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Résumé

Résumé :

Lavandula dentata est une plante médicinale appartenant a la famille des Lamiacées, souvent
utilisée en médecine traditionnelle pour traiter diverses pathologies. En effet, la valorisation de
ressources naturelles est une préoccupation qui devient de plus en plus importante dans notre pays.
L’organisation mondiale de la santé recommande 1’évaluation de ’efficacité des médicaments a
base de plante en vue de standardisation leur usage.
La présente d’étude a pour objectif de réaliser un criblage phytochimique et évaluer ’activité
antibactérienne de 1’extrait hydro-éthanolique de lavandula dentata de la région de Boulhaf Eddir
wilaya de Tébessa. L’extrait hydro-éthanolique a été obtenu par macération a 1’éthanol. Le
rendement de I’ extrait hydro-éthanolique de lavandula dentata a été estimé a 38.57%. Le criblage
phytochimique a réveélé la présence de certains groupes chimiques notamment les Flavonoides, les
tanins cachectiques et stéroides et I’absence des Saponines, Alcaloides, Tanins gallique, Terpénes
et des Quinones. L’activité antibactérienne a été déterminée sur quatre souches bactériennes K.
pneumoniae, E. coli, S.aureus et B.subtilis, selon la méthode de diffusion des disques. Am
résultats ont montré que 1’extrait hydro-éthanolique a une activité contre les quatre souches
bactériennes, avec une zone d’inhibition de 9.38mm a 14.62 mm L’étude quantitative de I’ extrait
hydro-éthanolique avec les souches bactériennes testées a montré une variabilité des diamétres des
zones d’inhibition exprimés par ce 1’extrait vis-a-vis des souches bactériennes testées. La
concentration minimale inhibitrice (CMI) est estimée a 6.25 mg/ml pour S. aureus et B.subtilis
alors qu’elle est 25mg/ml pour K.pneumoniae et E. Coli .Les valeurs du rapport CMB/CMI, ont
montré que 1’extrait hydro-éthanolique a une effet bactéricide sur toutes les souches bactériennes
testées.
Les resultats trouvés sont prometteuses et permettent de suggérer ’utilisation de 1’extrait de
lavandula dentata dans plusieurs domaines agroalimentaires et pharmaceutiques
Mots clés :

Lavandula dentata, Extrait hydro-éthanolique, criblage phytochimique, activité

antibactérienne,



Abstract

Abstract:

Lavandula dentata is a medicinal plant belonging to the Lamiaceae family, often used in
traditional medicine to treat various pathology. Indeed, the valorization of natural resources is
becoming an increasingly important concern in our country. Indeed, the exploitation of natural
resources is an increasingly important concern in our country. The World Health Organization
recommends that the effectiveness of herbal medicines be assessed in order to standardize their
use.

The aim of the present study is to phytochemical screening and to evaluate the antibacterial activity
of the hydro-ethanolic extract of lavandula dentata from the region of boulhaf eddir state of
Tébessa. The hydro-ethanol extract was obtained by maceration with meter and ethanol. The yield
of the hydro-ethanol extract of lavandula dentata was estimated at 38.57%. The phytochemical
screening revealed the presence of certain chemical groups including Flavonoids, chachetic
tannins and steroids and the absence of Saponins, Alkaloid’s, Gallique Tanins, Teérpenes and
Quinones. The quantitative study of the hydro-ethanol extract with the tested bacterial strains
showed variability in the diameters of the inhibition areas expressed by this extract in relation to
the trials tested, The minimum inhibitory concentration (IMC) is estimated at 6.25 mg/ml for S.
aureus and B.subtilis while it is 25 mg/ ml for K.pneumoniae and E.coli. The values of the
CMB/CMI report showed that the hydro-ethanol extract has a bactericidal effect on all bacterial
strains tested.

The results found are promising and suggest the use of lavandula dentata extract in several agri-
food and pharmaceutical fields

Key words:

Lavandula dentata, hydro-ethanolic extract, the phytochemical screening, antibacterial activity
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Introduction

Depuis leur découverte, les antibiotiques ont permis de grandes avancées en thérapeutique
et ont contribué a I’essor de la médecine moderne. L’utilisation des premiéres classes
d’antibiotiques en clinique a considérablement réduit la mortalité imputable & des maladies

autrefois incurables.

De méme, I’efficacité de 1’antibiothérapie dans le controle de la propagation des agents
pathogeénes a ainsi fait naitre 1’espoir de pouvoir éradiquer 1’ensemble des maladies infectieuses,

Malheureusement I’émergence de bactéries résistantes a mis un terme a cette vague d’optimisme.

La prescription massive et souvent probabiliste de ces molécules a abouti a 1’émergence du
phénomene d’antibiorésistance. En effet, les antibiotiques administrés a titre curatif ou préventif
favorisent I’élimination des bactéries sensibles et sélectionnent les plus résistantes. (Li et Webster
,2018).

En devenant insensibles a tout traitement, ces bactéries resistantes limitent la gamme
d’antibiotiques disponibles en thérapeutique médicale .la situation est d’autant plus alarmante que
les infections causées par ces agents pathogenes entrainent souvent une prolongation de 1’état
pathologique et un accroissement du taux de mortalité. L’acquisition de ces multiples résistances
a engendré une perte d’efficacité de 1’antibiothérapie pour conduire finalement a une impasse

thérapeutique (pan et al., 2013).

Aussi, au vu de la propagation du phénomeéne de résistance bactérienne et du nombre limité
d’antibiotiques en cours de développement, la découverte de nouveaux agents antibactériens, est

devenue plus qu’indispensable (Li et Webster ,2018)

Les pistes de recherche sont nombreuses mais 1’exploration des ressources naturelles
apparait comme des plus prometteuses car celles-ci constituent, de par leur biodiversité, la plus

grande réserve de substances actives (Bouyahya et al., 2017).

Produites comme métabolites secondaires par les plantes aromatiques, les extraits et les

huiles essentielles sont toujours utilisées comme substances aromatisantes et parfumantes en

Parfumerie, industries alimentaire et cosmetique et comme agents antimicrobiens en

médecine populaire, en aromathérapie et en industrie alimentaire. Différentes études récentes ont
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Confirmé, in vitro, I’activité antimicrobienne de certains extraits des plantes aromatiques
(Fenghour et al.,2021).

La lavande est une des plantes aromatiques caractéristiques de la flore mediterranéenne
notamment I’ Algérie, utilisées en médecine traditionnelle comme antispasmodiques, antiseptiques

et dans le traitement de certaines infections (Chebaibi, 2016).

Dans le but de continuer a exploiter les plantes poussant en Algérie et réputées pour leurs
vertus médicinales, nous avons étudié le pouvoir antibactérien des extraits de Lavandula dentata.

Ce manuscrit est structuré en deux parties :

1. Une étude bibliographique qui présente un premier chapitre sur la plante étudiée
Lavandula dentata, un deuxiéme chapitre sur les métabolites secondaires.

2. Une étude expérimentale portant sur un screening phytochimique aprés
détermination du rendement de la plante et évaluation de I’effet antibactérien d’extrait de

Lavandula dentata sur des souches bactériennes ATCC.

Enfin les résultats obtenus de I’activité antibactérienne de 1’extrait de Lavandula dentata
sont Interprétés a la lumiére de la littérature. Le travail est cléturé par une conclusion et

Perspectives.
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Présentation de la plante « lavandula dentata »




Chapitre 1 Présentation de la plante lavandula dentata

I. Présentation de la famille Lamiaceae :

La famille des Lamiacées est communément la famille de la menthe et la famille des plantes
a fleurs. (Zeynel et al., 2022).

Historiquement, les espéces de la famille des Lamiaceae sont bénéfici¢ d’importantes
plantes ornementales, médicinales et aromatiques, dont beaucoup produisent des huiles
essentielles utilisées en médecine traditionnelle et moderne, ainsi que dans I’industrie alimentaire,
cosmétique et pharmaceutique. (Nilufar et al., 2017).

Une partie de cette famille comprend les plantes Lavandula connues sous le nom de lavandes
ou lavande, originaires de la région méditerranéenne de I’Europe, généralement cultivées dans les
régions montagneuses et les savanes ouvertes du climat tropical et subtropical. (Cienc., 2019).

1. Généralité sur le genre lavandula

Lavandula est un genre de la sous-famille des Népétoidées, qui compte environ 39 espéces,
de nombreux hybrides et pres de 400 cultivars enregistrés. La majorité des especes, originaires de
la région méditerranéenne, sont tres aromatiques et sont utilisees comme expectorant,
antispasmodique, désinfectant des plaies, antimicrobien, anti-carcinogene, sédatif, antidépresseur,

antioxydant, anti-inflammatoire et insecticide. (Bachiri et al., 2016).

1.1. Systématique
» Nomenclature : Selon (Lim., T.K,, 2014).
» Le non scientifique : lavandula dentata
» Synonymes : Stochas dentata (L) Mill. Lavandula dentata var. Vulgaris Ging . nom.
inval
» Non English: French lavender, Fringed Lavender, Gray French Lavender, Lavender,
Toothed Lavender
» Nom Vernaculaire :
» Arabic : Duzan, Helhal , Lizer
> French : Lavande Anglaise, Lavande Dentée
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1.2 Classification :

Tableau 01 : Classification (Berabbeh, 2022).

Régne Plantae
Embranchement Tracheophyta
Classe Magnoliopisda
Ordre Lamiales Bromrhed
Famille Lamiaceae
Genre Lavandula
Espéce Lavandula dentata

1.30rigine et réparation géographique :

La majorité des espéces du genre Lavandula se trouvent dans les régions méditerranéennes,
notamment au nord de la Méditerranée. (Yann, 2010).

Lavandula L. est un genre végétal qui se rencontre en pleine nature dans la région
méditerranéenne, de 1’ Atlantique Nord au Moyen-Orient. Ces plantes herbacées bisannuelles se
développent en milieu sec et ensoleillé et se développent dans des sols calcaires ou siliceux.
(Miroslav et al., 2023).

1.4. Description Botanique de Lavandula dentata :

Lavandula dentata est une variété de lavande qui pousse de 0,60 a 1 métre dans tous les sens.
Son apparence est celle d’un buisson bas lignifié et trés ramifié. Feuilles allongées de 2 a 4 cm,
oblongues, opposées et d’un vert argenté. Elles se distinguent par des lobes arrondis de petite taille.

Ils sont trés faciles a distinguer des autres espéces de lavande grace a leur marge. Le feuillage
a une fragrance tres subtile, intermédiaire entre la lavande commune et le romarin. La floraison
commence au milieu de 1’été et peut se prolonger pendant 1I’hiver dans les régions les plus arides.
Les fleurs violettes sont de petite taille, disposées en épis denses portés par un long pédoncule. On

retrouve quelques bractées pétaloides plus développées sur les épis. Les fleurs peuvent donner
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naissance a deux petites graines noires. Dés le mois d’aoft, elles se détachent de 1’épi. Lavandula

dentata est une plante mellifére trés appréciée des insectes. (Driss, 2019).

Figure 01 : Morphologie de Lavandula dentata (Adagaba et al., 2015)
1. 5.Utilisation de lavandula dentata :
A) Usage Médicinale :

Lavandula dentata L. est un arbuste de la famille des Lamiacées, couramment employé en
médecine traditionnelle pour soigner différentes affections comme le diabéte, 1’inflammation, les
infections microbiennes et d’autres problémes. (Abdelhakim et al., 2023).

B) En Cosmétique :

L’usage des lavandes en tant qu’agent thérapeutique remonte aux temps anciens des Romains, des
Grecs et des Arabes. Les Romains utilisaient les lavandes pour préserver le linge et parfumer les
bains. (Ramdane., 2018).

Lavandula dentée est employée pour la lessive et la savonnerie, ainsi que pour la parfumerie.
On utilise aussi la lavande en herboristerie, en aromathérapie et elle est une plante médicinale en
raison de I’action de son huile. ( Bettaieb et al., 2017 )

1.6.Propriétés de Lavandula dentata :
L’activité biologique de Lavandula dentata est trés variée, incluant des propriétés relaxantes,
antidepressives, anti-inflammatoires, antioxydantes, antibacteriennes et antifongiques. (Younes et
al., 2022).
Les caractéristiques révélées permettraient d’explorer les différentes approches thérapeutiques
pour traiter L. dentata. Comme mentionné précédemment, cette plante médicinale renferme une
grande variété de composés phytochimiques de diverses familles chimiques, tels que les acides

phenoliques, les flavonoides et les terpénoides. Effectivement, les composés chimiques de L.
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dentata présentent de nombreuses propriétés biologiques et pharmacologiques prometteuses. Ces
bioactivités incluent des propriétés antibactériennes, antifongiques, antioxydantes,
antidiabétiques, anticancéreuses, anti-inflammatoires, et ainsi de suite. Effectivement, méme a des
concentrations faibles, les huiles essentielles (HE) et les extraits organiques de L. dentata inhibent
de maniére spécifique les enzymes, les récepteurs membranaires ou intracellulaires, les protéines
ou les voies de signalisation impliquées dans la formation de ces maladies. (Abdelhakim et al.,
2023).
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. Métabolites secondaires

1 Définition de métabolites secondaires :

Chez les plantes, les voies métaboliques secondaires produisent une diversité de composés
appelés métabolites secondaires végétaux (PSM). Les PSM sont spécifiques a une famille ou
espece de plante sont généralement classés en plusieurs grandes familles moléculaires:
phénoliques, terpenes, stéroides, alcaloides et flavonoides Les métabolites secondaires sont
également appelés produits secondaires, métabolites spécialisés ou produits naturels. (Zhigiang et
al., 2021).

1.1 Fonction de métabolisme secondaire :

Les métabolites secondaires jouent plusieurs réles importants dans les plantes : ils protégent
contre les herbivores et les infections microbiennes et agissent comme des signaux pour les
bactéries symbiotiques et les mycorhizes, comme attractifs pour les pollinisateurs et les animaux
disperseurs de graines, comme agents allélopathiques dans les habitats naturels, comme barrieres
physiques et chimiques contre les facteurs de stress abiotiques tels que UV et évaporation et
régulateurs endogénes des hormones de croissance des plantes. De nombreux métabolites
secondaires sont également utiles a I’humanité comme les colorants, les huiles essentielles, les
arémes, les pesticides, les produits pharmaceutiques, les agents de bronzage, etc... (fumihuko et
al., 2021).

2. Les Composées phénoliques :

Les composés phénoliques sont I’une des grandes familles de molécules courantes dans le
regne vegétal. Ils combinent un Vaste ensemble de substances chimiques avec au moins un noyau
aromatique et un ou plusieurs groupements hydroxyles. Les propriétés curatives de ces composés
sont bien connues.

En effet, leurs propriétés antioxydants garantissent la protection contre plusieurs maladies

(cancers, maladies d’ Alzheimer, trouble cardiovasculaires...) (Gug Kabran et al., 2014).
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3. Les Flavonoides :

Les flavonoides sont un groupe de substances naturelles aux structures phénoliques variables
qui se trouvent dans les fruits, les 1égumes, les céréales, I’écorce, les racines, les tiges, les fleurs,
le thé et le vin. (Panache et al., 2016).

IIs ont la capacité de modifier I’activité de certaines enzymes et de modifier le comportement
de plusieurs systémes cellulaires, ce qui suggere qu’ils peuvent effectuer une variété d’activités
biologiques, notamment des effets importants antioxydants, vasculoprotecteures,
antihépatotoxiques , antiallergiques ,anti -inflammatoires ,antiulcéreux et méme antitumorales
(Chedira., 2005).

4. Les Tanins :

Les tanins végétaux sont des composés phénoliques solubles dans 1’eau avec des poids
moléculaires de 500 a 3000.

Ce sont des matériaux naturels qui conviennent a la fabrication de cuir. Les tanins sont

divisés en deux catégories :

4.1 Les tanins hydrolysables
Sont constitués d’une molécule glucidique fixée a I’acide gallique ou a un de ses dérivés.

Les Angiospermes Dicotylédones présentent des tanins galliques et ellagiques.

4.2 Les Tanins Condensés :

La polymérisation des molécules de flavanes produit des tanins condensés ou des
proanthocyanidols.

Le flavane diol 3,4, le flavane ol-3 et le flavane ol-4. Ils sont également appelés tanins «
catéchiques (Abdoulaye et al., 2008)

5. Les Coumarines :
Les plantes a coumarines, en particulier celles de la famille Apiaceae, ont la capacité d’aider
a éliminer les gaz intestinaux, ce qui réduit les ballonnements et les flatulences. Elles augmentent

la production d’acide dans le systéme digestif.
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Contribuant & une désinfection efficace du bol alimentaire. Les coumarines captent les
radicaux hydroxyls, superoxydes et peroxydes et empéchent les lipides membranaires de se

peroxyder (Mpondo et al., 2015)

6. Les Alcaloides :

Environ 20 % de ces substances sont des alcaloides, qui sont les principaux composants des
métabolites secondaires végeétaux. Ils régulent la croissance des plantes et les protégent des
prédateurs. Les alcaloides sont connus pour leurs propriétés anesthésiques, cardioprotectrices et
anti-inflammatoires sur le plan thérapeutique. Malgré leur présence limitée, leur production,
extraction et transformation, en particulier dans le domaine de la biotechnologie, restent des
domaines de recherche et de développement cruciaux. Pour augmenter la production d’alcaloides,
la biosynthese peut étre modifiée génétiquement. (Michael et al., 2021).

Les Sous-groupes des alcaloides.

Alcaloides vrais: Les alcaloides wvrais contiennent ordinairement un azote
hétérocycliquedans Leurs structures qui dérivent des acides aminés.

Pseudo- alcaloides : Les pseudo-alcaloides présentent le plus souvent toutes les
Caractéristiques des alcaloides vrais mais ce ne sont pas des dérivés des acides amines.

Proto- alcaloides : Les proto-alcaloides sont des amines simples dont I’atome d’azote n’est
pas Inclut dans un systéeme hétérocyclique mais forme plutdt des groupements aminés latéraux. Ils

Sont bio synthétisés a partir des acides aminés. (Ababsa et al., 2018).

7.Les Térpenoides :

Des dizaines de milliers de produits naturels a petites molécules, les terpénoides, se Trouvent
dans tous les domaines de la vie. De loin, la plus grande variét2 de Térpenoides.

Est produite par les plantes, qui jouent divers roles dans le développement et I’écologie
Chimique (Perma et al., 2019).

Les tetrpénoides appartiennent a la catégorie des meétabolites secondaires dans le regne
végétal, tout comme les flavonoides et les alcaloides. Leur Classification est basée sur le Nombre
de répétitions de 1’unité de bas isopréne : hémiterpenes(C5) monoterpénes (C10)

Les séquiterpénes (C15), les diterpenes (C20), les sesterpenes (C25), les triterpénes (C30),
les tetraterpenes (C 40) et les poly terpénes (C50) (Malecky, 2008).
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8. Les Quinones :

Les quinones sont une classe de composés qui ont plusieurs effets positifs, a la fois naturels
et synthétiques. Les quinones transportent des électrons qui participent a la photosynthése. Elles
sont une classe de molécules qui préviennent et traitent plusieurs maladies, telles que 1’ostéoporose
et les maladies cardiovasculaires, en tant que vitamines. Les quinones, grace a leur action
antioxydante, améliorent la santé générale. La quinone est un composé de nombreux médicaments
contre le cancer qui ont été cliniquement approuvés ou qui sont actuellement en cours d’essais
cliniques. En raison, les quinones ont également des effets toxicologiques. (Nahed et al., 2011).
9. Les Saponines :

Les saponines sont des produits végétaux naturels largement répandus qui présentent une
grande variété structurelle et fonctionnelle les saponines sont généralement classées en
triterpénoides, stéroides ou glycoalcaloides stéroidiens. Les secteurs pharmaceutique, cosmétique
et alimentaire sont intéresses par les activités biologiques des saponines et de leurs intermédiaires
biosynthétiques. Leur importance dans les applications industrielles est bien connue depuis
longtemps, mais leur role dans les plantes n’a pas encore été étudié suffisamment. Des recherches
récentes ont montré que la modulation du flux des voies natives joue un role important dans la

biosynthése des saponines. (Tessa et al., 2014).
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Objectif du travail :

L’ensemble de ce travail a été effectué au sein du laboratoire de microbiologie du
département de biologie appliquée de la faculté des sciences exacte et science de la nature et de
la vie, de I’université Echahid Chikh Larbi Tébessi-Tébessa- du 12 février jusqu’au 8 mai 2024.
Le but de ce travail consiste a réaliser un extrait hydro-éthanolique de lavandula dentata, et
déterminer le rendement de la plante, faire un screening phyto-chimique de la plante a fin de
déterminé les métabolites secondaires et évalué 1’activité antibactériennes de cet extrait sur
différentes souches cliniques : Staphylococcus aureus, Bacillus subtilus, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, L’évaluation de la CMI et CMB et déterminer le pouvoir bactéricide
ou bactériostatique de I’extrait hydro-éthanoliqgue de lavandula dentata Les souches

bactériennes testés sont des souches pathogénes ATCC .

| .Materiel et Méthode :
1. Matériel (Annexe 01)
1.1. Matériel VVégétal :

Le Matériel vegetal utilisée dans cette étude est les feuilles et les fleurs de Lavandula
dentata les échantillons ont été récoltées en mois de Février dans La région de Boulhaf Eddir
(Tébessa).

Figure 02 : Partie aérienne de lavandula dentata (Photo personnelles, 2024).
2. Méthode :
2.1. Séchage et broyage de plante :
La plante récoltés est ont été bien séchées a une Température ambiante a I’ombre dans un
endroit sec pendant 15 jours puis Broyé en poudre a
L’aide d’un Broyer électrique est puis sont conservées dans des Sacs propres pour éliminer

Toutes impuretés puis Transportées au niveau de Laboratoire afin de commencer les
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Procédées d’extraction.

Boulhaf eddir ]

)

A : position de la willaya sur

le cadre d’ Algérie

B : position de la commune de

@ la récolte sur les cadre de la
willaya

C : les coordonnées de région

Figure 03 : localisation du site de prélevement de lavandula dentata (Google maps, 2024).

I1. Etude phytochimique de lavandula dentata
1. Préparation de I’extrait hydro-éthanolique de Lavandula dentata

1.1. Macération :
L’extrait Totale est obtenu par la Macération de 70 g de la poudre de lavandula dentata

Avec 500 ml de solution d’extraction (80/20 v/v éthanol / eau distillée) dans un Bécher
enrobé par un papier aluminium puis laissés agitées a I’aide d’un agitateur pendant 40 minutes

a Température ambiante
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Figure 4 : Macération de 1’extrait hydro-éthanolique de lavandula dentata
(Photos Personnelles, 2024).
1.2. Filtration :

Aprés avoir macéreé, la solution de lavandula dentata est filtrée au d’un papier filtre. Suite
a la filtration, le résidu de la macération initiale a été mélangé avec 500 ml de la solution et
agité pendant 24 heures. Aprés la deuxiéme macération, la solution de la plante est filtrée a

nouveau du papier filtre.

Figure 5 : Filtration de I’extrait hydro_-éthanolique de Lavandula dentata
(photos personnelles, 2024).
1.3 Evaporation :
Le solvant a été récupéré du filtrat par évaporation dans un rotavapeur, a une
température de 45°C (boussahel et al ,2010), Les E.H de lavandula dentata concentrés sont

placés dans I’étuve a une température de 45 C jusqu’a ce qu’ils se séchassent complétement.

Conserver a 4C° jusqu’a 'utilisation
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Figure 06 : Evaporation de I’extrait hydro-éthanolique de lavandula dentata

(Photos personnelles, 2024)
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Matériel végétal fraiche feuilles et fleurs de lavandula dentata

Séchage

Screening

Phytochimique

|
l

Broyage

l

Poudre végétale de couleur vert

70g de poudre fine du lavandula dentata l

Résidu végétal

maceration pendant 40 min sous

agitation

Filtration l

Résidu végétal

Reprise par 500ml
(Ethanol /eau)
Décantation 24 h

y

Filtrat Filtrat

Filtration

Jetée

Evaporation au rota vapeur a 45 C°

Extrait éthanoique sec ( conservation
a4C®)

Figure 08 : Diagramme des différentes étapes de préparation de I’extrait hydro-éthanolique de

lavandula dentata
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2.Détermination le Rendement de I’extrait :

L’efficacité de I’extrait correspond a la proportion de la masse extraite par rapport a la
masse du matériau extrait. 1l est établi selon la Formule 1 présentée ci-dessous. (Angaman et
al., 2020)

R% = P1/P0 x100

R% : Rendement en pourcentage

P1 : poids sec de I’extrait en gramme

PO : poids sec de départ en gramme

3. Screening phytochimique :

3.1. Flavonoides :

5g de materiel végetal infusées dans 50 mL d’cau distillée bouillante pendant 30min.

. Apres refroidissement et filtration, a 5 ml du filtrat on ajoute 5 ml d’alcool Chlorhydrique,
0,50 g environ de copeaux de magnésium et quelques gouttes d’alcool Isoamylique qui

rassemble la coloration rose, orangée ou rouge violacé produite lorsqu’il y’a Présence des

flavonoides (flavonols, flavones, flavanones) (Belmokhtar., 2015).

3.2 Les Saponines :

Test de mousse : 5g de la poudre de matériel végétal a été macéré avec 50mL d’eau
distillée pendant 30min. maintient a on laisse Refroidir.

2ml du filtrat sont mis dans un tube a essais puis la solution est fortement Agitée pendant
environ 30 secondes puis on laisse reposer quelques secondes. L’apparition D’une mousse
indique la présence des saponines.

Pas de mousse = test négatif

Mousse moins de 1 cm = test faiblement positif

Mousse de 1-2 cm = test positif

Mousse plus de 2 cm = test trés positif. (Zakkad, 2017)

3.3 Quinones :
5g de matiére végetale avec 10 ml HCL plus 10 ml de éthers de pétrolé pendant 1h. Apres
filtrer par Papier de filtre.
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Nous avons placé 1 ml de I’extrait dans un tube a essai, puis quelques gouttes de NaOH
1/10 ont été ajoutées. La couleur jaune, violette ou rouge de la phase aqueuse indique la

présence de quinones. (Naima et al., 2022).

3.4 Tanins:

5 g de poudre végetative sont infusés dans 50 mL d’eau distillée bouillante pendant une
durée de 30 minutes. Puis filtré avec papier filtre.

On a réalisé des tanins catéchiques en utilisant le réactif de Stiasny. Suite a 1’ajout de 15
ml Le mélange avec 1 ml du réactif de Stiasny a été conservé au bain-marie a une température
de 80 °C pendant 30 minutes. Un précipité en gros flocons est une caractéristique des tanins
catéchiques. Pour les tanins galliques, une fois que la solution précédente a été filtrée. On a
collecté le filtrat et on I’a saturé d’acétate de sodium. Lorsque 3 gouttes de FeCl3 sont ajoutées,
une coloration bleu-noir intense apparaitra, ce qui indiquera la présence de tanins galliques.
(Amine et al., 2015).

3.5. Les Alcaloides :

L’utilisation des réactifs de Mayer et de Wagner est une caractéristique des alcaloides. On
commence par préparer un extrait chloruré a partir de 15 mg d’extrait et de 5 ml d’HC1 & 1%,
puis on le fait chauffer pendant 5 minutes dans un bain, puis on le filtre sur du papier filtre. Le
filtrat est ensuite placé dans deux tubes a essai, ou quelques gouttes de réactif de Mayer sont
ajoutées dans le premier tube et quelques gouttes de réactif de Wagner dans le deuxiéme tube.
Un précipité blanc jaunatre (Mayer) et un précipité brun-rouge (Wagner) étaient a 1’origine de
I’alcaloide. (Rabie et al., 2018).

3.6. Stéroides et Terpenes :

On macére 5 g de poudre dans 20 ml d’éther de pétrole pendant 24 heures. Une fois filtre
et évaporé a sec a une température de 90 °C, le résidu est dissout a chaud dans 1 ml d’anhydride
acetique, puis recueilli dans un tube a essai ou 0,5 ml de H2SO4 concentré est coulé. La
présence d’une teinte violette qui se transforme en bleu puis en vert témoigne d’une réaction

favorable. (Moutari et al., 2018).
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4.Etude de IPactivité antibactérienne de I’extrait hydro-éthanolique de

lavandula dentata :
4.1. Matériels
4.1.1. Matériels biologiques

= Critéres de sélection des souches bactériennes testées

= Les Souches Bactériennes testées
Pour mettre en évidence ’activité antibactérienne de 1’extrait hydro-éthanolique de
Lavandula dentata, nous avons testé quatre souches bactériennes (ATCC), Ces souches
comprenaient deux bactéries a Gram positif (Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis) et deux

bactéries a Gram negatif (Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli).

Tableau 02 : Souches bactériennes testées.

Famille Genre et espéce Gram Origine
Staphylococcaceae Staphylocoque Positif ATCC 6538
aureus
Entérobactéries Bacillus subtilis Positif ATCC 486-1212
Enterobacteriacea Escherichia .Coli Négatif ATCC 8739
Entérobactéries Klebseilla.pneumonie Négatif ATCC 1311
4.2. Méthode

4.2.1. Revivification et Confirmation de la pureté des souches bactériennes testées :
Chaque souche a subi un pré-enrichissement dans un milieu d’isolement sélectif (Annexe

06), suivi faire une coloration de Gram. (Annexe 03).

4.2.2. Milieux de culture utilisée :
Les milieux cultures utilisés sont les Suivants : Gélose nutritive (GN), gélose Muller
Hinton (MH), Bouillon Nutritif (BN). (Annexe 04)

Tableau 03 : Tableau descriptif des milieux de culture utilisée
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Milieux de Utilisation

culture

Gélose nutritive (GN) Repiquage des Colonies

Bouillon Nutritif (BN) Revivification de
souches bactériennes

Muller Hinton (MH) Réalisation de

I’antibiogramme

4.2.3. Repiquage sur le Milieux sélectifs :
Les différentes souches bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries, puis

incubées a I’étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures afin d’obtenir une culture jeune et des colonies

isolées. Les colonies isolées ont servi a préparer I’inoculum. (MOROH et al., 2008)

Figure 07 : Repiquages des souches a partir de souche ATCC
(Photos Personnelles,2024).
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4.3. Evaluation de Pactivité Antibactérienne de I’extrait Hydro-éthanolique de lavandula
dentata par d’aromatogramme

L’activité antibactérienne de I’extrait testé est ¢valuée a 1’aide de la méthode des
aromatogrammes. Le principe de cette méthode repose sur la capacité des extraits a migrer dans
un milieu solide a I’intérieur d’une boite de Pétri. Grace a elle, il est possible de mettre en
lumiére I’effet antibactérien de 1’ extrait sur les bactéries. (Bouguera, 2014).

» Préparation de solution Mére
Dans un Bécher stérile on dissolvant 1g de I’E.H brut avec 1ml de DMSO, puis déplace

dans un Tube stérile pour ’homogénéisation a 1’aide d’un vortex

Figure 08 : Préparation de solution mere (photos personnelles, 2024).

> Préparation des disques :

Ces disques, fabriqués a partir de papier absorbant, ont un diametre de 6,5 mm (leysour
et al ,2020) puis ils sont placés dans un flacon en verre pour étre stérilisés a autoclave pendant

20 minutes a 120 °C pour éviter tous risques de contamination au germe exogéne au cours de

I’expérimentation.

Figure 09: Etape de préparation des disques (photo personnelle,2024).
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» Préparation de I’'inoculum

A partir d’une culture bactérienne jeune agée de 24h (le repiquage de souches
bactériennes est mentionné dans (Annexe 06), a I’aide d’une anse de platine quelques colonies
bien isolées et parfaitement identiques sont prélevees et mises dans 09 ml d’eau physiologique
stérile.

La suspension bactérienne est bien homogénéisée a 1’aide du vortex. Cette suspension
bactérienne a été réglée a la densité standard de turbidité McFarland de 0,5(Annexe 05) avec
un spectrophotométre. (Parnien et al., 2023) La norme McFarland de 0,5 a éte utilisée pour
réguler la turbidité de la suspension bactérienne. Cette norme, qui a été établie pour les tests de
sensibilité aux antibiotiques, est la norme la plus utilisée dans les laboratoires de microbiologie
(Mustafa et al., 2023)

Figure 10 : préparation I’inoculum (Photos personnelles, 2024).

4.3.1 Etude quantitative de I’ activité antibactérienne de I’extrait Hydro-éthanolique de
lavandula dentata aux différentes dilutions

» Préparation des dilutions :
Les dilutions a été obtenu a partir de la solution mere préalablement préparé selon la méthode
de dilution de deux en deux 1/2,1/4, 1/8, 1/16, 1/32, dans les cing tubes Eppendorf qui
correspondent aux dilution 1 /2 jusqu’a 1/32, 10uL de DMSO et 10uL de I’extrait hydro-
éthanolique brut ont eté déposé dans le premier tube qui correspondent a la dillutionl/2, les

mémes €tapes ont été répétées jusqu’a 1’obtention de la derniére solution a dilutions 1/32.
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Figure 11 : préparation des dilutions (Photo Personnelle, 2024).
Ensemencement et dépét des disques

Les boites de pétri stériles, ont été remplies de gélose Muller Hinton (MH) stérile
I’épaisseur de gélose doit étre impérativement de 4 mm, et laisser solidifier sur une surface

froide a une Température ambiante.

Figure 12 : Gélose Muller Hinton stérile coulée dans des boites de pétri
(Photo personnelle, 2024).
L’ensemencement par écouvillonnage, se faire par un écouvillon stérile tromper dans la
suspension bactérienne des souches testée. Et étalé a la surface de la gélose a quatre reprises
sur la totalité de la surface gélosée de facon a former des stries serrées, en tournant la boite a

environ 60° apres chaque application pour obtenir une distribution homogéne de I’inoculum.

Figure 13 : ensemencement par écouvillon sur MH
(Photos Personnelles, 2024)
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Sept disques ont été places a la surface de la gélose a 1’aide d’une pince stérile, laissant des

espaces suffisants entre eux afin d’éviter le chevauchement des zones d’inhibition

Figure 14 : Dépots des disques sur la surface de la gélose (Photos personnelles ,2024)

Grace a une micropipette, cinq disques sont remplis de 10 ul de chaque dilution, le
sixiéme disque est rempli de 10 pl de I’extrait hydro-éthanolique et le septiéme disque est rempli
de 10 pl de DMSO, qui représente le témoin négatif. L’expérience a €té répétée deux fois de

suite pour chaque souche bactérienne testées

Figure 15 : Imprégnation des disques (photos personnelles ,2024).
Les boites sont fermées et laissées incubés a 1’étuve a 37 C pendant une durée 24 heures.

Apre incubation, a été mesure la zone d’inhibition, en utilisant un pied a coulisse.

4.3.2. Expressions des résultats

Les résultats expérimentaux sont exprimés par une CMI qui détermine la concentration
Minimale inhibitrice (absence de la croissance bactérienne), obtenus par la mesure du diametre
de la zone d’inhibition autour des disques a 1’aide d’un pied a coulisse en (mm). Et exprimés

selon la moyenne des valeurs obtenues =+ I’écart type (SD).

La sensibilité des bactéries envers les différents composés est classée selon les diamétres des

halos d’inhibition mentionnée dans le tableau
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Tableau 04 : Sensibilité des souches microbiennes en fonction des zones d’inhibition.
(Habib et al., 2019).

Sensibilité
Zone d’inhibition
Insensible Diamétre < 7mm
Sensible Diameétre compris entre 7.2 8 mm

Assez sensible | Diametre compris entre 8 29 mm

Treés sensible Diamétre > 9 mm

4.3.3. Détermination de la CMI de I’extrait hydro-éthanolique de lavandula dentata par
la Méthode de microplaque

La détermination des CMI vis-a-vis les souches bactériennes est réalisées par la technique
de micro-dilution en milieu liquide de micro-dilution & 1’aide de microplaque a 96 puits. La
solution mére de I’extrait hydro-éthanolique de lavandula dentata a été préparée en de hors de
La microplaque dans le DMSO. Un volume de 100 pL de milieu BMH a été dépose dans tous
les Puits de la microplaque. 100 pL de la solution initiale de ’EH de lavandula dentata, a été
ajouté dans Le premier puits. Aprés mélange, 100 uL du mélange ont été prélevés et dilués dans
le puits Suivant et ainsi de suite de sorte a obtenir une gamme des dilutions de deux en deux.
Ensuite, 10 puL de la suspension bactérienne ajustée a 0.5 Mac Ferland ont été ajoutés dans
chaque puits, Chaque ligne est réservée pour une seule souche bactérienne, la 6 éme ligne serve
pour le contréle positif contenu & BMH et I’inoculum, alors que la 7 ¢me ligne serve pour le
contréle négatif (Extrait et BMH). La microplaque a été recouverte et incubée a 37 °C pendant

24 heures.

Figure 16 : Microplaque (Photos personnelles, 2024)
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4.3.4. Détermination de la concentration minimale bactéricide CMB

La concentration minimale bactéricide (CMB) est la plus faible concentration de
substance qui laisse au plus 0,01% de germes survivants. (TOTY etal., 2013). A été déterminée
par ensemencement des contenus de tous les puits apres la détermination de la CMI sur milieu

gélosé Mueller Hinton et incubés a 37 °C pendant 18 a 24 heures. (Habibe et al., 2019).
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Chapitre 11

Résultat et Discussion

1. Rendement de I’extrait hydro-éthanolique « lavandula dentata »

Les valeurs de rendement obtenues sont représentées dans le tableau 05

Tableau 05 : Rendement de I’extrait éthanoique de « lavandula dentata »

Poids de la poudre

en gramme (g)

Poids de L’EH sec

en gramme (g)

Rendement de
L’EH (%)

Couleur de L’EH

709

19.05 g

38.57

Vert foncé

Tableau 06 : Comparaison du rendement de 1’extrait Hydro-éthanolique de lavandula dentata

avec celui dans différentes régions de I’ Algérie.

Régions Rendements Référence
Tébessa 16% (Gharbi.A.et al., 2023)
Blida 17% (Essemiani.N, 2014)

Plusieurs facteurs peuvent expliquer la disparité des rendements des extraits, tels que
facteurs génétiques, Culturels et environnementaux que sont le lieu De récolte, I’age et la partie

de la plante récoltée, La période et I’heure de récolte, la méthode de Récolte, le séchage, le

stockage, le transport de La matiére premiére. (Salfo et al., 2021).

2. Criblage phytochimique :

L’analyse phytochimique réalisée a permis de remarquer la présence des grands groupes

Chimiques : Flavonoides, tanins catéchiques, Terpenes et stéroides dans 1’extrait hydro-

éthanolique de lavandula dentata.

Le tableau ci-dessous représentent les différents tests de caractérisation de quelques

métabolites secondaires de lavandula dentata
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Tableau 07 : Criblage phytochimique de lavandula dentata

Présence / | Couleur ou autre
Les composes o )
o Absence dans la | indicateur de | Résultats
chimique .
plante présence / absence
Flavonoides (+) Jaune rougeatre
(Flavones)
(-) Aucune
Alcaloides précipitation blanc
ou brun rougeatre
Saponines (- Aucune
Mousse persistante.
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Apparition  d’une

: (-) teinte
Galliques o
(précipita)Bleu -
noire
tanins
(+)
Catéchiques Absence de
précipita orange
Qui (-) Absence de couleur
uinone

rouge au violet
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)
. Absence de couleur
Terpenes (+)
rouge
o Apparition de
stéroides
couleur vert
(+) : Présence (-) : Absence

a) Les Flavonoides :

Notre étude montre le virage de la couleur verts en jaune ce qui signifie la présence des
flavonoides en forte quantité, ce résultat d’analyse Phytochimique s’accordent avec ceux trouvés
chez (Farah et al., 2020) de Tlemcen et de (M.M.Dif et al .,2016) de la région de Benisaf forest.
Par contre (Abdouni et al., 2017) a marquer une absence totale des flavonoides dans la méme
espece de plant de Tipaza.

Les flavonoides jouent un role essentiel dans la protection des plantes contre les invasions
microbiennes, ce qui est indéniable. Les iso-flavonoides ont démontré leur activité

antimicrobienne. (Elise, 2019).

b) Les Alcaloides :
Lavandula dentata ne contient pas d’alcaloides. Ce résultats est le méme obtenue par
(ABDOUNI et a, 2017), de Tipaza et aussi avec les travaux de (Essemiani , 2014) de Blida.

c) Les Saponines :
Le test de saponines est confirmé par I’apparition de mousse plus de 1cm de Hauteur,
résultats montrent I’absence de ces composés dans lavandula dentata

En effet, Nos résultats ne concorde pas par (Essemiani ,2014) de Blida.
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d) Les Quinone :
Ce composant confirmé par le virage de la couleur rouge au violet, le plante étudiée

lavandula dentata est pauvres a quinone. (Essemiani,N 2014).

e) Tanins:

Pour le test des tanins, le virage de la couleur au vert foncé, ce qui signifie la forte existence
des tanins condensés (catéchiques), Nos résultats s’accordent avec (Lamiae et al.,2016) alors que
’apparition d’une précipita bleu noir la présence de tanins galliques Nos résultats ne concorde pas
avec (Abdouni et al. ,2017),

f) Terpénes et stéroides :
Nos résultats montrent que 1’absence des terpénes. Ce qui ne concorde pas avec les travaux
de (Lamiae et al., 2016)

Nos résultats montrent I’apparition de couleur vert-foncé, ce qui indiquent la présence des
stéroides dans les feuilles de lavandula dentata. Nos résultats sont en accord avec (lamiae et al.,
2016).

3. Etude de D’activité antibactérienne de I’extrait hydro-éthanolique de

lavandula dentata
3.1 Confirmation de la pureté des souches bactériennes testées

Les résultats de la vérification de la pureté des souches bactériennes sont

présentés dans le tableau 08
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Tableau 08 : Aspect microscopique et macroscopique sur milieux des souches bactériennes

testées (Photos Personnelles, 2024).

souches Aspect macroscopique sur GN | Aspect microscopique

bactériennes apres coloration de Gram

Escherichia coli

Staphylocoque

aureus

Klebsiella

pneumonie

Bacillus subtilis
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3.2 Evaluation de Pactivité antibactérienne de Dextrait hydro-éthanolique de lavandula
dentata par la méthode d’aromatogramme

La méthode d’aromatogramme a été utilisée pour évaluer le pouvoir antibactérien de I’extrait
hydro-éthanolique de lavandula dentata.
Concernant 1’extrait hydro-éthanolique pure de lavandula dentata, les zones d’inhibition sont
observées chez toutes les souches bactériennes testées qui indiquent que 1’extrait hydro-

éthanolique de lavandula dentata a une activité importante antibactérienne

Concernant, les bactéries a Gram positif S. aureus et B, subtilis les zones d’inhibitions sont
supérieures a 20 mm. Et pour les Gram négatif 1’extrait a montré un effet remarquable sur les
bactéries E.coli, Klebseilla.pneumoinae, avec un diamétre d’inhibition varie entre 15 et 19 mm .

De ce fait, les bactéries a Gram + sont extrémement sensibles, a I’extrait par rapport aux
bactéries a Gram —qui sont trés sensibles Donc les résultats obtenus montrent que 1’extrait hydro-
éthanolique de lavandula dentata. Est plus actif sur les bactéries a Gram positifs qu’a Gram

negatifs.

Les résultats concorde avec ceux de (Djendi et al., 2023) qui montré que I’extrait hydro-
éthanolique de lavandula dentata, Il présente une activité extrémement efficace sur les bactéries
Gram + et au moins modérée sur les Gram —.

Il a été freqguemment rapporté que les bactéries a Gram (+) sont plus sensibles aux extraits de

lavandula dentata que les Bactéries a Gram (-). (Zined Djemmani ,2021 ; Bouazid 2020).

3.3 Etude quantitative de I’extrait Hydro-éthanolique de lavandula dentata aux différentes :
L’activité antibactérienne de 1’extrait éthanolique de lavandula dentata avec les souches

bactériennes testées, est mentionné dans le tableau 09
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Tableau 9 : Effet antibactérien de I’extrait Hydro-éthanolique de lavandula dentata sur les souches bactériennes testees.

Résultat et Discussion

Les déférentes dilutions

Souches Extrait pure 10mg/ml 5mg/mi 2.5mg/ml 1.25mg/ml 0.625mg/ml DMSO
bactériennes

G- E. coli 12 +0,34 11,05+0,33 9,54+0,30 9,54+ 0,39 7.52+0.20 | - | 7,82+0,28 0
K. pneumoniae 11,525+0,33 10,79+0.32 9,77+0,31 9,77+0,31 7,4+0.20 |- | 7,12+0,28 0

G+ | S.aureus 12,55+ 0.34 11,9610,34 11,56+0,34 10,38+0.32 9.80+£0.4 | + | 8,40+0,29 0
B.subtilis 12,485+0,35 11,1340,34 10,26£0,32 9,48 + 0,30 9,20+0,30 | + | 8,10%0,28 0

(+) : Sensible, (++) : Trés sensible, (+++) : Extrémement sensible, (-) : Résistance
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A la lecture des résultats obtenus dans le tableau09, nous avons marqué une variabilité des
diameétres des zones d’inhibition exprimés par 1’extrait hydro-éthanolique de lavandula dentata
vis-a-vis des souches bactériennes testées. Ce qui indique que I’extrait hydro-éthanolique de
lavandula dentata est doué de propriétés antibactérienne plus ou moins importantes vis-a-vis les
bactéries Gram + et a Gram —

Concernant I’extrait hydro -éthanolique pure de Lavandula dentata, les diamétres des zones
d’inhibition pour S. aureus avec un diametre 12.55+0.34 suivis par B.subtilis avec un diametre
12.48+0.35 ,et pour E.coli avec un diameétre 12+0.34 et enfin pour K.pneumoniae avec un diametre
11.52+0.32

Pour 10 mg/ de I’extrait hydro-éthanolique Lavandula dentata a montré une zone d’inhibition pour
S. aureus et B.subtilis avec un diametre d’inhibition respectivement 11.96+0.34 ,11.13+0.34 suivis
pour E.coli avec un diamétre 11.05+0.33 et enfin K.pneumoniae 10.79+0.32

Pour 5mg /ml et 2.5 mg /ml de I’extrait hydro-éthanolique de Lavandula dentata les valeurs trés
proches des diamétres des zones d’inhibition varient entre 11.56+0.34 ,10.38+0.32 pour S. aureus
et pour B.subtilis varient entre 10.26+0.32,9.48+0.30

Pour la concentration 1.25mg /ml et 0.62 mg /ml les valeurs des diamétres des zones d’inhibition
pour S. aureus, sont tres proches varient entre 9.80 +£0.40 ,8.40 +0.29 et pour B, subtilis 9.20 £0.30
,8.1020.28 et pour E.coli avec un diamétre d’inhibition respectivement 7.52+0.20 ,7.82+0.28 et

pour K.pneumoniae varient entre 7.40+0.20 ,7.12+0.28
3.4 Détermination de la CMI et la CMB de I’extrait hydro-éthanolique de lavandula dentata :

Apres 24 heures d’incubation la microplague nous avons remarqué 1’apparition d’un aspect clair

dans certains puits, dans certain cas ont observeé un trouble indiquant une croissance bactérienne.
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CMI

CMI

Figure 17 : Distribution de la microplaque pour les quatre souches testées
A : S.aureus B : Bacillus subtilis C : K.pneumoianae D : E.coli

E : Contrdle positif (I’inoculum +Bouillon) F : Controle Négatif (Extrait + Bouillon)

TableaulO : Détermination de la CMI pour les quatre souches bactériennes testées

Laplante Lessouches 50 25 125 6.25 3.12 156 0.78 0.39 0.195 0.097 TN TP

S. aureus - - - - + + + + + + - +
Lavandula CMI
dentata B. subtilus - |- - - + + + + + + - +
CMI
K.pneumoniae - - + + + + + + + + - +
CMI
E. coli - - + + + + + + + + - +
CMI
TN : Témoin positif - . inhibition
TP: Témoin négatif + : croissance

Concernant les bactéries a Gram + (S. aureus et B.subtilis) testées, la CMI déterminé est égale
6.25 mg /ml. Nos résultats sont supérieurs a ceux trouvés par (Sheila et al., 2012) qui a montré

une CMI égale a 1.25 mg /ml

35



Chapitre 11 Résultat et Discussion

Alors que, E.coli et K.pneumoniae la CMI est égale a 25 mg /ml par (Bachiri et al .,2016 ) est

inférieur a nos résultats .

3.5 Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

Sur la base de ces résultats, nous pouvons définir le caractére de I’extrait hydro-éthanolique
de lavandula dentata a partir du rapport CMB/CMI

Selon Sanogo et al., (2016) Le rapport CMB/CMI a permis de préciser la modalité d’action
de la substance, I’extrait est bactéricide quand sa CMB est égale a sa CMI ou si le rapport
CMB/CMI est inférieur ou égal a 4. 1l est dit bactériostatique quand sa CMB est supérieure a sa
CMl ou si le rapport CMB/CMI est plus élevé que 4. Lorsque ce rapport est égal a 32, la souche
est dite tolérante.

Tableau 11 : Valeurs des CMI et CMB et rapport caractéristique de I’extrait hydro-éthanolique

de lavandula dentata

Les souches | CMI CMB Rapport Pouvoir

bactériennes mg/ml mg/ml CMB/CMI antibactérien
S. aureus 6.25 6.25 1 Bactéricide
B. subtilis 6.26 6.25 1 Bactéricide
K. pneumoniae | 25 25 1 Bactéricide
E. Coli 25 25 1 Bactéricide

Les résultats montrent que I’extrait éthanolique du Lavandula dentata a exercé un effet
bactéricide (rapport CMB /CMI=1) vis-a-vis de toutes les souches bactériennes testées. Nos
résultats s’accordent avec (Bachiri et al.,2016). Par contre (Chahboun et al.,2015 ; Dinedane et
al.,2019) a marque un effet bactériostatique du méme extrait en vers les mémes souches

bactériennes testées.
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Conclusion :

Le présent travail, a porté sur 1’étude de 1’extrait hydro-éthanolique des Feuilles et des fleurs
de Lavandula dentata L. Ainsi, nous avons contribué, a la valorisation de cette plante, en établissant
une relation entre sa composition chimique et ses activités Biologiques.

Notre espéce Lavandula dentata, posséde riche en métabolites secondaires, ce qui permet
d’exploiter leurs propriétés antimicrobiennes.

L’analyse phytochimique a révélé la présence de flavonoides, de tanins catéchiques et de
stéroides, ainsi que 1’absence d’alcaloides tels que les saponines, les quinones et les terpénes, dans

les feuilles et les fleurs de la plante

Le rendement de I’extraction éthanolique de la poudre végétale provenant des feuilles et des
fleurs de Lavandula dentata s’est élevé a 38,57 %.

En outre, I’analyse du pouvoir bactérienne de la plante montre que les souches bactériennes
Gram+ testées sont plus sensibles que les bactéries Gram-.

L’ensemble des résultats obtenus au cours de notre étude, indique que I’EE de Lavandula
dentata exercé un grand pouvoir antibactérien vis-a-vis les bactéries a Gram+ (S. aureus,
B.subtilis) avec une zone d’inhibition pour les diameétres de 12.55+0.35 a 12.48+0.34 mm

Tandis que la sensibilité des bactéries a Gram — (E. coli, K.pneumoianae), plus importantes

a I’extrait éthanolique avec des valeurs des zones d’inhibition allant de 12+0.34+ 11.52+0.33

La méthode de la microplaque a permis de déterminer les CMI. En effet les valeurs de CMI
et CMB sont identique pour les 2 souches bactériennes S. aureus, B.subtilis est sont égale a 6.25mg
/ml. Les résultats de CMI et CMB de K.pneumoniae, E .coli , qui sont identiques pour les 2 souches
testés et sont égal 25mg/ml.

En perspectives, il serait intéressant d’¢largir le champ d’application de cet extrait sur Une
large gamme de bactéries aussi bien a Gram+ que a Gram —, ainsi que sur des souches Fongiques
pour évaluer le pouvoir antifongique de cet extrait.

Egalement, en appliquant soit la CPG ou I’HPLC pour déterminer la nature et la

concentration des métabolites secondaires de lavandula dentata
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Annexe 01 : Matériel de laboratoire et les appareille et produit utilisées

Tableau 01 : matérielle de laboratoire et les appareille et produit utiliser

Les verreries Materiels
Tubes a essali Spatule
Flacons en verre Micropipette (5ul -50pul)
Erlenmeyer Bande gaz
Becher Ecouvillons Stériles
Pipettes graduées Pince
Entonnoir Embouts jaune
Pipettes pasteur Papier filtre

Eprouvettes graduées de 100 ml
Boite de pétri
Lames et lamelles

Papier aluminium
Papier absorbant
Portoir

Pied a coulisse

Anse de platine
Tube eppendoref
Bac bunsen

Disques de papier whatman de 6.5
mm de diamétre
Fond noir

Portoir

Barreaux magnétique

Les Appareillages

Les Produits et Réactifs

Microscope optique
Agitateur magnétique
Plaque a chauffante
Vortex
Balance électronique
Appareil Rota vapeur
La hotte aspirante
Etuve
Autoclave
Spectrophotométrie
Bain de sable

Lugol

Alcool

Fushine

Violet de gentiane

Ethanol

Acide sulfurique (H2SO4)
Diméthyle sulfoxide (DMSO)
Ether de pétrole

Acide chlorhydrique (HCL)
Hydroxyde de sodium (NAOH)
Pipettes en verre

Acide Aceétique

Trichlorure de Fer (Fecl3)
Acide Trichloracétique
Reéactif de Mayer

Reéactif de Wagner

Copeaux de magnésium
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Annexe 2 : Composition des réactifs utilisés pour le Screening phytochimique de

l. Préparation de la solution d’hydroxyde de sodium Noah /10
Dissoudre 0.2g de NAOH dans 50 ml d’eau distillée

1. Réactif de Mayer

ChIOrure Mercure .........oooveuiiiiiiiiie e e e 0.1369
Todure de potassiUML.......oovuuiitie i ieeeaaans 0.5¢g
Eau distillée........ooieiiii i 10ml

2. Réactif de Wagner

Todure de potassiumL........ooeiieiiiie it eieeeeeeaees 0.29
04 0.127¢g
Eau distillée. ......ovieit i e 10ml
1. Préparation Solution de Chlorure feurique Fecl3 a 10%

Dissoudre 0.1g Chlorure ferrique dans 10 ml d’eau distillée

Annexe 03 : technique de Coloration de Gram
l. Objectif :
Permet de colorer les bactéries et de les distinguer par leur aptitude a fixer le violet de

gentiane (Gram +) ou la fuchsine (Gram -)

1. Technique :

1. Faire un frottis :

- Nettoyer une lame a I'alcool.

- Déposer une goutte d'eau physiologique Stérile sur la lame.

-Toucher une colonie & l'aide d'une stérile pour prélever des bactéries. Puis Etaler 1a 2cm

par un mouvement circulaire du centre de la lame

-. Laisser sécher a l'air.

2. Fixation :

- Passer 3 fois la lame dans la petite flamme (veilleuse) du bec Bunsen pour fixer

I'échantillon a la chaleur.
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Figure 01 : Préparation de frottis (Photo personnelle, 2024)

3. Réalisation de la coloration :

3.1. Coloration au violet de gentiane :
-Déposer quelques gouttes de violet sur le frottis , fixé
- laisser 1 minute

- rince a I’eau déminéralisée

Figure 02 : coloration avec violet de gentiane ( photos personnelles,2024)
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3.1.1. Mordangage de lugol :
-Déposer de quelque gouttes de lugol sur le frottis. Fixé
- Laisser agir 1 minute

- rince a I’eau déminéralisée

Figure 03: coloration avec le lugol ( Photo personnelles,2024)
3.1.2. Décoloration rapide avec alcool a 95°
Verser goutte a 1’alcool sur la lame et lasser la décoloration 15 secondes. Laver doucement
a I’eau minéralisée
3.1.3. Recoloration ala Fushine
-Déposer quelques gouttes de Fuchsine sur le frottis, fixé
- laisser 1 minute

-rince a ’eau

Figure 04 : recoloration avec la Fushine (Photo personnelles,2024)
-sécher délicatement entre deux feuilles de papier filtre fin
4. Mise on point :
-Repérer les bactéries a I’ objectif x40.

-Déposer une goutte d’huile & immersion sur le frottis
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-Faire la mise au point en forte luminosité (condensateur levé et diaphragme ouvert) objectif
x100.

-Se placer dans un endroit ou la répartition des bactéries est homogeéne et la coloration nette
éliminer les lames dans le bocal déchets non infectieux

5. Observations :

-On peut noter la morphologie des bactéries et la coloration de celles-ci : les bactéries
violettes sont dites Gram positives, celles qui sont roses sont dites Gram négatives. On peut

également noter I'nomogénéité de coloration de la bactérie.

Annexe 04:
I. Préparation de milieu de culture Solide
1.1-Gélose nutritive (GN)

Composition

Extraitde viande ..., 1,0g/L
Extraitde levure ....... ..o 2,50/L
PEPIONE ..t 5,0¢9/L
Chlorure de sodium ... ... 5g/
AQAr -AGAT ..o 15¢/1
Lleau distillée .......ovinniii e 1/L

Préparation :
-Une fois tous les ingrédients dissous dans 1’eau distillée, modifier le pH a 7,4 et procéder a

une stérilisation a I’autoclave pendant 20 minutes a une température de 120°C.

Figure 05: préparation de Gélose nutritive (Photo personnelles,2024)
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3.2.- milieux Mueller Hinton (MH)

Composition :

Hydrolysat acide de caséine (peptone) ............. 175¢

Infusion de viande debceuf .............ccoooiiiiiii 49
AMIdon de MalS ..ot 1,5¢
Al 12 g

D‘@@; e
<>
Mueijey Baint?”

r Hin

Figure 06 : Muller Hinton MH (Photo personnelle ,2024)

2. Milieux liquide
2.1. Bouillon nutritif (BN )

Composition :

Peptone .........ccoviiiiiiiiiiii 10g
Chlorure de Soduim .................5¢g
Extrait de beeuf..................... 5a10g
Eau distillée........................ 1000ml
Préparation :

Une fois tous les ingrédients dissous dans 1’eau distillée, modifier le pH a 7,4 et procéder a

une stérilisation a 1’autoclave pendant 20 minutes a une température de 120°C.
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Figure 07 :: preparation de milieux Bouillon Nutritif (Photo personnelle ;2024)

2.2.Bouillon Muller-Hinton :

Composition

Hydrolysat acide de CaSBi..........ccuviviiecviieiiieiies et 175¢

INTUSION A€ VIANTE ...ttt ete e sre e enraens 2,049
AN 2T [ 15¢9
Préparation

= Mettre en solution 10,509 de milieu déshydraté dans 500 ml d’cau distillée

= Agiter lentement, jusqu’a dissolution compléte.
= Répartir en tubes ou en flacons.

= Stériliser a ’autoclave a 121 °C pendant 15 minutes.

= Refroidir a température ambiante.
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Figure 07 : Préparation des BMH (photo Personnelle.,2024)

3.L’eau physiologie

Chlorure de sodium (NaCl) ............... 9¢g

L’eau distillée ..., 1000ml

Préparation :

Dilué 9g de NaCl dans 1000ml d’eau distillée, Agiter jusqu'a dissous. Stérilisée en autoclave

a température 121C° pendant 20 minutes

Figure 08: préparation d’eau physiologie (photo personnelle, 2024)

Annexe 05 : préparation de MC Farland

En microbiologie, les normes McFarland sont utilisées comme référence pour ajuster la
turbidité des suspensions bactériennes pour que le nombre de bactéries se situe dans une gamme
de concentrations donnée afin de normaliser les tests microbiens

Composition :

Un étalon standard 0,5 McFarland est préparé en mélangeant 0,05 ml de chlorure de baryum
a 1% (BaCl12) ml avec 9,95 ml d'acide sulfurique a 1% (H2SO4).

FigureQ9 : Protocole de mac Ferland (Photo personnelle ,2024)
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Annexe 06 : Revivification et repiquages des souches bactériennes :

1. Revivification des souches microbiennes :

* Repiquer a I’aide d’une anse de platine des colonies différentes dans des tubes
De bouillon nutritifs

* Flamber I’anse apres chaque repiquage

* Incuber a 37 °C pendant 24 a 48h

* Observer les différents aspects de pousse en milieu liquide

4. Repiquage sur les milieux sélectifs :

Prélever a I’aide de I’anse de platine une fraction de I’inoculum

* Ensemencer par stries fines et trés serrées le premier demi- cercle
* Flamber I’anse de platine, laisser refroidir

* Ensemencer le deuxiéme demi- cercle

* Flamber 1’anse de platine

* Ensemencer le troisiéme demi-cercle
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Figure 10 : Repiquage des souches (photos personnelles,2024)

Annexe 07 : Mesure les diameétres des Zones d’inhibitions

Figure 11 : pied a coulisse pour mesurer le diamétre des zones inhibition (Photo personnelle.,
2024)

Annexe 08 : Evaluation de Dactivité antibactérienne de I’extrait hydro-éthanolique de

lavandula dentata par méthode d’aromatogramme
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Staphylococcus aureus Bacillus subtulus

Escherichia coli Klebsiella pneumoniae

Annexe 9:
Les résultats d’activité antibactérienne de différentes dilutions de I’extrait éthanoiques de

lavandula dentata
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Klebseilla pneumoniae

Grams Souche bactérienne Résultats
d’aromatogrammes
Gram +
Staphylococcus aureus
Bacillus subtilus ‘
Escherichia coli .
Gram -
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Annexe 10 :

Diagramme L’effet antibactérien de L’E.H de Lavandula dentata sur les souches

Bactériennes testées

L'effet antibactérien de L'E.H de lavandula
dentata sur les souches bactériennes testées

4.00
3.50

3.00
2.50
2.00
1.50
1.00
0.50
0.00

EXT PUR 10mg/ml 5mg/ml 2.5mg/ml 1.25mg/ml  0.625ml/mg

B Escherichia coli ® Klebsiella pneumoniae M Staphylococcus aureus ™ Bacillus subtilis

Annexe 11 :

Détermination de la concentration minimale bactéricide CMB de ’EH de

lavandula dentata
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