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Plantes Médicinales et Aromaticgjgoromulguée par le Dahir n?15-04 du 29 rabii

Il 1436 (19 février 2015), a été publiée au Bulletin Od#fidN° 6338 le 26 Février

2015.



RESUME



La présente étude porté sur une plantde lafamille des Lamiaceaargement
utilisée enmédecine traditionnelldavandula stoechas.LCette étude a pour
objectif I'étude de l'effetiu solvant d'extraction sur le rendement de la plante en
polyphénols( parle réactif de FolirCiocaltey et en flavonoidegpar la méthode

de chl or ur 6Cd). l2étuderaiégaliernent visé la mise en évidence et
I'évaluation de l'activité antioxydante de la plante et ce a l'aide de deux tests

différents : le test au DPPH et celui de la capacité antioxydante totale (CAT).

Les résultats ont montté richesse de I'extraiaqueuxen polyphénols totaletla
richessel'extrait méthanoliquenflavonoidequi ont été évalués, avec des teneur
respectivementde ( 95,313 + 0,188 mgEAG/gM33t(53,4+3,54 mgEQ/gMS).

Concernant’lact i vi t ée, latedt auoDPPH a revéléine activité de
piégeage du DPPH importarda niveau déextrait méthanolige; et le teste de la
capacité antioxydante totale (CAT) a montré que l'extrait aqueux a un pouvoir
antioxydant le plus élev@6,858+4,025ng EAA/g MS).

Cette activité antioxydante pourrait étre attribuée a la présence au niveau de la

plante de composeés bioactifs en particulier les polyphénols.

Mots-Clés :Lavandula steochagolyphénols, flavonoides, DPPH, CAT.



INTRODUCTION
GENERAL



L’utilisation des plantes médicinales
pratique antique (Majinda el., 2001), du fait de leurs abondances dans la nature
et de leurs propriétés aromatiques présentent des soureatigiiats tres riches en
molécules bioactives. Ces plantes possédent un atout considérable grace a la
découverte progressive des applications de leurs huiles essentielles. Aujourd'hui,
la science confirme les différentes vertus des plantes aromatiquetkeatsihuiles
essentielles dont les domaines d'application sont trés variés qui possedent de

nombreuses propriétés pharmacologiques telle que la propriété antioxydante qui a

attiré | '"attention de nombreux | aboratoi
reherche d’ antioxydants naturels wutilisés
additifs (Kezzouna, 2015) pour retarder |

En outre, le Maroc est un pays riche en plantes médicinales et aromatiques
parmi ces planted,avandulastoechasL. ou lavande papillon (Benabdelkader,
2012) , se présente sous forme d’un arbri
coul eur violet. C' est une plante | argemer
nord du pays. Elle est connue par sa richessehuiles essentielles et par sa
propri été bi ol ogi que. De nombr euxX cher
médicinales pour leur richesse en antioxydants naturels et qui possedent des

activités antimicrobiennes.

La présente étude porte sur, I'évaloatde la teneur en polyphénols et en
flavonoides des extraits aqueux, éthanolique et méthanoligueadendula
steochasAinsi que la mise en évidence et la quantificatiorvitrod e | " act i vi t ¢
antioxydante des différents extraits de la plante étudiégpanadeux meéthodes

différentes:
*La méthode au DPPH

*La méthode de la capacité antioxydante totale (CAT).
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BIBLIOGRAPHIQUE



. PLANTE SAROMATIQUE SMEDICINALE S

1. Généralités
Au Maroc, les écosystemes naturels renferment 4200 especes veégétales
vasculaires. Parmi cellesi 382, soit 9% de | ensembl e
exploitées en tant que plantes a intéréts medicinal et aromatique et sont appelées
plantes aromatiques médicinalesLa valorisation des PAM constitue une bonne
alternative, et ellepeut se faire sous forme de plante séahe des huiles
essentielleswextraits
Les plantes aromatique et médicinales (PAM) constituent aujourd’hui une
alternative tres impdtante pour la création de la richesse et de la valeur ajoutée
pour tout pays, mais également une opportunité qu'il faudrait saisir par le Maroc
qui se situe a proximité d'un grand marché consommateur, qu'est I'Europe

2. Domaine d'applications des Plantegromatiques et Médicinales:

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a
profit dans | industrie : en alimentation
U En alimentaire: Différentes espéces médicinales sont utilisées comme épices
pour aromatiser et augmenter la durée de vie des aliments. En effet, ces espéces
contiennent des huiles essentielles dotées d'activités antimicrobiennes
intéressantes et peuvent servir d'ageatsahservation alimentaires (Mohammadi,
2006).
U En cosmétologie:Les plantes aromatiques sont utilisées dans la formulation
des produits de beauté. Les huiles essentielles de la lavaagendula
officinalis) sont utilisées dans les préparations pour baathsiants ou relaxants
(Bruneton, 1993).
U En médecine:Certaines plantes sont utilisées pour le traitement des troubles
nerveux et des troubles liés au stress tellesAqgélica archangélicat Valérian
aofficialis Messkgue, 1975 ; Iserin, 1997 ; Legrah€94).

II.  Généralités sur la plante étudiégl avandula steochas

1. Historigue:
Lavandula Stoechasst communément appelée Lavande Francaise , Lavande

Italienne , Lavande Espagnole , Lavande des Stoechades , Lavande maritime ,
Lavande papillon ou Lavan@goupet Elle a été historiquement la premiére
lavande a étre formellement décrite et elle est aussi la lavande dont le territoire

géographique est le plus vaste. Elle est répandue dans tout le bassin méditerranéen



(Europe méri di on alleeMoyen Orignf)C'i egute W Nougd et

arbrisseau qui préfere les endroitsarillés et les sols riches

Figurel : Lavandula stoechals
2. Systématigue:

D’ apres Quezel et Santa (1963), |l a syst éme
suivante:

Embranchement Spermaphytes

Sousembranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones

Sousclasse Dialypétales

Ordre Lamiales (Labiales)

Famille Lamiaceae

Genre Lavandula

Espece Lavandula stoechds

3. Description Botanigue:

Lavandula Stoechase présente sous la forme d'un arbrisseau ou d'un buisson treés
aromatique et tres ramifié pouvant atteindre un metre dedrvales feuilles

opposées de-2 cm de long sont sessiles , tomenteuses , oblongues, lancéolées,
linéaires, étroites et recourbérs les ords et sont souvent grises.sLe

inflorescence de coupe carrée s@dssilescompactest surmontées d'une

couronne de bractées florales violettes, €largies, stériles, obovales ou spatulées de
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1 a 2 cm de longueur. Les bractées fertiles sogeétaent ovales, membraneuses ,
veinées et plus courtes que le calicechkce est sessile ,@ treize nervures avec
des lobes moyenmodifiés en un appendice. Laralle est de couleur violet
foncée ou mauve , les stigmates sont capités. Lds foi sans intérét
économique;ls permettentcependanta production de graines , le fruit est un
akene ppelé «nucule».

4. Composition Chimigue:
|l es principaux constituants <chimiques po

dans le genreavandula stoechasont:
1 Monoterpenes: pinéne, 3pinéne, 3ocimene, camphre, limonene- p
cymene, sabinene, terpinene.
1 Monoterpenes alcoolsterpinéol, bornéol, lavandulol, linalol;qgymen8-
ol, Transpivocarvéol
Monoterpénes aldéhydesaldéhyde de cumin.
Monoterpénes éthersil,8-cinéole

Monoterpénes estersacétate de linalyl, acétate de terpényl

= =4 4

Monoterpénes cétones: carvone, coumarine, cryptone, fenchone,
méthylhéptenone, noctanone, nopinonregthylacétophénone

1 Benzénoides:eugénol, coumarine, caml, acide hydroxycinnamique,

aciderosmarinique, thymol

1 Sesquiterpenescaryophylléne, oxyde de caryophylléneplzotosantanol,

asantalal,aorsantalénone.

T Quel ques traces d’' autres composés tels
Au niveau de cette espédescomposants majoritaires des huiles essentielles de la
Lavandula Stoechas sont
| “pad nene, | e fenchone, | e camphre et
constituants sont le béta pinene, le limonene, le béta santalene, le bornéol, le
camphre, la caryophyhe, la coumarine, le géraniol, le limonene, le linalol, le
lutéoline,le 1,&c i néol e, | "acide rosmarinique, | e
ursolique.

5. Usage de la plante:
Lavandula stoechagst parmi les plantes médicinales les plus utilisées. Des

preuves documentées de l'utilisation des lavandes comme agent thérapeutique

remontent jusqu'aux anciens Romains , Greédsrabes Elle est aussi une plante

5



mellifere qui génere des miels de couleurs et odeurs @wopkes fleurs de
lavande fine constituérdes sources majeures wectar pour les abeilleglle est
également vendue comme plante ornementale pour les jardins populaires. Enfin , il
été mentionné qu'ellest aussi utile dans l'agricultureédiogique comme bio
insecticide Elle constituaine cilture de choix dans les terres arides.

Les fleurs de lavande , séchées , sont trés résistantes et conservent leurs aromes
trés longtemps, les anceeatilisent la lavande dans I'eau du bain pour son parfum

et ses propriétés antiseptiques et calmantes.

. COMPOSES PHENOLIQUES :

1. Polyphénols:
Les polyphénols constituent une famille de molécules trés largement répandues

dans | e régne veégétal. On |l es trouve dans
fruits. Les Polyphénols sont des métabolites secondaireg,icé si gni fi e qu

n"exercent pas de fonctions directes au
|l " organi sme végeéetal, comme | a croissance
dans les vacuoles des tissus, participent aux réactions de défense fageeatsliff

stress biotiques ou abiotiques (pathogeén
(composés phénoliques) est utilisée pour toutes substances chimiques possédant

dans sa structure un noyau aromatique, portant un ou plusieursemeEnis

hydroxyles

Plusieus travaux sur la plantégvandula stoechads mont r ent gue L' ex
lavande a manifesté une forte teneur en composés phénoliques (132,3 mg eq AG/

g d’extrait sec), suivi par | "extrait de
g d’ exct)r aett Is'eextrai't de L. dent at a (1

(Imelouane eal. 2009).

HO

OH

Figure 2: Structure de Polyphénols
2. Flavonoides:
Les flavonoides sont des constituants caractéristiques du régne veégétal

chl orophyl i en, alls soht eexponsgbleside la coldratisn dasl g u e s .

fleurs, des fruits et paois des feuillesLes flavonoides sont des dérivés du noyau
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flavone ou 2phenyl chromone portant des fonctions phénols libres, éthers ou

glycosides. Le noyau flavone est lui 7 méme uivéétu noyau flavane de base.

Flavonoids

Figure 3: Structure de Flavonoides

3. Tanins Condensés:

Les tanins sont des composés phénoliques complexes, hydrosolubles ayant un

poids moléculaire copris entre 500et 3000Da. Tous les organes végétaux peuvent

en r e n féeorcederbois( les’ feuilles, les fruits, les racines, les grains). lls
représentent un groupe hétérogene assez difficile a définir de fagon rigoureuse et
concise car il n"y a pas de structure chi
sonteneffetvaré es et rassembl ées en familles en
Leur structure chimique leur confére une capacité trés développée de se fixer sur

des molécules telles que les alcaloides, la gélatine, les polysaccharides, et
essentiellemdn les protéines Les tanins sont synthétisés a partir de la

phénylalanine par lavoie ditetle’ aci de .shi ki mi que

Figure 4: Structure detanninscondensés
IV. QUELQUE METHODES D'EXTRACTION

1. Extraction par hydrodistillation

L'hydro-distillation consiste a immerger faatiere végétale directement dans un
réacteur rempli d'eau placé sur une source de chaleur.
L'ensemble est ensuite porté a ébullition sous une pression atmosphérique. la

chaleur permet I'éclatement et la libération des molécules odorantes contenues



dans és cellules végétales. Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur
d'eau un mélange azéotropique.

Ce mélange constitué d'eau et d'HE est ensuite refroidi et condensé dans un
essencier ou vase florentin . Une fois condensé , eau et moléoutestiques, du

fait de leurs différences de densité , se séparent en une phase aqueuse et une phase
organique contenant I'HE. La distilation peut s'effectuer avec ou sans cohobage
(recyclage de l'eau de distillation a l'aide d'un siphon) des eaux ajoasati

obtenues |I® de |la décantation

Figure 5. Schéma d'extraction par hydrodistillation

2. Extraction par CO2 supercritique

Les fluides supercritique ont été considérés comme un moyen alternatif pour
I'extraction des HEs. Le dioxyde de carbone {Cé»tle fluide supercritique le

plus couramment utilisé du fait de ses conditions critiques modérées. Dans des
conditions de haute pression et a température supérieur a 31C ; k&= @Ouve

dans un état dit "supercritique", intermédiaire entre le gaz ejualé . Dans cet

état , le CQ présente la particularité d'extraire les molécules aromatiques a partir
de la matiere premiere.

L'avantage de cette méthode est la possibilité d'éliminer et de recycler le solvant
par simple compression détente . Son prinapesiste a changer la matiere
végeétale dans l'extracteur , puis leZG@roduit sous pression est réfrigére.

La pression y étant réduite , le €@prend sa forme gazeuse pour étre conduit
vers un séparateur ou, il sera séparé en extrait et en solyaes. @&aporation du
solvant , I'extrait est décanté pour obtenir I'absolue. Le dioxyde de carbone ,quant

a lui , récupéré dans un condensateur et recyclé pour de nouvelles opérations.



Extraction par CO, supercritique

Figure 6: Schéma d'extraction p@O2fluide supercritique

3. Extraction par macération

La macératiorest un procédé qui consiste a laisser séjourner une plante dans un

solvant a froid pour eaxtraireles composés solubles (arémes, principes ati#s).

|l iqui de de macérati on p evindigreéDansde casela | eau,
|l a macération a |’ eau, | es plantes doiven
pendant quelques heures (1d@leures) Les macérations a | ' ea

dépasser une douzaine heur etaiongudiquide i sque d
Pl antes médicinales 10 Pour | "alcool, | e

prolonger plusieurs jours sans @myvénients

papier-filtre
y T
antonnoir —— T

— e

— support
| «—erlenmeyer

\ bécher ——
s ,‘A
i
broyage macération filtration
dans l'alcool et recueil du filtrat

Figure 7: Schéma d'extraction par macération

4. Extraction par sonication

L'extraction assistée papnication est une technologie émergente qui a été mise
au point dans le but d'améliorer I'efficacité et le rendement d'extraction , et de
réduire le temps et la consommation d'énergie durant |'extra&@mm.principe

consistea immerger la matiére végéeadans I'eau ou dans le solvant, et en méme



temps elle est soumise a l'action des ultrasons. Pendant la sonication, les ondes
sonores(20kHz a 10 MHz) utilisées induisent des vibration mécaniques agissant
comme un piston dans la surface du milieu, et dapcession. L'implosion des
bulles de cavitation générées donne lieu a des fetsgour détruire les glandes
sécrétrices des HEs. afin de faciliter le transfert de masse et la libération de I'HE.
Cet effet de cavitation est fortement dépendant des paesTde fonctionnement
(fréquence ultrasonique , intensité, température et temps de traitement, etc...) qui
sont importants pour un fonctionnement effectif des sédacteurs.

En plus de I'amélioration du rendement, I'extraction assistée par ultrasoms fou

des HEs de tres haute qualité avec moins de dégradation thermique. L'extraction
par sonication peut étre couplée ou associée avec d'autre techniques d'extraction
telle que I'énergie des micandes, l'extraction par fluide supercritique , ou par

des nethodes classiques telle que I'extraction au soxhtet.

Figure 8: Schéma d'extraction par sonication
V. ACTIVIYE ANTIOXYDANTE:

1. Définition:

L activitécansioekgdaennt | i nhibition de r
production de radicaux libres et limitginsi leur action. Ceci a travers le piégeage

direct desespecs r éacti ves dle suppressiop dedanfermatioB R O) .

des ERO par Il i nhibition de guel ques er
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métalliques, impliqgués dans leur production. Cette prt#pisé retrouve souvent
dansles familles polyphénoliques

2. Détermination de l'activité antiradicalaire par le DPPH :

Le radical organique relativement stablee 1,2Diphényl2-picrylhydrazyl

(DPPH). est employé couramment dans la détermination devitaécintioxydante

des composés simples comme les différents extraitsagepl (Katalinic et al.,

2006). Le DPPHe s t centré par | " azote qui porte
coul eur violette foncée. En présence d’
l'intermédiaire de deux mécanismes différents : une abstraction directe de
I'hnydrogéne des groupes d'hydroxyles ou un processus de transfert d'électron, pour
former un produit final stable qui est le diphebypicrylhydrazine coloré en jaune

et qui donne uaabsorption forte & FInm.

Une réducti on de | > absorbance du DPPH
| "augment at ilamioxgbnt | a dose de

+ Antioxvdant-OH Py | + Antioxydant-0

W
=
X

O

DPPH iviolet) DPPHH {jaune)

Figure 9: Réaction de réduction de DPPH.
3. Test de la capacité antioxydante total§ CAT):

Le teste de la capacitdtioxydante totale est parmi les tests utilisés pour mesurer
I'activité antioxydante des plantd3ans ce test la réduction de molybdate présent

sous la forme d’ions MoO2+ en preésence
complexe vert de phosphate dans un milieu acide avec perte de son absarbance

695 nm.

ChezLavandula stoechasette activité témoigne da variabilité intraspécifique

selon les organes

11



1. TESTABTS
Dans | a méthode ABTS ( sedazin@bisd@mmoni um

éthylbenzothiazoline6-s ul f oni que) , | " activiteé ant
molécule est soustraite de sa capacité a inhiberadiécal ABTS*+.

L’ obtention du radical cation ABTS* + 1
une enzyme de peroxydation qui est la peroxydase met myoglobine(Miller

&Ri ce Evans, 1997) en preésence de H2O:

manganéseou le persulfate @& potassium (Moon &Shibamoto, 2009).

Cette formation se traduit par | * appa
i ntense. En présence d’un donneur d’ h
passage du radical ABTS*+ a |l a forme r
disparition de cette coloration mesuréera@ | ongueur d’ onde de

I "extrait €t h an davanqueaestoedhas un ftaexudel | es de
piégeage du radical ABTS dépassant les 99,20% a la concentration de

0, 9mg/ ml compar ée a urdelamémaplanteént hanol i
enregistrant une inhibition du radical ABTS atteignant les 95,05% a la

concentration de 1,03mg/ml. Et pour I'extrait méthanoliqueal@ndula

steochason enregi strant des taux d’inhibi
de | > or,dd®% d,e ®er 99, 03% et de 98, 72%
d’ ABTS avec des concentrations respec:
de fleur, 1, 63mg/ ml pour Iml j@ourt r ai t d
|l "extrait de tiges
'E:.'l KED CyH:,
MH,* \'Jﬂ z=z'a MHg™ ,:,\__ =
(48 5 H= | . [potassium persulfate) ©s5 SN = ’(;L s
O A SR GE
# kN
CoH CH:
ABTS ABRTSH: BILish-ﬁreen

Figure 10: Réaction de ABTS.
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MATERIELS
ET METHODES



. MATERIEL VEGETAL

La matiere végétale utilisée dans la présente étude est constituée de la partie
aeérienné tige, feuille, fleun) de la planteLavandula steoched.a récolte est
effectuée dans le jardin botanique de I'Agence NatiatedPlantes Médicinales
et Aromatiques (ANPMA) le 28 avril 2021, les échantillons prélevés ont été
séchés dans I'étuve pendant 3 jours a une température de IBGsUDtensuite
broyés anl babogeud’ él ectrique afin d’avoi
| ' e x t rdesccbmposés phénoliques et a la détermination de I'activité
antioxydante .

[I. EXTRACTION PAR SONICATION

a) Principe
| » apparedialn sutcieltitseé t echni que d’ extracti on

des ondes sonores qui, a leur tour, provoquent des vibrations mécaniques a

Il "intérieur de | a matiere végeéetale. Ceci
et par conséquent leur extraction.
b) Protocole

40 mg de poudre ont été mélangés avec 10 ml de sobgumi{x méthanol et

éthanol) L' extraction des polyphénols a été r
température ambiantgendant 30 minLe produit ainsi obtenu est centrifugé

pendant 10 mn afin de séparer la phase liquide de la phase sdlike extraits
obtenus(surnageantsynt été conservé a4 €t a | > abr jusqdae | a | u.
leur utilisation.

14



c) schéma

Les tubes sont agités
al'aide
d’un vortex

20mg (poudre)
: x

5ml (solvant)

4

S

centrifugeuse

\\

rEt «—i-rm
. 1B

sonicateur

on utilise centrif
solides est basée sur leur différence de densité

é. Les composants de plus grande densité se déposent au fond du tube
. iz
.

pour sép ion de mé liquides

Figure 11: Extraction pasonication

ANALYSES PHYSIOLOGIQUE

1. Teneur en eau

Le taux d’" humidité
subiel or s de | a dessi
végétaleL.” humi di t é des

ou | nae étard la pente de poids e au es

ccation, ou | a quant.

e eraptataet sles échantilloheede &r mi n é

mati eére veégétale fraiche da®mpson’1¥9,uve a u
Twidwell etal. 2002 ).
Le taux d’  humidité est exprimé en pourc
suivante

b YQ¢ ABR DO : “9,,6 e pTT

v O

PF : Poidsde la matiere fraichde I'échantillon de la plante en( g)
PS : Poisde la matiereseche de I'échantillon de la plante en (g)
2. Teneur en chlorophylle
L'extraction de la chlorophylle est faite suivant la méthod&lde Kiney (1941)
et Arnon (1949). 40 mg de feuilles d’ écha

sont mélangéavec 4 mide DMSQ Le mélange ainsi obtenu est chauffé dans une

15



étuve a 65 °C pendant 1h. La teneur en chlorophylle est ensuite déterminée a
ldi de d’un spectroméetre a deux | ongueur d°

On calcule la valeur de deux types de chlorophyllet & eselon la relation

suivante:
"Hi 'K HE h A h A
Rl R = o=
LD IR P =

IV. ANALYSES PHYTOCHIMIQUE
1. Dosage des polyphénols

a) Principe
Le principe du dosage repose sur la méthode utilisant le réactif de Folin

Ciocalteu. Ce réacttie coul eur jaune au départ est
d’ aci de phos paPWitOwn g setti qdé ac(iH e phosphon
(H3PMo012040) . L’ oxydati on des phénol s reduit
d’" oxydes bleus de tungsteéene oedur este mol yb
proportionnelle au taux de composés pheén
(Ghazi et Sahraoui, 2005).

b) Protocole

100 pL de chaque extrait sont mélangés avec 500 pL de R. Folin (dx10). Aprés

1h d’incubat j2omdeadNaCOs (204 sout ajoutés Lé tout est

porté a |’ incubation wune autre fois pen
pol yphénol s est mesur ée a |(Simletaheet d’ un s
Ross, 1965)

La concentration en composés phénoliques totaux est détermiséeéfarant a

la courbe d'étalonnage établie par l'acide galliqye= 0,002x + 0,25%achant

gue le coefficient de détermination &t= 0,959Annex8).

Les résultats sont exprimés en milligramme d'équivalent d'acide gallique (EAG)

par gramme de lmatiere seche (mg EAG/g MS)

La courbe d’' étalonnage est tracée en uti
gallique pour préparer une série de diluti@®, 60,100, 200 et 400 mgjL.

L’ absorbance de chaque solution est mesul

16



3. Dosage de$lavonoides

a) Principe
Cette méthode repose sur le principe du dosage direct par le chlorure

d” al umini um. En effet, |l es flavonoi des

(OH) libre en position 5 susceptible de donner en présence de chlorure

d’alumini umxenjaamptre par*lLatobratiart ati on

jaune produite est proportionnelle a la quantité de flavonoides présente dans

I " extr ai-Gayoh & Gdutheret E068).

b) Protocole

I1md  extrait et > (B%)3ontnété mélamgésN ApPKES® 5 min

d’ ob s, 0.8 mldetA&k ont été ajoutés au mélange qui est placé a nouveau

d a ns urité mebdant 6 min. Enfin, 2 ndie NaOH (1M) ont été ajoutés et le

volume a été compl été a 101l mhbaoebandee | 3

510 nm.(Zhishen etl., 1999) et (Kim eal., 2003).

L a concentration des Fl avonoi des est C

régression de | a:yga0bdigx +001l@&sachanoquenla g e

coefficient de détermination &% = 0,%7(Annex9).

Les résultats ont été exprimés en milligrammes d'équivalents de Quercétine

(EQ) par grammealmatiére sech@gng EQ/gMS).

La courbe d’' étalonnage a ¢été tracée en

Quercéting10,20, 40, 60, 100, 200 €00 mg/L) Une solution mére de 1 ge

guércdine a été préparée dans le méthanol. La solution ainsi obtenue est utilisée

pour préparer une série ddution.L’ absor bance de chaque sol

a 510 nm et | a cour beonstguént.al onnage a ét é
V. ANALYSES DE L'ACTIVITE ANTIOXYDANTE

1. Test deDPPH

Une série de dilution a été préparée a partie de la solution mere @igecha

extrait, puis 1 mlde DPPH a été ajoutée. Les mélanges ainsi obtenus sont

incubés pendant 30 min avant de mesurer leur absorbance a 517 nm.
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Figure 12 Réaction de réduction du DPPH
Le degré d’inhibition est dé¢@eitaoreral né a |
2002 ; Wang eal. 2002):

£ ¢ 8 *100

P QOO QO @ 5

Les résultats sont compggravec |[eBHT (4mg/ml) utilisé comme moléculde

référence.

La concentration inhibitrice I£%, correspond ala concentration de

| > échantill on testé nécessaire pour r éd.i
Cette valeur estalculée en se basant sur la courbe de régression en fonction des

% d’' i n (Bounaddouda,r2016).

2. Testde la capacité antioxydante totale CAT)

Une solution de phosphoolybdate a été préparée en mélang&antolybdate
d’ a mmo n(NHa)eMor{24-4H20) (40 mM), le phosphate de sodium
(NapPOMW (280 mM) etl acide sulfuriqugHFSOW (6M). 3 ml de la solution

obtenue ont été ajoutés a 100qi. e x L e ai but est pbdICYé a | ' é
pendant 90 min avant de mesurer | > absorb;
Les valeurs de la capacité antioxydante total est déterminée en se référant a la

courbe d'étalonnage établie par l'acide ascorbique (2mg/1mlyékekats ont

été exprimés en milligramme d'équivalent d'acide ascorbique (EAA) par gramme

de la matiére secheng EAA/gMS).

Danscetesk mg | ' acide ascorbique (une mol écul

dissous dans 1ml de I'eau distill@es solutions a [fférentes concentrations de

18



ce dernier(2, 1, 0.5, 0.25 et 0.12%y/l) ont été préparées puis portées a
|l " ébullition a 90 °C pendant 90 mi n.
chaqgue solution a 695 nm apres une période de refroidissement.

VI. Analyse statistigue

Tous les résultats ont soumis &uwmalyse statistique appropriéa utilisant le
logiciel IBM SPSS statistics. Le seuil de signification est fixé & 0,05.
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RESULTATS ET
DISCUTION



ANALYSE PHYSIOLOGIQUE
1. Teneur en eau
Les végétaux sont riches en eawous avons remarqué qles analyses de notre
échantillon ont révélé un taux d’humidité important corresaot(dfigure 13) a
environ71,67%, cela signifie que28,33% eg le taux dea matiere seche ant
servi réellemend la préparation des extraits.
Parallelement Bachiri efl.(2016) ont montré que le taux dhumidité de
Lavandula stoechadu Maroc représentgifus de la moitié du poids frais (64%).
Ainsi Mohammedi (2006) a trouvé un taux d'’humidité de l'ordre 52,5% de
Lavandula stoechafraiche récolté de la région d'Oum et Alou de Tlemcen

(Algérie).
Plusieurs facteurs pourraient influencer la teneur en ean matiere seche des
pl antes comme | a nature des fibres, .

conservation du végétal apres récolte (Badtial. 2016).

%ﬁ

Figure 13: Taux d'humidité et dmatiére seche deavandula stoechas.L

MS 28,33

2. Teneur en chlorophylle

La teneur en chlorophylle est un phénoméne trés complexe. Dans certains cas,
les conditions de lumiére auxquelles les feuilles sont soumises exercent une
grande influence, dans d'autres cas cette influence n'est pas constatées De p

l'origine ainsi que la hauteur des plantes semblent jouer un réle considérable.

D'aprés la figurel4 on considéere que notre plant@vandula stoechas un

teneur plus élevede chlorophyllea (0,00 0,0007g/l) quiest la principale

forme de chlorophylle pr ésent e chez | es organi smes
photosynthese, par contre on observe une valeur faible de chlorapl@l@05

+ 0,0007 g/l).
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Figure 14: Teneur en chlorophylle (g/l)
ANALYSE PHYTOCHIMIQUE

1. Dosage des Polyphénols

Les polyphénols en général, sont des composés extrémement actifs
biologiquement, ce sont des antioxydants par excellence, ils possedent également
plus d'une activité préventive et thérapeutique.

La détermination de la teneur en polyphénols totaux des difféestraits, a été

réalisée selon la méthode utilisant le réactif de FOlotalteu . Ce complexe

voit sa couleur passer du jaune au bl eu,
couleur a |l a Il ongueur d’'onde dene760 nm.
évaluation brute de tous | es composés p
spécifique aux polyphénols, mais beaucoup de composés peuvent réagir avec le

réactif, donnant un taux phénolique apparent élevé

Les teneurs en composés pbiégues totaux denotre extrait aqueux

méthanolique et éthanoliguont présentédansla figure 15. Il ressortque

I'extrait aqueux a montré la teneur péus élevé en composés phénoliques
(95,3130,188 mgEAG/gMS), su i Vv i de | " extrait mét hanol i
de (59,75t 1,250mgEAG/gMS), puis l'extrait éthanolique qui a une faible

teneur en polyphéno(80,438+ 1,313ngEAG/gMS).

L'analyse de la variance relative a la teneur en polyphénols montre une
différance hautement significaiP< 0,0001) (Annexe 10).
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Ceci peut étre expliqué par le fait que les composés phénoliques/dedula

steochegtaient principalement solubles dans I'extrait aqueux.

120

100 95,313

80

.
.

20 —

Concentration

Aqueux Méthanolique Ethanolique

Figure 15 : Effet de la nature du solvant d'extraction dans la teneur en

polyphénols déavandula stoechagngeAG/ g MS)
Plusieurs clercheurs ont effectué des études sur la teneur en polyphénols totaux
dans legenre de hAvandula :
En 2014 Krimat et al. ont obtenuune teneur en composés phénoligser
Lavandula antineaele 262,35 + 6,04 mg EAG/gle | " extr ait aceéet at
suivi de 22,25 + 243 mg EAG/gd " ext r ai t mét hanol i que e
butanolique avec une valeur #18.49+3.66 Mg EAG/gl ' ext rait sec.
Ai nsi gue notre teneur en polyphénols da

plusif ér i eur de <cel ui présentat QuUAYmes | ' ét u
Lavandula detataqui est del84,02 mgeAG/gd > extrait aqueux.

Cette différence dans les teneurs peut étre expliguée par les conditions
environnementales, climatiques et période de collecte qui peut modifier les
compositions de la plante ainsi que par les facteurs génétiques et les conditions
expérimentales. En outrene grande variabilité a différents stades de maturation

et pour différentes conditions de culture, telle que la température et les
précipitations, sont connue pour affecter les teneurs en composés phénoliques (El
abedletal, 2014).

Par contre, selon Hayoi ( 200 3) , |l a teneur en pol ypheén

de |l a méthode d'extraction utilisée, de |
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Ainsi, I utilisation des solvants polair

phénoliques.

2. Dosage des Flavonoies

Les flavonoides donnent avec | e chlorure

jaune, coloration dont | intensité est mi

Le dosage des flavonoides a été realisé selon la méthode de trichlorure
d"aluminium (AI Cl 3)

Les résultats du dosage des flavonoides totaux de notre extrait aqueux,
méthanolique et éthanqglie présentent dans la figui®, qui montre que Les
concentrations des flavonoides deavandula stoechassont relativement
importantes dans l'extrait méthanolig(¥3,40:3,54 mg EQ/g MS), suivit par
l'extrait aqueux(28,47+6,11mg EQ/g MS), et enfin I'extrait Ethanoliqué
19,5%3,96 mg EQ/g MS) Ce qui est due probablement &t que les
flavonoides dd.avandula stoechaétaient principalement plus solubles dans la
fraction méthanolique.

D'apres l'anova une différence significative a été marqué entre les différant
extrait(P<0,01) (Annex11).

60 53,4

50

40

30 28,47

19,51
20
10 —
0 ¥ = n

Aqueux Méthanolique Ethanolique
T T

Figure 16 : Effet de la nature du solvant d'extraction dans la teneur en

flavonoides dé.avandula stoecha@ngEQ/ gMS).
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Dans une étudenentionnéepar Krimat etal. (2014) sur un autre genre de

lavandula (Lavandula antineade qui a trouvéune teneur de flavonoides de

4.03+0.03 mg EQ/gd a n s I 7 extr ai2blx002 indh BEQigrdédns q u e

| " extrait at®+002mgEQ/gatntsy |l e extt rait but anol
La richesse en flavonoides dans nos extr e
est menée a température amhnt e ce qui per met d’ extr a
composés, ainsi que les concentrations les plus importantes des flavonoides et

sont accumulées dans la partie aérienne des plantes, gxpeseée a la Lumiére

du soleilé(Topcu, 2007) et de prévenir leur @éaration ou modification probable

dues aux températures élLbodes dtekitséaesic

etal. 2003).
[I. ANALYSES DE L'ACTIVITE ANTIOXYDANTE
Dans notre étude, |l a mise en évidence de

descomposés phénoliques a été réalisée par deux techniques chimiques a savoir :
le piégeage du radical libre DPPH, et la capacité antioxydante totale (CAT).
1. Testde piégeage du radical libre DPPH

Bien que | e test au DPPHe+ soletrapide@tnsi déer €
facile a&a mettre en cuvre. Le test au DPI
comparer diffeérents extraits entre eux s
ai nsi d’ appr éci er |l es variations gual it

s’ etfdeeca température ambiante, ceci pern

dégradation thermique des molécules thermolabiles

D'apres la figurel7, nous avons remarqué que | pour centage d’ i nhi
radi cal |l i bre augmente avec | " alegment at i
standardBHT) ou pour |s extraits tesg(aqueux , méthanolique , éthanolique ).

Les resul tats obtenus du | > activiteée ant
Lavandula stoechaa mentionné une activité de piégeage du DPPH nettement
proche a pourcentage d’inhibition de | ' ex
d' antioxydant standd BHT.
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Figure 17 : Pourcentage d'inhibition du radicale libre DPPH en fonction de la

concentration des extraits et de BHT

Tous les extraits ont un pouvoir anddicalaire envers le DPPHEN effet, Le
mécanisme de la réaction entre les antioxydattde DPPH dépend de la
conformation structurale des antioxydan@ertains composés réagissent trés
rapidement avec le DPPH, réduisant le nombre de molécules de DPPH en égale
nombre de groupements hydroxyles. Cette activité antioxgdded différents

extraits de Igplante est principalement apportée par les composés actifs y présents
En effet, de nombreuses études ont montré I'existence d'antioxydants naturels dans
toutes les parties de plantes et que les composés typiques responsables de cette

activité sont principalemernes polyphénols.(Rebey at2017).

D'apresla figure 14nous avons observé que l'extrait aqueux manifeste une bonne
activité antiradicalaire 0,008:0,006 mg/ml) suivit par I'extrait Méthanolique
(0,022 0 mg/ml).

L’ étude (®0,602>0800)jnoounet r e qu’ il y a une di

entre les extraits deavandula stoecha@nnexe 13).
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MOY de IC50%
0,5 0,460659 —
0,45
0,4 0,359743454
510,35
T 0,3
< 10,25
g 0,2
O (0,15
0,1
0,05 +— 0,008701 —— 0,022592862
0 T T T 1
Aqueux Méthanolique Ethanolique BHT

Figure 18 : %ICso des extraits deavandula stoechadu test DPPH
comparaison avec BHT
IC50 est inversement lié a la capadcitéioxydante d'un composé, car il exprime
la quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radicaddibre
50 %. Plus | a valeur d’'1C50 est bastsse, pl u

grande (Ismaili eal. 2017) Les calculs dekKC50 sont schématisés darfigure 18

Une étudemenée patAlgieri et al. (2016), lesextraits hydreméthanolique de
L.stoechas ont démontré une efficacité inhibitrice du radical DPPH
remarqual@ment, en enregistrant des IC5@e valeur 67.07 £6.5 mg/ml Ces
valeurs sontnettementsupérieursa celle trouvée avec nos extraiguggerent
gu'une amélioration de nos conditions de travail et de I'état de la plante peut
aboutir a des extraits plus riches en composés actifs pouvant donner une activité

antioxydante plus importante.

2. Testde la capacité antioxydante total¢ CAT)
La capacité antioxydant obtenus a partir des extraits brut aqueux, méthanolique et

éthanolique a été esti még=pnmRxe0,1M5une cou
- R? = 0,990 ,réalisée avec un extrait de r éf
différentes concentrations. Les résultats sont exprimés en mg équivalent en acide
ascorbique par ml de la matiére seche (mg/mg MS).

D’ apr e ésultdtseabterar dans la figured, | * e st ilanaeapaci@ n de
antioxydante totale des extraits a montré une variabilité en fonction de la nature du

solvant aqueux , méthanolique et éthanoliq
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On remarque que l'extrait aqueux a un pouvoir antioxydant le plus élevé
(76,858+4,025mg EAA/g MS), par rapport aux extraits Méthanolique et
Ethanolique(respectivement,63,485+5,53fg EAA/g MS et 60,252+3,14Bg

EAA/g MS).

Statistiguement une différance significative a été observé entre les différentes
extraits étudiéqP =0,042<0,05 ) (Annexe 12).

Ce pouvoir antioxydant obserd@ns les trois extraits peut étre di essentiellement

a la richesse des extraits en polyphénols particulierement les flavonoides, et aussi

en fonction des structures chimiques des molécules bioactivga@Babi, 2012).

90
80 - 76,858
70 63,485
S |60
g s0 —
S
8 a0 I
S
S 130 A
20 —
10 —
0 7 T
Aqueux Méthanolique Ethanolique
- —

Figure 19: Capacité antioxydante totale des différents extraits de
Lavandula stoech@sgEAA/g MS).
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CONCLUSION



Les plantes meédicinales restent toujours la source fiable des principes actifs
connus par leurs propriétésrapeutiques. Une étude des prdpaé@ntioxydards
a concerné Iplantede la famille des Lamiaceagéavandula stoechasmployée

grace a ses propriétés thérapeutiques.

Quantitativement, I évaluation du content
métlode de FolirCiocalteu révele la présence des quantités considérahle

polyphénols et c'est I'extrait aqueux qui présente la teneur la plus élevée par

rapports a I'extrait méthanolique et éthanoligbe. méme nous avons dosé les

flavonoides par la méthd e  dz’quh hoGd mene a conclure que cette plante

contient une quantité moyennement inmtpote en flavonoides, mieux solubles

dans le méthanol.

Les potentialitésantioxydangs, évaluées par deux méthodefDPPH, CAT) et

recherchées dans les différer¢xtrats de Lavandula stoechasnt révélé un

pouvoir de piégeage du DPRians tous les extrait maiplus important dans

I'extrait méthanolique. La valeur 4€la plus élevéa €ét é constadt ée ave
aqueux deLavandula stoechadDonc la plante cdrent des molécules qui sont

considérées comme des agents antioxydants et peuvent étre employées pour des

applications thérapeutiques.
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ANNEXE



2,33 2,79 2,73
0,68 0,96 0,64
0,66 0,96 0,64
0,66 0,96 0,64
71,67381974| 66,30434783 76,55677656
71,67381974
28,33

Annexe I Teneur en eau

0,948 0,34 0,011125 | 0,00334936| 0,01447096
40,2 0,717 0,4 0,0080299| 0,00580444| 0,01383034
40,2 0,828 0,434 0,00934814 0,00606356| 0,01540736
0,00934814 0,00580444| 0,01447096
0,00073219 0,00070609¢ 0,00037388
Annexe 2:Teneur en chlorophylle

1 0,761 10 0,040 (0,002| 95,13
ED 95313| 0188
ED 2 0,764 10 0,040 |0,002| 95,50

1 0,468 10 0,040 |0,002| 58,50
METHANOL 59,750| 1,250
METHANOL | 2 0,488 10 0,040 |0,002| 61,00

2 0,233 10 0,040 (0,002| 29,13
ETHANOL 30438 1,313
ETHANOL 3 0,254 10 0,040 (0,002 31,75

Annexe 3 Dosage des polyphénols

ED 1 0,249 10 0,04| 0,0018| 34,58
ED 2 0,161 10 0,04| 0,0018| 22,36
METHANOL | 1 0,459 10 0,04| 0,0018| 63,75
METHANOL | 3 0,51 10 0,04| 0,0018| 70,83
ETHANOL 2 0,112 10 0,04| 0,0018| 15,56
ETHANOL 3 0,169 10 0,04| 0,0018| 23,47 |19,51| 3,96




Annexe 4: Dosage des flavonoides

CAT
ED 1 0,517 10 0,040 1'7201 75,98
ED 2 0,523 10 0,040 1'7201 76,86 76é85 4,025
ED 3 0,602 10 0,040 1'7201 88,47
METHANOL 1 0,432 10 0,040 1'7201 63,48
METHANOL 2 0,545 10 0,040 1'7201 80,09 63548 5,535
METHANOL 3 0,432 10 0,040 1'7201 63,48
ETHANOL 1 0,410 10 0,040 1'7201 60,25
ETHANOL 2 0,369 10 0,040 1'7201 54,23 60é25 3,145
ETHANOL 3 0,443 10 0,040 1'7201 65,10

Annexe 5: Dosage de la capacité antioxydante totale

DPPH

200 E.D 2 0,153 | 86,70721112 | oo 19529409 1,520417029
ED 3 0,188 | 8366637706
ED 2 0,183

100 84,10078193 | o4 44917463 0651607298
ED 3 0198 | 82,79756733

50 E.D 2 0,309 | 73,15377932| ) 45054327 1.433536056
ED 3 0342 | 7028670721
ED 2 0,717

o5 37,70634231 | 2 79322324 0086880973
ED 3 0,715 | 37,88010426

200 | METHANOI 2 0,056 | 9513466551 | 9509122503 0,043440487
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METHANOL 3 0,057 95,04778454
METHANOL 1 0,081 92,96264118
100 : 92,18071242 0,781928758
METHANOI, 2 0,099 91,39878367
METHANOL 1 0,191 83,40573414
50 : 78,7141616| 4,691572546
METHANOIL 3 0,299 74,02258905
o5 METHANOI, 1 0,733 36,31624674 30,31364031 2,997393571
METHANOL 3 0,664 42,31103388
ETHANOL| 2 0,077 93,31016507
2 : 94,65682016 1,346655083
0 TEThanol 3 0,046 96,00347524 | ’
ETHANOL| 2 0,634 44,91746308
100 : 47,48045178 2,562988705
ETHANOL| 3 0,575 50,04344049
ETHANOL| 2 0,772 32,92788879
’ 77932232
>0 ETHANOL| 3 0,685 40,48653345 36,70721112 3,779322328
95 ETHANOL| 2 0,913 20,67767159 26.28149435 5,603822763
ETHANOL 3 0,784 31,88531712
Annexe 6: Dosage de DPPH
BHT
Extrait | N° Abs(517 nm) % d'inhibition Moy Standard error
250 L 0,201 76,38 75,969 0,336
2 0,208 75,56 ' '
125 L 0,330 61,22 60,165 0,864
2 0,348 59,11 ' '
62,5 L 0,459 46,06 46,533 0,384
' 2 0,451 47,00 ’ ’
31,25 L 0,502 41,01 40,599 0,336
’ 2 0,509 40,19 ’ ’

Annexe 7: Dosage de BHT
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Gamme de Polyphénols

EI -
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Annexe 8: Gamme d'étalonnage de polyphénols
Gamme de Flavonoides
04
0,35 y=0,0018x +0,0105 §
R?=09578
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Annexe 9: Gamme d'étalonnage de flavonoides.

Source | Type lll |df| Mean Square{ F-ratio p-value
SS
EXTRAIT | 4221,807| 2| 2110,904 |955,787 0,0001
Error 6,626 |3 2,209

Annexe 10: Analyse statistique de Polyphénols
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Source | Type lll |df| Mean Square§ F-ratio p-value
SS

EXTRAIT | 2579,757| 2| 1289,878 |29,537 0,011

Error 131,011 | 3 43,67

Annexe 11: Analyse statistique de Flavonoides

Source Type Il |df| Mean Squarey F- p-value
SS ratio
EXTRAIT | 637,66 |2 318,83 5,619 0,042
Error 340,424 | 6 56,737

Annexe 12: Analyse statistique de la capacité antioxydante totale (CAT)

Source | Type lll |df| Mean Square§ F-ratio p-value
SS
EXTRAIT 0,158 |2 0,079 92,103 0,002
Error 0,003 |3 0,001

Annexe 13 Analyse statistique de %IC50
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