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Résumé

Résumé :

Ce travail est une contribution a la valorisation des plantes médicinales utilisées en
médecine traditionnelle. Il a pour objectifs la recherche et 1’étude de nouveaux agents
biologiquement actifs issus des plantes médicinales trés utilisée telle que Salvia officinalis
L et Mentha rotundifolia L dans la wilaya de Saida. Ces plantes possedent des métabolites
reconnus a travers diverses activités biologiques a savoir [I’activité antioxydant,
antibactérienne et anti-fongique. Le screening phytochimique pour les deux plantes a mise
en évidence la présence des composées phénoliques tel que les flavonoides, les tannins,
stérols, stéroids et coumarine et I’absence de I’amidon et composé réducteur. Le rendement

de M.rotundifolia L et salvia officinalis L est de (30mg/ml et 27mg/ml) respectivement.

L'activité antioxydante évaluée par le test DPPH & montré une activité modéré des
I’huiles de Salvia officinalis L et Mentha rotundifolia L avec (IC50=27.17 et 30mg/ml)
dans cet ordre.

L’activité antibactérienne in vitro des huiles essentielles des deux plantes donne une
bonne activité, avec une sensibilité totale aux souches gram positives par rapport au gram
négatif, leurs concentrations minimales inhibitrices (CMI) se situaient entre
0.005et0.086mg/mL. Les souches Gram négatif Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
ont montré une bonne activité avec des CMI allant de 0.022 a 0.044mg/mL et de 0.021a
0.086mg/mL pour Salvia officinalis L et Mentha rotundifolia L respectivement.
Concernant ’activité antifongique, la souche fongique Aspergillus niger a montré une
sensibilité totale vis-a-vis I’huile essentielle de Mentha rotundifolia et donne un diamétre

de zone inhibition de 27mm contre ’huile essentielle de Salvia officinalis L.

La détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB) met en évidence
I’effet bactériostatique des huiles essentielles des deux plantes étudiée. La présence
contemporaine de bioactivités suggére que Salvia officinalis L. et Mentha rotundifolia L.
peuvent étre une source de tels nouveaux conservateurs dans les industries alimentaires et

pharmaceutigues.

Mots clés: Salvia officinalis L, Mentha rotundifolia L, activité antioxydant, activité

antimicrobienne, screening phytochimique, huile essentielle.



Abstract

Abstract

This work is a contribution to the valorization of medicinal plants used in
traditional medicine. Its objectives are the research and study of new biologically
active agents derived from widely used medicinal plants such as Salvia officinalis
L and Mentha rotundifolia L in the wilaya of Saida. These plants possess
metabolites recognized through various biological activities, namely antioxidant,
antibacterial and antifungal activity. The phytochemical screening for the two
plants highlighted the presence of phenolic compounds such as flavonoids,
tannins, sterols, steroids and coumarin and the absence of starch and reducing
compound. The yield of M.rotundifolia L and salvia officinalis L is (30mg/ml and
27mg/ml) respectively.

The antioxidant activity evaluated by the DPPH test showed a moderate
activity of the oils of Salvia officinalis L and Mentha rotundifolia L with
(1C50=27.17 and 30mg / ml) in this order.

The in vitro antibacterial activity of the essential oils of the two plants gives
a good activity, with a total sensitivity to gram-positive strains compared to gram-
negative, their minimum inhibitory concentrations (MIC) were between 0.005 and
0.086 mg/mL. The Gram-negative strains Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa showed good activity with MIC ranging from 0.022 to 0.044mg/mL
and from 0.021 to 0.086mg/mL for Salvia officinalis L and Mentha rotundifolia L
respectively. Regarding the antifungal activity, the fungal strain Aspergillus niger
showed a total sensitivity to the essential oil of Mentha rotundifolia and gives an

inhibition zone diameter of 27mm against the essential oil of Salvia officinalis L.

The determination of the minimum bactericidal concentrations (CMB)
highlights the bacteriostatic effect of the essential oils of the two plants studied.
The contemporary presence of bioactivities suggests that Salvia officinalis L. and
Mentha rotundifolia L. may be a source of such new preservatives in the food and

pharmaceutical industries.

Key words: Salvia officinalis L, Mentha rotundifolia L, antioxidant activity,

antimicrobial activity, phytochemical screening, essential oil.
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Les plantes médicinales sont utilisées comme medicaments pour diverses maladies
depuis I'Antiquité car elles contiennent de riches composants de principes thérapeutiques.
(Khaldi et al., 2012). Selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS), prés de 80 % de la
population dépend de la médecine traditionnelle. La plupart des plantes sont utilisées
empiriquement sans veérifier scientifiquement son efficacité et sa sécurité (Moutinho,
2013).

L'application géneéralisée des plantes médicinales dans le traitement des maladies est
due au fait que les plantes ou leurs dérivés sont considérés comme des médicaments sdrs et
efficaces avec peu d'effets secondaires et des prix bas. Les connaissances en médecine
alternative basées sur l'utilisation des plantes dans la guérison représentent des siécles
d'héritage oral ou écrit transmis de génération en génération, et considérant que le
patrimoine traditionnel peut étre menacé d'extinction car il n'est pas transmis a la

génération suivante, reste limité. seulement a l'ancienne (Riaz et al, 2020).

Avec une superficie de 2 381 741 kilometres carrés, I'Algérie est le plus grand pays
de la cbte méditerranéenne. Il est connu pour sa variété de plantes médicinales et
aromatiques et leurs diverses utilisations populaires dans toutes les régions du pays. Ce
sont des savoir-faire ancestraux transmis de génération en génération dans une population,
le plus souvent rurale. Il sagit d'une transmission familiale orale qui prédomine surtout
chez les femmes aux cheveux gris et analphabetes (llbert et al, 2016). La flore algérienne
contient un grand nombre d'espéces classées selon leur rareté : 289 assez rares, 647 rares,

640 tres rares, 35 extrémement rares et 168 endémiques (FAO, 2012).

Les especes de la famille des Lamiacées sont des especes médicinales et aromatiques
qui englobent un certain nombre de plantes a valeur économique (ex. Menthe poivrée,
sauge, lavande, etc.), utilisées comme épices, aromates, conservateurs et pour leur intérét

médicinal et culinaire. (Quezel et Santa, 1963).

Certaines de ces espeéces, c’est le cas de M.rotundifolia L et salvia officinalis L
présentent peu d’applications dans les domaines de la pharmacie, agroalimentaire et
cosmeétique. Ces especes sont connues pour produire des HE (Benayad, 2008). Les raisons
du peu d’intérét de la part des industriels envers ces plantes et leurs HE résident
essentiellement sur le peu de connaissance qu“on a sur ces substances végétales et leurs
préparations (HE, extraits, etc.), sur le volet scientifigue notamment leurs propriétés

biologique, pharmacologique et leur innocuité. Un autre paramétre important et critique
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dans le développement industriel d“un produit réside dans I’assurance de
I’approvisionnement a partir de matiére premiére de qualité reproductible (Wchtl et
Anton, 2003).

Cette étude a été initié sur (Mentha rotundifolia L et salvia officinalis L) avec comme
double objectif :

e Une introduction générale dans les plantes médicinales et les plantes étudiée

e La premiere partie aborde une étude bibliographique concernant les plantes
médicinales en général et étudiées en particulier, les composés phénoliques et les
huiles essentielles ainsi que leurs activités biologiques.

e Laseconde partie comprend une description du matériel et méthodes utilisés.

e Latroisieme partie contient les résultats et leurs discussions.

e La conclusion genérale et les annexes sont placées en fin de manuscrit.
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11.1. Généralités sur les plantes médicinales

11.1.1. Définition d’une plante médicinale :

Depuis des milliers dannées, les humains utilisent les plantes pour traiter
divers maux. Le monde végétal est a [lorigine dune grande variété de
médicaments, et malgré la présence et linfluence des systémes d'hygiéne
modernes, les plantes médicinales répondent encore a un besoin important.35 000
espéces de plantes sont utilisées en médecine dans le monde. , qui est
représentatif de la plus grande biodiversité utilisée par I'homme (Fransworth et
al, 1986).

Nous appelons une plante médicinale qui contient d'un ou plusieurs
composants actifs qui peuvent empécher, soulager ou guérir les maladies
(Schauenberg et Paris, 2006). Les plantes daromathérapie sont employé comme
médicaments, parfums, cosmétiques et cuisine et assaisonnement (EI amri et al,
2014).

11.1.2. Intéréts des plantes medicinales:

La majorité des espéces végétales renfermees des matieres qui peuvent agir
sur organismes humains et animaux. Ils sont employés aussi beaucoup en
médecine traditionnel qu'en phytothérapie .En fait, ils ont lavantage que les

médicaments ont généralement insuffisant (Iserin, 2001).

Les plantes médicinales sont trés essentielles pour 1étude et le
développement de médicaments. Elles peuvent étre directement utilisées comme
agents thérapeutiques, matieres premiéres pour la synthese de medicaments ou

modeles pour des composés médicamenteux actifs (Decaux, 2002).

La cause essentiel est que les principes actifs végétaux proviennent de
processus biologiques largement répandus dans le monde biologique, alors que
les principaux des médicaments de synthése sont des substances exogeénes et que

leurs effets secondaires sont difficiles a contréler (Bruneton, 2009).
11.1.3. La phytothérapie :

Selon (I'OMS, 2000), la phytothérapie est la somme totale des notions, des

compétences et des usages basées sur des théories, des croyances et des
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expériences spécifiques a la culture, utilisées pour assurer la santé humaine ; ainsi
éviter, diagnostiquer, traiter et guérir les maladies physiques, psychique ou les
instabilités sociaux. Le mot phytothérapie se compose étymologiquement de deux
racines grecques «photon» et «thérapie» qui signifient respectivement «plante» et
«traitement» (Mansour., 2015). Il s'agit d'expériences pratiques et d'observations
donnée de génération en génération et transmises oralement ou par écrit (Grozat.,
2001). La phytothérapie est la science de la guérison par les plantes médicinales
ou plantes médicinales, l'une des méthodes de traitement des maladies basée sur
l'observation ou lanalyse, confirmant des observations faites depuis des milliers
d'années. (Provost., 1991 ; Beloued., 2001).

11.1.4. Présentation des plantes étudiées :

Les lamiacées sont [lune des premieres familles distinguées par les
botanistes, les lamiacées sont des angiospermes dicotyledones appartenant a
lordre des lamiformes. La famille comprend environ 260 genres et plus de 6500
especes (Spichiger et al, 2004). Dans la flore algérienne, les Lamiacées comptent

28 genres et 146 espéces. Espece extréme (Bendif, 2017).
11.1.4.1. Salvia officinalis

11.1.4.1.1. Définition et nomenclature :

Le mot Salvia au latin signifie “"sauver" et "guérir". Une plante sacrée et
antique (Quezel et Santa, 1963), annuelle et bisannuelle en Méditerranée, de Ila

famille des Lamiacées. (Djerroumi et Nacef., 2004).

Il existe prés de 900 espéces identifiées dans le monde. Et en Algérie il y a

environ 30 espéce (Maksimovic et al, 2007).

e

*

Nom scientifique: Salvia Officinalis L (Figure 01)

R/
*

Noms Communs: Herbe sacrée, thé de Gréce, herbe sage (Fabre et al, 1992)

RS

» Nom Francais: Grande sauge, thé d’Europe, herbe sacrée (Zerrouki, 2017).

% Nom Anglais: Sage, great sage, garden sage (Zerrouki, 2017).

%+ Nom Arabe: Salma (Beloued., 2014), Souak en nebi, salmia et maramia (Baba
Aissa., 2000).
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Figure 01: La sauge (salvia officinalis L) (Marabout., 2014)

11.1.4.1.2. Classification de Salvia officinalis :

Selon (Fruleux, 2009) la sauge suit la classification suivante :

Régne : Plantae
Embronchement : Phanérogames
Classe : Eudicots

Sous-classe : Asteridae

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Salvia

Espeéce : Salvia officinalis L

11.1.4.1.3. Description botanique de Salvia officinalis :

Environ 900 espéces différentes de sauge existent dans le monde ; en Europe,

la sauge (ou sauge éclatée) est la plante médicinale la plus utilisée. La sauge est

une plante commune dans les pays méditerranéens, préfere les emplacements

ensoleillés et se seme au printemps. Elle est remonte tous les 3 a 4 ans et récolte
les feuilles en été. (Walker et al., 2004).

7]
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Cette plante vigoureuse possede une base élancée et un buisson pouvant atteindre une
hauteur de 80 cm. Ses rameaux sont verts et ses feuilles sont grandes, épaisses et opposees.
Ses fleurs bleu-violet sont claires et disposées par groupes de 3 a 6 le long des verticilles.
Les fruits ont la forme de tétraakeénes et le calice est campanulé avec cing longues dents,

une corolle supérieure bilabiée et une levre inférieure trilobée. (Madi., 2010).

A. graines (fruit) de S.officinalis L. B Fleur de S.officinalis L. C.Feuille de S.officinalis L

Planche 01 : Les parties aériennes de Salvia officinalis L. (Dahmani et al, 2018).

11.1.4.1.4. Répartition géographique dans le monde :

La salvia est un grand groupe mondial de plus de 1000 espéces qui présente

une gamme remarquable de variabilité. Trois grandes régions du monde [lincluent

I'Amérique centrale et du Sud (500 espéces), I'Asie centrale et méditerranéenne

(250 especes), I'Asie de I'Est (90 especes) et [I'Afrique australe (30 espéces).
(Walker et al., 2004)

La sauge croit naturellement et culturellement sur tout le bassin
méditerranéen, de I'Espagne a la Turquie et a I'Afrique du Nord (Figure 3). Cette

plante est suffisante et cultivé en Algérie (Alloun, 2013).
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Figure 02: Répartition géographique du genre Salvia dans le monde (Walker et al, 2004).
11.1.4.1.5. Usage traditionelle du salvia officinalis :

Compte tenu de ses caractéristique importantes, la sauge est traiter comme
lune des plantes les plus utilisées; comme stimulant pour les personnes
anémiques, également pour les personnes stressees et deprimées, et recommandée
aux étudiants lors des examens. Lorsqu'il est appliqué localement, il est utilisé
comme rince-bouche pour linflammation buccale, les abces et pour le nettoyage

et la cicatrisation des plaies (Djerroumi et Nacef., 2004).

Les infusions de sauge peuvent étre utilisées pour traiter une variété de
troubles circulatoires, de troubles digestifs et de problémes du systéme nerveux
(Radulescu et al, 2004). Cette herbe aromatique est exploitée en cuisine pour sa

saveur camphrée forte et légerement amere. (Duling., 2007).

De plus, le thé a la sauge est traditionnellement utilisé pour traiter les
troubles digestifs et circulatoires, la bronchite, la toux, lasthme, langine de
poitrine, linflammation de la bouche et de la gorge, la dépression, I'hyperhidrose,
les troubles cutanés et de nombreux autres maux. Par conséquent, Elle est utilisé
pour traiter une variété de maladies du systétme nerveux, de la circulation
cardiaque et sanguine, du systeme respiratoire, du systeme digestif, ainsi que des
maladies métaboliques et endocriniennes. De plus, cette huile a des propriétés
antispasmodiques, carminatives, antiseptiques et astringentes (Hamidpour et al,
2014).

9]
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11.1.4.1.6. Les principes actifs de la plante Salvia officinalis :

La sauge contient de [I’huile essentielle (les cétones monoterpéniques) sont
considérées des composants principales, des tanins de catéchine, des acides
polyphénols carboxyliques (rosmarinique, caféique, chlorogénique, p-comarique,
féruliqgue), des principes amers diterpénique, des triterpénespenta  cycliques
(acides ursolique, crategolique, oléanolique etc.), des phytostérols, flavonoides
(Said et al, 2002).

11.1.4.2. Mentha rotundifolia :

11.1.4.2.1. Définition et nomuclature :

Mentha rotundifolia, dont le nom vernaculaire en arabe long est
«timarssat», est un hybride de Mentha longifolia et Mentha suaveolens (Lorenzo
et al, 2002), alors que pour dautres auteurs, Mentha rotundifolia et Mentha
suaveolens correspondent a la méme espéce (Hendriks et al, 1976).

% En francais : Menthe a feuilles rondes ou menthe sauvage (Lucien, 2008).

% En Berbere : Timijja, timersad (Bounihi, 2016).

% Nom arabe: M. rotundifolia connue par les population locale « Megne essif» porte
différentes dénominations a savoir «timarssat» en Algérie (Khadraoui et al.,2013),
«Timija» ou «la menthe en épi» au Maroc (El Arch et al., 2003), «Applemint»
(Umemoto, 1998), «Baume sauvage», «Ment astre», «menthe douce a feuilles
ronde» (Kothe, 2007).

% Synonymes : Menthe a feuilles rondes / Baume sauvage/ Menthe de cheval/

Menthe sauvage (Benazzouz, 2012).

10 |



Partiell. Synthése bibliographique

Figure 03: Mentha rotundifolia L

11.1.4.2.2. Classification de Mentha rotundifolia :

Selon (Quezel et Santha, 1963) la classification botanique de Mentha rotundifolia L. est la
suivante:

% Reégne : Plantae.

% Embranchement : Spermaphyte

% Classe : Dicotylédone

% Ordre : Lamiales.

% Famille : Lamiaceae.

% Genre: Mentha.

% Espéce: Mentha rotundifolia L.
11.1.4.2.3. Description botanique de Mentha rotundifolia L:

C’est une herbe vivace de 25 a 80 cm de hauteur. Les feuilles sont
distinctement pédonculées, ovales, obtuses, moins de 2 fois plus longues que
larges, ridées en réseau. Inflorescences en épis en tétes ou en verticilles. (Quezel
et Santa., 1963).

Toute la plante est recouverte de poils blancs épais, doux au toucher ;
comme toutes les menthes, elle a une forte odeur caractéristique, qui chez cette
plante rappelle celle des pommes. Les petites fleurs sont réunies en épis a
l'extrémité des rameaux. La hauteur de la plante est de 25 a 80 cm et la longueur
de la fleur est de 5 mm. (Bounihi, 2016).

11|
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(A) (B)

(<) (D)

Planche 2: La plante Mentha rotundifolia (d’octobre 2012), dans la région de
sidi boubker. Wilaya de Saida (A) parties aériennes, (B) fleures, (C), (D) feuilles.

11.1.4.2.4. Répartition géographique dans le monde :

La mentha rotundifolia est distribuée dans les lieux humides et inondés, elle
pousse sous les climats semi-arides et humides a variantes chaudes et tempérées
(El' rhaffari, 2008); et on trove dans de autour du bassin méditerranéen en
Amérique et en occident Asie, dans ID’Afrique du nord (Algérie, Maroc,

Tunisin...).

La mentha rotundifolia ont a trouvé presque dans toute I'Algérie (Quezel et
Santa, 1963). Les parties aériennes de Mentha rotundifolia ont été récoltées
durant le mois de novembre 2004 dans trois localités du nord de 1’Algeérie:
Sandjas (W. Chlef), Miliana et Rouina (W. Ain Defla) ayant pour altitude
respectivement 500, 780 et 280 m. Les specimens ont été déposés dans 1’herbier
de la Facult¢ des Sciences agronomiques et de Biologie de 1’Université Hassiba

Ben Bouali de Chlef (Algérie) (Moussa et al, 2007)

11.1.4.2.5. Propriétés et emplois de Mentha rotundifolia :

12 |
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La Mentha rotundifolia a des effets sédatifs, relaxants musculaires,
anticonvulsivants et non nocive a des proportions  thérapeutiques, selon une
batterie de tests utilisés par les scientifiques en  psychopharmacologie
(Hadouche; 2010).

Dans le codex traditionnel, il est utilisé comme antidouleur en infusion et en
comprimé. Infusions antiseptiques (respiratoires et digestives) et antiseptiques
pour nettoyer l'eau. Il est utilisé pour la influenza et le rhume, les nausées, les

douleurs de dents, les piglres d'insectes rafraichissantes (Brada et al, 2007).

En Algérie les feuilles et les tiges sont couramment utilisées en décoctions
orales pour les malaises et les coliques digestives, les vertiges et les rhumes, les
feuilles sechées sont utilistes comme laxatif elles sont également utilisées dans
les boissons culinaires (alcool, vin, sirop, vinaigre), Condiments (rotis, salades,
viandes, légumes), desserts (fruits, glaces, confitures), sauces et pains. Ses feuilles
fraiches ou séchées sont egalement utilisees pour aromatiser le thé (Hadouche,
2010).

11.2. Les métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes
synthétisées et accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes qui
remplissent des fonctions non essentielles, leur absence n'est donc pas létale pour
l'organisme, contrairement a métabolites primaires. 1ls sont principalement divisés
en trois groupes : les polyphénols ; les terpénes ; les alcaloides (Mourad et al,
2011).

11.2.1. Classification des métabolites secondaires :

Les substances phytochimiques peuvent étre classées en fonction de leur
origine  biosynthétique. Composés phénoliques, composés terpéniques, COMPOSES

alcaloides, etc. Une classification intéressante a été proposée. (Liu., 2004).
11.2.1.1. Les composés phénoliques :

Les polyphénols, aussi appelés composés phénoliques, sont des molécules
spécifiques au regne végétal. Ce terme générique désigne un grand nombre de
substances de structures différentes qu’il est difficiles a définir, cependant

l'élément structurel de base est un noyau benzénique auquel sont directement
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rattachés un ou plusieurs groupe hydroxyles, libres ou engagés dans une autre
fonction chimique (éther, ester, hétéroside...). (Bruneton J., 1999; Lugasi A., et
al 2003 ; Sarni-Manchado P, Veronique C, 2006)

Ce sont des métabolites secondaires présents dans toutes les plantes
vasculaires (Lebham, 2005). Ils rassemblent un vaste ensemble de plus de 8000
molécules dans environ 10 classes chimiques, et qui présentent toutes un point
commun (Beta.Tet al, 2005). En effet, ces composés présentent une grande
diversité de structures, parmi lesquelles des quinones (anthracénosides), des
coumarines, des acides phénoliques, des flavonoides, des tanins, des stilibénoides,
des lignanes et des xanthones. (Hennebelle, T, et a., 2004; Stalikas, C. D, 2007).

11.2.1.2. Les principales classes des composes phénoliques :

Les composés phénoliques constituent le groupe le plus abondant et le plus
nombreuse distribuée dans le régne vegétal, et il existe plus de 8 000 structures
phénoliques connues (Lugasi et al, 2003). Ces composés peuvent étre divisés en
plusieurs classes Le premier est la complexité du squelette de base, puis le degre
de modification de ce squelette (degré d'oxydation, dhydroxylation, etc.), et
enfin le Liaisons possibles entre ces molécules de base et dautres molécules,
généralement des glucides (Dacosta, 2003) On particularise les acides
phénoliques, les flavonoides, les tanins, Coumarines, stilbenes et quinones
(Bragazza L. & Freeman C, 2007)

Squelette carboné Classes

Cq Phénols simples

Ce-Cy Acides hydroxybenzoiques
Ce-Cs Naphto quinones

Ce-Cy Stilbénes

C;-Cy-Cy Flavonoides

Ce-C3-Cy Lingnanes

(C{,—CJJI T'dnn]n.ﬂ

Tableau 01: les principales classes des polyphénols (Karkola et al, 2008).
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11.2.1.2.1. Les flavonoides:

Le mot flavonoides indiqué une tres large gamme de composés naturels
appartenant a la famille des polyphénols (Seyoum et al, 2006). lls représentent
lun des plus grands groupes de produits phénoliques naturels. lls interviennent
dans la pigmentation des fleurs, dans la protection des plantes contre les
rayonnements UV de type B et dans leur défense contre les herbivores et les
attaques microbiennes. (Harborne et Williams, 2000).

Les flavonoides sont des dérivés des benzo-y-pyranes. On les trouve sous
forme d'aglycones, de glycosides ou de dérivés méthylés. Le squelette de base des
flavonoides a 15 atomes de carbone et se compose de deux cycles benzéniques C6
lies par une chaine C3. Un pont a trois carbones entre deux groupes phényle
forme généralement un troisieme cycle pyrone. Les sous-classes se distinguent

selon la conformation de cette structure centrale C (Bruneton., 2009).

Figure 04: Structure de base des flavonoides (Bruneton., 2009).
11.2.1.2.2. Les tanins :

Le terme tanin vient de lancienne pratique consistant a utiliser des extraits
de plantes pour tanner les peaux d'animaux, en dautres termes, transformer les
peaux brutes en cuir (HOPKINS., 2003). Les tanins sont des polyphénols
présents dans de nombreuses plantes. Leurs structures complexes consistent en
des unités monomeres répétitives dont les centres asymétriques, les degrés
d'oxydation (Hemingway, R.1992).et [lastringence varient, mais qui ont en
commun des propriétés de  tanner la peau. Cette capacité est liée a leurs
propriétés de liaison aux protéines. Leur poids moléculaire est compris entre 500
et 3000 g/mol (Guignard., 2000; Cavin.,1999). Ces tanins sont des donneurs de
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protons pour les radicaux libres lipidiques générés lors de la peroxydation. Des
radicaux tanniques plus stables se forment alors, ce qui a pour effet de stopper la
réaction en chaine dauto-oxydation des lipides41/43 (Bennick., 2002; Kaoivikko.,
et al 2008)

On distingue :

1. les tanins hydrolysables, esters d'un sucre, qui est tres généralement le
glucose, et de l'acide gallique 3 ou de I’acide ellagique (Wakibara et al, 2001).

2. les tanins condensés ou proanthocyanidols, non hydrolysables résultant
de la polymérisation d'unités flavan-3-ols (Page et al, 1997).

11.2.1.2.3. Les coumarines:

Historiquement, le nom coumarine vient de "cumaru”, le nom de larbre de
la feve tonka (dipteryx ordorata willd, légumineuse), la langue amazonienne pour

ses légumineuses

Contient 1% a 3% de coumarine. La coumarine a eté isolee pour la premiére
fois en 1820. Ces composes sont une classe essentielle de produits naturels qui
ont une odeur caractéristique similaire au foin fraichement coupé, ils sont présents
dans de nombreuses espéces végeétales et possedent des propriétés trés diverses.
Plus d'un millier de structures coumarines ont été décrites, dont la plus simple est
largement répandue dans le regne végétal et tres abondante chez les angiospermes
(Iserin., 2001). Les familles les plus riches en coumarine sont : Les fabacées, les
rutacées, les apiécées et les thymeleacées. On les trouve dans toutes les parties
des plantes, en particulier les fruits et les graines.53/54 (Deiana S., et al 2003 ;
Booth, et al 2004).

11.2.1.2.4. Les alcaloides :

Les alcaloides sont des substances organiques naturelles hétérocycliques. Le
mot alcaloide a été introduit par W. Meisner au début du 19e siécle pour désigner
des substances naturelles qui réagissent comme des alcalis, tels que les alcalis (de
l'arabe al kaly, soda et du grec eidos, aspects) (Zenk M., Juenger M., 2007). Il
contient au moins un atome dazote dans sa structure chimique et a différents
degrés dalcalinité. Depuis lidentification du premier alcaloide, la morphine, a

partir de [lopium en 1806, ils constituent lun des plus grands groupes de
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meétabolites secondaires, avec pres de 10 000 a 12 000 structures difféerentes.
(Roberts et Vink., 1998; Stockigt et al, 2002).

Ainsi, on divise les alcaloides en trois genre : les alcaloides wvrais, les
pseudo- alcaloides, les proto-alcaloides (Waller G., Nowakcki E., 1978).

11.2.1.2.5. Les saponines:

Les saponines ou saponines sont un groupe de métabolites secondaires
abondamment présents dans certaines familles du régne végétal. lls sont
notamment produits par des plantes supérieures, mais aussi par des animales
marines inférieures et telles bactéries. Leur nom vient du latin sapo, signifiant
"savon", en raison de leur propriété de former une solution moussante en présence
deau. Ce sont des glycosides de haut poids moléculaire constitués d'un fragment
lipophile, d'un aglycone (ou aglycone) et dun fragment sucre hydrophile. Cette
combinaison d'éléments structuraux polaires et non polaires dans les molécules
explique leur comportement moussant dans les solutions aqueuses. (Betina, 2014;
Das T K., 2012)

11.2.1.2.6. Les terpenes et les sterols:

11.2.1.2.6.1. Les terpénes:

Les terpenes sont des hydrocarbures naturels avec des structures cycliques
ou a chaine ouverte leur formule moléculaire d'origine est (C5HX)n ou X varie
selon le degré d'insaturation de la molécule et n peut prendre des valeurs de (1-8),
sauf dans le polyterpene ou il peut atteindre plus de 100 (caoutchouc). La
molécule de base est lisoprene de formule C5H8 (Figure 05). Le terme
terpénoides désigne un ensemble de substances qui présentent un squelette
terpénique avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone,
acide, lactone, etc.) (Malecky, M.2005). La plupart de ces composés proviennent
de plantes. lls sont synthétisés par les plantes, les organismes marins, les

champignons et méme les animaux (Benaissa O., 2011).
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Figure 05: Structure de la molécule d'isopréne.
11.2.1.2.6.2. Les stérols:

La structure chimique des stérols est similaire a celle du cholestérol.Cette
proximité leur permet de tromper le corps en limitant le passage du cholestérol de
lintestin dans la circulation sanguine. Ce sont des substances stéroidiennes
naturelles caractérisées par un noyau polycycligue a fonction alcool (Bruneton;
1993).

D’aprés I'NUPAC les stéroides comprennent tous les lipides avec un noyau
cyclopentanophénanthrénique  (stérane) ou ses dérives (Benaissa.,2011)Cette
définition ne classe pas les différents types de stéroides.Cependant, I'lUPAC
précise que "les stérols sont des stéroides™ caractérises par la présence d'un
groupe hydroxyle -OH au niveau du carbone C3, par exemple le cholestérol
(Figure 06).
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HI i T

Cardénolide

Figure 06: Quelgues exemples de stéroides.

11.2.1.3. Les huiles essentielles:

11.2.1.3.1. Généralités sur les huiles essentielles :

Le monde végétal fournit les éléments essentiels a l'existence humaine. Les
plantes fabriquer une variété des substances naturelles (EI Abed. et Kambouche,

2003).

Selon (Telphon., 2005) une huile essentielle est un produit volatil, liquide
ou semi-liquide constitué de molécules aromatiques sécrétées par certaines
plantes ou arbres. Comme toute huile, elle est insoluble dans Il'eau, mais ce n'est
pas strictement un produit gras. La volatilité de Thuile essentielle lui donne son
parfum souvent tres parfumé. On dit que plus l'huile est volatile, plus son parfum

est fort.

19 |



Partiell. Synthése bibliographique

D’aprés la norme (I'lUPAC) une huile essentielle (HE) est un produit
obtenu & partir de substance végetale par vapeur ou hydrodistillation. La
séparation de I'HE de la phase aqueuse par un procédé physique (AFNOR, 2000).
Cette explication est restrictive en ce qu'elle n'inclut pas les produits extraits a
l'aide de solvants ni obtenus par toute autre méthode. Le mot "huile" s'explique
par la propriété de ces composés a se dissoudre dans les graisses et leur
hydrophobicité. Le mot "essentielle" fait référence au parfum, en référence a
l'odeur plus ou moins forte que dégage la plante (Anton et Lobstein., 2005).

11.2.1.3.2. Origine et localisation des huiles essentielles :

Les huiles volatiles peuvent é&tre considérées comme des résidus du
métabolisme des plantes. Aprés la photosynthese au niveau des chloroplastes,
I'énergie produite (sous forme de glucide, de NADPH et d'ATP) contribue au
développement de la plante et facilite indirectement la biosynthese de plusieurs
composes secondaires, parmi elles les huiles essentielles (Narishetty, et al 2004)

En principe, les huiles essentielles sont présentes dans toutes les parties
vivantes des plantes, mais elles sont généralement présentes surtout dans : les
brindilles, les fleurs, les feuilles, les racines et les graines. Les cellules sécrétoires
peuvent étre situées a la surface de différents organes des plantes, appelée
localisation exogene, ou a lintérieur de [lorgane, appelée localisation endogéne.
(Charchari., et al 2007).

11.2.1.3.3. Composition chimique et Les facteurs influencant :

11.2.1.3.3.1. Composition chimique:

La composition chimique des huiles essentielles est trés diversifiée. Méme
s'il s'agit de la méme espece, la composition sera différente selon le climat, la
zone de production, le mode de culture, la saison, la récolte, la partie végeétale
utilisée, l'équipement et la technologie d'extraction (Duraffourd et Lapraz,
2002).

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes et variables dont les
constituants appartiennent entierement a deux groupes aux spécificités d'origine
biologique distinctes : les terpenes volatils et les composés odorants dérivés des

phénylpropanes (Bruneton., 1999).
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Nous citons parmi eux :
(a) Les composes terpéeniques:

C'est une famille de composés trés répandue dans le regne végétal. lls sont

formés par ensembles de cinq atomes de carbone (C5) et sont nommés isoprene

(Bakkali et al, 2008)

H,C CH
3 X // 2
C—C
/ \
H,C H

Figure 07: Structure de I’isopreéne (C5HS). (Bakkali et al., 2008).
-IIs sont classés d’aprés (Couic-Marinier et Lobstein, 2013) :

% Leurs fonctions : alcools (géraniol, linalol), esters (acétate de linalyle) aldéehydes
(citral,Citronellal), cétones (menthone, camphre, thuyone), éthers-oxydes (cinéole)
% Leur structure : linéaire (farnéséne, farnésol) ou cyclique : monocyclique
(humuléne, Zingiberéne), bicyclique (cadinéne, caryophylléne, chamazulene) ou
tricyclique(cubébol, Patchoulol, viridiflorol).
-1l est a noter que seuls des terpénes de faible poids moléculaires (mono et

sesquiterpénes) contenus dans les huiles essentielles (Bruneton, 1999). 1 leur

confére une caractére éphémere et des propriétés olfactives (Pibiri, 2006).
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Monoterpénes
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Carbure monocyclic Cymene (‘") Sabinene
Or p.cymene
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OH

Aleohol acyelic Citronellol

] . Geraniol
Sesquiterpene

= = = OH

Carbure Farnesol

Carbure bicyclic
Alpha-pinene

OH =

N

Beta-pinene

Phenol Carvacrol Thymol

Alcohol
carvophyl

Figure 08: Structure Chimiques de quelques composes terpéniques.

(b) Mono terpenes:

IIs sont résultent de la liaison de deux unités isoprene (C10), formant 90%

des huiles essentielles de structures différentes (Bakkali et al, 2008).

A de multiples fonctions (Georges, 1979) :

Carbures : peuvent étre de structure acyclique, monocyclique ou bicyclique

- Acycligue : ex : « myrcene», «ocimene», etc.

- Monocyclique : ex : «terpinenes», «p-cimene», «phellandrenes», etc.

- Bicyclique : ex : «pinenes », «camphene», «sabinene», etc.

Ex : Huile essentielle de sauge : contient «thuyone».Esters :

-Acyclique : linalyl acetate or propionate, citronellyl acetate, etc.

-Monocyclique : menthyl or a-terpinyl acetate, etc.

-Bicyclique : isobornyl acetate, etc.

(c) Sesquiterpenes:

Selon (Bekkali et al, 2008) ils sont assemblés a partir de trois unités isopréne (C15).

Cependant, leurs structures et leurs fonctions sont similaires a celles des odorant
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monoterpénoides dérivés du phénylpropane. lls sont présents en bien moindre quantité

dans les huiles essentielles que les terpénes. Ils comprennent :

e Aldéhyde : «cinnamaldehyde», ex : huile essentielle de cannelle.
e Alcool : «cinnamique alcool».

e Phénols : «chavicol», «eugénol», ex : huile essentielle de girofle (eugénol).

Dérivés méthoxyle: «anéthol», «élémicine», «estragol», «methyleugénols», ex : huile

essentielle de fenouil (anéthol).

Composés de méthylene dioxyde: «apicole», «myristicine», «safrole», ex: huile

essentielle de persil (apicole).
11.2.1.3.3.2. Les composes aromatiques:

La quantité en dérives du phénylpropane est inférieure a celle des
terpénoides. Cette classe comprend des composés odoriferants tels que la
vanilline, leugénol, lanéthole, le trou de wver et autres. On les trouve plus
couramment dans les HE de la famille d’Apiaceac (anis, fenouil, cannelle, basilic)
(Bruneton, 1999)

Composes aromatiques

=
0 CH,
2
Z = OCH,
Aldehyde Alcohol Phenol Chavicol OH

Cinnamaldehvde Cinnamvl alcohel

“zﬂ 0 -
o~ O O T
HyGO —/ = 0 N

Methoxy derivative

Methylene dioxy compound
Estragole

Safrole

Methoxy derivative Anethole

Figure 09: Structure Chimiques de quelques composés aromatiques.

11.2.1.3.3.3. Les composés d’origine diverses:

Il existe un grand nombre de produits issus de la conversion de molécules
non volatiles issues de la dégradation des terpenes non volatils par auto-
oxydation, tels que le caroténe ou des acides gras tels que lacide linoléique et

l'acide a-linolénique en (3-cis hexanol, decanal, B-ionone) (Piochon, 2008)
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11.2.1.3.3.4. Les facteurs influencant:

Il existe plusieurs des facteurs externes pouvant influencer la composition

chimique et le rendement de I'huile essentielle.

La température, I'humidité, la période d'ensoleillement, la composition du
sol sont autant de facteurs environnementaux qui peuvent produire des

changements chimiques, (Piochon; 2008)

Ainsi que le génotype, lorigine géographique, la durée de récolte, le
séchage, le lieu de séchage, le temps de séchage, les ravageurs, les virus et les
mauvaises herbes. Par conséquent, leffet de [Il'huile est le résultat d'une
combinaison de composés actifs et inactifs, le composé inactif peut affecter Ila
biodisponibilité du composé actif, et plusieurs ingrédients actifs peuvent avoir un

effet synergique. (Mohammedi; 2006)
11.2.1.3.4. Méthodes d'extraction des huiles essentielles:

Il existe différentes technique d'extraction les huiles essentielles. Les
principaux sont basés sur la distillation a la vapeur, l'expression, la solubilité et la
volatilité. Le choix de la méthode la plus adaptée en fonction de la nature du
matériel végétal a traiter, des propriétés physico-chimiques de l'essence a extraire,
d'utilisation de [lextrait et larobme initial lors du processus d'extraction (Samate ;
2001)

1. Chauffage de la 2. Séparation des molécules

matrice : destruction des et de la matrice
parois

\ / Libération des

molécules aromatiques

/

FigurelO: Les étapes de I’obtention d’une huile essentielle (Marie., 2005).
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11.2.1.3.4.1. Extraction par hydro-distillation:

Cest la méthode Ila plus ancienne, la plus courante et la plus rentable
introduite en Europe par les Arabes entre le Ville et le Xe siecle. Il sagit de
placer du matériel végétal dans un alambic, rempli d'eau placé sur une source de
chaleur. (Figure 11) Aprés la condensation de la vapeur hétérogéne sur une
surface froide, les huiles essentielles se séparent en raison des différences de
densité (Bruneton J.2009)

1- Chauffe ballon 2- Ballon 3- Thermometre 4-Réfrigérant 5 - Entrée et sortie

d’eau 6 — Erlenmeyer 7 - Matiére a extraire ’essence 8 - La couche

Figurell: Schéma du principe de la technique d’hydro distillation (Bruneton J.2009)
11.2.1.3.4.2. Extraction par entrainement a la vapeur d'eau:

Contrairement a [l'hydrodistillation, cette technique ne met pas leau en
contact direct avec la matiere veégétale a traiter. La vapeur deau fournie par la
chaudiere traverse la matiére végétale située au-dessus de la grille. La vapeur
décompose la structure des cellules végétales, ce qui libére des molécules
volatiles, formant un mélange «eau + huile essentielle». Le mélange est ensuite
envoyé vers un condenseur et parfum, qui se sépare alors en une phase aqueuse et
une phase organique « huile essentielle ». | ‘absence de contact direct entre l'eau
et la matiéere végétale, et entre leau et les molécules dardme évite certains
phénoménes d'hydrolyse ou de dégradation qui pourraient affecter la qualité de
l'huile. (Marie, 2005)
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: Feu 6: Eau froide

: Eau 7: Eau chaude

: Vapeu 8: Eau + huile essentielle
: Plante aromatique 9: Huile essentielle

: Vapeur + huile essentielle 10: Hydrolat

NHAWN =

Figurel2: Schéma de distillation des huiles essentielles a échelle industrielle par

entrainement a la vapeur d’eau. (Bassereau et al., 2007).
11.2.1.3.4.3. L’hydrodiffusion:

L’hydrodiffusion est un type de distillation a la vapeur. Cette technique
spéciale relativement nouvelle. Par conséquent, il profite de l'effet de perméation
de la vapeur deau. Il consiste a faire passer la vapeur deau de haut en bas sous
pression réduite. La vapeur d'eau au travers de matrice végétale (Figure.13). Les
avantages de cette méthode sont que le processus est rapide, moins nocif pour les
composes volatils et qu'il n'y a pas de contact entre le matériel végétal et l'eau. De
plus, L’hydrodiffusion raccourcit le temps de distillation et réduit Ila
consommation de  vapeur, permettant ainsi des  économies  d'énergie.
(Abderrahim E, 2011)

régulation de
la vapeur

Figurel3: Montage d'extraction par hydrodiffusion
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11.2.1.3.4.4. Extraction par solvant:

La technique “classique" d'extraction par solvant consiste a placer un
solvant volatil et la matiére végétale a traiter dans un extracteur. Du fait du lavage
en continu, le solvant va étre saturé en molécules aromatiques puis envoyé au

concentrateur ou il est distillé a pression atmosphérique. (Marie., 2005)

L'extraction par solvants organiques volatils reste la méthode la plus
généralement employé. Les solvants les plus utilisés aujourd'hui sont I'hexane, le
cyclohexane, [I'éthanol, le méthanol, le déchlorométhane et lacétone. (Benouali.,
2015)

En plus détre agréé, le solvant choisi doit également présenter une certaine
stabilité face a la chaleur, a la lumiére ou a l'oxygéne.Son point d'ébullition est de
préférence plus bas pour faciliter son élimination, et il ne peut pas réagir
chimiquement avec [I'extrait. L'extraction est réalisee avec un appareil de Soxhlet

ou un appareil de Lickens-Nickerson (Abderrahim., 2011)

Ces solvants ont un pouvoir d'extraction supérieur a leau, de sorte que
l'extrait ne contient pas seulement des composés volatils, mais également des
composeés non volatils tels que des cires, des pigments, des acides gras et autres

substances. (Hernandez., 2005).

EXTRACTION PAR SOLVANTS
HEXANE OU BENZENE OU ALCOOL

L *

FILTRE

SOLVANT CONCENTREUR

SOUS VIDE
epuisement des fleurs par des macérations successives
dans le solvant, puis évaporation £t concentralion sous
vide pour obtenir la “concréte’’, qui traitée par I'alcool,
glacée et filtréee, produira “I'absolue’” ‘

CONCHE 1!

Figurel4: Technique d'extraction par solvants.

11.2.1.3.4.5. L'expression a froid:

L'extraction a froid est couramment utilisée pour extraire les huiles

essentielles des agrumes tels que les citrons, les oranges et les mandarines. Le
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principe est de détruire mécaniqguement les poches dessence. Les huiles
essentielles sont séparées par décantation ou centrifugation. D'autres machines
ouvrent les poches et collectent les huiles essentielles directement par broyage

pour éviter la décomposition due a I'exposition a I'eau. (Chaintreau, et al; 2003)
11.2.1.3.4.6. Extraction par les corps gras:

La méthode par extraction des corps gras est utilisée pour le traitement de la
floraison des parties délicates des plantes, telles que les fleurs qui sont trés
sensibles a leffet de la température. Il utilise la liposolubilité des composants
aromatiques végétaux dans les corps gras. Le principe consiste a mettre les fleurs
en contact avec un corps gras, qui sature l'essence végétale. Le produit obtenu est
une pommade florale qui est ensuite aspirée avec le solvant éliminé sous pression
réduite. Dans cette technique, on distingue la méthode de Ilenfleurage, dans
laquelle la saturation se fait par diffusion de lardme dans le corps gras a
température ambiante, et par digestion thermique en immergeant les organes

vegétaux dans le corps gras. (Lawrence, 1995)

ENFLEURAGE

i 7 SR o TRAITEMENT PAR LES GRAISSES
cONtact aven: le comps ! °°8 ‘
gras efendu o0 couches
RNCes sur des chissis
<z 7
MPREGNATION FLIURS POMMADE
SUNR CHASSIS EPUGEES  PARIUMET
MACERATION » BL W _(j
Procédé b chaud s ® %
dans ies cotps gras BATTEUSE GLACIEME  Fr AL ARSI
fondus, on INInerge = v W U , CONCENTRELR
fieurs jusau 'l saturation SOUS ik
FAU CHAUDL 5 vpacr  POMMADI les pommades parfumées sont “épusess”’ 3 'alcoal
MACERATION - PARFUMEL 1 concentrées sous wwde pour obtens T absalue

Figure 15: Technique d'extraction par les corps gras.

11.2.1.3.4.7. Extraction par micro-ondes:

Une méthode d'extraction assistée par micro-ondes sans solvant congue
pour les applications de laboratoire pour extraire les huiles essentielles des plantes
aromatiques. Cette technologie est une combinaison de chauffage par micro-
ondes et de distillation a pression atmosphérique. (Figure 16). Basée sur un
principe relativement simple, la méthode consiste a placer du matériel végétal
dans un réacteur a micro-ondes sans ajout de solvants organiques ni deau. Le

chauffage de l'eau contenue dans la plante rompt les glandes qui contiennent les
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huiles essentielles. Cette étape libere les huiles essentielles, qui sont ensuite
alimentées par la vapeur deau produite par les plantes. Un systeme de
refroidissement hors micro-ondes permet au distillat, composé deau et dhuiles
essentielles, de se condenser, qui peut ensuite étre facilement séparé par simple
décantation. D'un point de vue qualitatif et quantitatif, le procédé SFME apparait
plus compétitif et économique que les méthodes traditionnelles telles que

I'hydrodistillation ou la distillation a la vapeur. (Lucchesi et al, 2004)

Réfrigérant a
air

Huile essentielle

Phase acqueuse

Décoction ——

Micro-Ondes ————+

Figure 16: Montage d’extraction assistée par micro-onde

11.3. Les activites biologiques des composes phénoliques :

Les huiles essentielles ont de nombreuses activités. En phytothérapie elles sont
utilisées pour leurs caracteéristique antiseptiques contre les maladies infectieuses d'origine

fongique, les dermatophytes (Savajol, 2004).

Ceux d'origine bactérienne, par exemple contre les bactéries luminales (Savajol,
2004 ; Singh et al, 1988)

11.3.1. Les activités antioxydants :

Le corps a développé un systeme de défense trés efficace contrela fabrication de
RL. Les molécules contrélant cette production sont désignées par le terme
"Antioxydant." d'un point de vue biologique, un antioxydant est toute substance qui
Comparé au substrat oxydable, le substrat est significativement oxydé a faible
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concentration (Rizzo AM et al, 2011), et son produit de réaction est le méme que

I'oxydant est non toxique. (Tang S. Y. Et; 2010).
11.3.1.1. Types d’antioxydants :

11.3.1.1.1. Antioxydants de synthese

Les antioxydants de synthése habituellement utilisés sont les composés phénoliques
comme le butylhydroxytoluéne (BHT), le butylhydroxyanisol (BHA), le
tertbutylhydroquinone (TBHQ) et les esters de I’acide gallique,... etc. Les antioxydants
phénoliques sont toujours substitués par les alkyls qui ont prouvé une plus grande
solubilité dans les graisses et les huiles. (Ribeiro et al., 2001 ; Marongiu et al., 2004).

11.3.1.1.2. Les antioxydants naturels :

Les antioxydants d’origines naturelles sont présents dans toutes les plantes
supérieures et dans toutes les parties de la plante et sont en génerales : les composeés
phénoliques, le béta caroténe, I'albumine, l'acide urique, les oestrogenes, les polyamines,
les flavonoides, la vitamine E,...etc. Ils agissent par la désactivation des radicaux par
création d’addition covalente, la réduction des métaux ou de peroxydes, la complexation

d’ions et de métaux de transition et le captage de 1’oxygene singulet (Herodez et al; 2003).
» Lavitamine E:

Selon (Delattre; 2005), capable d'une part de piéger chimiquement Il'oxygene

singulet (O2) en s'oxydant en quinone, d'autre part, de réagir avec le radical hydroxyle .
» Lavitamine C:

C'est un piégeur tres efficace des anions superoxydes, du peroxyded'hydrogenes et de
I'oxygéne singule.
» La Caroténoides:
Leur rble protecteur dans les systémes biologiques implique la désactivation
d'especes électroniqguement activées telles l'oxygene singulet O2 et la désactivation

d'especes chimiques réactive telles les radicaux peroxyles ROOe et alkyles Re, qui peuvent

étre generés a l'intérieur des cellules et occasionner des dommages oxydatifs.
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> LeZinc:
Le Zinc joue un role antioxydant indirect en assurant la stabilisation de la Cu-znsod,
cependant il posséde d’autres propriétés antioxydantes dont le mécanisme précis est
encore incomplétement connu.

> Le Sélénium:

Joue un réle dans la protection des cellules et de leurs constituants contre l'attaque
radicalaire, le maintien de I'intégrité membranaire réduit la probabilité de propagation de

Iésions oxydative a des biomolécules.
11.3.1.2. Activité de piégeage des radicaux libres DPPH :

Le principe du test se résume en la capacité des huiles a réduire le radical libre DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) de couleur violette foncée, qui se transforme en coloration
jaunatre (aprés réduction). Cette decoloration est mesurable par spectrophotométrique
(BRAND-WILLIAMS et al, 1995).

Lorsqu'une solution de DPPH est mélangée a celle d'un substrat (AH) qui peut
donner un atome d'hydrogeéne, alors cela donne la forme réduite avec la perte de cette

couleur violette (Gouveia et Castilho, 2012).

O,N

L]

N—N NO,

O,N

Figure 17: Structure du 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). (Site web).

Le composé chimique 1,1-diphényle-2-picrylhydrazyle fut I'un des premiers
radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité anti-oxydante des composés
phénoliques. Il posséde un ¢électron non apparié¢ sur un atome du pont d’azote. Du fait de
cette délocalisation, les molécules du radical ne forment pas des diméres, DPPHe reste
dans sa forme monomeére relativement stable a température ordinaire. La délocalisation
provoque aussi la couleur bleue bien caractéristique de la solution de DPPHe. La mesure de
I’efficacité d’un anti-oxydant se fait en suivant la diminution de la coloration bleue, due a

une recombinaison des radicaux DPPHe, mesurable par spectrophotométrie a A = 517 nm.

(Foti, M.C; 2004).
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N—N- NO, + R —= N—N NO,

Figure 18: Mécanisme de réaction.

DPPH DPPH-H

VIOLET JAUMNE

Figure 19: Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH.

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

Cette méthode basé sur la réduction du complexe ferrique de la tripyridyl-s-triazine

2.4.6 [Fe (1) - (TPTZ) 2]3+ au complexe ferreux coloré par le bleu [Fe (1) - (TPTZ) 2]2+

a faible ph a pour but est mesure la capacité des antioxydants a réduire le fer ferrique).

Cette réduction est suivie en mesurant le changement d'absorption a 700 nm (Oyaizu,
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Figure 20: Principe réactionnel du test FRAP.

11.3.1.4. B-carotene :

I1 a été démontré que la supplémentation en [-caroténe protege contre la
photosensibilité associée a des maladies cutanées héréditaires comme la protoporphyrie
érythropoiétique (Mathews-Roth, 1989). Des caroténoides sont présents dans la peau
humaine et leur concentration diminue aprés une exposition a I’'uv-A et a I'uv-B (White et
al, 1988). L’exposition a la lumiére ultraviolette réduit également certaines fonctions

immunitaires, y compris I’hypersensibilité retardée (Kim et al, 1990) (Fig.21.)

L = = = )
"-’I"t"ll:s CHs CHsz CHs

Figure2l: Structure chimique de B-carotene. (Site web).

11.3.1.5. Propriétés anti oxydantes :

Selon; (Valko M et al ; 2006), Un composé est considéré comme un antioxydant in
vivo lorsque les propriétés suivantes sont requises :
» Agit spécifiquement contre les radicaux libres;

» Meétaux de transition chélatés ;
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» [Fonctionne en synergie avec d'autres antioxydants pour régénérer;
> Agit & des concentrations physiologiques relativement faibles;
» Lademi-vie d'un antioxydant doit étre suffisamment longue pour réagir avec l'agent

oxydant.
11.3.2. Activité antimicrobienne :

Le terme « antimicrobien » fait référence a un ensemble de composés qui ont la
capacité d'‘éliminer ou de réduire la prolifération de microbes Les propriétés
antimicrobiennes des plantes médicinales sont bien connues depuis les temps anciens.
Cependant, jusqu'au début du XXe siecle, Les scientifiques commencent a s'y intéresser.
Ces propriétés antimicrobiennes sont dues a Portion d'une huile essentielle contenue dans
une plante. Maintenant sur 3 000 huiles, (Haddouche., 2008)

11.3.2.1. Les propriétés antimicrobiennes importantes :

Dans la grande majorité des cas, l'utilisation d'antibiotiques entraine sélection de
populations microbiennes résistantes. Cette résistance est due a la mutation Acquisition de
genes de résistance portés par des chromosomes ou des éléments Génétique mobile
(plasmides, phages, transposons et intégrons). Ces résistances ont menant a la recherche de
nouveaux agents antimicrobiens avec une plus grande efficacité d'une part, il est plus
essentiel que les drogues synthétiques et, d'autre part, il est largement accepté par le corps
humain. Partiellement (aucun effet nocif sur la santé humaine). (Garcia-Ruiz A; 2008)
(Kempf S; 2009).

L'activité antibactérienne a été étudiée par de nombreux groupes de recherche
Extraits de plantes médicinales, ils ont trouvé que ces extraits avaient des propriétés actives
Non seulement contre les bactéries, mais aussi contre les champignons, les levures et
Virus. (Jurgen R ; 2009) (Xia E.Q; 2011).

11.3.3. Activité antibactériennes :

La bactérie est  un micro-organisme ubiquiste, unicellulaire et sans noyau
(procaryote) dont le génome est constitué d'ADN. Celui-ci consiste en un
seul chromosome, et on note éventuellement la présence de plasmides (petit morceau d'adn

circulaire). L'ensemble des bactéries forme le régne des eubactéries (Eubacteria).

Le traitement des infections «bactériennes se base principalement sur I'usage des

antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut
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entrainer la sélection de souches multi-résistantes d’ou I’importance d’orienter les
recherches vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration

de nouveaux médicaments a base des plantes (Jurgen et al, 2009).

Elles peuvent étre grandes, petites, ovales grosses, longues, courtes ou encore plus
épaisses. Les bactéries peuvent étre divisées en deux groupes (Gram positif+ et Gram
négatif-), basés sur la différence de la structure et de la composition chimique de la paroi
cellulaire (Figure 22)
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Figure 22: Structure de la paroi bactérienne (site web)
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» Escherichia coli :

C'est une bactérie Gram-négative qui est associée au tube digestif humain et animal,
appartenant a la famille des enterobacteriaceae. C'est une forme non spore, de type aérobie
facultatif, généralement mobile grace aux flagelles. Sa longueur varie de 2 a 6 pm, tandis
que sa largeur est de 1,1 a 1,5 um. Escherichia coli est la bactérie la plus courante impliqué
dans les infections aigués des voies urinaires, il provoque également diarrhée estivale,

diarrhée infantile et intoxication alimentaire (Kaper J.B ; 2004).
» Staphylococcus aureus :

Ce sont des cocci a Gram positif appartenant a la famille des micrococcus avec 0,5 a

1,5 pm de diamétre, ne forment pas de sporulation, ont tendance a s'agréger par paires, et
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Petites chaines, généralement non encapsulées ou avec des capsules limitées. Eux est une
bactérie anaérobie facultative. Staphylococcus aureus est un agent pathogéne commun
Infection de plaie postopératoire, endocardite aigué et empoisonnement manger. (Dworkin
M.M.et al ; 2006).

» Pseudomonas aeruginosa :

Ce sont des bacilles a Gram négatif, non sporulés, aérobies et la mobilité est possible
grace a la présence de 1 ou 2 flagelles. Ces bactéries synthétisent principalement deux
Types de pigments pyocyanine : phénazine bleue, pyoverdine : jaune-vert. C'est Les
bactéries sont résistantes a plusieurs antibiotiques (Percival S et al;2004). Pseudomonas
aeruginosa est responsable de 16 % des cas de pneumonies nosocomiales, 12 % des
infections urinaires et 8 % des Infections apres plaies chirurgicales (Van Delden C et al;
1998).

» Candida albicans :

Candida albicans est le plus souvent a 1’origine de la plupart des manifestations
pathologiques chez I’homme. On la rencontre habituellement, a 1’état saprophytique, dans
le tube digestif de I’homme et, par contiguité, elle peut étre retrouvée au niveau de la
mugueuse vulvo-vaginale, ou de la bouche. Mais on ne retrouve qu’exceptionnellement
Candida albicans au niveau de la peau. Cette espece est responsable de plus de 80% des
infections connues sous le terme de candidose, comme les infections superficielles

cutanées et superficielles muco-cutanées (Delorme J et al; 1997).
» Salmonella :

Bacille a Gram négatif appartenant a la famille des Enterobacteriacae et au genre
Salmonella. Ce genre comporte 2 espéces (S. Enterica et S.bongori). C’est la premiére
cause de toxi-infections alimentaires collectives bactériennes dans le monde. Elle est 'une
des préoccupations majeures des laboratoires de contr6le de qualité alimentaire. S.
Typhimurium est largement répandue dans les différents réservoirs animaux (porcs,
bovins, volailles...) et dans certaines denrées destinées a 1’homme. (Kaloustian J et al
2008).

» Vibrio:
Vibrio cholerae est un bacille courbe, en forme de batonnet, oxydase positive et

Gram négatif. Il a une motilité puissante et un flagelle unipolaire. Cette bactérie de 1
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a3 umx 0,5 a 0,8 um est une bactérie anaérobie facultative de la famille Vibrio. Les
sérogroupes O1 (biotypes classique et El Tor) et 0139 sont les principaux agents
pathogénes impliqués dans les épidémies de choléra. Les sérogroupes pathogenes
produisent la toxine cholérique (CT), qui peut ou non étre produite par des souches
non pathogenes cette toxine. (Kaloustian J et al ; 2008).

> Klebsiella oxytoca :

Inactif, recouvert de colonies ressemblant a des muqueuses, sensible a la
gentamicine, a la cardamycine, aux céphalosporines et a la polymyxine B, mais pas a la
pénicilline. lls sont commensaux du tube digestif et peuvent étre a l'origine d'infections

urinaires ou respiratoires, parfois compliquées de sepsis et d'infections nosocomiales

Klebsiella spp. Enterobacteriaceae, avec des bacilles a Gram négatif, fixés et
capsules (sauf pour 6% des souches de Klebsiella pneumoniae subsp. Pneumoniae). Ils
sont abondants dans le sol et dans l'eau et sont des fixateurs d'azote atmosphérique.
(Francois D et al; 2007).

11.3.3.1. Mode d’action contre les bactéries :

Selon (EI Kalamouni; 2010), d’une maniére générale, ’action des huiles essentielles

se déroule en trois phases :

e Attaque de la paroi bactérienne par I'huile essentielle, provoquant une
augmentation de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaires.

e Acidification de I’intérieur de la cellule, bloquant la production de I’énergie
cellulaire et la synthese des composants de structure.

e Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie.

11.3.3.2. Méthodes d'évaluation de l'activité antibactérienne :

> Meéthode de diffusion en milieu solide :

La méthode consiste, aprés ensemencement de la suspension bactérienne, a étaler
I'antibiotique dans des puits de 6 mm de diametre et de 3 mm de profondeur, et a creuser
un puits témoin dans une boite de Pétri contenant du milieu de Muller Hinton. Incuber
ensuite a 37°C pendant 18 a 24 heures. Mesurer le diamétre de la zone d'inhibition a l'aide

d'un pied a coulisse (El Kalamouni, 2010).

> Méthode de diffusion sur disque :
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Ces méthodes peuvent étre appliquées a la gélose ou au bouillon, a partir desquels
on peut déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) (Prescott et al, 2010). 11
existe une relation simple entre le diamétre de la zone d'inhibition et la CMI mesurée par
la technique de dilution. Cette relation est appelée ligne de concordance ou de régression
(Guérin-Faublée et Carret, 1999), et sa zone d'inhibition est inversement

proportionnelle a la CMI testée (El kalamouni et al ; 2010).
> Méthode de dilution de milieu liquide:

La méthode de dilution vise a déterminer la plus faible concentration de
I'antimicrobien testé qui inhibe la croissance des bactéries testées. Dans un milieu liquide,
les bactéries se dispersent librement et leur multiplication entraine une turbidité. Dans un
premier temps, pour les grandes dilutions, dans une série de tubes d'un volume minimum
de 2 ml, ou pour les microdilutions en puits de plaque, répartir des concentrations
décroissantes d'antibiotique en volumes égaux et ajouter a volumes égaux dans chaque
tube ou puits, une culture bactérienne en exponentielle .phase de croissance. La CMI d'un
antibiotique contre la souche étudiée a été définie comme la concentration minimale
inhibitrice de toute croissance visible a I'ceil nu apres 18 a 24 heures d'exposition a 37°C

(Freidman et al, 2002).
11.3.4. Activité antifongique :

L'augmentation de la résistance fongique vis-a-vis les médicaments classiques, les
frais de traitement et le fait que les antifongiques les plus disponibles n’ont que l'activité

fongistatique, justifient la recherche de nouvelles stratégies (RAPP, 2004).

Les huiles essentielles de nombreuses plantes sont reconnues qu’elles possédent une
activité antifongique (KALEMBA et al, 2003). Cependant, seulement des informations
limitées existent sur l'activité vers les champignons pathogenes humains (OKOH, 2010).
Les huiles essentielles ont la capacité de pénétrer et de perturber la paroi cellulaire des
champignons et des membranes cytoplasmiques grace a un processus de perméabilisation,
qui conduit a la désintégration des membranes mitochondriales. Cela est di a des
altérations du débit. 1l peut endommager les lipides, les protéines et les acides nucléiques
contenus dans les cellules infectées par des champignons pathogénes (Arnal-Schnebelen
et al, 2004).

38 |



Partiell. Synthése bibliographique

11.3.5. Activité inflammatoire :

L'inflammation est une réaction normale du corps pour se protéger des dommages
causés par un traumatisme physique, des agents chimiques ou des microbes pathogénes.

C'est la réponse de I'organisme pour inactiver ou détruire les organismes envahisseurs.

Elle est déclenchée par la libération de médiateurs chimiques des tissus lésés et la
migration cellulaire. Les médicaments les plus couramment utilisés pour gérer les
affections inflammatoires sont les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), qui ont
plusieurs effets indésirables, en particulier une irritation gastrique entrainant la formation

d'ulcéres gastriques (Bennett et Brown, 2005 ; Tripathi, 2008).

Existent deux stades de [linflammation, [linflammation aigué et
chronique.l'inflammation aigué est une étape initiale de l'inflammation (de l'immunité
innée), qui est médiée par l'activation du systéme immunitaire. Ce type d'inflammation
persiste seulement pendant un court laps de temps et est généralement bénefique pour
I'h6te. Si l'inflammation dure pendant une longue période, la deuxieme étape de
I'inflammation ou inflammation chronique s'installe dans I'héte et peut prédisposer a

diverses maladies chroniques, y compris le cancer (Lin and Karin, 2007).

L’effet anti-inflammatoire des polyphénols a été mis en évidence chez le lapin par la
prévention des lésions dues a une application externe d'huile de croton (HELME et al,
1999), et chez les rats par test des flavonoides sur une réaction inflammatoire induite par

une substance appelé carrageenan (EMIM et al, 1994).
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I11.1. Introduction :

L’ Algérie, par sa situation géographique, posséde une végétation riche et variée du
fait .Un grand nombre de plantes aromatiques y poussent naturellement. L'intérét pour ces

plantes n'a cessé de croitre ces dernieres années.

A cet effet, on s’est intéressé¢ a étudier I’huile essentielle de les deux plantes Salvia
officinalis et Mentha rotundifolia ainsi que I’évaluation de leurs activités biologiques

(antioxydant, antibactérienne, antifongique).
L’objectif de ce travail est :

- L’extraction des HEs de Salvia officinallis et Mentha rotundifolia par

I’hydrodistillation et leur caractérisation.

- L’étude de l'activité antibactérienne de ces huiles essentielles sur certains germes

pathogenes: E. coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa

L’¢tude de l’activité antifongique de ces huiles essentielles sur certains germes
pathogenes: Aspergilus et piniciline.
- L’étude de I’activité antioxydante des huiles essenticlles extraites par la méthode de

piégeage des radicaux libre(DPPH).

Notre étude s’inscrit dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales a travers

la détermination de I’effet in vitro de I’association de ’huile essentielle sur les bactéries.
I11.2. Matériel végetal :

La partie aérienne de Salvia officinalis L a été récoltées de la région de
Saida (la forét récréative située a la sortie Sud de la ville) pendant la période de
floraison (février 2023). et Mantha rotundifolia L a été récoltée de la région de
Saida (Sidi boubekeur 35°01'44"” Nord, 0°03’'25" Est) Les deux premiers
plantes ont été identifices par Dr.Terras (La Boratoire De Recherche Les
Ressource Hydrique Et Environnement). Le matériel veégétal a été récoltée est
rincée et laissée sécher a I'ombre dans un endroit sec et aéré. Une fois séchée, une
partie a été broyée en wune poudre fine, pour étre soumise a des tests

phytochimiques et également a différentes extractions.
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(A) (B)
(A): Mantha rotundifolia L, (B): Salvia offisinilas L.

Photo 01: les plantes étudée.

I11.2.1. Screening photochimique:

Pour déterminer les différents groupes chimiques contenus dans un organe
végétal, nous avons fait un dépistage phytochimique. Celui-ci est basé des
réactions physicochimiques qui permettent d'identifier la présence des substances
chimiques. Les groupes phytochimiques sont nombreux, mais on a fait les
principaux : les alcaloides, les polyphénols (flavonoides, anthocyanes, tannins),
les saponosides, les stéroides, les coumarines, composés réducteurs, amidon, les

stérols, les terpénes.

111.2.1.1. Différentes classes recherchées:

111.2.1.1.1. Les flavonoides:

On prend 5 ml de I’extrait éthanolique et on 1 ml d’HCL concentré et 0.5g
de tournures de magnesium. La présence des flavoniodes est confirmée par
I'apparition d'une couleur rouge ou rose: (+) présence des flavonoides, (-)

l'absence des flavonoides. (Karumi et al, 2004).
111.2.1.1.2. Les tannins:

Un volume de 1 ml de I'extrait éthanolique, est additionné a 2 a 3 gouttes de
la solution de FeCI3 a 1%. Apres quelgues minutes d'incubation, la coloration
verdatre qui indique la présence des tanins catéchiques ou bleu-noiratre qui révéle
l'existence des tanins galliques. (Karumi et al, 2004)
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111.2.1.1.3. Les coumarines :

Une quantité de 1g de poudre végétal est solubilisce dans quelques goutes
deau chaude, La solution obtenue est recouverts avec du papier imbibé de NaOH
dilué et sont portés a ébullition, L'examen est réalisé sous la lumiére ultraviolette
et [lapparition d'une fluorescence intense révele la présence de coumarines.
(Benmehdi; 2000)

111.2.1.1.4. Les composes réducteurs :

Leur détection consiste a traiter 1 ml de Dextrait éthanolique avec de I’eau
distillée et 20 gouttes de la liqueur de Fehling puis chauffer. Un test positif est

révélé par la formation d’un précipité rouge brique (Trease et Evans, 1987).

111.2.1.1.5. Saponosides:

2 ml de Pinfusion aqueux avec 2 ml d'eau distillée sont bien mélanges
pendant 2 mn. La formation d'une mousse persistunte apres 15 mn confirme la

présence des saponosides. (Karumi et al, 2004).
111.2.1.1.6. Amidon:

Traiter 5ml de [lextrait aqueux avec 10ml NaOH et le réactif d'’Amidon.
L'apparition dune coloration bleue violacée indiqgue la présence d'amidon
(Benmehdi; 2000).

111.2.1.1.7. Test d’Anthyocycanes :

2 ml dinfusé aqueux sont ajoutés a 2 ml dacide chlorhydrique HCI 2N,
l'apparition d'une coloration rose- rouge qui vire au bleu violacé par addition
d'ammoniac indique la présence d'anthocyanes. (BENZEGGOUTA, 2015).

111.2.1.1.8. Les alcaloides:

Nous avons procédé a une macération de 24 heures de 2g de poudre
végetale mélangés a 50ml de H2SO4 dilue au demi et a de l'eau distillée. Nous
avons filtré le mélange et rincé a leau de maniere a obtenir 50ml de filtrat.
Ensuite nous avons pris deux tubes a essai dans lesquels nous avons introduit 1ml
du macéra. Nous avons ajouté dans le tube n°l, 5 gouttes de réactif de Mayer et

dans le tube n° 2, 5 gouttes de réactif de Wagner. La présence d'une turbidité ou
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d'un précipité, aprés 15 minutes indique la présence d’alcaloides. (Paris et al,
1969).

Deux essais ont été effectués:

> [Essai 1 : Test pour les stérols et stéroides:

Un volume de 10 ml de lextrait éthanolique est placé dans un erlenemeyer.
Apres évaporation a sec, le résidu est solubilisé avec 10 ml de chloroforme
anhydre. Ensuite, on mélange 5 ml de la solution chloroformique avec 5 ml
d'anhydre acétique en y ajoutant quelques gouttes d'acide sulfurique concentré, on
agite et on laisse la solution se reposer. Un test positif est révélé par l'apparition
d'une coloration violacée fugace virant au vert (maximum d'intensité en 30
minutes a 21°C).

» Essai 2 : Test pour les hétérosides stérodiques et triterpéniques :

Il consiste a évaporer a sec lextrait éthanolique correspondant a 10 ml.
Ensuite, on dissout le résidu obtenu dans un mélange danhydre acétique/
chloroforme (5/5: V/IV) : puis on filtre et on traite le filtrat par quelques gouttes
d'acide sulOfurique concentré (réaction de Liebermann- Burchardt), Si cette
réaction donne des colorations verte-bleue et verte-violette, elle indique alors Ila

présence respective des hétérosides stérodiques et triterpéniques.

111.2.2. Les procédures d’extraction:

111.2.2.1. Extraction des huiles essentielle:

L'extraction des huiles essentielles a été effectuée par hydrodistillation a
I“aide d*un appareil de type Clevenger. Une fois que la maticre végétale est
récoltée, la partie aérienne de la plante (feuilles) est récupérée et nettoyée de la

terre et des autres herbes contaminants.

I'hydrodistillation (water distillation): IL sagit de la méthode la plus
simple et de ce fait la plus anciennement utilisée. Le matériel végétal est immerge
directement dans un alambic rempli deau placé sur une source de chaleur. Tout

est ensuite porté a ébullition.
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111.2.2.2. Procédé d’extraction:

L“extraction de I“huile essentielle a ¢été effectuée par hydro distillation en
utilisant l'appareil de clévenger. IL est constitué d’un chauffe ballon qui permet la
distribution homogene de la chaleur dans le ballon. Celui-ci est en général en
verre pyrex dans lequel on place le materiel végétal séché et 1’eau distillée, une
colonne de condensation de la vapeur (réfrigérant) qui vient de I’échauffement du

ballon, uncollecteur qui recoit les produits de la distillation.

Avant ’emploi, I'appareil a ¢été nettoyé par I’acétone puis I’eau distillée
pour éviter tout contamination. Dans un ballon, en ajoute 200 g des parties
aériennes de la plante (feuilles) sont mises en contact avec 1000 ml d’eau distillée
dans le ballon. L’ensemble est porte a ebullition pendant 3h. L’huile essentielle
est alors entrainée par la vapeur d’eau. Elle est ensuite condense en passant par le
condensateur. Le liquide recueilli résulte en un distillat avec une couche d’huile
mince a la surface qui sera par la suite séparée, aprés repos du liquide. Cette
extraction est réalisée au laboratoire pédagogique de microbiologie de la faculté
des sciences a centre universitaire DR.SALHI AHMED- Naama-.

Photo 02 : Montage d’extraction de I’huile essentiel de salvia.

111.2.2.3. Calcul du rendement:

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de [*huile
extraite et le poids de la plante a traiter. Le rendement, exprimé en pourcentage

est calculé par la formule suivante:
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Huile %(v /p) = poids d'huile extraite en (g) / poids de I'échantillon traitée en (g) x 100

111.2.3. Evaluation de I’activité antioxydant:

Beaucoup de tests sont utilisées pour évaluer [“activité antioxydant des
extraits. La plupart de ces tests sont basees sur la coloration ou la décoloration
d“un réactif dans le milieu reactionnel. Dans notre étude nous avons utilise: Le
test DPPH.

R

s Test DPPH

L’activit¢ antioxydante des extraits a été mesurée in vitro par le 2,2.-
Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), dont le DPPH est un radical libre stable de
couleur violacée photométrable 517 nm. La réduction du radical par un donneur
d’atome d'hydrogéne conduit a la formation de 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazine
DPPH de coloration jaune-verte. L'intensité de la couleur est proportionnelle a la
capacité des antioxydants presents dans le milieu a donner des protons (Sanchez-
Moreno, 2002).

111.2.3.1. Dosage de ’activité anti-radicalaire (test DPPH):

Le protocole expérimental suivi et celui (d’Atoui et al 2005) :a differentes
concentrations pour I’huile (1/2 ;1/4; 1/8 ; 1/16; 1/24) 50 pl de chaque extrait et
I’huile, sont ajoutés a 1950ul d’une solution méthanolique de DPPH® a
47.36mg/mL (0,1421g dans 3 ml éthanol) pour Salvia et poue Mentha 8.6mg/mi
(0.0172g dans 3 ml) Parallelement, un contréle positif est préparé en mélangeant
50 ul du éthanol avec 1950 pl d’une solution méthanolique de DPPH® a la méme

concentration utilisée.

Apres incubation a I’obscurit¢ pendant 30 min et a la température ambiante,
la réduction du DPPH® s’accompagne par le passage de la couleur violette a la
couleur jaune de la solution, la lecture des absorbances est effectuée a 515 nm a
l’aide d’un spectrophotometre. Le témoin positif utilisé et le DPPH°.Les résultats
sont exprimés en pourcentage d’inhibition, calculés suite a la diminution de

I’intensité de la coloration du mélange est répété 3 fois, selon la formule:

Pl= (D.Otémoin-D.Oextrait/D.Otémoin)x100
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PIl: Pourcentage d’inhibition.
D.O témoin: Absorbance du témoin négatif.
D.O.extrait: Absorbance de I’extrait.

111.3. Evaluation de Pactivité antimicrobienne:

C’est une méthode de mesure in-vitro, du pouvoir antibactérien des
composes. La technique utilisée est celle du contact direct qui compte deux
méthodes, la méthode des puits et la méthode de diffusion. Nous avons choisi la
derniere méthode. Bien qu'il s'agisse d'une méthode plus ancienne, elle est encore
largement utilisée dans les laboratoires bactériologiques pour mesurer I'efficacité

antimicrobienne des antibiotiques de synthese.
111.3.1. Matériels biologiques:

111.3.1.1. Les souches bactériennes:
Les souches bactériennes suivantes sont utilisées dans notre recherche:

% Les bactéries a Gram-négatif: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia

coli ATCC 25922.
% Les bactéries a Gram-positif: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Lysteria

monocytogenes ATCC 15313.

Ces souches bactériennes proviennent du Laboratoire d’hygiéne de Saida.

Elles sont conservées dans le milieu MHB (Muller Hinton Broth) additionné de

10% (V/V) de glycérol a -20°C
111.3.1.2. Les souches fongiques:

%+ Champignon filamenteux : Aspergillus niger et pénicillium sp.

111.3.1.3. Milieu de culture:

+¢+ bouillon nutritif (milieu de repiquage)
% Gélose dextrose a la pomme de terre (milieu de 1’activité antifongique)

% Gélose Mueller Hinton (milieu de I’activité antibactérienne)
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111.3.1.4. Conservation des souches:

Les souches sont conservées a 6°C dans des boites de pétrie stériles

contenant milieu de culture (gélose nutritive)
111.3.1.5. Préparations des prés cultures:

Des colonies bien isolées des cultures pures ont été repiquées dans le
bouillon nutritive puis incubées & 37 °C pendant 72.

111.3.1.6. Préparation de I’inoculum:

Pour préparer I'inoculum, on racle 4 a 5 colonies bien isolées et
parfaitement identiques a partir d'une culture de 18h, sur le milieu d'isolement
puis déchargees dans un bouillon nutritif (ou en eau physiologique a 0,9 % NacCl).
La suspension bactérienne est ensuite homogénéisée a 1’aide d’un vortex et sa
turbidité est ajustée & 0,5 Mc Farland correspondant a une densité optique DO
entre 0,08 a 0,1 lue a 625 nm, ce qui correspond a une suspension contenant
environ 108 UFC/ ml.

111.3.1.7. Dilution des huiles des plantes étudiees:

Chaque 300ul de huile diluée dans 300ul DMSO avec I’agitation a [’aide

d’un vortex.
111.3.1.8. Mode opératoire:

Milieu de culture utilisé pour [I’évaluation de [D’activité antibactérienne est la
gélose Mueller Hinton et le milieu PDA pour Pactivité antifongique. La technique
des puits utilisée pour étudier la capacité d’une substance a exercer un effet
antimicrobien est aussi appelée la techniqgue de dilution en gélose pour Ila
détermination des extraits actifs. Des boites de Pétri contenant de la gélose
Mueller Hinton sont ensemencées aseptiquement par une suspension qui provient
d’une culture jeune de bactéries et des autres boites contenant du PDA pour les
moisissures .L’ensemencement se fait par écouvillonnage, le frottement de
I’écouvillon sur la méme boite de pétri a été répété a trois reprises en tournant a
chaque fois la boite d’un angle de 60°. Les disques de papier filtre (6 mm de
diametre) sont imprégnés individuellement avec 10 pl des huiles puis placés sur le

milieu gélose déja inoculé avec les microorganismes testés. Les boites de Pétri
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sont stockées a 4 °C pendant 2 h puis incubées & 37 °C / 24h pour les bactéries, a
30 °C / 48 h pour les les champignon. Les diametres des zones d'inhibition (mm)
sont mesurés y compris le diamétre des disques. Les disques d’es antibiotiques
sont utilisés comme témoins positifs pour les bactéries, quant au solvant DMSO
(5%), IL est utilisé comme témoin négatif.

Photo 03: Ensemencement et préparationdes disques.

111.3.1.9. La lecture des resultants:

S’effectue par mesure des diameétres des zones d’inhibitions. Un produit est

considéré actif lorsque le diamétre de la zone d’inhibition est supérieur a 8§ mm

(QUEZEL.1963).
111.3.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI):

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) sont déterminées a laide
des plaques de microdilution stérilisees selon (Okusa et al 2007) avec
modifications mineures Les essais sont realisés dans le Muller Hinton bouillon
pour les bactéries. Les huiles essentielles sont d’abord dissoutes dans 5% de
diméthylsulfoxyde (DMSO) et des séries de dilutions sont préparées dans des
microplaques a 96 puits (200 pl /puits). Ensuite, les souches sont ajustées a
0.5McFarland (10s cellules / ml pour les bactéries), diluées a 1/100 pour atteindre
(106 et 104 cellules / ml pour les bactéries) et rajoutées a chaque puits (100 ul /
puits). Enfin, les souches sont incubées pendant 24 heures a 37 °C La CMI est

défini comme la concentration la plus faible des échantillons pour laquelle Les
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micro-organismes ne démontrent pas de croissance visible a Tloeil nu comme

indiquée par la turbidité.

Le DMSO est le contrdle négatif et le contrdle de la stérilité est préparé en
utilisant le  bouillon Muller Hinton seul.

111.3.3. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB):

La concentration minimale bactéricide (CMB) est la plus faible
concentration de substance qui laisse plus de 0,01% de germes survivants. C'est la
plus petite concentration d’une substance qui peut tuer les bactéries aprés 18h de
culture & 37°C. On peut la déterminer, soit en milieu liquide soit en milieu solide.
(Soussy, 2000) (Weber, 2003).

Pour déterminer la CMB nous avons procédé a des sous culture, a partir des
tubes qui ne contiennent aucune croissance bactérienne visible. Donc c'est la

concentration minimale d’une sous culture il n’y a pas de poussée bactérienne.

Photo 04:Déterminer de la concentration miniale bactericide.

50 |



Partie IV. Résultats et discussion

PARTIE IV. RESULTATS
ET DISCUSSION



Partie 1V. Résultats et discussion

IVV.1. Screening phytochimique et potentiel bioactif in vitro des plantes

Salvia officinalis L et Mentha rotundifolia L:

Le screening phytochimique nous permettent de mettre en évidence la présence de
métabolites secondaires dans les tissus végétaux de nos plantes et de bien comprendre leur
activité pharmacologique. Ces métabolites le protégent de attaque par des bactéries, des
champignons et des insecticides, donc responsable de I'activité antimicrobienne contre

certains micro-organismes (Marjorie; 1999)

La détection de ces composés chimiques est basée sur des essais de solubilité des
constituants, des réactions de précipitation et du changement de couleur.

Les résultats obtenus au terme des tests préliminaires pour le criblage phytochimique,
réalisés sur la partie aérienne de Salvia officinalis L et Mentha rotundifolia L sont

résumés dans le tableau 02 :

Extrait Métabolite Réaction Résultats
testé
Salvia Mentha
Les HCL et +++ +
Ethanolique flavonoides tournures de (Guezgouzet | (FERDJIOUI,
maghesium Ramdani; 2018)
2018)
Les FeClI3 Tanins Tanins
tannins

Cathéchiques | Cathéchiques

Stérols et | Acide sulfurique + +
stéroides concentré
Composé Liqueur de - -
réducteur Fehling
Infusion Saponosides Test demousse +++ -
Aqueux Anthocyanes HCI 2N - -
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Poudre Coumarine Fluorescence +++ +
Végétale uv

Alcaloides Mayer - -

Wagner + -

Aqueux L’amidon NaOH - =

(+): Présence faible; (+++): Présence forte; (++): Présence moyenne; (-):

Absence.

Tableau 02: Ils révelent la présence ou ’absence d’un groupe de métabolites secondaires.

Ces résultats nous ont permis de mettre en évidence la présence de
métabolites secondaires a savoir tannins cathéchiques, saponosides, stérols et
triterpénes, coumarines et ’absence des amidons et des composées réductrices.
Du point de vue biologique, ces groups constituent des principes potentiellement

actifs rencontrés dans toute ou une partie de la plante. (Sofowora., 1993).

Pour la plante Salvia officinalis L, nous a permis de détecter les composes
suivants: les polyphénols, les saponines, les glycosides, les flavonoides, les
tanins, les coumarines, et les alcaloides seuls a faible concentration. Ces résultats
d’analyses phytochimiques s’accordent avec ceux obtenus par (Ghorbani et
Esmaeilizadeh., 2017).

De méme les résultats realises par (Lu et Foo., 2002) et par (lima et al,
2007); montrent que les feuilles de SO renferment les flavonoides, les glycosides

et les tanins et ceci s’accordent avec nos résultats.

Pour la plante Mentha rotundifoli L. Les résultats obtenus montrent la
présence des sterols et terpénoids, les coumarines, tanins et 1’absence des

saponines, flavonoides, les alcaloides, amidon et les composants réducteurs

D’aprés (Ferdjioui, S.2018) Les résultats obtenus de screening de la plante
Mentha rotundifolia L. Montrent la présence des terpénoids, quinone,
anthraquinone, polyphénols, flavonoides, tanins et [I’absence des saponines et

anthraquinones.
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1VV.2. Rendement des huiles essentielles :

Les huiles essentielles ont été extraites a partir des feuilles de les plantes
Salvia officinalis L et Mentha rotundifolia L par hydrodistillation sur un appareil
de Clevenger. Les échantillons dhuile essentielle est récupéré, puis conservé au

réfrigérateur.

1,45%

S 1.60%
™
~ 1.40% -
E 1.20% -
[«]
E 1.00% -
S os0% - 0,50%
S 0.60%
0: 0.40% -

0.20% -

0.00%

M.rotundifolia S. Officinalis
Huiles essentielles des extraits

Figure 23: Rendement en huiles essentielles de 1’espéce Salvia officinalis L et

Mentha rotundifolia L

Le rendement d'extraction des huiles essentielles de S.officinalis L est
faible, il est égal a 1.45%. Par rapport les differents résultat suivants: trouve par
(Chalchat et al, 1998), France (2.05%), Hongrie (2.50%), Portugal (2.90%),
Roumanie (2.30%), (Fellah et al, 2006), Tunisie Djebel ouest (2.55%) et Algérie
(0,08%) (Djeddi et al., 2012).

Selon (Benazzouz et Hamdane ,2012) le rendement de I'HE de M.
rotundifolia L (0.93%).En effet d'apres (Derwich et al; 2010) la M. rotundifolia L
renferme (1,54 %). Ces résultats variant considérablement entre les différents
essais .Cette différence pourrait étre expliqguée par le choix de la période de
récolte car elle est primordiale en termes de rendement et qualité de I'HE. Le
climat, la zone géographique, la génétique de la plante, l'organe de la plante

utilisé, le degré de fraicheur, la période de séchage, la méthode d'extraction
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employée, etc. Ce sont des facteurs entre autre qui peuvent avoir un impact direct

sur le rendement en HE.

Photo 05 : A-huil obtenu de M.rotundifolia b-huile obtenu de S.Officinalis
IV.3. Activité antioxydant des plantes etudiées (Dpph):

Dans cette ¢étude, la méthode choisie pour [I’évaluation de [Dactivité anti-
oxydante des extraits préparés de cette plante, est le piégeage du radical libre
DPPH car cette technique est reconnue comme étant simple, rapide et efficace, en

raison de la grande stabilité du radical.

Les résultats obtenus du test de mesure de I’absorbance du radical libre
DPPH (Annexe), nous a permis de tracer I’histogramme de variation du
pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de chaque extrait de la

plante étudiée (Figure 24).

La concentration inhibitrice mg/ml

30.5
30
29.5
29
28.5
28
27.5

26.5 -
26
25.5 A

S.officinalis M. rotundifolia

Figure 24: Valeurs des ICso du test de piégeage des radicaux libres des extraits des plantes
étudiées
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Activité anti radicalaire pg/ml

0.038

0.037

0.036

0.035

0.034

0.033 -

0.032 -

0.031 -~
S. Officinalis M.rotundifolia

Figure 24: Valeurs de I’activité anti radicalaire des extraits des plantes étudiées

A la lumiére de ces résultats, on constate que Ihuile essentielle de M.
rotundifolia L peut ramener le radical libre stable 2,2 diphenyl-1picrylhydrazyl
(DPPH) au diphenyl-picrylhydrazine avec un IC50 30mg/ml et T’huil de S.

officinalis un 1IC50 27.17mg/ml ont manifesté une faible activité antioxydante

Nos resultats ne concordent pas avec ceux enregistrés par (FERDJIOUI,
2018) qui ont étudié Iactivité antioxydante des extraits éthanoliques de quatre
plantes medicinales du genre Mentha dont Mentha rotundifolia L qui a donné une
valeur d’IC50 de 1755 +0,006 ug/ml.

En revanche, dans une étude faite par (Benazzouz 2012) qui obtient avec un
IC50 de 35,42 pg/ml montrant une valeur inférieure a celle signalée dans notre
étude Les travaux concernant 1’évaluation de la capacité d’huile essentielle de S.

officinalis L nt donné des résultats différents variant .

Comparé a nos extraits, (Bozin et al; 2007), ont constat¢ que [’huile
essentielle de S.officinalis L collectte en Serbie a exercé une forte -efficacité
antioxydant vis-a-vis du radical DPPH, qui s’est traduite par une ICso de I’ordre
de 1,78 uL/mL.

Cette différence dans les valeurs des IC50 peut étre attribuée a la différence dans la

concentration de DPPHe« utilisée dans le test et le temps d’incubation d’une part (Sharma
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et al, 2009) et a I’influence des autres facteurs intrinseques et extrinseques qui peuvent

affecter la composition chimique des plantes d’autre part.
IV.4. Activité antimicrobienne des plantes étudiées :

Lors de cette étude, nous avons testé I’action des huiles essentielle de la
plante Salvia officinalis L et Mentha rotundifolia L vis-a-vis de quelques souches
bactériennes.par la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosés solide
MH.

Nous avons effectu¢é wun criblage de l‘activité antimicrobienne sur 4
bactéries pathgéne (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Lysteria monocytogeneses) et 2 souches fongiques (Penicillium
sp, Aspergillus niger,).

IV.4.1. Evaluation de I'activité antibactérienne :

L’activité antimicrobienne des extraits de plantes médicinales testées in
vitro vis-a-vis des micro-organismes a eté qualitativement et quantitativement
évaluée par la présence ou L’absence des zones d’inhibition (Hayouni et al,
2007).
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Tableau 03: Activité antimicrobienne des extraits des plantes étudiées

Activité antimicrobienne

Salvia officinalis L

Mentha rotundifolia L

P Y 1/4 1/8 1/16 P Yo 1/4 1/8 1/16
Gram-negative DD
Escherichia coli 7 30 15 7 8 15 8 20 20 15
Pseudomonas aeruginosa Inhibition total Inhibition total
Gram-positive DD
Staphylococcus aureus 13 10 / / / / 20 15 17 40
Lysteria monocytogenes 12 10 10 8 / 15 30 20 23 25
Les souches fongiques DD
Aspergillus niger 09 20 23 27 18 Inhibition total
pénicillium sp Non étudié 30 20 25 10 30

DD: diametre de la zone d'inhibition (mm) y compris le diametre de puits de 6 mm, -: non testé
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E.coli Lysteria psudomonas staphylococcus

Photo 06: Résultars des souches bactériennes tsté pour 1’huille essentielle de Salvia
officinalis L

Pseudomonas E.coli staphylocous Lysteria

Photo 07 : Résultats des souches bactériennes tsté pour ’huille essentielle de Mantha
rotundifolia L

Aspergillus niger

Photo 08 : Résulta de souche fongique testés pour I’huile essentielle Salvia offcinalis L.

Aspergillus niger Pénicillium sp

Photo 09 : Résultats des souches fongiques testés pour 1’uile essentielle Mantha
rotundifolia L.
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Tableau 04: Résultat du test de I’antibiogramme

Souche Staphylococcus Lysteria Escherichia coli Pseudomonas
AB aureus monocytogenes aeruginosa
AK 30 S 30 S 26 S 30 S
E 15 S15 S15 S 26 S
NIT 300 S18 S20 S23 S 26
OX5 R R S17 S
CX 30 R R S23 S
AMP 10 R R S20 S

R : Résistant ; S : Sensible.

Lystiria

Staphylococcus

Pssudomonas

Photo 10 : Résultats de I’antibiogram
Six antibiotiques (AK30pg, E15pg, NIT300 pg .OX5 pg, CN 30 pg AMP

E.coli

10pg) ont été testé par la methode standard des disques. Les mesures des zones
d’inhibition (tableau04) ont

souches selon les antibiotiques. La plupart des souches testées ont montré des

figurant dans le permis de classifier les
sensibilités différentes aux antibiotiques standards testés. Les résultats des tests
Pour l’antibiotique (ATB) AK 30

Mg les souches bactériennes, I’E.coli ; listeria monocytogenes et staphylococcus

des antibiogrammes sont obtenus comme suit :

aureus sont assez sensibles avec des zones d’inhibition de 30mm £26 mm ; 30mm
respectivement, et pour ATB E15ug les souches bactériennes, [’E.coli ; listeria
monocytogenes et staphylococcus aureus sont assez sensibles avec des zones
d’inhibition de 26mm ; I15mm ; 15mm, Pour ATB NIT300ug tout les souches
bactéries sont tres sensibles avec des zones d’inhibition de 23mm pou E.coli,

pseudomonas aeroginosa 26mm ; lysteria monocytogene 20mm, et pour

staphylococcus aureus 18mm. toutes les souches bactériennes testés sont
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résistantes aux ATB (OX5, GN 30, AMP 10) sauf E.coli est sensible avec des

zones d’inhibition de 17mm, 23mm, 20 mm respectivement.

e L’huile de Salvia officinalis L
Ces résultats présente dans tableau on observe une inhibition totale dans I’huil de

Salvia officinalis dans la bactérie Pseudomonas aeruginosa et une grande activité dans la
bactérie E. coli avec diametre 30 mm alors que trés sensible, en suite dans le cas la bactérie
Staphylococcus aureus et Lysteria monocytogenes aussi présente une activité faible c'est-a-

dire résistant, avec diaméter entre (13mm, 8mm)

Des tests de ’activité antibactérienne évaluée, il ressort que les huiles essentielles de
Salvia officinalis L.sont trés efficaces contre toutes les bactéries testées et plus
particulierement a la concentration Y. Les meilleurs resultats sont constatés envers des
souches d’Escherichia coli que celle de Proteus qui ne joue qu’occasionnellement un réle
pathogene (BENKHERARA et al ; 2011).

De méme, (Bouajaj et al; 2013) ont constat¢ que I’huile essentielle de la
sauge a exercé une forte inhibition vis-a-vis d’Escherichia coli avec 13mm de
diamétre de la zone D’inhibition comparée a Pseudomonas aeruginosaqui a

manifesté une résistance a cette huile Essentielle.

D’un autre point de vue ces auteurs ont constaté que [I’huile essentielle
extraite par La technique de micro-ondes a été plus efficace que celle de Ila
technique d’hydro-distillation Et ils attribuent cette différence a la difféerence de

composition chimique.

De plus (Bozin et al; 2007) a montré que les huiles essentielles de la sauge
possedent une forte efficacité antimicrobienne vis-a-vis des différentes souches

bactériennes testées.

e L’huil de Mentha rotundifolia L

Les résultats concernant ce tableau de Dactivité antimicrobienne in vitro
montrent que 1’activit¢ d’HE est trés fort dans des bactéries cibles. On remarque
une inhibition totale dans la bactérie Pseudomonas aeruginosa et une grande
activité dans la bactérie Lysteria monocytogenes avec diametre 30 mm alors que
trés sensible, en suite dans le cas la bactérie Staphylococcus aureus et E.coli aussi

sensible
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Les effets antimicrobiens manifestés par les HE de notre plante sont proches
a ceux obtenus par (Ladjel et al; 2011) sur la méme espéce provenant d’Ouargla
ou I’huile essentielle a montré un pouvoir antimicrobien vis-a-vis d’Escherichia

coli (24 mm), Pseudomonnas aeroginosa (11 mm).

Cependant, (Riahi et al; 2013) rapportent que 'HE de Mentha rotundifolia
L provenant de Tunisie possede des effets plus importants sur les bactéries que

sur les champignons.

Les activités antimicrobiennes des huiles essentielles sont difficiles a
attribuer a un composé spécifigue a cause de leur complexité et variabilité. En
général, l'activité antimicrobienne est principalement expliquée par la présence de
mono et sesquiterpenes avec des cycles aromatiques et des groupes hydroxyles
phénoliques capables de former des liaisons d’l'hydrogéne avec les sites actifs des

enzymes cibles (Rojas et al ; 2007).
IV.4.2. Evaluation de I'activité antifongique :

L’activité antifongique se traduit par le diametre radical de la zone
d’inhibition, dans les boites pétries qui contient le milieu PDA mélangée avec
I’extrait, ces diametres sont différenciés selon les doses utilisées et 1’espéce

fongique étudiée.

Des études antérieures ont démontré la capacité de Thuile essentielle des
differentes espécesa retarder et inhiber la croissance de diverses souches
fongiques d’origine alimentaire y compris les espéces d'Aspergillus (Paster et al,
1995; Rahbar et al, 2012).

Les résultats concernant ce tableau de I’activité antigongique in vitro montrent que

I’activité d’HE est trés fort dans champignon.

D’apés ces résultats on remarque une inhibition totale dans champignon Aspergillus

niger et une fort activité dans Penicillium sp.

Selon (FERDJIOUL.; 2018) [I’huile essentielle possede une activité
moyenne sur les souches bactérienne et une activité forte sur les champignons qui
est supérieure a celle obtenue par les antifongiques standards. D’aprés les
résultats obtenus ; les champignons ont été donc plus sensible que les bactéries a

I’huile essentielle de Mentha rotundifolia L.
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1V.4.3. Résultats de la CMI et la CMB :

Les valeurs obtenues des CMI et CMB des huiles essentielles des plantes
étudiée, sur la souche Staphylococcus aureus ATCC 25923 sont illustrés dans le
(Figure25).

On appelle CMI, la plus faible concentration d'une substance, qui peut
inhiber le développement des bactéries pendant 18 a 24 h a 37 °C et la CMB, la
concentration d’antibiotique qui laisse moins de 5% de survivants aprés 18
heures. Les antibiotiques classés comme bactéricides sont ceux pour lesquels il y
a peu d’écart entre la CMI et la CMB (Havsteen., 2002).
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Figure25 : Résultats des CMI des huiles étudiées

L’activité antibactérienne in vitro des huiles essentielles des deux plantes donne une
bonne activité, avec une sensibilité totale aux souches gram positives par rapport au gram
négatif, leurs concentrations minimales inhibitrices (CMI) se situaient entre
0.005et0.086mg/mL. Les souches Gram négatif Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
ont montré une bonne activité avec des CMI allant de 0.022 a 0.044mg/mL et de 0.021a
0.086mg/mL pour Salvia officinalis L et Mentha rotundifolia L respectivement.
Concernant I’activité antifongique, la souche fongique Aspergillus niger a montré une
sensibilité totale vis-a-vis I’huile essentielle de Mentha rotundifolia et donne un diamétre

de zone inhibition de 27mm contre ’huile essentielle de Salvia officinalis L.

La détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB) met en évidence

I’effet bactériostatique des huiles essentielles des deux plantes étudiée.
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V.1. Conclusion :

L’ Algérie bénéficie d’un climat trés diversifie, les poussant en abondances dans les
régions cotiers, montagneuses et également sahariennes. Ces plantes constituent des
remedes naturels potentiels qui peuvent utilises en traitement curatif et préventif. Pour
cette raison nous nous sommes intéressées a 1’étude de diversité des activités biologique
des plantes médicinales surtout en Algérie car elle est connue par sa richesse et la diversité
de sa flore qui constitue un véritable réservoir phylogénétique. .notre présente étude a porte
sur I’étude des activités biologiques et screening photochimiques de 1’huile essentiel et des
extraits de quelques plantes medecinale originaires de la région de Saida, il s’agit de deux
plantes salvia officinalis L et Mentha rotundifolia L qui poussent spontanément dans vue
Saida et sidi Boubeker wilaya de Saida respectivement.

Nos résultats montrent que nos plantes contiennent toutes des composes phénoliques,
celle qui en contient le plus est salvia offisinalis L et le M.rotundifolia L qui est riche en

flavonoides.

L’extraction des huiles essentielles des feuilles de la Salvia officinalis et la Mentha
rotundifolia par hydrodistillation s’est révélée 1’une des techniques plus appropriées par

rapport aux rendements relativement assez éleves (0.5 % et 1.45 % respectivement).

L’activité antioxydant de I’extraits des Salvia officinalis et Mentha rotundifolia a été
évaluer par la méthode du radical libre DPPH qui montre un 1C50 égale a 27.17mg/ml avec

IC50 égale a 30mg/ml. Respectivement.

Notre étude nous a permis de déterminer 1’évaluation de I’activité antimicrobienne
des extraits et de I’huile essenticlle est déterminée contre des bactéries pathogeénes et les
champignons par la méthode de diffusion sur gélose. Les résultats suggerent que I’huile
essentielle de salvai officinalis a une activité antimicrobienne forte sur toutes les souches
testées. Alors que I’extrait de M.rotundifolia a montre une que I’activité antimicrobienne
est tres fort e souches testées. Ainsi que déterminée les résulta des activités de
antibactériens de deux plantes étude a montré que les huiles essentielles de la sauge
possedent une forte sur les souches. .les meilleure résultats sont constatés des souches d
E.col. et I’extrait de M.rotundifolia a montré treé fort dans des bactérie cibles et ont
montrée une inhibition de quelque bactérie (E.coli...). Des CMI ont montrée bonne activité
Pseudomonas aeruginosa pour Salvia officinalis L et Mentha rotundifolia L

respectivement.
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La détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB) met en évidence

I’effet bactériostatique des huiles essentielles des deux plantes étudiée.

Perspectives :

Elargir 1’étude des huiles essentielles salvia officinalis de la M. Rotundifolia L
d’autres régions d’ Algérie.

Suivre la variation de la composition des huiles essentielles en fonction des
periodes de croissance des plantes.

Approfondir I’étude des produits lourds extraits par solvants (identifier les produits
lourds).

Isolement des composes actifs.

Evaluer et tester les differentes molécules in vivo sur différents modeéles
biologique en vue de les utiliser a des fins therapeutiques.

Une etude plus pousse de D’activité antimicrobienne et antioxydant, il serait
intéressant de continuer ces travaux notamment sur d’autres bactéries pathogénes,

afin de confirmer P’efficacité ou non des différents extraits.
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VII.1. Annexe 1

Annexe 01 : Muller Hinton :
Macération de viande 300 ml
Peptone de caséine 17,5 ml
Amidon 1,5 ml

Agar 71g

Ph7,4

Annexe 02 : Réactif de Wagner
Kl 29

121,27 g

L’eau distillée 100ml

Annexe 03 : Reactif de Mayer
Hgcl2 1,358g

Kl 5g

Annexe 04 : Réactif d’amidon

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

d’une solution de NaCl saturée jusqu’a €bullition
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Annexe 05 :
%inibition
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Figure: Courbe d’activité antioxydant de huil de plante Salvia officinalis

Annexe 06 :
%inibition
80.00% o V=0.1506In(x) +0.0433
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60.00% /
50.00%
40.00% ¢ & %inibition
30.00% K —— Log. (%inibition)
20.00% -
10.00%
0.00% T T T 1
0 20 40 60 80

Figure: Courbe d’activité antioxydant de huil de plante Mentha rotundifolia
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