T L) Al el & i 32 Ay sand)
=

Réfublique Algérienne Démocratique et Populaire
) Gl Madl atail) 5 ) g
Mirﬁsj: ere de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
I Basm  jathal) oY ga drala
Université MOULAY Tahar, Saida

W NUNIVERSITY
x of SAIDA

Dr MOULAY TAHAR

Faculté des Sciences

L sl s anid

Département de Biologie

Mémoire pour I'obtention du diplome deMaster

En Sciences biologiques
Spécialité : Microbiologie Appliquée
Theme

Le profil phénolique et activité biologique des huiles
essentielles et des extraits d’Artemisia absinthium , Mentha
pulegium et Marrubium vulgar de la région de Saida

Présenté par :

DIF lkram BOUTALEB Maroua Rajaa

Soutenu le :
Devant le jury composé de :
Présidant Mr. AMMAM Abdelkader Université de Saida.

Examinateur Mme. HASSANI Maya Université de Saida.

Rapporteur Dr. GHOUTI Dalila Univarsité de Saida.

Année universitaire 2022/2023




@Wlé

En tout premier lieu, je remercier le bon dieu, tout puissant de m’avoir donné la

force et I’audace pour dépasser toutes les difficultés.

J’ai ’honneur d’exprimer mes reconnaissances et profondes gratitudes a toutes les
personnes qui ont contribué de prés ou de loin a la réalisation de ce travail et plus

particulierement

Nous adressons nos plus sinceres remerciements a notrePromotrice Dr.GHOUTI.D
qui a bien voulu diriger ce travail et qui n’a cessé de nous orienter. Nous nous
permettons de lui exprimer nos sincéresremerciements pour sa disponibilité, ses
précieux conseils qu’elle nous prodigué et pour son aide durant toute la période

d’¢laboration de ce travail.Profondément Merci.
Un grand remerciement aux honorables membres de jury :

Mr AMMAM Abdelkader ,d’avoir accepte le président du jury de notre
Mémoire et, Me HASSANI Maya d’avoir accepté d’étre I’examinateur denotre
travail.

un grand merci au responsable de laboratoire de I’Université de Saida

« Mr.HAMAD Ahmed »pour leur aide précieuse durant la réalisation de notre travail.
Finalement, il nous est agréable d’adresser nos remerciements a tous ceux

qui ont contribué de pres ou de loin a la réalisation de ce modeste travail.



Ceticace

A mon trés cher pére Berrezoug Tu as toujours été pour moi un exemple
du pére respectueux, honnéte, de la personne méticuleuse, je tiens d
honorer Chomme que tu es. Grdce d toi papa j'ai appris le sens du travail et
de la responsabilité. Je voudrais te remercier pour ton amour, ta
générositeé, ta compréhension... Ton soutien fut une lumiere dans tout mon
parcours. Aucune dédicace ne saurait exprimer Lamour Lestime et le

respect que j'ai toujours eu pour toi.

A ma mére Nacera , pour son affection, sa patience, sa compréhension, sa
disponibiliteé, son écoute permanente et son soutien sans égal dans les
moments les plus difficiles de ma vie. Ld ou je suis arrivée aujourd hui c’est

grdce a vous MES CHERS PARENTS que Dieu vous garde.
A mes fréres Slimane et Kader
A ma petite sceur Xaouther
A ma copine : Maroua

A toutes ma famille

IKRAM



eetheace

A mon trés cher pére Mustapha Tu as toujours été pour moi un exemple
du pére respectueux, honnéte, de la personne méticuleuse, je tiens d
honorer Chomme que tu es. Grdce d toi papa jai appris le sens du travail et
de la responsabilité. Je voudrais te remercier pour ton amour, ta
générositeé, ta compréhension... Ton soutien fut une lumiere dans tout mon
parcours. Aucune dédicace ne saurait exprimer Lamour Lestime et le

respect que j'ai toujours eu pour toi.

A ma mérve Fatima pour son affection, sa patience, sa compréhension, sa
disponibiliteé, son écoute permanente et son soutien sans égal dans les
moments les plus difficiles de ma vie. Ld ou je suis arrivée aujourd’hui c’est

grdce a vous MES CHERS PARENTS que Dieu vous garde.
A mon marié : Billal pour son encouragement et ca disponibilite .
A mon frére Xhalil
A mes sceurs Sarah et Manel
A ma copine : Tkram
A ma belle mere

A toute ma famille

Maroua



HE : huile essentielle

Mm : millimétre

Mg : milligramme

M1 : millilitre

pl @ microlitre

AAR : activité antiradicalaire

CMI : concentration minimale inhibitrice

CMB : concentration minimale bactericide

DMSO : diméthylsulfoxyde

DPPH :Le 2,2-diphényl 1-picrylhydrazyle

HCI :Le chlorure d’hydrogene
NaCl : le chlorure de sodium

% : pourcentage

°C : degré Celsius

CAT : capacité antioxydant totale
nm : nanometre

EAA : Equivalent acide ascorbique
MS : matiére séche

IC50 :concentration inhibitrice médiane
GN : gélose nutritive

BN : bouillon nutritive

PDA : Potato dextrose agar

MH : Muller hinton

DO : densité optique

Liste des abréviations



Liste des abréviations

MgEAG/gms : milligramme equivalent acide gallique par gramme de matiere seche
Ex AQ : extrait aqueux

Ex ETH : extrait ethanolique



Tableau 01 :

Tableau 02 :

Tableau 03 :

Tableau 04 :

Tableau 05

Tableau 06 :

Tableau 07 :

Liste Des Tableaux

les souches utilisées
les tests phytochimiques de
les valeurs de capacités antioxydante totale CAT des plantes étudiées

diameétre d’inhibition des souche testées .

: degrés de sensibilité des souches

résultatsd’antibiogramme

les différents concentration minimale inhibitrice CMI des huiles et extraits



Liste Des Figures

Figure 01 : hydrodistillation simple

Figure 02 : distillation a la vapeur

Figure 03 : hydrodifusion

Figure 04 :Manthe pulegium L

Figure 05 : structure des coumarines

Figure 06 : squelette de base des flavonoides

Figure 07 : structure des principaux anthocyanes

Figure 08 : structure d’alcaloide

Figure 09 : situation de la région de Saida

Figure 10 : réaction de donneur dihydrogene de piégeagedes radicaux libres DPPH
Figure 11 : rendement des huiles essentielles et des extraits
Figure 12 : la courbe détalonnage d’acide gallique

Figure 13 : les valeurs d’IC50 de piégeage de radical libre DPPH

Figure 14 : les valeurs d’IC50 de test d’inhibition de * amylase des plantes



Photos 01

Photos 02

Photos 03

Photos 04 :

Photos 05 :

Photos 06 :

Photos 07 :

Photos 08 :

Photos 09 :

Photos 10 :

Photos 11 :

Photos 12 :

Photos 13 :

Photos 14

Liste Des Photos

:Artemisia absinthium L

:Mentha pulegium L

: Marrubium vulgar L

les plantes étudies apreés le séchage

montage d’hydrodistillation pour I’extraction des huiles essentielles
décoction de matériel végétale

maceration de lextrait aqueux

maceration de lextrait ethanolique

le dosage de lactivité antioxydante totale
reduction de piegeage de radical libre DPPH
dosage de lactivité antidiabétique

repiquage des souches

encemensement et preparation des disques

. Détermination de CMI par la méthode de micro-dilution.

Photos 15 : résultats des souches bactériennes testé pour I’huile essentielle d’Artemisia

absinthium .

Photos 16 : résultats des souches bactériennes testées pour I’huile essentielle Mentha

puligumL

Photos 17

: résultats des souches bactériennes testé pour I’huile essentielle extrait ethanolique

Marrubium vulgare L

Photos 18 : résultats des souches bactériennes testé pour I’huile essentielle extrait aqueux

Marrubium vulgare L

Photos 19

Photo 20 :

: résultats de la CMB de I’huile de Manyhe pulegiumL.

résultats de la CMB de ’huile. d’Artemisia absinthiuml .



Photo 21 :

vulgareL

Photo 22 :

vulgareL

Photo 23 :

Photo 24 :

Photo 25 :

Photo 26 :

Photo 27 :

Liste Des Photos

résultats des souches fongiques testés pour I’extrait éthanolique de Marrubium

résultats des souches fongiques testés pour I’extrait aqueux de Marrubium

résultats antibiogramme.

résultats de la CMB de I’huile d’Artemisia absinthium .
résultats de la CMB de huile Manthe pulegum L

résultats de la CMB d’extrait éthanolique Marrubium vulgare L

résultats de la CMB d’extrait aqueux Marrubium vulgare L



Reésumé
Dans cette étude, notre choix s’est porté sur trois plantes médicinales poussent spontanément
dans la région de Saida a savoir : Artemisia absnthiumL, Mentha pulegium.L et Marrubium Vulgare
L , possedent des métabolites reconnus a travers diverses activités biologiques telles que l'activité
antioxydant, antidiabétique, antibactérienne et antifongique.

Les tests phytochimiques ont montrés la richesse de ces plantes en flavonoides, tannins ,stérol
et triterpénes , comme on note la présence de ’amidon chez Mentha pulegium.L et Marrubium
Vulgare L,et I’absence totale des composés réducteurs au niveau des trois plantes étudiées, I’activité
antioxydane des huiles essentielles et des extraits est évalué le test de piégeage des radicaux libres
DPPH .I’huile essentielle de d’Artemisia absinthium montré une activité antioxydante élvée avec
un IC50=1.08 mg/ml suivi par celles d’huile essentielle de Mentha pulegium L avec un
IC50=1.67mg/ml , et par suite une valeur acceptable de I’extrait aqueux et I’extrait éthanolique de
Marrubium vulgar L avec un IC50= 2.59mg/ml et IC50 =2.89mg/ml respectivement ,et ont des
propriétés antioxydantes (CAT) intéressantes .la plus grande capacité antioxydante totale
(0.3.mgEAG/g MS) ,ont été obtenus pour I’extrait aqueux de Marrubium vulgar L ,I’activité
antidaibétique in vitro , montre que I’huile essentielle le plus active et celle d’Artemisia absinthium

L avec un IC50=0.52mg .EA .g-1 .HE .

L’activité antimicrobien des huiles essentielles et des extraits des plantes étudiées évaluées par
la technique de diffusion sur la gélose vis-a-vis 6 souches microbiennes, donne des résultats qui
suggerent que les souches Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Lysteria monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa avec une CMI allant de 0.14 a 0.01 mg / mL et, pénicillium notatum
,/Aspergillus niger pour huile essentielle d’Artemisia absinthium Alors qu’ huile essentielle de
Mentha pulegium L les souches Lysteria monocytogenes , Pseudomonas aeruginosa ,Escherichia
coli avec une CMI (0.072mg/ml a 0.01mg/ml) et pénicillium notatum ,Aspergillus niger et
,concernant les extraits de Marrbium vulgar L a une faible activité contre tous les souches testées
avec un CMI entre (0.3 1mg/ml 240.03mg/ml) ,Tandis que la meilleur activité de I’huile essentiel de

Mentha pulegium L agir contre toutes les souches testés

Le résultat de test du CMB a permis de conclure que l'efficacité des huiles essentielles et des

extreit des trois plantes contre les quatres souches bactériennes étudiées été bactériostatique.

Mot-clés : Artemisia absinthiumL ,Mentha pulegium L, Marrubium vulgare L, tests
phytochimique , activité antioxydant , activité antidiabetique , activité antimicrobienne, huile

essentielle.
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Abstract

In this study, we chose three medicinal plants that grow spontaneously in the Saida region:
Artemisia absnthium L, Mentha pulegium L and Marrubium Vulgare L have metabolites recognised
for their various biological activities, including antioxidant, antidiabetic, antibacterial and

antifungal activity.

Phytochemical tests have shown these plants to be rich in flavonoids, tannins, sterols and
triterpenes, and Mentha pulegium. The antioxidant activity of the essential oils and extracts was
assessed using the DPPH free radical scavenging test. The essential oil of Artemisia absinthium L
showed a high antioxidant activity with an IC50=1. 08 mg/ml followed by that of Mentha pulegium
L essential oil with an IC50=1.67mg/ml, and consequently an acceptable value for the aqueous
extract and ethanolic extract of Marrubium vulgar L with an IC50= 2.59mg/ml and IC50
=2.89mg/ml respectively, and have interesting antioxidant properties (CAT). The highest total
antioxidant capacity (0.3 mgeAG/g MS), were obtained for the aqueous extract of Marrubium
vulgar L, the antidaibetic activity in vitro, shows that the most active essential oil and that of
Artemisia absinthium L with an 1C50=0.52mg .EA .g-1 .HE.

The antimicrobial activity of the essential oils and plant extracts studied, assessed using the agar
diffusion technique against 6 microbial strains, gave results suggesting that the strains Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Lysteria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa with MIC ranging
from 0.14 to 0. 01 mg / mL and, penicillium notatum ,Aspergillus niger for essential oil of
Artemisia absinthium Whereas essential oil of Mentha pulegium L strains Lysteria monocytogenes ,
Pseudomonas aeruginosa ,Escherichia Aspergillus niger,with a MIC (0.072mg/ml to 0. 01mg/ml)
,concerning the extracts of Marrbium vulgar L has a weak activity against all the tested strains with
a MIC between (0.31mg/ml to0.03mg/ml) ,While the best activity of the essential oil of Mentha

pulegium L act against all the tested strains.

The results of the CMB test led to the conclusion that the essential oils of the two plants were

bacteriostatic against the four bacterial strains studied.

Key words: Artemisia absinthium L , Mentha pulegium L, Marrubium vulgare L ,
phytochemical tests , antioxidant activity , anti-diabetic activity , antimicrobial activity, essential

oil.
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Introduction :

Pendant longtemps, les plantes médicinales ont été une source inépuisable de médicaments
pour les tradipraticiens pour guérir certaines pathologies souvent mortelles sans savoir a
quoiétaient dues leurs actions bénéfiques. Actuellement, I’ethnopharmacologie s’emploient
arecenser, partout dans le monde, des plantes réputées actives et dont il appartient a larecherche
moderne de préciser les propriétés et valider les usages. La recherche de nouvellesmolécules doit
étre entreprise au sein de la biodiversité vegétale en se servant de donnéesethno pharmacologiques.

Ces plante médicinales sont reconnues pour leurs effets thérapeutiques et leurs
caracteéristiques biologiques, sous leur forme originale ou semi-synthétique, en raison de leur
capacitée a produire un grand nombre métabolitessecondaires(Fraga, 2007) parmi eux les
terpénoides, les flavonoides et les composes phénoliques. Chaouche et al .,2014).

Actuellement, plusieurs questions sont souleveées concernant la seécurité des produits
chimiques utilisés en médecine ou dans I’industrie alimentaire. En effet, la peroxydation des lipides
au cours des processus de fabrication et de stockage des aliments sous I’action des radicaux libres
conduit & la perte de la qualité et de la sécurité des aliments. Les antioxydants de synthese,
généralement utilisés en industrie alimentaire pour retarder 1’oxydation des lipides, sont suspectés
d’avoir des effets néfastes sur la santé du consommateur (Albayraket al., 2010). De plus, 1'usage
excessif d’agents antibactériens et antifongiques chimiques dans la médication humaine ainsi que
dans 1’¢levage animal et la conservation des aliments conduit au développement de
microorganismes résistants a la plupart des antibiotiques (Falconneret brown., 2009).

C’est dans le cadre de valorisationdu patrimoinenaturel, que le présent travail s’inscrit sur un
screeningphytochimique des plantes choisies.Les activités biologique, en I’occurrence 1’activité
Antimicrobiens,antioxydants, anti diabétique des extraits et des huiles essentiellessont également
¢tudies. 1’Algérie par sa situation géographique dispose d’une grande diversité floristique, a la
qu’elle s’ajoute une tradition d’utilisation de la thérapie traditionnelle, en utilisant les plantes
médicinal avec un nombre de 300000 espéces végétales recensées, on estime que seules 15%
d’entre elles ont été étudiées sur le plan phytochimique, dont 6% pour leurs activités biologiques
(Verpoorte, 2002). De cette flore, notre choix s’est portésur trois plantes Artemisia absnthiumL,

Mentha pulegium.L et Marrubium Vulgare.L de la région de 1’ouest d’Algérie (la wilaya de Saida).
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Le plan de notre travail est structuré comme suite :

> Une introduction générale dans laquelle la problématique est posée.

> Les trois premier chapitres abordent une étude bibliographique qui donne des approches sur
. les huiles essentielles, les plantes étudiés. les activités biologiques et les composés
phénoliques.

> Le quatriéme chapitre est réservé a 1’étude experimentale ou le matériel utilisés est cité et les
méthodes opératoires sont décrites.

> Dans le cinquiéme chapitre, tous les résultats expérimentaux sont présentés et discuteés.

Enfin, cette étude s’achéve par une conclusion générale et des perspectives pour le futur.
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I. Les Huiles Essentielles

1.1. Définition :

Les huiles essentielles sont des liquides huileux, naturels, volatils et odorants, secretes par les
différentes parties des plantes aromatiques, comme les fleurs, racines, tiges, feuilles, graines et

fruits. (Tongnuanchan et Benjakul, 2014)

Les HE sont des mélanges de nombreux composés qui sont desmolécules peu complexes comme

les terpénes, les phénols, les méthyl-éthers, les oxydes, les esters, les cétones. (Isman M.B., 2002).

Les huiles essentielles représentent un outil thérapeutique tres efficace dans 1’aromathérapie, une

branche de la médecine alternative. (Bessah et Benyoussef, 2015)
1.2.. Localisation et role physiologique pour la plante
I.2.1.Localisation :

Les huiles essentielles sont produites dans le protoplasme cellulaire des plantes aromatiques
étrepresentent les produits du metabolisme secondaire( Dorosso Sonate J.2002) . La synthese et
I’accumulation de cesmétabolites dans les organes sont associées a la présence de structures
histologiques spécialisées : cellules sécrétrices. Les cellules sécrétrices sont rarement isolées, mais
le plussouvent regroupées dans des poches(Myrtaceae, Rutaceae) dans des canaux
sécreteurs(Apiaceae, Composeae) ou dans des poils sécréteurs(Lamiacées). Ces cellules sont le

plussouvent a la périphérie des organes extérieurs de la plante(Kaloustian J, et al.,2012)
1.2.2.Rdle physiologique :

Le role biologique des HE dans la plante n’est pas bien définit, il est vraisemblable qu’elle aient

un role écologique( Dorosso Sonate J.2002)

Elles permettent entre autre a la plante de se défendre contre les agressions extérieures. Elles ont
des propriétés attractives ou répulsives vis-a-vis des prédateurs (herbivores, insectes..)Par leurs
odeurs, ils interviennent dans la pollinisation. Ainsi, par leur pouvoir antiseptique protegent les
cultures en inhibant la multiplication des bactéries et parasites du sol( Dorosso Sonate J.2012)et
(Kaloustian J.2012)
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I.3..Composition chimique des huiles essentielles

Ce sont des mélanges complexes et variables de différents composés chimiques dissous 1’'un
dans I’autre formant des solutions homogenes. Ces constituants appartiennent quasi exclusivement a
deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : le groupedes terpénoides d’une
part et le groupe des composés aromatiques dérivés du phénylpropaned’autre part( Dorosso Sonate
J.2002)

1.3.1. Terpénes et terpénoides

Dans le régne vegétal, les terpenoides sont classes dans la catégorie des métabolitessecondaires.
Leur classification est bas¢e sur le nombre de répétition de I'unité de base :isoprene ; Hémiterpene
(C5), monoterpénes (C10), sesquiterpénes (C15), diterpenes (C20). lisreprésentent le groupe le plus
important(Brunton J. 1999)

1.3.1.1.Monoterpénes

Plus de 900 monoterpénes connus se trouvent principalement dans 3 catégories structurelles : les
monoterpénes acycliques, monocycliques ou bicycliques. Ils constituent parfois plus de 90 % d’HE.
Dans cette catégorie de composes, il existe de nombreuses molécules fonctionnalisées, a savoir, par

exemple:

v Alcools: acyclique (géraniol, citronellol), monocycliques (menthol), bicyclique(bornéol).

v Aldéhydes : le plus souvent acycliques (géranial, néral, citronellal).

v/ Cétones : acycliques (tagétone), monocyclique (menthone, isomenthone, carvone,pulégone),
bicycliques (camphre, fenchone).

v’ Esters : acycliques (acétate ou propionate de linalyle, acétate de citronellyle),monocycliques
(acétate de menthyle), bicycliques (acétate d’isobomyle)

v’ Ethers : 1,8-cinéole eucalyptol) mais aussi les éthers cycliques tétrahydrofuraniques oudi- et
tétrahydropyraniques qui pour certains jouent un réle majeur dans 1’arome desfruits (oxyde
de linalol ou de rose).

v Peroxydes : ascaridole.

v Phénols : thymol, carvacrol
1.3.1.1.1.Sesquiterpénes

C’est la classe la plus diversifiée des terpenes puisqu’elle contient plus de 3000 molécules.
Lesvariations structurales dans cette série sont de méme nature que dans le cas précéedent,

carbures,alcools et cétones étant les plus fréquents



Chapitre | Les Huiles Essentielles
1.3..2. Composés aromatiques

Contrairement aux dérivés terpéniques, les composés aromatiques sont moins fréquents dansles
HE. Trés souvent, il s’agit d’allyle et de propénylphénol. Ces composés aromatiques constituent un
ensemble important car ils sont généralement responsables des caracteresorganoleptiques des HE.

On peut citer en exemple I’eugénol qui est responsable de ’odeur duclou de girofle
1.3.3. Composés d’origine diverse
En générale, ils sont de faibles poids moléculaire, entrainables lors de I’hydrodistillation, sont

des hydrocarbures aliphatiques a chaine linéaire ou ramifiée porteurs de différentes fonctions par

exemple : I’heptane et la paraffine dans I’essence de camomille.
1.4. Les propriétés physico-chimiques des huiles essentielles :

- A température ambiante, les huiles essentielles sont liquides, et quelques HE cristallisent a

basse temperature.

- Elles se distinguent des huiles fixes et des principaux lipides en ce sens qu’elles se volatilisent

sous 1’action de I’air et de la chaleur.

- Les huiles essentielles sont solubles dans I’alcool, 1’éther, le chloroforme, les huiles, les

émulsifiants et dans la plupart des solvants organiques, mais insolubles dans 1’eau.
- La plupart des HE sont colorées par exemple la couleur rougeétre pour I’'HE de cannelle.

- La conservation des huiles essentielles exige certaines précautions indispensables si ’on veut
éviter leur oxydation et leur dépolymerisation. Aussi convient-il d’utiliser des flacons de verre
colorés ou opaques, bien bouchés, pour les préserver de I’air et de la lumiére, principaux agents de

leur dégradation.

- Elle ne contient ni protéines, ni lipides, ni glucides, ne renferme pas de minéraux ni de

vitamines : elle n’a donc aucune valeur nutritionnelle.

- La plupart des plantes renferment des essences, cependant elles sont plus particulierement

abondantes dans les végétaux aromatiques des familles suivantes : (Dhifi et al., 2016))
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1.5. les Méthodes d’extraction des huiles essentielles :

Les huiles essentielles peuvent étre extraites de plusieurs plantes avec différentes parties par

différentes méthodes d'extraction.
1.5.1.Les méthodes conventionnelles d’extraction
L.5.1.1.Entrainement a la vapeur d’eau

Il existe trois méthodes de distillation qui repose sur le principe d’entrainement des
constituantsvolatils du matériel végétal par la vapeur d’eau : 1'hydrodistillation, la distillation a la

vapeur saturée et I’hydrodiffusion.

La différence entre ces trois modes réside dans le degré de contact entre I'eau liquide et le

matérielvegétal(Dorosso Sonate J.2002)
1.5.1.1.2.Hydrodistillation simple

La méthode par hydrodistillation est traditionnellement la plus couramment utilisée

(environ80% des cas) car elle est la plus économique (Kaloustian J.2012)

Elle consiste a immerger directement lematériel vegétal a traiter (intact ou éventuellement
broy¢) dans un alambic rempli d’eau quiest ensuite porté a ébullition. Les vapeurs hétérogeénes sont
condensées sur une surface froideet I’huile essentielle se sépare par difféerence de densité ( Fekih

N.2015)
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Figure 1:1’hydrodistillation simple
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1.5.1.1.3.Distillation a vapeur saturée

L’entrainement a la vapeur d’eau pure est le procéde qui donne les meilleures garanties deQualité
(Chouiteh 0.2012)

Dans ce procede, le végétal n’est pas en contact avec 1’eau : la vapeur d’eau est injectéeau travers
de la masse végétale disposée sur des plaques perforées (Fekih N. 2015)
La vapeur fait éclater les cellules a essence. Les molécules aromatiques sont captées par lavapeur
qui se charge de molécules volatiles. A la sortie de la cuve, la vapeur s’est combinée
aux HE. La condensation et le refroidissement s’effectuent dans un serpentin.
A la sortie du serpentin, un essencier recueille la vapeur refroidie et revenue a 1’état d’eau etI’HE.
La différence de densité entre les deux liquides facilite la séparation de cette dernierequi,a quelque
exception prés, est plus légeére que I’eau(Chouiteh O. 2012)

L’absence de contact direct entre I’eau et la matierevégétale, puis entre l’eau et les
moléculesaromatiques évite certains phénomeénes ou de dégradation pouvant nuire a la qualitéde
’huile.

Vapeur d'eau chargée Eau chaude
d’huile essentielle

Huile essentielle
Plantes aromatiques

Vapeur d'eau

Eau froide

Eau
Eau florale
Eau florale +

huile essentielle

Chaleur =/ / )

VWU

Essencier

Figure 2:distillation a la vapeur

1.5.1.1.4. Hydrodiffusion

L’hydro diffusion consiste a pulser de la vapeur d’eau a trés faible pression a travers la masse
végétale, du haut vers le bas La condensation du mélange de vapeur contenant I’huile se produit
sous la grille retenant la matiére végétale. L'avantage de cette méthode est d'étre plusrapide donc
moins dommageable pour les composés volatils. De plus, 1’hydrodiffusion permet
uneé¢conomied’énergie due a la réduction de la durée de la distillation et donc a la réductionde la

consommation de vapeur (Elhaib A.2011)
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Figure3 : I’hydro diffusion

1.5.1.1.5.L"expression par solvants volatils :

L’extraction par solvants est utilisée pour les plantes fragiles qui sont macérées dans une
préparation chimique provoquant la dissolution des substances aromatiques. Différents solvants, y
compris l'acétone, I'nexane ou I'éthanol, peuvent étre utilises pour I'extraction. Apres séparation du
solvant par distillation, on obtient un produit cireux qui doit étre dissout avec de 1’alcool. Ce dernier
est ensuite éliminé par évaporation. L’HE ainsi obtenue est dite « absolue ». Comme il est difficile
d’¢éliminer complétement les traces de solvants, on utilise que trés exceptionnellement ces HE en

médecine. (Tongnuanchan et Benjakul, 2014)
1.5.1.1.6. L'extraction au CO2 supercritique

Cette méthode consiste a faire passer du CO2 a I’état supercritique au travers d’une cartouche
contenant du matériel végetal. L'état sous-critique de CO2 est obtenu lorsque la température est
comprise entre 31 ° C et 55 ° C et une pression entre 0,5 MPa et 7,4 MPa. Dans ces conditions, le
CO2 se comporte comme un solvant non polaire avec la haute diffusivité, ce qui lui donne une
bonne capacité de diffusion, et une densité élevée allant de gaz a liquide donne la capacité de
transport et d'extraction majeure. Les fluides porteurs d'extraits traversent la phase gazeuse. Les
extraits sont ensuite séparés et recueillis dans un séparateur.Les extraits obtenus par cette technique
présentent des arbmes tres similaires a ceux des matiéres premieres végétales fraiches. (El
Asbahani et al., 2014 ; Gourguillon et al., 2016)

1.6. Les mécanismes d’action des huiles essentielles
Les huiles essentielles ont un spectre d’action trés large puisqu’elles inhibent aussibien la

croissance des bactéries que celle des moisissures et des levures. Leur activitéantimicrobienne est
6
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principalement en fonction de leur composition chimique, et en particulier de la nature de leurs

composés volatils majeurs (Sipailiene et al., 2006).

Les mécanismes impliqués dans le mode d’action antimicrobien des huiles essentiellesne sont
pas encore totalement éclaircis. Leur action peut étre inhibitrice ou létale. Ellespeuvent affecter
plusieurs cibles en méme temps et leur mécanisme d’action est probablementn’est pas attribué a un
mécanisme spécifique considérant la grande variété des groupes deconstituants chimiques présentes
dans une huile essentielle et les différents sites dans lacellule ou elles peuvent agir (Bakkali et al.,
2008).
1.7.Toxicité des huiles essentielles :

Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisés sans risque.Certaines
d’entre elles sont dangereuses lorsqu’elles sont appliquées sur la peau, en raison deleur pouvoir
irritant (les huiles riches en thymol ou en carvacrol), allergéne (huiles riches encinnamaldéhyde) ou
photo-toxique (huiles de citrus contenant des furacoumarines), d’autresont un effet neurotoxique
(les cétones comme 1’a-thujone). La toxicité des huiles essentiellesest assez mal connue. La plupart
du temps, sous le terme de toxicité sont décrites des donnéesexpérimentales accumulées en vue
d’évaluer le risque que représente leur emploi (Guba, E. G., & Lincoln, Y. S. (2001)).

L'utilisation des HES doit étre avec prudence, elle risque les spasmes et la goutte. Laprise
simultanée des médicaments homéopathiques avec la menthe est contre-indiquee. (Aouadhi, S.
(2010).
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I1.1.Artemisia absnthium :
11.1.1.Généralité :

La famille des Astéracées représente 1’une des taxons les plus importants du régne végétale.
Elles sont des plantes angiospermes dicotylédones appartenant aux sous classes des gamopétales ou
astérides (Asteridae) et a l'ordre des Astérales. La famille des astéracées avec pres de 1500 genres et
pas loin de 26000 espéces. Elle est présente dans toutes les régions dumonde principalement dans
les régions tempérées et a l'exception des pdles. Les astéracées peuvent étre annuelles, bisannuelles
ou vivaces. On y trouve surtout des plantes vivaces et a feuilles alternes. Dans la grande majorité
des cas, les astéracées sont des plantes herbacées mais elles sont également représentées par des
arbres, des arbustes ou des lianes, certaines sont également succulentes (Barkely et al., 2006)

Le nom " Artemisia " est dérivé de la déesse Artémis qui avait découvert les effets de la plante,
alors que le mot "absinthe™ signifie imbuvable a cause du goQt tres amer de la centrale (Yildiz et
al., 2011).

Les plantes du genre Artemisia (Asteraceae) sont une riche source de sesquiterpéne bioactif
lactones et ont une longue histoire de lutte contre plusieurs pathologies chez les humains et, plus
récemment, chez les animaux (Jorge et al., 2011)

L’Artemisia Absinthium fait partie de cette famille des Astéracées, cette plante est I’une des
especes qui sont largement utilisées en medecine. Connu sous le nom verniculaire de Chajret
mariem ou Chiba (en arabe), et la grande absinthe ou I’armoise amére (Rezaeinodehi et al., 2008).
Artemisia absinthium, mieux connu comme le principal ingrédient dans la tristement célébre
Boisson Absinthe, a été utilisé en médecine depuis I'époque de Grece antique, et aussi dans les
systemes d'Europe occidentale de la médecine traditionnelle (Juteau et al.,(2003)

En commun avec plusieurs d'autres especes de ce genre, 1’Artemisia herba alba Asso, plante
caractéristique du moyenne-orient et d’Afrique du Nord, est utilisée en médecine traditionnelle pour

traiter plusieurs maladies.(Jorge et al., 2011)

10
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11.1.2. systématique de la plante :
Régne : Plantae

Sous-regne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae

Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae

Genre : Artemisia

Espece : Artemisia absinthium

(Larousse, 1926)

Nom binomial : Artemisia absinthium
Nom vernaculaire algérien : Chiba ou Chajrat marie
11.1.3.Description botanique de la plante :

L'Artemisia absinthium appartenant generalement a la famille des astérasées connue sous le
nom d'absinthe (Mubashir et al.,2017) est une plante aromatique, herbacée et vivace de 40 — 100
cm ou plus de long a tige ligneuse ( Tariq et al.,2009). Les feuilles sont trés divisees, ovees, gris-
verdatre au-dessus, blanche dessous, soyeuse, pétiolees et profondément découpées en lanieres
obtuses. Les feuilles inférieures sont tripennatiséquees, les supérieures sont moins
divisée (Mansour , 2015). Les racines sont pivotantes avec un diamétre de 5 cm et ramifications
s'étend dans toutes les directions jusqu'a 72 cm (Mubashir et al., 2017).Les inflorescences sont de
petits capitules floraux jaunes, globuleux, disposés en grappes composees, ramifiées. Le fruit est un
akéne de petite taille, lisse et sans aigrette (Belaidi et Boubendira , 2018). L’absinthe pousse
facilement a une altitude de 600 a 1000 métre sur des terrains propres, aérés et rocailleux
(YvesChapuis, 2013). La plante posséde un rhizome dur. Elle possede une forte odeur (essence
d'absinthe) et une saveur amere due a l'absinthine (Mansour S, 2015).Cette "herbe sainte" entrait

dans un grand nombre de remede (Lamarti,1996)

11.1.4.Caractéristiqgues morphologiques(Larbi.2016)
[’Artemisia absinthium est présentée par la partie ligneuse, la tige, les feuilles, lesfleurs et la fruit.
v' Racine:La plante possede un rhizome dur.
v Tige: Les tiges sont souterraines, ligneuses ; dressés et rameuses. Les fragments de tige sont

rigides, gris argentés, a l'extérieur ils sont anguleux et possédent une moelle interne.
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v Feuilles: A absinthium posséde des grosses touffes de feuilles recouvertes d'un fin duvet

gris pale (figure01) dont les feuilles sont composées, opposées a la base, puis alternes pour

le reste de la plantes.

s

b ¥, : R % >
Photo 01:Artemisia absinthuim L

11.1.5.Distribution géographique et habitat

L’Artémisia absinthium est une plante originaire des régions continentales a clim0Oat tempéré
d'Europe, d'Asie et d'Afrique du Nord (Sharopov et al., 2012). On la trouve aussi sur la cote Est
des Etats-Unis (Iserin, 2001). Elle y pousse sur les terrains incultes et arides, sur les pentes

rocheuses, au bord des chemins et des champs.

11.1.6.Composition chimique de I’Artemesia absinthium L

L’espéce Artemisia absinthium a fait I’objet de plusieurs investigations chimiques, signalant la
présence de nombreux types de métabolites secondaires tels que 1’huile essentielle. Elle est connue
pour contenir des thuyones : a et B-thuyones. 1l existe aussi de nombreux chémotypes : chémotype a
Z-époxy-o-ocimene (26-47%), a acétate de sabinyle ou a acétate de chrysanthémyle. On note aussi
la présence de polyines (Bruneton, 2009), de flavonoides(Canadanovic, 2005), de coumarines, de
lignanes, de polyphénols et de lactones
Sesqui terpéniques en guantité notable (absinthine, artabsine, matricine et artemisinine (Aberham
et al., 2010).

Des études phytochimique réalisées sur l'extrait d’Artemisia Absinthium ont révélé la présence
de a -thujene, a-pinene, camphéne, p-cymene, le 1,8-cinéole, heptenone méthyle, Bphelandrene,
caryophylleneoxide, a-terpinéol, thujyl alcool, le géraniol, thujyl l'acétate, le caryophylléne, -
himachaléne, a-cadinene et elemol (Lopes et al.,2008).

D’autre part, certains études rapportent qu’en plus de l'artémisinine, le genre Artemisia est une

riche source d'autres lactones sesquiterpéniques et flavonoides. (Jill et al., 2011)
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En outre, les travaux de Yiannis et al., (2011), ont démontré que les extraits aqueux d’ A.
absinthium sont riches en caféoyl et dicaféoylquiniqu
I1.1.7. utilisation de la plante :

La plante est Utilisee comme vermifuge, dans les maladies de I'estomac (Augmente la sécrétion
de sucs digestifs et la bile), pour provoquer le cycle mensuel chez la femme, dans lecombat contre
la paresse, le mal de mer et ses nausées. Les huiles essentielles ont également desvertus digestives ;
cependant, la thuyone et le phellandréne sont des substances neurotoxiques dela plante qui peuvent
a haut dose, provoquer des spasmes, ainsi qui un déréglement grave du Systéme Nerveux(Bottet J,
2001).

La plante est réputée depuis des temps indéterminés pour ses propriétés médicinales. Elle est citée
comme stimulant dans un papyrus égyptien (vers 3550 avant J-C). Les grecs et les romains
I’utilisaient pour combattre les troubles de la ménopause, mais également comme vermifuge et
féebrifuge (Padosch et al., 2006). Les médecins de I’antiquité en faisaient une
panacée. C’est un apéritif fort ancien dont la consommation. Toute la médecine populaire attribue a
la plante des propriétés apéritives, vermifuges, stomachiques (Tariku et al., 2011;)

D’autres parts, I’absinthe est utilisée depuis 1’antiquité pour le traitement des troubles digestifs.
Les parties actives de la plante sont toutes tres ameres. On les emploie en traitement interne soit
pures, soit en mélanges, pour stimuler ’appétit, la sécrétion du suc digestif et de la bile, contre les
coliques intestinales ainsi que contre les parasites intestinaux (Iserin, 2001).

Elle peut étre utilisée notamment pour traiter I'hypertension artérielle, I'insuffisance cardiaque,
certains cedémes, 1'hypertension portale ou I'hypokaliémie.

En plus I’absinthe posséde plusieurs propriétés (Iserin, 2001):

v" Vermifuge: Permet d'éradiquer les parasites intestinaux ou vers.

v' Stomachique : Facilite la digestion des aliments au niveau de I'estomac.

v' Emménagogue: Stimulent le flux sanguin dans la région pelvienne et l'utérus.

v' Cholagogue: Facilite I'évacuation de la bile.

v' Fébrifuge : Fait baisser la fiévre.

v" Antiseptique : Tue ou prévient la croissance de bactéries et des virus sur les
surfaces externes du corps.

v Diurétique: Entraine une augmentation de la sécrétion urinaire.
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11.2.Mentha de pulegium.L:
11.2.1.Généralité sur La menthe :

Les Menthes, du nom latin Mentha, sont des herbacées vivaces, indigénes et trésodorantes
appartenant a la famille des Lamiaceae (Jahandiez et Marie, 1934). Sur le plan desprincipes
chimiques, la plupart des especes de menthe doivent leur odeur et activité a leurshuiles essentielles
ou essences de menthe (Benayad, 2008). Autant les menthes sont faciles areconnaitre a leur odeur
tout a fait caractéristique, autant elles sont difficiles a distinguer lesunes des autres, en raison des
formes intermédiaires et des origines hybrides qui les relient.Parmi toutes les Lamiaceae, les
menthes se reconnaissent, en plus de leur odeur spéciale, aleurs fleurs trés petites, a leurs corolles
presque réguliéres a quatre lobes presque égaux etleurs quatre étamines également presque égales
(Benayad, 2008). La menthe pouliot, Menthapulegium, est I‘espéce la plus exploitée pour ses
vertus médicinales et aromatiques (Sutour S, 2010)

11.2.2. systématique de la plante :
Régne : Plantae
Embranchement : Spermaphytes
Sous- embranchement: Angiospermes
Classe:Dicotylédones
Sous-classe : Gamopétales
Ordre :Lamiales ou Verbenales
Famille : Lamiaceae ou Labiées
Genre : Mentha
Espéce :Mentha pulegium L.
(Guignard ,(2004))
Nom botanique :Mentha Pulegium L.
En arabe : s
11.2.3.Description botanique :
Le nom de pulegium vient de latin (pulex),que signife puce car la plante a la propriété
d’éloigner les puces (bekhichi.2008).

Menthapulegium L est une plante odorante qui appartient la famille des lamiacées .c’est une plant
de 10-30 cm ,inflorescence formée de nombreux verticillées denses ,feulés et distants (Quezel et
santa 1963).Sa saveur est fortement aromatique et son odeur est intense .la menthe est considérée

bénéfique pour la santé (padrini et lucheroni,1996).
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Mentha pelugium L a aussi la particularité d’étre insectifuge puisqu’elle a été déja utilisée pour

faire éloigner les insectes ,donc a un effet répulsif (Lahrech,2010)

oy 3 rys A
=4 - } A e

Figure 04 : Mentha pulegium L.

11.2.4.Distribution géographique de mentha :

La menthe pouliot est une plante qui pousse a 1’état spontané dans plusieurs régions du Maroc.
Elle pousse dans les zones humides des plaines et des montagnes jusqu’a 2 200 m d’altitude. Son
exploitation industrielle est particulierement réalisée dans le Rif et pré-Rif central et occidental, a
I’ouest de Taounate et au Nord de Souk Larbai, Ouzzane, Chaouen, Larache, Assilah et Tanger
(Farah et al., 2001).

11.2.5. Caractéristiques morphologiques :

Plante vivace aromatique (lIserin, 2001) a feuilles, opposées, petites, sont ovales presque
entieres (légerement dentelées) et munies d'un court pétiole. Les fleurs sont rose lilas, parfois
blanches, échelonnées le long de la tige (Sutour, 2010), Les tiges a section carrée, sont plus ou
moins dressées, verdatres ou grisatres, tres ramifiées (Bouhaddouda, 2016). Sa saveur est
fortement aromatique et son odeur est intense. Le nom de pulegium vient de latin pulex, la puce car
la plante a la propriété d’¢loigner les puces (Bekhechi, 2008).
11.2.6.Composition chimique de mentha pulegium L :

L’huile essentielle de Mentha pulegium est caractérisée par sa richesse en R-(+)-pulégone qui
représente un pourcentage tres élevé (80% environ) (Chen et al., 2003 ).

11.2.7. utilisation de la plante :
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La menthe pouliot, connue sous le nom vernaculaire arabe de « Fliyou », est largementutilisée en

médecine populaire dans de nombreuses cultures (Diaz-Maroto et al., 2007).
Les parties aériennes fleuries de cette plante sont traditionnellementutilisées pour leurs propriétés
antimicrobiennes, expectorantes, carminatives etAntispasmodiques dans le traitement du rhume, la
bronchite, la tuberculose, la sinusite, lecholéra, les intoxications alimentaires, les flatulences et les
coliques intestinales (Delille, 2007).

Depuis I‘antiquité, Les Menthes conservent une grande diversité d‘emplois et occupent
une large place dans la thérapeutique. Elles fortifient tout le systeme nerveux, stimulant
diffusible et aussi un sédatif diffusible, la menthe rend d‘éminents services contre la nervosité

et les différentes manifestations nerveuses (Benayad, 2008).

I1.3.Marrubium Vulgare.L :

11.3.1. Généralité :

Le nom Marrubium dérive du mot hébreu marrob (jus amer), en anglais horehound,
(BONNIER, 1909). Le genre Marrubium comprend environ 40 espéces repandues dans une grande
partie du globe : principalement le long de la méditerranée, les zones tempérées du continent
eurasien et quelques pays d’Amérique Latine (RIGANO et al, 2006).

D’aprées QUEZEL et SANTA (1963), il existe 7 espéces différentes du genre Marrubium en
Algerie : Marrubium spinum, M. peregrinum, M. alysson, M. alyssoides, M. willkommu, M. deserti
et M. vulgare.
Le marrube blanc (M. vulgare) est une espéce de la famille des Lamiacée qui est connu depuis
la haute antiquité (KAABECHE, 1990).
11.3.2.systématique de la plante :
Reégne : Végétale
Embranchement : Angiosperme
Classe : Eudicotylédones
Sous-classe : Gamopétale
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiacées
Genre :Marrubium
Espeéce : Marrubium vulgare L.
(Bonnet, 2010).
Nom vernaculaire algérien : Meriwet ; Francais : Marrube blanc .

11.3.3. Description botanique :
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Le marrube blanc ou Marrube Commun (Marrubium vulgare) est une planteherbacée vivace

pouvant atteindre 80 cm de hauteur, a tige quadrangulaire cotonneuse.

Les feuilles pétiolées, ovales ou arrondies, a limbe crénelé sur les bords, sont blanchétres et
duveteux sur la face inférieure. Les fleurs petites, blanches, avec un calice adents crochues, sont
groupées en verticilles globuleux a I’aisselle des feuilles, ellesapparaissent du mois de Mai jusqu’au
mois de Septembre et parfois encore en hiver. Le fruitest un tétra-akéne. Toute la plante dégage une
odeur forte, sa saveur est acre (qui irrite lesorganes du gout et de 1’odorat) et amére (J.
Bruneton.(2009)et(S. Aouadhi,(2010)

En Algérie, on retrouve 6 especes différentes au sein de ce méme genre : Marrubium vulgare,
Marrubium peregrinum, Marrubium alysson, Marrubium alyssoide, Marrubiumsupinum Pomel et
Marrubium deserti de Noé (P. Quezel,et al1963)

A

Photo 02 : marrubium vulgare L
11.3.4.Distribution géographique de Marrubium vulgare L :

Le genre Marrubium comporte quelque 40 espéces, répandues principalement le long de la
méditerranée, les zones tempérées du continent eurasien et quelques pays d’Amérique (Latine D.et
al.,2006)Le Marrube blanc est commun dans toute 1’Algérie (trés présente au nord et
quasimentabsente au sud) et presque dans toute I’Europe en dehors de I’extréme Nord, (Ruiba,
(1999)..

Le Marrube blanc est généralement dispersé sur des sols calcaires dans des lieux
incultes, décombres, terrains vagues, garrigues, prairies chaudes et seches( V. Schlempher.1996)
11.3.5. Caractéristiqgues morphologiques :

» Racine
La racine est simple, ligneuse, garnie de plusieurs fibres(M.Ali.Youssef, 2006).
» Tige
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Les tiges du marrube blanc peuvent atteindre jusqu'a 50 cm de longueur et 7 mm de largeur ; les

jeunes tiges sont recouvertes d’abondants poils duveteux blanchatres ; lesplus agées sont gris-vert et

les poils qui les recouvrent sont moins nombreux(M.Rombi,et al 2007)

> Feuilles
Les feuilles du marrube blanc sont opposeées et pétiolées, elles sont entieres et un peu cordées a la
base ; leur forme générale est ovale ou arrondie. (Ali.Youssef.(2006)Ainsi elles sontfeutrées,
cotonneuses, et de couleur blanchatre . Les feuilles du marrube pétiolées ont unlimbe mesurant 1,5-
4 cm de longueur et 1-3,5 cm de largeur ; elles présentent des bordsdentés a crénelés et sont
recouvertes de poils blancs, fins et d’aspect vert-gris foncé De plus, les feuilles sont gaufrées
(M.Rombi, et al.,(2007)

11.3.6.Composition chimique Marrubium vulgare L.

Le Marrubium vulgare contient des flavonoides et des di terpénes, il contient également les
alcaloides, les mucilages, les pectines, la bétonicine, la stachydrine, beaucoup de fer, et peu d'huiles
essentielles. Un certain nombre de sels minéraux ont été également identifiées(Boudjerda et al.,
2010). En outre il y a des tanins spécifiques des Lamiacées et dérivés de 1’acide hydrox cinnamique
(Jusqu’a 7%) (acide cholorogénique, caféique, caféylquinique), et la présenced’une faible quantité
d’huiles essentielles comportant différents composés mono terpéniques (moins de 1% soit 'a-

pinene, le camphene, le lomonene)(Wichtl& Anton, 2003)

11.3.7.Utilisation de la plante :

Selon la commission allemande, elle est utilisée dans le traitement des dyspepsies et la perte
d’appétit. Selon la commission européenne elle est efficace dans les cas de bronchites, les catarrhes
des voies respiratoires, les dyspepsies et la perte d’appétit. cette plante est traditionnellement
utilisée dans le traitement symptomatique de la toux et au cours des affections bronchiques aigues et
bénignes. Elle est considérée comme expectorante et fluidicatrice des sécrétions bronchiques en cas
de toux productive. Elle donne des résultatsSatisfaisants dans le cas des bronchites et les
inflammations de la gorge, elle pourrait étre antispasmodique et tonique amer.

Selon les populations anciennes, le Marrube aurait une action hypoglycémiante ( Novaes etal.,
2001). Cependant, les résultats d’un essai conduit récemment au Mexique sur 43 sujets diabétiques
qui résistaient au traitement classique révelent que le Marrube n’apas eu d’effet significatif sur la

glycémie (Herrera et al., 2004). La prudence s’impose tout de méme pour I’heure. Il n’y a pas eu
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sur le Marrube d’essais cliniques en double aveugle. SesUsages sont des usages traditionnels bien

établis et des études pharmacologiques sur I’animal.

En Algérie, M. vulgare est utilisé en médecine populaire pour traiter plusieursmaladies
digestives, diarrhée, ainsi que le diabete, les rhumatismes, la bronchite aigué ouchronique, la toux,
I'asthme et d'autres infections respiratoires Belhattab R,et al.,2006 La décoction de marrube
soulage les gastralgies. Les feuilles de cette plante sontutilisées sous forme de cataplasme sur le
front en cas de migraines et fiévre, ainsi contre lesotites sur les tempes. Elle est conseillée aussi en
cas de diabéte, diarrhée, vers intestinaux etpour embellir les cheveux. Une fumigation a un intérét
thérapeutique en cas de fiévre typhoide. On I’utilise sur les abcés et les furoncles crevés afin de les

panser et les cicatriser (N. Tahri, et al (2012).
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Chapitre 03 Le Profil Phénolique
I11.1.Les composés phénoliques

11.1.1.Généralités :

Le métabolisme chez les plantes peut étre subdivise en métabolites primaires (glucides, acides
aminés, lipides et acides nucléiques) et en métabolites secondaires. Les métabolites primaires sont a
la base de la machinerie moléculaire de toutes cellules et les métabolites secondaires sont des
molécules synthétiques ne peuvent se rencontre dans des tissus spécifiques, ou a des stades du
développement particuliers , Les composés phénoliques ou polyphénols forment une grande famille
de composés chimiques trés divers depuis les simples acides phénoliques jusqu’aux grands
polymeéres complexes que sont par exemple, les tanins et la lignine ( Hopkins, W. (2003),L’élément
structural fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau benzénique auquel
est directement lié au moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction :éther ,
ester, hétéroside(Bruneton, J. (2009)).

I11.1.2. Principales classes des composés phénoliques :

La complexité des différents composés phénoliques présentent chez les végétaux (complexité du
squelette de base, degré de modifications de squelette et les liaisons possibles de ces molecules de
base avec d’autres molécules tel que les glucides, lipides, protéines et autres métabolites
secondaires) implique de regrouper ces composés en de nombreuses classes. Selon la forme de la
structure chimique, les composés phénoliques peuvent étre classés en deux groupes (La forme
phénolique simple et la forme phénolique condensée) (Macheix, J.J,et al.,(2005))

Les composés phénoliques sont classés selon le nombre d’atome de carbone dans le squelette de
base.
111.1.2.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des composés phénoliques possédent une forme chimique simple

allant du simple phénol en C6. Parmi les acides phénoliques les plus connus: les acides

hydroxybenzoiques, les acides hydroxycinnamiques (Macheix et al., 2005).

I11.1.2.1.a. Propriétés physico-chimiques
v’ Les phénols sont en principe solubles dans les solvants organiques polaires ;
v lls sont solubles dans les solutions de sodium et de carbonate sodium ;
v Les acides —phénols sont solubilisés par les hydrogénocarbonates ;
v lls sont extractibles par les solvants organiques en milieu légérement acide( Bruneton, J.
(1999)).
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111.1.2.2.les coumarines

Les coumarines tirent leur nom de « coumarou », nom vernaculaire de féve tonka
(Dipterixordorota Wild., Fabacée), d’ou fut isolée en 1820, la coumarine (Bruneton, 1999). Cesont
des dérivés des acides hydroxycinnamiques et qui sont le point de départ d’une famille de composés
qui se forment par une substitution en 6,7et 8 sur un cycle aromatique (Marouf, A,
Reynaud,J.(2007).

Les coumarines constituent un groupe de lactone largement répandues, issues de la formation
d’un cycle fermé a partir de D’acide hydroxycinnamique , Les principaux coumarines
(Umbelliférone, esculétine et scopolétine) (Hopkins, 2003).
111.1.2.2.a.Propriétés des coumarines

v Les coumarines libres sont solubles dans les alcools et dans des solvants organiques ;
v' Les coumarines ont un spectre UV caracteristique, fortement influencé par la nature et la

position des substituant (Bruneton, 1999).

5 4

Figure: Structure des coumarine.

111.1.2.3. Les flavonoides

Les flavonoides sont des pigments incolores ou colorés. Ce sont des composés polyphenoliques,
largement répandus dans le regne vegétal, avec plus de 4000 structures décrites(Marouf et
Reynaud, 2007) , C’est la coloration chatoyante des pétales de fleurs, des fruits des bractées ou
éventuellement des feuilles qui attire surtout ’homme et une foule d’animaux vers les plantes
(Hopkins, 2003) .Ces diverses substances se rencontrent a la fois sous forme libre (aglycone) ou
sous forme de glycosides. On les trouve, d’une maniére générale dans toutes les plantes vasculaires,
ou ils peuvent étre localisés dans divers organes : racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits. Et

jouent un réle important dans la protection des plantes (Bruneton, P. (1993).
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Figure6: Squelette de base des flavonoides

111.1.2.3.1.Propriétes Physico-chimiques des flavonoides
II1.1.2.3.1.a.Solubilité et ’extraction

v' Les génines sont pour la plupart, solubles dans les solvants organiques apolaires ;

v’ Les hétérosides peuvent étre extraits, le plus souvent a chaud, par de l'acétone ou par des
alcools additionnés d'eau. Il est possible de procéder ensuite a une évaporation sous vide et
lorsque le milieu ne contient plus que de l'eau, de mettre en ceuvre une série d'extractions
liquide-liquide par des solvants non miscibles a I'eau (Bruneton, 1999).

111.1.2.3.1.b.Dosage
Les méthodes de dosage classiques sont e plus souvent, colorimétriques ou
spectrophotométriques. L’ HPLC offre maintenant la possibilité d'une estimation rapide et précise
de tous les flavonoides (Bruneton, 1999)
111.1.2.3.2.Intérét biologique des flavonoides
Les flavonoides jouent un réle primordial dans la croissance des plantes comme le kaempferol
et la quercitrine. De plus, ils sont également importants dans la pigmentation des organes végétaux,
dont les flavonoides les plus colorés sont les anthocyanidines et les anthocyanes. Pratiqguement tous
les flavonoides, spécialement les flavones et les flavanols, absorbent fortement les rayons
ultraviolets UVB. lls attirent les insectes pollinisateurs. En outre, les flavonoides présentent des
activités antioxydantes, antimicrobiennes,antiallergiques, anti-ulcérogenes, antihépatotoxiques et
antifongiquesGhedira, K. (2005).
I11.1.3.Les terpénes et stéroides
Elaborés a partir des mémes précurseurs, les terpénoides et des stéroides constituent sans doute
le plus vaste ensemble connu de métabolites secondaires des végétaux (Bruneton, 1999).
Les terpénes sont généralementdessubstances lipophiles issues d'une seuleentitéa cinq atomes

decarbone. Leurgrandedifférencetient au nombre d'unités debasequicomposentlachaineet aux
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diversesméthodes d'assemblage.Formation destructures cycliques,

additiondefonctionsdontl'oxygéne etinteractionavecdes sucres ou D'autres

moléculespeuventcompliquerleurstructure(Hopkins, 2003)

I11.1.4..Anthocyanes :

Les anthocyanes sont des pigments hydrosolubles présents dans la plupart des espéces (Kong et
al., 2003). Ces pigments sont des dérivés du cation 2-phénylbenzopyrylium plus communément
appelé cation flavylium .1Is sont accumulés dans les vacuoles cellulaires (Kerio et al., 2012), et ils
sont responsables des couleurs rouges, violettes et bleues dans les fruits, les Iégumes, les fleurs et
les graines, mais aussi jouent un r6le important dans la physiologie végétale comme attracteurs des
insectes (Shipp et al., 2010). Les anthocyanes sont stabilisés dans les plantes par des interactions

avec des acides aminés, des tanins, des 4-oxo-flavonoides (Vierling, 2008).
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Péonidine -R =OCH,, R =H
Pétunidine -R =0CH,, R =OH
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AN R, Delphinidine R =R =OH
B
/
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Figure 7 :Structure des principaux anthocyanes

I11.1.5. Tanins :

les tanins sont des substances végétales de la famille des polyphénols,le plus souvent
hydrosolubles ,de structure variées,de saveur astringente et de haut poids moléculaire(J.-J.
Macheix,et al (2005))

Ils sont divisés endeuxcatégoriesenfonction deleurstructure chimique :
111.1.5.1. Tanins hydrolysables :

Les tanins hydrolysables sont des sucres (principalementdu glucose) et Un
nombrevariabledemolécules d'acide phénolique  estconsidérécomme non  Flavonoides
(ellagitanins, gallotanins) (.DELLUC, L., (2004 .Comme leur nom I’indique, ces tanins subissent
facilement une hydrolyse acide et basique, ils s’hydrolysent sous 1’action enzymatique et de I’eau

chaude (CONRAD, J, et al(1998)).
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I11.1.5.2.Les tanins condensés :

Ils sont des oligoméres ou des polymeres de flavane-3-ols(éventuellement de flavane-3,4-diols)
dérivés de la (+) catéchine ou de ses nombreuxisomeres (J.-J. Macheix,et al (2005))
Les liaisons entre les flavonoides ne sont hydrolysables maispeuvent étre oxydées par les acides
forts libérant des anthocyanidines (Hopkins, W.G. (2003).
I11.1.6.alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques azotees relativementstables d'origine végétale.
(MAURO, N. M., (2006),etauncaractérebasiqueetprésente une distribution structurellement
restreinte Complexes hétérocycliques moléculaires. llsexistent a I'état deseletsont organiques
Synthétisé apartir d'acides aminés. (REYNIER, A.,(2007)).Les alcaloides
existentrarementdanslesplantesa I'état libre, laplupartdutempsils sont Associé a desacides
organiques oudes tanins (ROUX, D., CATIER, O., (2007).

GH3

N O
N
N CHs,
CHy o

Figure 8:Structure d'alcaloide

I11.2.Principales potentialités biologiques des composés phénoliques/
111.2.1.Activité antioxydante

Les antioxydants sont des composés chimiques présents dans l'organisme adaptés a la
modulation de I'oxydation des biomolécules (Syed B. (2015),Les antioxydants peuvent étre classés
selon leurs modes d’actions tels que : 'interruption de la chaine de propagation des réactions
radicalaires par chélation des métaux de transition, désactivation des especes oxygénées réactives,
inhibition de D’activité des enzymes de peroxydation et abaissement de la pression partielle de
I’oxygeéne (Fidelis, T.(2001), En outre, la classification des antioxydants est divisés selon leurs
origines en deux types d’antioxydants ; endogeénes comme les enzymatiques notamment : la
catalase, la glutathion peroxydase et le su peroxyde dismutase. Par contre les antioxydants exogenes
(nutritionnels) sont présentés par les vitamines (vitamine A, E, et C), les oligo-éléments (le
sélénium, le cuivre, le zinc) et les polyphénols ( Desmier. (2016))Particulierement, la nature de la
chaine substituée de cycle benzénique des polyphénols confere a la fonction phénol un caractére

plus acide que les groupements alcool : elle donne donc facilement un proton H+pour former I’ion
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phénoxy. Cette propriété chimique donne aux composés phénoliques leur caractére antioxydant. En

perdant un hydrogene au profit des lipides LOO®, ils les stabilisent sous forme d’hydroperoxydes
LOOH et inhibent les réactions de propagation de la chaine d’oxydation. (Fidelis, 2001).
LOO° +A-H =LOOH +A°

Ce sont des molécules qui aident le corps a lutter contre les radicaux libres en lesneutralisant,
afin qu’ils deviennent inoffensifs (Lévy-Dutel et Scotto, 2011), ils peuvent étreclassés en deux
groupes selon le niveau de leur action : les antioxydants primaires qui sontappelés également les
antioxydants vrais ou antioxydants radicalaires (Reynal et Multon,2009).
Ce sont Des enzymes antioxydantes présentent des systemes de défense tres efficaces.Cette ligne de
défense est constituée de super oxyde dismutase (SOD), de catalase et deperoxydase (glutathion et
ascorbate) (Favier, 2006).

Ces enzymes antioxydantes permettentl’¢limination des radicaux libres primaires, selon les
réactions suivantes:

De ce fait elles préviennent la formation de radicaux libres organiques a partir deslipides
membranaires notamment et contribuent donc a la protection des membranes de laPeroxydation
lipidique (Dacosta Y., 2003),.Et les antioxydants secondaires. Les antioxydants quisont appelés
aussi préventifs qui assurent I’inhibition de la production des radicaux libres. Cesont des molécules
exogenes ; des substances décomposant les hydro-peroxydes en alcools,des thiols (glutathion,
acides aminés soufrés) ou des disulfures, des protecteurs vis-a- vis desUV (Rolland, Y.
(2004),Contrairement aux enzymes antioxydantes, une molécule d’antioxydantpiége un seul radical
libre. Pour pouvoir fonctionner a nouveau, cette molécule d’antioxydantdoit donc étre régénérée par

d’autres systemes (Dacosta Y., 2003)

111.2.1.1.Le piégeage de radical DPPH

La DPPH est un radical libre stable qui possede une couleur violet profond et une forteabsorption
autour de 517 nm. Les composés antioxydants présents dans le milieu convertissent le radical
DPPH en un produit moléculaire DPPH. Plus stable en donnant un électron ou un atome
d'hydrogeéne. Le changement de couleur du radical DPPH du violet au jaune pale de la forme réduite
de DPPH permet la détermination spectrophotométrique de l'activité antioxydante. Les résultats
sont soit exprimés en 1C50 (la concentration de I'antioxydant provoquant un piégeage de 50 % de
DPPH) (Akar, 2017).
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111.2.1.2.Le stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini comme étant le déséquilibre entre la génération desespéces réactives
de I’oxygéne(ERO) et la capacité du corps a neutraliser et a réparer lesdommages oxydatifs (Boyd
et al., 2003).
111.2.1.3.Les radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique, atome ou molécule, contenant un électronnon apparié.
Extrémement instable, donc trés réactifs et, par conséquent, leur durée de vie estgénéralement tres
courte, de ’ordre de 4-10 secondes, ce composé peut réagir avec lesmolécules les plus stables pour
apparier son électron (André, 1998)
111.2.1.4.Conséquences de Stress oxydatif

Les phénomenes radicalaires de base sont utiles au bon fonctionnement de 1’organisme.
L’altération des composants cellulaires et des structures tissulaires intervient lorsque I’intensité de
ces phénomenes augmente anormalement et dépasse la quantitéd’antioxydants disponibles. La
conséquence de ce déséquilibre va entrainer une agressionappelée « stress oxydatif » (Rahman,
2003).

Tous les tissus et tous leurs composants peuvent étre touches : lipides, protéines,glucides et
ADN (Valko et al., 2006). Toutes ces altérations augmententle risque de plus de 30 processus de
différentes maladies (Aruoma, 1998).

Parmi lesquellesles maladies d’Alzheimer de Parkinson, de Creutzfeldt Jacob et de meningo-
céphalites, lesmaladies cardiovasculaires et déficience cardiaque(Georgetti et al., 2003) les
cedémes etvieillissement prématuré de la peauet le cancer (Ali et al., 2003).

I11.2.2.Activité antimicrobienne

L’essor de chimie a permis I’apparition de nouvelles substances antimicrobiennes. Ces derni¢res
sont définies comme étant des substances utilisées pour détruire les microorganismes ou empécher
leurs croissances, y compris les antibiotiques et autres agents antibactériennes et antifongiques. Ces
substances synthétiques ont été employées couramment. (Rozman et Jersek, 2009).

Néanmoins, le mécanisme d’action des HES sur les cellules bactériennes et fongiquesreste
difficile a cerner, compte tenu de la composition complexe des huiles volatiles (Burt,2004). La
variabilité des constituants des huiles suggere qu’elles agissent sur plusieurs sitesd’action dans les
micro-organismes, étant donné que chaque composé posséde son propremode d’action
(Guinoiseau, 2010).

En effet, les huiles essentielles sont connues pour posséder une activité antimicrobienne et
certaines sont classées comme des substances slres et pourraient donc étreemployées pour

empécher la croissance des microorganismes pathogenes et contaminants antibactériennes et
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antifongiques. Ces substances synthétiques ont été employées couramment. (Rozman et Jersek,
2009).

111.2.2.1. Activité antibactérienne

Les molécules aromatiques possédant I’activité¢ antibactérienne la plus importante sont les
Phenols, les terpénes ou terpénoides ont aussi des effets contre les bactéries et différentsautres
germes cousant des probléemes dans le domaine médicale et agroalimentaire. Cependant le
mécanisme de I’action de ces terpénes n’est pas entiérement compris et qu’il peut étre s’agit
de la rupture de la membrane par les composés lipophiles (Cowan, 1999).
111.2.2.2. Activité antifongique

De plus en plus, les essences sont utilisées dans I’industrie agro-alimentaire comme aromes
également comme conservateurs alimentaires. Les huiles essentielles agissent sur un large spectre
de moisissure et de levure en inhibant la croissance des levures et la germinationdes spores,
I’¢longation du mycélium, la sporulation et la production de toxines chez lesmoisissures
(Ouibrahim, 2014)

Comme pour I’activité antibactérienne, le pouvoir antifongique est attribué a laprésence de

certaines fonctions chimiques dans la composition des HES, Plusieurs travaux ontrévelé que le
pouvoir inhibiteur était essentiellement di a la réactivité de la fonction aldéhydeavec le groupement
thiol des acides aminés impliqués dans la division cellulaire (Kurita etal., 1979).
D’autres auteurs ont démontré que la formation d’un complexe entre le donneurd’électrons et
I’aldéhyde induit un changement de I’état ionique de la membrane traduisantpar un déséquilibre
d’échange avec le milieu extérieur. Ce déséquilibre entraine la mortcellulaire (Baser et Buchbauer,
2010).

111.2.3 Activité antivirale :

La plupart des virus sont sensibles aux HE a phénol. Etant lipophiles, les HE peuvent
pénétrerdans 1’enveloppe des virus et sont donc plus actives sur les virus enveloppes comme le
HSV 1let 2 (herpés) (Velé H.(2015))

Plus d’une dizaine d’HE possédent des propriétés antivirales, on peut citer ’'HE de Ravintsara,

I’huile essentielle de Bois de Ho, ou I’huile essentielle de Cannelle de Ceylan (Mayer F.(2012))
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111.2.4.Activité antiparasitaire :

Les molécules aromatiques possédant des phénols et alcools terpéniques ont une action
puissante contre les parasites(Mayer F.(2012))
Les cétones ont également une activité antiparasitaire mais leur utilisation est plus limitée en raison
de leurs neurotoxicité (Velé H.(2015))
Certains oxydes, comme I’ascaridole, sont également trésspécifiques de la lutte antiparasitaire, et

constituent de bons anthelminthiques (Franchrome P ,2001)
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Chapitre 1V Matériel et méthodes

IV.Matériels etméthodes :
IV.1.0Dbjectif de travail :
Avant d’entamer la partie matérielle et méthodes, il nous semble nécessaire de définir les

objectifs de notre travail afin de justifier le choix des différentes techniques de manipulation

Notre étude a comme objectif de vise les principaux axes suivants :

v' Faire un screening phytochimique afin de déterminer les différentes familles des
composés chimique qui existent dans notre plante .

v’ Extraire I’huile essentielle et quelques extraits afin de les mettre en évidence par des
tests biologique.

v Evaluer le pouvoir antioxydant par la methodes de piegeage des radicaux libre
(DPPH) et I’antioxydant totale et Evaluer I’activité antidiabétique (test d’inhibition
d’amylase )

v Evaluer Dlactivité antibactérienne par le biais de 4 souches bactériennes et ’activité

antifongique 2 souches champignons et 1 levure.

IV.2..Matériel vegétal :

Pour les trois échantillons, les parties aériennes d’Artemisia absinthium L, Mentha plagium
L, et Maribium Vulgare L ont été récoltées del’Ouest de 1’Algérie a Saida SIDI MAAMAR
exactement (34.8382° N, 0.1481° E) , pendant la période de floraison (mai 2022).les plantes
ont été identifiées par Mr Terras (laboratoire de recherche des ressources hydriques et

environnements).

Le matériel végétal a été étalé sur le sol et laissé secher a température ambiante pendant
(14-21 jours)a I’abri de la lumiére directe du soleil,. une fois sécher, une partie servira a
I’extraction des huiles essentielles et ’autre broyée en une poudre fin, pour étre soumise a des

tests phytochimiques et également différentes extraction.

31



Chapitre 1V Matériel et méthodes

Photos 03 : les plantes étudiées (a) ;Marrubium vulgare L, (b) ; Mentha pulegium L et

(c ;)Artemisia abinthium .

IVV.3.Les procédures d’extraction :

1VV.3.1.Extraction des huiles essentielles :
Les huiles essentielles sont extraites par hydrodistillation selon la méthode décrite par

(Farhat,2010) des quantitésde(70g) de chaque matiere végétale séchée sont mises dans 600
ml d’eau distillée puis chauffées pendant 3 heures. Les vapeurs refroidies sont ensuite
récupérées. Les huiles obtenues sont séchées a l'aide de sulfate de sodium anhydre

(Na2SO4)et conservées dans des flacons de verre hermétique a +4C° pour étreensuite

analyseées.
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Photo 04:Montage d’hydrodistillation pour I’extraction des huiles essentielles.

Photo 05 : les huiles essentielles d’Artemisia absinthium L et Mentha pulegium L

(respctivement)

Le rendement en huile essentiel obtenue est détermine comme suit :

Huile%(v/p)=poids d’huile extraite en(g)/poids de I’échantillon traité en(g) x100
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V.3.2. préparation des extraits :

Photo 06 : décoction de matiere végétale.
1VV.3.2.1.Infusion en milieu aqueux :
v' Verser 100 ml d’eau distillée bouillante sur 5g du matériel végétal.
v’ Agiter et laisser le mélange refroidir.
v' Filtrer le mélange et récupérer le filtrat.
1VV.3.2.2.Décoction en milieu aqueux :
Dans un ballon surmonté d’un réfrigérant et a ’aide d’une plaque chauffante sousagitateur.
v' Mélanger 5g du matériel végétal avec 100ml d’eau distillée.
v’ Chauffer a une température d’ébullition stable, pendant 1 heure.
v' Filtrer le mélange et récupérer le filtrat.
1VV.3.2.3.Décoction alcoolique :
v Mélanger 5g de matériel végétal avec 100ml d’éthanol.
v" Chauffer a une température d’ébullition stable, pendant 1 heure.
v' Filtrer le mélange et récupérer le filtrat.
1V.3.2.4.Macération en milieu aqueux :
v Dans un Erlenmeyer, mettre 5g du matériel végétal avec 100ml d’eau distillée, sous
agitation, a une température ambiante, pendant 24h.

v' Filtrer le mélange et récupérer le filtrat.
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Photos 07 : macération de I’extrait aqueux .

1VV.3.2.5.Macération alcoolique :
v' Dans un Erlenmeyer, mettre 5g du matériel végétal avec 100ml d’éthanol,
sousagitation, a une température ambiante, pendant 24h.

v' Filtrer le mélange et récupérer le filtrat.

Photos 08 : macération de I’extrait éthanolique .
IV.4.screening phytochimique:

Dans le cadre de la recherche de nouvelles biomolécules d'origine végétale,Leur
composition chimique est mieux déterminée par criblagePhytochimiques, nous avons
caractérise différents groupes chimiques (tanins, flavonoides,Anthocyanes, coumarines,
composes réducteurs, stérols et stéroides d'amidon, alcaloides etsaponines) pour comprendre
la composition chimique du matériel végétal. lls sont basées sur des essaies de solubilité, sur
des réactions de coloration et de précipitation ainsi que sur des examens en lumiére ultra

violette.
1V.4.1.les flavonoides :

On prend 5ml de I’extrait éthanolique et on ajoute , 1ml d’HCI concentré et 1g de tournure

de magnésium. La présence des flavonoides est confirmée par I’apparition d’une couleur
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rouge ou rose : (+) présence des flavonoides ,(- ) absence des flavonoides .(karumi et al,2004
)
IV.4.2.les tanins :

Un volume de 1 ml de I’extrait éthanolique , est additionné a 2a3 gouttes de la solution de
FeCI3 a 1% . Aprés quelques minutes d’incubation, la coloration verdatre qui indique la
présence des tanins catéchiques ou bleu-noiratre qui révele I’existence des tanins galliques .(
karumi et al , 2004)

IV.4.3.les coumarines :

Une quantité de 1g de poudre végétale est solubilisée dans quelques gouttes d’eauchaude.
la solution obtenue est recouverts avec du papier imbibé de NaOH dilué et sont portés a
¢bullition. L’examen est réalisé sous la lumiere ultraviolette et I’apparition d’une fluorescence
intense révele la présence des coumarines. (Benmehdi ,2000)

IV.4.4.Les composés réeducteurs :

On ajoute 20 gouttes de liqueur de Fehling a 1 ml de I’extrait éthanolique avec I’eau
distillée puis chauffer. Un test positif est indiqué par I’apparition d’un rouge brique (Trease et
Evans, 1987).

IV.4.5.les saponosides :

2 ml de I’infusion aqueux avec 2 ml d’eau distillée sont bien mélangés pendant 2 min . La
formation d’une mousse persistante apreés 15 min confirme la présence des saponosides
.(karumi et al ,2004 )

IV.4.6. amidon :
Traiter 5 ml d’extrait aqueux avec 10 ml de NaOH et le réactifd’amidon.L’apparitiond’une

colorationbleueviolacée indique la présenced’amidon. ( Benmehdi ,2000)

IVV.4.7.test d’ Anthocyanes :

2 ml d’infusion aqueux sont ajoutés a 2 ml d’acide chlorhydrique HCI 2N, I’apparition
d’une coloration rose rouge qui vire au bleu violacé par addition d’ammoniac indique la
présence d’anthocyane.

( Benzeggouta , 2015)
IV.4.8.les alcaloides :

Nous avons procédé a une macération de 24 heures de 2 grammes de poudre
végétalemélangés a 50 ml de H2S0O4 dilu¢ au demi et a de I’eaudistillée . nous avons filtrés le
mélange et rincé a I’eau de maniére a obtenir 50 ml de filtrat . ensuite nous avons pris deux

tubes a essaie dans lesquels nous avons introduit 1 ml du macéra . nous avons ajouté dans le
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tube 1, 5 gouttes de réactif de Mayer et dans le tube 2 , 5 gouttes de réactif de Wagner .La
présence d’une turbidité ou d’un précipité , aprés 15 min indique la présence d’alcaloides .(
parisetal ., 1969)
IV.4.9.stérols et triterpénes :

Deux essais ont été effectué :
> [Essaie 1 :test pour les stérols et stéroides :
Un volume de 10 ml de I’extrait éthanolique est placé dans un erlenmeyer .aprésévaporation a
sec, le résidu est solubilisé avec 10 ml de chloroforme anhydre .ensuite, un mélange 5 ml de
la solution chloroformique avec 5 ml d’anhydreacétique en y ajoutant quelques gouttes
d’acide sulfurique concentré, on agite et on laisse la solution se reposer .
Un test positif est révele par ’apparition d’une coloration violacée fugace virant au vert (
maximum d’intensité en 30 min a 21°C .
> Essaie 2 : test pour les hétérosides stérodiques et triterpeniques :
I1 consiste a évaporer a sec 1’extrait éthanolique correspondant a 10 ml . ensuite, on dissout
le résidu obtenu dans un mélanged’anhydreacétique/chloroforme (5/5 : V/V') ; puis on filtre et
on traite le filtrat par quelques gouttes d’acide sulfurique concentré ( réaction de Liebermann-
Burchardt ) . si cette réaction donne des coloration verte-bleue et verte-violette , elle indique
alors la présence respective des hétérosides stérodiques et triterpéniques.(Trease et Evans
,1987)

IV.5.Evaluation de ’activité anti oxydante :

pour évaluer lactivité antioxydante in vitro d'extraits naturels, différents
méthodesontétedéveloppées.Nousavonsutilisés deuxtestschimiques,ils’agitdecapacité
Antioxydant total (CAT),le piégeagederadicaux libres 1,1-diphényl-2- Picrylhydrazine
(DPPH)).

IV.5.1.Activité de capacité Antioxydant total (CAT) :

La capacité antioxydante totale (CAT) des extraits est évaluée par la méthode de
phosphomolybdene(Prieto, P, et al., (1999 Cette technique est basée sur la réduction de
molybdéne Mo(6) présent sous la forme d’ions molybdate MoO4 2- au molybdene Mo(5)
MoO2 + en présence de I’extrait pour former un complexe vert de phosphate/Mo(5) a pH

acide.
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Mise en ceuvre pratique :
On prépare des dilution a différentes concentrations a partir d’une concentration de solution a
(0.005g dans 10 ml éthanol pour I’extrait éthanolique ,I’huiles. 10ml d’eau distillée pour

I’extrait aqueux) .

Une prise de 0.1 ml d’extrait ou huile convenablement dilué est combinée dans un tube avec
Iml de solution composée d’acide sulfurique (0.6 N), de phosphate de sodium (Na3PO4, 28
mM) et de molybdate d’ammonium ((NH4)6 M07024. 4H20, 4 mM).
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Photos 09 :les dosages de I’activités antioxydant totale .

Les tubes sont incubés a 95°C pendant 90 min. Aprés un repos de 6 minutes a température
ambiante, L’absorbance a ¢té mesurée a 695 nm. La capacité antioxydante totale est exprimée
en milligramme équivalent d’acide galique par gramme de matiere seche (mg EAG/g MS)
(zeragui ;2021)

IVV.5.2.Activité de piégeage des radicaux libres DPPH :

le DPPH (2 ,2diphényl-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 ’analyse. L’absorbance est mesurée a 515 nm. (Bozin, B
et al.(2008)).
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1 1-Daphdnyl 2 -pacry thydeasyl (DIFDHY) (DPPHY H
violet jaune

Figure 10: Réaction d’un donneur d’hydrogéne (antioxydant) avec le radical DPPH®°
(Ancerewic et al., 1998).

» Mise en ceuvre pratique :

Le protocole suivi et décrite par(Que F, Mao L, Pan X. (2006). on prépare des dilution a
différentes concentrations a partir d’une concentration de solution a (0.005g dans 10 ml

¢thanol pour I’extrait éthanolique ,I’huiles. 10ml d’eau distillée pour I’extrait aqueux) .

Dans des tubes on dépose 50 ul des huiles et extraits a différentes concentration puis on
ajoute 1950 pl de la solution méthanolique de DPPH 6,34.10-5 M (0.0025g dans 100ml

méthanol), Tous les dosages ont été réalisés 3 fois.

Photos 10 :réduction radical DPPH ( de couleur violette) au ( couleur jaune)
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Le mélange a été incubé a température ambiante pendent 30minutes a l’obscurité, et

I’absorbance a été mesurée a 515 nm contre un témoin négatif (I’eau ou le méthanol) .

L'activité anti-radicalaire est Exprimée enpourcentagederéductiondu DPPH® a l'aide de

laformule suivante :
1%=((A0-AT)/A0)*100

A0 : Absorbance du contréle.

AT : Absorbance du test effectué.

IC50 (concentration inhibitrice50%), égalementconnuesous lenom  d'EC50
(concentrationefficace 50), est Concentration de [I'échantillon d'essai requise
pourréduirelesradicauxlibres DPPH de 50 %. ce IC50
estcalculégraphiquementenrepréesentantlepourcentage d'inhibition Concentrations desextraits
testes.  Acide  ascorbique, acide galligue, acide tannique et BHA

ontétéutilisescommecontroles positifs (zeragui ;2021).

Calcul de P’activité anti radicalaire :
Nous pouvons déduire 1’activité anti-radicalaire de nos extraits en calculant I’inverse des

valeurs des 1C50 trouvées (Maisuthisakul et al., 2007).

AAR=1/IC50

IV.6.Activité antidiabétique :
Préparation de la solution de ’alpha-amylase :

L’enzyme utilisé est I’aamylase sous forme lyophilisée .I’aamylase a été solubilisée dans la
solution tampon phosphate (0.02M, ph=6.9 ; Na cl 0.006M) dont la concentration est de 0.5

mg/ml.
-Préparation de la solution du substrat :

le substrat utilisé est I’amidon soluble de pomme de terre .la concentration de 1’amidon

préparé dans la solution tampon phosphate (0.02 M, ph=6.9 ; Na cl 0.006 M) est de 1% .
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> Mise en ceuvre pratique

Test de P’inhibition de I’activité 1’alpha-amylase, Le protocole suivi et décrite par
(D’apostolidis et al.2007). On prépare des dilution a différentes concentrations a partir d’une
concentration de solution a (0.005g dans 10 ml éthanol pour I’extrait éthanolique ,I’huiles.
10ml d’eau distillée pour I’extrait aqueux) .puis on dépose dans des tubes 500 pl la solution

tampon phosphate (0.02M, ph=6.9 ; Na cl ,0.006M)et 100 ul la solution 1’alpha-amylas.
Apres I’incubation a 25 ¢® pendant 10 min .500 pl de la solution d’amidon a 1 % a été
Ajouté a chaque tube, et le mélange réactionnel a été ensuit incubé a 25 c° pendant 10 min.

La rection a été stoppée avec 1 ml de I’Hcl les tubes a tester ont été incubés au bain marie
a 95 c¢° pendant 5min puis refroidis a température ambiante. Le mélange a été dilué avec 10

ml de I’eau distillée, ’absorbance a été mesurée a 540 nm

Photos 11 : dosage de I’activité antidiabétique.

L’acrbose a été utilisé comme contrle positif pour tous les tests de cette étude avec

différentes concentration (3.125-50 mg /ml).

L’inhibition de I'aamylase est exprimée par un pourcentage d’inhibition et calculé par

I’équation suivant :

1%=((Abs contrbdle —Abs échantillon)/Abs contrdle) x100
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IVV.7.Evaluation activité antimicrobienne :

C’est une méthode de mesure in-vitro du pouvoir antibactérien et antifongique des
composées. Cette technique compte deux méthodes, la méthode de diffusion et la
méthodedes puits,C'est la technique de base utilisée pourétudier la capacité d'une substance
a exercer un effet antimicrobien (P.QUEZEL et S ,2018).

Pour la mise en évidence de l'activité antibactérienne, quatre souches bactériennes et trois

souches fongiques.
IV.7.1.Matériel biologique :

Tableau 1 : les souches utilisées.

Souches pathogeénes Références
Gram positif Staphylococcus ATCC 25923
aureus
Listeria ATCC 19115
monocytogenes
Gram négatif Pseudomonas ATCC27853
Aeruginosa
Escherichia coli ATCC 25922
Les champignons | Aspergillus niger
Penicillium notatum
Levure Candida albicans ATCC 10231

42



Chapitre 1V Matériel et méthodes

1VV.7.2.Repiquage des souches :

Photos 12 : le repiquage de souches bactériennes.
a.Bactérie :

Les 4 souches bactériennes conservées sont ensemencées dans des hoites de Pétri contenant

de gélose nutritive(GN) et incubées a 37°C pendant 24h, afin de stimuler leur croissance.
b. Champignons:

Les champignons sont ensemencés dans des boites pétri contenant de PDA pendant 4 a 5

jours afin de stimuler leur croissance.

Les levures sont ensemencées par la méthode des stries sur milieu Sabouraud en boites

de Pétri. Ces derniéres sont incubées a 25°C pendant 48h.
c. conservation des souches :

Les souches sont conservées a 6°C dans des Boites de pétrie stériles contenant milieu de

culture gélose nutritive (GN ) .
1V.7.3.choix des milieux de culture :

Suivant les méthodes utilisées dans 1’essai et selon les souches, nous avons utilisée comme

milieu de culture

Mueller Hinton ( MH )c’est le milieude culture utilisé pour étudierl’activité
antibactérienne parce que c’est le milieu le plus employé pour les tests de sensibilité aux
agents antibactérienne (Gachkaret al..2006) .ce milieu peu et est préparé selon la
méthodesuivante : on pesé une quantité de poudre déshydraté du MH équivalente 38g et on
ajoute 1000 ml d’eau distillé. le mélange de poudre I’eau distillé est chauffé sur une plaque
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chauffante avec agitation a 1’aide d’un barreau magnétique pendant 20 min afin d’assurer une

bonne dissolution des cristaux

Le milieu MH est ensuite reparti dans des flacons stériles avant d’étre autoclave pendant 15

mina 121° C avec une pression de 1 bar .
IVV.7.4.Préparation de I’inoculum :

Chaque souche est ensemencée au préalable sur un gélose nutritive, pour obtenir une culture
de 18 a 24 h. Ensuite, 4 a 5 colonies bactériennes bien isolées a I’aide d’une anse de platine
stérile sont mis en suspensiondans un bouillon nutritif (ou en eau physiologique a 0,9 %
NaCl). Puis cette suspension estajustée au standard Mc Farland 0,5 a 1’aide d’un
spectrophotometre, correspondant a unedensité optique DO entre 0,08 a 0,1 lue a 625 nm, ce

qui correspond a une suspensioncontenant environ 108 UFC/ ml (CA-SFM, 2010).
IV.7.5. Préparation des disques :

Les disques sont préparés a partir du papier filtre de 6 mm de diamétres, stériles ( la

stérilisation a 120°C pendant 20 min par autoclavage ).

1VV.7.6. Ensemencement :

Photos 13 : ensemencements et préparation des disques.

Cette opération doit se faire dans les 24 heures qui suivent la préparation de I’inoculum. Le

protocole suivi est celui décrit par Mazari et al (2010)

On prend des boites de pétri stériles préalablement coulées, ensemencer la gélose Mueller

Hinton avec la suspension sur la surface par la méthoded’écouvillonnage, laisser sécher.
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Imprégner les disques dans 10 pl de chaque dilutiona différentesconcentrationspour
I’huiles essentielles (1/2,1/4,1/6,1/8) et extraits (0.5, 0.25, 0.15, 0.075 et 0.037 mg/ml) pour
les bactéries et pour leschampignons ( 0.25, 0.15, 0.075 mg/ml) Des essais témoins sont
effectués avec le DMSO), Un disque préparé dans le méme Etat avec seulement le volume

correspondant de DMSO a été utilisé comme contr6le négatif.

L’activité¢ a été déterminée en mesurant le diameétre de la zone inhibitrice en mm apres
incubation a 37° C pendant 18 a 24h pour les bactéries, a 30° C pendant 48h pour levures( et 5
jours pour les champignons) (Beddou et al,.2014)ont été utilisés quelque antibiotiques

comme destémoins positifs contre toutes les souches bactriennes .
IV.7.7.Lecture :

a la sortie de 1’étuve, ’absence de la croissance microbienne se traduit par un halo
translucide autour des puits, identique a la gélose stérile,dont le diamétre est mesuré a ’aide
d’un pied a coulisse une regle en mm (y compris le diametre du puits de 6mm) . les résultats
sont exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition et peut étre symbolisé par des signes

d’aprés la sensibilité des souche vis-a-vis de I’huile essentielles (Ponce et al .,2003).

IV.8.Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI ) et de Ia

concentration minimale bactéricide (CMB) :

Pour chaque extrait et fraction organique, on prépare par la methode de double dilution, une

gamme de concentration stérile avec DMSO (5% )

On preépare également pour chaque souche bactérienne, un inoculum dont la turbidité est
ajustée a 0.5 Mc Farland( sont 10 UFC/ml ) et ramené a 10 6 UFC dans bouillon nutritif .
Ensuite on utilisé une microplaque a 96 puits on ajoute dans les puits 50 pl de chaque
concentration et 150 pld’inoculumbactérien . la gamme de concentration de chaque extrait
subit comme suit :1;0.5; 0.25; 0.12 mg/ml , et pour I’huile : 1/2 ;1/4 ; 1/8 ; 1/16 on prépare
également dans un puit témoin de croissance contenant 50 ul DMSO et 150 ul d’inoculum ,
sont incubés a 37° C pendant 24 heures . aprésl’incubation , on examine la croissance
bactérienne , dans chaque puits , qui se traduit par une turbidité . la CMI d’un extrait vis-a-
visd’une souche donnée sera la plus petite des concentrations ne montrant aucune croissance

visible de germe .
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Photo 14 : Détermination de CMI par la méthode de micro-dilution.

Pour déterminé la CMB, On effectué des repiquages en strie, sur une gélose des puits sans
croissance visible. Ces repiquages sont ensuite incubéa 37°C et 24 heures aprés. On surveille

la croissance bactérienne.

Photo15 : détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)
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Chapitre V : Résultats et discussion
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Chapitre V

Résultats et discussion

V. screening phytochimiqueet activité biologique in vitro des huiles essentielles et des extraits

de Mentha pelgium et Arthemisia absinthium et Marrubium vulgar:

V.1.screening phytochimiques des plantes étudiées :

Un teste phytochimique permet I’identification des différentes familles des métabolites secondaires
existants dans les parties aériennes de nos trios plantes Mentha pelgium | et Arthemisia absinthium
I et Marrubium vulgar. | sont réalisés sur différents extraits préparés par des solvants de polarités
différentes.la détection de ces composés chimiques est base sur la réactions de couleur,
deprécipitation et de turbidité, les résultats relatifs au screening phytochimique sont regroupés dans

le tableau (02)

Tableau 2 : résultats des tests phytochimiques des extraits des plantes étudiées.

Les tests Les plantes
Mentha pulegium Arthemisia Marrubium vulgar
absinthium
Tannins + + +
Flavonoides ++ ++ +
Anthocyanes + + ~
Alcaloides
Mayer + + _
Wagner + + B
Saponosides _ B +
Stérols et triterpenes | ++ ++ ++
Amidon + ~ +
Coumarine _ + _
Composants _ B ~
réducteurs

(+) = présence en faible quantité ;(++)=présence en quantité moyenne ;(-)= absence.
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D’aprés les résultats obtenus du test phytochimique des différentes préparation des plantes
étudiées,Mentha pelgium L, Arthemisia absinthium L etMarrubium vulgar L caractérise par la
présence de plusieurs métabolites secondaires au niveau de tissus végétaux de nos plantes, a savoir
les flavonoides , les tanins, les Stérols et triterpéniques avec des intensités variables dans les trois

plantes.

Pour le Mentha pelgiuml L il y a une absence des saponosides, des coumarines et des
composants réducteurs .et la présence des autres groupes testés ( les flavonoides ,les tanins , et les

Anthocyanes) Ces données sont comparables a celles obtenues par(Naidu, J.R,et al.,2012)

Le screening phytochimique de I’Arthemisia absinthium L a révélé sa richesse en
flavonoides,Coumarine,Stérols, triterpénes et Anthocyanes et 1’absence des autres groupes testés
(Amidon , Composants réducteurs , et Saponosides ). Ces résultats sont en d’accord avec ceux

rapporter par(Sabeg et Ghouar,2018).

Le teste phytochimique de Marrubium vulgar L sont en accord avec ceux rapporter dans la
littérature par les travaux de (Djahra., 2014) qui confirme la présence des cing composés du
métabolisme secondaires : Amidon, tanins,flavonoides,Saponosides, Stérols et triterpenes,. et a
montré egalement I’absence de quatre principes actifs dont I’importance en phytothérapie est non
négligeable tels que, les alcaloides, lescoumarine,lescomposants réducteurs et les Anthocyanes et ils

sont cohérents également aux résultats trouvés par (Bouzourene et al., 2016).
V.2.Rendements des huiles essentielles et des extrais :

L’extraction des principes actifs, a partir de la matiére végétale, suscitent actuellement beaucoup
d’intérét en raison de leurs pouvoirs biologiques. Les rendements massiques de nos extraits sont

représentés dans la figure (11)
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Figure 11:Rendements des huiles essentielles et extraies des trois plantes étudiées.

L hydrodistilation des parties aériennes d’Artemisia absinthium L et Mentha pulegium L a
donneé respectivement une huile fluide bleu caractérisée par une forte odeur spécifique, avec un
rendement de 0.7 % pour la premiére et une huile visqueux jaunatre caracterisée par une forte odeur
menthe avec un rendement faible de 0.4 % pour le deuxieme.(Figurell).Des rendements de 0.5% et
0.9%sont obtenus a partir d’ Artemisia absinthium L. de ['ouest d’Algérie respectivement
(((CHALGOU & ZERARI ,2021 ; ABID & AOUNALLAH ,2020).le rendement d’Artemisia
absinthium L .trouvé dans notre étude est plus élevé que ceux rapportés dans les études des
différents région en Algérie ; il est de : 0,163% dans la région de Djelfa (Chaoui & Chagroune,
2019) ; 0,5% a Cherchell wilaya de Tipaza (BOUCHENAK et al.,2018)

Le rendement en huile essentielle de Mentha pulegium L est de 0.4% , ce résultat est nettement
inférieur a celui reporté par Bouhaddouda (2016), qu’il est obtenu des résultats de 2,69% .L’espéce
Mentha pulegium L de notre région a aussi montré un rendement plus faible a celui des études
ultérieures menées dans différentes régions dans le monde. Ainsi, la menthepouliot collectée en Iran
avec un rendement de 0.65% (Kamkar et al., 2010), en Portugal avec 0.7% (Mata et al., 2007) et
en Turquie, ou le rendement obtenu varie de 0.3 & 1.2%(Baser et al.,2012). Néanmoins, le
rendement obtenu est inférieur a celui de ’espéce collectée au Maroc avec 2.7% (Ait-Ouazzou et
al., 2012).En revanche, le rendement en huile essentielle obtenu avec Mentha pulegiumL est
inférieura celui obtenu par Lahrech en 2010 dans la région d’Oran qui est de 0.33%. Ce qui

confirmeque la région d’origine influe fortement la sécrétion de 1’huile d’une plante aromatique.
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Donc les variations des rendements entre les armoise peuvent étre expliquée par la nature de
I'espece et attribuées selon les compositions chimique de Il'huile essentielle qui sont variable
qualitativement et quantitativement non seulement a 1’origine géographique de la plante, mais
également aux nombreux facteurs comme : le stade de croissance de la plante(Bourkhiss et
al.,2009)

Le rendement d’extraitest calculé par rapport au poids de la matiere seche duMarrubium vulgare
L ,15.20% pour I’extrait aqueux , et 28% pour I’extrait éthanolique . Lerendement obtenu avec
I’éthanol comme solvant d’extraction est supérieur a celui obtenupar extraction a 1’eau distillée. On
peut dire que ’espece de Marrube contient plus de métabolites solubles dans I’éthanol que dans
I’eau distillée.Une étude faite sur les feuilles de Marrubium vulgare récoltées du mont de Tessala
(Oran), adonné un rendement de 32.5% (Bouterfas et al., 2014), ce résultat est largement supérieur

aurendement qu’on a obtenue. Bouterfas et al,2014 )

En dehors de I’Algérie, une étude est faite sur le Marrubium blanc en Tunisie, récoltée de six
régions différentes, a montré un rendement moyen de 8.9% d’extrait éthanolique (Boulilaet al.,

2015), un résultat qui reste largement plus faible comparé au nétre .
V1.Les activités biologiques :

VI.1.Activité antioxydante :

La mise en évidence du pouvoir antioxydant des huiles essentielles et des extraits des plantes a été

réalisée par deux techniques : capacité antioxydante totale, le piégeage du radical libre DPPH .
V1.1.1.Capacité antioxydante totale( CAT) :

Les huiles essenticlles d’Artemisia absintiumL  etMentha pulegium Let les extraits de
Marrubiumvulgareont été testés pour leur capacité antioxydante totale (CAT). Les résultats sont
exprimés en mg équivalent acide gallique par gramme de matiére seche (mg EAG/gMS)et sont
présentés dans le tableau03, les données ont été obtenues a partir d’une courbe d’étalonnage établie

a I’aide de I’acide gallique comme référence (figure(12))
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Figure 12 Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour la détermination de la capacité

antioxydante totale .

Tableau3 : les valeurs de la capacité antioxydant totale CAT .

Type d’extrait Les valeurs en mg EAG/Gms
HE Artemisia absinthium 0.13

HE Mentha pulegium 0.15

Extrait éthanolique mv 0.2

Extrait agueux mv 0.3

La courbe d’étalonnage de 1’acide gallique réalisée pour détermination de la capacité antioxydante
total est figurée dans (figure 12).les résultats de cette activité indiquent que Extrait aqueux de
Marrbum vulgarL présente une forte capacité antioxydante (0.3 mgEAG/g MS) par rapport aux

autres huiles essentielles et extraits.
V1.1.2.Test de piégeage du DPPH :

L activité antioxydant des huiles essentielles d’Artemisia absintium L et Mentha pulegium L et
des extraits de Marrbum vulgar L a été évaluée par la méthode de piégeage du radical libre DPPH,
les résultats sont donnés en valeur 1C50 représente essentiellement la concentration requise pour

qu’un antioxydant atteigne 50% du piégeage des radicaux DPPH (figurel3)
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Figurel3:Valeur des IC50 du test de piégeage des radicaux libres DPPH des extraits des plantes
étudiées.

Les résultats obtenus lors du test de mesure de la réduction du radical DPPH et de l'activité anti-
radicalaire. ils démontrent que I'huile essentielle d’Artemisia absinthium L a exercé une excellente
activité inhibitrice du radical DPPH avec un IC50 = 1.08 mg/ml, suivi par celles d’huile essentielle
de Mentha pulegium L avec un IC50=1.67mg/ml et par suite une valeur modéré de ’extrait aqueux
et I’extrait éthanolique de Marrubium vulgar L avec un (1C50= 2.59mg/ml) et (IC50 =2.89mg/ml).

Ce qui est également considére comme une valeur modéré.

Il est important de noter que I'IC50 est inversement lié & la capacité antioxydant d'un compose.
Cette valeur exprime la quantité d'antioxydant nécessaire pour réduire la concentration du radical
libre de 50 %. Ainsi, plus la valeur de I''C50 est basse, plus l'activité antioxydant d'un composé est
élevée. Dans ce cas, L’huile essentielle de d’Artemisia absinthiumL & montré une activité
antioxydant élevée avec un (IC50 =1.08 mg/ml) par rapport le standard acide ascorbique qui
possede(IC50=3.03 mg/ml )qui montre que I’essence de cette plante est dotée d’une importante
efficacité réductrice du radical DPPH .ces résultats sont en accord avec ceux obtenusdans I’études
menées par (Shiboob (2018)), Néanmoins nos résultats sont inférieurs a ceux obtenus par (Nasr et
al.2020)

D’aprés les résultats obtenus , L’huile essentielle de Mentha pulegium L montré une activité

antioxydante élevée par rapport au standard acide ascorbique, de nombreuses études sont révélé que
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L huile essentielle de Mentha pulegium L était capable d’agir comme piégeur de radicaux libres
en réduisant le DPPH de la couleur jaune en donnant un atome d’hydrogéne (Abdeli et al .,2016)
pour le Mentha pouliot L Iranienne est beaucoup plus faibles que celles trouvées par (Salem et
al.,2018)

Ces résultats montrent que Marrubium vulgare L présente des valeurs IC50 moyennes pour les
extraits d’éthanolique et aqueux (2.89 et 2.59 mg/ml ,respectivement) par rapport I’acide ascorbique
IC50=3.03 mg/ml indiquant une grande capacité de I’extrait correspondant a donner de ’hydrogene
et piéger le radical DPPH libre ,ce qui pourrait étre du a sa composition phénolique(Nawel et
al.,2017), les résultats de notre travail sont plus élevés que ceux rapportés par Boudjelal, (2012) qui
évaluent I’aptitude a piéger les radicaux libres DPPH de I’extrait aqueux de a 1C50=0.49 mg/ml et
de I’extrait éthanolique IC50= 0.18 mg/ml deMarrubium Vulgare L.

Selon (Afssap, 2008) le pouvoir antioxydant des huiles et des extrais est sur tout lié aux phénols et

polyphénols présents dans sa composition.
V1.2 Activité antidiabétique (Test de I’inhibition del’alphaamylase) :

L’inhibition de I’alpha amylase par I’huiles essenticlles des différentes plantes étudiées est
exprimeée en mg equivalent Acarbose par gramme d’huile essentielle ou d’extrait (mg EA.g-1 HE),
a partir d’une courbe d’étalonnage établie en utilisant 1’acrabose comme référence

(y=6.1338x+44.258 ,R2=0.4985)
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Figure 13 :la courbe d’étalonnage d’acarbose
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Figure 14 : les valeurs IC50 de test d’inhibition de I’enzyme de 1’alpha amylase des huiles et des

extraits.

Les enzymes jouent un role crucial dans le déroulement des phénomeénes biologiques endogenes,
elles catalysent les bio reactions de synthese, de dégradation et de transformation a
I’échellemoléculaire et cellulaire. Elles sont associes aux plusieurs perturbation métabolique en
provoquant ainsi desdizaines de malades qui sont parfois lourdes.
Plusieursstratégiesthérapeutiquesont été pratiqué par les cliniciens pour la bonne gestion de ce genre
maladies y compris la modulation de I’activité enzymatique a titre préventif et /ou curative. dans
cette partie du travail, nous avons évaluerl’activité inhibitrice de nos huiles et extraits sur I’enzyme
del’alphaamylase qui sont liées aux diabétes type 2.

Le diabetenotamment de type 2, et actuellement largement disséminé a
I’échellemondiale,particulierement chez les personnes agées et obese,ll est considéré comme un
désordremétabolique associé a des complications grave. Pour une bonne gestion de cette maladie les
cliniciens cherchent a contrdle de la glycémie postprandiale des personnes diabétiques via

I’inhibition de lune des enzymes de gestion carbohydrates comme 1’alpha amylase.

La figure (14) montre que I’huile essentielle le plus active et celle d’Artemisia absinthium L(
0.52mg .EA /g .HE ) suivi I’extrait éthanolique de Marrubium vulgare ( 0.8 mg.EA.g-1.HE) et
HE de Mentha pulegium L(0.91 mg .EA . g-1 .HE ), en dernier licu on a retrouvé celle de ’extrait

aqueux de Marrubium vulgareL .

V1.3.activité antimicrobienne :
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L’activité antimicrobienne des HE obtenues a partir deArtemisia absnthium L, etMentha plagium
L.et les extraits a partir deMarrubium vulgare Lsont quantifiées et qualifiées par les méthodes de
diffusion sur disque contenant extrait a tester vis-a-vis de (7) germes pathogénes deux de
gram+(Staphylicoccus aureus ,Listeria monocytogenes )et deux de gram-(Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli ), et les souches fongique (Candida albicans) (Aspergillus niger ,Penicillium
notatum ). L’objectif est d’évaluer leurs propriétés antimicrobienne par la présence ou I’absence

de zones d’inhibition et de diamétre de zone les résultats sont résumés dans le tableau 04
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Tableau 4 :diamétre d’inhibition des souches testés vis-a-vis les différents extraits en mm.

Activité antimicrobienne

HE d’Artemisia | HE de Mentha pulegiumL Les extraits de Marrubium Vulgar L dms
absinthiumL mg/mi Mg/ml 0
Extrait aqueux Extrait  ethanolique
Mg/mi mg/ml
P |1 0.25/0.12 |p 1 |05 (0.25(0.125|1 |0.5 |0.25|0.125|1 0.5 [0.25]0.12
5 5
ram -
eudo 27 |21 |25|23 (22 |45 |28 |30 |23 |20 1510 |10 |10 6 / / / 6
coli 20 (17 |20 |10 |09 |45 40 (24 |20 |10 10 (75 | / / 10 |15 / / |6
ram +
aph 18 |10 |15 |10 |28 |40 37 |30 |27 |15 25|15 |10 |5 13 |10 6 / 6
ysteria 22 |17 |20 |21 |17 |35 36 |26 |15 |12 1075 |5 |5 12 |15 17 |10 |6
ctivité antifongique
andida 10 |15 |5 |15 |10 |40 30 |15 |20 |15 10 |9 7 |6 14 |11 8 6 |6
Sp 30 |28 |15 (18 |10 |50 39 (20 |19 |10 1512 (10 (25 6 |10 15 12 |6
2N 40 |35 |10 |12 |37 |40 35 |25 |20 |40 25|20 |20 |15 15 |18 10 7 |6

Les diamétres des zones d’inhibition moins de 7 mm ont été enregistrées comme inactifs entre

7et 10mm ont été enregistrés comme faiblement active, de 10mmet moins de 15 mm, ont été

enregistrés comme modérément actif et beaucoup active quand un diamétre d’inhibition de la

croissance ont été de plus de 16 mm.
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Tableau 5: degrés de sensibilité des souches

HE d’Artemisia absinthium L HE de Mentha pulegium L Les extraits de Marrubium vulgar L

Extrait aqueux Extrait éthanolique
Bactéries P [1 Jo5]025[0125]p [1]05 [025 [0.125]1 05 [025[0125[1 [05 [0.25]0.125
Gram -
Pseudo TA|[TA [TA [TA |[TA [TA[TA[TA |TA [ TA MA|FA [FA [FA |FA |[FA [/ i
E coli TA|TA [ TA [FA |[FA [TA[TA[TA |[TA [MA |[FA [FA |/ / FA [ MA [/ /
Gram +
Staph TA|FA [MA]FA |TA TA|[TA[TA [TA [MA [ TA [MA]FA |1 MA [FA |1 /
Listeria TA|[TA [ TA[TA [ TA TA|[TA|[TA [MA [MA [FA [FA |1 I MA|[MA|TA |FA
Champignons
Candida FA | MA |1 MA |FA |TA|TA|MA|TA |[MA |FA |FA |FA |1 MA | MA | FA |1
Asp TA|TA [MA[TA [FA [TA[TA[TA [TA |[FA MA [MA[FA | TA |1 FA | MA | MA
Pen TA|TA |[FA [MA|[TA [TA[TA[TA [TA | TA TA |[TA [TA [MA [MA|TA [FA |1

I : inactive ; F.A: faiblement actif ; M.A: modérément actif ; T.A: trésactive.
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Photos 18: résultats des souches testés pour ’extrait aqueux de Marrubium vulgare .
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Photo 19 :

Photo 20 : résultats des souches fongiques testés pour I’huile essentielle de Mentha pulegium.

Photo 22 : résultats des souches testés pour I’extrait aqueux de Marrubium vulgare.

Ces résultats indiquent que I’huile essentielle d’Artemisia absinthium présente une activité
antibactérienne et antifongique significative amodéré sur toutes les souches testées avec un
diamétred’inhibition compris entre 9 et 40 mm. Les souches les plus sensibles sont pseudomonas
aeroginosa , E coli , Listeria monocytogenes , staphyhlococcus aureus , aspergilus niger et
penicillium notatum ,I’activité la plus faible est noté contre la souche fongique Candida
albicansavec un diamétre des zones d’inhibition compris entre 5 a 15 mm.C’est résultats sont en
accord a(Zouari et al .2010). Dans leur étude, ont signalé que les HE des feuilles d’A .absinthium
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inhibé toutes les souches avec des diametres variés. Son activité antibactérienne est importante
puisque les diamétres d’inhibition sont supéricurs a 15mm. Notons que 1’inhibition est maximale
pour la souche Listeria moncytogenes avec une valeur moyenne de 34mm, pour Staphylococcus

aureus , elle est de 30mm. Le reste des souches sont presque de sensibilités identiques.

des études au centre agricole Scotlandais mettant I'accent sur la nature antimicrobienne des huiles
volatiles ont révélé que I'huile d’Absinthe africaine, constituée d'un mélange de mono-terpenes, est
active contre plusieurs souches bactériennes entre autre: Escherichia coli, Acinetobacter
calcoaceticus, Klebsiella pneumoniae ,Brevibacterium linens et Yersinia enterocolitica (Khebri, S.
(2011))

Huile d’A4. absinthuim présentent une similarité quant a leurs activités antibactériennes. Ceci est
prévisible vue la similarité de leurs profils chimiques; dominé essentiellement par le camphre
(44,93%) (Khebri .2011).

L’activité¢ antifongique de I’huile d’absinthe peut étre expliquée par sa richesse encomposés
oxygénés monoterpéniques (64,29%) comme le thuyone, le 4-terpinéol et le aterpinéol contenus
dans cette huile, et les composés phénoliques et flavonoides contenus dans les extraits
méthanoliques, qui agissent comme des antiseptiques, anti-inflammatoires et antimicrobiens
(Bouchenak et al ., 2018).

Les travaux de (juteau F,et al.,2003), montrent que les huiles essentielles extraites a partir
de feuille d’A. absinthium L ont une bonne activité antifongique contre Candidas albicans. Les
résultats obtenus ont montré que cette plante qui est riche en 1,8-Cineole possede un pouvoir

antifongique modéré sur les champignons testé.donc ces résultats sont en accord avec notreétude.

Concernant L’huile essentielle de Mentha pulegium L , présente une activité antibactérienne et
antifongique trésélevé contre toutes les souches testés avec un diametred’inhibition compris entre
12 et 50 mm .Mais en ce qui concerne les résultats obtenues par Benabdallah (2008) décrit des
diametres d'inhibition de I’huile essentielle de la menthe pouliot algérienne entre 10 et 22 mm, dont
le diamétre le plus important concernait E. coli. Cependant, I’activité antibactérienne des huiles
essentielles riche en pulégone a été rapportée, donc elle est complétement faible par rapport nos
résultats.
nous avons conclue que les résultats que nous avons obtenues et identique au résultats précédent
obtenue par (Cherrat. et al., (2014)) menée que I‘huile essentielle de la menthe pouliot du Maroc
inhibe la croissance de toutes les souches bactériennes testées, avec des zonesd‘inhibition allant de

12.5a47.5mm .
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Les effets antibactériens de Mentha pulegium L sur les bactéries Gram-positives sont plus
importants que sur les bactéries Gram-négatives, l'effet le plus important étant observé sur

Staphylococcus aureus.(Usman.J .,2022)

Selon Bouyahia etal., (2017), la variabilité des résultats obtenus pourrait étre due a la
composition chimique deshuiles essentielles étudiées, aux souches bactériennes testées et aux

méthodes utilisées.

Selon les résultats obtenus, il est possible de conclure que I’huile essenticlle de Mentha .pulegium

L a un grand spectre d'activité antibactérienne.

Le présent travail confirme 1'activité antifongique de 1’huile essentielle de M. pulegium ; en effet
(Lahlou N et al .,2005) ont montré que 10 ul d'huile essentielle de cette plante inhibent la
croissance d’un Penicillium notatum. De méme, (Hajlaoui et al. (2009) ont rapporté qu’une I’huile
de M. pulegium de Tunisie contenant de la pulégone (61,11%), I’isomenthone (17,02%), la
menthone (5,92%) et la pépiritone (2,63%) forme des zones d'inhibition autour de disques

imprégnes de 10 pl d’huile dans les cultures d’Aspergillus flavus, Aspergillus niger

Les travaux de (Chebli et al.2003)ont montré que la pulégone et le 1,8-cinéole purs provoquent
une inhibition de la croissance mycélienne, mais a des concentrations plus élevees que les huiles
essentielles dans leur totalité ; ainsi l'activité de 1’huile essentielle est le résultat de ses composés
majoritaires et aussi de l'effet synergique des composés minoritaires (HAJLAOUI H.et al.,
(2009)),

L’huile essentielle de M. pulegium L. a eté étudiée par Mahboubi et Haghi (2008),etson
activité sur Aspergillus niger a montré un faible pouvoir antifongique .

Les résultats de I’activité antibactérienne et antifongique des sommités fleuries et des feuilles du
Marrubium vulgare L obtenus sont tres faibles. sauf I’extrait aqueux de Marrubium vulgare L a
donnée une activité contre la souche fongique pénicillium notatum , de méme ( Cushnie TPT,
Lamb AJ (2011) dans leur étude , ont signalé que les extraits hydroalcoolique de Marrubium
vulgare L n’a eu d’effet contre les bactéries examinées (Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa ,et Escherichia coli). Les résultats ont indiqué que plusieurs paramétres peuvent influer
la détermination de I’activité antimicrobienne comme : le type des micro-organismes ciblés, la
méthode d’évaluation de I’activité antimicrobienne, la concentration, le type de I’extrait et
particulierement la nature et la structure moléculaire des molécules bioactives des métabolites

secondaires.
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Selon Sharif S, et all ,.(2009)La paroi de Pseudomonas aeruginosa et d’Escherichia coli
(bactéries Gram négatives) est tres riche en lipopolysaccharides (LPS) [lipide A, noyau
oligosaccharidique et antigéne O], qui empéchent les molécules comme les terpenes hydrophobes
d’adhérer a lui. D’ailleurs, ces micro-organismes sont mobiles, il est probablement possible a ces
bactéries d’étre déplacées profondément dans I’agar nutritif de gélose, et par conséquent d’échapper
ainsi a I’action des métabolites contenus dans les extraits du Marrubium vulgare L. La plus grande
résistance du Gram (+) de Staphylococcus aureus vers les extraits peut étre expliquée par la
structure de paroi hétérogéne de la bactérie : la présence de 1’exopolysaccharide contenant une
couche externe (glycocalyxe), la présence de certains composants comme I’acide techoique et
quelques liens entre les divers composants donnent au polymére fortement réticulé de parois une

structure tertiaire inconnue(Sharif S, et al 2009)

Des ¢études complémentaires récentes s’intéressent sur 1’activité antibactérienne de I’extrait
Marrubium vulgare L. (Aouadhi. C. et al,.en 2014)ils ont trouvés que I'extrait Marrubium vulgare
La une activité significative contre les bacteries Gram+positives et Gram-négatives. Tous ces
résultats valorisent M. vulgare L comme plante médicinale qui peut étre une source de composes
actifs biologiques. Ainsi, cette espece pourrait &tre une bonne source pour une enquéte plus
approfondie dans le développement de nouveaux antimicrobiens et méme antioxydants. Il peut étre
utilise comme additif naturel dans les industries alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques au

lieu de composés synthétiques plus toxiques.

Les résultats de I’activité antifongique des feuilles du Marrubium vulgare L obtenus
sontnégatifs. Aucun extrait n’a eu d’effet contre les champignons examinés sauf la levure candida
albicans (Bouterfas et al., (2016)) ont étudié I’effet des différents extraits des Marrubiumvulgare L
vis-a-vis de candidat albicans et de aspergillus niger, contrairement a nos résultats,tous les extraits
ont montré un effet positif et des zones d’inhibition qui varie en fonction de la concentration des
extraits , Kanyonga et al. (2011) ont montré que I’extrait de Marrubium vulgare Lavait un effet

plus faible, donc nos résultats en accord avec (Bouterfas et al., (2016)) .
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Tableau 6 : résultats du test d’antibiogramme

AK30 E15 NIT 300 OX5 GN30 AMP10
E.coli 30 26 23 17 23 20
Pseudo R R 26 R R R
Lysteria 26 15 20 R R R
Staph 30 15 18 R R R

Staphylococcus aureus Escherichia coli

Listeria monocytogenes

Pseudomonas aerogrnosa

Photos 23 : résultats de 1’antibiogramme

Six antibiotiques (AK30ug , E15ug , NIT300 pg .OX5 pg, CN 30 pg , AMP 10ug ) ont été
testé¢ par la méthode standard des disques. Les mesures des zones d’inhibition figurant dans le
tableau(06) ont permis de classifier les souches selon les antibiotiques. La plupart des souches

testées ont montré des sensibilités différentes aux antibiotiques standards testés.

Les résultats des tests des antibiogrammes sont obtenus comme suit :
Pour I’antibiotique (ATB) AK 30 pg les souches bactériennes, I’E. coli ; listeria monocytogenes

et staphylococcus aureus sont assez sensibles avec des zones d’inhibition de 30mm +26 mm ;
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30mm respectivement, et pour ATB El5ug les souches bactériennes, I’E. coli ; listeria
monocytogenes et staphylococcus aureus sont assez sensibles avec des zones d’inhibition de
26mm ; 15mm ; 15mm, Pour ATB NIT300ug tout les souches bactéries sont trés sensibles avec
deszones d’inhibition de 23mm pou E coli , pseudomonas aeroginosa 26mm; listeria
monocytogene 20mm, et pour staphylococcus aureus 18mm .

toutes les souches bactériennes testés sont résistantes aux ATB ( OX5, GN 30, AMP 10)

sauf E coli est sensible avec des zones d’inhibition de 17mm , 23mm , 20 mm respectivement.

V1.4.Determinationde la(CM1 )et (CMB) :

L’évaluation des concentrations minimales inhibitrices des huiles essentielles d’Artemisia
absinthium L et Mentha pulegium L et des extraits de Marrubium vulgare L nous a permis de
mettre en évidence les concentrations minimales de nos huiles et extraits qui a partir des quelles les

bactéries que nous avons testé sont inhiber, ces résultats sont présenter dans le tableau suivant :

Tableau 7 : les différentes concentration minimale inhibitrice des différents huiles et extraits en

mg/ml .
Concentration minimale inhibitrice en mg/ml
Les huiles et les | HE  artemisia | HE Mentha | Ex aqueux | Ex ethanolique
extraits absinthium pulegium Marrubium Marrubium
vulgar vulgar

E. coli 0.01 0.036 0.15 0.07
Pseudomonas 0.14 0.01 0.31 0.07
Staphylococcus | 0.01 0.072 0.15 0.15

Listeria 0.036 0.01 0.03 0.31

D<apres les résultats décrits sur le Tableau 07, nous remarquons que les valeurs de CMI et
Obtenues varient en fonction des huiles essentielles et des extraits utilisées et des
souchesbactrienne testées. L‘huile essentielle d’Artemisia absinthiumL montre une forte
inhibition avec des valeurs de CMI plut6t faibles (0.01mg/ml pour E. coli et Staphylococcus

aureus), sauf vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa (CMI de 0.14mg/ml)Par conséquent, nous
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pouvons dire que Pseudomonas aeruginosa est la souche bactérienne la plus résistante a cette
essence. Par ailleurs, 1‘huile essentielle de Mentha pulegium L présente une activité
antibactérienne modere vis-a-vis de E. coli et Staphylococcusaureus a travers des valeurs
moyenne de la CMI (0.036mg/ml,0.072 mg/ml) respectivement . Notons également que
Pseudomonas aeruginosa et Lysteria monocytogenes se sont avérées étre les souches les plus
sensibles sous 1‘action de 1‘huile essentielle de Mentha pulegium L avec des valeurs tres faible de
la CMI (0.01mg/ml),concernat les extraits aqueux et éthanolique de Marrubium vulgar L .elles
modérée a faible aux souches testées ,sa meilleure activité et contre Lysteria monocytogenes
(0.03mg/ml) pour I’extrait aqueux et pour extrait éthanolique montre une activité contre E.coli et

Pseudomonas aeruginosa de CMI (0.07 MG/ML

Photos 24 : résultats de la CMB de ’huile d’Artemisia absinthium .

Photos 26 : résultats de la CMB de I’huile de I’extrait éthanolique de Marrubium vulgare .
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Photos 27 : résultats de la CMB de I’huile de I’extrait aqueux de Marrubium vulgare .

A partir des résultats de la détermination de la CMB, nous notons que les extraits inhibent
seulement la croissance des bactéries sans les tues.Donc les huiles essentielles et les extraits ont

un rble bactériostatique.
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Conclusion :

Depuis des temps immémoriaux, l'utilisation des plantes a des fins thérapeutiques a été
largement répandue. Gréace a l'intuition et a I'expérimentation, 'homme a su sélectionner des
plantes a des fins alimentaires pour se nourrir, ainsi que des plantes médicinales pour se
soigner. Méme a I'heure actuelle, les plantes conservent leur importance en tant que source
essentielle de médicaments, grace aux propriétés thérapeutiques qu'elles offrent. En effet,
elles renferment une vaste gamme de molécules bioactives synthétisées par la plante, dotées
de propriétés biologiques telles que des effets antioxydants, antidiabétiques et antimicrobiens.
Ces molécules peuvent jouer un rble crucial dans la résolution de problemes liés au stress
oxydatif, notamment dans plusieurs pathologies telles que le cancer, le diabete et les maladies

cardiovasculaires.

L’objectif de ce travail et d’étudier ’activité¢ antioxydant, antidiabétique, et antimicrobiens
(antibactériennes ,antifongique),screening phytochimiques , des huiles essentielles et des
extraits de quelque plantes aromatiques originaires de I’oust Algérien .il s’agit de trois plantes
Artemisia absnthiumL, Mentha pulegium.L et Marrubium Wulgare.L qui poussent

spontanément dans la région de Saida .

La premicre partie de notre travail est consacré a L’extraction des principes actifs deces
especes ,Pour mettre en évidence la présence de quelques métabolites secondaires dans ces
différents extraits, une analyse phytochimique est faite en se basant sur les propriétés ph
ysicochimiques de ces métabolites. La quantification de quelques classes des composes
phénoliques (alcaloides, flavonoides, coumarines et tanins ...).Nos résultats montrent que nos

plantes sont riche en flavonoides .

La deuxiéme partie de notre travail est consacré a 1’étude de la ...et de celles des activités
antioxydantes ,antidiabétiques ,et antimicrobiennes des huiles essentielles et des extraites de
nos plantes. L’hydrodistilation des parties aériennes d’Artemisia absinthiumL et Mentha
pulegiumL a donné respectivement une huile fluide bleu caractérisée par une forte odeur
spécifique, avec un rendement de 0.7 % pour la premiére et une huile visqueux jaunatre
caractérisée par une forte odeur avec un rendement faible de 0.4 % pour le deuxiéme, pour
Marrubium vulgare L , 15.20% pour I’extrait aqueux , et 28% pour ’extrait éthanolique.
I’activité antioxydane des huiles essentielles et des extraies est évalué le test de piégeage des
radicaux libres DPPH .I’huile essentielle de d’Artemisia absinthiuml a montré une activité

antioxydante élvée avec un IC50=1.08 mg/ml suivi par celles d’huile essentielle de Mentha
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pulegium L avec un IC50=1.67mg/ml , et par suite une valeur acceptable de ’extrait aqueux
et Dextrait éthanoligue de Marrubium vulgar L avec un IC50= 2.59mg/ml et 1C50
=2.89mg/ml respectivement , par rapport le standards ’acide ascorbique avec un IC50=3.03
mg/ml et ont des propriétés antioxydantes (CAT) intéressantes .la plus grandecapacité
antioxydante totale (0.3.mgEAG/g MS) ,ont été obtenus pour ’extrait aqueux de Marrubium
vulgar 1.l’activite antidiabétiques ( le test d’inhibition de I’enzyme I’alpha-amylase)la meilleur
activité est obtenue avec un valeur de 1C50 de 0.52 mg.EAg-1HE par rapport aux standard
Acrbose .I’activité antimicrobienne in vitro des huiles essentielles et des extraits est évaluce
contre quatre bactéries pathogenes d’origine alimentaire et trois souches fongique en utilisant
la méthode de diffusion sur disque puis ,les valeurs de concentration minimale inhibitrice
(CMI) sont déterminées par micro dilution ,et pour la détermination de la concentration

minimale bactéricide (CMB) les huiles essentielles et les extraits ont un role bactériostatique .

Il serait donc particulierement intéressant de mener des études approfondies sur ces plantes
afin d'identifier leurs métabolites secondaires et de mettre en évidence leurs propriétés
antimicrobiennes antioxydantes, antidiabétiques . Il est de plus en plus évident que ces plantes
possedent des propriétés antimicrobiennes et antioxydantes remarquables. Par conséquent, en
approfondissant nos connaissances dans ce domaine, nous pourrions découvrir de nouvelles
molécules benefiques pour la santé, ainsi que de potentielles alternatives aux traitements
conventionnels. Ces recherches pourraient également contribuer a une meilleure
comprehension des mécanismes d'action des plantes et a I'optimisation de leur utilisation dans

le développement de nouveaux medicaments ou compléments alimentaires.

Pour plus d’efficacité , de nombreuses perspectives peuvent étre envisagées parmi lesquelles

ont peut citer :

> Elargir le panel des activités biologiques in vivo

» Effectuer d’autre teste anti-inflammatoires et anticancéreux

» Obtenir des informations sur l'efficacité pratique des huiles essentielles pour empécher la
multiplication des microbes dans les aliments

> Etablir le mécanisme d'action pour déterminer la toxicité des huiles essentielles et les

problémes associés au mauvais gout
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annexe
Annexe 1 : Réactifs et réaction de caractérisation :

Les réactifs utilisés lors des tests phytochimiques sont les suivants :
Réactif d’amidon : Dissoudre 1,2 g d’iode dans 50 ml d’eau distillée

contenant 2,5g d’iodure de potassium. Chauffer dans un bain marie 5 ml de la solution atester avec

10 ml d’une solution de NaCl saturée jusqu’a ébullition .

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

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

¢galement 5 g de KI dans 10 ml d’eau. M¢élanger les deux solutions puis ajuster le volume
total 4 100ml d’eau.

Annexe 2 :Composition des milieux de culture :

e Gélose Potato dextrose agar (PDA):

Infusion de pomme de terre (300 g de pomme de terre +500 ml eau distilée),
15 g Agar,
20 g Glucose,
Eau distillée QSP 1000 ml.

e Eau physiologique :
9gNacCl
Eau distillée gsp1000 ml
Ph=7.4

e Gelose Mueller Hinton :
4.0g Infusion de viande de beeuf.
17.5g Hydrolysat acide de cas€ine.
01.5g Amidon.
15g Agar .
Eau distillée gsp 1000 ml.
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pH = 6,8 2 37°C

e Gélose nutritive :

29 Extrait de levure.

10 gExtrait de viande.

5g Peptone.

20 gGlucose.

5¢g Nacl.

20 gAgar agar

Eau distillée gsp 1000 ml .

e Bouillon nutritif :

2g Extrait de levure.

10g Extrait de viande.

5 g Peptone.

20 g Glucose.

5 g Nacl

Eau distillée gsp 1000ml.

Annexe 04 : Résultats de la concentration inhibitrice.

Les plantes IC50 (mg/ml)
HE Artemisia absnthium | 1.08

HE Mentha plagium | 1.67

Ex eth Marrubium vulgare | 2.8

Ex ag Marrubium vulgare | 2.59
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	 Gélose Potato dextrose agar (PDA):

