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Résumé
Les plantes médicinales représentent une des sources de médicaments pour environ 80 % des
populations africaines. Le savoir-faire des guérisseurs traditionnels, d’une valeur inestimable, est un
point de départ pour I’investigation pharmacologique et phytochimique de ces médicaments naturels.
Elles montrent de plus en plus des effets significatifs concernant leurs pouvoirs biologiques

totalement ou presque exemptes d’effets secondaires.

Parmi ces plantes médicinales nous avons choisis la plante Mentha pulegium L appelées par
la population locale Fliou, C’est une plante, largement répandue en Algérie, de la famille des
Lamiaceae qui sont connus dans le monde pour leurs propriétés thérapeutiques (antiseptique,

antinévralgique, analgésique...).

Le présent travail est consacré a un screening phytochimique et  1’évaluation de 1’activité
antibactérienne et antioxydant de 1’huile essentielle de Mentha pulegiumrécoltées de la région de

Mostaganem (ouest algérien).

L’extraction de I’huile essentielle des parties aériennes de Mentha pulegium par entrainement
a la vapeur a donné une huile volatile jaune pale caractérisée par une forte odeur avec un rendement
moyen de 0.23 %. Le screening phytochimique nous a permis de révélé la présence des tannins
cathéchiques, saponosides, stérols et triterpénes, coumarines et la présence des alcaloides et des

composées réductrices.

Les mots clés : les plantes médicinales, les huiles essentielles, Mentha pulegium, activités

biologiques, test phytochimique.



Abstract
Medicinal plants represent one of the sources of medicines for about 80% of African
populations. The invaluable know-how of traditional healers is a starting point for the pharmacological
and phytochemical investigation of these natural medicines. Increasingly, they are showing significant
effects with regard to their biological powers that are totally or almost free of side effects.

Among these medicinal plants we have chosen the plant Mentha pulegium L called by the
local population by Fliou, it is a plant, widely spread in Algeria, of the family Lamiaceae are known
worldwide for their therapeutic properties (antiseptic, antinevralgic, analgesic ...).

The present work is devoted to a phytochemical screening and evaluation of the antibacterial
and antioxidant activity of the essential oil of Mentha pulegium harvested from the region of

Mostaganem (western Algeria).

The extraction of the essential oil from the aerial parts of Mentha pulegium by steam
distillation resulted in a pale yellow volatile oil characterized by a strong odor with an average yield
of 0.23 %. The phytochemical screening revealed the presence of catechic tannins, saponosides,

sterols and triterpenes, coumarins and the presence of alkaloids and reducing compounds.

Key words: medicinal plants, essential oils, Mentha pulegium, steam entrainment, biological

activities.
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Introduction générale

es plantes sont depuis toujours une source essentielle de médicaments. A

travers les siecles, les traditions humaines ont su développer la

connaissance et l'utilisation des plantes médicinales dans le but de vaincre
la souffrance et d'améliorer la santé des humains. Ces plantes médicinales sont reconnues
pour leurs effets thérapeutiques et leurs caractéristiques biologiques, sous leur forme originale
ou semi-synthétique, en raison de leur capacité a produire un grand nombre de métabolites
secondaires (Fraga, 2007) ; parmi eux les terpénoides, les alcaloides et les composés
phénoliques (Halliwel, 2006).
Ces dernieres biomolécules ; qui sont répandus dans différentes parties de la plante comme les
feuilles, les tiges et les fleurs (Pacifico et al., 2015) ; ils sont largement exploités dans les

industries alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques (Taviano, 2013).

De nos jours, I’utilisation des plantes médicinales riches en composés phénoliques suscite de
plus en plus d’intérét causé par leurs propriétés biologiques telles que les activites
antioxydante (Halliwell, 2008), anti-inflammatoire (Guo et al., 2014), antibactérienne
(Cushnie et Lamb, 2011), antivirale (Ben Sassi et al.,2008), antifongique (Martins et al.,
2015), cytotoxique (Soobrattee et al., 2013), antiallergique et antithrombotique. Leur
efficacité dépend de leurs structures diverses (Huyan et al., 2016, Farhoosh et al., 2016) et, a
cet effet, beaucoup dattention a été accordée a I'extraction et a l'isolement des huiles
essentiels et polyphénols & partir d’herbes afin de remplacer les conservateurs synthétiques
des produits alimentaires et prévenir les systemes vivants des pathologies issus de dommages
peroxydatif (Takwa et al., 2018). De méme, les huiles essentielles représentent une grande
source de divers produits chimiques et, de par leurs propriétés prometteuses antibactérienne
(Derwich et al., 2010 ; Gulluce et al.,2007), antifongique (Dambolena et al.,2007) ainsi que

d’autres propriétés biologiques (Viuda-Martos et al.,2011), les rendent comme meilleure




Introduction générale

alternative fiable des conservateurs synthétiques. En outre, l'utilisation des huiles essentielles
est moins dommageable pour la santé humaine (Lis-Balchin et Deans .1997).

L'Algérie est considérée parmi les pays connus pour leur diversité taxonomique vu sa position
biogéographique privilégiée et son étendu entre la mer Méditerranée et I'Afrique sub-
saharienne. De cette flore, nous avons choisi la plantes endémique Mentha pulegium,
récoltées dans 1’ouest de I'Algérie et connues pour avoir des propriétés biologiques. C’est
dans le cadre de la valorisation de notre patrimoine naturel que le présent travail s’inscrit sur
la caractérisation de I’huile essenticlle de la plante choisie. Les activités biologiques, en

I’occurrence I’activité antioxydante, et antibactérienne.

Le plan de notre travail est structuré comme suit :

» Une introduction générale dans laquelle la problématique est posée.

» La premiere partie aborde une étude bibliographique concernant les plantes
médicinales en genéral et étudiées en particulier, les composés phénoliques et les
huiles essentielles ainsi que leurs activités biologiques (antioxydant et
antibactérienne).

> La seconde partie est réservée a I’étude expérimentale ou le matériel utilisé est cité et
les méthodes opératoires son décrites.

> Dans la troisieme partie, tous les resultats expérimentaux obtenus sont présentés et

discutés.

Enfin, une conclusion générale vient achever ce travail.
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16 partie Synthese Bibliographique

Chapitre 1. Les Plantes Aromatiques Medicinales

I-Introduction

Depuis I’antiquité, I'humanité a utilisé diverses plantes présentes dans son environnement
pour ses besoins médicaux et alimentaires pour traiter et guérir toutes sortes de maladie
(Boumediou et Addoun, 2017). A ce jour, les plantes jouent encore un réle majeur dans ’art de
soigner et de guérir a travers le monde. Les plantes médicinales constituent un patrimoine
précieux pour ’humanité, ce sont des usines chimiques naturelles, produisant des substances la
disposition de I’homme qui peut les utiliser pour sa santé et satisfaire ses besoins vitaux
(Schauenberg et Paris, 1997). Malgré le progrés de la pharmacologie, 1’usage thérapeutique des
plantes médicinales est trés présent dans certains pays du monde et notamment dans les pays en
développement (Tabuti et al., 2003).

D’apres (Quyou, 2003), il existe plus de 80 000 espéces de plantes médicinales sur notre
planéte. De plus en plus et avec le développement des civilisations anciennes, l’utilisation des
plantes médicinales s’est développée grace a leurs connaissances et a leur expérimentation

effectuée dans ce domaine (Lahsissene et al. 2009).

L’utilisation des plantes médicinales se développe dans la plupart des pays du monde.
Cette utilisation est principalement basée sur I’idée que les plantes sont un moyen naturel de
mauvais traitement de tout risque. Au fil des siecles, les traditions humaines ont développé la
connaissance et 1’utilisation des plantes médicinales. Si certaines pratiques médicales semblent
étranges et sont basées sur la magie, d’autre au contraire semble plus fondée, plus efficaces.

Cependant, toutes visent a surmonter la souffrance et a ameéliorer la santé des humains.

A Theure actuelle, les plantes sont toujours le premier réservoir de nouveaux
médicaments. Elles sont considérées comme de matiére premiére essentielles a la découverte de

nouvelles molécules nécessaire au développement de futures médicaments (Maurice, 1997).

En Algérie, nous avons depuis longtemps recours a la médecine traditionnelle grace a la
richesse et la diversité de la flore de notre pays, qui constitue un véritable réservoir
phytogénétique, avec environ 3000 especes appartenant a plusieurs familles botaniques (Bouzid
et al, 2016). La richesse et 1’originalité de 1’é¢tude de la flore algérienne présente un intérét
scientifique fondamental pour la connaissance de la pharmacopée traditionnelle, et le domaine de

la valorisation des substances naturelles. La diversité et la fertilité du sol qui caractérisent les
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différentes régions d’Algérie influencent sur la qualité et la composition chimique des plantes

médicinales, ce qui les dote de caractéristiques specifiques (Nedjai, 2017).

Des chiffres recueillis auprés du Centre national du registre de commerce, montrent qu'a
la fin 2009, I’Algérie comptait 1926 vendeurs spécialisés dans la vente d'herbes médicinales,
dont 1393 sédentaires et 533 ambulants. La capitale compte a elle seule le plus grand nombre
vendeurs avec 199 magasins, suivie de la wilaya de Sétif (107 magasins), Bechar (100 magasins)
et EI Oued avec 60 magasins (Boumediou et Addoun, 2017).

I.1. Présentation de la plante étudiée :

L’ Algérie a un climat trés diversifié les plantes poussent en abondance au cours de quatre
saisons dans les régions cotieres, montagneuses et également sahariennes. Ces plantes sont des
remedes naturels potentiels, qui peuvent étre utilises dans le traitement curatif et préventif
(Laifaoui, 2019). Parmi ces plantes médicinales, nous avons choisis d’en étudier la plante
Mentha pulegium L.

I.1.1. La menthe :

1.1.1.1. Historique :

La menthe est 'une des plantes médicinales les plus célebres que 1'on connait depuis
longtemps. On a retrouveé en effet des feuilles de menthe séchées vieilles denviron 3000 ans dans
les pyramides égyptiennes. Tandis que les Grecs et les Hébreux s’en parfumaient, les Romain en
glissaient dans leur vin et leurs sauces. Au Moyen Age, on découvre vraiment ses vertus
thérapeutiques soit en calmants, antiseptiques ou encore en anesthésiques, puisqu’elle est
prescrite aux personnes souffrantes pour anesthésier la douleur. Originaire d’Asie et de I’Europe
médiévale, la menthe est un aromate connu pour sa prolifération rapide. Libérant un parfum trés
fort et agréable, elle embaumait les temples grecs et les demeures des Hébreux. Elle éloignait
également les puces et assaisonnaient les mets. (Addadi et Ferradji, 2014)

1.1.1.2. Généralité sur La menthe :

La menthe est une plante herbacée vivace, dicotylédone et gamétopétale, susceptible de
se reproduire par des rhizomes, par marcottage ou par bouturage. Elle apprécie les situations
fraiches, moyennement éclairées, des sols riches en éléments nutritifs, affectionnant un pH
neutre (Bruneton, 1993).

Les menthes appartiennent a 1’ordre des Lamiales et de la famille des Lamiacées qui

forment, avec prées de 3500 espéces et 8 sous-familles (Ajugoideae, Chloranthoideae,
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Lamioideae, Nepetoideae, Pogostemonoideae, Scutellarioideae, Teucrioideae et Viticoideae),
forment une vaste et importante famille trés typique du monde végétal. Prés de la moitié (47 %)
des Lamiaceae sont regroupées dans la sous-famille des Nepetoideae. Cette famille regroupe des
plantes herbacées, répandues dans le monde entier (sauf en Antarctique), mais particulierement
présentes dans les régions tempérées et surtout méditerranéennes. Elles sont pour la plupart
aromatiques (basilic, lavande, marjolaine, mélisse, menthe, origan, romarin, sarriette, sauge,
serpolet, thym...), particllement ligneuses et forment des arbustes et trés rarement des arbres.
Leurs caractéristiques communes sont les suivantes : les fleurs sont hermaphrodites, le calice
persistant est formé de 5 sépales diversement soudés et présente souvent deux lévres. (Sutour S,
2010). Au sein de la famille des Nepetoideae, le genre Mentha est représenté par 18 espéces et
environ 11 hybrides. L'hybridation intra spécifique est relativement aisée et rend la taxonomie
particulierement délicate.

Comme d’autres plantes la menthe possede elle aussi de nombreuses variétés. Nous ne
pouvons pas aborder toutes les variétés de menthe, je vous propose de nous attarder sur 4 d’entre
elles, qui nous semblent les plus intéressantes :

1 « Menthe poivrée (Mentha x piperita)

2 « Menthe des champs (Mentha arvensis)

3 « Menthe pouliot ou Menthe 'Fliou’ (Mentha pulegium)

4 « Menthe verte (Mentha spicata). (Addadi et Ferradji, 2014)

1.2. Description botanique de Mentha pulegium L :

La Mentha pulegium L. est une plante aromatique appartenant a la famille des Lamiacées.
Originaire d'Europe et d'Asie Mineure, la menthe pouliot est répandue en Amérique. Elle pousse
sur les sols humides et les endroits inondés en hiver en Afrique du Nord (Iserin P et al., 2001),
en Algérie elle pousse surtout dans le Tell, la partie aérienne portant des trichomes glandulaires
qui sont responsables de la sécrétion d'huile essentielle (Rodrigeus L et al., 2013 ; Quezel P et
Santa S, 1963).

Le nom pulegium vient du latin pulex, puce, car on dit que la fumée du pouliot chaffe les
puces pour éloigner les puces. Plante vivace de 10 a 40 cm de hauteur, velue a glabrescente, a
tiges généeralement ascendantes rameuses, tres aromatique ; feuilles ovales, d'environ 10 mm de
longueur, pétiolées et presque entieres. Fleurs roses ou lilacées, disposées en pseudo-verticilles

espaceés, l'aisselle 5 & 15 feuilles superposées ; calice bilabié, & gorge fermée par un anneau de
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poils ; corolle de 5 & 7 mm de longueur, & 4 lobes égaux. Akénes ponctué d'alvéoles. Fleurit en
juillet et aolt (Kazemi Oskuee R. et al., 2011). (Figure 01).

Figure 01 : Mentha pulegium L.

1.2.1 Classification :

D’apres (Quezel P et Santa S, 1963), la classification classique de la Mentha pulegium
L. sont présenté dans le tableau 01 :

Tableau 01 : Classification de Mentha pulegium L.

Regne Végétal
Embranchement Spermaphytes
Sous-Embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous-classe Gamopétales
Ordre Lamiales
Famille Labiacées
Genre Mentha
Espéece Pulegium
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1.2.2. Nomenclature :

% Nom commun :
= En francais : Herbe aux puces, Herbe de saint Laurent, Bléchon, Pouliot.
= Enanglais : Pennyroyal.

% Nom botanique : Mentha Pulegium L.

% Nom vernaculaire :
= Enarabe : Fliou
= En targui ou berbére : Afligou, Félgou, Moursal, Temarsa (Dellile L, 2007 ; Sutour

S, 2010)

1.2.3. Habitat et origine :

Cette espéce inculte pousse dans les zones humides et fréqguemment marécageuses,
imminent des routes, et elle est principalement abondante parmi les paturages de montagnes
(Chalchat J.C et al., 2000) elle entrainé comme des montagnes jusqu’a 2200 métres d’hauteur.
Il existe de nombreuses especes de menthe sauvage pareille Mentha Pulegium L. est tres
torrentielle et pousse primesautierment en Algérie (Quezel P et Santa S, 1963). La plupart des
menthes sont originaires de I'Europe et de I'Asie. Exclusivement, en pourchassant les

ruissellements de migration, les menthes sont rencontrées sur la quasi-totalité des continents.

1.2.4. Caractérisation de la plante Mentha pulegium L :

La Menthe pouliot contient une huile essentielle. C’est un liquide rouge jaunatre,
d’odeurs tres fortes, solubles dans 1’alcool, composées de 75 a 80% de pulégone liquide incolore
d’odeur aromatique et de menthol de limonéne 1évogyre de dipenténe, la menthe pouliot contient
également du tanin, des matiéres cellulosiques et pectiques, (Beloued, 1998). Elle contient du

sucre, des matieres résineuses, une oxydase, une peroxydase, une catalase (Fournier P, 1999).

L’huile essentielle de Mentha pulegium est caractérisée par la prépondérance de la
pulegone (70-90%) accompagnée d’autres cétones monoterpéniques : Isomenthone, Méthone,

Piperténone. (Bremness, 2001).

1.2.5. Les propriétés thérapeutiques de Mentha Pulegium L :

Connue depuis l'antiquité, la menthe pouliot parmi les plantes les plus communément

utilisées en médecine traditionnelle (Boullard, 2001). En fait, une infusion de feuilles et/ou de
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sommités fleuries est recommandée contre la toux, I'asthme, le diabete (Ziyyat et al., 1997), la
fievre, les brilures, l'eczéma, ou bien pour arréter la sécrétion lactée et a des proprietés
insecticide, cholagogue, antiseptique, antispasmodique, antitussive, conseillée pour I'hygiene
buccale, contre les maux de téte, les frissons et les infections broncho-pulmonaires (Lorenzi et
al., 2002). Par ailleurs, une infusion, un cataplasme ou une inhalation de la plante fraiche est
conseillée dans le cas d'une bronchite, d'une cataracte, d'un rhume et d'une infection de la gorge.
En outre, une infusion de sommités fleuries a un effet expectorant, désinfectant et est utilisée
pour le traitement des peaux grasses. Enfin, une infusion de la partie aérienne a également un
effet tonique, digestive et carminative. (Bekhechi, 2008). Quelques préparations thérapeutiques
de la plante sont présentées dans le tableau 02.
Tableau 02 : Quelques préparations thérapeutiques de la menthe pouliot.
Partie utilisée et Effets thérapeutiques Référence
préparation
Partie aérienne
Infusion : cuillere a soupe par Cas de refroidissement, de (Lahsissene H et al., 2009)
tasse pendant 10 min. rhume, de bronchite, de toux
Inhalation. et de douleurs abdominales

Décoction : dans le lait ou du

thé.
Feuilles fraiche en Arrét de la sécrétion lactée (Sijelmassi A, 1993)
cataplasme
L’huile essentielle : Un effet abortif (Lahsissene H et al., 2009)
A forte dose

1.2.6. Utilisations traditionnelles :

La menthe pouliot est utilisée pour stimule les sécrétions gastriques, réduit les flatulences
et les coliques, et combat les fermentations. C’est I’'une des meilleures boissons digestives,
bénéfiques en particulier a ceux qui souffrent d’insuffisance hépatique, et élimine les vers
intestinaux. Elle fait baisser la fievre, favorise la sécrétion des muqueuses et constitue un bon

remede contre maux de téte et les infections respiratoires bénignes. En infusion, la menthe
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pouliot apaise les démangeaisons et la sensation de picotement, les inflammations cutanées, tel le
rhumatisme et la goutte. En plus elle est utilisée contre les maladies des yeux (éclaircir la vue) ;
et contre les taches de rousseur. (Talahagcha et Kassa ; 2008). Elle lutte contre les poux, les
moustiques et les puces. Elle protége, rafraichit et nettoie la peau (lorsqu’elle est ajoutée a I’eau
du bain) (Guy ; 2005).

Les feuilles de la menthe pouliot confites ou séchées sont particuliérement appropriées
pour parfumer et décorer les plats, les sauces et les soupes, Elle est aussi utilisée pour préparer
les tisanes. Le pouliot est surtout employé pour parfumer les savons, les détergents, ainsi que les
dentifrices. (Boukenna et Bouzidi ;2007).

1.2.7. Les Activités biologiques de la Mentha pulegium :

» Activité antibactérienne :

L’etude de Dimitrios et ces collaborateurs en 2012 a montré que I’extrait méthanolique de
I’espeéce Mentha pulegium a une activité antibactérienne contre Staphylococcus aureus (bactérie
de gram positif) (Stago D et al., 2012).

» Activité antioxydante :

L’¢tude de Dimitrios et ces collaborateurs en 2012 a montré que les extraits
méthanoliques et aqueuses du pouliot possedent une activité de piégeage des radicaux libres, les
résultats sont en accord avec ceux montrés dans plusieurs recherches (Stago D et al., 2012).

» Activité antifongique :

Le pouvoir antifongique des huiles essentielles de Mentha pulegium L a été etudié vis-a-
vis de deux champignons, par Hmiri et ces collaborateurs, elle a provoqué une inhibition de la
croissance d’A4spergillus alternata et de Penicilium expansum (Hmiri S et al., 2011).

> D’autres activités :

Quelques effets pharmacologiques des huiles essentielles de la menthe pouliot comme
I’effet abortif sur les rats, D’activité cytotoxique humaines, et son effet antioxydant sont

confirmés (Bruneton, 2008)
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Chapitre I1. Composés phénoliques et huiles essentielles

Aujourd’hui comme jadis, la médecine moderne dépend beaucoup des plantes. Ces
derniers sont le siége d’une intense activité métabolique aboutissant a la synthese des métabolites
secondaires particulier qui constitué une source majeur de principes actifs les plus divers
(Kansole, 2009). Les métabolites secondaires sont des molécules organiques trés hétérogenes
complexes, synthétisées et accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes
(Abderrazak et Joél, 2007). lls sont distribués difféeremment dans toutes les parties de
plantes selon leurs roles. Cette distribution varie d’une plante a Iautre. lls contribuent
efficacement dans la défense de plante face a de multiples agressions de I’environnement dans
lequel elle vit : prédateurs, microorganismes pathogénes, d’une part, et IlIs pourraient jouer un
role dans les relations entre les plantes et leur environnement d’autre part, d’ou plusieurs
composes phénoliques peuvent agissent comme agents protecteurs de la phytoalexine contre la
lumiere UV et jouent un réle important dans la croissance et la reproduction des plantes(lgnat et
al., 2011). L'intérét pour les composés phénoliques a augmenté au cours de la derniére décennie
en raison de leur activité structurelle et protectrice dans les plantes, mais aussi en raison des
effets anti-allergéniques, anti-athérogenes, anti-inflammatoires, antimicrobiens, anti-
thrombotiques, cardioprotecteurs et vasodilatateurs qu’ils présentent chez les animaux
(Balasundram et al., 2006). L’objectif est de les utiliser dans les aliments et préparations
pharmaceutiques pour remplacer des antioxydants synthétiques (BHA, BHT, etc.).

Il. 1. Composés phénoliques :

Avec plus de 8000 structures phénoliques connues, les composés phénoliques constituent
I’une des grandes familles de molécules largement répandues dans le régne végétal (Beta et al.,
2005). lls regroupent un vaste ensemble de substances chimiques caractérisés par la présence
d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec un glucide.

Cette désignation concerne a la fois les mono, les di et les polyphénols dont les molécules

——
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contiennent une, deux ou plusieurs fonctions phénoliques respectivement (Macheix et al., 2005).
Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs,
pollens, fruits, graines et bois) et sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques
comme la croissance cellulaire, la rhizogenése, la germination des graines ou la maturation des
fruits (Boizot et Charpentier, 2006).

Ils peuvent étre regroupes en plusieurs classes dont la plupart ont des représentants chez

de nombreux végétaux (Tableau 3).

Tableau 3 : Principales classes des composés phénoliques (Bruneton, 1999).

Squelette Classe Exemples

Carboné

C6 Phenols simples Cathécol, hydroquinone

C6-C1 Acides phénols Ac. gallique, Ac. salysalique, vanilline
Benzoiques

C6-C2 Acetophénones 3-acetyl6-methoxybenzaldehyde

C6-C3 Acides phénols Ac. coumarique, Ac.caféique
Cinnamiques

C6-C4 Naphtoquinones Shikonine

C6-C1-C6 Xanthones Bellidifoline, mangoctine

C6-C2-C6 Stiblénes Hydrangénol,Pinosylvine

C6-C3-C6 Flavonoides Quercétine, Roténoide
Isoflavonoides

(C6-C3)2 Lignanes Matairésinol

(C6-C3-C6)2 Bi flavonoides Amentoflavone, Hinokiflavone

(C6-C3-C6) n Tanins condensés  Aesculitanins

(proanthocyanidols

Les premiers criteres de distinction entre ces classes concernent le nombre d'atomes de

carbone constitutifs, la structure de base du squelette carboné élaboré par la voie shikimate, le

degré de modification de ce squeltte et la possibilité¢ de se lie¢ avec d’autres molécules de
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metabolites primaires et secondaires. Il existe de nombreuses classes de ces composés : acides
phénols, flavonoides, coumarines et tanins. Ces structures peuvent également peuvent
diversement substituées ( glycosylées, estérifiées, acylées...), ce qui donne une grande variété de
structures (Harbone, 1998).

D’un point de vue biosynthese, les composés phénoliques peuvent étre engendrés par
deux voies métaboliques : la voie du shikimate, la plus courante, qui conduit entre autre a la
formation des acides phénoliques, des flavonoides et des lignanes; et la voie des polyacétates qui
est a I’origine de composés polycycliques tels que les coumarines, les xanthones et les quinones
(Bruneton, 2009).

I1.1.1. Phénols, acides phénols et phénylpropanoides :

Les phénols sont des molécules aromatiques, possédant un groupe hydroxyle OH fixé sur
un carbone d'un cycle benzenique avec une formule générale (Ar-OH).il est rare de trouver les
phénols libres ( vanilline, catéchol, pyrogallol, orcinol, Phloroglucinol) dans les plantes (figure

2) (Harbone, 1998).

OH
OH OH OCH4
oH

HO OH CHO

Pyrocatéchol ou catéchol Phloroglucinol Vanillal ou (Vanilline)
COH OH
HO OH OH HCHS
CH—CH;

e OH

Pyrogallol (colorant du brou de noix) ? Tymol Résorcinol

Figure 2 : Quelques exemples de phénols.
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Les acides phénoliques sont universellement rencontrés chez les plantes surtout
alimentaires, ils sont divisés en deux classes : les dérivés de l'acide benzoique (C6-C1) et les
dérivés de l'acide cinnamique (C6-C3) (figure 3) (Bruneton, 2009).

Les acides hydroxycinnamiques sont plus fréquents que les acides hydroxybenzoiques et
comprennent essentiellement ’acide p-coumarique, caféique, férulique et sinapique (Pandey et
Rizvi, 2009).

Re
£
R‘? R, O
O \
R> ®’, Ry Ry on
Les acides hydroxybenzoiques Les acides hydroxycinnamiques
R R, R3 R4 Ri Ry R; R4
Ac.benzoique H H H H  Ac.cinnamique H H H H
Ac salcylique OH H H H  Ac.o- OH H H H
coumarique
Ac.p-hydroxy- H H OH H Acm- H OH H H
benzoique coumarique
Ac.gallique H OH OH OH Ac.p- H H OH H
coumarique
Ac.syringiquee H OCHz OH OCHz Ac. Férulique H H OH OCH3
Ac.gentisique OH H H OH  Ac.sinapique H OCHs OH OCH3

Ac.protocatéechijue H OH OH H  Ac.caféique H OH OH H

Figure 3 : Principaux acides hydroxybenzoiques et hydroxycinnamiques.
Les Phénylpropanoides dérivent de I’acide aminé phénylalanine et peuvent contenir un ou
plusieurs résidus en C6-C3. Parmi les phénylpropanoides, on trouve (figure 4): les dérivés
directs (phénylpropénes), dérivés par cyclisation (coumarines), les lignanes ((C6-C3).) et les

lignines ((C6-C3)n) (figure 4) (Cseke et al., 2006; Bruneton, 2009).
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5 4
R .
Ry O O
RS OCH
Lignane (imatairesinol)
Coumarine

Figure 4 : Structure de base des Phénylpropanoides.

11.1.2. Les Flavonoides :

Les flavonoides sont un groupe de dérivés de benzo-g-pyrone. lls se présentent sous la
forme d'aglycones, de glycosides et de dérives méthylés et sont largement distribués dans le
régne végétal (Skerget et al., 2005). lIs apparaissent généralement sous forme glycosylée se qui
les rend moins réactifs et plus solubles dans I’eau. Le glucose est le sucre le plus fréquemment
rencontré (Macheix et al., 2005; Bruneton, 2009). Leur structure de base est celle d’un
diphénylpropane a 15 atomes de carbone (C6-C3 -C6), constitué de deux noyaux aromatiques
(ou anneaux) que désignent les lettres A et B, reliés par un hétérocycle oxygenés, qui désigne la
lettre C (figure 5) (Dacosta Y, 2003). Dans la plante, ils sont tres souvent liés aux sucres, on
parle alors d’hétérosides constitués d’une partie phénolique aglycone ou génine associée a un

sucre (Macheix et al., 2005; Bruneton J, 2009).

Figure 5 : Structure de base des flavonoides (Girotti-Chanu, 2006).

——
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Les génines sont divisés en trois classe, 2-phénylchromanes (flavan-3-ols, flavan-4-ols,
flavane-3,4-diols), les 2-phénylchromones (flavones, flavinols, flavonones et flavononols) et les
flavyliums (anthocyanidines, chalcones et aurones) (De Rijke et al., 2006).La présence ou
I'absence de substituant sur I'argénine, le degré de polymérisation, le nombre et la position des
groupes hydroxyles sont les critéres qui different entre les différentes classes de flavonoides

(figure 6) (De Rijke et al., 2006).

R2 "
2 _4.}151 ~R3 13
= N R2. . _Ra
L "( c | T Y
Rl 7. —~_ O 2 A - HO S o 1 J A2 _—=—-_-©
= ~0 o — - =~ T -
Al e = O . | )
6y, 2 23 N e . IR T »3{" T
5O»« H‘ g-)H g) o ch © C l R3
Flavone Flavonol Isoflavonc
Ra
_ro ~.
R1 _o l - . -Or 1 J . [ 1) | )
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Flavanone Chalcone Anthocyanidin Catechin
£=3 5
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o o O O oM
Flavanonol B-D-glucosc L-arabinosc B-D-galactosc L-rhamnosc

Figure 6 : Structures des sous-classes de flavonoides principales. (De Rijke et al., 2006).
Les flavonoides au sens strict, sontreprésentées dans le tableau 4, leur structure porte le
noyeau aromatique B en position 2 et la distinctions des sous classe se fait suivant la
conformation de la structure centrale C (pyrone). Au sens large, il faut inclure aussi les flavanols
(flavan-3-ols), les flavanediols (flavane-3,4-diols ou leucoanthocyanidines) et les
anthocyanidols(anthocyanidines) (tableau 5).

Tableau 4 : Principales sous-groupe des Flavonoides au sens strict.

Les sous-groupe des Flavonoides Les flavonoides

représentatifs

Apigénine
Flavones Lutéoline
Tricine
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Hesperitine
Flavanones Naringenine
Malvidin
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Tableau 5 : Principales sous-groupe des Flavonoides au sens large.

Les sous-groupe des Flavonoides Les flavonoides représentatifs
- Epigallocatéchine
o Catéchine
Epicatéchine
H
La ]
Flavanols

" Pélargonidine
: la cyanidine
£+
G
e

Anthocyanidine
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G Genistein
Daidzein

Isoflavonoides

Aujourd’hui plus de 9000 flavonoides ont été répertoriés et il en reste des milliers d'autres
a découvrir puisque le squelette des flavonoides peut étre substitué par différents groupements
comme des groupements hydroxy, méthoxy, méthyl, benzyl et isoprényl (Beecher, 2003;
(Williams et Grayer R.J, 2004; Kueny-Stotz, 2008).

11.1.3. Stilbénes:

Les stilbenes contiennent deux groupements phenyle reliés par un pont méethyléene a deux
atomes de carbone avec une structure de base Ce-C2-Cs. La présence de stilbénes dans
I'alimentation humaine est assez faible. La plupart des stilbénes dans les plantes agissent comme
phytoalexines antifongiques, composés synthétises uniquement en réponse a une infection ou
une blessure. L'un des polyphénols stilbenes les mieux étudiés est le resvératrol (3,4 ', 5-

trihydroxystilbene) (figure 7), que l'on trouve principalement dans le raisin (Pandey et Rizvi,

OH
gy

2009).

HO

OH
Figure 7 : Structure de trans-resveratol

11.1.4. Xanthones :
Les xanthones ont une structure de base Ce-C1-Ce (figure 8). lls sont isolés généralement
a partir des plantes supérieures. Parmi les composés représentatifs de cette classe: le

gaboxanthove, le xanthéne-9-one et le globuliférine (Bruneton J, 2009).

——
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O
Figure 8 : Structure de base des xanthones.

11.1.5. Quinones et Emodols :

Les quinones sont des noyaux aromatiques avec deux substitutions cétones. Ce sont des
substances colorées et brillantes, en général rouges, jaunes ou oranges et possédant deux
fonctions cétones. Elles sont responsables de la réaction de brunissement dans les fruits et
végetaux coupés ou lésés. En plus de fournir une source de radicaux libres stables, les quinones
sont connues pour se complexer de maniere irréversible avec les nucléophiles des acides aminés
dans les protéines. Par conséquent, les quinones inactivent les protéines et altérent leur fonction

(Arif et al., 2009).les emodols sont des dérivés hydroxyanthracéniques (figure 9).

O

Figure 9 : Structure de base d’emodols et d’anthraquinones.
11.1.6. Tanins:

Les tanins sont des substances veégétales de la famille des polyphénols, le plus souvent
hydrosolubles, de structure variées, de saveur astringente et de haut poids moléculaire (Macheix
et al., 2005). lls possedent la capacité de précipiter les protéines, alcaloides et polysaccharides, a
partir de leur solution aqueuse (Bruneton , 2009; Ozcan et al., 2014).

Ils sont classés en deux groupes selon leur structure chimique (figure 10) :

18
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+ Tanins condensés (proanthocyanidines) : ce sont des polymeres de flavanols. lls sont
constitués d'unités de flavan-3-ols liees entre elles par des liaisons carbone-carbone de
type Cs-Cg ou Ce-Cg, on les appelle également proanthocyanidines, largement présents
dans le régne végétal, et que 1’on rencontre dans de nombreux produits alimentaires
(prunes, fraises et pommes ou des boissons ....) (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).
IIs sont non hydrolysables mais qui peuvent étre dépolymérisés en anthocyanidols
lorsqu’ils sont traités a chaud par un acide. Ils sont habituellement dénommés d’apres
I'anthocyanidol ainsi libéré (Harbone, 1998).

+ Tanins hydrolysables : Ce sont des polyesters de glucides et d’acides phénols, ils sont
facilement hydrolysables par les acides et les enzymes (tannase) en ose (généralement le
glucose) et en acides phénols. Selon la nature de ’acide phénol qui est soit 1’acide
gallique dans le cas des tanins galliques, soit 1’acide hexahydroxy di-phénique et ses

dérivés dans le cas des tanins éllagiques (Bruneton, 1999).

O
.
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Figure 10 : Structure d’un tannin hydrolysable et des tannins condensés.

I1.2. Les huiles essentielles :
11.2.1. Généralités :

Une huile essentielle (HE) peut étre un ensemble de molécules pour un chimiste, un aréme
pour un parfumeur ou encore la quintessence ou I’esprit d’un végétal pour un alchimiste (Moro
Buronzo.A, 2008). En réalité, les huiles essentielles sont I’ensemble de tout cela, car il s’agit d’un
mélange complexe pouvant contenir plus de 300 composés des substances huileuses, volatiles et

odorantes, appartenant a la classe des Isoprénoides (figure 11). Elles sont sécrétées par des plantes

——
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aromatiques que I'on extrait par divers procédés dont I’entrainement a la vapeur d’eau et I’hydro-
distillation, expression de 1’écorce des fruits, extraction par enfleurage, extraction par CO2 liquide

ou par extraction avec des solvants (figure 11)(lIserin et al, 2007).

CH3

Figure 11 : Structure d’Isopréne

Elles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent en général dans des
cellules glandulaires spécialisées, souvent situées sur ou a proximité de la surface des tissus de
plantes et recouvertes d’une cuticule. Ensuite, elles sont stockées dans des cellules dites cellules a
huiles essentielles (poils sécréteurs, cellules sécrétrices, poches sécrétrices ou canaux sécréteurs)

suivant les familles botaniques (Bruneton, 1999).

11.2.2. Intérét des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont largement utilisées pour traiter certaine maladie interne et
externe (infections bactérienne ou virale, troubles humoraux ou nerveux). En dentisterie, plusieurs
huiles essentielles ont donné des résultats cliniques tres satisfaisants dans la désinfection de la
pulpe dentaire, ainsi que dans le traitement et la prévention des caries (Chibani, 2013).

Les HE sont également utilisés pour massage, inhalation ou ingestion. En plus de leurs
utilisations thérapeutiques, les huiles essentielles sont appliquées dans les cosmétiques
(aromatisants, des savons, parfumerie... etc.). Dans I’industrie alimentaire, elles sont utilisées pour
avoir une préservation saine et de longue durée pour les produits consommés ainsi qu’une
meilleure qualité organoleptique, et pour réduire la prolifération des micro-organismes. Les huiles
essentielles sont utilisées dans les nutriments comme conservateurs antioxydants et antimicrobiens
(Chibani, 2013).

11.2.3. Compositions chimiques :
La composition chimique des HEs est complexe et peut étre varié selon l'organe, les
facteurs climatiques, la nature du sol, les pratiques culturales et la méthode d'extraction

(Guignard, 2000). L’étude de la composition chimique est généralement effectuée par
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chromatographie en phase gazeuse (CPG) et par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (CPG-SM) (Salzer, 1977). La résonance magnétique nucléaire (RMN)
peut également étre utilisée pour identifier les constituants des huiles essentielles (Tomi et al.,
1995).

La plupart des composants des HE sont inclus dans deux groupes selon la voie métabolique
empruntée : les composeés terpéniques (hydrocarbures) et les composés aromatiques dérivés du
phénylpropane (composés oxygenes) (Djilani et Dicko, 2012).

1) Les terpénoides :

Ils représentent le groupe le plus diversifié des métabolites secondaires, végétaux, plus de
15.000 Composes différents sont décrits dans la littérature. Ils sont décrits d’une structure basique
a cing atome de carbones (CsHg), communément appelée isoprene. (Calsamiglia et al., 2007),
Selon le nombre répétition de cette unité, les terpénoides sont classés en : monoterpenoides (Cio),
sesquiterpénoides (Cis) et diterpenoides (C2o). Dans la composition de la plupart des HEs les
monoterpénoides et les sesquiterpénoides constituent la majeure partie (Karray-Bouraoni et al.,
2009).

Les terpénes sont constitués d’un mélange d’hydrocarbures et de composés oxygénés
dérivés de ces hydrocarbures. Dans certaines huiles essentielles, les hydrocarbures prédominent
(ex. I’essence de Térébenthine) tandis que dans d’autres, 1’essentiel de 1’essence est constitué¢ de
composés oxygénés. Il est a noter que ’odeur et le gout des huiles essentielles sont donnés par ces
Ccomposes oxygénés. Parmi ces oxygénés comprennent les alcools (géraniol, linalol), d’esters
(acétate de linalyle), d’aldéhydes (menthone, camphre, thuyone), les cétones, les éthers, les
phénols et les peroxydes (Paris et Hurabielle, 1981 ; Svoboda et Hampson, 1999).

a) Les monoterpénoides :

Les composés monoterpéniques sont constitués de deux unités d’isopréne, leur formule
chimique brute est C1oH1s (Rahal, 2004). Ces composés peuvent étre : monoterpénes acycliques
(myrcéne, ociménes), monoterpénes monocycliques (o- et y-terpinéne, p-cymeéne) et aux
monoterpénes bicycliques (pinénes, A3-careéne, camphene, sabinéne). Selon (Bruneton, 1999), la
réactivité des cations intermédiaires justifie I’existence de nombreuses molécules caractérisées par
différentes fonctions : alcools, cétones, esters, aldéhydes, éthers, peroxydes, phénols

b) Les sesquiterpénoides :

Ils comportent trois unités d’isopréne, leur formule est CisH24 sSoit une fois et demie

——
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(sesqui) la molécule des terpenes (Belaiche, 1979). lls présentent une grande variété dans les
structures conduisant a un nombre élevé de possibilités, ce qui a retardé I’¢lucidation de leurs
structures (Rahal, 2004). Les sesquiterpenes peuvent étre également, comme les monoterpenes,
acycliques (farnésol), monocycliques (humuléne, a-zingibéréne) ou polycycliques (matricine,
artéannuine, P, artémisinine). Ils renferment aussi des fonctions comme alcools (farnésol, carotol,
B-santalol, patchoulol), cétones (nootkatone, cis-longipinane-2.7-dione, B-vétivone), aldéhydes

(sinensals), esters (acétate de cédryle) (Bruneton, 1999 ; Laouer, 2004).

2) Les phénylpropanoides :
lIs sont moins fréquents par rapport aux terpénoides. Néanmoins, certaines plantes
possedent ces composés avec des proportions significatives. Les phénylpropanoides dérivent
majoritairement de la phénylalanine (Khenaka ,2011). lls sont constitués d'une chaine carbonée

liée a un noyau aromatique a six carbones (Calsamiglia et al., 2007 ; Khenaka, 2011).
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Figure 12 : Structure de quelques composés des huiles essentielles (A) : monoterpénoides, (B) :
sesquiterpénoides et (C) : phénylpropanoides (Khenaka, 2011).
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11.2.4. Les Principales méthodes d'extraction :
11.2.4.1. La distillation :

La distillation peut étre définie comme étant la séparation des constituants d’un mélange de
deux ou plusieurs composants en fonction de leur température de passage a I’état gazeux
(ébullition ou sublimation). La distillation peut étre effectuée avec recyclage de I’eau de
distillation (cohobation), ou sans recyclage. La production des huiles essentielles se ferait donc en
deux étapes : la diffusion de I'huile essentielle de I’intérieur des tissus a la surface du matériel
végétal, et I’évaporation et entrainement a la vapeur d’eau (Bendjilali, 2004).

Le principe de la distillation repose sur la propriété qu’ont les huiles essentielles d’étre volatiles
sous l’effet de la chaleur, ’huile est alors entrainée par la vapeur d’eau. Aprés condensation,
I’huile essentielle se sépare du distillat par décantation (Bruneton, 1999).

I1 existe deux méthodes de base de distillation pour 1’obtention des huiles essentielles qui reposent
sur le méme principe : entrainement des constituants volatils du matériel végétal par la vapeur
d’eau. La différence entre eux réside dans le degré de contact entre I’eau liquide et le matériel

vegétal (Bendjilali, 2004) (Figure 13)
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Figureld : Montage d’extraction des huiles essentielles par distillation.

11.2.4.2. L'entrainement a la vapeur d’eau :

Les méthodes d'extraction par I'entrainement a la vapeur d'eau sont basées sur le fait que la
plupart des composés volatils contenus dans les plantes peuvent étre entrainés par la vapeur d'eau,
en raison de leur pouvoir d'ébullition relativement faible et de leur hydrophobicité. Sous I'action de
la vapeur d'eau introduite ou formée dans l'extracteur, l'essence se libére du tissu végétal et

entrainée par la vapeur d'eau. Le mélange de vapeurs est condensé sur une surface froide et I'huile
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essentielle se sépare par décantation (Bruneton, 1993). (Figure 14).
Selon sa densité, il peut étre collecté a deux niveaux :
-au niveau supérieur du distillat, s’il est plus 1éger que I’eau, ce qui est courant
- au niveau inférieur, si elle est plus dense que I'eau.
Les principales variantes de [I'extraction par lentrainement a la vapeur deau sont

I’hydrodistillation, la distillation a vapeur saturée et I’hydrodiffusion (Bruneton, 1993).
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Figure 14 : Montage d'extraction par entrainement a la vapeur d’eau.

11.2.4.3. L’hydrodistillation :

Distillation a ’eau ou « hydrodistillation » (Figure 15) : le matériel végétal est en contact
direct avec I’cau. Lorsque le végétal est broyé on parle de turbo distillation (Bruneton, 1999),
I’hydrodistillation consiste a immerger directement le matériel végétal a traiter (intact ou
éventuellement broyé) dans un alambic rempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs
hétérogenes sont condensées sur une surface froide et I’huile essentielle se sépare par différence de
densité Les inconvénients de cette méthode sont : la calcination du matériel végétal, ce qui entraine
une modification de la composition et des caractéristiques chimiques de I’huile essentielle
(Lamamra, 2018).
Cette méthode est simple dans son principe et ne nécessite pas un appareillage colteux.
Cependant, a cause de l'eau, de l'acidité, de la température du milieu, il peut se produire des
réactions d'hydrolyse, de réarrangement, d'oxydation, d'isomérisation, etc. qui peuvent tres
sensiblement conduire a une dénaturation (Brian, 1995). Elles sont généralement utilisées en cas

des huiles essentielles dont les constituants chimiques sont thermorésistants. Elle est aussi utilisée
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dans I’extraction des huiles a partir des feuilles et des fleurs fraiches ou séchées. Parmi les huiles
extraites par cette méthode, on cite I’huile de menthe, de myrte et de 1’herbe a citron (Lamamra,
2018).
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Figure 15 : Montage d'extraction par Hydrodistillation.

11.2.4.4. L’expression a froid :

C’est le plus simple des procédés, mais il ne s'applique qu'aux agrumes dont I'encore des
fruits comporte des poches sécrétrices d'essences. Ce processus consiste a broyer, a l'aide de
presses, les zestes frais pour détruire les poches pour libérer I'essence. Le produit ainsi obtenu et
appelé essence, car il n'a subi aucune modification chimique (Roux, 2008).

Cette méthode artisanale est totalement abandonnée au bénéfice des machines utilisées pour

permettre I’extraction des fruits d’une part, et d’essence d’autre part (Belaiche, 1979).

11.2.4.5. L’extraction par enfleurage :

Ce procédé tire parti de la liposolubilité des composants parfumés des plantes dans les
graisses. Il consiste a déposer des pétales de fleurs fraiches sur des plaques de verre recouvertes de
fines couches de graisse (graisse animale type saindoux). Selon les espéces, I’absorption des huiles
essentielles des pétales par la graisse peut prendre de 24H (Jasmin) a 72 H (Tubéreuse). Les
pétales sont enlevés et remplacées par des pétales frais jusqu’a ce que la graisse soit saturée. La
graisse est épuisée avec un solvant qui est ensuite évaporé sous vide (Belaiche, 1979 ; France Ida,

1996). Pour certaines plantes, les fleurs sont immergées dans de la graisse chauffée, appelée
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enfleurage chaud ou « digestion » (Bruneton, 1999). Cette méthode également appelée macération
a chaud par d’autres auteurs est principalement utilisée pour les fleurs délicates qui perdent trés
rapidement leurs arémes aprés la cueillette, comme les violettes et certains lys (France-l1da, 1996).
Cette technique laborieuse, qui demande une grande labilité, est de moins en moins employée au
profit de I’extraction par les solvants, en raison de son faible rendement et de I’importante main

d’ceuvre qu’elle nécessite (Lamamra, 2018). (Figure 16)
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Figure 16 : Technique d’extraction par enfleurage.

11.2.4.6. Autres méthodes d'obtention des extraits volatils :
11.2.4.6.1. Extraction par solvants :

Cette méthode est utilisée pour les organes végetaux présentant une concentration en
essence relativement faible ou pour les essences que I'on ne peut extraire par distillation
(Belaiche, 1979 ; Duraffourd et al., 1990). Elle est basée sur le fait que les essences aromatiques
sont solubles dans la plupart des solvants organiques. L'extraction se fait en construction variée,
continu, semi-continu ou discontinu. Le procédé consiste a épuiser le matériel végétal par un
solvant a bas point d'ébullition, qui sera ensuite éliminé par distillation sous pression réduite.
L'évaporation du solvant se traduit par un mélange odorant de consistance pateuse dont I'huile est
extraite par l'alcool. L'extraction par solvants est trés colteuse en raison du prix de l'équipement et
de la forte consommation des solvants. (Brian, 1995).

L’extraction par les solvants présente cependant des contraintes diverses liées en premier
lieu au manque de sélectivité de ces produits : de nombreuses substances peuvent donc étre
trouvées dans les bétons (huiles fixes, phospholipides, caroténoides, cires, certaines coumarines) et

nécessitent une purification plus loin, deuxiemement, la toxicité des solvants et leur présence sous
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la forme de traces résiduelles dans I’extrait final (Bruneton, 1999). En effet, (Viaud, 1993)
indiquent que les proportions de solvants résiduels dans les bétons sont entre 2 et 4% atteignant
souvent 6% et méme parfois 25%. Les absolues obtenues par lavage a I’alcool des concrétes
contiennent encore des ppm importantes de ces solvants. De telles huiles sont donc non recevables

a I’'usage médical par contre, elles sont recevables en parfumerie. (Figure 17)
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Figure 17 : Technique d'extraction par solvant.

11.2.4.6.2. Extraction par micro-ondes :

C’est un procédé utilisant les micro-ondes et les solvants transparents aux micro-ondes
pour extraire de facon rapide et sélective des produits chimiques de diverses substances (Parg,
1997). Le matériel végétal est immergé dans un solvant transparent aux micro-ondes de maniére a
ce que seul le végétal soit chauffé. Les micro-ondes vont chauffer I’eau présente dans le systéme
glandulaire et vasculaire de la plante, libérant ainsi les produits volatils qui passent dans le solvant
(non chauffé). On filtre et on récupére ensuite 1’extrait. L’extraction par micro-ondes au grand
avantage de réduire le temps d’extraction a quelques secondes (France Ida, 1996). Ce procédé
(Figure 18), trés rapide et peu consommateur d’énergie, livre un produit qui, est le plus souvent,
de qualité supérieure a celle du produit d’hydrodistillation traditionnelle (Bruneton, 1999). Par
ailleurs, I’analyse des huiles essentielles obtenues par cette méthode a montré selon (Scheffer,
1996) que la composition qualitative des huiles essentielles était la méme que celle des huiles

obtenues par distillation mais le pourcentage des constituants variait de maniere significative.

27

——
| —



16 partie Synthese Bibliographique

Réfrigérant a
air

Huile essentielle

Phase acqueuse

Décoction ~——

Micro-Ondes -

Figure 18 : Extraction des huiles essentielles assistées par micro-ondes.

11.2.5. Caractérisation et identification des composés phénoliques et des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont des matiéres premieres pour les 1I’industrie pharmaceutiques,
alimentaires et cosmétiques. La parfaite connaissance de la composition chimique de ces
substances permettrait aux professionnels des secteurs susmentionnés de contrdler leur qualité et
de les valorisées. L’identification des composants d’une HE reste une délicate opération qui
nécessite la mise en ceuvre de plusieurs techniques qui sont dans certains cas complémentaires
(Joulain, 1994).

La chromatographie est le processus fréquemment utilisé pour séparer les constituants des
huiles essentielles. Elle est basée sur les différences d'affinité de la substance a analyser par
rapport a de deux phases, l'une stationnaire ou fixe, l'autre mobile. Selon la technique
chromatographique utilisée, la séparation des composants entrainés par la phase mobile, se produit
de leurs adsorptions et de leurs désorptions successives sur la phase stationnaire, ou de leurs

solubilités différentes dans chaque phase (Schwedt, 1993). Plusieurs méthodes existent :
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11.2.5.1. La Chromatographie Phase Gazeuse CPG :

La Chromatographie Phase Gazeuse CPG (figurel9) est une méthode de séparation mais

aussi d’analyse. En effet, les temps de rétention peuvent donner des informations sur la nature des
molécules et les zones de pointe offrent une quantification relative. Depuis peu de temps, la
quantification relative par CPG est remise en cause. En effet, 'utilisation des détecteurs les plus
répandus a ionisation de flamme (DIF) et/ou de spectrométrie de masse (SM), ne donnent pas un
facteur de réponse unique. Pour certaines familles de composés chimiques, il peut y avoir une
erreur relative pouvant atteindre 60% (Bicchi et al., 2008). En effet, le squelette et en particulier la
composition élémentaire des constituants organiques influence sur le facteur de réponse. Ainsi des
meéthodes de quantifications reelles avec les normes interne et externe qui sont quasiment les seuls
utilisés aujourd’hui et développées pour répondre aux exigences de la pharmacie, la cosmétique,
I’agro-alimentaire et surtout le domaine de la recherche scientifique (Bicchi et al., 2008).
La phase mobile est un gaz (hélium, azote, argon ou hydrogene), appelé gaz vecteur. Le principe
de la chromatographie en gaz est baseé sur la separation des différents solutés gazeux par migration
différentielle le long de la phase stationnaire. Si la phase stationnaire est un liquide non ou peu
volatil, possédant des propriétes de solvant par rapport aux composés a separer, on parle de
chromatographie gaz-liquide ou chromatographie de partage. Si la phase stationnaire est un solide
absorbant (silice, alumine...), nous parlons de chromatographie gaz-solide ou chromatographie
d’adsorption (Audigie et al, 1995).

La CPG permet une évaluation quantitative et qualitative de la composition chimique des
huiles essentielles. Elle a de nombreux avantages : facilité d’utilisation, temps d’analyse assez

court et résultats fiables (Bruneton, 1999).
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Figure 19 : Schéma du Principe de la chromatographie en phase gazeuse (Besombes, 2008).
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11.2.5.2. Couplage Chromatographie Phase Gazeuse/ Spectrométrie de Masse (CPG/SM) :

La simplicité du couplage entre ces deux techniques, les progreés réalisés en traitement en

temps réel du signal, la création de bases de données de spectres de masse et le développement
d’algorithmes pour comparer le spectre d’un composé inconnu avec ceux répertoriés dans la base
de données sont a I’origine de la généralisation de 1’utilisation de la CPG/SM dans les laboratoires
d’analyse des composés aromatiques.
D’un point de vue analytique, d’important progrés a été réalisés en couplant la CPG avec un
spectrométre de masse (SM). En effet, le couplage CPG/SM en mode impact électronique (IE),
connu sous le nom de CPG/SM-(IE), est la technique régulierement utilisée pour I’analyse dans le
domaine des huiles essentielles. Le principe de la spectrométrie de masse consiste en
bombardement avec des d’électrons une molécule qui sera fragmentée ; les différents fragments
obtenus, chargés positivement constituent le spectre de masse de la molécule. Cette technique
permet d’identifier un composé en comparant son spectre a ceux contenus dans des bibliothéques
de spectres informatisées ou sous format papier construites au laboratoire ou commerciales (Anton
and Lobskin, 2005). (Figure 20).

Ma}0an ZRL)

Figure 20 : Schéma du principe du fonctionnement du couplage (Besombes, 2008).

11.2.5.3. Chromatographie sur couche mince :

La Chromatographie sur couche mince CCM (Figure 21) est utilisée comme technique de
routine, pour I’analyse rapide des fractions obtenues apres séparation initiale. L’efficacité¢ de la
CCM comme technique de séparation est souvent mise a profit dans la phase ultime de
purification, au moins pour les petites quantités, lorsque d’autres techniques ont montré leurs
limites(Pradeau et Dauphin, 2007).La chromatographie sur couche mince (CCM) est
principalement basée sur les phénoménes d’adsorption : la phase mobile est un mélange de

solvants ou de solvant, qui progresse le long d'une phase stationnaire fixée sur une plaque de verre
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ou sur une feuille semi-rigide de matiére plastique ou daluminium. Aprés I'échantillon a été
déposé sur la phase stationnaire, les substances migrent a une vitesse qui dépend de leur nature et
de celle du solvant (Caude et Jardy, 1996). Apres la migration, les molécules sont identifiées soit
par lumiere ultra-violet (UV), soit par un colorant spécifique ou une exposition aux vapeurs d’iode.
La distance de migration des composés est ensuite mesurée et comparée a celle du front de la
phase mobile, cela permet de définir la référence frontale Rf caractéristique de chaque composé.
(Bruneton, 1999) précise que la technique du CCM, bien que beaucoup moins efficace que la
chromatographie en phase gazeuse, puisse étre utilisée en routine pour le contréle de qualité des

huiles essentielles.
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Figure 21 : Chambre de développement a cuve verticale et plaque de CCM (Rouessac et al.,
2004)
11.2.5.4. La chromatographie liquide a haute performance :

La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) (figure 22) utilise une phase
stationnaire trés fine. Les particules solides ont un diamétre pouvant atteindre jusqu’a 5 um. Le
garnissage est tass¢ dans une colonne fermée. La phase mobile liquide circule sous I’effet d’une
haute pression. L’injection de 1’échantillon a analyser est pratiquée en introduisant un faible
volume de produit (quelques microlitres) dans 1’éluant sous pression. Aprés leur séparation, les
différents constituants de 1’échantillon sont détectés en sortic de colonne. Un calculateur assure
I’acquisition et le traitement des données (Audigie et al., 1995 in Bencheikh, 2018). Cette
technique est peu intéressante pour les fractions volatiles, toutefois elle est efficace pour étudier les
constituants non volatils des concrétes et des absolues ou pour opérer des préfractionnements, on

peut la coupler également a un analyseur de masse (Bruneton, 1999).
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Figure 22 : Schéma simplifi¢ d'un appareil d’HPLC

11.2.5.5. La Résonance Magnétique Nucléaire RMN :

La résonance magnétique nucléaire & haute résolution est un outil exceptionnel pour
déterminer la structure d’une molécule naturelle ou synthétique. Grace a la diversit¢ des
parametres mesurables, elle permet d’aborder ’ensemble des problémes posés par I’examen d’une
molécule en solution. L’originalit¢ de la RMN par rapport aux autres techniques spectroscopiques
réside dans le fait d’apporter une information précise et individuelle sur la trés grande majorité des
atomes constitutifs de la molécule, de fournir la possibilité d’identifier les connexions entre atomes
des diverses entités, squelette, groupes fonctionnels et finalement de permettre de les situer dans
I’espace les uns par rapport aux autres. La stratégie présentée pour la détermination de structure
par RMN est trés efficace pour les molécules de dimension moyenne. Les méthodes de base de la
RMN monodimensionnelle et bidimensionnelle sont le plus souvent suffisantes pour atteindre
’objectif fixé (Platzer, 2002).

11.2.6. Conservation des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont constituées de molécules relativement instables dans le temps.
Cette observation a donc nécessité la mise en place de précautions particulieres pour leur
conservation. Du fait du grand nombre de composés chimiques, représente une HE, les possibilités
de dégradation sont nombreuses. On peut observer des réactions telles que la photo-isomérisation,
photocyclisation, coupure oxydative, peroxydation et décomposition en cétones et alcools, thermo-
isomérisation, hydrolyse, transestérification (Bruneton, 2016)

Ces réactions de dégradations sont objectivées par la mesure d‘indices chimiques (indice de
peroxyde, indice d’acide...), par la détermination de grandeurs physiques (indice de réfraction,

pouvoir rotatoire, miscibilité a 1’éthanol, densité...) et/ou par I’analyse chromatographique. Les
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conséquences directes sur 1’huile essentielle sont une éventuelle modification de ses propriétés et
/ou une remise en cause son innocuité.

Afin d’éviter autant que possible I’altération des huiles essentielles, il existe des normes
spécifiques sur ’emballage, le conditionnement et le stockage des HE (norme AFNOR NF T 75-
001, 1996) ainsi que sur le marquage des récipients contenant des HE (norme NF 75-002, 1996).
(Laurent J, 2017)

Les normes recommandent, 1’utilisation de flacons propres et secs en aluminium vernissé, en acier
inoxydable ou en verre teinté anti-actinique, presque complétement remplis et hermétiquement
fermés (I’espace libre étant rempli d’azote ou d’un autre gaz inerte). (Raynaud, 2006)
Des incompatibilités sérieuses peuvent exister avec certains conditionnements en matiéres
plastiques. 11 existe des marques d’HE qui proposent un double flaconnage pour améliorer les
conditions de conservation. C’est le cas du Comptoir aroma :
- Flacon en verre ambré pour protéger les HE des rayons UV lors de I’utilisation
- Boitier en aluminium pour protéger les HE de la lumiére lors du stockage
Garder toujours le flacon d’origine (avec instruction) pour €viter les erreurs. Il doit toujours étre
bien scellé par un bouchon étanche pour éviter I’évaporation et tout type de dommage. Les
conserver de préférence « debout » pour éviter I’action corrosive des HE sur le compte-gouttes et
le bouchon en plastique.

Le récipient doit étre conservé au sec, au frais, a I’abri de la lumiére et a une température de 5°
(mettre au réfrigérateur si nécessaire). Ne pas exposer les bouteilles a la lumiére ou a I’air pendant
de longues périodes, pour éviter I’oxydation des composants, car cela peut rendre 'HE plus

toxique. (Laurent J, 2017).
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Chapitre 111 : Activités biologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont connues pour étre dotées de propriétés antiseptiques.et
antimicrobien. Beaucoup d'entre eux ont des propriétés antitoxiques, antivenimeuses, antivirales,
antioxydantes et antiparasitaires. Plus récemment, ils se sont également avérés avoir des
propriétés anticancéreuses. (Valnet, 2005)

L'activité biologique d'une huile essentielle doit étre liée a sa composition chimique et
aux éventuels effets synergiques entre ses composants. Sa valeur réside dans son « totum » ;
c'est-a-dire la totalité de ses constituants et pas seulement dans ses composés majoritaires.
(Lahlou, 2004).

I11.1. Activité antimicrobienne :

Les huiles essentielles sont connues pour posséder une activité antimicrobienne et
certaines sont classées comme des substances slres et pourraient donc étre utilisées pour
empécher la croissance des microorganismes pathogénes et contaminants (Rasooli et al., 2008).
Leur spectre d’action est trés large, car elles agissent contre un large éventail de bactéries, y
compris celles qui développent une résistance aux antibiotiques. Les huiles d’agrumes, de
lavande, de menthe, de genévrier, de I’arbre a thé, de thym et d’eucalyptus sont particulierement
efficaces contre les staphylocoques aureus résistants a la méthicilline (SARM) (Tohidpour et
al., 2010) et les entérocoques resistants a la vancomycine (ERV) (Fisher et Phillips, 2009).
Cette activité varie eégalement d’une huile essentielle a 1’autre et d’une souche bactérienne a
I’autre (Kalemba et Kunicka, 2003). Elles peuvent étre bactéricides ou bactériostatiques
(Oussou, 2009).

(Hulin et al., 1998) rapportent que les huiles essentielles semblent avoir plusieurs modes
d’action sur différents microorganismes. Ces modes d’action sont :

> Interférence avec la bicouche lipidique de la membrane cellulaire, entrainant une

augmentation de la perméabilité et la perte des constituants cellulaires.

> Altération des différents systemes enzymatiques, y compris ceux impliqués dans la

production d’énergie cellulaire et la synthése des composants structuraux.

» Destruction ou inactivation du matériel génétique. (Figure 23)

En raison du mode d’action des HEs qui dépend principalement du type et des caractéristiques
des composants actifs : (alcools, phénols, composés terpéniques et cétoniques) et de leurs effets

synergiques (Zhiri, 2006). En particulier leur propriété hydrophobe qui leur permet de pénétrer
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dans la double couche phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne. Cela peut
induire un changement de conformation de la membrane (Carson et al., 2002).

Une inhibition de la décarboxylation des acides aminés chez Enterobacter aerogenesa
également été signalée (Wendakoon et Sakaguchi, 1995). Les HEs peuvent également inhiber
la synthése de I’ADN, ARN, des protéines et des polysaccharides. (Cox et al., 1991).

L’utilisation des antibiotiques pour contrbler les micro-organismes pathogenes est
limitée en raison de leurs effets cancérogeénes, de leur toxicité aigué et leur danger potentiel pour
I’environnement en plus du probléme de résistance bactérienne a cette classe thérapeutique. Plus
récemment, la prévalence de la résistance aux antimicrobiens a incité les chercheurs a rechercher
de nouvelles molécules antimicrobiennes pour inhiber diverses bactéries pathogénes humaines
(Rudramurthy et al., 2016). A cet égard, I'utilisation des huiles essentielles pour contrdler
I’épidémie des bactéries pathogenes peut étre utile pour lutter contre diverses maladies
infectieuses (Mulyaningsih et al., 2010).

L’action des HEs s’exerce sur un large spectre de bactéries, incluant les bactéries a Gram
positives et les bactéries a Gram négatives. La structure de la paroi cellulaire des bactéries a
Gram positives les rend toutefois plus sensibles a I’action des huiles essentielles (Raut et
Karuppayil, 2014). La structure de la paroi cellulaire des bactéries Gram négatives les rend
moins sensibles a I’action des huiles essentielles. La présence d’une membrane plasmique
hydrophile externe dans les bactéries a Gram négatives empéche la pénétration intracellulaire des
molécules hydrophobes qui composant la majorité des huiles essentielles. Cette caractéristique
confére aux bactéries négatives une résistance a 1’huile et méme aux antibiotiques (Lewis et

Ausubel, 2006).

Cosenuistion

P force

Proicer med e

I -::?'“ :
/ B - H
-"’HLE!-JE.,;I.EJL of f —
cytopkasrmic ﬁ %
I consiituants: ! - ."II 5
A |I metabolites  Syroplasm | |
L 5 W OIS .,1' o 4
%y "-\.\_\_]\\\ -/;F/I/ i
H\S‘:r:“-h__'_'_— — —_— /r
N .m._ _F—__

[]_l_”_], rmembrams

Coll wall rEm'lf‘ﬂrr TiTr, | Cytoplasmic

Membrans r_!r-:il-l:_hin'l: R_E_H -'_F.__.H"'.-l.

Figure 23 : Sites d'action antibactérienne des huiles essentielles
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111.1.1 Méthodes de détermination de I’activité antimicrobienne :

La détermination du pouvoir antimicrobien des huiles essentielles implique plusieurs
techniques expérimentales. Cependant, des difficultés pratiques liées a [l'insolubilité des
constituants des huiles essentielles dans I'eau, leur volatilité, la nécessité de les tester a faibles
concentrations et des problémes de standardisation des méthodes peuvent influencer les résultats.
Les différents protocoles peuvent ainsi étre classés selon :

1. Le milieu dans lequel se fait la diffusion de I’huile essentielle, soit liquide, solide ou gazeux,
2. La nature du contact de I’huile essentielle avec le germe : diffusion sur disque, en puits, en
solution alcoolique ou dispersion dans un émulsifiant.

Une premiére étape consiste a faire un « screening » ou une sélection des huiles ayant un
effet antimicrobien potentiel. Il s’agit d’une étude préliminaire qualitative.

Une seconde étape consiste a calculer quantitativement le degré d’activité antimicrobienne
des huiles essentielles sélectionnées, et ce en déterminant la Concentration Minimale Inhibitrice
(CMI) et la Concentration Minimale Bactéricide (CMB) de ces huiles.

La CMI est définie comme étant la concentration la plus faible d'un agent antimicrobien qui
inhibe la croissance visible d'un micro-organisme aprés incubation, et la CMB comme la plus
faible concentration d'antimicrobien qui tue 99,9% des microorganismes apres sous-culture sur

milieu sans antibiotique (Andrews J M, 2001).

111.1.1.1. Méthode de diffusion en disque dans un milieu gélose :

La technique consiste a utiliser des disques en papier imprégnés des différentes
substances a tester, puis déposés a la surface d’une gélose ensemencée uniformément avec une
suspension des bactéries a étudier. Apres incubation, les colonies se développent a la surface de

I’agar laissant des zones d’inhibition autour des disques (Biyiti et al., 2004).

111.1.1.2. Méthode de dilution :

Ces méthodes peuvent étre appliquées dans de la gélose ou du bouillon, a partir
desquelles nous pouvons déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI) (Prescott
et al., 2010). Il existe une relation simple entre les diametres des zones d’inhibition et les CMI
mesurées par les techniques de dilution. Cette relation, appelée droite de concordance ou droite
de régression (Guérin-Faublée et Carret, 1999) dont la zone d’inhibition correspond

inversement a la CMI de I’essai (El kalamouni et al., 2010).
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a) En milieu liquide :

L’inoculum bactérien est distribué dans des puits (méthode de microdilution) (photo 1)
ou dans une série de tubes (méthode de macrodilution) (photo 2) contenant 1’agent
antimicrobien. Apres incubation, la CMI est indiquée par le tube ou le puit contenant la plus

faible concentration d’agent antimicrobien ou aucune croissance n’est visible (Euzéby, 2009).

Photo 2 : Méthode de macro-dilution

b) En milieu solide :

L’agent antimicrobien est incorporé dans un milieu gélosé coulé en boites de Pétri. La surface de

la gélose est ensemencée avec un inoculum microbien a étudier. Apres incubation, la CMI de
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chaque souche est déterminée par I’inhibition de la croissance sur le milieu contenant la plus

faible concentration d’agent antimicrobien (figure 24) (Euzéby, 2009).
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Figure 24 : Détermination de la CMI par dilution en milieu gélosé

I11. 2. Activité antioxydant :

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, & des concentrations
relativement faibles, de concurrencer d’autres substrats oxydables et donc de retarder ou
empécher I’oxydation de ces substrats, ce sont des e€léments protecteurs qui agissent comme
capteurs de radicaux libres. Ces derniers sont produits quotidiennement par 1’organisme
(Shahidi, 1997), ce sont des composes hautement réactifs avec un seul électron nécessaire aux
mécanismes vitaux (Bartosz, 2003)

Selon Abbes (2014), la stabilité structurelle des antioxydants leur permet d'agir pour former des
produits finis non radicaux en :

+ Réagir rapidement avec un radical d'acide gras avant de pouvoir réagir avec un nouvel

acide gras ;

%+ Absorber I’excés d’énergie de I'oxygéne singulet et le convertir en chaleur ;

% S’oxydant plus rapidement qu'un substrat a risque d'oxydation.

L activité antioxydant peut étre primaire ou préventive (indirecte) (chemloul, 2014). Ce
dernier est capable de retarder ’oxydation par des mécanismes indirects tels que le complexe
formé par les ions métalliques ou la réduction d’oxygene. (Madhavi et al., 1996). D’un autre
cOté, les antioxydants a action directe sont capables de donner des électrons a 1’oxygéne
radicalaire afin qu’ils puissent le piéger, empéchant ainsi la destruction des structures
biologiques. Ils peuvent agir comme agents réducteurs (Kohen et Nyska, 2002). Cependant,
lorsqu’il y a un exces des radicaux libres, les especes réactives de 1’oxygene (ROS) sont

également impliquées dans la pathogenese liée aux dommages & I’ADN et aux protéines causant
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des mutations genétiques et protéiques, des dommages glucooxydatifs et la dégradation des
lipides de la membrane cellulaire (Carocho et Ferreira, 2013).

Les radicaux libres ne sont pas toujours nocifs, ils permettent au corps de controler la
tonicité des muscles lisses, de combattre I’inflammation et de lutter contre les bactéries
(Pincemail et Defraigne, 2004). Cependant la notion de « radicaux libres » et de « stress
oxydant » est de plus en plus utilisée pour expliquer les différentes conditions pathologiques, soit
comme facteur déclenchant, soit comme facteur de complication dans leur évolution (Halliwell
et Whiteman, 2004 ; Huang et al, 2004).

Le stress oxydatif, principale cause initiale de plusieurs maladies : cataracte, sclérose
latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme pulmonaire,
vieillissement accéléré, diabete, et les rhumatismes (Favier, 2003), maladie de Parkinson, les
inflammations gastro-intestinales et 1’ulcére les cedémes et vieillissement prématuré de la peau
(Atawodi, 2005). (Figure 25)
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Figure 25 : La balance d’équilibre entre les systemes pro et antioxydants (Favier, 2006).

I11.2.1. Evaluation in vitro de I’activité antioxydant :
Diverses méthodes sont utilisées pour étudier les propriétés antioxydantes des
¢chantillons (extraits de plantes, antioxydants commerciaux...etc.). L'activité antioxydante ne

devrait pas étre conclue sur la base d'un seul modéle d'essai antioxydant. Et en pratique,
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plusieurs procédures de test in vitro sont effectuees pour évaluer les activités antioxydantes avec
les échantillons d'intérét. Ces analyses different entre eux en terme de mécanismes de réaction,
oxydants et especes cibles (les sondes), états des réactions et la forme dont sont exprimés les
résultats. En plus, méme lorsque seulement une de ces analyses est envisagée, ca engendre
d’autres paramétres a prendre en considération tels que : le solvant, le temps de réaction et le pH
(Magalhaes et al., 2008).

Par conséquent, il est difficile de comparer complétement une méthode a l'autre (Alam et
al., 2013).0n va citre quelque testes :

111.2.1.1. Le test de piégeage de radical DPPHe :

La molécule 1, 1-diphényl-2-picrylhydrazyl est caractérisée comme un radical libre stable
en raison de la délocalisation de I'électron de rechange sur la molécule dans son ensemble, de
sorte que la molécule ne se dimérise pas, comme ce serait le cas avec la plupart des autres
radicaux libres.

La delocalisation de I'¢lectron donne également naissance a la couleur violette profonde,
caractérisee par une bande d'absorption dans une solution d'éthanol ou méthanol se situe vers
515-517 nm. Lorsqu'une solution de DPPH est mélangée a celle d'un substrat (AH) qui peut
donner un atome d'hydrogene, alors cela donne la forme réduite avec la perte de cette couleur
violette (Gouveia et Castilho, 2012).

111.2.1.2. Le test de la réduction de fer (FRAP) :

Cette méthode mesure la capacité des antioxydants a réduire le fer ferrique. Il est basé sur
la réduction du complexe ferrique de la tripyridyl-s-triazine 2.4.6 [Fe (IIl) - (TPTZ) 2]3+ au
complexe ferreux coloré par le bleu [Fe (II) - (TPTZ) 2]2+ a faible pH(Alam et al., 2013). Cette

réduction est suivie en mesurant le changement d'absorption a 700 nm (Oyaizu, 1986).

111.2.1. 3.Le test d’inhibition de blanchiment du B-carotene :

C'est I'une des méthodes rapides de criblage des antioxydants, basée principalement sur le
principe que l'acide linoléique, qui est un acide gras insaturé, est oxydé par les « especes
réactives de I’oxygéne » (ROS) produites par I'eau oxygénée. Les produits formés initieront
l'oxydation du P-carotene, ce qui conduira & une décoloration. Les antioxydants diminuent

I'ampleur de la décoloration, qui est mesurée a 434 nm(Alam et al., 2013).
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I11.2.1. 4. Le test & I'acide thiobarbiturique (TBA) :

La méthode TBA décrite par (Ottolenghi, 1959) est la suivante: La concentration finale
de [l'échantillon de 0,02% m/v a été utilisée dans cette méthode. Deux ml d'acide
trichloroacétique a 20% et 2 ml de 0,67% d'acide thiobarbiturique ont été ajoutés a 1 ml de
solution échantillon. Le mélange a été placé dans un bain d'eau bouillante pendant 10 minutes,
puis centrifugé aprés refroidissement & 3000 tr/min pendant 20 minutes. L'activité d'absorbance

du surnageant a été mesurée a 552 nm et enregistré apres avoir atteint son maximum.

I11. 3. Activité anti-inflammatoire :

L'inflammation est une réponse physiopathologique a une blessure, une infection ou une
destruction caractérisée par la chaleur, une rougeur, une douleur et un gonflement.
L'inflammation est une réaction normale du corps pour se protéger des dommages causes par un
traumatisme physique, des agents chimiques ou des microbes pathogenes. C'est la réponse de
I'organisme pour inactiver ou détruire les organismes envahisseurs, pour éliminer les irritants.
Elle est déclenchee par la libération de médiateurs chimiques des tissus lesés et la migration
cellulaire. Les médicaments les plus couramment utilisés pour gérer les affections
inflammatoires sont les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), qui ont plusieurs effets
indésirables, en particulier une irritation gastrique entrainant la formation d'ulcéres gastriques
(Bennett et Brown, 2005 ; Tripathi, 2008).

Deux stades de [Iinflammation existent, I'inflammation aigué et chronique.
L'inflammation aigué est une étape initiale de l'inflammation (de l'immunité innée), qui est
médiée par l'activation du systéeme immunitaire. Ce type d'inflammation persiste seulement
pendant un court laps de temps et est généralement bénéfique pour I'héte. Si l'inflammation dure
pendant une longue période, la deuxiéme étape de l'inflammation ou inflammation chronique
s'installe dans I'n6te et peut prédisposer a diverses maladies chroniques, y compris le cancer (Lin
and Karin, 2007).

La réponse inflammatoire se déroule en quatre étapes : reconnaissance des signaux de
danger, recrutement de cellules sur le site de l'infection, élimination du pathogéne et résolution
de linflammation conduisant a un retour & I'noméostasie et a la cicatrisation des tissus lésés
(Barton, 2008).

Les medicaments actuellement utilisés sont des anti-inflammatoires non stéroidiens et des
corticostéroides. Tous ces médicaments ont des effets toxiques potentiels tels que des

saignements gastro-intestinaux significativement associés a [l'utilisation aigué d'anti-
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inflammatoires non stéroidiens tels que des doses réguliéres d'aspirine, de diclofénac, de
kétorolac, de naproxéne ou de nimésulide (Pilotto et al., 2003).

Les familles biochimiques a action anti-inflammatoire et/ou antalgique qui composent les
composeés de différentes huiles essentielles sont : les Aldéhydes monoterpéniques, les Esters
terpéniques, les Sesquiterpénes et les Monoterpénes, I’Eugénol (phénol aromatique),
I’Eucalyptol (oxyde terpénique) ou 1,8 cinéole, Alcools terpéniques (Sesquiterpénols,
Monoterpénols), les Cétones terpéniques, les Phénol méthyléthers (Spinola, 2016).

Les HEs sont utilisées en milieu clinique pour traiter des maladies inflammatoires telles que les
rhumatismes, les allergies ou l'arthrite (Maruyama et al., 2005). Plusieurs études ont par
exemple mis en évidence l'activité anti-inflammatoire de I'huile essentielle de Melaleuca
alternifolia (Caldefie-Chézet et al., 2004) et de son principal composé, l'a-terpinéol (Hart et al.,
2000). Les composes actifs agissent en empéchant la libération d'histamine ou en réduisant la
production de médiateurs de I'inflammation. Un autre exemple, I'huile essentielle de géranium
(Maruyama et al., 2005) et le linalol et son acétate (Peana et al., 2002) ont montré une activité
antiinflammatoire sur I’cedémes des pattes de souris induit par le carraghénane. Les huiles
essentielles repreésentent donc une nouvelle option dans le traitement des maladies

inflammatoires (Piochon, 2008).

I11. 4. Activite antifongique :

Dans le domaine phytosanitaire et agro-alimentaire, les huiles essentielles ou leurs
composes actifs pourraient également étre utilisés comme agents protecteurs contre les
champignons phytopathogénes et les microorganismes envahissant les aliments. (Lis-Balchin,
2002).

Les huiles essentielles les plus étudiées dans la littérature pour leurs propriétés
antifongiques appartiennent a la famille des Labiatae : thym, origan, lavande, menthe, romarin,
sauge, etc... Compte tenu de la grande complexité de la composition chémotypique des huiles
essentielles, malgré d’éventuelles synergies, certains auteurs préférent étudier I'effet d’un
composé isolé afin de pouvoir le comparer a I’activité globale de I’huile. Ainsi I’activité
fongistatiqgue des composés aromatiques semble liée a la présence de certaines fonctions
chimiques. lls concluent que les phénols (eugénol, chavicol 4-allyl-2-6diméthoxyphénol) sont
plus antifongiques et que les aldéhydes testés (cinnamique ethydro cinnamique). Ils ont
également des propriétés fongistatiques tres marquées. En revanche, les groupements méthoxy,

ne semblent pas apporter a ce type de molécules une fongitoxicité importante. Cette activité est
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estimée en fonction de la durée de I’inhibition de croissance déterminée par simple observation
macroscopique. L’activité antifongique diminue selon le type de fonction chimique : Phénols >
Alcools > Aldéhydes » Cétones > Ethers » Hydrocarbures (Vokou et al., 1988).

Parmi les aldéhydes aliphatiques, le cinnamaldéhyde s’est était le plus actif. Pour les composés
phénoliques, I’activité antifongique augmente avec I’encombrement stérique de la molécule (p-n-
propylphénol > thymol » isoeugénol » eugénol). (Ultee et al.,2000).

L’addition de groupements alkyls au noyau benzene du phénol augmente le caractere
antifongique. Par conséquent, un certain degré d’hydrophobicité des composés phénoliques ou
aldéhydes aromatiques semble étre pour exprimer une caractéristique antifongique optimale.
L’activité des terpénes dans les huiles essentielles est en corrélation avec leur fonction chimique.
Avec leur travail, ils ont montré I’importance de spécifier le genre et ’espéce, ainsi que de la
variété de la plante dont I’extrait provient. (Chao et al. 2000).

L’eugénol est un composé antifongique efficace qui cause des dommages permanents aux
cellules des levures tels que Candida albicans (Latifah-Munirah et al.,2015), et des
champignons : Aspergillus ochraceus, A. versicolor, A. niger, A. fumigates, Trichoderma viride
et P. funiculosum (Beatovic et al., 2015).

Les huiles essentielles ont la capacité de pénetrer et de perturber la paroi cellulaire des
champignons et des membranes cytoplasmiques grace a un processus de permeabilisation, qui
conduit a la desintégration des membranes mitochondriales. Cela est di a des altérations du
débit. 1l peut endommager les lipides, les protéines et les acides nucléiques contenus dans les

cellules infectées par des champignons pathogénes (Arnal-Schnebelen et al., 2004).
I11. 5. Activité antivirale :

Les virus donnent lieu a une grande variété de pathologies, dont certaines posent des

problemes qui ne peuvent étre résolus aujourd'hui, les HE constituent une aubaine pour le
traitement de ces fléaux infectieux, les virus sont tres sensibles aux molécules aromatiques
(Benayad, 2008).
De trés nombreuses familles chimiques ont révélé des activités antivirales in vitro. C’est le cas
des phénols monoterpéniques ou aromatiques (difficiles a utiliser, car dermo- et hépatotoxiques),
des alcools monoterpéniques ainsi que des aldéhydes monoterpéniques et aromatiques. (Laurent
J, 2017)

L’activité antivirale découle de la liposolubilité des HES, qui leur permet de pénétrer dans

I’enveloppe virale riche en lipides. Les HES sont plus actives sur les virus enveloppés car ils sont
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plus fragiles que les virus nus. lls sont donc particulierement efficaces contre les virus herpes
simplex, VHS-1 (herpeés labial) et VHS-2 (herpés génital).

Il existe une synergie d’action entrer le cinéol et le monoterpénol, cette association est
fréquemment rencontrée dans les HEs issues de la famille des Myrtacées (ex. : Arbre a thé,
Niaouli et Cajeput). Ce couple est trés utile pour traiter des pathologies virales affectant la sphére
respiratoire. De méme, le couple oxydant de linalol et linalol présent dans ’'HE d’Hysope des
montagnes possede une puissante activité antivirale au niveau respiratoire.

Les aldéhydes, en usage interne ou en diffusion atmosphériques, sont de bons compléments dans

le traitement des infections virales. (Laurent J, 2017)

I11.6. Activité antiparasitaire :

Les phénols qui ont I’action la plus puissante contre les parasites, suivis par les alcools
monoterpéniques. Certains oxydes tels que 1’ascaridol sont trés spécifiques pour la lutte
antiparasitaire. Enfin les cétones ont une activité antiparasitaire bien établie, mais leur utilisation
étre faite avec prudence car ils présentent une certaine neurotoxicité. Cette action est renforcée

par I’association cétones/lactones dans 1’huile essentielle (Laurent J, 2017).
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Chapitre 1V : Matériel et Méthodes

Introduction

L’Algérie, par sa situation géographique vaste disposant d’une grande diversité
floristiqgue a laquelle s’ajoute une tradition d’utilisation des plantes. La recherche d’agents
bioactifs de ces derniers doit étre entreprise au sein de cette biodiversité végétale se servant de
nouveaux remedes thérapeutiques. Ces principes actifs sont déterminés par une étude
phytochimique qui consiste a les détecter et doser, pour une éventuelle utilisation & résoudre le

probleme croissant de la résistance bactérienne et les maladies lié aux stress oxydatif.

A cet effet, on s’est intéressé a étudier 1’huile essentielle de la plante Mentha pulegium L.
ainsi que 1’évaluation de leurs activités biologiques (antioxydant, antibactérienne).
IV.1. Matériel végétal :

La partie aérienne de Mentha pulegium L. a été récoltées Nord-Ouest de I'Algérie a
Mostaganem (35 ° 56 '00 "Nord ; 0 ° 05' 00" Est), pendant la période de floraison (mai 2019). Le
matériel végétal a été débarrassé de tous éléments étrangers, étalé sur le sol et laissé sécher a
température ambiante et a l'abri de la lumiere directe du soleil. Une fois séchée, une partie a été

broyée en une poudre fine, pour étre soumise a des tests phytochimiques.
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IV.2. Screening photochimique :

Pour connaitre la composition chimique du matériel végeétal, nous avons fait un dépistage
phytochimique. Celui-ci est basé sur des essais de solubilité, sur des réactions de coloration et de
précipitation ainsi que sur des examens en lumiére ultra violette. La coloration observée est
généralement due a la formation d'une conjugaison ou d'une instauration dans une molécule.
Dans de tels tests de caractérisation, nous provoquons cette instauration en utilisant un réactif
approprié.

IV.2.1. Différentes classes recherchées :

1.1. Les tannins :

La présence des tannins est mise en évidence en ajoutant a 1ml de 1’extrait éthanolique,
2ml d’eau et 2 a 3 gouttes de solution de FeClz diluée (1 %). L’apparition d’une coloration bleue-
noire caractérise la présence des tannins galliques, verte ou bleue-verte celle des tannins
cathéchiques (Trease et Evans, 1987).

1.2. Les flavonoides :

La réaction de détection des flavonoides consiste a traiter 5Sml de 1’extrait éthanolique
avec 1ml de HCI concentré et 0,5g de tournures de magnésium. La présence des flavonoides est
mise en évidence si une couleur rose ou rouge se developpe apres 3 minutes (Cave, 1993).

1.3. Les anthocyanes :

Un volume de 2ml d’infusé aqueux est additionné a 2ml de HCl 2N. L’apparition
d’une coloration rose-rouge qui vire au bleu-violacé par addition d’ammoniac indique la
présence d’anthocyanes (Debray et al., 1971 ; Paris et al., 1969).

1.4. Les coumarines :

Une masse de 1gramme de poudre végétale est placée dans un tube en présence de

quelques gouttes d’eau distillée.
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Les tubes sont recouverts avec du papier imbibé de NaOH dilué et sont portés a
ébullition. Toute fluorescence jaune témoigne de la présence de coumarines aprés examen sous
ultra-violet (Rizk, 1982).

1.5. Les alcaloides :

Nous avons procédé a une maceération de 24 heures de 2grammes de poudre végétale
melangés a 50ml de H2SO4 dilué au demi et a de I’eau distillée. Nous avons filtré le mélange et
rincé a ’eau de maniére a obtenir 50ml de filtrat. Ensuite nous avons pris deux tubes a essai dans
lesquels nous avons introduit 1ml du macéra. Nous avons ajouté dans le tube n° 1, 5 gouttes de
réactif de Mayer et dans le tube n° 2, 5 gouttes de réactif de Wagner.

La présence d’une turbidité ou d’un précipité, apres 15 minutes indique la présence d’alcaloides
(Paris et al., 1969).
1.6. Sterols et triterpénes :
Deux essais ont été effectués :
P Essai 1 : Test pour les stérols et stéroides :

Un volume de 10 ml de D’extrait éthanolique est placé dans un erlenmeyer. Apres
évaporation a sec, le résidu est solubilisé avec 10 ml de chloroforme anhydre. Ensuite, on
mélange 5 ml de la solution chloroformique avec 5 ml d’anhydre acétique en y ajoutant quelques
gouttes d’acide sulfurique concentré, on agite et on laisse la solution se reposer.

Un test positif est révélé par I’apparition d’une coloration violacée fugace virant au vert
(maximum d’intensité en 30 minutes a 21°C) (Trease et Evans, 1987).
P Essai 2 : Test pour les hétérosides stérodiques et triterpéniques :

Il consiste a évaporer a sec I’extrait éthanolique correspondant a 10 ml. Ensuite, on
dissout le résidu obtenu dans un mélange d’anhydre acétique/ chloroforme (5/5 : V/V) ; puis on
filtre et on traite le filtrat par quelques gouttes d’acide sulfurique concentré (réaction de

Liebermann-Burchardt).
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Si cette réaction donne des colorations verte-bleue et verte-violette, elle indique alors la présence
respective des hétérosides stérodiques et triterpéniques (Trease et Evans, 1987).
1.7. Les saponosides :

Leur présence est déterminée quantitativement par le calcul de I’indice de mousse, degré
de dilution d’un décocté aqueux donnant une mousse persistante dans des conditions
déterminées. Nous avons procédé a une décoction de 2 grammes de poudre végétale avec 100 ml
d’eau distillée qu’on porte a ébullition pendant 30 minutes. Apres refroidissement et filtration, on
réajuste le volume a 100ml. A partir de cette solution mere, on prépare 10 tubes (1,3cm de
diametre interne) avec 1,2, ... 10ml, le volume final étant réajusté a 10 ml avec de I’eau distillée.
Chacun de ces tubes est agité avec énergie en position horizontale pendant 15 secondes.

Apres un repos de 15 minutes en position verticale, on releve la hauteur de la mousse persistante
en centimétre. Si elle est proche de 1 cm dans le 10°™ tube, alors I’indice de mousse est calculé

par la formule suivante :

I= Hauteur de mousse (en cm) dans le 10°™ tube x 5/ 0,0 X

La présence de saponines dans la plante est confirmée avec un indice supérieur a 100 (Dohou et
al., 2003).

1.8. Les composés réducteurs :

Leur détection consiste a traiter 1 ml de ’extrait éthanolique avec de I’eau distillée et

20 gouttes de la liqueur de Fehling puis chauffer.
Un test positif est révélé par la formation d’un précipité rouge brique (Trease et Evans, 1987).

1.9. L’amidon :

On Chauffe 5 ml de I’extrait aqueux avec 10 ml d’une solution de NaOH saturée dans un
bain marie jusqu'a I’ébullition. Ajouter ensuite le réactif d’amidon.

Un test positif est révélé par I’apparition d’une coloration bleue-violacé (Bruneton, 1999).
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IV.3. Les procédures d’extraction :
IV. 3.1. Extraction des huiles essentielles :

L’huile essentielle est extraite par entrainement a la vapeur d'eau en utilisant un appareil
de type Clevenger selon la méthode décrite par (Bruneton, 1993). Cette méthode est basée sur le
fait que la plupart des composeés volatils contenus dans les plantes peuvent étre entrainés par la
vapeur d'eau, en raison de leur pouvoir d'ébullition relativement faible et de leur hydrophobicite.
Sous l'action de la vapeur d'eau introduite ou formée dans I'extracteur, I'essence se libére du tissu
végetal et entrainée par la vapeur d'eau. Le mélange de vapeurs est condensé sur une surface
froide et I'huile essentielle se sépare par décantation. L’huile obtenue est séchée a I’aide de
sulfate de sodium anhydre et conservées dans un flacon de verre scellé a 4 ° C. Cette extraction
est réalisée au laboratoire pédagogique de microbiologie de la faculté des sciences a I’'université
de DR. TAHAR MOULAY - Saida -

Le rendement en huile essentiel obtenue est déterminé comme suit :

Huile %(v /p) = poids d'huile extraite en (g) / poids de I'échantillon traitée en (g) x 100
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Photo 4 : Extraction des huiles essentielles par entrainement a la vapeur.

IV.4. Caractérisation de ’huile essentielle (Non réalisé)
1V.4.1. Analyse de I’huile essentielle par CPG/SM :

La chromatographie est le processus fréquemment utilisé pour séparer les constituants des
huiles essentielles. Elle est basée sur les différences d'affinité de la substance a analyser par
rapport & de deux phases, l'une stationnaire ou fixe, l'autre mobile. Selon la technique
chromatographique utilisée, la séparation des composants entrainés par la phase mobile, se
produit de leurs adsorptions et de leurs désorptions successives sur la phase stationnaire, ou de
leurs solubilités différentes dans chaque phase (Schwedt, 1993).

La simplicité du couplage entre ces deux techniques, les progres réalisés en traitement en
temps réel du signal, la création de bases de données de spectres de masse et le développement
d’algorithmes pour comparer le spectre d’un composé inconnu avec ceux répertoriés dans la base
de données sont a l'origine de la généralisation de I’utilisation de la CPG/SM dans les

laboratoires d’analyse des composés aromatiques.
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D’un point de vue analytique, d’important progres a été réalisés en couplant la CPG avec un
spectrométre de masse (SM). En effet, le couplage CPG/SM en mode impact électronique (IE),
connu sous le nom de CPG/SM-(IE), est la technique réguliérement utilisée pour I’analyse dans
le domaine des huiles essentielles. Le principe de la spectrométrie de masse consiste en
bombardement avec des d’électrons une molécule qui sera fragmentée ; les différents fragments
obtenus, chargés positivement constituent le spectre de masse de la molécule. Cette technique
permet d’identifier un composé en comparant son spectre a ceux contenus dans des bibliothéques
de spectres informatisées ou sous format papier construites au laboratoire ou commerciales
(Anton and Lobskin, 2005).
IV.5. Estimation des activités biologiques in vitro (Non réalise)
IV.5.1. Activité de piégeage des radicaux libres DPPH :

Le DPPH (2,2 diphényl-1-picrylhydrasyl) est généralement le substrat le plus utilisé pour
I’évaluation rapide et directe de I’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme de
radical libre et de la simplicité de I’analyse. Il absorbe dans le visible a la longueur d’onde de

515 a 520 nm (Bozin et al., 2008).
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Figure 26 : Forme réduite du radical DPPH"
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L'activité de piégeage des radicaux (RSA) est calculée en pourcentage de décoloration de DPPH

en utilisant 1’équation :

RSA% = [(ADPPH-AS) / ADPPH] x100
o

AS est I'absorbance de la solution contenant I'échantillon
ADPPH est I'absorbance de la solution de DPPH.

La concentration inhibitrice de 50 % (appelée aussi ECs, « Efficient Concentration 50 »)
est la dose d’extrait nécessaire pour provoquer une diminution de 50% de I'absorbance a 515 nm.
Elle est calculée graphiquement par les régressions linéaires des graphes tracés (pourcentages
d’inhibition en fonction de différentes concentrations de 1’huile testé) (Fabri et al., 2009).

L'activité antiradicalaire est exprimée en ICs, (Ug mL™) en calculant I’inverse des valeurs

des ICs, trouvees (Maisuthisakul et al, 2007).

AAR=1/1Csp

IV.5.2. Activité antibactérienne de I’huile essentiel :
IV.5.2.1. Détermination de I'activité antimicrobienne par la méthode de disque de diffusion
La méthode de diffusion du disque est utilisée pour le test de sensibilité antimicrobienne
des huiles essentielles contre les souches pathogénes choisi. Selon Pfaller et al., (1998), une
quantité de 0,1 ml d’une suspension bactérienne ajustée a (10’ CFU / ml pour S. aureus et
10°UFC / ml pour les autres souches et levures) est étalée en surface d’une boite de Pétri
contenant de l'agar Mueller-Hinton pour les bactéries, de l'agar Mueller Hinton supplémenté
avec 2% de glucose (pour soutenir la croissance) et 0,5 ug / ml de bleu de méthyléne (pour
améliorer la définition du bord de la zone) pour la levure (Testore et al., 2004). Les disques de
papier filtre (6 mm de diamétre) sont imprégnés individuellement avec 10 pl des huiles puis
placés sur le milieu gélose déja inoculé avec les microorganismes testés. Les boites de Pétri sont

stockées a 4 °C pendant 2 h puis incubées a 37 °C / 24h pour les bactéries, a 30 °C / 48 h pour
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les levures ex : C. albicans. Les diamétres des zones d'inhibition (mm) sont mesurés y compris le
diamétre des disques. Les disques d’es antibiotiques sont utilisés comme témoins positifs pour
les bactéries, quant au solvant DMSO (5%), il est utilisé comme témoin négatif.

IV.5.2.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) sont déterminées a l'aide des plaques de
microdilution stérilisées selon Okusa et al (2007) avec modifications mineures. Les essais sont
réalisés dans le Muller Hinton bouillon pour les bactéries ou Sabouraud Dextrose bouillon pour
les levures ex: C. albicans. Les huiles essentielles  sont d’abord dissoutes dans 5% de
diméthylsulfoxyde (DMSO) et des séries de dilutions sont préparées dans des microplaques a 96
puits (200 pl /puits). Ensuite, les souches sont ajustées a 0.5McFarland (102 cellules / ml pour les
bactéries et 10° cellules / ml pour les levures), diluées a 1/100 pour atteindre (10° et 10* cellules /
ml pour les bactéries et C. albicans, respectivement) et rajoutées a chaque puits (100 ul / puits).
Enfin, les souches et C. albicans sont incubées pendant 24 heures a 37 °C et 30 °C
respectivement.

La CMI est défini comme la concentration la plus faible des échantillons pour laquelle les
micro-organismes ne demontrent pas de croissance visible a I'ceil nu comme indiquée par la
turbidité.

Le DMSO est le contrble négatif et le controle de la stérilité est préparé en utilisant le

bouillon Muller Hinton seul.
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Chapitre V. Reésultats et Discussion

Les huiles essentielles commencent & avoir beaucoup d'intérét notamment comme source
potentielle de molécules naturelles bioactives. En effet, avec les progres des moyens d’analyses
actuelles, de nouveaux principes actifs et de nouvelles propriétés pharmacologiques ont permis

de faire des huiles essentielles d’authentiques médicaments.
V.1. Caractéristiques organoleptiques :

Selon (AFNOR, 2000), Les critéres d’évaluation d’une huile essenticlle sont ses
propriétés organoleptiques telles que le gott, la couleur, et ’odeur. Ces propriétés ne donnent
que des informations trés limitées sur 1’essence. La qualité d’une essence et sa valeur
commerciale sont définies par des normes fixées. Ces normes ont été établies par plusieurs
organisations connues a 1’échelle mondiale, spécifiant les conditions opératoires d’analyses, et en
mettant au point des monographies pour la caractérisation des huiles essentielles les plus
courantes. Apres I’extraction, nous avons déterminé les caractéres organoleptiques de notre huile

essentielle et comparé avec ceux de norme A F N O R (Tableau 06).

Tableau 06 : Caractéres organoleptiques de I’huile essentielle

caractéristique odeur Couleur Aspect physique
Mentha pulegium Forte odeur Jaune pale Liquide
L
AFNOR Forte odeur Jaune Liquide

Photo 05 : I’huile essentielle de Mentha pulegium.
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V.2. Rendements de I'huile essentielle :

L’hydrodistillation des parties aériennes de Mentha pulegium par entrainement a la vapeur
a donné une huile volatile jaune pale caractérisée par une forte odeur avec un rendement moyen
de 0.23 % (Figure 27).

Rendement de Mentha pulegium%

0,25 0,23%

0,2

0,15

® Rendement %
0,1

0,05

Figure 27 : Rendement en huile essentielle de la plante Mentha pulegium.

D'apres ces résultats, le rendement de HE de M. pulegium est 0.23%, Ce rendement peut étre
considéré comme faible comparativement a ceux obtenu par (Derwich et al ; 2010) la menthe
pouliot a un rendement de 1.66%, Notre rendement en huile essentielle est similaire a celui
obtenu par (Bechiri et Tahar, 2018) qui est environ 0.23%. Cette différence de teneur en huile
essentielle peut étre liee a plusieurs facteurs tels que la zone géographique de collecte, le climat,
le stade de développement et la saison, lieu de séchage, la température et la durée de séchage, la

technique et le temps d’extraction...etc.
V.3. Les tests phytochimique :

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur ’extrait aqueux, éthanolique, 1’infusion

aqueuse ou sur la poudre végeétale selon le protocole a suivre.

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de métabolites
secondaires au niveau des tissus vegétaux de notre plante. La détection de ces composés
chimiques est basée sur des essais de solubilités des constituants, des réactions de précipitation et
de turbidité, un changement de couleur spécifique ou un examen sous la lumiere ultraviolette. La

présence de ces métabolites secondaires au niveau de la plante étudiée explique leur fort pouvoir
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thérapeutique. Par conséquent, ces résultats justifient la large utilisation de cette plante dans la
medecine traditionnelle par la population locale. Le Tableau 07 regroupe les résultats des tests

chimiques réalisés sur la plante Mentha pulegium L.

Tableau 07 : Résultats des tests phytochimique de Mentha pulegium.

Extrait Métabolite testé Réaction Résultats
Tannins FeClI3 T+t
Tannins

cathéchiques

Stérols et stéroides Acide sulfurique concentré
+++
Ethanolique | Hétérosides stérodiques | Acide sulfurique concentré
et triterpéniques (Liebermann-Burchardt) +++
Composé réducteur Liqueur de Fehling Fehling | Fehling
A B
+ —
Saponosides Test de  mousse +++

Aqueux L’amidon NaOH _
Coumarine Fluorescence UV ++
Poudre
végétale | Alcaloides Mayer +
Wagner +
Infusion Anthocyanes HCI 2N _
aqueux

+++ : Fortement positif ; ++ : Moyennent positif ; + : Faiblement positif ; - : négatif

Ces resultats nous ont permis de mettre en évidence la présence de métabolites

secondaires a savoir tannins cathéchiques, saponosides, stérols et triterpénes, coumarines et la
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présence des alcaloides et des composées réductrices. Du point de vue biologique, ces groupes
constituent des principes potentiellement actifs rencontrés dans toute ou une partie de la plante.

Ce sont des précurseurs de drogues trés utiles en thérapie clinique (Sofowora, 1993).

D’aprés Abid et Mordjani (2019), la caractérisation de Mentha pulegium par
chromatographique (CPG/SM) a permis d’identifier 20 composés dont les principaux sont : le
Pulegone (71.25 %), le Menthone (11.97 %) qui peuvent étre rencontrer dans la plupart des
huiles essentielles de cette espece de provenance de différentes régions et on constate aussi la
présence de limonene (3.56 %), Myrcene (1.20 %) et Menthol (0.98%).

Guerfa et Ounaissia (2015) ont montré une faible activité antiradicalaire de I’huile
essentielle Mentha pulegium avec des valeurs de CE50 de 16.03+1.74mg/ml révélé par méthode
du piégeage du radical DPPHe qui est l'une des méthodes les plus simples, les plus rapides et les

plus efficaces a cause de la grande stabilité du radical (Bozin et al., 2008).

Abid et Mordjani (2019) ont trouvé que I’huile essentielle Mentha pulegium posséde
une activité antimicrobienne varié selon la souche testée. L’huile montre une forte inhibition
contre Candida albicans avec un diamétre de zone d’inhibition entre 12-24.6 mm a différente
concentrations (1/2,1/4,1/8,1/16 et pure), alors que pour les souches Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiela pneumonie [’activité antimicrobienne est modéré avec des
diameétres d’inhibition comprise entre 9.7-19mm. Pour la souche Pseudomonas aeruginosa ne

montre aucun diamétre d’inhibition, révélant ainsi une activité antimicrobienne importante.

L’étude de I’activité antimicrobienne (micro dilution) faite par Attou (2017) sur une
fourche de concentration d’HE dans le DMSO, allant de 0.195 a 100 pl/ml de Mentha pulegium

il a constaté que :

L’huile essentielle de Mentha pulegium inhibe la levure Candida albicans et Staphylococcus
aureus a une CMI =0.78 pl/ml, et les autres souches (Klebsiella pneumoniae, Listeria

monocytogenes, Bacillus cereus, Micrococcus luteus) sont sensibles a partir de 3.125 pl/ml.
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Conclusion générale et perspective :

De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales posséde des
propriétés biologiques trés importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers
domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et I’agriculture. Ce regain d’intérét
vient d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une source inépuisable de
substances bioactives, et d’autre part les effets secondaires induits par les médicaments

inquiétent les utilisateurs qui se retournent vers des soins moins agressifs pour I’organisme

Dans les pays du monde entier, le développement de la médecine reste encore limité,
la pauvreté, le manque des moyens, les traditions obligent les populations de s’orienter vers la

médecine traditionnelle basée sur I'utilisation des plantes médicinales.

C’est dans le cadre de la valorisation de notre patrimoine naturel que le présent travail
s’inscrit sur la caractérisation de I’huile essenticlle de la plante choisie. Les activités
biologiques, en [D’occurrence I’activité antioxydante, et antibactérienne, mais
malheureusement vu les circonstances de la pandémie de Covide 19, nous n’avons pas achevé

cette thématique.

L’hydrodistillation des parties aériennes de Mentha pulegium par entrainement a la
vapeur a donné une huile volatile jaune pale caractérisée par une forte odeur avec un

rendement moyen de 0.23 %.

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur differents extraits préparés par des
solvants de polarités différentes. Ces tests nous a permis de mettre en évidence la présence de
métabolites secondaires au niveau des tissus végétaux de notre plante a savoir, les tannins
cathéchiques, les saponosides, les stérols et triterpénes, les coumarines et la présence des
alcaloides et des composées réductrices. Par conséquent, ces résultats justifient la large

utilisation de cette plante dans la médecine traditionnelle par la population locale.

Des études effectuées sur I’huile essentielle de Mentha pulegium ont permis de révélé que
cette plante est une source riche en Pulegone (71.25 %), le Menthone (11.97 %), limonéne
(3.56 %), Myrcene (1.20 %) et Menthol (0.98%) qui peuvent étre rencontrer dans la plupart

des huiles essentielles de cette espéce de provenance de différentes régions.
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Il a été démontré que les composeés volatils provenant des plantes sont biologiquement
actifs et possedent une activité antimicrobienne et des effets thérapeutiques. Depuis le Moyen
Age, Mentha pulegium est également utilisée comme plante médicinale. En fait, une infusion
de feuilles et/ou de sommités fleuries est recommandée contre la toux, l'asthme, le diabéte, la

fievre, les brhlures, I'eczéma, ou bien pour arréter la sécrétion lactée.

Les activités biologiques de la Mentha pulegium sont étudiées dans de nombreux
travaux, et qui montrent que I’huile essenticlle de cette plante possede faible activité

antiradicalaire et une activité antimicrobienne varié selon la souche testée.

Dans le souci de soutenir l'utilisation de cette plante comme remede thérapeutique,
d'autres études seront nécessaires a savoir 1’étude des activités biologiques (antioxydante,
antimicrobienne, insecticide, anti-inflammatoire...... ), 'isolement du principe active et établir

son mécanisme d'action et surtout la détermination de la toxicité de 1’huile essentielle.
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Annexes

Annexe 01 : Epuisement du matériel végétal

L’épuisement est réalisé dans un ballon monocol, surmonté d’un réfrigérant contenant 50 g de
poudre de matériel végétal en présence de 300 ml de solvant : éthanol ou eau.

L’ensemble est porté a reflux pendant une heure. Le mélange est filtré est soumis a différant tests.

Annexe 01 : le mélange de I’extrait éthanolique

Annexe 01 : Filtration de I’extrait éthanolique

Annexe 02 : Préparation de I’infusé aqueux

Une masse de 5 g de poudre végetale est mise dans 100 ml d’eau bouillante pendant 15minutes



Annexes

Nous avons filtré les extraits sur du papier filtre et rincé avec de 1’eau chaude de maniére a obtenir
100ml.

Annexe 03 : Réactifs et réaction de caractérisation
Les réactifs utilisés lors des tests sont les suivants :

Reéactif de Wagner : Dissoudre 2 g de KI et 1,27g d’12 dans 75 ml d’cau. Ajouter le volume total
a 100ml d’eau.

Réactif de Mayer : Dissoudre 1,358 g de HgCI2 dans 60ml d’eau et également 5g de KI dans 10

ml d’eau. Mélanger les deux solutions puis ajouter le volume total a 100 ml d’eau.

Réactif d’amidon : Dissoudre 1,2 g d’iode dans 50 ml d’eau distillée contenant 2,5 g d’iodure de
potassium. Chauffer dans un bain marie Sml de la solution a tester avec 10 ml d’une solution de

NaCl saturée jusqu’a ebullition.

Reéactif de Liebermann-Burchardt : Mélanger 5 ml de la solution a tester avec 5 ml d’anhydride
acétique et quelques gouttes d’acide sulfurique concentré. Agiter le tout et laisser la solution
reposer pendant 30 minutes a 21°C.



