultats de I'activité antibactérienne; car
I'extrait méthanolique n'a pas affecté S. aureus; En conséquence, cela n'a pas affecté le

biofilm.

Pourcentage d'inhibition (% In) pour I'HE
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Figure 33 Effet inhibiteur d’huile essentielle sur la formation du biofilm par S. aureus

Les résultats obtenus montrent que I'huile essentielle de L. x allardii a un effet important

sur la formation de biofilm par S. aureus, car plus sa concentration est élevée, plus le
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niveau d'inhibition est élevé (Figure 33) ; contrairement a l'extrait méthanolique, qui

n‘affecte pas la formation de biofilm.

Aucun travail n’a été réalisé sur l’activité antibiofilm de L.x allardii sur S. aureus,
Cependant Selon (Chaouche et al., 2018) les résultats expérimentaux montrent que les
huiles essentielles de Lavandula officinalis inhibent les biofilms (4gé de 24 heures) formeés
par Klebseilla pneumoniae a une concentration de 1/4 et les polyphénols sont actifs a partir
de 7.5 mg/ml. Chez S. aureus et E. coli, Budzynska et al., 2011 ont montrés que la
concentration minimale d'éradication du biofilm de deux composés (Linalyl acetate et
linalool) et I’huile essentielle de Lavandula officinalis entrainant une réduction >90% de
I'activité métabolique de la biomasse, mesurée aprés 4 ou 24 h d'application de composés
sur la culture de biofilm. Aussi les données récentes de Cordeiro et al., (2020) montrant
que O. majorana, R. officinalis et T. zygis avaient une forte activité antibiofilm contre S.

aureus.

Pour les extraits il y a un travail réalisé par Khalid et al., (2020), qui ont trouvé que
I’extrait de racines et d’écorces de Juglans regia dans un milieu contenant le BHIB seul, a
réduit I’attachement de la souche de S.aureus avec environ 58 %, comme il a pu inhiber 50

% du biofilm préformé.

62



Conclusion et perspectives



Conclusion et perspectives

4- Conclusion et perspectives

L'Algérie a un héritage vegétal important en raison de sa richesse et de sa biodiversité dans les
régions cotieres, les montagnes, les hauteurs, les steppes et les oasis sahariennes. Cette
richesse floristique est considérable et comporte des milliers des substances naturelles qui
offrent des potentialités considérables comme : des propriéteés biologiques trés importantes qui
trouvent de nombreuses applications dans divers domaines a savoir en médecine, en

pharmacie, en cosmétologie et en agriculture.

Ce nouvel intérét est dii en partie au fait que les plantes médicinales représentent une source
inépuisable de substances bioactives, et en revanche, les effets secondaires des medicaments

préoccupent les consommateurs qui se tournent vers des soins moins agressifs pour le corps.

Pour cette raison, ’objectif de ce travail était d’étudier la caractérisation phytochimique et
d'évaluer les activités biologiques des deux extraits ; hydro-méthanolique et HE, prépares a
partir de la macération et de I'hydrodistillation de la plante médicinale algérienne du genre
Lavandula, appartenant a la famille des Lamiaceae. Cette derniere est parmi les familles les
plus importantes de la flore algérienne et les plus utilisées en médecine traditionnelle. 1l
semble que cette plante Lavandula x allardii a des vertus qui peuvent justifier leur usage en

médecine traditionnelle.

En premier lieu, ’extraction de I’'HE de L. x allardii, provenant de la région de la wilaya de
Sétif, en vue de son exploitation dans la prévention et le traitement de nombreuses maladies.
Le rendement de production de I’HE a partir de ses parties aériennes a été estimé a 3,95 +

0,02 %.

Un criblage phytochimique dextrait de la plante a également permis de caractériser les
principaux métabolites secondaires, en 1’occurrence ; les polyphénols totaux et les flavonoides
totaux, ou la quantification de ces métabolites a révélé des teneurs considérablement
importantes. Ensuite, I'évaluation de la capacité antioxydante par les deux tests DPPH et
FRAP a montré des propriétés antioxydantes remarquables d'extrait hydro-méthanolique

suivie par l'efficacité d'HE.

En outre, une activité antibactérienne tres importante des extraits obtenus sur les quatre
souches bactériennes testées a été remarquée, en utilisant la méthode de diffusion en puits.
Ainsi, PHE a montré une activité antifongique plus forte que I'extrait hydro-méthanolique.
Quant a [lactivité antibiofilm, l'extrait d'hydro-méthanol n'a aucune activité contre

Staphylococcus aureus, alors que I'HE était trés efficace.

63



Conclusion et perspectives

Au terme de ce travail, il a été conclu que 'HE et I'extrait hydro-méthanolique de L. x allardii

jouent un role tres important dans les domaines biotechnologiques et biothérapeutiques.

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

Etude approfondie et complémentaires in vivo des activités étudiées et des autres
activités biologiques a savoir les activités ; anti-inflammatoires, anticancérigenes,
antidiabétique, et anti-hémolytique.

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

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

Recherche d’autres applications biotechnologiques de I’'HE de L. x allardii
Développement des agents antioxydants qui peuvent constituer une alternative aux
certains additifs synthéetiques pour les utilisés dans le secteur agroalimentaire ainsi que
dans des applications thérapeutiques et cosmétiques.

Exploitation de ces plantes comme nouvelle source d’antibiotiques dans le domaine

pharmacologique et médicale.
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Our work is based on the biological study of the hybrid plant called lavender (Lavandula x
allardii), which belongs to the Lamiaceae family, native to the Sétif region. This study includes
all the antioxidant, antifungal, antibacterial, and antibiofilm activities of two extracts from the
studied plant; the essential oil and the methanolic extract. The phytochemical examination
revealed by several methods depends on the sedimentation and/or staining techniques using
specific reagents for the presence of different groups, in particular secondary metabolites, such
as polyphenols and flavonoids, the extract had an estimated yield of 9;34+7;976 and 3.95+0;02
for HE, As for the antioxidant activity, we relied on two methods, FRAPP and DPPH, which
were given respectively: EC50 = 0.193mg /mL and IC50 = 0.219mg/mL for the extract and
EC50= 4.906mg/mL and IC50 = 0.314mg/mL for the HE, The antifungal activity showed
significant results for both the extract and the essential oil, where the latter recorded higher
activity than the extract against the mold Fusarium oxysporum. Both extracts also showed
significant activity against bacteria with variable values depending on the type of bacteria and
their biological composition. In general, the performance of essential oil was better than
methanolic extract, especially the target bacterium in our research Staphylococcus aureus, as it
recorded the highest inhibition power estimated at (from 10 mm to 13 mm) in B. cereus. Until
the antibiofilm activity of S. aureus, where the essential oil showed a significant percentage of
inhibition in all its concentrations, unlike the methanolic extract, which had no effect on the
formation of biofilm. The results of our work encourage us to orient ourselves more towards the
use of medicinal plants and essential oils in various fields, that of health, as well as food and

cosmetics.

Keywords: Lavandula x allardii, essential oils, antimicrobial activities, antibiofilm,

Staphylococcus aureus.
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Résumé

Notre travail est basé sur I'étude biologique de la plante hybride dite lavande (Lavandula x allardii (L. x
allardii) de la région de Sétif qui appartient a la famille des Lamiacées. Cette étude inclut le screening
phytochimique, ’extraction des métabolites bioactives ; polyphénols et huile essentielle, le dosage des
composés phénoliques et I'ensemble des activités biologiques; antioxydante, antifongique,
antibactérienne, et antibiofilm des deux extraits de la plante étudiée, extrait méthanolique et HE.
L'examen phytochimique a révéle la présence de différents groupes chimiques, en particulier des
métabolites secondaires, tels que les polyphénols et les flavonoides. En outre, l'extrait méthanolique et
I’HE avaient des rendements de 9,34+7,976 et de 3,95+0,02 %, respectivement. Par ailleurs, l'activité
antioxydante des extraits obtenus évaluée par deux méthodes ; FRAP et DPPH, a donnée respectivement ;
ECso = 0,193mg/mL et IC50 = 0,219 mg/mL pour l'extrait et ECso= 4,906mg/mL et IC50 = 0,314mg/mL
pour I'HE. L'activité antifongique a également montré des résultats significatifs a la fois pour I'extrait et
I'HE, ou cette derniere a enregistré une activité plus élevée que l'extrait contre la moisissure Fusarium
oxysporum. Les deux extraits ont pareillement révélé une activité significative contre les bactéries avec
des valeurs variables selon le type de bactéries et leur composition biologique. En général, la performance
de l'huile essentielle était meilleure que l'extrait méthanolique, notamment contre la bactérie cible dans
notre recherche Staphylococcus aureus (8,6 mm). L'activité antibiofilm de S. aureus a aussi été appliquée,
ou I’HE a montré un pourcentage d'inhibition important dans toutes ses concentrations, contrairement a
I'extrait méthanolique, qui n'avait aucun effet sur la formation de biofilm. En effet, les résultats de nos
travaux nous incitent a nous orienter davantage vers l'utilisation des plantes medicinales et des huiles
essentielles dans divers domaines, notamment celui de la santé, ainsi que des matiéres alimentaires et des

cosmétiques.

Mots clés : Lavandula x allardii, huiles essentielles, activités antimicrobiennes, antibiofilm,

Staphylococcus aureus.
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Premier axe:Présentation du projet

« Production d'acide lactique a partir de reste de pain »

Le pain est un ingrédient essentiel de 1’alimentation humaine dans de
nombreux pays.

Dans le dernier rapport publi¢é par 1’Agence nationale algérienne des
dechets, les Algériens jettent 912 millions de pains par an, soit 0,92 pour
cent de tous les déchets ménagers et autres. Selon les mémes statistiques
officielles, le taux de production par habitant de déchets de pain est estimé
a 014,0 kg avec un volume équivalent a 227.906 tonnes.

Les chiffres publiés précédemment par 1’Organisation algérienne pour la
protection et I’orientation des consommateurs et de leurs environs révelent
que les boulangeries produisent 50 millions de pains par jour, tout en jetant
10 millions de morceaux de pain par jour, tout en gaspillant du pain pour le
Trésor public de I’Etat encourt jusqu’a 350 millions de dollars par an.

Apres des recherches approfondies et une prise de décision pour lancer le
projet, notre idée est considérée comme fiable. Brea-Lacta, un acide de lait
extrait des reésidus de pain, a été développé sur la base des données
disponibles, en particulier celles relatives aux statistiques de
consommation de pain en Algérie.

Le pain est un produit levé obtenu par fermentation de sucres de farine de
blé libérés de ’amidon par ’action d’enzymes de farine naturelles. Le pain
contient de 50% a 75% d’eau, et le reste est de la farine (14,5% d’humidité,
13% de protéines et 0,5% de cendres) . Selon la farine 100%, le reste des
ingrédients sera dans les mesures suivantes comme la levure levante 2%, le
sucre 4%, le sel 2% et le shortening agent (ghee ou margarine) 3%.
L’amidon est un élément clé du poids sec du pain, de sorte que les résidus
de pain peuvent étre considérés comme une alternative appropriée a la
production de produits chimiques .
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L’amidon est 1’'un des principaux homopolysaccharides utilisés pour le
stockage d’énergie, et il peut étre trouvé dans les graines, les racines, les
tubercules, les tiges, les feuilles, les fruits ou le pollen. L’amidon a des
caractéristiques physiques et chimiques remarquables et une grande qualité
nutritionnelle. Ce polysaccharide est couramment utilisé pour épaissir,
stabiliser, texturer, geler, remplacer la graisse, former des pellicules,
encapsuler, retenir 1’humidité et prolonger la durée de conservation.
Concretement, le but de ces travaux est la conversion chimique des résidus
de pain en acide lactique.

L’acide lactique a particuliecrement gagné en intérét pour son utilisation
dans la production de polyméres d’acide lactique biodégradables (acide
polylactique, PLA), de solvants, de décapage des métaux et d’additifs dans
les aliments, les produits pharmaceutiques et les cosmétiques. Le PLA est
un polyester biodégradable dérivé de sources renouvelables
(principalement de 1’amidon et des sucres). Il est utilisé dans de nouveaux
matériaux demandés par la santé tels que des agrafes et des sutures
médicales pour la fermeture des plaies, des médicaments contrélés ou dans
des protheses artificielles qui sont une alternative écologique aux
plastiques dérivés de matériaux pétrochimiques. De plus, le PLA est un
matériau prometteur pour I’emballage alimentaire en raison de sa faible
toxicité et de ses avantages environnementaux.

1. Idée de projet (solution proposée)

L'idée de ce projet est de fournir un produit efficace « Brea-Lacta » et de
hautes qualités utilisées dans le domaine de 1’alimentation, de la médecine,
equipement pharmaceutique et des produits cosmétiques.

Le projet est réalisé en louant une chambre équipée.

Le projet sera mis en ceuvre dans des installations de production
appropriées et bien équipées pour répondre aux exigences de fabrication et
de contréle de la qualité. Le produit sera commercialisé en Algérie et sur
d’autres marchés potentiels, personnalis€s et réglementaires.

2. Les valeurs proposées
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Expérience : grace a notre expérience de recherche et de préparation de
prototypes reussie, nous apportons une solide expertise pour développer un
produit de haute qualité.

Solution : élimination le probleme du gaspillage du pain dans notre pays
par la fabrication de notre produit "Brea-Lacta .

Matiere premiere : disponible et gratuit.
les matériaux utilisés dans ce processus : disponibles et peu codteux.

Efficacité : Brea-Lacta offre une efficacité prouvée a la place du produit
synthétique et possede des propriétés antibactériennes qui contribuent a
une récupeération rapide et efficace. Propriétés hydratantes, exfoliantes,
anti-age, Régulateur de pH.

Qualité : nous nous engageons a fournir un produit de haute qualité qui
répond aux normes de sécurité et d'efficacité les plus élevées, nous nous
assurons donc que les normes de securité sont respectées a toutes les étapes
de notre processus de production et de distribution de produits.

Accessibilite : nous souhaitons rendre le produit « Brea-Lacta » accessible
a un large public, en proposant des prix compétitifs tout en conservant sa
qualité et son efficacite.

Durabilité : nous nous efforcons de réduire notre impact sur
I'environnement en utilisant des pratiques durables dans la production de
notre acide lactique.

Confiance : nous inspirons confiance en assurant la transparence et la
tracabilité des ingrédients utilisés et en communiquant clairement les
bénéfices et les résultats attendus du produit.

Innovation : nous restons a la pointe de la recherche et de la technologie
pour continuer a améliorer nos produits et a apporter des solutions
innovantes dans le domaine d'alimentations et des soins thérapeutiques et
cosmétiques.

3. Travail d’équipe
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Nous avons une equipe dynamique et compétente pour mener a bien notre
projet, composée de deux membres qualifies :

BENYAHIA Kaouthar :

Compétences : Recherche scientifiqgue, manipulation, microbiologie,
diplome dans la biotechnologie microbienne.

Qualifications : Etudiante.
Formations : BMC .

AZARA Diihane ldira:

Compeétences : communication, gestion de projets, rédaction de contenu
visuel., diplome dans la biologie moléculaire et celullaire.

Qualifications : Etudiante.
Formations : BMC.

L'organisation du travail au sein de notre équipe repose sur une répartition
claire des taches et des responsabilités :

Kaouthar BENYAHIA est responsable de la production et de la recherche.
Elle joue un rdle essentiel dans la mise en ceuvre de la production de 1'acide
lactique "Brea-Lacta"”, en veillant a ce que les normes de qualité soient
respectées tout au long du processus. Elle effectue des recherches
scientifiques pour améliorer en permanence le produit, en utilisant ses
compeétences en recherche et en microbiologie. De plus, elle est chargée de
superviser les étapes de manipulation des ingrédients et de garantir
I'efficacité du produit final.

Djihane Idira AZARA est responsable de la gestion de projet, de la
communication externe, du Community management, de la rédaction de
contenu. Elle joue un role clé dans la stratégie d'organisation de
I'entreprise, en élaborant des plans et des campagnes promotionnelles, en
identifiant les opportunités de marché et en assurant la visibilité et la
notoriété du produit. Elle crée des supports visuels attrayants et en
rédaction de contenu pour produire du contenu marketing percutant.
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Les modes d'interaction et de communication au sein de notre equipe sont
les suivants :

- Réunions régulieres : Nous organisons des réunions périodiques pour
discuter de l'avancement du projet, partager les informations importantes et
prendre des décisions collectives.

- Communication directe : Nous favorisons une communication ouverte et
directe entre les membres de I'équipe, ce qui facilite I'échange d'idées, la
résolution des problemes et la coordination des activités.

- Outils de communication : Nous utilisons des outils de communication
tels que les e-mails, les appels téléphoniques et les messageries
instantanées pour rester en contact et partager les informations rapidement
et efficacement.

En combinant les compétences des deux étudiantes, notre equipe travaille
en étroite collaboration pour assurer le succés de notre projet de
developpement de l'acide lactique «Brea-Lacta».

4. Objectifs du projet

Notre objectif est de devenir le premier producteur d'acide lactique a partir
de reste du pain en Algérie dans les cing premiéres années, et nous visons a
atteindre la part de marché la plus élevée parmi tous les produits algériens.
Pour y parvenir, nous nous engageons a produire en masse Brea-Lacta, en
utilisant nos propres installations de production modernes et en utilisant
des matieres premiéres librement disponibles pour réduire les déchets de
cuisson et éliminer la contamination. Notre objectif est de répondre a la
demande croissante de produits thérapeutiques de haute qualité et de
devenir la premiere référence dans notre domaine. Nous mettrons
également en place des stratégies marketing efficaces pour promouvoir le
produit "Brea-Lacta", ciblant les établissements alimentaires, cosmétiques,
pharmaceutiques et de santé ainsi que l'utilisation directe des clients.

Le confort psychologique. Par notre engagement envers l'excellence,
I'innovation et la satisfaction de nos clients, nous sommes déterminés a
atteindre nos objectifs ambitieux et a contribuer a I'amélioration et au
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developpement de la production locale et des conditions sociales en
Algérie.

5. Calendrier du projet :
Mois

e FEtablir une planifica-
tion détaillée du projet,
y compris les delais et
les objectifs  spéci-
fiques.

e Reéaliser une analyse
approfondie des be-
soins du marché pour

le produit 0

« Brea-Lacta ».

e Procéder a des expé-
rimentations en la-
boratoire pour vali-
der I’extraction
d’acide lactique .

e Analyser les com-
positions de notre
acide

e Comparer Brea-Lac-
ta avec un acide lac- Q
tique synthétisé.

e Mettre en place le
processus de pro-
duction de l'acide
lactique.

e Elaborer les procé-
dures de contréle
qualité pour assurer
la conformité du
produit aux normes 0
établies.
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e Concevoir et réali-
ser les tests de sta-
bilitt du produit
pour garantir sa du-
rée de conservation
optimale.

o Effectuer des tests
d'efficacité de
I'acide lactique
BrealLacta sur des
échantillons repré-
sentatifs.

e FEtablir les partena-
riats  necessaires
pour l'approvision-
nement en matiere
premiere .

e Préparer les docu-
ments  réglemen-
taires  nécessaires
pour la mise en
conformité avec les
exigences léegales
et sanitaires.

e Mettre en place la
chaine de produc-
tion de l'acide lac-
tique Brea-Lacta.

e Former le person-
nel sur les bonnes
pratiques de fabri-
cation et les
normes de contréle

qualité Q
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e Lancer la produc-
tion de l'acide lac-
tigue Brea-Lacta a
petite échelle pour
les premiers tests
de marche.

e Collecter les re-
tours des clients et
ajuster si  néces-
saire la formule ou
les processus de
production.

e Elaborer une stra-
tégie de marketing
et de communica-
tion pour promou-
voir l'acide lactique
naturelle Brea-
Lacta.

e Préparer les sup-
ports marketing
tels que les bro-
chures, les fiches
techniques et les
visuels.
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e Lancer officiellement
la commercialisation
de Dacide Ilactique
Brea-Lacta sur le
marché.

e Suivre les perfor-
mances du produit,
collecter les commen-
taires des clients et 0
apporter les ameliora-
tions nécessaires.

Deuxieme partie : aspects novateurs

La nature de linnovation adoptée dans le projet est qualifiée a la fois
d'innovation du marche et d'innovation croissante.

L'obtention d'acide lactique a partir de restes de pain est une innovation sur
le marché car des produits similaires ne proviennent pas de la méme source
et ne sont pas fabriqués de la méme maniere.

L'idée d'utiliser les restes de pain comme matiere premiere et d'obtenir un
produit prét a I'emploi a utiliser dans d'autres industries est une innovation
croissante car ces industries de la sante et de lI'alimentation et d'autres sont
en développement continu et la demande pour le produit continuera
daugmenter, Et nous continuerons a utiliser les restes de pain et a éviter la
pollution que ces restes peuvent causer s'ils sont laissés comme ¢a dans le
milieu environnant.

Les domaines d'innovation

L'introduction de ce concept peut nécessiter de nouveaux processus pour la
collecte et I’utilisation des restes de pain comme matiére premiere. Cela
permet d'augmenter la rentabilité en améliorant I'efficacité des opérations
de production.

L’acide lactique issue de restes de pain offre une fonctionnalité améliorée
par rapport a 1’acide lactique issue de la fermentation ou de la synthése
chimique traditionnelle. 1l permet aux clients de bénéficier d'une
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expérience de consommation utile tout en minimisant la pollution grace a
I’utilisation de restes de pain.

Cette approche peut attirer de nouveaux segments de clientele; Les
consommateurs qui cherchent a réduire leur empreinte environnementale et
a adopter des modes de consommation moins polluante peuvent étre attirés
par cette offre.

Cette idée peut entrainer une modification du modele d'affaires existant en
intégrant les restes de pain dans le processus de production. Cela crée un
nouveau systéme de création de valeur, mettant I'accent sur la minimisation
de la pollution et l'interaction continue avec les clients en faveur de la
protection de I’environnement.

Chapitre 3 : Analyse stratégique du marché

1- Segment de marche

Le marché potentiel pour notre acide lactique BrealLacta comprend une
gamme d'individus et d'organisations ayant des besoins liés a la
production ; d'emballage ou d'utilisation directe et qui sont susceptibles
d'acheter nos produits pour répondre a ces besoins. Ce sont les personnes
qui ont été motiveées par le traitement de problemes, tels que I'importation
de matériel médical, l'utilisation d'acide lactique manufacturé dans la
production d'aliments et de cosmétiques, et qui recherchent des solutions
efficaces. Ce marché potentiel est situé en Algerie, la taille exacte de ce
marché potentiel doit étre évaluée a travers une étude de marché
approfondie.

En analysant ce marché potentiel, nous avons identifié un marché cible
spécifiqgue pour notre acide lactigue « Brea-Lacta ». Ce sont des
particuliers intéressés par les spécialistes de la santé, des cosmétiques et
des équipements médicaux qui recherchent des solutions de traitement
efficaces et naturelles, ainsi que des produits de nettoyage. Nous avons
choisi ce marché cible en raison de leur besoin avéré de produits naturels
fiables et de haute qualité. Nous pensons que notre acide lactique
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Brealacta répondra a leurs attentes en matiére d'efficacité, de securité et de
naturalité.

2- Mesurer l'intensité de la concurrence

> Pour mesurer l'intensité de la concurrence pour Brealacta, il faut
considérer les eléements suivants : Le seul concurrent direct est l'acide
lactique, qui est fabriqué a partir de produits chimiques synthétiques.

> Forces et faiblesses des concurrents :

Il est important de prendre en compte des facteurs tels que la réputation de
la marque, la qualité des produits, la distribution, la communication et la
fidélité des clients. Notre produit est le premier du genre en Algérie, car il
traite d'une part le fléau du gaspillage de pain et d'autre part I'exploitation
du pain comme matiere premiere disponible pour la production d'acide
lactique, qui a son tour est utilisé dans le domaine de la nutrition, de la
sante et de la beaute.

3- Stratégie commerciale

Dans notre stratégie marketing, nous mettons l'accent sur des prix
compétitifs en optimisant nos codts grace a l'utilisation de technologies de
pointe. De plus, nous sommes intéressés a créer un site internet qui jouera
un rbéle majeur dans la distribution de nos produits et la gestion des
commandes.

Grace au site Web, nous offrirons a nos clients une plate-forme conviviale
ou ils pourront facilement passer leur commande en ligne. Le site permet
également de recueillir les réclamations et plaintes des clients, ce qui nous
permet de réagir rapidement et de résoudre tout probleme. Nous accordons
une grande importance a la satisfaction de nos clients et nous efforcons de
leur fournir un service de haute qualité et des quantités abondantes.

En utilisant les derniéres technologies, nous améliorons nos processus de
distribution et de gestion des commandes, ce qui nous permet de garantir
une livraison rapide et efficace de nos produits. Nous visons a offrir une
expérience client fluide et agréable, en leur fournissant une plateforme en
ligne fiable et sécurisée.
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Le quatriéme théme est le plan de production et d’organisation

1- Le processus de production

Le pain a été seché jusqu'a humidité constante et finement broyé jusqu'a
I'obtention d'une poudre homogene. Les résidus de pain ont été caractérises
pour déterminer leur composition chimique. L'humidité a été mesurée par
séchage pendant une nuit dans une étuve. La teneur en cendres a été
déterminée par allumage. L'analyse élémentaire a été effectuée dans un
analyseur élémentaire. L'oxydation totale de I'échantillon a éte réalisée ; les
produits de combustion ont été séparés dans une colonne
chromatographique. La teneur en amidon a été determinée par
spectrophotomeétrie a l'aide d'une courbe d'étalonnage du D-glucose. Un
mélange de résidus de pain et de solutions alcalines (KOH, NAOH...) a été
chauffé a 300°C sous agitation. La concentration d'acide lactique, de sucres
hydrolysés et d'autres composés a été déterminée quantitativement apres
hydrolyse alcaline par (HPLC).

2- L approvisionnement

Pour assurer une gestion efficace des approvisionnements, basée sur les
données précédentes, nous avons élaboré les élements suivants :

Politique d'achat

Notre politique d'achat repose sur l'acquisition de matiéres premieres de
haute qualité, de matériaux et de fournitures conformes a nos exigences.
Nous privilégions les fournisseurs qui partagent nos valeurs en termes de
respect de l'environnement. Cette politique garantit que nos produits sont
fabriqués avec des composants fiables et respectueux des normes de
qualité.

Les fournisseurs clés

La matiere premiére de base, qui est le pain restant, est gratuite, et nous
allons la récupérer nous-mémes aupres de plusieurs fournisseurs, tels que
des restaurants, des boulangeries.
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Fournisseurs des catalyseurs alcalins : Etant donné que le processus de
fabrication de I’acide lactique (Brea-Lacta) nécessite de mélanger les
résidus de pain avec les catalyseurs alcalins, il est important d'avoir des
fournisseurs des catalyseurs alcalins de qualité pour assurer la pureté du
mélange.

Fournisseurs d'équipements de laboratoire : Pour mener a bien les
différentes étapes du processus de fabrication, il peut étre nécessaire
dacquérir des équipements de laboratoire. Des fournisseurs spécialisés
dans les équipements de laboratoire peuvent étre nécessaires pour fournir
ces équipements.

Fournisseurs d'emballages : Une fois 1’acide lactique (Brea-Lacta)
fabriquée, il est essentiel davoir un emballage adéquat sous forme de
bouteille en principe pour conditionner le produit de maniére appropriée.

Politique de paiement et délais de réception

Dans le cadre du projet (Brea-Lacta), nous avons adopté une politique de
paiement qui consiste a effectuer un paiement initial de la moitié du
montant convenu avec les fournisseurs lors de la passation de la
commande. Cette avance témoigne de notre engagement envers nos
fournisseurs et contribue a établir une relation de confiance mutuelle.

Une fois la commande complétée et les fournitures prétes a étre livrées,
nous effectuons le paiement du reste du montant convenu. Cela se fait lors
de la réception du matériel et aprés avoir effectué les vérifications de
qualité et de conformité requises. Cette approche de paiement partiel avant
et partiel apres la réception vise a garantir la satisfaction des fournisseurs
tout en protégeant nos intéréts en tant qu'acheteur.

En ce qui concerne les délais de réception, nous nous efforcons de négocier
des délais raisonnables avec nos fournisseurs, en tenant compte de la
disponibilité des produits et des contraintes de production. Nous cherchons
a maintenir une communication réguliere avec nos fournisseurs afin de
suivre l'avancement des commandes et de nous assurer que les délais
convenus sont respectés autant que possible.
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3— La main d'ccuvre

Nous avons actuellement décidé de travailler en tant que co-fondatrices,
Benyahia Kaouthar et Azara Djihane Idira dans la phase actuelle du projet.
Nous assumons toutes les responsabilités opeérationnelles du projet, y
compris la production de I’acide lactique, la gestion, le marketing et la
logistique. A ce stade, nous avons choisi de limiter le nombre de postes
salariés et de travailler en tant qu'équipe réduite afin de contréler les colts
et de maximiser l'efficacité. Nous prévoyons d'assumer les différentes
taches nécessaires a la réalisation du projet, en utilisant nos compétences
complémentaires et notre expérience dans les domaines concernés.

Cependant, a mesure que le projet se développe et que la demande pour
I’acide lactique (Brea-Lacta) augmente, nous pourrions envisager
d'élargir notre équipe et de créer des postes supplémentaires en fonction
des besoins identifiés. Nous accorderons une attention particuliere a
I'embauche de personnes compétentes et qualifiées qui partagent notre
vision et notre engagement envers la qualité et l'efficacité. Notre objectif
est de garantir la viabilité et la croissance du projet tout en fournissant des
emplois stables et rémunérateurs.

Nous avons défini les exigences de main-d'ceuvre en fonction de la nature
spécifique de notre activité. Nous recherchons un expert en formulation de
produits chimiques, capable de développer des formules efficaces pour
notre acide lactique. Il devait avoir une connaissance approfondie des
ingrédients actifs, des normes de sécurité et des bonnes pratiques de
formulation.

Ensuite, il est crucial d'avoir des connaissances en microbiologie et
contréle qualité pour garantir la bonne qualité du produit final. Les experts
en microbiologie et contrle qualité seront responsables des tests et de la
surveillance de la qualité microbiologique de notre produit.

Nous aurons besoin également de personnel qualifié pour collecter et
manipuler la matiere premiére utilisée dans la production de notre produit.
Ces individus devront avoir une connaissance approfondie des procédures
de manipulation et des normes de sécurite.
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Nous avons identifié les différents lieux necessaires pour le projet (Brea-
Lacta), tels que les endroits ou nous fabriquons nos produits, les
laboratoires de recherche et développement, les entrepdts pour le stockage,
ainsi que les bureaux administratifs. Le choix de ces emplacements
dependra de la disponibilité des ressources, de la proximité des matieres
premieres et des considérations logistiques afin de garantir une production
efficace et une distribution optimale de notre produit.

4- Les principaux partenaires

Nous identifions plusieurs principaux partenaires qui peuvent contribuer a
la realisation du projet et apporter un soutien essentiel tels que les
fournisseurs de matieres premiéres de qualité pour la production de notre
acide lactique, les autorités locales et les organismes gouvernementaux
peuvent aussi fournir des incitations fiscales, des subventions ou des
conseils réglementaires pour faciliter la mise en place de l'entreprise et
assurer sa conformité aux lois et réglements en vigueur. La collaboration
avec des laboratoires de recherche et de développement peut apporter une
expertise scientifique, des ressources techniques et des connaissances
approfondies dans les domaines de la formulation et des tests de sécurite.
Leur contribution peut contribuer a améliorer I'efficacité de notre produit.

Les partenaires financiers tels que les banques et les institutions de
financement peuvent fournir des ressources financiéres nécessaires pour le
démarrage et la croissance du projet. Ils peuvent offrir des préts, des lignes
de crédit ou des investissements pour soutenir nos opérations, l'achat
d'‘équipements et le développement de notre infrastructure.

Les programmes d'incubation et d'accélération d'entreprises peuvent offrir
un soutien précieux en termes de mentorat, de formation, de réseautage et
de conseils stratégiques. En collaborant avec ces acteurs, nous pouvons
bénéficier de leur expertise et de leur réseau pour accélérer la croissance et
le succes de notre projet.
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Business model canvas

Partenaires

- Les fournisseurs.
- Pharmacies et pa-
rapharmacie.

- Les livreurs.

Activités clés

- La fabrication et la
mise en vente.

- Promotions de 1’acide
lactique

via les compagnes
publicitaires.

Valeurs suggéreées

- Acide lactique a par-
tir des restes de pain
avec un processus de
production rapide et
utile.

Relations clients

- Site web pour
faciliter la vente.

- Réseaux sociaux
pour communiquer
avec les clients.

Segments du marché
- Sociétés pharmaceu-
tique.

- Entreprises de cosmé-
tiques.

- Le consommateur di-
rect.

Distribution

- Vente en ligne via le
site web.

- Par livraison.

- Vente classique
(points de vente).

Ressources clés

- Matiere premiere.
- Ressources hu-
maines.

- Site web du com-
merce
électronique.

Structure de couts
- Local (15 %)

- Salaires (15 %)

- Matériels pour
préparer le produit
(40 %).

- L’eau/I’¢électricité
(10 %)

- Logistique (10 %)
- Marketing (10%)

Sources de revenu
- La vente de ’acide
lactique.
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Chapitre 5 : Le plan financier
Codt de Production
1. Modernisation des installations de production :
- Rénovation et mise a niveau des installations existantes : 200 000 DZD

- Cela comprend des améliorations structurelles, garantissant que nos
installations deproduction répondent aux normes requises en matiére de
sécurité et d'efficacite.

- Achat d'équipements de production specialisés : 20 000 000 DZD

- Investissement dans des machines et équipements de pointe adaptés a
la production d'acide lactique.

2. Mateériaux préfabriqués (achats de matiéres premieres) :

- Approvisionnement en matiéres premieres (sucres, amidons, etc.) : 3
000 000 DzD

- L'approvisionnement en matiéres premiéres de haute qualité est
crucial pour garantir la qualité constante de notre produit a base d'acide
lactique. Ce colt couvre l'acquisition de sucres, d'amidons et d'autres
intrants essentiels.

3. Main-d’ceuvre et Salaires (Travail et Salaires) :
- Main d'ceuvre qualifiée pour la production : 500 000 DZD

- Salaires des travailleurs qualifiés impliqués dans le processus de
production, notamment les chimistes, les ingénieurs et le personnel de
production.

- Personnel administratif et d'encadrement : 1.500.000 DZD

- Les salaires du personnel administratif, des managers et des cadres
chargés de superviser les opérations et la stratégie.
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4. Elimination de la saleté et controle de la contamination (élimination des
déchets et controle de la contamination) :

- Systemes de gestion des déchets et de contrdle de la contamination :
500 000 DzD

- Investir dans des systemes et des processus pour garantir une
élimination appropriée des déchets et maintenir un environnement de
production sans contamination.

Développement et commercialisation :
5. Développement de la marque (Brand Development) :
- Création de bran ding et logo : 100 000 DzZD

- Créer une identité de marque forte grace a des efforts de design et de
bran ding.

- Conception et matériaux du packaging : 800 000 DZD

- Conception et approvisionnement de matériaux d'emballage attrayants
pour améliorer la présentation des produits.

6. Stratégies de marketing et de publicité :
- Etude et analyse de marché : 5 000 000 DZD

- Investissement dans des études de marché pour comprendre les
préférences des consommateurs et les tendances du marché.

- Campagnes publicitaires (print, digital et réseaux sociaux) : 300 000
DZD

- Promotion de notre produit via différents canaux publicitaires pour
atteindre efficacement notre public cible.

7. Formation du personnel (Formation du personnel) :

- Programmes de formation des salariés : 500 000 DZD
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- Mener des programmes de formation pour doter notre main-d'ceuvre
des compétences et des connaissances nécessaires a une production et des
opérations efficaces.

Distribution et Ventes (Distribution et Ventes) :
8. Logistique et transport (Logistique et transport) :

- Mise en place du réseau de transport et de distribution : 7 000 000
DzZD

- Etablir un systéme de logistique et de distribution fiable pour livrer
efficacement nos produits aux clients.

- Stockage et entreposage : 5 000 000 DZD

- Louer ou mettre en place des installations de stockage pour stocker
les stocks.

9. Promotion des Ventes :
- Salons et promotions : 300 000 DZD

- Participation aux salons professionnels et événements promotionnels
de l'industrie.

- Equipe commerciale et commission : 500 000 DZD

- Rémunération du personnel commercial impliqué dans la promotion
et la vente de notre produit.

Recherche et Développement (Recherche et Développement):
10. Recherche de Nouveaux Produits :
- Frais de recherche et développement : 800 000 DZD

- Financement des activités de recherche et développement en cours
visant a améliorer la qualité des produits et a explorer de nouvelles
gammes de produits.

11. Améliorations de la qualité :

- Contrdle qualite et tests : 700 000 DZD
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- Investir dans des mesures de controle qualité pour garantir une
qualité de produit constamment élevée.

Frais Généraux (Frais généraux) :
12. Frais Geénéraux de Gestion (Frais généraux de gestion) :
- Frais administratifs : 200 000 DZD

- Frais administratifs généraux tels que le loyer des bureaux, les
services publics et les fournitures de bureau.

13. Services Juridiques et Administratifs (Services Juridiques et
Administratifs) :

- Consultations et prestations juridiques : 400 000 DZD

- Frais juridiques pour consulter des professionnels du droit et traiter
toute question juridique liée a notre activite.

Imprévus (Contingences) :

14. Fonds improvisés et fonds d'urgence (Dépenses imprévues et Fonds
d'urgence) :

- Fonds de prévoyance pour dépenses imprévues : 1 000 000 DZD

- Un fonds de réserve pour faire face aux défis imprévus ou aux
urgences pouvant survenir au cours du projet.

Le budget total de notre projet est de 44 800 000 Dinars Algériens (DZD).
CHIFFRE d’affaires

Année 1:

- Ventes Brea-Lacta: 25 000 000 DZD

- Exportation Brea-Lacta: 10 000 000 DZD

- Licences et accords de distribution: 5 000 000 DZD

- Produits derivés de Brea-Lacta: 3 000 000 DZD

- Services de R&D tiers: 2 000 000 DzD
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- Consultation et formation: 1 500 000 DZD

- Revenu total de I'année 1: 46 500 000 DZD

Année 2:

- Ventes Brea-Lacta: 30 000 000 DZD (croissance supposée)

- Exportation Brea-Lacta: 12 000 000 DZD (croissance supposée)

- Licences et accords de distribution: 6 000 000 DZD (croissance
supposée)

- Produits dériveés de Brea-Lacta: 3 500 000 DZD (croissance supposee)
- Services de R&D tiers: 2 500 000 DZD (croissance supposée)

- Consultation et formation: 1 700 000 DZD (croissance supposeée)

- Revenu total Année 2: 55 700 000 DZD

Année 3:

- Ventes Brea-Lacta: 35 000 000 DZD (croissance supposée)

- Exportation Brea-Lacta: 14 000 000 DZD (croissance supposee)

- Licences et accords de distribution: 7 000 000 DZD (croissance
supposee)

- Produits dérivés de Brea-Lacta: 4 000 000 DZD (croissance supposee)
- Services de R&D tiers: 3 000 000 DZD (croissance supposée)

- Consultation et formation: 2 000 000 DZD (croissance supposée)

- Revenu total Année 3: 65 000 000 DZD

Année 4.

- Ventes Brea-Lacta: 40 000 000 DZD (croissance supposée)

- Exportation Brea-Lacta: 16 000 000 DZD (croissance supposee)

- Licences et accords de distribution: 8 000 000 DZD (croissance
supposee)
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- Produits dérivés de Brea-Lacta: 4 500 000 DZD (croissance supposée)
- Services de R&D tiers: 3 500 000 DZD (croissance supposée)

- Consultation et formation: 2 500 000 DZD (croissance supposee)

- Revenu total de I'année 4: 74 000 000 DZD

Année 5:

- Ventes Brea-Lacta: 45 000 000 DZD (croissance supposée)

- Exportation Brea-Lacta: 18 000 000 DZD (croissance supposée)

- Licences et accords de distribution: 9 000 000 DZD (croissance
supposee)

- Produits dériveés de Brea-Lacta: 5 000 000 DZD (croissance supposee)
- Services de R&D tiers: 4 000 000 DZD (croissance supposée)
- Consultation et formation: 3 000 000 DZD (croissance supposee)
- Revenu total de I'année 5: 84 000 000 DZD
REVENUES
1. Vente de Brea-Lacta (Brea-Lacta Sales):
- Vente de votre produit phare, Brea-Lacta, sur le marché algérien.
- Revenu annuel estimé : 25 000 000 DZD

La principale source de revenus pour notre projet sera la vente de Brea-
Lacta sur le marché algérien. En tant que premier producteur d’acide
lactique naturel en Algérie, ce produit devrait accaparer une part
importante du marché, ce qui se traduira par des revenus de vente annuels
substantiels.

2. Exportation de Brea-Lacta (Brea-Lacta Export):
- Possibilité d'exporter Brea-Lacta vers d'autres marchés internationaux.

- Revenu annuel estimé ; 10 000 000 DzZD
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Au fur et a mesure que vous développez nos activités et que vous gagnez
en reconnaissance pour la qualité de notre produit, vous avez la possibilité
d’explorer les marchés internationaux. L’exportation de Brea-Lacta vers
d’autres pays peut générer des revenus supplémentaires.

3. Licences et Accords de Distribution (Licenses and Distribution
Agreements):

- Possibilité de conclure des licences et des accords de distribution avec
d'autres entreprises pour élargir la portée de votre produit.

- Revenu annuel estimé : 5 000 000 DZD

L’octroi de licences a notre technologie ou la conclusion d’accords de
distribution avec d’autres entreprises peuvent fournir un flux régulier de
revenus. Cela permet a d’autres entreprises d’utiliser notre produit ou notre
technologie dans leurs opérations, genérant des revenus grace a des droits
de licence ou a des accords de distribution.

4. Produits Dérivés de Brea-Lacta (Brea-Lacta Derivative Products):

- Création de produits dérivés de Brea-Lacta, tels que des suppléments ou
des produits de soins de la peau.

- Revenu annuel estimé : 3 000 000 DzD

En diversifiant notre portefeuille de produits et en introduisant des produits
dérivés basés sur Brea-Lacta, vous pouvez exploiter d’autres segments de
marché. Ceux-ci peuvent inclure des compléments alimentaires, des
produits de soins de la peau ou d’autres innovations, entrainant des revenus
supplémentaires.

5. R&D pour Tiers (Third-Party R&D Services):

- Fournir des services de recherche et développement pour d'autres
entreprises ou partenaires.

- Revenu annuel estimé : 2 000 000 DzZD

En tirant parti de notre expertise dans la production d’acide lactique, vous
pouvez offrir des services de recherche et développement a d’autres
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entreprises ou partenaires qui cherchent a améliorer leurs produits ou
processus. Cela peut générer des revenus a partir de contrats de R&D.

6. Consultation et Formation (Consultation and Training):

- Offrir des services de consultation et de formation dans le domaine de
la production d'acide lactique.

- Revenu annuel estimé : 1 500 000 DZD

Le partage de nos connaissances et de notre expérience peut étre monétise
par des services de consultation et de formation. D’autres organisations
souhaitant obtenir des conseils dans le domaine de la production d’acide
lactique peuvent bénéficier de notre expertise.

Revenu Annuel Total Estimé (y compris les flux précédents): 46 500 000
DZD

BENEFICE NET :

Annee 1 :

- Revenu Total : 46 500 000 DZD

- Codts totaux : 44 800 000 DzZD

- Béneéfice Net Année 1 : 1.700.000 DZD
Annee 2 :

- Revenu Total : 49 000 000 DZD

- Codts totaux : 47 000 000 DzZD

- Béneéfice Net Année 2 : 2 000 000 DZD
Anneée 3 :

- Revenu Total : 51 450 000 DZD

- Codts totaux : 49 000 000 DZD

- Bénéfice Net Année 3 : 2 450 000 DZD

Année 4 ;
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- Revenu Total : 53 922 500 DZD

- Codts totaux : 51 450 000 DzD

- Bénéfice Net Année 4 : 2 472 500 DZD
Année 5 :

- Revenu Total : 56 618 125 DZD

- Codts totaux : 53 922 500 DzZD

- Bénéfice Net Année 5 : 2 695 625 DZD
PLAN DE TRESORERIE

Mois 1 :

- Solde de trésorerie d'ouverture : 0 DZD

- Revenu total : 8 000 000 DZD (en supposant 1/6eme du chiffre d'affaires
projeté de lI'année 1)

- Codts totaux : 7 466 667 DZD (1/6éme des codts previsionnels de I'année
1)

- Cash-Flow Net : 533 333 DZD

- Solde de trésorerie de cloture : 533 333 DZD
Mois 2 :

- Solde de trésorerie d'ouverture : 533 333 DZD

- Revenu total : 8 000 000 DZD (en supposant 1/6eme du chiffre d'affaires
projeté de lI'année 1)

- Codts totaux : 7 466 667 DZD (1/6éme des codts prévisionnels de I'année
1)

- Cash-Flow Net : 533 333 DZD
- Solde de trésorerie de cléture : 1 066 667 DZD
Mois 3 ;
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- Solde de trésorerie d'ouverture : 1 066 667 DZD

- Revenu total : 8 000 000 DZD (en supposant 1/6eme du chiffre d'affaires
projeté de l'année 1)

- Colts totaux : 7 466 667 DZD (1/6eme des codts prévisionnels de l'année
1)

- Cash-Flow Net : 533 333 DZD

- Solde de trésorerie de cloture : 1 600 000 DZD
Mois 4 :

- Solde de trésorerie d'ouverture : 1 600 000 DZD

- Revenu total : 8 000 000 DZD (en supposant 1/6eme du chiffre d'affaires
projeté de lI'année 1)

- Codts totaux : 7 466 667 DZD (1/6eme des codts previsionnels de I'année
1)

- Cash-Flow Net : 533 333 DZD

- Solde de trésorerie de cloture : 2 133 333 DZD
Mois 5 :

- Solde de trésorerie d'ouverture : 2 133 333 DZD

- Revenu total : 8 000 000 DZD (en supposant 1/6eme du chiffre d'affaires
projeté de l'année 1)

- Codts totaux : 7 466 667 DZD (1/6éme des codts prévisionnels de I'année
1)

- Cash-Flow Net : 533 333 DZD

- Solde de trésorerie de cloture : 2 666 667 DZD
Mois 6 :

- Solde de trésorerie d'ouverture : 2 666 667 DZD
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- Revenu total : 8 000 000 DZD (en supposant 1/6eme du chiffre d'affaires
projeté de l'année 1)

- Colts totaux : 7 466 667 DZD (1/6eme des codts prévisionnels de l'année
1)

- Cash-Flow Net : 533 333 DZD
- Solde de trésorerie de cléture : 3 200 000 DZD

Chapitre 6 : Le prototype expérimental souhaité



Supplément n° 04 : Modéle économique souhaité

Brea-Lacta, un produit extrait des restes de pain

L'acide lactique extrait des sucres alimentaires,

présente de nombreux avantages et utilisations.

Il est utilisé dans la fabrication de produits laitiers,

de fromages et yaourts ,

Traitement des maladies gastro-intestinales comme

un probiofique

Ses propriétés hvdratantes lui permettent d étre
utilisé comme ingrédient dans les cosmétigues pour
assurer un teint lisse, uniforme et ferme et pour
prévenir les rides . Ses propriétés exfoliantes , pour
['élimination des pequx mortes




