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Résumé

Potentiel thérapeutique des huiles essentielles : Analyse comparative de la Lavande,

Camomille, Arbre a thé et Citron

Résumé

Cette ¢tude explore la composition phytochimique et les propriétés biologiques des huiles
essentielles (HE) extraites de quatre plantes médicinales : Lavandula angustifolia
(Lavande), Matricaria chamomilla (Camomille), Melaleuca
alternifolia (Arbre a thé) et Citrus limon (Citron). Les analyses phytochimiques ont révélé la
présence de flavonoides, tanins, terpénes et composés phénoliques, avec des variations
significatives entre les especes. La Lavande et la Camomille se distinguent par leur richesse en
métabolites secondaires, tandis que le Citron présente un profil plus restreint. Les rendements
d'extraction varient selon les plantes, avec I'Arbre a thé affichant le rendement le plus élevé (2,6
%).

Les tests biologiques ont mis en évidence des activités antioxydantes, anti-inflammatoires et
antibactériennes notables. La Camomille montre la plus forte teneur en polyphénols totaux (95
ng EAG/mg), tandis que 1'Arbre a thé présente une activité antibactérienne marquée contre des
souches comme Bacillus cereus (zone d'inhibition de 20 mm). La Lavande excelle dans l'activité
anti-hémolytique (92,97 % d'inhibition a 1 mg/ml). Les HE ont également démontré une
inhibition dose-dépendante de la dénaturation des protéines, suggérant un potentiel anti-
inflammatoire.

Les résultats soulignent I'hétérogénéité chimique et fonctionnelle des HE, corrélée a leurs
applications potentielles en phytothérapie, cosmétique et industrie alimentaire, en mettant en
évidence I'importance des facteurs environnementaux et méthodologiques dans leur composition

et leur efficacité.

Mots-clés : Huiles essentielles, Lavande, Camomille, Arbre a thé, Citron. Activités biologiques.



Abstract

Therapeutic potential of essential oils: Comparative analysis of lavender,

chamomile, tea tree, and lemon

Abstract

This study explores the phytochemical composition and biological properties of essential oils
(EOs) extracted from four medicinal plants: Lavandula angustifolia (lavender), Matricaria
chamomilla (chamomile), Melaleuca alternifolia (tea tree), and Citrus limon (lemon).
Phytochemical analyses revealed the presence of flavonoids, tannins, terpenes, and phenolic
compounds, with significant variations among species. Lavender and chamomile stand out for
their richness in secondary metabolites, while lemon exhibits a more limited profile. Extraction
yields vary across plants, with tea tree showing the highest yield (2.6%). Biological tests
highlighted notable antioxidant, anti-inflammatory, and antibacterial activities. Chamomile has
the highest total polyphenol content (95 nug GAE/mg), while tea tree demonstrates marked
antibacterial activity against strains such as Bacillus cereus (inhibition zone of 20 mm). Lavender
excels in anti-hemolytic activity (92.97% inhibition at 1 mg/ml). The EOs also exhibited dose-
dependent inhibition of protein denaturation, suggesting anti-inflammatory potential.

The results underscore the chemical and functional heterogeneity of EOs, correlated with their
potential applications in phytotherapy, cosmetics, and the food industry, while highlighting the

importance of environmental and methodological factors in their composition and efficacy.

Keywords : Essential oils, lavender, chamomile, teatree, lemon, biological activities.
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Introduction

Depuis 1’aube de la civilisation, les humains ont exploité les ressources naturelles pour
soulager leurs maux et améliorer leur bien-étre. Parmi ces ressources, les huiles essentielles
(HEs) occupent une place centrale en raison de leurs propriétés biologiques puissantes,
largement utilisées en aromathérapie, phytothérapie et dans 1’industrie pharmaceutique moderne
(Smith & Yang, 2025). Obtenues par distillation a la vapeur d’eau ou par pression a froid, ces
huiles renferment une diversit¢ de composés volatils, tels que les monoterpenes, les
sesquiterpenes, les phénols, les esters et les aldéhydes, qui leur conférent des effets
thérapeutiques (Valdivieso-Ugarteet al., 2019 ; Chen et al., 2025).

Parmi les huiles essentielles les plus étudiées, celles de Melaleuca alternifolia (Tea Tree),
Lavandula angustifolia (lavande vraie), Matricaria chamomilla (camomille allemande) et Citrus
limon (citron) se distinguent par leurs profils pharmacologiques uniques et leurs applications
intéressantes (Johnson et al., 2025).

Originaire d'Australie, I'huile de Tea Tree doit sa réputation a sa composition unique en
terpénes oxygénés, notamment le terpinéne-4-ol (40-50 % de sa composition) qui lui confére une
puissante activité antimicrobienne (Carson et al., 2006). Des études récentes ont démontré son
efficacité contre des souches résistantes comme le Staphylococcus aureus résistant a la
méthicilline (MRSA) (Hammer ef al., 2019). Son mécanisme d'action repose sur la perturbation
des membranes cellulaires microbiennes, provoquant une fuite ionique mortelle pour les
pathogénes (Mondelloet al., 2006). En dermatologie, elle est couramment employée contre
l'acné, les mycoses et les dermatites, tout en présentant un intérét croissant pour son activité
antioxydante (Nogueira et al., 2020).

Reine de I'aromathérapie, la lavande doit ses propriétés calmantes a sa richesse en linalol
(30-40%) et en acétate de linalyle. Ces molécules agissent comme modulateurs GABAergiques,
expliquant ses effets anxiolytiques et sédatifs validés cliniquement (Koulivandet al., 2013). Sur
la peau, elle accélére la cicatrisation en stimulant les fibroblastes et la synthése de collagéne
(Cavanagh& Wilkinson, 2005). Ses propriétés anti- inflammatoires, démontrées par sa capacité
a réguler les cytokines TNF-a et IL-6 (Mallicket al., 2022), en font un ingrédient précieux pour
les soins dermatologiques.

La camomille se distingue par sa teneur en chamazuléne (produit lors de la distillation)

et en o-bisabolol, molécules aux remarquables propriétés anti-inflammatoires et



antispasmodiques (Srivastava et al., 2010). Son usage traditionnel dans les troubles digestifs et

cutanés trouve aujourd'hui une validation scientifique, notamment par son action sur les






Introduction
prostaglandines et les interleukines. Comme la lavande, elle module 1'activit¢ GABAergique, ce

qui explique son usage en cas d'anxiété¢ (McKay &Blumberg, 2006).

Quant a l'huile essentielle de citron (Citrus limon), extraite du zeste, elle constitue un
ingrédient actif prometteur en cosmétologie moderne. Son profil chimique unique, dominé par
les monoterpénes, lui confere des propriétés biologiques pertinentes pour le soin cutané, a savoir
le limonéne (68-75 %) ; molécule-clé aux effets antioxydants et anti-inflammatoires (Menichini
et al, 2023),le pB-Pinéne (10-14 %) a activité antibactérienne démontrée contre
Cutibacteriumacnes (Kim et al., 2024), etle y-Terpinéne (6-9 %) qui est un précurseur
d'antioxydants naturels (Zhou et al., 2023).

Ces huiles essentielles représentent une alternative thérapeutique naturelle dont
l'efficacité repose sur des mécanismes d'action clairement identifiés. Leurs propriétés
complémentaires ouvrent des visions intéressantes pour le développement de formulations
synergiques en dermopharmacie et en aromathérapie clinique. Leur utilisation rationnelle, basée
sur des preuves scientifiques, permet d'envisager une intégration plus large dans les approches
de santé intégrative.

C'est dans ce contexte que s'inscrit notre étude, dont 1'objectif principal est d'évaluer in
vitro les activités biologiques de ces huiles essentielles, notamment leur pouvoir antioxydant,
leur activité anti-inflammatoire et leur effet antibactérien. Ce manuscrit s’articule autour de la
partie pratique : outre I’introduction et la conclusion, la partie expérimentale est divisée en deux
chapitres. Le premier présente le matériel et les méthodes analytiques utilisés pour 1'extraction
des HEs, l'investigation phytochimique et 1'étude in vitro des activités biologiques. Le second

expose les résultats obtenus et leur discussion
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Materiel et méethodes

.Matériel et méthodes

Ce travail expérimental a été réalisé¢ dans le but d’étudier le profil phytochimique et
d’évaluer in vitro les activités biologiques multiples des huiles essentielles extraites de plantes
médicinales, a savoir : la camomille (Matricaria chamomilla), 1’arbre a thé (Melaleuca
alternifolia), la lavande (Lavandula spp.) et les zestes de citron (Citrus limon).

La partie pratique a été menée au laboratoire pédagogique de biochimie et microbiologie
de l'université¢ Abbes Laghrour-Khenchela, et au laboratoire central de 1'hopital Ahmed Ben

Bella-Khenchela.

1. Matériel
1.1. Matériel biologique
1.1.1. Matériel végétal
Les matieres végétales utilisées sont : zeste de citron, fleurs de camomille, feuilles

d'arbre a thé et feuilles de lavande.
1.1.2. Souches bactériennes

Afin de tester le potentiel antibactérien in vitro des extraits de Ziziphus lotus L., neuf
souches de référence provenant du laboratoire pédagogique de I’université Abbes Laghrour et

du Centre national de biotechnologie (CRBt) de Constantine ont été utilisées (Tab.1).

Tableau 1: Souches bactériennes de référence utilisées pour le test de sensibilité.

Bactérie (Code) Gram
Staphylococcus aureus (ATCC6538) Positif
Bacillus cereus (ATCC10876) Positif
Yersinia enterocolitica (ATCC 27729) Négatif
Salmonella typhimurium (ATCC 14028) Négatif
Salmonella aboni (NCTC 6017) Négatif
Salmonella enterica (ATCC 13076) Négatif
Escherichia coli (NCTC10538) Négatif
Pseudomonas aeruginosa (NCIMB 8626) Négatif
Klebsiella pneumoniae (ATCC43816) Négatif
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1.1.3.Echantillons sanguins

Des prélévements sanguins ont été effectués sur des sujets sains non-fumeurs pour mesurer

’activité anti-hémolytique des extraits.
1.1.4.Médicaments

Deux médicaments de référence ont servi de témoins positifs pour les tests anti- hémolytique
et anti-inflammatoire.
» Le médicament anti-hémolytique « Dicynone » de concentration 250 mg pour I’activité anti-
hémolytique.
» Le médicament anti-inflammatoire « Diclofinac », avec une concentration de
250ug/ml.
1.2.Réactifs et appareillages utilisés
Plusieurs réactifs chimiques et solvants ont été employés lors de nos expérimentations,
notamment le FeCls, ’acide acétique, le NaOH, le NaCl, I’AICls, le chloroforme, ’acétate
d’éthyle, 1’éthanol, I’hexane, le réactif de Folin-Ciocalteu, le DPPH, le carbonate de sodium, le
méthanol, le n-butanol, 1’acide sulfurique, 1’acide ascorbique, 1’acide gallique, 1’acide
chlorhydrique, le réactif de Mayer et le milieu de culture Mueller-Hinton Agar, tous fournis par
Sigma-Aldrich. L’appareillage utilis¢ comprenait un rotavapor (HAHNVAPOR), un
spectrophotomeétre (SPECTRUM SP-UV 2005), une chambre d’observation UV 254/365 nm
(VILBER LOURMAT), un bain-marie (Niive Bath, MEMMERT), une étuve universelle (5—
220°C, MEMMERT), un agitateur magnétique (SCILOGEX), un vortex (VELP), une balance
analytique (OHAUS), une balance de précision (KERN PCB), une centrifugeuse (EZ Swing 3K,
Rotofix 32 A), un réfrigérateur (LIEBHERR), une plaque chauffante (LABTECH), un autoclave
(RAYPA) et un pH-métre (HANNA INSTRUMENTS).

2. Méthodes

2.1. Séchage

Les fleurs de la camomille (Fig.1), les feuilles d’arbre a Tea (Fig 2) et de lalavande,
(Fig3) ainsi que le zeste de citron (Fig. 4) ont été rassemblés et séchés dans un endroit sec aéré,
a 'ombre et a température ambiante, pendant 15 jours. Apres séchage, ils ont été stockés dans

des sacs en papier en vue de leur utilisation ultérieure pour I’extraction des huiles essentielles.
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Figure 3: Feuilles de Lavandula angustifolia Figure 4:Zestes du Citrus limon

2.2. Investigation phytochimique

2.2.1. Préparation des extraits aqueux

Les extraits aqueux sont obtenus par macération de plantes médicinales, entieres ou
fragmentées, dans de 1'eau afin d'en solubiliser les composés actifs ; dans cette étude, 20 g de de
chaque échantillon ont été infusés dans 100 ml d’eau distillée bouillante pendant 15 minutes. Les

solutions ont ensuite été filtrées pour obtenir les extraits aqueux finaux (Churfa, 2015).
2.2.2. Criblage phytochimique
L’analyse qualitative des composés phytochimiques consiste a réaliser des tests

spécifiques ou semi-spécifiques basés sur des réactions de coloration ou de précipitation, propres

a chaque classe de principes actifs. La présence ou l’absence des différentes classes de
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métabolites secondaires dans les extraits aqueux a été évaluée qualitativement selon les méthodes

décrites par Koffi (2009).

+Tanins

Mettre 5 ml de I’extrait a analyser dans un tube a essai, puis ajouter 1 ml d’une solution
alcoolique de chlorure de fer (FeCls) a 2 %. L’apparition d’une couleur bleu foncé ou verdatre
indique la présence de tanins, notamment les tanins galliques (bleu foncé) et les tanins

catéchiques (vert foncé) (Soulama et al., 2014).

*Flavonoides

Ajouter quelques gouttes d’une solution de chlorure d’aluminium (AICL) a 1,18 % a 20 ml
d’éthanol contenant I’extrait a tester. L’apparition d’une coloration jaune indique la présence de
flavonoides (Liu et al., 2017).

*Alcaloides

Ajouter 3 gouttes du réactif de Mayer a I’extrait a analyser. L’apparition d’un précipité
blanchéatre ou créme indique la présence d’alcaloides (LaboratoryInfo.com, 2022). +
Terpénes et Stéroides

Mettre 5 ml de ’extrait a analyser dans un tube a essai, puis ajouter 2 mL de chloroforme,
suivis de 3 ml d’acide sulfurique concentré en le versant doucement le long de la paroi du tube
pour former deux phases. La formation d’un anneau rouge ou brun a l’interface indique la
présence de terpenes, tandis que 1’apparition d’un anneau rouge ou violet a I’interface entre les
deux phases indique la présence de stéroides (Gupta et al., 2021). %Saponines (test de mousse)
Verser 5 ml de I’extrait a tester dans un tube a essai, ajouter 5 ml d’eau distillée, puis agiter
vigoureusement. La formation d’une mousse dense et persistante est considérée comme un indice
de la présence de saponines (Doe & Smith, 2022).

2.2.3.Extraction des huiles essentielles

L’huile essentielle a ¢té¢ extraite par hydrodistillation a 1’aide d’un appareil du type
Clevenger, dont le schéma suivant représente le dispositif d’extraction utilis¢ (Fig. 5). Le
principe consiste & immerger la matiére premicre séche dans un bain d’eau, ou ’ensemble est
porté a I’ébullition et 1’opération est conduite a la pression atmosphérique. Les molécules
odorantes volatiles et semi-volatiles sont alors entrainées par la vapeur d’eau. Ces vapeurs

hétérogeénes, au contact du froid, se condensent et deviennent liquides. Le liquide en question est
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formé d'un mélange d'eau et d’huile essentielle aromatisée. La séparation est ensuite effectuée

par simple différence de densité. Cette essence ainsi obtenue est collectée dans un flacon en verre

fumé stérile a 4°C (M’hamdi,2024).

Le rendement en HE est exprimé en pourcentage et il est défini par 1’équation suivante

(Daouda, 2015) :

HE% =M'M*100 OAvec

: M': La masse de ’'HE obtenue aprées ’extraction.

OM: La masse de la matiere végétale utilisée.

Entrée g’equ

Réfrigérant

Sortie d’eau

Chauffe ballon

Figure 5: Procédé d’extraction de I’huile essentielle par hydrodistillation.

2.2.4.Etude quantitative

1)Dosage des polyphénols

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique Folin

Ciocalteuselonla méthode modifiée par Douaouya et al (2022).
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*  Principe

La teneur phénolique totale est habituellement déterminée colorimétriquement avec le
spectrophotometre UV-Vis en utilisant 1’essai de Folin-Denis ou généralement Folin- Ciocalteu.
Ces essais sont basés principalement sur la réduction du réactif acide

phosphotungstiquephosphomolybdique (réactif Folin) dans une solution alcaline.

«  Méthode

Briévement 200 pul de chaque extrait et de (dissous dans le méthanol) et de chaque hydrolat
ont été ajoutés a 1ml de réactif de Folin-Ciocalteu 10 fois dilué. Les solutions ont été¢ mélangées
et incubées pendant 4 minutes.

Apres I’incubation 800 pl de la solution de carbonate de sodium Na>COs (7,5g /1) a été
ajoutée. Le mélange final a été secoué et puis incubé pendant 2 heures dans ’obscurité et
température ambiante. L’absorbance des extraits a été mesurée par un Spectrophotometre UV-
Vis a double faisceau a 765 nm.

* Expression des résultats

La concentration des polyphénols est calculée a partir de 1’équation de régression de la
gamme d’étalonnage (Annexe 1) , établie avec le standard étalon ’acide gallique (2 a 5 pg
/ml) et exprimée en microgrammes d’équivalents d’acide gallique par milligramme d’HE (ug
EAG /mg).

1)Dosage des flavonoides

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICl3) cité par (Douaouya, 2022) est utilisée pour
quantifier les flavonoides dans nos extraits.

OMéthode

Iml de chaque extrait et du standard (dissous dans le méthanol) et d’hydrolat, avec les
dilutions convenables a été ajouté a un volume égal d’une solution d’AlCIl3 (2% dans le

méthanol). Le mélange a été vigoureusement agité et 1’absorbance a 430 nm a été lue apres
10 minutes d’incubation.

OExpression des résultats

La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage linéaire

(y=ax+tb) réalisé par un standard étalon "la quercétine" (Annexe2) a différentes concentrations
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(1.75-40 pg/ml) dans les mémes conditions que 1’échantillon. Les résultats sont exprimés en

microgrammes d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg).
2.2.5.Etude qualitative (Identification des flavonoides par CCM)

La chromatographie sur couche mince (CCM) permet de séparer les composants d'un
¢chantillon en fonction de leur migration différentielle dans une phase mobile (généralement un
mélange de solvants adapté) et de leur interaction avec la phase stationnaire, comme le gel de
silice ou le polyamide. Bien que cette technique ne permette pas d'identifier formellement un
composé, elle donne des indices tels que le rapport frontal (Rf) et la coloration, qui peuvent
suggérer une structure potentielle (Zeghad, 2009).

= Protocole de CCM

Les analyses par CCM ont été effectuées sur des plaques de silice/aluminium (10 x 10 cm).
Les échantillons (2 pl) ont été déposés a 1,5 cm du bord inférieur, puis les plaques ont été placées
verticalement dans des cuves contenant la phase mobile, avec un niveau de solvant a 0,5 cm de
hauteur. Cinqg systémes de solvants ont été testés pour optimiser la séparation
Phasel : Butanol/ acide acétique/l’eau distillée (4/1/5).
Phase 2 : chloroforme/ méthanol / eau distillée (90/5/5).
Phase 3 : toluéne/acétate d’éthyle / méthanol (5/3/2).
Phase 4 : Acétone/eau distillée (1/1).
Phase 5 : cyclohexane/acétate d’éthyle (90/10).

= Révélation

Aprés développement, les plaques ont été séchées, puis visualisées séparément sous une
lampe UV a 254 et 365 nm dans une chambre noire. Les rapports frontaux (Rf) des spots issus
de la séparation ont été calculés selon le rapport suivant : Rf= d /D Od: Distance parcourue par

la substance.

OD : Distance parcourue par le solvant.

Ce facteur permet de mentionner une information préliminaire sur la structure de substances
des flavonoides. La distance de migration des substances dépend essentiellement de leur polarité
(Zeghad, 2009).
2.3.Evaluation des activités biologiques
2.3.1.Activité antioxydante (Test de piégeage du radical DPPH)

* Principe
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Cette méthode vise a évaluer la capacité d’un antioxydant a réduire un radical libre, le

DPPH?e (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle). Ce dernier est un radical stable de teinte violette.
Lorsqu’il interagit avec un donneur d’hydrogéne (AH), il se convertit en 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazine (DPPH-H), une molécule de couleur jaune pale ou incolore (Fig. 6). Le pic
d’absorbance du DPPHe se situe entre 515 et 517 nm, lorsqu’il est analysé dans des solvants tels
que le méthanol ou I’éthanol (Saani, 2016).

DPPHe + AH =DPPH-H + A°

NO, NO,
. H

O,N N—N + A-H - O,N N—N + A*
NO, NO,

)

VIOLET JAUNE

Figure 6: Forme libre et réduite du DPPH (Molyneux,2004).

*  Meéthode
Une solution de DPPH a 100 pM a été préparée par dissolution dans le méthanol. A partir

de la solution mére de chaque extrait (dissous dans le méthanol a une concentration de 0,5
mg/ml), des dilutions appropriées ont été réalisées. Pour chaque essai, 50 ul d'extrait (ou de ses
dilutions) ont ét¢ mélangés a 1,5 ml de la solution de DPPH. Aprés agitation vigoureuse, les
mélanges ont été incubés a température ambiante pendant 30 minutes, a I'abri de la lumiére.
L'absorbance a été mesurée a 517 nm a l'aide d'un spectrophotomeétre UV-Vis. Un témoin (blanc)
a été préparé dans les mémes conditions en remplagant 1'extrait par du méthanol pur. L'acide
ascorbique a été utilis¢é comme contrdle positif pour valider le protocole (Annexe 3).
»Expression des résultats

Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition (PI). Le PIdu

DPPHeaétécalculéselonlaformulesuivante :
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[ PI du pppPH.=[(AB-AE) /AB]|x100 J

Ou:
Ag. Absorbance initiale de la solution de DPPH (sans antioxydant).

AE:absorbance é€s1duelle apres incubation avec 1'extrait antioxydant.

Cette méthode permet d'évaluer l'efficacité des extraits a neutraliser les radicaux libres et

de de déterminer la concentration inhibitrice moyenne (ICso), parametre clé pour comparer la

puissance des antioxydants.

2.3.2.Evaluation de ’activité anti-inflammatoire

1)Méthode de stabilisation des membranes de GRH (Activité anti-hémolytique)

>

Principe

L’activité anti-hémolytique des HEs a été évaluée selon la méthode décrite par (Barkaet al.,

2023), afin d’étudier leur capacité a protéger les érythrocytes humains contre la lyse induite par

des agents oxydants.

>

>

Préparation de la suspension érythrocytaire

Un préléevement de 5 ml de sang veineux a été effectué chez un donneur sain, dans un
tube contenant un anticoagulant a base d’EDTA.O

Le sang a été centrifugé a 1000 tr/min pendant 5 minutes afin de séparer les globules
rouges (culot globulaire) du plasma.O

Le surnageant (plasma) a été éliminé, et le culot globulaire obtenu a été lavé trois fois
avec une solution de tampon phosphate salin (PBS) a 0,2 M, pH 7,4 (Annexe 3).00
Chaque lavage consistait a suspendre les globules rouges dans le PBS, suivi d'une
centrifugation a 1000 tr/min pendant 5 minutes.[

Apres le dernier lavage, 0,4 ml du culot globulaire a été dilué dans 9,6 ml de PBS

(0,2 M, pH 7,4) afin d’obtenir une suspension érythrocytaire a 4 % d’hématocrite, utilisée
pour le test anti-hémolytique.O

Préparation des HEs

Des solutions de chaque HE ont été préparées dans le tampon phosphate salin (PBS, 0.2 M,

pH 7.4) aux concentrations suivantes : 1 mg/ml, 0,5 mg/ml et 0,25 mg/ml. Ces dilutions ont été

utilisées pour évaluer I’effet dose-dépendant des extraits sur la protection des érythrocytes contre

I’hémolyse.

11
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» Protocole expérimental

L’¢évaluation de I’activité anti-hémolytique des extraits a été réalisée selon les étapes

suivantes :

1.

Préparation du mélange réactionnel : dans chaque tube a essai, 1 ml de la suspension
érythrocytaire a 4 % a été mélangé avec 0,5 ml d’extrait (préparé dans le tampon PBS) a
différentes concentrations (1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml).
Incubation : les tubes ont été incubés a 37 °C pendant 20 minutes afin de permettre
I’interaction entre les composés bioactifs et les membranes érythrocytaires.
Induction de I’hémolyse : aprés incubation, 0,5 ml de solution de NaCl a 2 %, diluée dans du
PBS, a été ajoutée a chaque tube.
Centrifugation : les échantillons ont été centrifugés a 1000 tr/min pendant 10 minutes.
Mesure de I’hémolyse : le surnageant contenant I’hémoglobine libérée a été soigneusement
récupéré, puis I’absorbance a été mesurée a 540 nm a 1’aide d’un spectrophotométre.
Calcul de I’hémolyse relative : le pourcentage d’hémolyse a été déterminé en comparant les
résultats obtenus avec ceux du controle négatif (échantillon traité uniquement avec

NaCl 2 % sans extrait). Une diminution de I’absorbance indique une protection membranaire
assurée par I’extrait testé.

»Expression des résultats

Le pourcentage d’inhibition de I’hémolyse a été calculé afin d’évaluer 1’effet protecteur des

extraits sur les globules rouges. Le calcul repose sur la différence d’absorbance entre le controle

négatif (NaCl 2 % sans extrait) et les échantillons traités avec les extraits selon la formule

suivante :

A

’ . T A(.‘ = Ae.'z'f .
% d’inhibition — > 100

« Ac: absorbance du contrdle négatif (solution de Na Cl1 2 % sans extrait)g

« At absorbance de la solution contenant 1’extraitl
2)Test de dénaturation de Sérum Albumin Bovin (SAB)

» Principe

La dénaturation thermique de la BSA est un modéle in vitro simulant les processus

inflammatoires (notamment la dénaturation des protéines lors de I'inflammation). Les composés

12
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anti-inflammatoires stabilisent la protéine, empéchant sa dénaturation, ce qui se traduit par une

absorbance plus faible a 416 nm (Gautam &Jachak, 2009).
» Protocole expérimental
Quatre types de solutions ont été préparés pour I’expérimentation :

* Solution test : composée de 0,45 ml de BSA a 0,5 % (p/v) préparée dans de I’eau distillée, et
0,05 ml de I’extrait végétal a différentes concentrations (500, 1000 et 1500 pg/ml).

*  Controle négatif : composée de 0,45 ml de BSA a 0,5 % et 0,05 ml d’eau distillée, sans
extrait.

*  Controle produit : composée de 0,45 ml d’eau distillée et 0,05 ml d’extrait (500, 1000 et
1500 pg/ml), afin d’évaluer 1’absorbance propre de 1’extrait.

OSolution standard : composée de 0,45 ml de BSA a 0,5 % et 0,05 ml de diclofénac sodique,

utilisé comme anti-inflammatoire de référence, aux mémes concentrations que les extraits.

L’ensemble des tubes a été incubé a 37 °C pendant 20 minutes, suivi d’un chauffage a 57 °C
pendant 3 minutes afin d’induire la dénaturation des protéines. Apres refroidissement a
température ambiante, 2,5 ml de tampon phosphate salin (PBS, pH 6,3) ont ét¢ ajoutés a chaque
tube. L’absorbance a ensuite ét¢ mesurée a 416 nm a 1’aide d’un spectrophotomeétre UV-Visible.
Une faible absorbance indique une meilleure inhibition de la dénaturation, traduisant ainsi un

effet anti-inflammatoire plus élevé.

»Expression des résultats

Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation de protéine été calculée comme suit :

A(‘o ole — Ae&sa' A
Inhibition (%) — ( Akl ‘ ‘) x 100

/ 4 -
Aeontrole

Ou : A «sai - absorbance de la solution contenant I’extrait et la SAB (solution test) A
controle: absorbance de la solution controle (SAB + eau distillée)

Le témoin négatif (controle) est considéré comme représentant 100 % de dénaturation. Une
diminution de I’absorbance en présence de 1’extrait indique une inhibition de la dénaturation
protéique, et donc un potentiel effet anti-inflammatoire.

2.3.3.Evaluation de I’activité antibactérienne

13
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Dans cette partie, nous sommes a la recherche de composés antibactériens produits a partir de

des HEs réputées pour ses propriétés thérapeutiques. La méthode de diffusion en milieux gélosés
sur boites de pétri a été employée.

1)Méthode des disques -Test d’efficacité

L’activité antibactérienne des extraits huileux a été évaluée selon la méthode de diffusion sur
disque en milieu gélosé, une technique standardisée pour I’étude de la sensibilité bactérienne
(Khameneh et al., 2023). Cette approche consiste a déposer un disque de papier imprégné de
I’extrait testé sur un milieu nutritif solide préalablement ensemencé avec la souche bactérienne
cible. L’agent antibactérien diffuse radialement dans la gélose, inhibant la croissance des micro-
organismes sensibles. L’activité est quantifiée en mesurant le diamétre de la zone d’inhibition
(halo clair autour du disque), exprimé en millimetres. Les résultats sont interprétés selon les
critéres du Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) ou de I’EuropeanCommittee on AntimicrobialSusceptibilityTesting (EUCAST), selon le
protocole utilisé.

> Repiquage des espéces bactériennes

Les souches bactériennes de référence ont été étalées par stries sur une gélose Mueller
Hinton, puis incubées a 37 °C pendant 18 a 24 heures afin d'obtenir des colonies isolées. Ces

derniéres ont ensuite été utilisées pour préparer l'inoculum (Fig. 7).
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Figure 7: Repiquage des especes bactériennes.
» Préparation de I’'inoculum
L’inoculum bactérien (Fig. 8)a été préparé dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a partir

d’une culture pure de 24 h selon la recommandation du CA-SFM (Marléne ef al., 2022). La

densité a été ajustée a 0.5 Mack Ferland (Annexe 5).

Figure 8: Préparation de 1’inoculum.

> Ensemencement
11 est nécessaire d'effectuer 1'ensemencement en moins de 15 minutes apres la préparation

de I'inoculum (Fig. 9). Les étapes de I'ensemencement sont les suivantes (Marléne ef al.,2022)
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Ajouter 20 ml de la gélose Muller-Hinton (Annexe 4) a chaque boite de pétri, puis

laisser prendre soin de la solidification.

Insérer un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne, le presser fermement et
le tourner sur la paroi interne du tube pour le décharger a son maximum.

Appliquer 1'écouvillon sur toute la surface gélosée, séche, de haut en bas, en laissant
des stries serrées.

Effectuer cette opération a deux reprises, en tournant la boite de pétri a 60° a chaque
fois, en évitant de faire pivoter 1'écouvillon sur lui-méme.

Terminer le processus d’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la zone

entourant la gélose.

Figure 9 : Ensemencement des souches bactériennes sur milieu gélos¢ (MH).

>

Préparation des disques d’aromatogramme

Les étapes de préparation des disques d’aromatogrammes en présence des HEs sont illustrées

comme suit (Fig. 10):

>

Stériliser du papier Wattman n°3 coupés en disques de 6mm de diamétre a
I’autoclave a 120°C pendant 15 minutes

A T’aide d’une pince stérile déposé au centre de chaque moitié de la boite pétri un
disque stérile de papier filtre.

A I’aide d’une micropipette, ajouté15ul d’extrait.

Préparer les disques de contréle négatif imprégnés de Di-Méthyl-Sulf-Oxyde
(DMSO).
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Figure 10 : Préparation des disques d'aromatogrammes en présence des extraits.

» Incubation et lecture
Les diameétres des zones d’inhibition (ZI) ont ét¢ mesurés (Fig. 11) autour des disques
apres une pré-incubation de 30 minutes a la température ambiante suivie d’une incubation a
I’étuve a 37°C pendant 24H. La souche ayant un diametre D< 8mm, 9 <D <14mm, 15 <D <
19mm, D>20mm est considérée respectivement comme souche résistante (-), sensible (+), trés

sensible (++), extrémement sensibles (+++) (Jean-marieet al., 2024).

Figure 11: Mesure des diamétres des zones d’inhibition en mm.

2)Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La méthode de micro-dilution a été utilisée pour évaluer la concentration minimale
inhibitrice (CMI), qui correspond a la concentration minimale d'huile essentielle capable

d'inhiber la croissance de la population bactérienne en utilisant le bouillon Muller Hinton dans
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des microplaques a fond en U (Bardaweel et al., 2015). La CMI de I’'HE a été déterminée selon

le protocole suivant (Figl2). :

* 125 pl du bouillon Muller Hinton plus Tween 80 (0,01%) v/v a été répartis dans tous
les puits de la microplaque.

* 15 pl d’HE a été distribué dans les premiers puits de la microplaque et on fait une
dilution d’ordre de 2 allant du deuxiéme puits de la ligne jusqu’au derniere dilution
de la méme ligne.

* Les microplaques ont été inoculées avec de 10 pl de la suspension bactérienne
(diluée au 1/10eéme) pour obtenir un volume final de 150pl.

* Pour chaque expérience, un contrdle positif (milieu inoculé) et un contrdole négatif

(milieu avec huile) ont été préparés.

Les microplaques préparées ont été incubés a 37 °C pendant 24 heures. Aprés 1’incubation,
la croissance bactérienne (traduit par une turbidité) a été examiné dans chaque puits ; La CMI de
I’HE vis-a-vis d’une souche donnée sera la plus petite des concentrations ne montrant aucune

croissance visible de germe (Bolou et al., 2011).

Figure 12: Etapes de détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI).

3)Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La CMB, également connue sous le nom de Concentration Minimale Bactéricide,
représente la concentration la plus faible permettant d'inhiber 99,99% des germes. Apres avoir
identifié¢ les CMI, on a procédé au test de détermination des CMB en ensemengant tous les puits
de la CMI sur la gélose MH, puis en incubant pendant 24 heures a une température de 37°C.
Ensuite, on procéde a la lecture des boites de Pétri. La concentration minimale de chaque
mélange est la CMB, qui ne permet de survivre qu'au moins 0,01 % d'inoculum apres.

4)Caractérisation de ’activité antibactérienne
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D'apres le rapport CMB/CMI, l'effet antibactérien est soit bactéricide ou bactériostatique

(Jean Marie et al., 2024), dont les résultats sont interprétés de la facon suivante :
1 <CMB/CMI <4 — > L'effet est bactéricide,
4 < CMB/CMI < 16 L'effet est bactériostatique.

—>

19






Resultats et discussion




Reésultats et discussion

II.Résultats et discussion

1.Etude phytochimique

1.1.  Criblage phytochimique

L’analyse préliminaire de la composition phytochimique des extraits aqueux des quatre
plantes étudiées, réalisée a travers des tests qualitatifs de caractérisation, a permet d'identifier les
principales familles de composés bioactifs présents grace a des réactions de précipitation ou de
coloration spécifiques. Les résultats obtenus sont représentés dans le (Tab 2):

Tableau 2 : Screening phytochimiqe des extraits des plantes étudiées

Composés recherchés
Alcaloides Flavonoides Terpénes Saponines Tanins

(Précipité (Couleur /Stéroides

(Coloration -
brune) (Formation
d (Couleur vert-
e mousse) bleu)

Lavande - + + + +
Camomille + + + +
Citron + + + + +
Arbre a thé - + + + +

Les résultats sont interprétés comme suit :(+) Réaction positive (-) Réaction négative

Les analyses phytochimiques des extraitsde Lavandula spp (Lavande), Matricaria
chamomilla (Camomille), Citrus limon (Citron) et Melaleuca alternifolia (Arbre a thé) ont révélé
une hétérogénéité marquée dans la composition et I’abondance des métabolites secondaires. Ces
composés, incluant flavonoides, tanins et terpénoides, présentent des variations qualitatives et
quantitatives significatives selon les espéces, reflétant leur diversité biochimique et leur potentiel

thérapeutique (Bachiri et al., 2016 ; Bouhadda ef al., 2023).
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Parmi les especes étudiées, la Lavande et la Camomille se distinguent par un profil
métabolique particulierement riche, avec la présence simultanée de flavonoides (flavones,
anthocyanes), tanins (galliques et catéchiques), ainsi que de terpenes et stéroides. Ces
résultats corroborent les travaux antérieurs soulignant I’importance pharmacologique de ces
plantes, notamment pour leurs propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes (Salehi et al.,
2019). En revanche, le Citron présente une composition plus restreinte, dominée par les
flavonoides et les tanins, mais dépourvue d’alcaloides, conformément aux données récentes

(Russo et al., 2021).

La variabilité observée dans les profils phytochimiques peut étre attribuée a des facteurs
intrinséques (stade de développement, variété) et extrinseques (conditions pédoclimatiques,
méthodes d’extraction), comme le démontre 1’étude de Aziz et al., (2022). Ces variations
soulignent I’importance d’une standardisation des procédés d’extraction et d une caractérisation

approfondie pour une utilisation optimale en phytothérapie.

1.2. Rendement d’extraction des huiles essentielles

Le rendement de l'extraction d'une huile essentielle est généralement exprimé en
pourcentage massique (g/100 g)par rapport a la matiére séche utilisée. Les rendements
d’extraction des HEs obtenues sont présentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 3: Rendements de 1’extraction des HEs

Poids du Poids
Plante Extrait matérielvégétal d’HE (g) Rendement
®
Melaleucaalternifolia HE 300 7.84 2.6 %
Lavandulaspp HE 300 5.75 1.8 %
Matricariachamomilla HE 600 0.965 0.2 %
Zestes de citron HE 600 3.02 0.5 %

Le rendement en huile essentielle dépend fortement de 1’espéce végétale étudiée, mais
aussi de facteurs tels que la méthode d’extraction, 1’origine botanique et les conditions
environnementales.

Pour Lavandula officinalis, notre étude a révélé un rendement de 1,8 % par

hydrodistillation, un résultat supérieur a celui rapporté par (1,36 = 0,23 %), cette différence
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pourrait s’expliquer par une optimisation du procédé d’extraction, des variations génétiques, ou
encore des conditions de culture et de séchage des inflorescences (Laib, 2012).

Concernant Matricaria chamomilla L., nous avons obtenu un rendement faible (0,2 %),
conforme aux données de la littérature. En effet, Laurain-Mattaret al. (2020) indiquent que le
rendement de la camomille romaine se situe généralement entre 0,4 et 1 %, reflétant la faible

teneur en compos¢s volatils de cette espece.

Dans le cas de Citrus limon, 1’extraction des zestes a fourni un rendement de 0,5 %,
inférieur a celui observé par Hmedet al. (2016) pour la variété Lisbon (1,20 + 0,03 %). Cette
variation pourrait étre liée a des différences variétales, a I’origine géographique des fruits, ou

encore a la méthode d’extraction (Hydrodistillation vs. Expression a froid).

Enfin, Melaleuca alternifolia (arbre a thé) a présenté le rendement le plus élevé (2,6 %),
en accord avec les travaux récents de Bendahouet al. (2023) (2,5 %). Ces résultats confirment

le potentiel de cette espece pour une production efficace d’huile essentielle.

1.3.Analyse quantitative
1.3.1. Teneur en polyphénols totaux

La quantification des polyphénols totaux dans les différents extraits huileux (Fig. 13) a
été réalisée en utilisant la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu. Il s'agit de l'une des
techniques les plus anciennes et couramment utilisées pour 1’évaluation de la teneur en composés
phénoliques dans les plantes médicinales ainsi que dans les produits alimentaires
(Douaouya et al., 2022). L’acide gallique est généralement utilis¢é comme étalon de référence

dans cette méthode (Maisutthisakul et al., 2008).
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Figure 13 : Histogramme représentant la teneur en polyphénols totaux des huiles
essentielles.

Les analyses ont montré des différences significatives dans la teneur en polyphénols
totaux des huiles essentielles en fonction de 1’espece végétale étudiée. Parmi les huiles testées,
I’huile essentielle de camomille présente la concentration la plus élevée, avec environ 95 g
EAG/mg. Cette richesse en polyphénols, notamment en flavonoides (apigénine, lutéoline) et en
acides phénoliques, confere a cette huile un fort potentiel antioxydant, comme 1’ont déja rapporté
McKay et Blumberg (2006).

L’huile essentielle de tea tree se place juste apres, avec une teneur d’environ 90 pg
EAG/mg. Son activité antioxydante s’explique par la présence de terpénols et de composés
phénoliques, comme 1’ont observé Chen et al. (2024).

Pour I’huile essentielle de lavande, une valeur intermédiaire de 85 pg EAG/mg a été
mesurée, en accord avec les travaux de Skenderidiser al. (2024), qui soulignent 1’intérét des
extraits de lavande dans les domaines pharmaceutique et cosmétique.

Enfin, I’huile essentielle de citron affiche la teneur la plus faible, avec 70 pg EAG/mg, ce qui
rejoint les conclusions de Didi et Yakoubi (2022) sur les huiles d’agrumes. Plusieurs éléments
peuvent expliquer ces variations :

» Facteurs environnementaux : climat, exposition aux stress (sécheresse, pathogénes)

(Miliauskaset al., 2004).

» Caractéristiques de la plante : génétique, stade de croissance et saison de récolte (Lee et

al., 2003).

» Méthodes d’analyse : techniques d’extraction et de dosage (Morais et al., 2011).

23



Reésultats et discussion

Ces variations soulignent I’importance de prendre en compte ces paramétres pour optimiser
la production et I’utilisation des huiles essentielles en fonction de leurs propriétés antioxydantes.
1.3.2.Teneur en flavonoides

Les flavonoides ont été quantifiés par étalonnage avec une solution de quercétine (y

= ax+b), et les résultats sont exprimés en ug EQ/mg d’extrait, reflétant leur teneur relative (Fig.

14).
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Figure 14: Histogramme représentant les teneurs en flavonoides des HEs

Les résultats expérimentaux montrent des variations significatives dans les teneurs en
flavonoides entre les différents extraits analysés. L’huile essentielle d’arbre a thé (HE tea) se
distingue par sa concentration élevée, atteignant environ 17 pg EQ/mg, ce qui indique une
richesse notable en composés flavonoiques. En revanche, les autres extraits huileux présentent
des teneurs bien plus faibles, comprises entre 3 et 6 g EQ/mg, reflétant une présence limitée de

ces molécules.

Ces écarts pourraient étre liés a la composition phytochimique propre a chaque plante,
ainsi qu’aux méthodes d’extraction utilisées. Des études antérieures confirment que la teneur en
flavonoides varie considérablement selon 1’espéce végétale, I’organe prélevé (feuilles, fleurs,

etc.) et les techniques d’extraction (Gonzalez-Burgos et al.,2011 ; Yang et al., 2020).

Les flavonoides, largement répandus dans le régne végétal, jouent un rdle clé dans la
protection des plantes contre les stress oxydatifs (UV, pollution, agents chimiques) (Martinez-

Florezet al., 2002). Ces molécules font partie des polyphénols les plus abondants chez les
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végétaux et constituent, avec les tanins et les acides phénoliques, une part majeure des

antioxydants naturels (Poblocka-Olechet al., 2016).
1.4.Analyse qualitative (CCM des HEs)

L’analyse qualitative des constituants des huiles essentielles par chromatographie sur couche
mince (CCM) a permis de mettre en évidence les empreintes chromatographiques spécifiques a
chaque extrait. L’identification des composés présents a été réalisée par comparaison des valeurs
des rapports frontaux (Rf) et des couleurs révélées sous lampe UV.

Les résultats observés sont illustrés dans les (Fig. 15).

Figure 15: Chromatogramme des differentsHEs sur gel de silice, visualisé a 254 et a 365 nm

sous UV, utilisant le systéme ¢éluant cyclohexane/acétate d’éthyle (90:10)

D’apres la littérature, les profils chromatographiques obtenus par CCM sous UV a 254 et
360 nm, combinés a la position relative des taches (Rf), suggeérent que les huiles essentielles
étudiées contiennent majoritairement des composés appartenant aux familles des monoterpénes,
sesquiterpenes, flavonoides et acides phénoliques volatils (Wagner &Bladt, 2009 ; Tisserand

& Young, 2014).

Les différences observées entre les huiles reflétent une variabilit¢ chimique notable,
caractéristique de chaque espéce végétale et influencée par la nature des métabolites secondaires
biosynthétisés (Baser &Buchbauer, 2016). Par exemple :

« La Camomille (Matricaria chamomilla) présente souvent des sesquiterpénes (ex.

chamazuléne, visible par sa couleur bleue sous UV) et des flavonoides (Matos et al.,
2015).
« Le Tea tree (Melaleuca alternifolia) est dominé par des monoterpenes (terpinen-4- ol, y-

terpineéne), peu fluorescents mais détectables par leur Rf élevé (Carson et al., 2006).
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« La Lavande (Lavandula angustifolia) montre une forte proportion de linalol et acétate

de linalyle, typiques des HE de lavande (Prasharet al., 2004).

« Le Zeste de citron (Citrus limon) est riche en monoterpenes (limonene) et peut contenir

des coumarines fluorescentes (Dugo& Di Giacomo, 2002).

Cette variabilit¢ confirme I’importance de la CCM comme outil d’identification
préliminaire, bien qu’une confirmation par GC-MS ou HPLC soit nécessaire pour une

caractérisation compléte (Adams, 2007).

2. Activités biologiques recherchées
2.1. Activité antioxydante (Test de piégeage du radical libre DPPH)

L’activité antioxydante (Fig. 16) des huiles essentielles analysées a ¢té déterminée par la
méthode au DPPHe, basée sur la capacité des composés antioxydants a réduire ce radical stable.
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Figure 16: Pourcentages d'inhibition du DPPH en fonction de la concentration des HEs

Les huiles essentielles (HE) et I’acide ascorbique (vitamine C) présentent des activités
antiradicalaires variables, évaluées par leur capacité a piéger le radical DPPH.
» Acide ascorbique : Montre une forte inhibition du DPPH, comme attendu, en raison de

son pouvoir réducteur ¢levé (Pisoschier al., 2021). Son efficacité dépasse généralement
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celle des HE, car celles-ci contiennent des composés moins polaires, moins réactifs en
milieu aqueux.

» Huiles essentielles : Leur activité dépend de leur composition :

» HE citron (riche en limonéne et citral) peut présenter une inhibition modérée grace
auxaldéhydes conjugués (Tiwariet al., 2022).

» HE lavande (linalol) et HE camomille (a-bisabolol) ont une activité intermédiaire, liée a
leurs terpénes oxygénés (Bakkali et al., 2023).

» HE tea tree (terpinéne-4-ol) montre généralement une activité plus faible, cohérente avec
les études récentes (Sharifi-Rad et al., 2023).

» HE camomille présente une activité antiradicalaire modérée dans le test au DPPH,
principalement attribuée a ses composés sesquiterpéniques et phénoliques (a- Bisabolol)
: Composé majoritaire, connu pour ses propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes

(Sanchez-Carranza et al., 2019).

Lefficacité croit avec la concentration, mais les HE sont moins actives que les antioxydants

standards. Leur utilisation en synergie pourrait améliorer leur potentiel (Falleh ez al., 2021).
2.2. Activité anti-inflammatoire

L'activité anti-inflammatoire des huiles essentielles a été évaluée in vitro, a 'aide du test
anti-hémolytique, permettant d’apprécier la stabilit¢é membranaire des hématies humaines en
présence des HEs, ainsi que I’essaid’inhibition de la dénaturation thermique des protéines en

utilisant le Sérum Albumin Bovin (SAB).
2.2.1.>activité anti-hémolytique

L’¢étude de I’activité anti-hémolytique des huiles essentielles de camomille, d’arbre a thé,
de la lavande et des zestes du citron a ét¢ motivée par leur usage fréquent en médecine
traditionnelle pour apaiser les inflammations et protéger les cellules. L’effet protecteur contre
I’hémolyse a été évalué a différentes concentrations (0,25 ; 0,5 et 1 mg/ml) dans un milieu
tampon phosphate salin (PBS, 0,2 M, pH 7,4) contenant une suspension d’érythrocytes humains,
incubée a 37 °C. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure

17.
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90
< 80
§ 70
e
£% ® HE cit
50
§ ® HE lav
3 40
§ 30 ® HE cam
=20 II I HE tea
=
= 10 u CP
=
=0
0.25 0.5 1

Concentration (mg/ml)

Figure 17: Evolution de l'effet anti-hémolytique des huiles essentielles en fonction de leur
concentration, en comparaison avec le contrdle positif

Toutes les huiles essentielles testées ont démontré une capacité notable a protéger les
globules rouges contre 1’éclatement (lyse) en milieu hypotonique, a des concentrations allant de

0,25 a 1 mg/ml.

Parmi elles, I’huile essentielle de lavande s’est révélée particulierement efficace, avec un taux
d’inhibition de I’hémolyse atteignant 92,97 % a 1 mg/ml, surpassant méme 1’effet du Dicynone
(75,3 %), une substance de référence. Cette performance pourrait s’expliquer par sa forte teneur
en antioxydants, notamment en flavonoides et en monoterpénes (linalol et acétate de linalyle),

connus pour renforcer les membranes cellulaires (Hamdanet al., 2023).

L’huile de teatree, riche en terpinén-4-ol, a également montré des propriétés antioxydantes et
stabilisatrices des membranes (Zhang et al., 2023). De son co6té, I’huile de citron, grace a des
composés phénoliques comme le limonene, a présenté une action modérée mais significative
contre I’hémolyse (Wang et al.,, 2023). Enfin, ’huile de camomille doit probablement son
activit¢ a des flavonoides tels que I’apigénine et la lutéoline, réputés pour leurs effets

antioxydants (Fernandez-Romero ef al., 2023).

Ces résultats soulignent le potentiel thérapeutique de ces huiles essentielles dans la protection
des cellules sanguines contre les dommages osmotiques.

2.2.2.Inhibition de la dénaturation thermique du SAB
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L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire a été réalisée a travers le test d’inhibition de la
dénaturation de 1I’albumine sérique bovine (SAB), appliqué a différentes concentrations.

Les absorbances ont été relevées a une longueur d’onde de 416 nm (Fig. 18)
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Figure 18: Effet des huiles essentielles sur I’inhibition de la dénaturation du SAB a
différentes concentrations

L'é¢tude de I'inhibition de la dénaturation des protéines, comme le sérum albumine bovine
(SAB), est un modgele in vitro couramment utilisé pour évaluer l'activité anti- inflammatoire de
composés naturels ou synthétiques. Les résultats montrent une inhibition dosedépendante, avec
des pourcentages croissants (de 0 a 90%) pour des concentrations variantes entre 0,5 et 1,5
mg/ml. Cette relation suggere un potentiel mécanisme de stabilisation des protéines, empéchant
leur dénaturation, un processus impliqué dans les réactions inflammatoires (Mizushima&

Kobayashi, 1968).

Des études récentes confirment que les composés capables d'inhiber la dénaturation des
protéines peuvent agir en bloquant la libération de médiateurs pro-inflammatoires, tels que les
cytokines (IL-6, TNF-a) (Chandra et al., 2022). Cependant, des tests complémentaires in vivo
sont nécessaires pour confirmer ces effets et évaluer la biodisponibilité des composés testés.
2.3.Effet antibactérien
2.3.1.Test de sensibilité

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antibactérien de nos extraits huileux par la méthode

de diffusion des disques sur un milieu gélosé solide (Muller Hinton), dont I’activité
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antibactérienne a ét¢ estimée en termes de diamétre de la zone d'inhibition autour des disques
contenant 1’extrait vis-a-vis de neuf souches de référence apres 24 heures d'incubation a une

température adéquate de 37°C.

Les résultats de I'aromatogramme effectué sont représentés dans le tableau4 et la figure
19.

Tableau 4: Diamétres des zones d’inhibition induites par les huiles essentielles testées
contre les souches bactériennes de référence.

Diameétre de

Diamétre de 7y (mm) Diameétre de Diamétre
Bactérietestée VA induite par ZI1 de ZI
Gram ’HE lay
(mm) (mm) (mm)
induite par induite par induite par
VHE cit I’HE cam I’HE tea
Yersinia - 10 12 / 14
enterocolitica
Bacillus cereus + 14 16 / 20
Pseudomonas - 8 10 / 12
aeruginosa
Escherichia coli - 12 14 8 16
Salmonella aboni - 11 13 10 15
Klebsiella - 13 15 14 17
pneumoniae
Salmonella enterica - 12 17 13 14
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Figure 19: Zones d'inhibition induite par 'HE contre quelques souches de référence testées.

Les huiles essentielles présentent une activité antimicrobienne variable selon leur
composition. Melaleuca alternifolia (arbre a thé) montre I’inhibition la plus marquée
(jusqu’a 20 mm), attribuée au terpinene-4-ol, qui perturbe les membranes bactériennes,
entrainant la mort cellulaire (Mondello ez al, 2021 ; Ahmadi et al., 2022). Lavandula spp.
présente une activité modérée (13—17 mm), liée a la synergie du linalol et de I’acétate de linalyle,
perturbant les membranes et inhibant la respiration (Politiet al., 2023). Matricariachamomilla a
une activité intermédiaire (10—16 mm), due au bisabolol et au chamazuléne, inhibant certaines
enzymes membranaires (Baranovet al., 2021). En revanche, Citrus limon montre la plus faible
inhibition (8-14 mm), le limonéne étant moins actif contre les Gram négatifs (Zhang et al.,
2021). Ces résultats s’alignent partiellement avec ceux de Ben Salha (2020), mais les différences
observées pourraient s’expliquer par des variations de chémotype, concentration ou méthode
d’extraction. L’efficacité antimicrobienne dépend notamment de la présence de groupes
hydroxyles, qui améliorent 1’interaction avec les membranes bactériennes (Shan et al, 2024 ;

Sokovicet al., 2020).
2.3.2.Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et laconcentration
minimale bactéricide (CMB)

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles a été évaluée par la détermination des
CMIs et CMBs a I’aide de la méthode de dilution en milieu liquide. La CMI correspond a la plus

faible concentration empéchant toute croissance bactérienne visible, tandis que la
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CMB désigne la concentration minimale nécessaire a I’élimination compléte des bactéries
viables. Cette méthode permet de distinguer les effets bactériostatiques des effets bactéricides

des huiles testées.

Les résultats des CMI et des CMB obtenues sont représentés dans le (Tab. 5) et les (Fig
9et10):

Tableau 5: Résultats de CMI et CMB des souches bactériennes de référence testées

Souche HE cam Effet HE tea Effet EHlav Effet EHcit Effet
bactérienne | CMB/CM CMB/C CMB/C CMB/CMI
| MI MI

Bacillus 700/700 Bactéric 200/200 | Bactéric 100/50 Bactéric

cereus

Escherichia 75/75 | Bactéric 466/50 | Bactéric

coli

Klebsilella 100/34 Bactéric / / / / 363/363 Bactéric
pneumoniae

Les huiles essenticlles (HE) testées dans cette étude montrent une activité antibactérienne

variable selon les souches bactériennes. Les concentrations minimales bactéricides (CMB) et
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minimales inhibitrices (CMI) révelent des différences significatives d’efficacité. L’activité

antibactérienne est variable selon les souches :

Yersinia enterocolitica est sensible a toutes les HE testées, avec des CMB/CMI
relativement basses pour HE cam (20/16 pg/ml), indiquant une bonne efficacité. Les
autres HE (tea, lav, cit) présentent des CMB/CMI élevées (300 a 466 pg/ml), suggérant
une action bactériostatique plutdt que bactéricide a ces concentrations.

Bacillus cereus est inhibé par HE tea, lav et cit, mais pas par HE cam. La CMB la plus
basse est observée pour HE cit (50 pg/ml), ce qui corrobore des études antérieures sur
l'activité antibactérienne des HE riches en citral et limonéne (Burt, 2004).

Escherichia coli et Salmonella enterica sont sensibles a HE tea et cit, avec des CMB/CMI
modérées (75 pg/ml pour E. coli et 10,53/0,65 pg/ml pour S. enterica avec HE cit). Cette
activité pourrait étre liée aux monoterpeénes (terpinéne-4-ol, linalol) connus pour
perturber la membrane bactérienne (Nazzaroet al., 2013).

Klebsiella pneumoniae est inhibée par HE cam (100/34 nug/ml) et HE cit (363/363
pg/ml), mais résistante aux autres HE. Cette résistance partielle pourrait s'expliquer par
la présence d’une capsule polysaccharidique limitant la pénétration des composés actifs
(Daglia, 2012).

Pseudomonas aeruginosa et Salmonella aboni ne montrent aucune sensibilité aux HE
testées, ce qui est cohérent avec leur résistance naturelle due a des mécanismes de

pompes a efflux et de biofilms (Lang &Buchbauer, 2012).

Les résultats obtenus sont en accord avec plusieurs études :

Lactivité de HE teatree contre E. coli et S. enterica a été documentée (Cox et al., 2000),
attribuée au terpinéne-4-ol.

HE lavande montre une action modérée sur B. cereus, comme rapporté par (Prashar et
al., 2004), en lien avec le linalol.

La résistance de P. aeruginosa aux HE est fréquemment observée (D’Arrigo et al.,

2010), en raison de sa membrane externe imperméable.
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Cette ¢étude a mis en évidence la richesse phytochimique et les propriétés biologiques des
huiles essentielles extraites de quatre plantes médicinales : Matricaria chamomilla (Camomille),
Lavandula angustifolia (Lavande), Melaleuca alternifolia (Arbre a thé) et Citrus limon (Citron).
Les analyses ont révélé une diversité significative en métabolites secondaires, tels que les
flavonoides, les terpeénes et les composés phénoliques, responsables de leurs activités
antioxydantes, anti-inflammatoires et antimicrobiennes.

» Camomille : Excellente activité antioxydante grace a sa teneur élevée en
polyphénols.

» Lavande : Effet anti-inflammatoire marqué, notamment dans la protection des
membranes cellulaires.

» Arbre a thé : Puissante action antibactérienne, particuliérement contre les
bactéries Gram-positives.

» Citron : Potentiel antioxydant modér¢, attribué a sa composition en flavonoides.

Les résultats confirment 1’intérét thérapeutique de ces huiles essentielles et soulignent
I’importance des facteurs environnementaux et méthodologiques dans leur composition et leur

efficacité.
Pour approfondir ces travaux, plusieurs pistes peuvent étre envisagées :

2. Analyses complémentaires : Utiliser des techniques avancées (HPLC, GC-MS) pour une
caractérisation plus précise des composés actifs.

3. Etudes in vivo : Evaluer Defficacité et la biodisponibilité des huiles essentielles dans des
modeles animaux ou cliniques.

4. Synergies : Explorer les interactions entre différentes huiles pour potentialiser leurs effets
biologiques.

5. Optimisation des procédés : Standardiser les méthodes d’extraction et de conservation pour
garantir la reproductibilité des résultats.

6. Applications industrielles : Développer des formulations cosmétiques, pharmaceutiques ou

agroalimentaires exploitant les propriétés de ces huiles.



Ces recherches s’inscrivent dans une démarche de valorisation des ressources naturelles,

combinant tradition et innovation pour répondre aux défis de santé durable.
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Annexe 2 : Courbe d’étalonnagede la quercétine
Annexe 3 : Préparation du tampon phosphate
Pour préparer 500 ml de tampon phosphate PBS (Phosphate Buffered Saline) 0,2 M a
pH 7.4, suivez cette procédure : Composition du PBS 0,2 M (pH 7,4)
« NaCl:8¢g/L
« KCI1:0,2¢g/L
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Na:HPOus (phosphate disodique) : 1,44 g/L (ou Na2HPO4-2H-0 : 1,78 g/L)
KH2PO4 (phosphate monopotassique) : 0,24 g/L

Préparation de la solution mere PBS 0,2 M

NaCl:4g¢g

KCl:0,1¢g

Na:HPOs (anhydre) : 0,72 g (ou Na:HPO4-2H-0 : 0,89 g)
KH:PO4:0,12 g

Dissoudre les composants dans ~400 ml d'eau distillée (ou eau ultrapure).
Ajuster le pH a 7,4 avec HCl 1 M ou NaOH 1 M

Compléter a 500 ml avec de I'eau distillée.

Vérifier le pH au pH-métre et ajuster si nécessaire.

Filtrer sur membrane 0,22 pm pour stérilisation (si nécessaire).

Annexe 4 : Préparation de Mc Ferland

La solution Mc Farland 0.5 est un étalon de turbidité utilisé en microbiologie pour

standardiser la concentration bactérienne dans les suspensions d'inoculum. Elle permet d'estimer

approximativement le nombre de bactéries présentes et d'assurer des conditions reproductibles

pour les tests de sensibilité aux antibiotiques (antibiogrammes) ou d'autres analyses.

Caractéristiques de la solution Mc Farland 0.5
Turbidité : Correspond a une densité optique d'environ 0,08 a 0,1 (a 600 nm).
Concentration bactérienne approximative : 1,5 x 108 UFC/mL (Unités Formant Colonies

par millilitre).

Généralement préparée avec 1% de sulfate de baryum (BaSOs) et 1% d'acide sulfurique (H2SO4).

Annexe S : Préparation de gélose de Mueller-Hinton

La gélose de Mueller-Hinton est un milieu de culture largement utilisé en microbiologie,

particuliérement pour les tests de sensibilité aux antibiotiques (antibiogrammes).

Composition

Extrait de viande de beeuf et de caséine : Fournit des acides aminés et des peptides.
Amidon : Absorbe les toxines bactériennes qui pourraient fausser les résultats.

Gélose : Agent solidifiant.
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pH ajusté a 7,3 + 0,1 : Optimal pour la croissance bactérienne.

Pour la préparation de la gélose de Muller Hinton, on a besoin de 38g de la poudre du
Muller Hinton Agar. Les étapes de préparation sont :

1.Dans un bécher, en dissolvant la poudre dans un litre de l'eau distillée, il faut
I'homogénéiser et chauffer en agitant ;

2.Porter a ébullition environ une minute ;

3.Mettre dans des flacons en verre bien fermés pour le stériliser a I'autoclave pendant
15min a 121.1°C. Pour I'utiliser, laisser refroidir, puis le couler dans des boites de pétri

(25ml par boite) dans un milieu stérile et laisser reposer. Ils sont préts a l'utilisation

immédiatement ou stocker a 2°C a 8°C pendant une semaine au plus.




Annexes

Lol

Annexe 5 : Résultats du dosage des polyphénols

Annexe 6 : Résultats de ’activité anti oxydante (Test du DPPH)
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Potentiel thérapeutique des huiles essentielles : Analyse comparative de la
Lavande, Camomille, Arbre a thé et Citron

Cette étude explore la composition phytochimique et les propriétés biologiques des huiles
essentielles (HE) extraites de quatre plantes médicinales : Lavandula angustifolia
(Lavande), Matricaria chamomilla (Camomille), Melaleuca alternifolia (Arbre a thé) et
Citrus limon (Citron) Les analyses phytochimiques ont révélé la présence de flavonoides,
tanins, terpénes et composés phénoliques, avec des variations significatives entre les especes.
La Lavande et la Camomille se distinguent par leur richesse en métabolites secondaires, tandis
que le Citron présente un profil plus restreint. Les rendements d'extractionvarient selon les
plantes, avec I'Arbre a thé affichant le rendement le plus élevé (2,6 %).

Les tests biologiques ont mis en évidence des activités antioxydantes, anti-inflammatoires et
antibactériennes notables. La Camomille montre la plus forte teneur en polyphénols totaux
(95 ng EAG/mg), tandis que I'Arbre a thé présente une activité antibactérienne marquée
contre des souches comme Bacillus cereus (zone d'inhibition de 20 mm). La Lavande excelle
dans l'activité anti-hémolytique (92,97 % d'inhibition a 1 mg/ml). Les HE ont également
démontré une inhibition dose-dépendante de la dénaturation des protéines, suggérant un
potentiel anti-inflammatoire.

Les résultats soulignent 1'hétérogénéité chimique et fonctionnelle des HE, corrélée a leurs
applications potentielles en phytothérapie, cosmétique et industrie alimentaire, en mettant en
¢vidence l'importance des facteurs environnementaux et méthodologiques dans leur|
composition et leur efficacité.

Mots-clés : Huiles essentielles, Lavande, Camomille, Arbre a thé, Citron. Activités
biologiques.
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