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Résumé

Les plantes médicinales et aromatiques occupent une place essentielle dans la médecine
traditionnelle et moderne en Algérie. La présente étude vise a déterminer les caractéristiques
physicochimiques des huiles essentielles (HEs) de Lavandula stoechas (HELS) et
Cymbopogon schoenanthus (HECS), leurs compositions chimiques et d’évaluer leurs activités
antioxydantes, antibactériennes et insecticides ainsi que la formulation d’une créme (CLS 4%)
et d’une pommade (PLS 4%) a base des HELS, d’en controler leurs qualités
physicochimiques, microbiologiques et d’évaluer leurs activités cicatrisantes. Un
antimoustique a été aussi formulé a base des HECS, dans le but de tester son controle qualité
physicochimique, microbiologique et son activit¢ répulsive en vue de leurs
commercialisations. L'analyse GC-MS a montré que le linalool (16,35%), ’acétate de liinalyl
(9,71%) sont les principaux composés de HELS, tandis que HECS est dominée par trans-p-
menth-2-en-1-0l (8,60%) et elemol (8,57%). L’étude du pouvoir antioxydant a été réalisée in
vitro par les tests de CAT, DPPH et PR et blanchissement de B-caroténe. Les résultats ont
révélé que les HEs de notre plante présentent une activité antioxydante modérée. Les résultats
de I’activité antibactérienne des HEs ont révélé une bonne activité antibactérienne dont la
souche la plus sensible est B. cereus, avec des valeurs de CMI égales a 0,048 et 0,012 mg/ml
et CMB égales a 0,097 et 0,024 mg/mL, respectivement. L’activité insecticide des HECS a été
¢galement évaluée sur les larves de stade L4 et les nymphes de Culiseta longiareolata. Les
résultats obtenus ont révélé une bonne activité insecticide dont les CLso sont de 0,0086 et
0,013%, et les TLso sont de 35,48 et 48 h, respectivement. Les résultats de controle de qualité
de I’antimoustique, de la pommade et de la créme sont conformes par rapport aux normes de
la pharmacopée européenne. L'étude a également porté sur 1’évaluation de [Dactivité
cicatrisante des deux bioproduits CLS 4% et PLS 4% dans le traitement des plaies. Les
résultats ont montré une bonne activité cicatrisante de CLS 4% et PLS 4% (98,56%, 98,49%,
respectivement), similaire a celle de la créme cicatrisante commerciale (Cicatryl®) (98,31%).
L'ensemble des résultats obtenus supporte supporte la commercialisation de ces bioproduits
dans les industries pharmaceutique et parapharmaceutique.

Mots clés : Huiles essentielles, activité antioxydante, activité antibactérienne, activité
insecticide, cicatrisation, contrdle de qualité.



Abstract

Medicinal and aromatic plants play an essential role in traditional and modern medicine in
Algeria. The aim of the present study was to determine the physicochemical characteristics of
the essential oils (EOs) of Lavandula stoechas (EOLS) and Cymbopogon schoenanthus
(EOCS), their chemical compositions and to evaluate their antioxidant, antibacterial and
insecticidal activities, as well as to formulate a cream (CLS 4%) and an ointment (PLS 4%)
based on the EOLS, to check their physicochemical and microbiological qualities and to
evaluate their healing activities. A mosquito repellent was also formulated based on EOCS,
with the aim of testing its physicochemical and microbiological quality control and its
repellent activity with an aim of marketing. GC-MS analysis showed that linalool (16.35%)
and liinalyl acetate (9.71%) are the main compounds in EOLS, while EOCS was dominated
by trans-p-menth-2-en-1-ol (8.60%) and elemol (8.57%). The antioxidant power was studied
in vitro using CAT, DPPH and PR tests and pB-carotene bleaching. The results showed that our
plant's EOs have moderate antioxidant activity. The results of the antibacterial activity of EOs
revealed good antibacterial activity with the most sensitive strain being B. cereus, with MIC
values equal to 0.048 and 0.012 mg/mL and MBC values equal to 0.097 and 0.024 mg/mL,
respectively. The insecticidal activity of EOCS was also evaluated on L4 stage larvae and
nymphs of Culiseta longiareolata. The obtained results showed good insecticidal activity,
with LCsos of 0.0086 and 0.013%, and TLsos of 35.48 and 48 h, respectively. The quality
control results for the mosquito repellent, ointment and cream complied with European
Pharmacopoeia standards. The study also assessed the healing activity of the two bioproducts
CLS 4% and PLS 4% in the treatment of wounds. The results showed good healing activity
for CLS 4% and PLS 4% (98.56% and 98.49%, respectively), similar to that of the
commercial healing cream (Cicatryl®) (98.31%). The overall results obtained support support
the marketing of these bioproducts in the pharmaceutical and parapharmaceutical industries.

Key words: Essential oils, antioxidant activity, antibacterial activity, insecticide activity,
wound healing, quality control.
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Face aux nombreux effets indésirables observés, aux échecs de traitement de certains produits
pharmaceutiques et a leurs cofits €élevés et malgré le développement continu de la technologie
dans ce domaine, les gens s’inquiétent toujours de la sécurité, de 1’efficacité et de I’innocuité

du traitement médical qu’ils utilisent (Fainzang et Ouvrier, 2019).

La médecine alternative ou la médecine verte redresse les produits a base de plantes qui font
I’objet d’une demande croissante en pharmacie. Les gens semblent se tourner vers les produits
de santé naturels pour leur propre traitement ou simplement pour améliorer leur santé

(Mortada, 2024).

Depuis des siecles, les plantes médicinales sont considérées comme une source majeure des
produits utilisés en médecine alternative. Il y’a environ 500 000 plantes sur terre, 100 000
d’entre elles, environ, possédent des propriétés médicinales contribuées a leurs principes actifs
qui agissent directement sur 1’organisme. On les utilise aussi bien en médecine classique qu’en

phytothérapie (Daoud et al., 2022).

L’Algérie est connue pour sa diversité en plantes médicinales et aromatiques dont la plupart
existent a I’état spontané, ainsi que I’utilisation populaire dans 1I’ensemble du territoire du pays.
Avec ses 3000 especes, appartenant a plusieurs familles botaniques dont 15% sont endémiques,
la flore algérienne reste cependant tres peu exploitée sur le plan phytochimique comme sur le

plan pharmacologique (Bouzid et al., 2016).

Le traitement par les plantes est reconnu pour sa facilité d’utilisation, son efficacité ainsi que
ses bienfaits incontestables. Selon les estimations de I’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS), 80 % de la population des pays en voie de développement ont recours a la médecine
traditionnelle pour leurs besoins de santé, le plus souvent en raison du cofit élevé des
médicaments d’importation et de 1’inaccessibilité géographique des médicaments (Haddouchi
et al., 2014). Actuellement, les plantes aromatiques possedent un atout considérable grace a la
découverte progressive des applications des huiles essentielles (HEs) dans les soins de santé
ainsi qu’a leur utilisation dans d’autres domaines d’intérét économique. Leurs nombreux usages
font qu’elles connaissent une demande de plus en plus forte sur les marchés nationaux et
internationaux (Bouzid er al., 2017). Ces huiles sont une source potentielle de divers
constituants phytochimiques entrant dans leurs compositions. Cette diversité de composés
chimiques, qui sont a 1’origine de plusieurs activités biologiques telles que I’activité anti-
inflammatoire, antimicrobienne, antiseptique, antioxydant, insecticide et cicatrisante pourrait
justifier leurs utilisations traditionnelles (Lucca ef al., 2022 ; Bibiano ef al., 2022 ; Potocka et

al., 2023 ; El Youssfi ez al., 2024). Cependant, malgré la disponibilité de nombreux produits
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cicatrisants efficaces, le traitement des plaies reste un sujet controversé. Il existe un besoin
constant de méthodes simples, efficaces et accessibles pour améliorer la cicatrisation des plaies,
ce qui incite de nombreux chercheurs a explorer de nouvelles voies, souvent inspirées par

I’ethnopharmacologie (Chopra, 2021).

De plus, les plantes médicinales et aromatiques offrent une protection naturelle contre les
piqires d’insectes grace a leurs composants actifs qui agissent comme répulsifs naturels (Maia
et Moore, 2011). De ce fait, la recherche d’un antimoustique naturel avec des effets secondaires
minimes ou inexistants, alternative aux molécules synthétiques chimiques, est devenue une

priorité pour la recherche scientifique.

Cependant, ces différentes alternatives ne sont pas sans risques qu’elles soient utilisées seules
ou en combinaison, les plantes médicinales peuvent avoir des effets potentiellement nocifs. Par
conséquent, il est nécessaire de formuler des réglementations spéciales pour garantir la qualité
des produits formulés, la sécurité d’utilisation et les effets thérapeutiques de ces types de
produits, tout en tenant compte de 1’utilisation traditionnelle des plantes médicinales (Ph. Eur,

2017).

De ce fait, notre travail vise a valoriser deux huiles essentielles de deux plantes et a élaborer de
nouveaux produits exploités par 1’homme dans les industries pharmaceutique et
parapharmaceutique. Les objectifs assignés a notre travail consistent en :

v' Détermination des caractéristiques physicochimiques des huiles essentielles de Lavandula

stoechas L. et Cymbopogon schoenanthus (L.) Spreng. ;
v" Détermination de la composition chimique des deux huiles essentielles ;

v" Evaluation in vitro des activités antioxydantes et antibactériennes des deux huiles essentielles ;

v" Evaluation in vivo de I’activité insecticide des huiles essentielles de Cymbopogon schoenanthus
(L.) Spreng. ;

v" Controéler la qualité d’un antimoustique formulé a partir de ’huile essentielle de Cymbopogon
schoenanthus (L.) Spreng. et de tester son efficacité ;

v Controler la qualité d’une créme et d’une pommade formulées des huiles essentielles de

Lavandula stoechas L. et de tester in vivo leurs activités cicatrisantes.

Ce mémoire est structuré en trois chapitres, le premier est consacré a 1’étude bibliographique.
Le deuxieme chapitre expose le matériel et les méthodes employés dans nos expériences, alors
que le dernier chapitre présente 1’ensemble des résultats obtenus avec les discussions
nécessaires. Ce travail est achevé par une conclusion générale qui récapitule les principaux

résultats obtenus ainsi que les perspectives de sa continuité.
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1. Plantes médicinales et aromatiques
1.1. Définition

Les plantes médicinales peuvent étre décrites comme des plantes ayant la capacité de traiter
des conditions médicales ou d’avoir un effet pharmacologique bénéfique pour le corps des

humains ou des animaux (Namdeo, 2018).

Les plantes aromatiques se distinguent par la présence de composés aromatiques, qui sont
principalement des huiles essentielles (HEs) volatiles pouvant s’évaporer a température
ambiante. Ces HEs sont parfumées, s’évaporent facilement, repoussent I’eau et sont des
substances hautement concentrées. Elles peuvent étre obtenues a partir de différentes parties
des plantes, notamment les fleurs, les bourgeons, les graines, les feuilles, les brindilles,

I’écorce, le bois, les fruits et les racines (Samarth et al., 2017).
1.2. Importance des plantes médicinales et aromatiques

Les plantes médicinales représentent la forme de traitement la plus ancienne, utilisée depuis
des milliers d’années dans la médecine traditionnelle de nombreux pays a travers le monde.
Les connaissances empiriques sur leurs effets bénéfiques ont été transmises de génération en
génération au sein des cultures humaines. Les produits naturels jouent un role essentiel en
tant que source de composés médicinaux et, aujourd’hui, plusieurs médicaments modernes
dérivés de la médecine herboriste traditionnelle sont utilisés en pharmacothérapie

contemporaine (Marrelli, 2021).

En Algérie, la phytothérapie est profondément enracinée dans la culture locale, avec des
connaissances importantes transmises empiriquement de génération en génération. L’ Algérie
possede une flore riche et extrémement diversifiée, en raison de sa situation géographique et
de la grande variété de ses conditions climatiques et topographiques (Djahafi ez al., 2021).
En effet, I’Algérie abrite une grande variét¢ de plantes, totalisant 3 183 especes, dont
beaucoup sont endémiques et en voie de disparition. Cependant, peu d’études

ethnobotaniques et ethnomédicinales sont menées sur cette diversité (Taibi ez al., 2020).
1.3. Formes de préparation

Les remedes a base de plantes, dans les systémes traditionnels, sont préparés de diverses
manicres selon le type de plante, les constituants thérapeutiques, la méthode et le but de
I’application. L’efficacité de la médecine a base de plantes dépend souvent de la maniere

dont I’herbe est préparée pour libérer au mieux ses propriétés médicinales. Les herbes
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peuvent étre utilisées a la fois en interne et en externe, bien qu’elles soient généralement plus
efficaces lorsqu’elles sont utilisées en interne. Les principales préparations internes
comprennent les infusions (tisanes chaudes), les décoctions (tisanes bouillies), les teintures
(extraits alcool-eau), les macérations (trempage a froid), la percolation, la digestion,
I’inhalation de plantes en poudre (comme le tabac), I’inhalation de vapeur, I’aromathérapie et
les préparations séches. Pour un usage externe, les principales préparations sont les lavages,
les compresses, les cataplasmes, les onguents et les baumes. En général, les infusions sont
faites avec des feuilles et des fleurs, tandis que les décoctions sont faites avec des racines, des

écorces, des graines et des baies (Alamgir, 2017).
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2. Huiles essentielles
2.1. Définition

Les plantes médicinales et aromatiques (PMA) contiennent une multitude de composés
pharmacologiques bioactifs ayant d'énormes effets bénéfiques. Comme son nom l'indique, les
plantes aromatiques ont des composés aromatiques, plus précisément les huiles essentielles
(HEs) (Salvi et al., 2022). Les HEs sont des produits odorants, généralement de composition
complexe, obtenus a partir d’une maticre premiere végétale botaniquement définie, soit par
entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation séche, soit par un procédé mécanique
appropri¢ sans chauffage. Elles sont des liquides aromatiques volatils concentrés dérivés de
plantes naturelles et peuvent étre extraits de leurs fleurs, feuilles, graines, pelures, branches,
¢corce, bois, racines, tiges souterraines, gencives ou résine huileuse (Liang et al., 2023).
Néanmoins, 'HE peut varier dans la diversité¢ selon la partie de la plante utilisée comme

maticre premicre (Baptista-Silva et al., 2020).

Le role écologique des HEs n’est pas encore clairement déterminé, bien que les produits
sécréteurs des plantes aient été suggérés comme fournissant des avantages adaptatifs,
notamment la protection des plantes contre les agressions extérieures (les phytopathogenes).
Elles ont des propriétés répulsives ou attractives vis-a-vis des insectes (Kaloustian et al.,

2012 ; Liange, 2023).
2.2. Répartition et localisation des huiles essentielles

Les HEs sont des sécrétions naturelles produites par les plantes et se trouvent dans diverses
parties de la plante telles que les fleurs (rose), les sommités fleuries (lavande), les feuilles
(citronnelle), les écorces (cannelle), les racines (iris), les fruits (vanille), les bulbes (ail), les
rhizomes (gingembre) ou les graines (muscade). Certaines HEs, comme celles de lavande ou

de sauge, sont obtenues en utilisant la plante enticre (Boukhatem, 2019).

La synthése et I’accumulation de HEs dans les organes végétaux sont associées a la présence
de structures histologiques spécialisées : les cellules sécrétrices. Ces cellules sécrétrices sont
rarement isolées, mais généralement regroupées dans des poches (chez les Myrtaceae, les
Rutaceae), des canaux sécréteurs (chez les Apiaceae) ou des poils sécréteurs (chez les
Lamiaceae). Elles se situent principalement a la périphérie des organes externes de la plante

(Kaloustian et al., 2012).



Synthése bibliographique

2.3. Composition chimique

Les HEs sont des mélanges d’un grand nombre de composés chimiques qui peuvent contenir
jusqu’a environ 100 composants présents dans diverses concentrations. Dans la composition
globale d’une HE, certains composants sont présents en quantités €levées (allant jusqu’a
80%), tandis que d’autres ne sont présents qu’a 1’état de traces (Thormar, 2010). Elles sont
complexes et trés variables, appartenant a deux groupes caractéris€és par des origines
biogénétiques distinctes : les terpénoides et les composés aromatiques dérivés du
phénylpropane (Bakkali et al., 2008). Les huiles essentielles sont trés variables en termes de
composition et de rendement des plantes d'origine, en raison de facteurs intrinséques liés au
patrimoine génétique de la plante et d'autres facteurs extrinseéques liés aux conditions de

croissance et de développement de la plante (Baptista-Silva et al., 2020).
2.3.1. Composés terpéniques

Les terpenes, également connus sous le nom terpénoides lorsqu’ils contiennent de 1’oxygene,
sont le plus grand groupe de composés naturels avec plus de 30 000 structures connues. Ils
constituent une famille de composés largement répandus dans le régne végétal, dont la
majorité est rencontrée dans les huiles essenticlles (Fokou et al., 2020). Les terpénes
représentent une diversit¢ de classes structurales et fonctionnelles. Ils résultent de
combinaisons d’unités de base de 5 carbones appelées isopréne (CsHg) (Bakkali ez al., 2008).
Le groupe des terpenes peut étre classé selon le nombre de leurs unités de carbone qu’ils
contiennent, qui comprennent les classes : monoterpenes (C10), sesquiterpenes (C15),
diterpenes (C20), triterpenes (C30), tetraterpenes (C40) et polyterpenes (Figure 1) (Bakkali,
2008 ; Couic-Marinier et Lobstein, 2013). Les térpénoides sont des terpénes ayant une ou
plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide). Dans la composition de la
plupart des HEs, les monoterpénoides et les sesquiterpénoides forment la majeure partie

(Eslahi et al., 2017).

2.3.1.1. Monoterpénes

Les monoterpénes sont des constituants naturellement présents dans les plantes a HE, la
majorité étant des hydrocarbures insaturés (C10). Les monoterpénes sont formés de deux
unités isoprenes, ce sont les molécules les plus représentatives des HEs en constituant 90%,
avec approximativement 1500 monoterpénoides ont été décrits (Breitmaier, 2006 ; Carson
et Hammer, 2011). Des alcools (géraniol, menthol et bornéol), des cétones (tégetone,

menthone et camphre), les carbures (myrcéne, terpinéne et campheéne), des aldéhydes
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(géraniale, néral et citronellal), des cétones esters (linalol acétate, menthyl et
isobornylacéate), des éthers (1,8-cinéole, et menthofurane), des peroxydes (ascaridole) et
phénols (thymol et carvacrol) des acides carboxyliques sont présents en tant que substituants
dans les dérivés oxygénés des monoterpeénes, collectivement appelés monoterpénoides

(Zielinska-Blajet et al., 2020 ; Selmi et al., 2022).
2.3.1.2. Sesquiterpéenes

Les sesquiterpénes sont le deuxiéme groupe le plus courant dans les HEs aprés les
monoterpénes dominants. Ils sont formés de trois unités d’isopréne (CisHz4) et sont
extrémement diversifiés sur le plan structural, avec plus de 120 types squelettiques différents.
Issus du pyrophosphate de farnésyl par divers processus de cyclisation et de réarrangement
squelettique, ils peuvent étre acycliques (comme le nérolidol et le farnésol) ou cycliques
(monocycliques, bicycliques, tricycliques). Les sesquiterpénes sont présents dans de
nombreux organes végétaux et sont des composants clés de plusieurs HEs commercialement
importantes, notamment 1’huile de néroli, I’huile de rose, I’huile de bois de santal et I’huile de

camomille (Carson et Hammer, 2011).
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Figure 1. Exemples de structures mono- et sesquiterpenes (Selmi ez al., 2022).
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2.3.1.3. Diterpénes

Les diterpénes sont des composés formés en combinant quatre unités d’isopréne et sont
considérés comme des composants lourds qui ne s’évaporent pas facilement lors du processus
d’extraction par distillation a la vapeur, ce qui rend impossible leur présence dans les HEs
isolées. Ils sont trouvés dans toutes les familles de plantes avec des structures chimiques en
C20. Environ 2500 diterpénes connus appartiennent a 20 types structuraux majeurs et
peuvent étre trouvés dans les hormones végétales et le phytol, ou ils sont trouvés comme

chaines latérales sur la chlorophylle (Islam ez al., 2016).
2.3.1.4. Polyterpenes

Les polyterpenes sont généralement représentés par la formule (CsHg)n, ou n varie
typiquement de 9 a 30. Les terpénoides, quant a eux, sont des composés ayant une ou
plusieurs fonctions chimiques telles qu’alcool, aldéhyde, cétone ou acide. Dans la plupart des
huiles essentielles, les monoterpénoides et les sesquiterpénoides constituent la majeure partie

des composants (Eslahi et al., 2017).
2.3.2. Composés aromatiques dérivés du phénylpropane

Les composés aromatiques dérivés du phénylpropane (C6-C3) sont moins fréquents dans les
HEs que ceux terpéniques. Il s’agit d’aldéhyde (cinnamaldehyde), d’alcool (alcool
cinnamique), de phénol (chavicol et eugénol), de dérivés méthoxy (anéthole, ¢lémicine,
estragole et méthyleugénols) et de composés de méthyléne dioxie (apiole, myristicine et

safrole) (Figure 2) (Eslahi et al., 2017 ; Selmi et al., 2022).
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Figure 2. Structure chimique de quelques composés aromatiques (Selmi ez al., 2022).
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2.4. Domaine d’utilisation des huiles essentielles

Autrefois réservées a la parfumerie et a la médecine, les HEs sont aujourd’hui omniprésentes
dans notre quotidien : dans des produits cosmétiques, dans des produits d’hygiéne ou dans
des parfums d’ambiance, dans des huiles aromatiques destinées aux massages bien-étre, ou
encore commercialisées sous forme de complexes visant a purifier notre air pollué. Elles
trouvent également un intérét grandissant aupres de 1’industrie et de I’agroalimentaire, Il est
estimé qu’environ 3000 HEs sont connues, parmi lesquelles environ 300 présentent un intérét

commercial, principalement pour 1’industrie du parfum et des aromes (Hema et al., 2023).
2.4.1. Industrie pharmaceutique

Les HEs peuvent avoir plusieurs utilisations diversifiées. Elles peuvent étre employées
comme simples excipients dans d’autres médicaments, notamment pour masquer le gott d’un
principe actif, ou comme sources de précurseurs d’hémisynthése, tels que le citral, qui est

utilisé dans la production de la vitamine A (Franchomme et Pénoél, 2001).
2.4.2. Cosmétologie

Les entreprises cosmétiques développent une large gamme de produits incluant les soins
personnels, les soins capillaires, les nettoyants, les parfums et le maquillage. L’industrie
cosmétique ne cesse d’innover et d’améliorer ses produits pour répondre aux attentes des
consommateurs. De ce fait, les produits cosméceutiques, contenant un ou plusieurs composés
bioactifs destinés a améliorer la santé et la beauté, connaissent une popularité croissante. Les

HESs peuvent étre présentes dans diverses formulations cosmétiques (Carvalho ez al., 2015).
2.4.3. Industrie agroalimentaire

Les HEs sont utilisées en industrie agroalimentaire comme rehausseurs de golit et pour
améliorer la saveur des produits alimentaires élaborés. Depuis peu, les industriels ont
souhaité 1’utilisation d’HEs comme conservateurs, au détriment des molécules de synthese

classiques couramment utilisées, telles que les parabénes (Kaloustian et al., 2012).
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3. Activités biologiques

3.1. Activité antioxydante

Certains constituants des HEs présentent un potentiel antioxydant trés marqué, ils sont
actuellement commercialisés ; c’est le cas de 1’eugénol (Amorati et al., 2013), du thymol
(Razavi et al., 2017), du linalool et du linalyl acétate (Jabir ez al., 2018 ; Shin et Seol, 2023)

et du carvacrol (Zareiyan et al., 2017).

3.1.1. Stress oxydant

Le stress oxydatif se définit comme un déséquilibre entre la production de radicaux libres ou
especes réactives de 1’oxygene (ERO) et les capacités antioxydantes des cellules. Ce
déséquilibre peut étre di a un déficit nutritionnel en antioxydants, a une surproduction
endogeéne ou a une exposition environnementale a des facteurs pro oxydants (Zbadi et al.,
2018). Le déséquilibre peut déclencher des facteurs spécifiques responsables des dommages
oxydatifs au niveau des acides nucléiques, des lipides et des protéines cellulaires (Pizzino et
al., 2017), et donc I’apparition de nombreuses pathologies chroniques telles que le diabéte, le
cancer, les maladies inflammatoires, les maladies cardiovasculaires et les maladies

neurodégénératives (Matschke et al., 2019).

3.1.2. Radicaux libres et espéces réactives

Un radical libre est une espeéce chimique pouvant exister indépendamment et possédant un ou
plusieurs électrons non appariés, autrement dit des €lectrons se trouvant seuls dans une
orbitale. Ces radicaux libres sont capables de réagir indistinctement avec toutes les molécules
avec lesquelles ils entrent en contact. Une fois formés, ils peuvent réagir avec un autre radical
ou avec une autre molécule non radicalaire par diverses interactions (Ahmadinejad ez al.,

2017).

Les ERO sont des métabolites extrémement réactifs produits a partir d’environ 5% de
I’oxygene consommé pendant la respiration aérobie. Elles comprennent le superoxyde (O27),
le peroxyde d’hydrogéne (H20:), le radical hydroxyle (-OH), ’oxygéne singulet (O2), le
monoxyde d’azote (-NO) et le peroxynitrite (ONOQO"). Ces especes sont impliquées dans des
voies de réaction complexes et peuvent former des radicaux. Les ERO jouent un double role
dans le corps humain en exacerbant le vieillissement de la peau et I’inflammation, tout en
régulant ’homéostasie, comme la prolifération des kératinocytes de 1’épiderme (Nakai et

Tsuruta, 2021).

10



Synthése bibliographique

3.1.3. Formes des radicaux libres

Parmi les espeéces radicalaires formées dans les cellules, il existe un groupe restreint appelé
radicaux primaires, ayant un role particulier en physiologie. Les radicaux secondaires se
forment lorsque les radicaux primaires réagissent avec les composés biochimiques de la
cellule. On parle souvent des ERO, qui incluent des radicaux libres dérivés de 1’oxygene
comme I’anion superoxyde (O2"), le radical hydroxyle (OH), le radical hydroperoxyle (HO>),
le radical peroxyle (RO2), et le radical alcoxyle (RO), ainsi que d’autres espéces non
radicalaires dérivées de 1’oxygene telles que le peroxyde d’hydrogeéne (H20:), 1’acide
hypochloreux (HOCI), I’0zone (0O3), I’oxygene singulet (Oy), et le peroxynitrite (ONOQO").
Bien que ces derniéres ne soient pas réactives, elles peuvent étre des précurseurs de radicaux

(Singh et al., 2019).
3.1.4. Sources des radicaux libres

Les sources de radicaux libres peuvent étre endogénes ou exogenes. Les sources exogenes
incluent les rayons X, les rayons vy, les ultraviolets A, la lumiére visible en présence d’un
sensibilisateur, ainsi que divers réactifs chimiques tels que les métaux lourds ou de transition
(par exemple, cadmium, plomb, arsénique) et les ions métalliques (tels que le fer et le cuivre),
les infections microbiennes, les médicaments et leurs métabolites (ElI-Demerdash et al.,
2018). Les polluants environnementaux (hydrocarbures aromatiques, pesticides,
polychlorobiphényles, dioxines et autres), ainsi que la pollution de I’air et de I’eau constituent
une source importante de ERO. Ils attaquent et causent des endommagements dans
I’organisme, que ce soit par interaction directe avec la peau ou aprés inhalation dans les

poumons (Al-Gubory, 2014).

Les sources endogenes, produites lors du métabolisme normal, incluent divers organites
cellulaires tels que les mitochondries, les peroxysomes et le réticulum endoplasmique, ainsi
que de nombreuses activités enzymatiques, le métabolisme des acides gras et les cellules
phagocytaires (Droge, 2002). Dans les organismes eucaryotes, plus de 90 % des ERO sont
produites par la chaine de transfert d’électrons mitochondriale (CTE) lors de la respiration
(Cadenas et Davies, 2000). La chaine de transport d’électrons dans le réticulum
endoplasmique constitue la deuxieme source d’ERO la plus importante (Phaniendra et al.,
2014). Les enzymes du réticulum endoplasmique impliquées dans la production d’ERO
incluent la cytochrome P450, la cytochrome b 5 et la diamine oxydase (Yue et al., 2018).

Dans les peroxysomes, la voie respiratoire transfere des électrons de divers métabolites a
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I’oxygene, produisant ainsi du H>O» et libérant de 1’énergie sous forme de chaleur (Ganguli
et al., 2019). D’autres radicaux libres produits dans les peroxysomes incluent O;~, ‘OH et
NO'. La B-oxydation des acides gras est le principal processus métabolique générant du H,O»

dans les peroxysomes (Schrader et Fahimi, 2006).

Différentes enzymes oxydatives présentes dans les cellules sont capables de générer des
radicaux libres. Parmi celles qui catalysent la production d’ERO, on trouve les synthases
d’oxyde nitrique, la NADPH oxydase, la prostaglandine synthase, la xanthine oxydase, les
lipoxygénases, la ribonucléotide réductase, le glucose oxydase, la myéloperoxydase, les
cyclooxygénases et la cytochrome P450 (Davies, 2000). La xanthine oxydase et la
cytochrome P450 réductase sont principalement responsables de la production du radical
anion superoxyde, tandis que les oxydases des acides aminés et du glucose générent

principalement du peroxyde d’hydrogene (Battelli e al., 2018).

Les lipooxygénases et les cyclooxygénases présentent aussi une source importante de
production de ERO dans les parois vasculaires. Ces enzymes catalysent 1’oxydation des
acides gras polyinsaturés (AGPI) ou des acides gras estérifiés comme les esters de cholestérol
et celles trouvées dans les phospholipides pour donner des dérivés d’acides gras
hydroperoxydes toxiques pour la cellule (Munoz ef al., 2015). Les cellules immunitaires
telles que les lymphocytes, les granulocytes et les phagocytes génerent également des
niveaux élevés d’ERO. Elles jouent un rdle dans la défense de 1’organisme contre les micro-
organismes envahissants. Les macrophages et les neutrophiles possedent le complexe
NADPH oxydase qui, lorsqu’il est activé, produit des radicaux superoxydes et du peroxyde
d’hydrogene. Ce peroxyde d’hydrogene interagit ensuite avec les ions chlorure
intracellulaires pour générer de 1I’hypochlorite, qui élimine 1’agent pathogene (Liguori et al.,

2018).

En tant que puissants catalyseurs des processus radicalaires, le fer et le cuivre induisent la
réaction de Fenton et la réaction de Haber-Weiss, générant ainsi le radical hydroxyle a partir
du peroxyde d’hydrogene. Ce radical trés réactif peut oxyder les lipides de la membrane

cellulaire et accélérer la peroxydation lipidique (Cotticelli ez al., 2013).
3.1.5. Role physiologique des radicaux libres

Le paradoxe des radicaux libres réside dans leur double nature : ils sont a la fois dangereux,
causant de nombreuses maladies, et indispensables a la vie. IIs jouent des rdles cruciaux dans

les enzymes, la signalisation cellulaire, la défense immunitaire, [’apoptose des cellules
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tumorales, le cycle et la différenciation cellulaire, la régulation de la dilatation capillaire, le
fonctionnement neuronal, la fécondation de 1’ovule, et la régulation des génes via le contrdle
redox. Lors de la phagocytose, les macrophages et polynucléaires produisent des ERO pour
détruire les bactéries, incluant Oz, HoO2, HOs, ONOOH, HOCI et O,. Les radicaux libres
sont également essentiels dans la transmission des signaux cellulaires, agissant comme des
messagers pour induire des réponses cellulaires a divers stress et faciliter 1’expression des
genes de défense (Favier, 2003).

Les phagocytes activés produisent des ERO en quantités suffisantes pour lutter contre les
bactéries. Dans ce systéme, les ERO sont produits par le complexe NADPH qui transforme le
02 en O;" (Kardeh et al., 2014). Le O est ensuite réduit dans le phagosome par la
superoxyde dismutase (SOD) en H>O> qui peut étre par la suite converti en HOCI par la
my¢loperoxydase (MPO) (Lloyd et al., 2013). Le HOCI peut alors former spontanément le
OH’. Ces deux molécules hautement réactives sont trés toxiques pour les bactéries ingérées
par les phagocytes. Le HOCI est également un ¢élément important de la défense
antimicrobienne par destruction de ’ancrage de I’acide désoxyribonucléique (ADN) a la
membrane bactérienne, ce qui entraine 1’arrét de la réplication de ’ADN des bactéries

(Nordberg et Arnér, 2001).

L’oxyde nitrique joue un role crucial dans de nombreux processus physiologiques et
pathologiques, incluant la neurotransmission, la régulation de la pression artérielle, les
mécanismes inflammatoires et immunitaires, ainsi que dans des maladies neurodégénératives

et cardiaques (Penna et al., 2009).
3.1.6. Cible des radicaux libres

Une production excessive de radicaux libres entraine des dommages directs aux molécules
biologiques, telles que 1’oxydation de I’ADN, des protéines, des lipides et des glucides. Elle
provoque ¢également des dommages secondaires en raison du caractére cytotoxique et
mutagene des métabolites libérés, notamment lors de 1’oxydation des lipides (Carocho et al.,

2018).

Les ERO peuvent endommager significativement I’ADN, y compris I’ADN mitochondrial, en
causant diverses altérations et modifications (Dizdaroglu et Jaruga, 2012). Le radical
hydroxyle (-OH) réagit directement avec I’ADN, provoquant des ruptures de brins et des
altérations des bases (Pisoschi et Pop, 2015). De plus, les ERO peuvent affecter les ARN,

particuliérement sensibles aux dommages oxydatifs en raison de leur structure a simple brin
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et de la moindre protection par les protéines de réparation, surtout prés des mitochondries ou

les ERO sont générées (Hofer et al., 2005).

La peroxydation des lipides, processus physiologique présent dans toutes les cellules
aérobies, cible principalement les acides gras polyinsaturés et les phospholipides. Initiée par
I’attaque d’un radical libre sur un groupe méthyléne d’un acide gras, cette réaction forme un
radical lipidique qui réagit avec 1’oxygene moléculaire pour former un radical peroxyde
lipidique, aboutissant a la formation de malondialdéhyde (MDA) et de 4-hydroxynonenal (4-
HNA), tous deux capables d’endommager I’ADN et de causer des lésions mutagenes

(Gaschler et Stockwell, 2017 ; Hematyar et al., 2019).

Les ERO endommagent les protéines, générant des dérivés carbonylés et d’autres altérations
des acides aminés (Stadtman, 2001). Ces dommages provoquent la dénaturation des
protéines et altérent leur fonction, notamment leur activité enzymatique, réceptrice ou de
transport (Hematyar et al., 2019). Les marqueurs spécifiques incluent I’O-tyrosine et la 3-
nitrotyrosine, reflétant respectivement 1’action des radicaux hydroxyles et des radicaux libres
d’azote. Des niveaux ¢élevés de carbonyles protéiques sont observés dans diverses conditions
pathologiques telles que la maladie de Parkinson et I’arthrite rhumatoide (Krisko et

Radman, 2019).
3.1.7. Systémes de défense antioxydants
3.1.7.1. Antioxydants enzymatiques

Il existe trois enzymes ; la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion

peroxydase (GPx) (Ighodaro et Akinloye, 2018).

Le superoxyde dismutase (SOD), un antioxydant enzymatique puissant, convertit les anions
superoxydes en dioxygene et en peroxyde d’hydrogéne. Plusieurs isoformes de SOD existent
chez ’homme, telles que la SOD cytosolique Cu-Zn, la SOD mitochondriale Mn et la SOD

extracellulaire (Younus, 2018).

La catalase est une enzyme qui se trouve dans le peroxysome des cellules aérobies et qui est
trés efficace dans la transformation du peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygene
moléculaire. L’un des taux de renouvellement les plus ¢€levés de toutes les enzymes est la
catalase : une molécule de catalase peut transformer environ 6 millions de molécules de
peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygéne par minute (Ighodaro et Akinloye, 2018 ;
Awad et al., 2018).
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La glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme séléno-dépendante, présente a la fois dans le
cytosol et dans la mitochondrie. Elle joue un réle de détoxification par la réduction de deux

substrats, le peroxyde d’hydrogene et les hydroperoxydes lipidiques (Benhar, 2018).
3.1.7.2. Antioxydants non enzymatiques

Le glutathion (GSH) est un tripeptide (L-y-glutamyl-L-cysteinyl-glycine) dont la fonction
thiol lui confére un réle d'antioxydant et c’est I’antioxydant intracellulaire le plus abondant,
présent dans toutes les cellules aérobies ; eucaryotes et procaryotes (Pacula et al., 2017). 11
peut piéger le peroxyde d’hydrogene, le radical hydroxyle et 1’acide hypochloreux (Sung et
al., 2013). Le glutathion est aussi un cofacteur indispensable au bon fonctionnement de la

glutathion peroxydase GPx.

L’acide L-ascorbique, connu sous le nom de vitamine C, est sensible a I’oxydation en
présence d’ions métalliques, de chaleur, de lumicre, de variations de pH, de concentration en
oxygene et d’humidité. Ses mécanismes antioxydants incluent la donation d’hydrogéne aux
radicaux lipidiques, la neutralisation de [’oxygene singulet et la régénération de I’a-
tocophérol a partir de radicaux tocophérols. Avec un faible potentiel standard de réduction a
un ¢électron, il est un excellent donneur d’électrons, produisant de [’acide semi-
déhydroascorbique stable et se convertissant facilement de 1’acide déhydroascorbique a

I’acide ascorbique (Smirnoff, 2018).

La vitamine E possede quatre isomeres de tocophérol, a, B, y et & avec une activité
antioxydante variable (Luciano ef al., 2017). L’a -tocophérol (a-TocH) est la forme la plus
active de la classe des tocophérols, elle est liposoluble et se fixe a la membrane cellulaire et
inhibe la chaine de réactions de peroxydation des lipides en capturant un radical lipidique

peroxyle (ROO") pour former un radical tocophéryle (Liu ef al., 2018).

Les caroténoides sont des pigments organiques naturels qui sont produits dans les plastes des
plantes et les algues. Ce sont des antioxydants liposolubles les plus abondants ayant la
capacité de piéger particuliérement les LOO" et !0, (Moussa et al., 2019). IIs jouent un role
crucial dans la protection des lipoprotéines et des membranes cellulaires contre la
peroxydation lipidique. Les seuls radicaux libres qui détruisent complétement ces pigments

sont les radicaux peroxyles (Carocho et Ferreira, 2013).

Les oligoéléments (Cu, Zn, Se, Mn) ont des propriétés antioxydantes. Ils servent notamment

de cofacteurs des enzymes antioxydantes (Liguori et al., 2018).
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3.2. Activité antibactérienne

La majorit¢ des HEs ont un spectre d'action trés étendu contre un large éventail de
microorganismes dont les bactéries, les champignons et les levures, les virus. Les huiles
essentielles les plus étudiées dans la littérature ayant la propriété antibactérienne et
antifongique appartiennent a la famille des Lamiacées, tel le cas des huiles essentielles de
Rosmarinus officinalis, Lavanula steochas, Mentha pulegium et Origanum vulgare (Baali et

al., 2019 ; Eid et al., 2022 ; Singh et al., 2023 ; Pinto et al., 2024).

L'activité antibactérienne des HEs est principalement due a la présence de composés volatils
comme les terpénes, les alcools, les acides, les esters, les époxydes, les aldéhydes, les
cétones, thymol, thujanol, myrcénol, thuyone, camphre et carvone (Escobar et al., 2020 ;
Masry et al., 2021). Plusieurs recherches ont montré 1’activité antimicrobienne des huiles
essentielles qui pourraient remplacer les antibiotiques synthétiques conventionnels (Hou e?

al., 2022).
3.2.1. Mode d’action des huiles essentielles

Les HEs et leurs principaux composants ont prouvé leur efficacité dans le contrdle de la
propagation de certains agents bactériens (Nazzaro et al., 2013). Leurs propriétés
antibactériennes sont bien établies, avec des effets bactériostatiques et bactéricides confirmés
méme a de faibles concentrations contre des souches pathogenes (Talbaoui, 2012). Plusieurs
molécules présentes dans les HEs sont douées de propriétés antibactériennes, en particulier
les phénols (tels que le carvacrol, le thymol et I’eugénol), les alcools (tels que le linalool) et
les aldéhydes (tels que le cinnamaldéhyde). L’activité antibactérienne dépend des composés
majoritaires, des effets synergiques et/ou additifs, ainsi que des composés mineurs

(Bouyahya et al., 2017).

En raison de leur caractere lipophile, les molécules constitutives des HEs ont la capacité de
traverser la double couche phospholipidique de la membrane cellulaire et de se loger entre les
phospholipides. Cela entraine des changements de conformation et éventuellement une
altération de la régulation membranaire, perturbant ainsi le transport des substances nutritives
a travers la membrane. De plus, cette perturbation peut également affecter le gradient ionique
de part et d’autre de la membrane cytoplasmique, entrainant une dysrégulation du transport

membranaire (Hou et al., 2022).
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Les divers constituants des HEs peuvent interagir avec les protéines présentes dans les
bactéries, influencant ainsi la division cellulaire. Par exemple, le cinnamaldéhyde a la

capacité d’entraver la séparation des cellules de Bacillus cereus (Bouyahya et al., 2017).

La production d’ATP dans les cellules procaryotes se déroule a la fois dans la membrane
cellulaire au niveau de la chaine respiratoire et dans le cytosol grace a la glycolyse. Les
altérations de la membrane cellulaire par les Hes perturbent légérement le processus de
couplage énergétique, ce qui peut déséquilibrer le pool d’ATP intra- et extracellulaire

(Bouyahya et al., 2017).
3.3. Activité insecticide

De nombreuses études se développent actuellement pour isoler ou identifier des HEs extraites
de plantes qui ont une activité insecticide, répulsive ou antiappétante vis-a-vis des moustiques

et autres insectes (Demirci ef al., 2017 ; Duque et al., 2023 ; Ramachandran et al., 2023).
3.3.1. Mode d’action des huiles essentielles

Les HEs et leurs composants influencent les processus biochimiques, perturbant ainsi
spécifiquement I’équilibre endocrinologique des insectes. Elles peuvent étre neurotoxiques ou
agir comme régulateurs de croissance, perturbant le processus normal de morphogenése
(Rattan, 2010). La neurotoxicité de plusieurs monoterpénoides, tels que le d-limonéne, le
myrcene, le terpinéol, le linalol et la pulégone, a été évaluée sur la mouche domestique et la

blatte germanique (Wu et al., 2020).

De nombreuses recherches montrent que les HEs inhibent 1’activité de 1’acétylcholinestérase
(AChE), une enzyme cruciale dans les jonctions neuro-neuronales et neuromusculaires chez
les insectes et les mammifeéres (Isman et Tak, 2017). Puisque I’AChE des insectes se
distingue de celle des mammiferes par un seul résidu, le résidu cystéine spécifique aux
insectes, cette enzyme peut devenir une cible sélective pour les insecticides nouvellement

développés, sans danger pour les vertébrés non ciblés (Pang et al., 2012).

L’acide gamma-aminobutyrique (GABA) est un neurotransmetteur inhibiteur qui agit en se
liant a des récepteurs spécifiques (GABATrs) associés a des canaux chlorure (Cl") sur la
membrane post-synaptique des neurones, perturbant ainsi la synapse GABA. Des études ont
identifié les sites de liaison des composants des HEs sur les GABArs des mammiferes,
certains composants comme le menthol, le bornéol et le géraniol, étant structurellement

similaires a un ligand du site anesthésique des GABArs. La liaison du GABA entraine
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I’ouverture des canaux Cl-, provoquant I’inhibition du systéme nerveux (Isman et Tak,

2017).

Les HEs affectent également I’activité de I’octopamine (OA) chez les insectes. L’OA est une
amine biogéne naturelle aux multiples fonctions, agissant en tant que neurotransmetteur,
neuromodulateur et neurohormone dans le systéme nerveux des invertébrés. Les effets
comportementaux des composés des HEs sur les insectes, tant aigus que sublétaux,
correspondent a une action ciblant les récepteurs octopaminergiques, entrainant un blocage de
I’octopamine (Rattan, 2010). Des recherches ont démontré que divers composés, tels que
I’a-terpinéol, le géraniol, le citral, 1’eugénol, I’alcool cinnamique, ainsi que deux terpenes
naturels (ZP-51 et SEM-76) et le trans-anéthole, augmentent les concentrations de Ca*" et les

niveaux d’AMPc de maniére similaire a I’octopamine (Jankowska et al., 2017).

3.4. Activité cicatrisante

Les HEs favorisent la réparation tissulaire, elles maintiennent 1’asepsie et empéchent
I’inflammation des tissus, favorisant ainsi la cicatrisation. Des recherches antérieures ont
révélé que les HEs et principalement les monoterpenes, sont dotés d’une activité cicatrisante
(Baali et al., 2019 ; Chtourou et al., 2023). Cette activité était liée a ses biomolécules telles

que le linalool et 'acétate de linalyle (Pereira ef al., 2018 ; Batiha et al., 2023).

3.4.1. Peau

La peau, qui recouvre toute la surface externe du corps, est le plus grand organe du corps. La
peau est composée de trois couches : 1’épiderme, le derme et I’hypoderme (Figure 3). Chaque
couche présente des caractéristiques anatomiques et fonctionnelles uniques. L’arrangement
complexe de ses composants sert de barriére cruciale contre les microorganismes nuisibles,
les radiations ultraviolettes, les substances toxiques et les dommages physiques, tout en
régulant également la libération de chaleur et d’humidité dans 1’environnement (Yousef et

Alhajj, 2022).
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Figure 3. Structure de la peau et de ses annexes

(https://images.app.goo.gl/Lslaje2mx3iWqvMz7).

3.4.2. Plaie

Une plaie peut étre décrite comme tout dommage a 1’intégrité structurelle de la peau, des
mugqueuses ou des tissus d’organes. On distingue les blessures simples, limitées a la peau, des
blessures complexes, plus profondes, qui entrainent également des 1ésions des muscles, des
nerfs et des vaisseaux sanguins (Kujath et Michelsen, 2008). Les plaies cutanées peuvent
étre causées par des raisons physiques, biologiques ou chimiques. Selon le type de blessure,
la guérison de la région peut étre retardée, favorisant la formation d’infections potentielles sur

place (Lima et Passos, 2021).
3.4.2.1. Classification

Les centres pour le controle et la prévention des maladies ont défini quatre types distincts de
statuts de blessure. Les plaies de classe 1 qui sont catégorisées comme des blessures propres.
Ces types de blessures ne sont pas infectées, ne présentent aucun signe d’inflammation et
sont généralement fermées. Si un drainage est nécessaire, une approche de drainage fermé est
recommandée. Il convient de noter que les blessures de classe 1 n’impliquent pas les voies
respiratoires, alimentaires, génitales ou urinaires. Des exemples de plaies propres incluent
une réparation de hernie inguinale ou une thyroidectomie. Les plaies de classe 2 sont
catégorisées comme propres-contaminées, ce qui signifie qu’elles présentent un faible niveau
de contamination. Ces types de plaies impliquent une pénétration dans les voies respiratoires,
digestives, génitales ou urinaires, mais uniquement dans des circonstances contrdlées. Les

plaies de classe 3 sont classées comme contaminées et résultent généralement d’une rupture
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des techniques stériles ou d’une fuite du tractus gastro-intestinal. Les incisions résultant
d’une inflammation aigu€ ou non purulente sont également considérées comme des plaies de
classe 3. Les plaies de classe 4 sont considérées comme sales ou infectées. Ces blessures
résultent généralement d’un traitement insuffisant des blessures traumatiques, d’une
purulence importante et d’infections évidentes. Lorsque les tissus perdent leur vitalité, cela
peut entrainer des plaies de classe 4. Cela est souvent dii a la chirurgie ou aux micro-

organismes présents dans les organes perforés (Herman et Bordoni, 2023).
3.4.3. Cicatrisation

La cicatrisation implique des étapes séquentielles, y compris 1’induction inflammatoire, la
régénération du tissu parenchymateux, la migration et la prolifération, la production de
protéines de la matrice extracellulaire, le remodelage tissulaire et le gain de résistance de la

plaie, impliquant divers types de cellules et d’enzymes (Monika et al., 2022).

La cicatrisation est généralement divisée en quatre phases différentes, a savoir la phase
d’hémostase, la phase inflammatoire, la phase de prolifération et la phase de remodelage

(Rajendran et al., 2018).
3.4.3.1. Phase d’hémostase

L’activation des plaquettes est cruciale dans la cicatrisation des plaies, prévenant la perte de
sang et facilitant la formation d’un caillot de fibrine. Ce processus implique ’activation de
zymogenes biologiquement inertes en sérine protéases fonctionnelles, entrainant I’activation
des plaquettes et la libération de facteurs de croissance et de médiateurs immunitaires. La
phase d’hémostase commence lorsque le sang s’écoule dans la plaie, déclenchant la cascade
de coagulation extrinseque et la libération de médiateurs. Les plaquettes s’agrégent et
s’activent sur le collagéne sous-endothélial, formant un bouchon hémostatique et facilitant la
migration cellulaire. Ce processus déclenche également la libération de médiateurs

inflammatoires (Ellis et al., 2018).
3.4.3.2. Phase inflammatoire

La phase inflammatoire succede a 1’événement blessant et comprend la cascade de
coagulation, la voie inflammatoire et D’activation du systéme immunitaire. Tous ces
événements ont lieu pour prévenir une perte excessive de sang et de liquides, empécher le
développement d’infections et faciliter 1’élimination des tissus morts ou dévitalisés. Apres
avoir atteint ’hémostase, équilibré la réponse inflammatoire et €liminé les débris de la plaie,

la phase proliférative de la cascade de guérison commence a réparer le défaut. Ce processus
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en plusieurs étapes implique I’angiogenése, la création de tissus de granulation, le dépot de
collagene, 1’épithélialisation et la rétraction de la plaie, se déroulant tous simultanément

(Tottoli et al., 2020).
3.4.3.3. Phase de prolifération

Une fois I’hémostase réalisée, I’inflammation est équilibrée, et les débris sont éliminés de la
plaie, la phase proliférative du processus de guérison commence a réparer le défaut. Cette
séquence complexe d’événements inclut I’angiogenese, la formation de tissu de granulation,
le dépdt de collagene, 1’épithélialisation et la contraction de la plaie, se déroulant toutes en

méme temps (Singh et al., 2017).
3.4.3.4. Phase de remodelage

La matrice extracellulaire subit une synthése et un remodelage lors du développement du
tissu de granulation et persiste au fil du temps. La synthése et la dégradation du collagéne se
produisent en continu alors que la matrice extracellulaire est constamment remodelée,

atteignant un état stable environ 21 jours apres la blessure (Enoch et Leaper, 2005).
3.5. Autres activités des huiles essentielles

Les HEs possédent également des activités, antifongiques et antivirales trés puissantes
(Nazzaro et al., 2017 ; Mieres-Castro et al., 2021), antiulcéreuses (De Sousa et al., 2024),
antiiflammatoires (Lucca et al., 2022) ainsi qu’un effet contre le diabéte (Bungau et al.,

2023).
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4. Présentation des plantes étudiées

4.1. Cymbopogon schoenanthus (L.) Spreng

4.1.1. Description botanique

Cymbopogon schoenanthus (L.) Spreng, communément connu sous le nom de « citronnelle »
ou « citronnelle de Java », est une plante herbacée vivace appartenant a la famille des
Poacées (ou Graminées). Les feuilles sont longues, linéaires et étroites, mesurant
généralement entre 30 et 50 cm de long et 1 a 2 cm de large. Elles sont souvent de couleur
vert pale a vert foncé, avec une texture rugueuse. Les feuilles possédent une base engainante,
et leur marge est 1égerement ondulée. Les tiges (chaumes) sont nombreuses et courtes de 20 a
50 cm, a 2-4 noeuds contenant des rhizomes courts avec des nceuds bien délimités (Figure 4).
L’inflorescence est d'abord trés contractée, puis s'étalant en une panicule mélée de spathes

(Quézel et Santa, 1962 ; Sousa et al., 2005).

Figure 4. Aspect morphologique de Cymbopogon schoenanthus (L.) Spreng. (Photo
originale, 2024).

4.1.2. Systématique

La systématique de Cymbopogon schoenanthus (L.) Spreng. Est donnée selon le site INPN

comme suit :
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e Reégne : Plantae

e C(lasse: Equisetopsida

e Ordre: Poales

e Famille: Poaceae

e Genre: Cymbopogon Spreng.

e Espece: Cymbopogon schoenanthus (L.) Spreng.

Cymbopogon schoenanthus (L.) Spreng. Présente plusieurs noms dont on trouve :

e Arabe: El lamad, idjhir.

e Berber: Tébarémt.

e Englais: Camel’s hay, camel grass.

e Francais: Schoenanthe officinale, herbe a chameau, paille de la mecque.

4.1.3. Situation géographique

Le genre Cymbopogon regroupe 140 especes (Khanuja et al., 2005). Cymbopogon
Schoenanthus (L.) Spreng. Est originaire d'Inde selon Ketoh et al. (2005). Cependant, Al-
Snafi (2016) a rapporté que la plante a été distribué en Asie (Irak, Oman, Arabie Saoudite et
le Yémen) et en Afrique (Algérie, Egypte, Libye, Maroc, Tchad, Djibouti, Ethiopie, Somalie,
Soudan, Kenya, Bénin, Burkina Faso, Ghana, Guinée, Mali, Mauritanie, Niger, Nigéria,
Sénégal et Togo). En Algérie, la plante est trés répondue dans tout le Sahara (Benchalah et

al., 2004).

4.1.4. Utilisation traditionnelle

La Cymbopogon schoenanthus (L.) Spreng. est une plante utilisée dans la médecine
traditionnelle pour traiter divers maux tels que les rhumatismes, la fievre, les infections
urinaires, la goutte, l'inflammation de la prostate, les maladies du rein, les douleurs
d'estomac, les spasmes intestinaux, les intoxications alimentaires, l'anorexie, les troubles
digestifs et les maux de reins. Elle est également utilisée comme diurétique pour inhiber la
formation de calculs rénaux. En outre, elle peut €tre utilisée pour parfumer le thé et faciliter la

digestion (El Ghazali et al., 1997; Sabry et al, 2014).

4.2. Lavandula stoechas L.

4.2.1. Description botanique

Lavandula stoechas L., communément appelée lavande a épis ou lavande papillon, est une

plante aromatique et ornementale de la famille des Lamiacées (ou Labiacées).
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Lavandula stoechas est un arbuste vivace, souvent compact, atteignant une hauteur de 30 a 70
cm. Il a une forme globulaire ou arrondie avec une densité de feuillage élevée. Les feuilles
sont opposées, linéaires a lancéolées, mesurant environ 2 2 5 cm de long et 0,5 a 1 cm de
large. Elles sont généralement vertes a gris-vert et présentent une texture légerement velue ou
pubescente. Les bords des feuilles peuvent étre 1égerement dentelés. Les tiges sont ligneuses
a la base et généralement ramifiées. Elles portent les feuilles en disposition opposée (Figure
5). L'inflorescence est un épi terminal constitué de plusieurs verticilles de fleurs. Les fleurs
sont regroupées en épis allongés, avec des bractées persistantes a la base de chaque épi. La
floraison a lieu généralement de la fin du printemps a 1'été. Les fleurs sont souvent de couleur
pourpre a violet, mais peuvent varier légerement en fonction des variétés. Elles sont
tubulaires et possédent une lévre supérieure incurvée (Giray et al., 2008; Benabdelkader et
al., 2011).

4.2.2. Systématique

D’apres Quezel et Santa (1963), la systématique de Lavandula stoechas L. est la suivante :

e Régne : plantes.

e C(lasse : Dicotyledones.

e Ordre : Lamiales (Labiales).

e Famille : Lamiaceae ou Labieae.

e Genre : Lavandula.

e Espése : Lavandula stoechas L.

e Nom vernaculaire algérien : "Helhal”, "Amezzir”, "Khozama".

e Nom frangais: ‘Lavande des stoechades’, ‘lavande maritime’, ‘lavande papillon’ ou

‘lavande a toupet’.
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Figure 5. Aspect morphologique de Lavandula stoechas L. (Photo originale, 2024).

4.2.3. Situation géographique

La répartition du genre Lavandula est répandue dans tout le bassin méditerranéen (Europe
méridionale, I’ Afrique du Nord et le Moyen Orient), largement distribué dans les Iles canari,
Islande et a travers tout le tell méditerranéen, Sud West de 1'Asie, Afrique tropicale avec une

disjonction vers I’Inde (Quezel & Santa, 1963 ; Upson et al, 2000).

En Algérie, les populations naturelles de L. stoechas sont situées au nord du pays, le long de
la cote méditerranéenne dans les wilayas de Skikda, Jijel, Boumerdes, Bouira, Blida, Médéa,
Ain Defla et Chlef, elle est parmi les trés nombreuses especes végétales qui forment la flore

spontanée algérienne (Haus Benabdelkader, 2011).

4.2.4. Utilisation traditionnelle

La plante est également employée traditionnellement dans la médecine populaire comme
antispasmodique expectorant, stimulant et pour de multiples maladies du systéme nerveux
central, comme 1'épilepsie et la migraine, elle est ainsi nomméé, ‘le balai du cerveau’
(Schulz, 2005 ; (Giray et al., 2008). Elle est de méme utilisée sous forme de fumigation pour
soigner "le mal des sinus, la plante bénéficie d’autres propriétés ; cicatrisante et réparatrice,
utilisée comme désinfectant des plaies contre les problémes dermiques et l'eczéma, les
infections urinaires, les maladies cardiaques (Baldovini ef al., 1998 ; Goren et al., 2002 ;
Boudjelal et al ; 2013 ; Ozcan et al., 2018). Elle posséde aussi des vertus analgésiques,

sédatives, antiseptiques et antimicrobiennes (Zuzarte et al., 2013 ; Lim, 2014).

25



Materiel et Methodes



Matériel et méthodes

1. Matériel

1.1. Matériel non biologique

Les produits chimiques utilisés dans cette étude sont les suivants : éthanol, méthanol,
chlorure d’aluminium, B-caroténe, acide trichloracétique (TCA), I’hydroxytoluéne butyl
(BHT), chlorure ferreux, sel d’ammonium de ’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique (ABTS), persulfate de potassium, 2,2 diphényl-1 picryle hydrazyl (DPPH), acide
ascorbique et diméthyl sulfoxide (DMSO).

1.2. Matériel biologique
1.2.1. Matériel végétal

Les parties aériennes (tiges, feuilles et fleurs) des deux plantes étudiées ont été collectées
durant les mois de mars et mai 2024 des Wilayas de Ghardaia et Bouira. Les plantes
fraichement collectées ont été nettoyées et séchées a 1’abri de la lumicre et conservées dans

un endroit sec et a température ambiante jusqu’a leurs utilisations.
1.2.2.Souches bactériennes

Quatre souches ont été choisies pour cette étude a partir de la collection internationale

américaine (American Type Culture Collection; ATCC).

* Des bactéries a Gram positive : Bacillus cereus ATCC 14579 et Listeria monocytogenes

ATCC 13932.

* Des bactéries a Gram négative : Salmonella typhimurium ATCC 14028 et Escherichia coli
ATCC 87309.

1.2.3. Animaux

Des rats femelles Albino Wistar pesant entre 250 et 270 g ont été utilisés dans cette étude.
Les animaux ont été obtenus aupres de 1’Institut Pasteur d’Alger et placés dans des cages en
polypropyléne, dans des conditions de laboratoire, avec un cycle de lumiere de 12 h et
d’obscurité de 12 h, a une température ambiante de 23 a 25°C. Ils avaient un acces libre a
I’eau et a I’alimentation. Apreés une période d’adaptation de 15 j, les rats ont été pesés,

marqués et préparés pour 1I’expérimentation.
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1.2.4. Insectes

Les moustiques sélectionnés sont les plus abondants en Algérie, en particulier dans la Wilaya
de Ghardaia. Les larves et les nymphes de ’espeéce de Culiseta longiareolata (Macquart,
1838) ont été récoltées dans une fontaine d’eau stagnante située au niveau de la garderie des
plantes de Essalam, Wilaya de Ghardaia. L’identification botanique de 1’espeéce a été
effectuée par Dr ROUARI Linda (Université de Ghardaia) sous la direction de Pr. MERABTI
Brahim (Université de Biskra).

Les larves sont ¢levées sous les conditions de laboratoire dans des gobelets en plastique
contenant 150 mL d’eau déchlorurée a une température ambiante et nourries avec du mélange
préparé avec 75% de biscuit et 25% de levure avec un renouvellement de I’eau chaque deux
jours (Abdelali efr al., 2022). Lorsque les larves, atteignent le stade nymphal, elles sont

placées dans des récipients et déposées dans des cages ou elles se transformeront en adultes.
2. Méthodes

2.1. Extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles (HEs) ont été¢ obtenues par hydrodistillation dans un dispositif de type
Clevenger en utilisant la méthode préconisée par la Pharmacopée Européenne (Ph. Euro,
2008). Le processus consiste a placer 100 g de matériel végétal dans un ballon contenant 1 L
d’eau distillée. Ce dernier a ¢été¢ porté¢ a ¢bullition pendant 3 h. Les HEs extraites sont
déshydratées avec du sulfate de sodium anhydre, pesées et conservées dans des flacons

sombres, hermétiquement fermés a 4°C au réfrigérateur pour préserver leurs qualités.
2.2. Calcul du rendement

Le rendement est défini comme étant le rapport entre la masse de I’HE récupérée et la masse

de la matiere végétale. Le rendement est calculé selon la relation suivante :

m
R=—E%100
my

R : Rendement en %.
myEg : Masse de I’huile essentielle récupérée en gramme.

mvy : Masse de la matiere végétale seche en gramme.
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2.3. Caractéristiques organoleptiques

Les différentes caractéristiques organoleptiques dont 1’aspect, la couleur et I’odeur des HEs

ont été notees.
2.4. Caractéristiques physicochimiques

Les propriétés physico-chimiques des HEs ont ét¢ examinées en respectant les directives
¢tablies par ’AFNOR (2000), I’organisation internationale de standardisation (ISO) et la
Pharmacopée européenne (Ph. Euro, 2008). Ces normes fournissent un cadre
méthodologique précis pour évaluer les différentes caractéristiques des HEs, garantissant

ainsi leur qualité et leur conformité aux normes internationales.
2.4.1. Caractéristiques physiques
2.4.1.1. Détermination du pH

Le potentiel hydrogéne (pH) constitue une évaluation de I’activité chimique des ions H en
solution, permettant ainsi de déterminer si une solution est acide ou basique. Cette approche
est utilisée pour évaluer 1’acidité ionique d’un échantillon donné. Son principe consiste a
déposer une petite quantité d’HE sur la bandelette de pH. La lecture se fait quelques minutes

apres.
2.4.1.2. Densité relative

La densité relative d39 d’une substance ou HE est le rapport entre la masse d’un volume
donné de cette substance et la masse d’un volume égal d’eau distillée a une température de

20°C.
2.4.1.3. Indice de réfraction

L’indice de réfraction (Ir) est une relation entre le site des angles d’incidence et de réfraction
d’un rayon lumineux déterminant la longueur d’onde, passant de 1’air dans les HEs maintenus
a une température constante. La méthode utilisée pour mesurer 1’indice de réfraction des HEs
implique ['utilisation d’un réfractomeétre (Atago, Japon). Le réfractomeétre a été calibré en
mesurant I’indice de réfraction de 1’eau distillée, qui devrait étre de 1,333 a une température
de 20°C. Ensuite, en ouvrant le prisme secondaire, une goutte de chaque HE a été placée au
centre du prisme principal. Enfin, le prisme secondaire a été fermé délicatement. Les mesures

ont été effectuées a I’aide du réfractomeétre.
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2.4.1.4. Miscibilité a I’éthanol

La miscibilité des HEs a été évaluée en utilisant de I’éthanol a 90% selon le protocole décrit
ci-dessous. Dans un bécher de 50 mL, nous avons ajouté 1 mL de I’HE 4 tester. A I’aide
d’une burette de 20 mL, des gouttes d’éthanol a 90° sont ajoutées progressivement tout en
agitant fréquemment a 1’aide d’un agitateur magnétique (Stuart, Royaume-Uni), jusqu’a
obtenir une dissolution compléte. Ensuite, le volume d’alcool utilisé pour obtenir une solution

claire a été enregistré.
2.4.2. Caractéristiques chimiques
2.4.2.1. Détermination de I’indice d’acide

L’indice d’acide (I1a) exprime le nombre de mg d’hydroxyde de potassium (KOH) nécessaire
a la neutralisation des acides libres présents dans 1 g d’HE. Bri¢vement, 1 g de chaque HE a
tester a été dissoute dans 30 mL d’éthanol & 96% en présence de 0,5 mL de solution de rouge
de phénol. Le mélange a été titré par du KOH 0,02 M jusqu’a ce que la couleur rose persiste

pendant au moins 15 s. L’indice d’acide est calculé en utilisant la relation suivante :

vXnx56,11
A= m
Ia : Indice d’acidité.
v: Volume (mL) de KOH employ¢.

n : Normalité de la solution.
2.4.2.2. Indice de peroxyde

L’indice de peroxyde (Ip) est le nombre de milliéquivalents d’oxygene par kilogramme de
corps gras qui oxydent 1’iodure de potassium (KI) avec libération d’iode. Il permet
d’apprécier le degré d’oxydation d’une huile. Un gramme (1 g) d’HE a été dissous dans 25
mL d’un mélange d’acide acétique et de chloroforme (3:2) puis 1 mL d’une solution saturée
de KI ont été ajoutés au mélange. Ce dernier est agité pendant 1 min et laissé en incubation
pendant 5 min a I’obscurité. Un volume de 75 mL d’eau distillée a été ajouté puis incubé
pendant 5 min a ’obscurité. Cette solution a ensuite été titrée avec du thiosulfate de sodium
(Na2S203) a 0,1 N en utilisant de ’amidon (1%) comme indicateur coloré. Parallélement, un
essai blanc est réalisé dans les mémes conditions. Le titrage de I’essai a blanc ne doit pas
consommer plus de 0,1 mL de 0,1 N de Na>S>O. L’indice de peroxyde est donné par la

formule suivante :
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Vo — V) X 100
(vo—vi) X100
m

I, =

Vo : Volume en millilitres de la solution titrée de thiosulfate de sodium utilisé pour I’essai a
blanc.

v; : Volume en millilitres de la solution titrée de thiosulfate de sodium utilisé pour 1’essai.

N : Normalité de la solution de thiosulfate de sodium utilisée.

m : Masse en grammes de la prise d’essai.
2.4.3. Indice de saponification

L’indice de saponification (Is) est le nombre de mg de KOH nécessaire pour neutraliser les
acides libres et saponifier les esters présents dans 1 g d’HE. Un gramme (1 g) de chaque HE a
¢été introduit dans un ballon (100 mL) avec 25 mL de solution éthanolique de KOH (1 N). Le
mélange est chauffé a reflux pendant une 30 min. L’exces de KOH est titré en présence de
phénolphtaléine avec une solution aqueuse d’acide chlorhydrique (HCL, 0,5 N). La valeur de

saponification a été déterminée en utilisant 1’équation suivante :

(vy —v3) X 56,11 x NHCI

Iy =

m

Is : Indice de saponification

v;1: Volume en millilitres HCI utilisé pour le blanc.

v, : Volume en millilitres HCI utilisé pour 1’essai.

Nuci : Normalité de la solution d’acide chlorhydrique (0,5 N).
m : Masse d’HE en g.

2.5. Analyses des huiles essentielles par CG/SM

Les analyses chromatographiques ont été effectuées au Centre de Recherche Scientifique et
Technique en Analyses Physico-Chimiques (CRAPC, Ouargla). La composition chimique
des HEs a ¢été déterminée par Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a la spectrométrie
de masse (CG-SM). La fragmentation a ¢té alors effectuée par impact électronique sous un
champ de 70eV. La colonne utilisée est capillaire. La température de la colonne est de 45 a
240°C avec une augmentation a raison de 2°C/min. Le gaz vecteur est ’hélium. Le mode
d’injection en split a été utilisé. L’appareil est relié a un systéme informatique gérant une
bibliothéque de spectre de masse (NIST, 2017) pour I’identification des constituants qui est
basée sur la comparaison de leurs spectres de masse respectifs avec les spectres de la

bibliothéque informatisée.
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2.6. Evaluation des activités biologiques in vitro

2.6.1. Activité antioxydante
2.6.1.1. Capacité antioxydante totale

La Capacit¢ Antioxydante Totale (CAT) des HEs est évaluée par la méthode de
phosphomolybdéne. Cette technique est basée sur la réduction de molybdéne Mo (VI) présent
sous la forme d’ions molybdate MoO4* a molybdéne Mo (V) MoO," en présence des HEs
pour former un complexe vert de phosphate/Mo (V) a pH acide (Prieto et al., 1999). Un
volume de 0,3 mL de chaque HE et de BHT a différentes concentrations est mélangé avec 3
mL de solution du réactif (0,6 M d’acide sulfurique, 28 mM de phosphate de sodium et 4 mM
de molybdate d’ammonium). Les tubes sont ensuite incubés au bain-marie a une température
de 95°C pendant 90 min. Apres refroidissement, 1’absorbance des solutions est mesurée a 695
nm contre un blanc ou I’HE est remplacé par le méthanol. La CAT est calculée a partir de
I’équation de la régression de la gamme d’étalonnage établie avec I’acide ascorbique et elle
est exprimée en pg d’équivalent d’acide ascorbique par milligrammes de I’'HE (ug EAA/mg

HE).
2.6.1.2. Test DPPH’

Le test DPPH est une méthode largement utilisée pour évaluer les propriétés antioxydantes
des HEs. Il consiste a utiliser le radical DPPH comme composé modele pour évaluer la
capacité d’une substance a neutraliser les radicaux libres. L’activité anti-radicalaire de DPPH
des HEs est réalisée selon le protocole décrit par Li ef al. (2009). Un volume de 1 mL de la
solution de DPPH" (0,1 mM) est ajouté a 3 mL de 1’échantillon a différentes concentrations
ou du standard (acide ascorbique), le mélange est vigoureusement agité puis laissé¢ a
I’obscurité a température ambiante pendant 30 min. L’absorbance est lue a 517 nm a 1’aide
d’un spectrophotomeétre (Secoman, France) contre un blanc contenant 3 mL de méthanol et 1
mL de la solution de DPPH". Les essais sont réalisés en triplicata et les résultats sont

exprimés selon la relation qui suit :

I (%) = [(Ac-At)/Ac] x 100

I : Pourcentage d’inhibition exprimé en %.

Ac: Absorbance de la solution du DPPH (contrdle négatif).

At : Absorbance de la solution du DPPH en présence de 1’échantillon.

L’activité anti-radicalaire des HEs vis-a-vis le radical DPPH est exprimée en concentration

inhibitrice (ICso) qui est la concentration des HEs qui donne 50% d’activité.
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2.6.1.3. Pouvoir réducteur (FRAP)

L’activité réductrice d’une HE est évaluée par la réaction d’oxydoréduction entre I’HE et les
ions métalliques de transition, notamment le fer du ferricyanure de potassium (K3;Fe(CN)g)
fournit des ions Fe** qui seront réduits en Fe’" par les antioxydants présents dans I’HE
(Huang et al., 2005). Le pouvoir réducteur des HEs est déterminé selon la méthode décrite
par Oyaizu (1986), qui consiste a mélanger 2,5 mL de chaque HE ou d’acide ascorbique a
différentes concentrations avec 2,5 mL de tampon phosphate (0,2 M) a pH 6,6 et 2,5 mL
d’une solution de K3;Fe(CN)s a 1% (m/v). Le mélange est incubé au bain-marie (Memmert,
Allemagne) a une température de 50°C pendant 20 min, ensuite 2,5 mL d’acide
trichloracétique (TCA) a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction, puis les tubes sont
centrifugés dans une centrifugeuse (Sigma, Espagne) a 3000 rpm pendant 10 min. Un
aliquote de 2,5 mL du surnageant est combiné a 2,5 mL d’eau distillée et 0,5 mL d’une
solution aqueuse de FeCl; a 0,1%. L’absorbance a ét¢ mesurée a 700 nm a 1’aide d’un
spectrophotometre (Secomam, France) contre un blanc préparé en remplacant les HEs par le
méthanol. Les résultats sont exprimés en Aos, qui correspond a la concentration de 0,5

absorbance.
2.6.1.4. Test de blanchiment du pB-caroténe

Le test de blanchiment du p-caroténe a été effectué en mesurant 1’inhibition des
hydroperoxydes formés lors de I’oxydation de 1’acide linoléique selon le protocole décrit par
Aslan et al. (2006). Une émulsion de B-caroténe/acide linoléique a été préparée en
mélangeant 0,5 mg de -caroténe dans 1 mL de chloroforme, puis en ajoutant 25 pL d’acide
linoléique et 200 mg de Tween 40. Le chloroforme a été totalement évaporé a 40°C dans le
rotavapor (Heidolph, Allemagne), puis 100 mL d’eau distillée ont été ajoutés et la solution.
Le mélange réactionnel a été par la suite aliquoté (2,5 mL) dans des tubes a essai et 350 uL.
de chacun des HEs préparés (5 mg/mL pour les HEs dans le méthanol) ont été ajoutés. La
méme procédure a été répétée avec I’hydroxytoluéne butylé (BHT; 2 mg/mL) comme un
contrdle positif et avec le méthanol comme controle négatif. Les absorbances ont été lues a
490 nm apres 20, 40, 60, 80, 100 et 120 min d’incubation a une température de 50°C a
I’obscurité. Les valeurs de AA% prises pour la comparaison sont celles calculées a 2 h. Le

pourcentage de I’activité antioxydante (% AA) a été calculé en utilisant la formule suivante :

AA% = (AE/AEty) x 100
AE : Absorbance en présence de I’HE ou BHT.
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AEto : Absorbance en absence de ’HE ou BHT a to.
2.7. Evaluation de ’activité antibactérienne
2.7.1. Méthode des disques

L’activité antibactérienne des différents HEs a été réalisée par la méthode de diffusion sur
disques en milieu gélosé décrite par Abdelli ef al. (2016). Les souches bactériennes ont été
réactivées afin d’obtenir des cultures jeunes en phase de croissance exponentielle. Elles ont
été repiquées sur gélose nutritive (GN) et incubées a 37°C pendant 18 a 24 h. Une ou
plusieurs colonies de chaque culture pure ont été prélevées et suspendues dans 10 mL d’eau
physiologique stérile pour obtenir une turbidité équivalente a 0,5 McFarland qui correspond a
10% Unité Formant Colonies/mL (UFC/mL). Par la suite, la gélose Mueller Hinton a été
mélangée avec les suspensions bactériennes a raison de 1,5 mL pour 150 mL du milieu de
culture, puis elles sont distribuées dans des boites de Pétri stériles de 9 cm de diametre a
raison de 15 mL par boite. Apres solidification des boites, des disques de 6 mm de diamétre
(papier Wattman n°1) imprégnés de 10 uL. des HEs pures sont placés sur les géloses. Les
boites de Pétri sont maintenues a une température de 4°C pendant 2 h ensuite ont été incubées
a 37°C pendant 24 h. En paralléle, la Gentamicine (10 pg) a été utilisée comme controle
positif. Les diametres des zones d’inhibition (mm) ont été mesurés, y compris le diametre des
disques. Cette mesure est souvent transcrite dans différents symboles proportionnels a

I’activité antibactérienne (Tableau I).

Tableau 1. Echelle de sensibilité¢ des germes (Djabou et al., 2013).

Inhibition (mm) Transcription Sensibilité

0 0 Résistant

<8 + Non sensible

8< <14 + Moyennement sensible
14< 0 <20 ++ Sensible

>20 +++ Extrémement sensible

2.7.2. Détermination de la CMI

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) est définie comme la plus faible concentration
d’agent antimicrobien qui inhibe la croissance visible d’un microorganisme, exprimée en
mg/L ou en pg/mL (Magréault et al., 2022). Sa détermination contre les quatre souches
bactériennes a été évaluée en utilisant la méthode de microdilution (Kpodekon et al., 2013).

Les HEs a tester sont dissoutes dans des micro-tubes stériles, contenant du DMSO, de
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manicre a générer une gamme de dilution de base 2. La gamme de concentration est alors
reproduite dans une microplaque a 96 puits. Un volume de 100 pL de chaque dilution est
transféré dans les puits de la microplaque, qui contiennent chacun 100 pL du bouillon Muller
Hinton (MHB) inoculé avec 10° UFC/mL avec 100 pL du rouge de phénol (0,02 g/L) comme
indicateur de croissance bactérienne. Les microplaques ont été mises en incubation a 37°C

pendant 24 h.
2.7.3. Détermination de la CMB

La Concentration Minimale Bactéricide (CMB) est définie comme la concentration de la
substance antimicrobienne capable de réduire la population microbienne de 0,01% apres une
incubation de 18 a 24 h a 37°C. Pour évaluer cette concentration, des boites de Pétri
contenant le milieu GN ont été ensemencées, en commengant par celle qui a déterminé la
concentration minimale inhibitrice (CMI). La CMB est alors déterminée comme étant la
concentration la plus faible de la substance antimicrobienne pour laquelle aucune croissance

n’est observée apres incubation (Ghavam et al., 2020).
2.8. Evaluation des activités biologiques in vivo
2.8.1. Evaluation de I’activité insecticide

L’activité insecticide des HEp 2 étudiées a été évaluée sur la mortalité des larves L4 et des
nymphes de Culiseta longiareolata. Ces évaluations ont été réalisées dans les conditions du
laboratoire. L’évaluation de 1activité insecticide a ¢été évaluée selon le protocole
expérimental décrit par Abdelali e al. (2022). Quatre concentrations des HEs ont été
préparées dans 1’éthanol 70% pour les tests (1, 0,5, 0,25, 0,1, 0,05 et 0,025%). L’éthanol joue
le role de diluant et d’émulsifiant de I’HE dans I’eau. Un volume (1 mL) de chaque solution
préparée est mis dans des gobelets contenant 99 mL d’eau distillée en contact avec 10 larves
et 10 nymphes. Le témoin est constitué de I’éthanol 70%. Deux gobelets ont €té réservés par
concentration et par stade. Apres 24 h de traitement, les larves sont rincées puis placées dans
de nouveaux récipients contenant de 1’eau distillée propre et de la nourriture. Le taux de
mortalité dans les gobelets est déterminé apres 24, 48 et 72 h. Les résultats des tests effectués
ne représentent pas uniquement la mortalité causée par les HEs, mais il y a aussi la mortalité
naturelle. Donc, la mortalité observée est exprimée apres correction par la formule d’ Abbott

(Abbott, 1925).

t
MC (%) = mx 100
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MC (%) : Pourcentage de mortalité corrigée.
M (%) : Pourcentage de morts dans la population traitée.

Mt (%) : Pourcentage de morts dans la population témoin.
2.8.1.1. Détermination des concentrations et des temps létaux

Pour estimer I’efficacité des HEs a 1’égard des larves des stades L3 et nymphe, il est
nécessaire d’estimer la Concentrations Létale (CLso) et le Temps Létale (TLso) qui
représentent les concentrations et les temps entrainant la mortalité de 50% d’individus de la
méme espece, respectivement. La CLso est donc déterminée a partir de la droite exprimant le
taux de mortalit¢ (en unités Probits) en fonction du logarithme de la concentration
administrée. Le TLso a été déterminé a partir de la droite exprimant le taux de mortalité (en

unités Probits) en fonction du logarithme de temps (Lapointe, 2004).
2.8.2. Formulation de bioproduit (antimoustique)

La formulation de produits antimoustiques est un domaine de recherche important pour
optimiser leur efficacité chez ’homme. La formulation est préconisée dans le but d’optimiser
I’effet répulsif des HEp 2. Elle a été réalisée au niveau du Centre de Recherche en
Biotechnologie (CRBT), Unité de Recherche sur les Plantes Médicinales (URPM) par Dr.
KADI Imededdine.

2.8.2.1. Controle de qualité physicochimique

En tant que non seulement produit commercial, mais surtout produit a usage cutané, la
préparation de I’antimoustique doit subir des tests ou analyses de qualité. Le contrdle de
qualité consiste a la détermination des caractéres macroscopiques (couleur, aspect et odeur),

la mesure du potentiel d’hydrogene (pH) (Yapi et al., 2019).
2.8.1.2. Controle microbiologique

Pour garantir la qualit¢ microbiologique des bioproduits tout le long de la chaine de
fabrication, de conditionnement, de conservation et de distribution, il est nécessaire de
prendre des mesures appropriées. Le but est de gérer le degré de contamination bactérienne et
fongique du bioproduit par la méthode de dénombrement sur milieu gélos¢, en recherchant

des bactéries totales.
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2.8.1.3. Test de tolérance cutanéee

Le test de tolérance cutanée est effectué sur des rats afin d’assurer que le produit ne pose pas
un probléme sur la peau. Il est conduit en conformité avec la ligne directrice de ’OCDE n°
404 (OCDE, 2015). Le test a été réalisé aussi sur des volontaires dont le but était d’observer

des réponses désagréables et/ou des effets indésirables.
2.8.1.4. Test d’efficacité clinique

Le test d’efficacité clinique du produit antimoustique est effectué sur des volontaires ayant
des piqlres par les moustiques et dont le but est de controler et de suivre la disparition de la

démangeaison et de I’irritation de la peau.

2.8.2. Evaluation d’activité cicatrisante in vivo

2.8.2.1. Formulation de la pommade et de la créme

La formulation des bioproduits (pommade et créme) est préconisée dans le but d’optimiser
I’effet cicatrisant des HEp 1. Elle a été réalisée au niveau du URPM au CRBT par Dr. KADI

Imededdine.
2.8.2.2. Controle de qualité physicochimique

Le contrdle de la qualité des deux bioproduits (pommade et créme) a été effectué selon les
méthodes recommandées dans la pharmacopée Européenne (Ph. Eur, 2017). Il a consisté a la
détermination des caracteéres macroscopiques (couleur, consistance et odeur), I’homogénéité,

la mesure du potentiel d’hydrogene (pH) et la stabilité des produits.

La consistance a €té appréciée au toucher ; la couleur a €té€ observée a 1’ceil nu et ’odeur a été
notée. Le pH a été déterminé en plongeant un papier a pH dans 10 g de la pommade ou de la

créme fondue doucement sur une plaque chauffante.

Le test de stabilité consiste a soumettre la créme ou la pommade pendant 15 min a des
vitesses de centrifugation successives 1000 trs/min, 3000 trs/min et 6000 trs/min, et on note a

chaque fois la stabilité ou non de I’émulsion.

Le test de stabilité thermique étudie 1’influence de la température sur la formulation préparée.
Un échantillon de la créme ou de la pommade préparée a été mis dans des étuves a différentes
températures (4°C, 25°C et 40°C) pendant 24 h et 30 j afin de mesurer leurs stabilités
physiques au cours du temps. La stabilité¢ des produits pharmaceutiques est un des parametres

clés pour la garantie de leurs qualités et pour la satisfaction du consommateur.
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Le test de la stabilit¢ a la congélation étudie 1’influence des basses températures sur les
bioproduits. Il consiste a congeler et décongeler la pommade et la créme afin de suivre leurs

aspects et leurs textures.
2.8.2.3. Test d’irritation cutanée

Le but de cette étude est d’évaluer le potentiel irritant des différents bioproduits testés. Elle
est conduite en conformité avec la ligne directrice de ’OCDE n° 404 (OCDE, 2015). Les rats
ont été traités par une application unique de 0,5 g de chaque bioproduit au dos. La peau des
animaux est observée, dont le but est de détecter des signes d’inflammation (érythéme et
cedéme) et la notation des réactions est effectuée au bout de 60 min, ensuite apres 24, 48 et 72
h aprés I’application. Le test de tolérance cutanée est effectué sur des rats afin d’assurer que
le produit ne pose pas un probléme sur la peau. Il est conduit en conformité avec la ligne
directrice de I’OCDE n° 404 (OCDE, 2015). Le test a été réalisé aussi sur des volontaires

dont le but était d’observer des réponses désagréables et/ou des effets indésirables.
2.8.2.4. Activité cicatrisante

L’activité cicatrisante a été effectuée selon le protocole décrit par Mashreghi et al. (2013).
Les animaux sont anesthésiés par une injection intrapéritonéale de kétamine (Ketasol®, 75
mg/kg de poids corporel) et de xylazine (Xylazin Bio®, 5 mg/kg de poids corporel). Un
cercle de 2 cm de diametre est tracé sur la peau de la région dorsolombaire, puis il est excisé
selon la Figure 6. Les animaux sont ensuite placés dans des cages individuelles avec de la

litiere propre.

Les plaies résultantes sont immédiatement traitées a raison de 0,5 g par rat, une fois par jour,
un lot traité par le médicament de référence Cicatryl bio (CIC), un lot traité par la créme
plante 1 a la dose 4 % (CP1) et un lot traité par la pommade plante 1 a la dose 4 % (PP1). Un
lot témoin non traité (NT) qui n’a recu aucun traitement. Les rats ont ét€ suivis jusqu’a ce que

la réépithélialisation soit compléte (Baali ez al., 2024).

La surface des plaies d’excision a été mesurée tous les 4 j pendant la période d’essai. Les
photographies ont été prises sous le méme angle afin de minimiser les variations de I’angle de
caméra qui peuvent conduire a une sous-estimation de la surface de la plaie. Les
photographies prises ont été traitées grace au logiciel de traitement d’image appelé ImageJ®
(National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, USA) que nous avons adapté a

notre étude.
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Le pourcentage de I’évolution de la contraction des plaies est calculé¢ selon la formule
suivante (Tamri ef al., 2014) :

(Taille initiale J0 — La taille d'une Jn) x 100 o

1
Taille initiale JO 00

% Contraction de la plaie =

Figure 6. Excision chez un rat Wistar.
2.8.2.5. Examens histologiques

A la fin de I’expérimentation, les rats sont sacrifiés. Un centimeétre (1 cm) de la peau saine et
cicatrisée est excisé¢. Les échantillons sont fixés dans du formol (10%). Les coupes
histologiques sont préparées au niveau de I’hdpital de Sidi Abaz sous la direction de Dr.
TIRICHIN Ibrahim et de Dr. KAABACH Nour Alhouda. Ces échantillons sont déshydratés
par passage dans trois bains d’éthanol successifs de 8 a 16 h (70-75°, 90-95° et 100°).
Ensuite, ils sont éclaircis dans deux bains de xyléne et inclus dans la paraffine par deux bains
successifs a 60°C pendant 4 h et cette étape est effectuée dans un appareil appelé
Autotechnicon (Leifia, Chine). L’inclusion définitive est ensuite réalisée dans des moules
métalliques contenant de la paraffine fondue par chauffage a 60°C. Aprés refroidissement, les
blocs de paraffines obtenus sont coupés grace a un microtome (Leifia, Chine). Les coupes de
3 um d’épaisseur obtenues sont étalées sur des lames, séchées pendant 20 min a 60°C puis
réhydratées et colorées a I’hématoxyline-€osine. La lecture des résultats a été effectuée a
I’aide d’un microscope (Novax, Hollande) avec deux grossissements choisis (10x et 25x) afin

de vérifier la conformité des tissus (Marque, 2010).
2.9. Analyses statistiques

Les résultats des différents tests effectués in vitro et in vivo sont exprimés en moyenne + SD

et moyenne £ SEM, respectivement. La comparaison des moyennes et des variances est
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déterminée grace au logiciel Graphpad Prism version 7.0. Les résultats des différents tests ont
¢té analysés par ANOVA, suivie du test de Dunnett pour les comparaisons avec les standards
ou du test de Tukey’s pour les comparaisons multiples et la détermination des taux de

signification. Les valeurs de p<0.05 sont considérées statistiquement significatives.
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3. Résultats et discussion

3.1. Rendement

Les HEs des deux plantes étudiées sont obtenues par la méthode d’hydrodistillation de type
Clevenger. Les rendements des HEs de Lavandula stoechas L. (HELS) et de Cymbopogon
schoenanthus (HECS) ont été calculé en pourcentage par rapport a 100 g du poids de la

plante séche et les résultats ont été illustrés dans le Tableau II.

Tableau II. Rendement des huiles essentielles étudiées.

HEs HELS HECS

Rendement (%) 1,35+0,03 2,43+0,12

L’hydrodistillation a donné un rendement de 1,35+0,03% pour I’HELS, ce résultat est
inférieur & ceux obtenus par Benabdelkader (2012) et Radi er al. (2024) provenant de
1I’Algérie et de Maroc, respectivement (1,63% et 2.3%, respectivement) et supérieur a ceux
rapportés par La Bella et al. (2015) et Tuttolomondo ef al. (2015) du sud de I'ltalie
(0.37% et 1.08% respectivement).

Les HECS a donné un rendement de 2,43+0,12, ce résultat est supérieur a ceux obtenus par
Aous et al. (2019) et Malti (2020) de I’espéce de Menia et Ghardaia, respectivement (1,63%
et 1,1%) et inférieur a ceux rapportés par Kadri ez al. (2017), qui ont obtenu un rendement de
4,5 % avec la méme plante, récolt¢ dans la méme région, utilisant la méme méthode
d’extraction. En effet, les HEs ont fait I’objet de plusieurs études, dont les rendements ont été
aussi supérieurs au notre, notamment ceux de Boukhalfa et al. (2023), qui ont obtenu un

rendement de 4%.

La différence dans le rendement en HEs est due a certains facteurs, dont la saison de récolte,
la méthode de récolte, la durée de séchage, le type d’organe de la plante et la technique

d’extraction employée (Caputo ef al., 2022).
3.2. Caractéristiques organoleptiques

Les résultats des propriétés organoleptiques des différentes HEs des plantes testées sont

représentés dans le Tableau III.
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Tableau III. Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles des plantes étudiées.

HEs Aspect Couleur Odeur

HELS Liquide et limpide Jaunatre Tres forte et
persistante

HECS Liquide et limpide Jaune pale Aromatique (forte et
caractéristique)

AFNOR (2000) Liquide et limpide Incolore a jaune pale | Forte et
caractéristique

D’aprés les résultats du Tableau III, les HEs obtenues ont un aspect liquide et limpide.
L’HELS est caractérisée par une couleur jaunatre avec une odeur tres forte et persistante, par
contre ’HECS est caractérisée par une couleur jaune pale et une odeur aromatique (forte et

caractéristique).
3.3. Caractéristiques physico-chimiques

Les propriétés physico-chimiques constituent un moyen de vérification et de contrdle de la
qualité des HEs. Les méthodes de détermination des caractéristiques physico-chimiques sont

décrites dans le recueil de normes publié par 1’Association Francaise de Normalisation

(AFNOR, 2000).
3.3.1. Caractéristiques physiques

Les méthodes physiques utilisées pour 1’analyse des HEs s’attachent a la détermination du
pH, de la densité, de I’indice de réfraction et de la miscibilité a 1’éthanol. La densité et
I’indice de réfraction sont les caractéristiques physiques généralement utilisées dans la

classification des HEs. Les résultats de ces parametres sont consignés dans le Tableau IV.

Tableau IV. Caractéristiques physiques des huiles essentielles des plantes étudiées.

Propriétés physiques | pH | d3) Ir Miscibilité a 1’éthanol
HELS 5 0,966 1,457 1V/7,6

HECS 5 0,898 1,488 1V/6,4

AFNOR (2000) 5-6 | 0,906-0,990 1,457-1,508 -

V : Volume

D’apres les résultats mentionnés dans le Tableau IV, le pH des HEs est acide (pH = 5). Des
travaux ont également montré des pH acides pour les HEs (De Sousa Guedes et De Souza,

2018 ; Quoc, 2022 ; Belkhodja ef al., 2021 ; Hema et al., 2023). Il convient de souligner
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que le pH joue un réle déterminant au cours des réactions chimiques et biochimiques et peut
influencer les propriétés stabilisantes des HEs, notamment ses effets antioxydants et

antimicrobiens (Quoc, 2022 ; Hema et al., 2023).

La détermination de la densité relative peut étre considérée comme un critére de pureté qui
indique la présence de corps étrangers (Kaloustian et al., 2012). Les densités des HELS et
HECS sont de 0,966 et 0,898 respectivement, et sont inférieures a celle de 1’eau. Ces résultats
sont en accord avec la norme de AFNOR (2000). Des densités relatives de 0,897 et 0,896
sont obtenues avec les travaux de Quoc (2022) et Hema er al. (2023). Ces valeurs sont

¢galement inférieures a 1 et trés proches de celles obtenues dans notre étude.

Les valeurs de 1’indice de réfraction obtenues sont de 1’ordre de 1,457 et 1,488 pour HELS et
HECS, respectivement. L’indice de réfraction d’une huile essentielle dépend de sa
composition chimique, du degré d’instauration et de la température. Il varie avec la teneur en
monoterpenes et en dérivés oxygénés. Plus I’indice de réfraction est faible, plus I’'HE est de
bonne qualité (Uddin et al., 2023). Le faible indice de réfraction de 1’huile essentielle indique
sa faible réfraction de la lumiére, ce qui pourrait favoriser son utilisation dans les produits
cosmétiques (Hema et al., 2023). Plusieurs travaux ont donné des valeurs d’indice de
réfraction proches de celle de notre étude (Erkan et al., 2012 ; Kumar Yadav, 2022 ; Hema

et al., 2023).

Concernant la miscibilité¢ a 1’éthanol, 1 volume (mL) des HELS et HECS est miscible dans

7,6 mL et 6,4 mL d’éthanol de 90% (v/v), respectivement.
3.3.2. Caractéristiques chimiques

Pour obtenir des données sur la composition et le degré de pureté des HEs, il est nécessaire
d’étudier certains parametres chimiques (AFNOR, 2000). Les résultats de la détermination
des indices d’acidité, de peroxyde des HEs des deux plantes sont consignés dans le Tableau

V.

Tableau V. Caractéristiques chimiques des huiles essentielles des plantes étudiées.

Propriétés chimiques Ia Ip Is
HELS 1,72 16 78,55
HELC 1,35 28 516,21
AFNOR (2000) <2 20-30 -
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L’indice d’acide est un bon indicateur pour déterminer 1’altération d’une huile essentielle,
c’est-a-dire qu’il permet de vérifier la qualité d’une huile essentielle, notamment en ce qui
concerne sa dégradation avec le temps durant son stockage (Nogiomwan Bobby etz al., 2020).
Il donne une idée sur le taux d’acides libres, et dans notre étude, les Ia des HELS et HECS
des plantes ¢tudiées sont respectivement de 1,72 et 1,35. Les valeurs d’Ia obtenues dans notre
¢tude étant faibles, elles montrent que nos HEs ont été bien conservées apres 1’extraction afin
d’éviter toute dégradation de 1’huile essentielle. Plus 1’]a est faible, plus la qualité¢ de I’HE est
¢levée (Hema et al., 2023). De méme, un indice d’acide inférieur a 2 est un indicateur d’une

bonne conservation de 1’huile, ce qui est le cas de nos HEs (Nogiomwan Bobby et al., 2020).

L’indice de peroxyde rend compte de 1’altération des corps gras par oxydation, inconvénient
majeur touchant essentiellement les acides gras insaturés (Himed et Barkat, 2014). Les
HELS et HECS présentent des indices de peroxyde de moyen de 16 et 28 méqO/kg,
respectivement, valeurs inférieures a 30 méqOx/kg, maximum requis par les normes

(AFNOR, 2000).

La connaissance de I’Is d’un corps gras nous renseigne sur la longueur de la chaine carbonée
des acides constituant ce corps gras. L’Is d’un corps gras est d’autant plus ¢levé que la chaine
carbonée des acides gras est courte (Novidzro et al., 2019). Dans notre cas, ces indices ont
atteint des valeurs de 78,554 et 516,212 pour I’ HELS et I’ HECS, respectivement.
Habituellement, une valeur élevée pour cet indice indique qu’une concentration plus élevée
d’acides gras a longue chaine carbonée et les HEs sont de bonne qualité, ce qui peut
améliorer sa stabilité a 1’oxydation et sa viscosité. Cela en fait un choix potentiellement
favorable pour les formulations pharmaceutiques nécessitant une huile plus stable et épaisse

(Denniston et al., 2004).
3.4. Analyses des huiles essentielles par CG/SM

La composition chimique des HEs a été déterminée par la chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (CG-SM) conformément aux indices de Kovats. En
comparant avec la littérature, 56 composés ont été identifiés pour 'HELS et 60 composés
pour I’HECS. Les chromatogrammes de cette analyse CG/SM sont présentés dans la Figure

7.

43



Résultats et discussion

Tic

40,000,000

5
Gl
r—‘6

200 o

TIic

30,000,000

39

&

g

T T
60 70 80 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200
mm

Figure 7. Profils chromatographiques des huiles essentielles des deux plantes par CG/SM. A
: HELS et B : HECS.

Les résultats de I’identification qualitative et quantitative des composés chimiques
majoritaires des HELS obtenus dont les temps de rétention variant entre 7,7 et 9,4 min, sont

présentés dans le Tableau VI.

Tableau VI. Composés majoritaires des huiles essentielles de L. stoechas.

Composé Pourcentage (%) | Temps de rétention (min) | Numéro de CAS
Linalool 16,35 7,980 78-70-6

Acétate de linalyl 9,71 9,478 115-95-7
2-bornanone 8,62 8.561 464-49-3

Oxide de linalool 8,52 7,708 5989-33-3
Bornéol 7,07 8,810 507-70-0
L-alpha-terpinéol 5,97 9,004 0482-56-1
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Les composés majoritaires de I’HELS étant linalool (16,35%), acétate de linalyl (9,71%), 2-
bornanone (8,62%), oxide de linalool (8,52%), bornéol (7,07%) et L-alpha-terpinéol (5,97%).
Plusieurs travaux ont révélé la dominance du linalool et bornéol, acétate de linalyl dans
quelques plantes de la famille des Lamiaceae (La Bella et al., 2015 ; Ozcana et al., 2018 ;
Kivrak, 2018 ; Pokajewicz et al., 2021 ; Kozuharova et al., 2023). Le Tableau VII montre
les résultats de 1’identification qualitative et quantitative des composés chimiques

majoritaires des HECS obtenus dont le temps de rétention varie entre 6,9 et 14,4 min.

Tableau VII. Composés majoritaires des huiles essentielles de C. schoenanthus.

Composé Pourcentage Temps de rétention | Numéro de
(%) (min) CAS

Trans-p-menth-2-en-1- 8,60 8,275 29803-81-4

ol

Elemol 8,57 13,115 639-99-6

B-eudesmol 7,32 14,470 473-15-4

Trans-piperitol 5,67 9,142 16721-39-4

4-carene 5,14 6,991 29050-33-7

Guaiol 5,04 14,212 489-86-1

L’HECS est principalement composée de frans-p-menth-2-en-1-ol (8,60%), elemol (8,57%),
B-eudesmol (7,32%), trans-piperitol (5,67%), 4-carene (5,14%) et guaiol (5,04%). Beaucoup
de travaux ont révélé la dominance de I’elemol, frans-p-menth-2-en-1-ol et B-eudesmol dans
les HEs de C. schoenanthus de différentes origines. A titre d’exemple, les travaux de Bayala
et al. (2023) et Aous et al. (2019) ont noté les constituants majoritaires suivants : elemol
(5,79 et 4,9%, respectivement) et trans-p-menth-2-en-1-ol (16,6% et 9,2%). Par ailleurs,
Hassani et al. (2002) ; Aous et al. (2019) ont trouvé que d’autres HEs sont dominés par la
présence de trans-p-menth-2-en-1-ol (10,2 et 15,1%, respectivement), trans-piperitol (5,3 et
6,6%, respectivement). B-eudesmol (25,5%). Boukhalfa et al. (2023) ont montré que le B-
eudesmol (6,36%) et le 4-carene (5,46%) sont les principaux composants de la méme espéce.
La composition chimique des HEs dépend des facteurs environnementaux (type de sol,
humidité, dommages mécaniques et cultures, 1’origine €cologique et géographique), des
facteurs génétiques, de 1’age et de la saison de récolte. Ces nombreux facteurs pourraient
expliquer et justifier la variation des résultats de la composition chimique dans les différentes

¢tudes (Hema et al., 2023).

45




Résultats et discussion

3.5. Activités biologiques in vitro
3.5.1. Activité antioxydante
3.5.1.1. Capacité antioxydante totale

La CAT a été évaluée en utilisant 1’équation de régression linéaire (y=ax+b) obtenue a partir
de la courbe d’étalonnage établie avec I’acide ascorbique a différentes concentrations (Figure

8).

y=0,0058x+0,0022
R*=0,997

1.04

(.54

Absorbance 4 695 nm

L L] 1
0 100 200 300

Concentration (pg/mlL)
Figure 8. Courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique. Chaque valeur représente la moyenne +
DS (n=3).

Les résultats de la CAT des deux HEs sont regroupés dans la Figure 9 et les valeurs sont

exprimées en pg équivalent d’acide ascorbique (EAA) par mg d’extrait (ug EAA/mg Ex).
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Figure 9. Histogramme comparatif de la capacité antioxydante totale des huiles essentielles
de L. stoechas (HELS) et des huiles essentielles de C. schoenanthus (HECS) et du standard
(BHT). Chaque valeur représente la moyenne + DS (n=3). Des lettres différentes représentent

des différences significatives p<0.05 (test de Tukey).
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L’estimation de la CAT a montré que HEp 1 et HEp 2 possédent une importante activité
antioxydante de 105,13+3,45 ng EAA/mg HE et 72,27+42,84 ng EAA/mg HE,
respectivement, mais cette capacité reste faible et significativement inférieure (p<0.001) par

rapport au BHT, dont la CAT est de 417,96+1,35 pg d’AA/mg Ex.

Ces résultats sont similaires a ceux obtenus par Baali e al. (2019), qui ont montré que les
HEs de I’espece Mentha pulegium L. posséde une CAT de 109,52+0,91 ug EAA/mg HE. En
outre, Maache ef al. (2023) ont obtenu des valeurs inférieures a la ndtre pour Salvia
officinalis et Salvia lavandulifolia (Lamiaceae) (CAT : 36,349+0,99 et 49,941£1,00 pg
EAA/mg HE, respectivement).

3.5.1.2. Test de DPPH

A partir des valeurs obtenues de I’absorbance, les pourcentages d’inhibition (PI) de chaque
HE et de I’antioxydant standard (acide ascorbique) ont été calculés. Les résultats ont permis

de tracer les courbes qui représentent le PI en fonction de la concentration (Figure 10).
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Figure 10. Activité antiradicalaire du DPPH des huiles essentielles de L. stoechas (HELS) et
des huiles essentielles de C. schoenanthus (HECS) et de I’acide ascorbique. Chaque valeur

représente la moyenne + DS (n=3).
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Le test de DPPH est I’'un des procédés les plus fréquemment utilisés parmi les tests
antioxydants. Cette méthode est utile compte tenu de sa grande reproductibilité, de la facilité
de prise de mesures a la température ambiante sans risque de dégradation thermique, de son

efficacité, de son cot relativement avantageux et de sa rapidité (Akar et al., 2017).

Les valeurs des ICso pour les HEs et de 1’acide ascorbique sont indiquées dans le Tableau

VIIL

Tableau VIII. ICso de ’activité antiradicalaire des huiles essentielles des huiles essentielles
de L. stoechas (HELS) et des huiles essenticlles de C. schoenanthus (HECS) et de 1’acide

ascorbique vis-a-vis du radical DPPH.

HEs ou standard ICs0 (mg/mL)
HELS 4,14+0,04°
HECS 45,03+4,70°
Acide ascorbique 0,004+0,00?

Chaque valeur représente la moyenne + DS (n=3). Des lettres différentes représentent des

différences significatives p<0.05 (test de Tukey).

Les HEs des deux plantes présentent une activité antioxydante significativement faible
(»<0.001) (ICs50=4,14+0,04 et 45,03+4,70 mg/mL, respectivement) par rapport au BHT
(0,004+0,00).

Des études antérieures ont rapporté une grande variation dans l'activité antioxydante des
huiles essentielles de L. stoechas. Ainsi, les travaux de Benabdelkader (2011), dans trois
régions différentes de la wilaya de Bouira (Algérie) (Lakhedaria, Ain Bessam et Taguedit)
ont révélé une activité antioxydante plus faible (ICso de 5100 pg/mL ; 32420 pg/mL ; 26800

pg/mL, respectivement).

Les résultats de ’activité antiradicalaire de HECS montrent une activité antioxydante plus
proche que celle rapportée par Hellali ef al. (2016) de 1’espéce d’Illizi, avec une ICso de
I’ordre de 44,21 + 3,78 mg/mL, et plus importante trouvée par Aous et al. (2019), qui
rapportent des pourcentages d’inhibition allant de 4,4 a 21,1% a des concentrations variantes

entre 100 et 2000 mg/L.

Bayala et al. (2023), révelent que les huiles essentielles des feuilles d’Ouagadougou,
(Burkina Faso) de C. schoenanthus (L.) Spreng. ont montré un fort pouvoir antioxydant avec

un ICsode 1730,00 + 80,00 pg/mL.
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La faible activité antiradicalaire peut s’expliquer par le fait que nos HEs sont peu efficaces
pour donner un atome d’hydrogeéne ou un électron singulier, et aussi par la faible solubilité de
leurs constituants dans le milieu réactionnel (Noureddine et al., 2019). Jabir ez al. (2018) ct
Shin et Seol (2023) ont montré que les chimiotypes linalool et linalyl acétate sont capables

de réduire les radicaux libres.
3.5.1.3. Pouvoir réducteur

La détermination du pouvoir réducteur présente plusieurs avantages tels que la rapidité, la

facilité et la simplicité (Sukweenadhi et al., 2020).

L’activité antioxydante de la réduction de fer est déterminée en utilisant une équation de
régression linéaire (y=ax+b) obtenue a partir de la courbe d’étalonnage établie avec 1’acide

ascorbique a différentes concentrations (Figure 11).
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Figure 11. Pouvoir réducteur a 700 nm des huiles essentielles de L. stoechas (HELS) et des
huiles essentielles de C. schoenanthus (HECS) et de ’acide ascorbique. Chaque valeur

représente la moyenne + DS (n=3).

Les valeurs des concentrations des HEs et du standard (acide ascorbique) qui correspond a

I’absorbance 0,5 sont indiquées dans la Figure 12.
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Figure 12. Histogramme comparatif des Ao.s des huiles essentielles de L. stoechas (HELS) et
des huiles essentielles de C. schoenanthus (HECS) et d’acide ascorbique. Chaque valeur
représente la moyenne = DS (n=3). Des lettres différentes représentent des différences

significatives p<0.05 (test de Tukey).

Les HEs des deux plantes présentent un pouvoir réducteur de fer modéré avec Aos de
4,14+0,03 et 4,14+0,03 mg/mL en comparant avec ’acide ascorbique (p<0.001) qui possede

un bon pouvoir réducteur de fer avec Ao s de 0,019+0,0004 mg/mL.

Le pouvoir réducteur des HE des deux plantes s’est montré faible, par rapport a plusieurs
¢tudes. Le pouvoir réducteur de HE LS est nettement inférieur a celui obtenus Insawang et
al. (2019) (ECso = 107.53 £1.74 pg/mL). De méme, ’HE MP, a révélé un pouvoir réducteur
moindre par rapport aux résultats trouvés par Bouyahya et al. (2017) (ECso = 58.27 +2.72
pg/mL).

Ces résultats sont similaires a ceux obtenus par Baali e al. (2019), qui ont montré que les
HEs de la méme famille possede un pouvoir réducteur avec une valeur de 109,52+0,91

pg/mL.
3.5.1.4. Test de blanchiment du B-caroténe

La méthode de blanchissement du [-carotene est couramment utilisée pour évaluer
I’inhibition de la peroxydation lipidique et 1’activité antioxydante des HEs. Dans ce systeme,
les radicaux libres peroxyles sont générés par 1’oxydation de 1’acide linoléique. Ces radicaux
oxydent ensuite le B-caroténe, hautement insaturé, ce qui entraine la disparition de sa couleur

rouge (Fidelis et al., 2019).

Le blanchissement du B-caroténe suivi pendant 2 h, est inhibé remarquablement durant toute

cette période en présence des deux HEs (Figure 13).
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Figure 13. Cinétique d’inhibition du blanchissement de B-caroténe par les huiles essentielles
de L. stoechas (HELS) et des huiles essentielles de C. schoenanthus (HECS), du méthanol et

I’antioxydant de référence BHT. Chaque valeur représente la moyenne + DS (n=3).

D’apres les résultats de la Figure 14, il est évident que les HEs des deux plantes testées et le
standard inhibent d’une maniére efficace 1’oxydation couplée de I’acide linoléique et du -

caroténe.
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Figure 14. Activité antioxydante des huiles essentielles de L. stoechas (HELS) et des huiles
essentielles de C. schoenanthus (HECS), du méthanol et du BHT par le test de -
carotene/acide linoléique apres 2 h. Chaque valeur représente la moyenne = DS (n=3). Des

lettres différentes représentent des différences significatives p<0.05 (test de Tukey).

Les résultats du test de blanchissement du -caroténe montrent que les HEs des deux plantes
(HELS et HECS a 5 mg/mL) possedent une bonne activité antioxydante de 60,07£1,00 et
63,54+2,41%, respectivement. Cependant, cette activité reste inférieure a celle du BHT

(»p<0,001), dont I’AA% est de 90,34+0,41% a 2 mg/mL.
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Benabdelkader et al. (2011) ont montré que I’HELS de la région de Jijel possede une
activité de 22.87 + 0.52 % apres 2h.

3.6. Activité antibactérienne

3.6.1. Méthode des disques

L’activité antibactérienne des HEs des deux plantes est basée sur la méthode de diffusion en
milieu gélosé Mueller Hinton agar. Les résultats obtenus sont représentés dans le Tableau IX.
De maniére générale, des effets antibactériens significatifs et variables ont été obtenus avec

les différentes HEs, aussi bien sur des bactéries Gram-positives que Gram-négatives.

Tableau IX. Diameétre des zones d’inhibition (mm) de la croissance bactérienne des huiles
essentielles huiles essentielles de L. stoechas (HELS) et des huiles essentielles de C.

schoenanthus (HECS) et la gentamicine.

HEs testées HELS HECS Gentamicine (10 pg)
- B. cereus 20,75+0,50° 33,75+0,50° 21,5+0,58°
(%s - L. monocytogenes 12,75+0,50P 13,25+1,71° 31,25+0,50?
- E. coli 7,25+0,58° 8,75+0,50° 20,5+0,58°
(%s I S. typhimurium 11+0° 13,5+1,29° 21+0,822

(6 mm) : présente le diameétre du disque. Chaque valeur représente la moyenne (n=2) + DS.

Des lettres différentes représentent des différences significatives p<0.05 (test de Tukey).

L’analyse des données a montré que les HEs sont actives vis-a-vis des bactéries aussi bien sur
les Gram+ que sur les Gram-. Il est important de noter que B. cereus a été ’espece la plus
sensible aux HELS et HECS car elle présente la zone d’inhibition la plus grande (20,75+0,50
et 33,75+0,50 mm). En effet, THECS présente une zone d’inhibition supérieure a celle de la
gentamicine (21,5+0,58 mm) a I’égard de 1’espéce B. cereus (p<0,001). Par contre, une trés
faible sensibilité¢ aux HEs a été remarquée chez Escherichia coli et Salmonella typhimurium

qui présentent des zones d’inhibitions compris entre 7,25 et 8,75 mm.

Généralement, les effets antibactériens des HEs se produisent des deux manieres : soit en
restreignant la croissance bactérienne (bactériostatique), ce qui se définit comme CMI, soit en
tuant les cellules bactériennes (bactéricide), ce qui se définit comme CMB et pour évaluer ces
activités, les CMI et CMB ont été¢ déterminés (Fajdek-Bieda et al., 2024). Les résultats de
CMI et CMB des HEs des deux plantes sont portés sur le Tableau X.
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Tableau X. CMI et CMB des huiles essentielles huiles essentielles de L. stoechas (HELS) et

des huiles essentielles de C. schoenanthus (HECS), vis-a-vis des bactéries testées.

HEs/Souche CMI (mg/mL) CMB (mg/mL)
HELS HECS HELS HECS

B. cereus 0,048 0,012 0,097 0,024

L. monocytogenes 6,25 <0,012 12,5 0,012

E. coli 0,423 12,5 0,781 25

S. typhimurium 0,423 0,048 0,781 0,097

CMI : Concentration minimale inhibitrice, CMB : Concentration minimale bactéricide.

Les valeurs les plus faibles de CMI et CMB obtenues en présence des HELS et HECS a
I’égard des bactéries Gram+, dont la souche la plus sensible est B. cereus, avec des valeurs de
CMI ¢égales a 0,048 et 0,012 mg/mL et de CMB ¢gales a 0,097 et 0,024 mg/mL,
respectivement. En revanche, les plus grandes CMI et CMB ont été¢ obtenues avec E. coli
(12,5 et 25 mg/mL, respectivement). Ces résultats montrent clairement la sensibilité¢ des
bactéries Gram+ par rapport au Gram-. L’activité des HEs pourrait étre attribuée a la
présence de plusieurs composés connus pour leurs activités antibactériennes dans les HEs en
tant que constituants majoritaires (linalool, linalyl acétate et guaiol) (Asghari et al., 2016 ;
Su et al., 2022 ; Fajdek-Bieda et al., 2024). De nombreuses études ont déja signalé la
sensibilité des bactéries Gram+ par rapport aux Gram- (Aous et al., 2019 ; Malti et al., 2020
; Baali ez al., 2019 ; Bellik et al., 2021 ; Bayala et al., 2023). Les bactéries Gram- possédent
une structure spécifique, avec une couche de peptidoglycane entre la membrane plasmique et
une assise externe composée de lipopolysaccharides et de protéines. Cette structure constitue
une barriere qui peut empécher la pénétration des HEs. De plus, la présence de la membrane
externe de lipopolysaccharides (LPS) chez les bactéries Gram- peut étre considérée comme
un obstacle a la diffusion, ce qui rend ces bactéries moins sensibles aux agents antimicrobiens

(Boukhris et al., 2012).

3.7. Evaluation des activités biologiques in vivo

3.7.1. Activité insecticide

D’apres les tests d’évaluation de I’activité insecticide et selon les résultats obtenus, les HECS
ont également démontré des propriétés insecticides par contact envers Culiseta longiareolata.

Les Figures 15 et 16 présentent I’évolution des pourcentages de mortalité corrigés des larves
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et nymphes en fonction du temps (24, 48 et 72 h) et des doses (1, 0,5; 0,25; 0,1; 0,05 et
0,025%) des HECS.
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Figure 15. Variation temporelle des taux de mortalité corrigée des larves Culiseta

longiareolata exposées a différentes doses des huiles essentielles de C. schoenanthus

(HECS).
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Figure 16. Variation temporelle des taux de mortalité corrigée des nymphes Culiseta
longiareolata exposées a différentes doses des huiles essentielles de C. schoenanthus
(HECS).

Pour les larves L4, la concentration de 0,01% se révele efficace au bout de 24 h
(72,22+7,85%), et atteint son efficacité maximum apres 72 h d’application (100%). Pour les
nymphes, 1’effet insecticide des HECS se révele faiblement efficace a la dose de 0,01%
(33,33+3,5%) apres 24 h. Cet effet s’accentue a 48 h (68,75+8,83%) et atteint son efficacité
maximum apres 72 h d’application (100%).

La conversion des pourcentages de mortalité corrigés des adultes de Culiseta longiareolata
en probits, ainsi que la régression de ces données en fonction du logarithme de la dose et du

temps, ont permis d’obtenir les équations et les valeurs de la DLso et de la TLso, qui sont
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présentées dans le Tableau XI. Les valeurs de DLso et TLso ont été déterminées apreés 24 h a
la dose de 0,005%. Cette sélection de données est justifiée par les taux de mortalité qui

dépassent les 50%.

Tableau XI. DLso et TLso des huiles essentielles de C. schoenanthus (HECS) vis-a-vis le

stade larvaire et le stade nymphe.

Stade/parameétre DLso (%) TLso (h)
Stade larvaire L4 0,0086 35,48
Stade nymphe 0,013 48 h

D’apres les résultats du Tableau XI, le stade larvaire L4 et le stade nymphe ont les CLso de
0,0086 et 0,013%, et les TLso de 35,48 et 48 h, respectivement. Ces résultats montrent que le
stade larvaire L4 est le stade le plus sensible. Pan et al. (2022) montrent que I’Elemol et -

eudesmol et présentent une puissante activité insecticide contre la 7ribolium castaneum.

Nos résultats concordent avec ceux obtenus par Seghier et al. (2019) sur Culiseta
longiareolata qui ont montré que les HEs de Petroselinum crispum sont plus toxiques contre

le stade larvaire par rapport au stade nymphal.

L’activité insecticide des HEs peut s’expliquer par les principaux composés. Cette toxicité
sur les insectes est induite par 1’action de leurs composés majoritaires (composés terpéniques
et cétoniques) (Bibiano ef al., 2022). Les monoterpenes ont un effet inhibiteur sur I’enzyme
I’acétylcholinestérase, responsable de 1’hydrolyse de [1’acétylcholine, qui est un
neurotransmetteur excitateur largement présent chez les insectes. L’absence d’hydrolyse de
I’acétylcholine entraine une augmentation de sa concentration, ce qui provoque une
hyperactivité conduisant finalement a la mort de I’insecte (Mattar et al., 2022 ; Diken et al.,

2022).
3.7.1.1. Optimisation de I’antimoustique

L’antimoustique a 2%, obtenu a été conditionné dans un flacon de 100 mL. Le nom retenu

pour ce dernier est NoMostika 2%.
3.7.1.2. Controle de qualité physicochimique

L’antimoustique formulé a un aspect liquide et une couleur transparente avec une odeur

agréable et bien tolérée par les individus.
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3.7.1.3. Controéle microbiologique

L’analyse microbiologique du produit fini refléte sa pureté microbiologique affirmée par

I’absence de bactéries totales ainsi que 1’absence de levures et de moisissures.
3.7.1.3. Test de tolérance cutanée

Les résultats du test de tolérance cutanée ont montré qu’aucun signe d’inflammation
(érythéeme ou cedéme) n’a été observé sur la peau des rats apres [’application de
I’antimoustique. Le test sur des volontaires n’a montré aucune réponse désagréable, des effets
secondaires, des réactions allergiques et une irritation cutanée ont été observés. De ce fait,

nous pouvons dire que notre produit antimoustique ne présente aucun effet indésirable.
3.7.1.4. Test d’efficacité clinique

Afin de valoriser I’efficacité de 1’antimoustique, il a été testé sur des volontaires. Ces derniers
ont jugé que I’antimoustique est efficace au bout de 20 min dont la démangeaison et

I’irritation de la peau ont disparu (Figure 17).
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Figure 17. Efficacité de I’antimoustique.
3.7.2. Activité cicatrisante

La pommade et la créme a 4% obtenues a partie des HELS ont été conditionnées en boite en

verre de 50 g. Le nom retenu est Cica Rev 4%.

3.7.2.1. Contréle de qualité physicochimique

Les résultats obtenus par le contréle macroscopique de PLS 4% et CLS 4%, montrent un
aspect homogene et de couleur blanche pour la créme et transparent pour la pommade,
homogeéne avec une odeur agréable caractéristique aux HEs et bien tolérée par la plupart des
individus, de texture légere avec un facile étalement sur la peau. Ces résultats sont conformes
aux normes de la Pharmacopée Européenne (Ph. Eur, 2017), ce qui déduit la bonne qualité

produit de nos bioproduits qui provient de la bonne qualité de la matiére premiére entrant
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dans sa composition. Les résultats de mesure du pH et I’étude de la stabilité sont résumés
dans le Tableau XII.
Tableau XII. pH et résultats des tests de stabilité de la pommade (PLS 4%) et de la créme

(CLS 4%).

Paramétres Résultats

pH CLS 4%: 4,5
PLS 4%: 5

Stabilité de la formulation La formulation reste stable dans des conditions
normales de stockage, sans changement notable dans
I’aspect, la texture ou 1’odeur.

Stabilité a la lumicre PLS 4% et CLS 4% ne montrent aucun signe de
dégradation ou de changement dans leurs aspects, leurs
textures ou leurs odeurs aprés exposition a la lumiére.

Stabilité a I’oxydation PLS 4% et CLS 4% restent stables et conservent leurs
aspects, textures et odeurs en présence d’oxygene, sans
montrer de signe de rancissement.

Stabilité a la congélation PLS 4% et CLS 4% restent stables et conservent leurs
aspects et textures apres congélation et décongélation.

Résistance a la chaleur PLS 4% et CLS 4% restent stable et conservent leurs
aspects et textures aux températures de 25°C et 40°C.

D’apres le Tableau XII, la créme et la pommade ont un pH acide dont les valeurs sont de 4,5
et 5, respectivement. Ces valeurs de pH sont conformes avec la norme demandée de la

pharmacopée Européenne (Ph. Eur, 2017) dont le pH varie sur un intervalle de 4 4 6.
Les résultats de la stabilité physique a la centrifugation sont montrés dans le Tableau XIII.

Tableau XIII. Stabilité physique a la centrifugation PLS 4% et CLS 4%.

Bioproduit Vitesse de centrifugation (tr/min)
1000 3000 6000
PLS 4% + + +
CLS 4% + + +

(-) séparation de phase : instable ; (+) pas de séparation de phase : stable.

Les résultats du Tableau XIII montrent que PLS 4% et CLS 4% préparées ne présentent

aucun déphasage et restent stables méme a 6000 tours/min.
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3.7.2.2. Contréle microbiologique

Les analyses microbiologiques réalisées sont des indicateurs clés dans I’évaluation de la
sécurité¢ des produits pharmaceutiques. Les résultats de I’analyse microbiologique révélent

I’absence de bactéries totales ainsi que 1’absence de levures et de moisissures.
3.7.2.3. Test d’irritation cutanée

Aucun signe d’inflammation (érythéme ou cedéme) n’a été observé sur le dos des rats apres
I’application de la PLS 4% et CLS 4%. Selon I’OCDE n° 404 (OCDE, 2015), les HEs des
deux plantes sont considérés comme non irritants. Les résultats de ce test sur des volontaires
ont montré qu’aucune réponse désagréable ou effets secondaires n’ont été observés, de ce fait
nous pouvons dire que nos produits (créme et pommade) ne présentent aucun effet

indésirable.
3.7.2.4. Evolution macroscopique du processus cicatriciel des plaies

Au cours de la période d’expérimentation, aucune mortalité ni autre signe de maladie
(diarrhée, manque d’appétit.) n’ont été observés chez les rats. Les observations visuelles
quotidiennes (Figure 18) indiquent la présence des signes d’inflammation (rougeur et fiévre)
autour de la plaie chez les rats des différents groupes les premiers jours qui suivent I’excision
de la peau. Ces signes disparaissent rapidement pour les lots traités par CIC, PLS 4% et CLS

4% et persistent quelques jours pour le groupe NT.

CIC

PP1 4%

CP1 4%

Figure 18. Chronologie de la cicatrisation des plaies d’excision chez le groupe non traité

(NT), et les traités par Cicatryl (CIC), PLS 4% et CLS 4%.
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Selon un intervalle de temps de 4 jours, les plaies ont été régulicrement mesurées et.
L’¢évaluation de la surface de chaque plaie d’excision est réalisée sur les animaux traités et
non traités. L’activité cicatrisante est exprimée en fonction du pourcentage de contraction de

la plaie.

Les résultats de 1’évolution de la contraction (%) des plaies non traitées et traitées par CIC,

PLS 4% et CLS 4% des HEs des deux plantes sont présentés dans le Tableau XIV.

Tableau XIV. Evolution du pourcentage de contraction des plaies non traités (NT), Cicatryl-

Bio (CIC), PLS 4% et CLS 4%.

Pourcentage des plaies (%)

Groupes/jours 4 8 12 16 20

NT 8,62+0,66° | 16,01£0,65° | 32,74+1,92° 45,39+1,36° 53,46+1,09°
CIC 32,694+2,617 | 49,45+1,56° | 72,60+4,12° 94,12+0,10* 98,31+0,28*
PLS 4% 30,67£1,95% | 62,36+1,42* | 79,77+2,73% 93,85+0,64% 98,49+0,62*
CLS 4% 41,89+3,85% | 65,66+£2,51* | 82,30+5,09? 94,74+0,83% 98,56+0,21*

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (n=3). Des lettres différentes représentent

des différences significatives p<<0.05(Test de Tukey).

L’évolution du processus cicatriciel des plaies est observée a partir du 4™ jour et s’accélére
jusqu’au 20°™ jour. Les résultats ont montré que le CIC, PP1 4% et CP1 4% utilisés,
stimulent une augmentation trés hautement significative (p<0.001) de la contraction de la

plaie au 8™ jour jusqu’au 20°™ jour par rapport au lot NT.

En somme, une cicatrisation meilleure et rapide a été enregistrée au 20 jour aprés le
traitement quotidien avec la CIC (98,31+£0,28), la PLS 4% (98,49+0,62) et la CLS 4%
(98,56+0,21), alors qu’elle a ét¢ incomplete avec le lot NT (53,46+1,09).

L’effet cicatrisant des crémes et des pommades est attribuable au diverses constituants
phytochimiques entrant dans sa composition. Cet effet était li¢ a ses biomolécules telles que
le linalool et I’acétate de linalyle (Pereira ef al., 2018 ; Batiha et al., 2023). Les produits
naturels cicatrisants manifestent leurs effets grace a 1’'un des mécanismes suivants : effet
antimicrobien, anti-inflammatoire, antioxydant, stimulation de la synthése du collagéne et de

la prolifération cellulaire (Shin et Seol, 2023 ; Maache et al., 2023).
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Les monoterpénes présentent des propriétés anti-inflammatoires, antibactériennes et
antioxydantes (Potocka et al., 2023). Les mécanismes d’action proposer pour divers
monoterpenes englobent : 1’activité antibactérienne par 1’inhibition de la biosynthése des
protéines, 1’activité anti-inflammatoire, en diminuant la synthése d’interleukine 6 (IL-6), le
facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a) et le facteur inhibiteur de la migration des
macrophages qui sont impliqués dans 1’inflammation, 1’activité antioxydante en prévenant le
stress oxydatif par inhibition de la production des radicaux libres induit par les ultraviolet B

et en fin la croissance des fibroblastes (Vyas et Vasconez, 2014).
3.7.2.5. Histopathologie

La coloration a ’hématoxyline permet de visualiser I’organisation structurale cutanée. La
Figure 19 indique le résultat de 1’étude des coupes histologiques des lots traités par CIC, PLS
4%, CLS 4% et le lot NT.

Couche cornée

Epiderme
Escarre

Follicule pileux

Derme

Follicule pil
ollicule pileux Couche cornée

Derme
Derme

Epiderme Epiderme

Couche cornée

Follicule pileux

Figure 19. Coupes histologiques de la peau des rats. A : non trait¢ (NT), B : traités par
Cicatryl (CIC), C: traités par pommade des huiles essentielles de L. stoechas a 4% (PLS
4%), D : traités par créme des huiles essentielles de L. stoechas a 4% (PLS 4%) et (coloration

¢osine hématoxyline / grossissement X 25). C: collageéne, F: fibroblastes, RI: ré-

épithélialisation incompléte.
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L’analyse des coupes histologiques de la peau du lot NT a révélé la persistance de débris
d’escarre avec la présence des cellules désorganisées sous forme d’amas constituant un

épithélium immature, indique que la cicatrisation est incompléte (Figure 17A).

Chez les rats traités par la CIC (Figure 17B), PLS 4% (Figure 17C) et CLS 4% (Figure 17D),
la ré-épithélialisation est plus élaborée avec la présence d’un grand nombre de fibroblastes,
des fibres de collagéne et des follicules pileux. Egalement, nous avons constaté 1’absence des

cellules inflammatoires et de débris tissulaires.

Des études antérieures ont démontré que les composés naturels a base de plantes qui peuvent
stimuler la migration des fibroblastes favorisent la cicatrisation des plaies (Girija et al.,

2017 ; Albahri et al., 2023 ; Baali et al., 2024).
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La phytothérapie représente I'un des domaines les plus importants de la médecine
traditionnelle partout dans le monde. Il existe une tendance croissante a corréler les
constituants phytochimiques des plantes avec leurs activités pharmacologiques. De plus, les
plantes médicinales et aromatiques sont considérées comme une source importante de
nouveaux médicaments a cause de leur constitution précieuse en molécules bioactives. De ce
fait, cette étude a ét¢ menée sur des huiles essentielles de deux plantes aromatiques de

I’ Algérie et leurs valorisations dans les industries pharmaceutique et parapharmaceutique.

L’extraction des HEs de L. stoechas et de C. schoenanthus a donné des rendements de
1,35+0,03 et 2,43+0,12, respectivement. Le controle physicochimique des HEs a permis de
mettre en évidence la qualité de ces huiles. Elles se distinguent par un pH acide et des indices

physico-chimiques conformes aux normes de la pharmacopée européenne.

L’analyse de la composition chimique des HEs par GC-MS a permis d’identifier 56
composés pour les HELS dont la linalool (16,35%), 1’acétate de liinalyl (9,71%) et I’acétate
de myrtenyle (4.99%), sont les principaux composés identifiés. En ce qui concerne les HECS,
I’analyse a révélé 60 constituants représentant dont les composés majeurs sont le trans-p-

menth-2-en-1-ol (8,60%) et I’elemol (8,57%).

En raison de la diversité¢ des antioxydants et de la complexité du processus d’oxydation,
I’activité¢ antioxydante des HEs a ¢été évaluée par 4 tests in vitro (CAT, DPPH, RP et
blanchissement de [-caroténe). Les résultats obtenus révelent une activité antioxydante

modérée des HEs testées apres comparaison aux composés de référence.

L’activité antibactérienne de HELS et HECS testée sur quatre souches par la méthode de
diffusion sur disque a montré une inhibition remarquable vis-a-vis les souches Gram+ surtout
contre B. cereus avec une zone d’inhibition de 20,75+0,50 et 33,75+0,50 mm, respectivement.
Les valeurs les plus faibles de CMI et CMB sont obtenues en présence de HELS et HECS a
I’égard des bactéries Gram+, dont la souche la plus sensible est B. cereus, avec des valeurs de
CMI égales a 0,048 et 0,012 mg/mL et CMB égales a 0,097 et 0,024 mg/mL, respectivement.
L’activité insecticide des HECS sur le stade larvaire L4 et le stade nymphaire de Culiseta
longiareolataa a été également effectuée. Les résultats obtenus montrent que les HEs
présentent une trés bonne activité insecticide avec CLso 0,0086 et 0,013 %, et les TLso de
35,48 et 48 h, respectivement. Ces résultats montrent la sensibilité du stade larvaire L4 par

rapport au stade nymphaire.
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Les résultats de controle de qualité organoleptique et physicochimique de 1’antimoustique ne
présentent aucune anomalie, ainsi que le contréle microbiologique refléte sa pureté
microbiologique affirmée par I’absence de bactéries totales ainsi que 1’absence des levures et
moisissures. Ces résultats sont conformes a la norme décrite par la pharmacopée européenne.
Les résultats d test de tolérance cutanée ont montré aucun signe d’inflammation n’a été

observé apres 1’application de I’antimoustique.

L’efficacité de I’antimoustique a été testée sur des volontaires et les résultats ont montré que
ce produit s’est révélé efficace dont la démangeaison et I’irritation de la peau ont disparu

dans un temps de méme pas 20 min.

Les résultats de controle physicochimiques de CLS 4% et PLS 4% ont révélé une bonne
homogénéité et une bonne stabilité. Un test de controle microbiologique a été aussi effectué
et les résultats révelent 1’absence de bactéries totales ainsi que les levures et les moisissures.
L’ensemble de ces résultats sont conformes aux normes de la pharmacopée européenne, ce
qui traduit la stabilité des bioproduits. Sur le plan toxicologique, le contrdle de CLS 4% et

PLS 4% réalisé a montré 1’absence d’irritation visible et une bonne tolérance cutanée.

L’étude a également porté sur I’évaluation de 1’activité cicatrisante des deux bioproduits CLS
4% et PLS 4M dans le traitement des plaies. Les résultats ont montré une bonne activité
cicatrisante de CLS 4% et PLS 4% (98,56 %, 98,49 %, respectivement), similaire a celle de la
creme cicatrisante commerciale (98,31%) (Cicatryl®). L’examen histologique a révélé une
augmentation de la quantité des fibroblastes au sein des plaies des lots traités avec CLS 4% et
PLS 4%. En effet, I’augmentation des fibroblastes producteurs de collagéne sont en faveur

d’une cicatrisation de bonne qualité.

L’ensemble des analyses du controle effectuées révele la conformité de CLS 4% et PLS 4%,
deux produits sous forme semi-solide qui répondent a tous les criteres de qualité, d’efficacité

et de sécurité. Cependant, quelques perspectives découlent de cette recherche, a savoir :

v" Evaluation de la stabilité de ces produits durant la période de conservation ;

v Optimisation de différentes conditions avec d’autres formes pharmaceutiques ;

v Etudes des effets secondaires éventuels de ces bioproduits ;

v Tester d’autres activités pharmacologiques telles que I’activité analgésique,
antipyritique et anti-inflammatoire ;

v’ Isolement des molécules contenues dans HEs de ces plantes pour les formuler et les

tester in vivo afin de trouver une application thérapeutique.
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Annexes

Annexe 1 : Composition des milieux de culture
1. Milieu GN (gélose nutritive)
Extrait de viande 5 g
Bacto-peptone 10 g
NaCl5¢g
Agar agar 20 g
Eau distillée 1000 mL
1.1. Mode opératoire
37 g/ litre d’eau distillée.
Chauffer a ébullition jusqu'a dissolution compléte.
Stériliser a I'autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
Laisser refroidir et solidifier.
2. Milieu MH (Mueller Hinton)
Extrait de beeuf: 2 g
Hydrolysat acide de caséine 17,50 g
Amidon 1,50 g
Agar agar 17,00 g
Eau distillée 1000 mL
2.1. Mode opératoire
Dissoudre 21 g/ litre d’eau distillée.
Chauffer a ébullition jusqu'a dissolution complete.
Stériliser a 'autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
Laisser refroidir et solidifier.
3. Milieu MHB (Mueller Hinton Broth)
Extrait de beeuf: 2 g
Hydrolysat acide de caséine 17,50 g
Amidon 1,50 g
Eau distillée 1000 mL
3.1. Mode opératoire
Dissoudre tous les composants dans 1'eau distillée.
Chauffer a ébullition jusqu'a dissolution complete.
Stériliser a I'autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

Laisser refroidir et solidifier.
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