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Introduction générale

Personne n'ignore aujourd'hui la richesse et la diversite des plantes médicinales utilisées
par 80% des habitants de notre planéte qui ne se soignent que par les medecines

traditionnelles de leur pays, car ils n'ont pas accés a la médecine moderne [,

L’utilisation des plantes médicinales comme source de remeéde pour se soigner ou
prévenir des maladies est originaire des millénaires. Les plantes médicinales et aromatiques
commencent & avoir beaucoup d'intérét comme source potentielle de molécules naturelles
bioactives, 1‘industrie pharmaceutique moderne elle-méme s’appuie encore largement sur la
diversité des métabolites secondaires végétaux pour trouver de nouvelles molécules aux
propriétés biologiques inédites.

L’Algérie posséde un patrimoine végétal trés riche : méditerranéen, Saharien et une
flore paléo tropicale, estimé avec 3000 espéces appartenant a plusieurs familles botaniques 2,
reste peu étudiée et trés peu exploré sur le plan pharmacologique. La valorisation des plantes
médicinales de la flore nationale sera d’un grand apport pour 1’industrie pharmaceutique
Algérienne et aura un impact économique certain.

Dans le cadre de la valorisation de la flore algérienne on s’est intéressé a deux espéces :
Myrte appartenant a la famille des Myrtacées, et la Menthe pouliot appartenant a la famille
des lamiacées.

Notre choix pour ces deux especes est justifié par le fait qu’elles sont endémiques et
riches en huiles essentielles et composés phénoliques notamment les flavonoides connus pour
leurs activités biologiques diverses.

Ce travail est consacré a I’extraction des métabolites secondaires (les composés
phénoliques et les huiles essentielles), a I’analyse des extraits et a I’évaluation de I’activité

antibactérienne, antifongique et antioxydante par la méthode de DPPH pour ces deux plantes.

La présentation de ce manuel peut étre répartie comme suit :

- La premiere partie concerne 1’étude bibliographique qui commence par une revue des huiles
essentielles et des métabolites secondaires (terpénes et flavonoides), elle se poursuit par une

description botanique des deux especes Myrtus communis et Mentha pulegium.

- La deuxiéme partie, nous avons envisage les travaux personnels, qui se deroule en deux

étapes. Dans le premier, nous nous sommes intéressés a I’extraction des huiles essentielles et




Introduction Générale

des métabolites secondaires. Ensuite, notre travail a trait¢ 1’analyse de ces extraits par
déterminer de leur composition phytochimique, teneur en phénols totaux, en flavonoides et en

huiles essentielles, 1’activité antioxydante, 1’activité antibactérienne et I’activité antifongique.

- Enfin, nous avons conclu ce travail et donneront des perspectives de recherche pour la suite

afin d’approfondir dans cette étude.
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Introduction

L'une des caractéristiques des plantes est qu'elles forment de nombreux composes, et on
sait peu de choses sur leurs effets au niveau de la plante. Le fait que beaucoup de ces
composés n'aient pas été trouvé chez toutes les espéces indique qu'ils ne sont pas entrés dans
le processus métabolique général : ce sont des métabolites secondaires qui ne jouent pas un
role direct dans le niveau d'activit¢ de base de l'organisme végétale (croissance,

développement, reproduction...).

Ces métabolites secondaires peuvent étre divisés en trois familles principales : les composés
phénoliques, les terpénes, et les alcaloides ™.

Chacune de ces familles des composés bioactifs ayant des caractéristiques structurelles
particulieres découlant de la maniére dont ils sont construits dans la nature (biosynthése).
I. Généralités

Chez les plantes, il existe un métabolisme secondaire, c’est une exclusivit¢ du monde
vegétale. Ces produits, a structure chimique souvent complexe, sont tres disperses et trés
différents selon les espéces [,

Les métabolites secondaires sont un groupe de molécules qui interviennent dans
I’adaptation de la plante a son environnement ainsi que la régulation des symbioses et
d’autres interactions plantes-animaux, la défense contre les prédateurs et les pathogenes,
comme agents allélopathiques ou pour attirer les agents chargés de la pollinisation ou de la
dissémination des fruits [,

Les métabolites secondaires sont produits en trés faible quantité, dont plus de 200000
molécules ont été identifiées. Elles sont classées selon leur appartenance chimique en :

composés phénoliques, alcaloides et terpénoides 241,

I1. Les huiles essentielles
I1.1. Généralité sur les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des produits végétaux naturels trés intéressants et possedent
entre autres qualités diverses propriétés biologiques. Le terme « biologique » comprend
toutes les activités que ces mélanges de composés volatils (principalement les mono et
sesquiterpénoides, les benzénoides, les phénylpropanoides, etc.) exercent sur les humains,

les animaux et d'autres plantes [ 1 ,
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I11.2. Historique

En Chine (cannelle, anis, gingembre), en Inde, En Egypte, en Grece, en Amérique et au
Moyen-Orient de I'Afrique (pin, fenouil...), les huiles essentielles étaient oubliées au Moyen
Age. A I'heure actuelle, I'Europe connait un retour barbare et les connaissances sont
généralement en déclin. Jusqu'a l'arrivée des Arabes, ils ont été témoins de la nouvelle vague
de la phytothérapie, puis ont occupé une place importante dans I'arsenal de guérison a cette

époque [,

En médecine traditionnelle, les huiles essentielles permettent d'apporter des soins.
Depuis le X1Xeme siécle, les ingrédients efficaces de plusieurs huiles essentielles odorantes
ont éteé séparés, ils ont donc leurs utilisations particulieres. Dans les années 1930, le chimiste
francais René Maurice Gattefosse a utilisé le terme « aromathérapie » pour désigner la
pratique medicale de l'utilisation des huiles essentielles. En étudiant le parfum, il a découvert
apres un accident de laboratoire qu'il avait découvert que I'huile essentielle de lavande avait

des propriétés antiseptiques et cicatrisantes ¢ 8,

Au début du XXeme siécle, des chercheurs (Chamberland, Cardac, Martindale) a
travers leurs expériences, le pouvoir bactéricide des huiles essentielles est prouvé. Mais le
vrai péere de I'aromathérapie, c'est Gattefossé, puis Valnet et ses disciples. R.M. Gattefossé
est un pionnier du parfum moderne. 1l a été brdlé dans une explosion de laboratoire. Il a mis
sa main dans un récipient avec de I'huile essentielle de lavande et a montré une excellente

réflexion [,
11.3. Définition

Les huiles essentielles, appelées aussi essences, sont des mélanges de substances
aromatiques produites par de nombreuses plantes et présentes sous forme de minuscules
gouttelettes dans les feuilles, la peau des fruits, la résine, les branches, les bois. Elles sont
présentes en petites quantités par rapport a la masse du végétal : elles sont odorantes et trés

volatiles, c’est-a-dire qu’elles s’évaporent rapidement dans 1’air [,

Selon AFNOR I’huile essentielle : « Produit obtenu a partir d'une matiére premiere
végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit par des procédés mécaniques partir de
I'épicarpe des Citrus, soit par distillation seche. L'huile essentielle est ensuite séparée de la

phase aqueuse par des procedes physiques pour les deux premiers modes d’obtention, elle
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peut subir des traitements physiques n'entrainant pas de changement significatif de sa
composition [par exemple, redistillation, aération, ...] » 1291,

Le terme « huile » s’explique par la propriété que présentent ses composes de se
solubiliser dans les graisses et par leur caractére hydrophobe. Le terme « essentielle » fait
référence au parfum, a I’odeur plus ou moins forte dégagée par la plante et au fait qu’elles
soient inflammables (1,

I1.4. Localisation dans les plantes

Les huiles essentielles se trouvent dans toutes les parties du végétale : dans les poils
sécréteurs des feuilles ou pétales, les cellules du parenchyme les poches a essences, le bois,
la teneur en huiles essentielles d’une plante est trés faible, et sa composition peut étre variée

selon sa localisation 11,
I1.5. Caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles

Les essences et les huiles essentielles ont des propriétés physiques communes, qui

peuvent cependant varier en fonction de leur composition chimique :
- Elles sont solubles dans la plupart des solvants organiques et dans les huiles fixes.

- Elles sont peu solubles dans 1’eau mais lui communiquent leur odeur.

- Les HE sont habituellement liquides a température ambiante et volatiles, ce qui les
différencie des huiles dites « fixes ». Pour autant quelques HE font exception cette
régle. C’est le cas du sassafras, du girofle et de la cannelle 12131,

- Leur densité est généralement inférieure a celles de 1’eau.

- Les HE ont un indice de réfraction élevé elles sont dextrogyres ou lévogyres,
rarement inactives sur la lumiere polarisée.
- Elles sont généralement incolores ou jaune pale lorsqu’elles viennent d’étre
préparees.
- Elles sont tres altérables et sensibles a I’oxydation et donc de conservation limitée.
A partir de ces propriétés que 1’on prend des précautions de conservation, dans des
flacons de petites tailles, bien bouchés, colorés ou en aluminium et si possible a basse

température [14 151,
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11.6. Composition chimique des HEs

La composition chimique d’une huile essentielle est trés complexe et soumise a de trés
nombreuses variables. Connaitre avec exactitude les constituants d’une huile essentielle est
fondamental, a la fois pour vérifier sa qualité, expliquer ses propriétés et prévoir sa toxicité
potentielle 1261,

Les composés volatils ont la propriété de se solubiliser dans les huiles et les graisses et
par la méme ont recu empiriquement le non d’huile. Le terme « huile » soulignant le
caractére visqueux et hydrophobe de ces substances, le terme « essentiel » se comprenant
comme la caractéristique principale de la plante.

On regroupe I’huile essentielle en 11 familles de substances chimiques :

Les esters, Les phénols, Les lactones et coumarines, Les cétones, Les acides, Les
aldéhydes aromatiques, Les oxydes, Les alcools, Les aldéhydes aliphatiques, Les
sesquiterpénes et Les monoterpénes 71,

11.7. Domaines d’utilisation des HES

Les huiles essentielles utilisées dans les parfums et les médicaments sont désormais
omniprésents dans notre vie quotidienne : dans les cosmétiques, les produits d'hygiene ou les
parfums d'intérieur, dans les huiles aromatiques utilisées dans des massages bien congus, et
méme vendues sous forme de complexes purifier notre air pollué. Ils ont également constaté
un intérét croissant pour l'industrie et I'industrie alimentaire.

11.7.1. Dans les industries agro-alimentaires

Les premiéres utilisations des plantes aromatiques par I’homme se sont faites pour
enrichir la cuisine. Les Egyptiens diffusaient des odeurs par le chauffage de mélanges
contenant des huiles essentielles dans le but d’augmenter 1’appétit des personnes malades
[12]_

Les huiles essentielles sont finalement devenues des ardmes naturels et des condiments
dans de nombreux domaines de I’agroalimentaire : liqueurs, boissons, confiseries, plats
cuisinés ; c'est le cas des essences de gingembre, de girofle, de vanille, de basilic, de poivre,
de citrus. Les huiles essentielles extraites de citrus, par exemple, trouvent leur utilisation
dans la confiserie, les sirops, les biscuiteries. On note leur intégration aussi dans les
boissons, les produits laitiers, les soupes, les sauces, les snacks, les boulangeries ainsi que la
nutrition animale [*2 81,

11.7.2.  L’industrie de la parfumerie et de la cosmétique
Les huiles essentielles sont largement utilisées dans le domaine de I’industrie

cosmeétique et de la parfumerie.
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La cosmétique est le secteur des produits d’hygiéne naturels et synthétiques pour
consommateurs ; 1’utilisation des HEs consiste a 1’intégrer dans les analgésiques pour la
peau, les produits solaires. On les retrouve aussi dans les préparations pour bains. Intégrees
aux huiles de massage, leur teneur ne doit pas dépasser 3 & 4%. Le menthol, par exemple, a
trouver une utilisation variée dans les produits tels que les dentifrices, mousses, nettoyantes,
aliments, et des préparations pharmaceutiques orales. L’huile de menthe poivrée a la
troisiéme saveur mondiale, derriére les saveurs vanille et citron 91,

Pour la parfumerie, qu’elle soit cosmétologique ou technique, la qualité¢ d’une huile
essentielle se jugera principalement a son odeur. Ce n’est pas le cas lorsque 1’on parle de la
cosmétologie en général pour laquelle les huiles essentielles présentent I’avantage d’étre a la
fois des produits actifs, odorants et naturels 21,

Les huiles essentielles sont également a I'origine de nombreuses études en raison de
leurs propriétés antibactériennes et antifongiques en cosmétique. Leur intérét aupres des
industriels est de pouvoir communiquer sur leur activité biologique ou leur capacité
parfumant sans avoir a les traiter comme des « conservateurs » 2,

11.7.3. La meédecine et I'industrie pharmaceutique

Pendant des milliers d'années, les humains ont utilisé des huiles essentielles et plus
communément des plantes aromatiques pour le traitement. De nos jours, les médecines dites
naturelles rencontrent de plus en plus de succés auprés du public. L'industrie
pharmaceutique utilise également 1’huile essentielle sous un nombre grandissant de formes,
(complexes a vaporiser, pastilles, gélules, dentifrices, etc....). Ces préparations contenant
des huiles essentielles sont conformes a la réglementation phytothérapeutique. Ces produits
sont de plus en plus enregistrés sous le statut de compléments alimentaires, et il y a moins de
restrictions a ce sujet 2,

Les médicaments contenant des huiles essentielles sont utilisés dans la nature,
notamment pour la préparation d'infusions (menthe, mélisse, verveine, fleur d'oranger...) et
de formes galéniques simples, voire pour I'aromatisation de formes medicamenteuses orales
[20]'

11.7.4. Dans diverses industries

Au vu des quantités utilisées et des exigences des personnes qui les utilisent (comme le

besoin de matiéres premieres stables et connues), chacun des domaines ci-dessus est déja

dans une certaine mesure une application industrielle.
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Les huiles essentielles entrent dans la composition de nombreux produits industriels.
Cela s'applique a l'industrie des détergents (la majeure partie de la production mondiale
d'huile essentielle de lavande est utilisée dans les détergents et les assouplissants 221,

Il s'agit aussi dans 1’industrie chimique, qui utilise des isolats (substances pures
séparées des HEs) comme matiéres premiéres pour la synthése de principes actifs
pharmaceutiques, vitamines, odorants, etc... (24,

11.8. Les activités biologiques des huiles essentielles

L'activité biologique des huiles essentielles est liée a sa composition chimique,
notamment liée aux groupements fonctionnels de la plupart des composeés : phénols (thymol,
carvacrol, eugénol), alcool (a-terpinéol, terpinen-4-ol, linalol), les aldéhydes et les composés
terpéniques et cétoniques. Il est connu depuis I’antiquité que les huiles essentielles
présentent des propriétés médicinales nombreuses et variées telles que, les propriétés
antiseptiques, antimicrobiennes, antitoxiques, antivenimeuses, antioxydantes,
antiparasitaires, diurétiques, propriétés anticancéreuses 22,

11.9. Méthodes d’analyses des huiles essentielles

L'analyse quantitative et qualitative des huiles essentielles utilise une variété de
techniques et de méthodes. Parmi ces méthodes, nous parlons de méthodes d'analyse
microscopique, qui peuvent méme identifier et déterminer des traces de produits. Ces
méthodes comprennent I'utilisation de techniques de séparation et I'analyse de la structure
chimique.

11.9.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La chromatographie en phase gazeuse (GC) est une méthode analytique convient pour
la séparation de composés gazeux ou potentiellement vaporisés ne se décompose pas en
chauffant. CPG est une technique couramment utilisée analyse des huiles essentielles. Il
permet la séparation des composés analyse quantitative des volatiles et résultats de mélanges

trés complexes réduire le volume d'injection 2%,

Pour chaque composé, deux des indices de rétention polaires et non polaires peuvent
étre obtenus. Leur formule de calcul est temps de rétention des alcanes ou des esters plus
rares dans la gamme standard méthyle linéaire, a température constante (indice de Kovats)

241 ou dans le programme de température (indice de rétention) 251,




Chapitre I : Les Métabolites Secondaires

11.9.2. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(GPC/SM)

Couplage CPG/MS en mode choc électronique (SM-IE) le plus couramment utilisé
dans le domaine des huiles essentielles. Il permet de savoir, en dans la plupart des cas, le
poids moléculaire du composé et les informations structurelles liées aux fragments
moléculaires. Dans la source d'ionisation, les molécules sont bombardées Les électrons,
conduisant a la formation d'ions en phase gazeuse. L'ion est dirigez-vous ensuite vers la
partie analyse de I'appareil. Faisceau d'ions traversant vérifiez ensuite I'analyseur de masse
et convertissez-le en un signal utilisable. Enfin, I'ordinateur enregistre les données du
spectrométre de masse et convertissez-les en la valeur de la masse et de l'intensité du pic et
du courant ionique tout. Il permet de Vérifier les données enregistrées et ses opérations :
Masse, un chromatogramme reconstruit a partir d'un spectre en ajoutant a un autre spectre,
calcul d’une moyenne sur plusieurs spectres, etc. Les spectres de masse ainsi obtenus, sont
ensuite comparés avec ceux des produits de référence contenus dans les bibliothéques

informatisées disponibles 261,

11.10. Controle des huiles essentielles

Selon les recommandations de I’Afssaps, mais également selon la Pharmacopée
Européenne et frangaise, ainsi que selon les normes ISO et NF, les controles
physicochimiques des huiles essentielles sont nécessaires pour évaluer leur qualité

(qualitologie).

L'évaluation de la qualité des HEs est réalisée par la mesure d’un certain nombre

d’indices et des analyses chromatographiques simples :

- Indices physiques : densité relative, indice de réfraction, angle de rotation optique,
point de solidification, résidu d’évaporation, miscibilit¢ dans 1’éthanol,
¢ventuellement recherche d’huiles grasses ...

- Indices chimiques : indice d’acide, indice d'esters, indice de peroxyde, indice de

Carbonyle. .. [,

Ainsi que les analyses chromatographiques; La chromatographie en phase
gazeuse (CPG), couplée ou non a la spectrométrie de masse (MS), permet de séparer et de

10
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quantifier les différentes molécules contenues dans ce mélange complexe. Ce type d’analyse

reste la méthode la mieux adaptée pour connaitre la composition exacte de I’HE [61,
I11.  Principales structures chimiques

I11.1. Les composés phénoliques

Les polyphénols sont des métabolites secondaires présents chez toutes les plantes
vasculaires (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois). Les plus
représentés sont les anthocyanes, les flavonoides et les tannins 23,

Ils forment un trés vaste ensemble de substances qu’il est difficile de définir
simplement. L’¢élément structural fondamental qui les caractérise est la présence d’un noyau
benzénique, liée au moins avec un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre
fonction : éther, ester, hétéroside 271,

Les fonctions principales attribuées a ces composes chez les végétaux sont la protection
contre les pathogénes et les herbivores ainsi que la limitation des dommages dus aux
radiations UV. Dans ce cas, ils agissent par effet d'écran et par effet antioxydant [28],

Tableau 1.1: Activités biologiques des composés polyphénoliques 2°1,

Polyphénols Activités

Antibactériennes
Acide phénols (cinnamiques et benzoiques) Antifongiques
Antioxydantes

) Protectrices vasculaires
Coumarines o
Anticedémateuses

Antitumorales
Anticarcinogénes
Anti-inflammatoire
Flavonoide
Hypotenseurs et
diurétiques

Antioxydantes

Protectrices capillaro-
Anthcyanes )
veineux

11
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Effets stabilisants sur le
collagene

o Antioxydantes

Proanthocyanidines )

Antitumorales

Antifongiques

Anti-inflammatoires

Tanins galliques et catéchiques Antioxydantes

I11.1.1. Structure chimique et classification

Dans cette catégorie, on trouve de nombreuses substances mentionnées dans le tableau

ci-dessus :
Tableau 1.2 : Classification des composés phénoliques 7]
Squelette carboné Classe Structure de base
* Dérivés de 1’acide benzoique.
* Dérivés de 1’acide cinnamique.
C6-C1 Acides phénols

Acide benzoique

.

Acide cinnamique

C6-C3 Coumarines m
o (0]
(C6-C3)2
Lignanes O

(C6-C3) n ©\/\

12
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f o
C6-C4 Quinones
o o)

Naphtoqui Anthraquinone
o)
C6-C1-C6 Xanthomes O‘O
o]

C6-C2-C6 Stilbénes ‘
(I

C6-C3-C6 Flavonoides
o)
(C6-C3-C6) n Tannins condensés O

111.1.2. Les flavonoides

Les flavonoides lato sensu sont des pigments quasiment universels des végétaux.
Presque toujours hydrosolubles, ils sont, entre autres et pour certains, responsables de la
coloration des fleurs dont le pouvoir attracteur conditionne la pollinisation entomophile.

De nos jours, les propriétés des flavonoides sont largement étudiées dans le domaine
médical ou on leur reconnait des activités antivirales, antitumorales, antiinflammatoires,
antiallergiques, antioxydants et anticancéreuses .

I11.1.2.2.  Structure chimique et classification

Tous les flavonoides — plusieurs milliers ont été décrits — ont une origine biosynthétique
commune et, de ce fait, possedent le méme élément structural de base, a savoir
I’enchainement 2 — phénylchromane. Ils peuvent étre regroupés en une douzaine de classes
selon le degré d’oxydation du noyau pyranique central, lequel peut étre ouverte et recyclisé

en un motif furanique (dihydrofuranone) 271 :
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» 2-phénylbenzopyriliums, alias anthcyanes ;
» 2-phénylchromones ;
- Flavones, flavanols et leurs diamétres,
- Flavonones et dihydroflavonols (dérivés 2,3-dihydrogénés) ;
» 2- phénylchromanes ;
- Flavanes ;
- Flavan-3-ols, flavan-3,4-diols ;
» Chalcones et dihydrochalcones (le cycle pyranique est ouvert) ;
» 2-benzylidéne-coumaranones (aurones).
La famille des flavonoides peut se diviser en six classes qui different par leurs
structures chimiques : flavanols, flavones, flavanols, flavanones, isoflavones et

anthocyanidines (Figure 1.1) B11,

|x& = =
0
0 P = O|“x
o 0

Les flavanes Les flavanones Les flavones

O

Les anthocyanidines Les aurones

Figure L. 1 : Structure de quelques classes des flavonoides.
I11.2. Les terpénes
Les terpenes forment une classe d’hydrocarbures, produits par de nombreuses plantes,
en particulier les coniféres. Les terpénes sont considérés comme I’un des éléments de

construction préférés de la nature.
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Tous les terpénes et les stéroides peuvent étre considérés comme formés par
I’assemblage d’un nombre entier d’unités pentacarbonées ramifiées du 2-méthylbutadiéne.

En 1887, Wallach envisagerait que les terpénes devaient étre construits a partir d’unités
isoprénique et quelques dizaines, d’années plus tard (1953) Ruzika, transformait cette

hypothése en une regle générale dont le principe a éte, de puis, confirmé expérimentalement
[27]

CHgj
CH,

V4

H,C

Figure 1.2 : Structure de I’isoprene.

11.2.1.  Structure chimique et classification
Le nombre d’unités isoprénique engagées dans la formation d’un terpéne permet la
classification de ces substances naturelles :

Tableau 1.3 : Classification des composés terpéniques 271,

Le nombre _
La classe Squelette de base des structures acycliques
de carbone

Hémiterpénes
(C5) =

2-Methyl-1,3-butadiene

\ (C10)
Monoterpenes

2,6-dimethyloctane

Sesquiterpénes
P (C15) \)\/\/M

2,6,10-trimethyldodecane

Diterpenes (C20) \)\/\)\/\)\/\)\

Hexadecane,2,6,10,14-tetramethyl

Sesterterpénes (C25) )\/\)\/\)\/\)\/\)\/

2,6,10,14,18-pentamethylicosane
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Triterpénes (C30)
2,6,10,15,19,23-hexamethyltetracosane
Tétraterpenes (C40)
Polyterpenes (C5n)
(n)

Les trois séquences réactionnelles fondamentales qui justifient I’existence de tous les
terpenes et stéroides sont :
- La formation des unités réactives en Cs a partir de 1’acétate, via le mévalonate ;
- Le couplage téte-a-queue des unités isoprénique impliquées dans la formation des mono-,
sesqui-, di-, sester-, et polyterpénes ;
- Le couplage queue-a-queue des unités en Cis et en Cy permettant 1’élaboration des
précurseurs des triterpénes et des polyterpénes 271,
I11.3. Les composés azotés ou les alcaloides

Un alcaloide est une substance organique naturelle (le plus souvent d'origine végétale),
ayant dans sa composition au moins un atome d’azote, de structure moléculaire complexe
réagissant comme des bases, comme des alcalis (de ’arabe al kaly, la soude et du grec eidos,
I’aspect). Leur atome d’azote est inclus dans un systeme héterocyclique et ils possédent une
activité pharmacologique significative et sont souvent toxiques; de nombreux poisons
dangereux comme D’atropine, extrait de la belladone mortellement toxique et qui peut
cependant étre utilisée a faibles doses dans une optique thérapeutique, font partie de la
famille des alcaloides. Ils existent a I’état de sels et ils sont biosynthétique formés a partir
d’un acide aminé 2732 331,
I11.3.1. Structure chimique et classification

Ces composés peuvent étre classés comme alcaloides vrais, les pseudo-alcaloides, et les

proto-alcaloides.
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Tableau 1.4 ; Classification des alcaloides 7],

Type des alcaloides Groupe des alcaloides Structure des alcaloides
Pyrrolidine
N
N
Quinolizidin
y . Indole /
Alcaloides vrais N
H
Quinoléine N
]
S
B
Pyridine "/

Phenyléthylamines

2

Proto-alcaloides

Tropolones

Alcaloides terpéniques

Pseudo-alcaloides
Purine

:z/\z
<\\,j

111.3.2. L’activités pharmacologiques des alcaloides
Les alcaloides sont des substances particulierement intéressantes pour leurs activités

pharmacologiques qui s’exercent dans les domaines les plus variés :

- Au niveau de systeme nerveux centrale, qu’ils soient dépresseurs (morphine) ou

stimulantes (caféines).
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- Au niveau de systeme nerveux autonomes, sympathomimétiques (éphédrines) ou
sympatholytiques, parasympathomimétiques inhibiteurs des cholinestérases anti-
cholinergiques.

- Anesthésiques locaux, antitumoraux 71,

IV. Les méthodes d'extraction de composés bioactifs

IV.1. Introduction

Plusieurs méthodes d'extraction d'essences aromatiques de plantes sont connues. La
principale méthode d'extraction est basée sur I'entrainement de la vapeur, I'expression,
Solubilité et volatilité. Chacun d'eux a donné un diagramme de composition différent huile
essentielle du produit.

Le choix de la méthode la plus appropriée pour extraire les huiles essentielles des
plantes est selon la nature, les propriétés physiques et chimiques de la matiére végétale a
traiter essence extraite et utilisation de I'extrait (121,

IV.2. Distillation

La distillation reste la méthode la plus utilisée pour I’obtention des composés d’aréme
du fait qu’elle produit des substances volatiles facilement analysable par chromatographie en
phase gazeuse et exigeant une technologie relativement simple, donc un codt plus bas ainsi
qu’une reproductibilité facilement controlable.

La distillation convient aux huiles ayant une forte composante volatile et elle se fonde
sur la caractérisation que possedent ces composantes qui peuvent étre facilement
transportées par des particules de vapeur d’eau en mouvement 341,

La plus des huiles essentielles sont obtenues par distillation, a I’exception des huiles
essentielles d’hespéridés (citron, orange, etc.) et I’huile de cade.

La vapeur pénetre les tissus de la plante et vaporise toutes les substances volatiles, une
quantité suffisante de vapeur permet largement 1’isolement des essences de plante. Il existe
trois grands modes de distillation [*°1,

VI1.2.1. L’hydrodistillation

L’hydrodistillation ou entrainement par la vapeur est la technique la plus ancienne, elle
est généralement mise en ceuvre sur des parties de plante fraiche (fleurs et feuilles) mais peut
aussi traiter des racines pulvérisées (iris, costus) %1, Elle permet d’isoler les huiles
essentielles a 1’état pur.

Cette méthode consiste a immerger directement le matériel végétal a traiter (intact ou

éventuellement broyé [turbodistillation]) dans un alambic rempli d’eau distillée qui est
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ensuite portée a ébullition. Les vapeurs hétérogenes sont condensées sure une surface froide

et I’huiles essentielles se sépare par différentes de densité

[15, 20, 36]

Sysibinb ¢ ean Condenseur

pour refroidissement y

s

Nper,
>

Figure 1.3 : Montage utilisé pour I’hydrodistillation de I’huile %,

Cette technique présente plusieurs avantages :

Les températures nécessaires a la mise en ceuvre de cette technique se situent
autour de 100 °C.

Le solvant utilisé est I’eau (technique économique).

Le temps de manipulation est minimal par rapport aux autres méthodes
d’extraction.

L’alambic utilis¢ permet un mouvement suffisamment libre de la plante dans
I’eau, ceci contribue a augmenter la surface de contact entre ’eau et la plante.

La simplicit¢ de l’alambic utilis€¢ et le faible colt et aussi la facilit¢ de

P’installation.

Les inconvénients de cette méthode sont les suivants :

Le risque de pertes des composes thermolabiles (certains organes végétaux, en
particulier les fleurs, sont trop fragiles et ne supportent pas les traitements par
entrailnement a la vapeur d’eau et par hydrodistillation). L’ hydrodistillation
possede des limites. Le chauffage prolongé et puissant engendre une détérioration
de certains végétaux et la dégradation de certaines molécules aromatiques. L’eau,
I’acidité et la température peuvent induire 1’hydrolyse des esters, Aussi des

réarrangements, des isomérisations, des racémisations et/ou des oxydations [3©l,
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IV.2.2. Entrainement a la vapeur d’eau

La matiére végétale, dans ce cas se trouve supportée par une grille ou une plaque
perforée placée a une distance adéquate du fond de I’alambic. La partie inféricure de celui-Ci
est remplie d’eau. Le niveau de cette dernicre doit permettre d’éviter tout contact entre 1’eau
et la plante. Les particules de la vapeur d’cau, se dirigeant vers le haut, font éclater les
cellules contenant 1’essence et entrainent avec elles les molécules odorantes. La vapeur
passe ensuite & travers un recipient réfrigérant ou la température diminue, provoquant le
détachement des molécules huileuses des particules de vapeur, qui se condensent en eau.
L’huile et I’eau se séparent du fait de leur poids spécifique différent : I’huile flottera sur
I’eau car elle est plus légere. A travers un robinet, on fait couler le distillat qui contiendra les
composants hydrosolubles de 1’essence aromatique et 1’on obtient ainsi 1’huile essentielle
pure 151,

L’absence de contact direct entre I'eau et les matiéres vegétales, puis entre I'eau et les
molécules aromatiques, évitant certains phénomenes d'hydrolyse ou de dégradation pouvant
nuire a la qualité de I'huile. De plus, I'ardme d'HE obtenu est plus délicat, la distillation est
réguliere, et la vitesse est plus rapide, ce qui signifie que la note de téte est riche en esters.

Les fractions dites « de téte », fragrances tres volatiles dues a des molécules légéres.
Cependant, le contact direct des composants de I’HE avec 1'eau peut provoquer des réactions
chimiques, qui peuvent conduire a des modifications de la composition finale de I'extrait.

Les conditions opératoires, notamment le temps de distillation, ont une influence

considérable sur le rendement et la composition de I'HE F71,

o

L.

Figure 1.4 : Obtention de I’huile essentielle par entrainement a la vapeur dans un appareil
industriel alambic !,
IV.2.3. Distillation a la vapeur directe
Cette méthode ressemble a celle décrite précédemment sauf que cette fois il n’y a pas d’eau

au fond de I’alambic. La vapeur saturée ou surchauffée a pression généralement supérieure a la
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pression atmosphérique est introduite au fond de I’alambic par un systéme de conduite et travers
la masse végétale de bas en haut. La vapeur provient d’une chaudiére indépendante [15]

Les huiles essentielles obtenues par distillation ne représentent jamais exactement 1’ardme
et le parfum existants naturellement dans la plante.
IVV.3. Extractions par solvant

La technique générale a été developpée précédemment ou la plante est utilisée sous la
forme divisée : contusée, hachée, concassee ou réduite en copeaux, ou en poudre dans le cas
de plantes séchées. Le choix du solvant dépend des parameétres techniques et économiques
ainsi que de sa toxicité [,

IV.3.1. Extraction par un solvant volatil

Ce mode d’obtention qui conduit aux concret et absolus est a proscrire pour les HEs a
destination thérapeutique. Cette technique est actuellement appliquée dans le monde entier,
soit pour obtenir des produits que 1’on ne peut extraire par un autre procédeé, soit en vue de
rendements bien supérieurs.

Quant a [D’extraction par solvants volatils, elle a I’inconvénient d’entrainer une
récupération plus difficile des huiles essentielles, mais par ailleurs, elle a ’avantage de
pouvoir traiter des végétaux présentant un pourcentage infime de principe odorants 51,

Les solvants les plus utilisée, sous réserve de législations restrictives particulieres, sont
les hydrocarbures aliphatiques : hexane, éther de pétrole, mais aussi propane ou butane
liquide (sous pression). Si le benzene est un bon solvant, sa toxicité limite de plus en plus
son utilisation, ainsi les solvants halogenes (dérivés chlorés et fluorés du méthane et de
I’éthane) et & 1’éthanol 2%,

IV.3.2. Extraction par solvants fixes
IV.3.2.1. L’enfleurage ou extraction par la graisse froide

Cette technique a d'abord été utilisée par les Egyptiens puis développée a Grasse au
XIXe siécle. Il semble que I'application principale soit en parfumerie, qui ne concerne que
les fleurs fragiles, qui conservent encore I'odeur aprés la cueillette, mais sa distillation a I'eau
risque de dégrader les molécules odorantes existantes. Cette technique consiste a mettre en
contact des fleurs avec des corps gras inodores. Le mélange est ensuite essoré avec un
solvant organique, puis le solvant organique est évaporé. La concentration de la substance
ainsi obtenue est tres élevée, qui est ensuite diluée et traitée avec d'autres solvants dissolvant

les graisses 61,
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IV.3.2.2. Extraction par macération dans la graisse chaude

Lorsque les fleurs sont peu sensibles a la chaleur (par exemple, fleur d'oranger, acacia,
mimosa), soufflez-les a I'air chaud vers 60-70°C en les injectant dans de la graisse ou de
I'nuile fondue. Cette méthode est plus rapide qu'a température ambiante. Le traitement
ultérieur est le méme que précédemment, tout comme la demande. Extraire avec des
solvants organiques pour produire du béton et de I'huile pure, qui peut étre toxique pour
I'nomme, il n'est donc pas recommandé pour un usage médical. S'il y a des traces de ces
solvants résiduels dans le produit fini, les solvants courants, tels que I'hexane, le benzéne, le
toluéne, le méthanol, I'éthanol et I'acétone, peuvent provoquer une intoxication chronique,
voire aigués, si des traces de ces solvants résiduaires sont présentes dans les produits finis .

La technique dite de « digestion » est réalisée en immergeant des organes végétaux
dans de la matiére grasse en fusion. Le produit obtenu est une pommade florale. Lavage de
la pommade avec de l'alcool fort produira un extrait d'alcool. L'alcool est éliminé, tout

comme dans le cas d'une concentration sous vide & basse température (61,

Matériel végétal (poudre grossiere broyée ou coupée petite ou moyenne)

!

Placé dans un récipient fermé

!

Ensemble du solvant sélectionné (menstruum)

|

Laisser a rester pendant sept jours en

Liquide tendu

!

Résidus solides (mare) pressés (récuperent
autant que la solution occluse)

|

Liquide tendu et exprimé meélanger

l

Clarifié par affaissement ou filtration

l

Evaporation et concentration

Figure 1.5 : Le déroulement du processus de macération [,
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IV.4. Expression

L'expression, aussi appelée « pression a froid » ou « grattage », est un procédé
d'extraction tres simple. 1l est principalement utilisé pour les écorces d'agrumes (citron,
pamplemousse, bergamote, orange douce, orange amere, mandarine), qui renferment une
quantité¢ importante d’huile essentielle. Cette opération mécanique vise a casser les
molécules qui contiennent I'essence dans les zestes des agrumes frais. Dans ce cas, on utilise
le terme « essence » plutdt que « huile essentielle » 191,

IV.4.1 Principe de la méthode

Le fruit est lavé au début et la peau est broyée avec un broyeur ou des micro-épines
métalliques (épines) pour décomposer les cellules contenant les huiles essentielles. Pate
recyclée ; elle est composée de déchets solides et d'un liquide hétérogene constitué d'une
phase aqueuse (jus, qui servira plus tard d'emballage de boissons dans [l'industrie
alimentaire) et d'une phase hydrophobe non miscible (huile essentielle). Apres
centrifugation, les déchets solides sont éliminés et la phase liquide est récupérée. Les huiles
essentielles sont séparées du jus par un processus mécanique de décantation a froid. Les
fabricants de produits alimentaires ont recyclé des jus de fruits et des huiles essentielles pour
différentes applications [©1.
IV.5. Autres procédés d’extraction
IV.5.1. Percolation

Il s’agit d’un déplacement continu vers le bas du solvant a travers le lit et le matériau
médicamenteux brut pour obtenir I'extrait. 1l est le plus souvent utilisé pour extraire des
principes actifs dans la préparation de teintures et d'extraits liquide. C'est une méthode de
macérations successives courtes ou procédé des déplacements. Un percolateur (un récipient
étroit en forme de cone ouvert aux deux extrémités) est généralement utilisé 81,
IV.5.2 L’hydrodiffusion

Le principe de I’hydrodiffusion consiste a pulser de la vapeur d’eau a trés faible
pression a travers la masse végétale, du haut vers le bas a travers le vegétal disposé sur une
grille a ’intérieur d’un parallélépipéde métallique, ce qui permet une meilleure répartition
de la charge. L’huile essentielle s’écoule vers un collecteur permettant un équilibrage de
pression.

La composition des produits obtenus est qualitativement sensiblement différente de
celle des produits obtenus par les méthodes classiques. Le procédé permet un gain de temps

et d’énergie (11,
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IV.5.3 Extraction assistée par micro-ondes

L'extraction sans solvant assistée par micro-ondes (ESSAM) est une nouvelle technique
d'extraction mise au point au sein du Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles et des
Sciences des Aliments de I'Université de La Réunion. Ce procédé est une combinaison entre
une technique d'extraction traditionnelle et une technologie innovante. En effet, si les
systemes de cohobation et de piégeage du mélange vapeur d'eau-huile essentielle sont
proches d'une Hydrodistillation (HD), le chauffage par micro-ondes a permis de réduire de
facon considérable les temps d'extraction sans ajout d'eau ni de solvant 21,

De facon caractéristique, les micro-ondes génerent un chauffage rapide et intense des
substances polaires avec une réduction importante dans le temps de réduction, et dans la
plupart des cas des rendements élevés [°1. L’avantage de ce procédé est de réduire
considérablement la durée de distillation et incrémenter le rendement 71,

IV.5.4 L’extraction au CO2 supercritique

L'extraction de fluide supercritique représente une technique alternative a I'extraction
conventionnelle des liquides solides avec une consommation de solvant plus faible et une
température de travail plus basse. C'est une forme d'extraction liquide ou la phase solvant
liquide habituelle a été remplacée par un fluide supercritique - une substance qui est au-
dessus de son point critique. Parmi une grande variété de fluides supercritiques, le dioxyde
de carbone est essentiellement le seul solvant d'extraction supercritique pratique utiliser en
raison de son degré critique relativement faible température (31.10C) et pression (73.8 bar
/7.38MPa) 281,

Il s’agit d’une technique moderne, trés coiteuse : du dioxyde de carbone a haute
pression est employée pour faire les poches végétales contenant I’essence, qu’il est alors
possible de récupérer 191,

IV.5.5. Extractions au Soxhlet (extraction solide-liquide)

La méthode d’extraction en discontinu consiste a mettre 1’échantillon solide, sous une

forme trés finement divisée, en présence du solvant a tempeérature ambiante ou a la

température d’ébullition du solvant, pendant un temps plus ou moins long, et sous agitation
[6]

IV.5.7.1. Principe de la méthode

Dans un systéeme conventionnel de soxhlet, la matiere végétale est placée dans une

cartouche, et remplie de solvant frais condensé a partir d'un ballon a distiller. Quand le
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liquide atteint le niveau de débordement, un siphon aspire la solution de la cartouche et la
décharge de nouveau dans le ballon a distiller, portant les corps dissous extraits dans le
liqguide en bloc. Dans le ballon, le corps dissous (soluté) est séparé du solvant par
distillation. Le soluté reste dans le flacon et le solvant frais passe de nouveau dans le lit du
solide. Cette manipulation est menée en continu pendant suffisamment de temps pour que
tous les composés a extraire se retrouvent dans le ballon. Il suffit, alors, de récupérer le
contenu du ballon, puis d’évaporer le solvant, soit dans un Rotavapor, soit dans une capsule
anti grimpante (ou capsule d’évaporation) en verre Pyrex placée sur un épiradiateur ou sur

un bain-marie bouillant, et sous une hotte ventilée.

L'extraction par soxhlet dépend fortement des caractéristiques de la matrice solide et de
la dimension des particules vu que la diffusion interne est souvent I'étape limitante pendant

I'extraction (6,

11

10

(=

Figure 1.6 : Appareil de Soxhlet [,
Le tableau suivant résume les différentes méthodes d’extraction naturelle :

Tableau 1.5 : Résumé des différentes méthodes d'extraction des produits naturels. 8401,

Volume | Polarité des
Méthode Solvant Température Pression Temps | de solvant produits
organique naturels
consomme extraits
Hydrodistillation HE
- - - N Sous Ia s = 7 7
et distillation a L’eau hal Atmosphérique | Long Aucun géneralement
chaleur
la vapeur non polaire
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Eau, solvants Dépend de
Macération aqueux et non ambiante Atmosphérique | Long Large I'extraction
aqueux du solvant
Expression L’eau ambiante Atmosphérique | long Aucun Huiles
_ Dépend de
Extraction au Solvants Sous la o ) .
) Atmosphérique | Long Modérer I'extraction
Soxhlet organiques chaleur
du solvant
Sous la _
o Huiles
L’hydrodiffusion | L’eau chaleur Tres faible Long Large )
essentielles
) Eau, solvant ]
Extraction _ - Dépend de
o aqueux et non ambiante Atmosphérique Aucun ou )
assistée par court ) I'extraction
] aqueux modérer
micro-ondes du solvant
Fluide
supercritique )
o ) Composés
L’extraction au | (généralement | Température ]
) Aucun ou | polaires non
CO2 S-C02), ambiante Haut Court ) o
o ) petit polaires &
supercritique parfois avec proche o
- moderés
modificateur
Temperature )
Eau, solvant _ Dépend de
) ambiante, . )
Percolation agueux et non ) Atmosphérique | Long Large I'extraction
parfois sous
aqueux du solvant
chaleur
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Chapitre II : Présentation des deux Plantes Etudiées

Introduction

Dans ce chapitre nous allons élaborer la présentation de nos deux plantes Myrtus
communis L. et Mentha pulegium L. Cette étude portera sur I’aspect agronomique, biologique,
pharmaceutique et chimique.

I. Monographie de genre Myrtus communis L.
I.1. Présentation botanique et géographique de la famille des Myrtacées

Les Myrtacées est la huitiéme plus grande famille des plantes a fleurs, elle contient 140
genres et environ 5600 espéces des plantes ligneuses, arbustes et plus souvent des grands
arbres, classent la famille des Myrtaceae au sein des clades suivants : les Angiospermes, les
Eudicotyledoneae, les Rosidae, les Malvidae et enfin 1’ordre des Myrtales. Un grand nombre
des genres de cette famille parmi celles-ci nous pouvons citer : Eucalyptus globulus, Eugenia,
Syzygium, Myrcia, Calyptranthes et Psidium. Les especes de cette famille sont principalement
pantropicales, trés présentes en Australie et d’ Amérique tropicale 22341,

La famille doit son nom au genre Myrtus, avec deux especes des réegions
Méditerranéennes et d’Afrique du Nord, et représenté dans notre flore par Myrtus communis
L. ou Myrte I,

—===_ Backhousieae (10)
Syzygieae (1189)

|

] 099 Tristanieae (38)
] —==_"__ Metrosidereae (52)

Myrteae (2379)
= Kanieae (52)

< Syncarpieae (2)
Eucalypteae (873)
—==—___ | eptospermeae (145)

Chamelaucieae (510)
Lindsayomyrteae (1)
r Melaleuceae (354)
\ Osbornieae (1)

1 ——mmmme | ophostemoneae (7)

L Xanthostemoneae (49)
= Psiloxyloideae (4)
—=mw——_ Vochysiaceae (200)

Figure II.1 : Présentation des tribus de la famille des Myrtaceae.
Le nombre d’especes pour chaque tribu est montré entre parenthése, quelques genres sont

illustrés (41,

31

——
| —



Chapitre II : Présentation des deux Plantes Etudiées

Le tableau II.1 représente les caractéristiques botaniques de la famille de 1’espéce M.

communis L.

Tableau I1.1: Caractéristiques botaniques des de la famille des Myrtacées.

Myrtacées Références
_ Opposeées, coriaces et non stipulées, entieres, a nervation
Feuilles ] [1, 5]
pennée.
Elle est en cyme ou en grappe, terminale ou axillaire, parfois
Inflorescence | [1]
réduite a une seule fleur.
- Odorante, réguliere, hermaphrodites, tétramere (Eucalyptus) 1
eur
ou pentamere (Myrtus).
Soit une baie, soit une capsule loculicide et plus rarement,
Fruit c’est une drupe ou un akéne. Les graines toujours [1, 5]
exalbuminée, varie selon la nature de 1’ovule.

1.2. Myrtus communis L.

Figure I1.2 : Myrtus

communis P,

1.2.1. Dénominations internationales

Le Myrtus communis (Rihane en kabyle)
forme le genre Myrtus de la famille des
myrtacées. Il a pour nom latin Myrtus
communis deux variétés sont utilisées : 1’une
donnant une HE rouge et 1’autre une HE verte.
Les feuilles donnent une huile jaune-orangée au
parfum frais et doux 7. Elle est l'une des
principales espéces aromatiques et médicinales

appartenant a la famille des Myrtacées [©l.

Le myrte commun est connu sous différentes dénominations selon les pays 1011,

Francais : Herbe du lagui, myrte commun ;

Anglais: Common myrtle, Greek myrtle, myrtle, sweet myrtle;

Allemand : Braut-Myrte, Brautmyrte, Gewohnliche Myrte ;

Néerlandais : Mirt ;

Berbere : Tarihant, tchilmoun ;

——
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Espagnol : Arrayan, mirto, murta, murt ;
Italien : Mirtella, mirto, mortella, mortin ;
Arabe : Arrayhan, mersin, A’as, rihan ol .o,

1.2.2. Distribution géographique de myrte

Le myrte est rencontré dans les bois, les garrigues, les maquis. 1l est également spontané
autour de la Méditerranée, y compris le Moyen-Orient et de nombreux autres pays en I'Europe
du Sud, en Afrique Septentrionale et en Asie Occidentale, en Nouvelle-Zélande, en Amérique,
dans le sud de la Russie et en Australie %21, 11 se développe sur un substrat le plus souvent

siliceux dans les climats semi-humide, humide 23],

La distribution horizontale trés large de cette espece peut étre expliquée par le résultat
de I’interaction des variations de différents facteurs du milieu, incluant les effets de 1’altitude
et la latitude, et la variabilité génétique au sein des populations de I’espece en pleine évolution
[14]

En Algérie, la plante sauvage connue sous le nom de « Al-Rihan » ou « Halmouche »
pousse tres bien dans de nombreuses régions, sur des monticules ou des collines, dans des
zones cotieres ou dans des zones plus reculées. Dans certaines régions, son utilisation est
recommandée pour abaisser la glycémie ainsi que pour améliorer la digestion. Cependant, son

utilisation principale est conseillée pour le traitement des problémes respiratoires 21,

Figure I1.3 : Aire de distribution de Myrtus communis L. dans le monde %I,
® = Présence naturelle ; O = Cultivé seulement.

1.2.3. Caractéristiques systématiques

Le tableau II.2 représente la classification systématique de 1’espéce Myrtus
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communis L.
Tableau I1.2 : Caractéristique systématique de Myrtus communis L.

Myrtus communis L.

Regne Plantae
Embranchement Magnoliophyta
Sous Magnoliophytina
embranchement
Sous classe Rosidae
Ordre Myrtales
Famille Myrtaceae
Genre Myrtus
Espéce Myrtus communis L.
Références [2]

1.2.4. Description botanique
Le tableau I1.3 représente la description botanique de I’espéce Myrtus communis L.

Tableau I1.3 : Description botanique de Myrtus communis L.

‘ Myrtus communis L. Références

Arbuste de 2 a3 m. [10, 11, 16]
Feuilles opposées, tres rapprochées, subsessiles a tres court pétiole ovales-  [10, 11, 16]

lancéolées aigués, sont entieres, luisantes, fermes et persistantes.

Fleurs, blanches, axillaires, solitaires sont longuement pédonculées et  [10, 11, 16]
odorantes.
Fruits sont une baie ovoide de couleur foncée ressemblant a une olive. D’une [11, 16]

odeur agréable, sa saveur est aromatique et amere.

Calice a tube sodé¢ a I’ovaire, a 5 lobes étalés, 5 pétales. [11]
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Figure I1.4 : Caractéristiques morphologiques de Myrtus communis L.

A : fleurs, B : digramme floral, C : fruits type bleu foncé, D : graines 1",

1.2.5. Utilisation médicinale et traditionnelle

Le myrte est utilisé comme épice pour la préparation des aliments et la médecine depuis
I'Antiquité. Bien que le myrte ait une odeur agréable, il n'a pas trouvé d'application a grande
échelle comme épice. Le godt est trés fort, trés désagréable et trés amer. Son application
culinaire est limitée au pays d'origine, comme I'ltalie (28],

Les feuilles de myrte ont des effets astringents, nourrissants et antiseptiques. L'infusion
de feuilles s'utilise en externe pour soigner les plaies et les ulceres, les infections purulentes, les
abces et les furoncles, les otites chez ’enfant, en cas de bronchite chez 1’adulte ainsi que d’autres
affections cutanées, ou en interne pour traiter les maladies du systeme digestif et du systéme
urinaire et comme anti-infectieux dans le traitement des affections pulmonaires et dans les affections
ORL (laryngite aigué). L'HE de myrte a des effets bactéricides et expectorants et peut étre
utilisé pour les maladies respiratoires [10:14:19.201,

En Algérie, le myrte est utilisé comme remede contre les affections des voies
respiratoires et des voies urinaires. Les préparations a base de cette plante sont préconisées
contre les bronchites, les sinusites, les otites, les diarrhées et les hémorroides. Les fruits
constituent un reméde contre la dysenterie, 1’entérite et les hémorragies % 2%, Il est connu en

Algérie pour ses propriétés anti-inflammatoires et hypoglycémiantes 122,
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1.2.6. Composition chimique

Les composés majoritaires des huiles essentielles des feuilles de myrte sont le 1,8-
cinéole, I’a-pinéne, le limonéne, le linalol et parfois ’acétate de myrtényle. Ces huiles
essentielles d’origines diverses ont été classées en deux groupes en fonction de leur teneur en

a-pinene supeérieure a 50% (Corse et Tunisie), inférieure & 35% (Maroc, Liban, Yougoslavie)
[23]

L'huile essentielle obtenue a partir de diverses parties du myrte est composée
principalement de trois catégories : les terpénes (monoterpenes hydrocarbonés (MH) et
sesquiterpenes hydrocarbonés (SH)), les terpénoides (monoterpénes oxygénés (MO) et

sesquiterpénes oxygénés (SO)) et les phénypropanoides 24,

Dans I’huile essentielle de Gréce, ont trouvé la fraction monoterpénique se composait
principalement de monoterpénes oxygénés (70,1-73,2 %) dont les constituants majoritaires
étaient : le myrtényl acétate (39%), 1,8-cinéol (13.5%), a-pinéne (10.9%) et linalool (7.7%)

avec des variations saisonniéres significatives [2°],

L’huile essentielle frangaises étaient 1'a-pinéne (45,3-48,2%), le 1,8-cinéol (25,0-
27,3%), le limonéne (4,7-5,5 %) et le para-cyméne (1,9-3,1 %) %1, Tandis que I’huile
Tunisienne dans différentes parties de la plante (feuille, tige, fleur) variait et la fleur était
caractérisé par des niveaux élevés de monoterpénes hydrocarbonés (41,56 %) et
monoterpenes oxygénés (33,16%) avec un pourcentage appréciable en phénypropanoides. Le
constituant majoritaire était 1’a-pinéne pour les feuilles et les fleurs et « 1,8 cinéole » pour la
tige (€1,

Les huiles essentielles de feuilles du myrte d'Algérie (Chelef) extraites en pleine
floraison ont été analysées par Hennia et dont les principaux composés étaient le limonéne
(23,4%), le linalol (15,4%), l'acétate de géranyle (10,9%), 1'a-pinéne (10,7%), l'acétate de
linalyle (8,2%) et le 1,8-cinéole (6,6%) 271, Par contre Bekhechi, en travaillant sur les huiles
essentielles de feuilles du myrte de Tlemcen ont trouve les constituants majoritaires suivant :
le 1,8-cinéol (36.8%), I’a-pinéne (31.3%) et le limonéne (11.1%) 281,

La composition chimique de certaines huiles essentielles du myrte est donnée dans le
tableau I1.4.
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Tableau I1.4 : Composition majoritaire de certaines huiles essentielles de M.

communis L.extraites par hydrodistillation selon différentes origines.

Origine, période

Chémotype et composés Terpénes
d’échantillonnage, méthode de ) Références
. T majoritaires (> 5 %) majeurs
séchage et organes étudiés
Myrtényl acétate (39%)
Février (avant  1,8-cinéol (13.5%)
0,
floraison) a-pinene (10.9%) MO (71.8%)
Greéce ]
Linalool (7.7%)
(Zakynthos) . .
Myrtényl acétate (38.7%)
(Avant ) o
florai Mai 1,8-cinéol (12.7%)
oraison, 10
_ (floraison) a-pinéne (10.1%) MO (70.1%) [25]
floraison et )
o Linalool (7%)
fructification)
. Myrtényl acétate (23.7%)
Séchage a ’air ]
_ . Out 1,8-cinéol (19.6%)
libre (1 mois)
(fructificatio Linalool (15.8%) MO (73.2%)
n) a-pinene (11.6%)
Linalyl acetate (6%)
France (dix
localités de a- pinéne (45.3-48.2%)
) o MO (31.3-35.5%)
Corse) Baies 1.8-cinéol (25-27.3%) [26]
o ) MH (59.2-64 %)
fructification Limonene (4.7-5.5%)
(Novembre)
Tunisie (Jbal a-pinéne (58.05%)
Stara/ Feuille 1,8-cinéol (21.67%) MH (66.45%)
Haouaria) B-pinene (6.45%)
Floraison 1,8-cinéol (32.84%) [8]
(Juillet) a-pinéne(10.53%) MO (52.43%)
Tige

Séchage a ’air

libre

(E)-B-ocimene (9.48%)
Linalool (6.88%)
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a-pinene (17.53%)
Fleurs 1,8-cinéol (12.70%)
Limonene (10.11%)
o Limonene (23.4%)
Algérie )
Linalool (15.4%)

(Chlef) , ,
Géranyle acétate (10.9%)

Floraison i 0 [27]
ord Feuille a-pinéne (10.7%) MO (50,5%)
(Juin)séchage

Linalyle acétate (8.2%)

MO (33.16%)
MH (41.56%)

a Pair libre o
1,8-cinéol (6.6%)

Algérie

(Tlemcen) 1,8-cinéol (36.8%)
- MO (51.1%
avant Feuille a-pinene (31.3%) ( 0) [28]
S MH (45.1%)
floraison limonene (11.1%)

(Février-mars)

1.2.7. Les activités biologiques
1.2.7.1. L’activité antibactérienne

L’activité de I’huile essentielle de myrte sur les bactéries a gram positif et négatif a été
décrite dans divers travaux de Owlia et ses collaborateurs ont évalué les bactéries a gram
positif se sont révélées plus sensibles que les bactéries a gram négatif 21,

Dans les travaux de Akin., Rosato ont montré que I’HE de M. communis a une activité
inhibitrice contre huit bactéries pathogénes gram positives et gram négatives (Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes, Enterococcus durans, Salmonella typhi, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus et Bacillus subtilis) B3, | 'efficacité de M.
communis a été confirmée par la méthode de dilution en milieu gélosé rapportent aussi un
effet inhibiteur appréciable de I'HE sur P. aeruginosa, bactérie pathogéne réputée pour sa
résistance, avec une CMI (concentration minimale inhibitrice) et une CMB (concentration
minimale bactéricide) de 64pg/mL et une réduction significative des facteurs de virulence
testés (production d'alginates, formation de biofilm, mobilité et adhérence) aux 1/2 et 1/4 de
cette concentration effective 2%,

1.2.7.2. L’activité antifongique

L’huile essentielle de myrte présente un effet anti fongique synergique en combinaison

avec I’amphotéricine B vis-a-vis d’isolats clinique de candida albicans. Des études effectuées

ont montré que cette huile présente une activité contre, Aspergillusniger, pénicillium, candida
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albicans (191,

Les HEs extraites des parties feuilles et fleurs du myrte Algérien récolté durant la
période de floraison ont montré divers degrés d'inhibition contre tous les champignons testés
(levures : Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Cryptococcus
neoformans, Candida guillermondii et Candida krusei ; champignons : Aspergillus niger,
Aspergillus fumigatus et Aspergillus flavus et dermatophytes : Epidermophyton floccosum,
Trichophyton mentagrophytes, Microsporum canis, Trichophyton rubrum, Microsporum
gypseum, Trichophyton mentagrophytes var. interdigitale et Trichophyton verrucosum). Pour
la plupart des dermatophytes testés, Y. compris, M. canis, T. rubrum et E. floccosum, la CMI
était équivalente a la CML ou concentration minimale létale (0,64 mg/mL), ce qui indique un
effet fongicide pour 'HE de myrte 2,

1.2.7.3. L’activité antioxydante

L’activité antioxydante de I’huile essentielle de myrte est limitée car il s’agit d’une huile
essentielle riche en monoterpénes (a-pinéne, 1,8-cinole, B-pinéne, linalol, etc.), qui sont des
composés connus pour avoir un faible pouvoir antioxydant, contrairement aux dérivés du
phénol tels que le thymol et le carvacol . Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés
par les résultats des travaux de Yadegarinia et ses collaborateurs B3 relatifs & une huile
essentielle de myrte d’Iran et avec ceux rapportés par les résultats des travaux de Sirajudheen
(341 qui avancent que 1’huile essentielle des feuilles de Myrtus communis récoltées au Yemen a
présenté un pouvoir réducteur faible de radical de DPPH, avec une valeur de Clso de 1’ordre
de 4,1 mg/ml.

L’¢étude de D’activité antioxydante de 1’huile essentielle des feuilles de myrte par
Mimica-Duki¢ et ses collaborateurs provenant de deux stations trés ¢loignées (sud et nord) du
littoral de Monténégro. Les résultats du test DPPH ont montré une faible activité, avec une
Clso de I'ordre de 6,24 mg/ml et de 5,99 mg/ml, respectivement. La capacité de piégeage des
radicaux libres des HEs de myrte étaient significativement plus faibles que celle du contréle
positif utilisé dans cette étude (BHT, CI50 = 8,62 pg/ml ; BHA, Clso = 3,09 pg/ml) B,

1.2.7.4. L’activité hypoglycémiante/antidiabétique

Une activité hypoglycémiante chez le lapin (normal et rendu diabétique a ’alloxane)
due a I’huile essentielle de myrte a été mise en évidence 1,

1.2.7.5. L’activité anti-inflammatoire
Les propriétés anti-inflammatoires de I’huile essentielle de Myrtus communis ont été

évaluées «in vivo » (191,

39

——
| —



Chapitre II : Présentation des deux Plantes Etudiées

1.2.7.6. L’activité anti-ulcéreuse
L’effet d’ulcérogeénes des extraits aqueux et méthanoliques de Myrtus communis ont été

évaluées «in vivo », réduisent significativement ’index d’ulcére 91,
II. Monographie de genre Mentha pulegium L.

IL.1. Présentation botanique et géographique de la famille des Lamiacées

La famille des lamiacées aussi nommés Labiatae est I'une des plus grandes et
distinctives familles de plantes a fleurs 1 composée de 258 genres et 6900 espéces
d’herbes, d’arbustes et d’hyptis, Elle a une classification (Ajugoideae, Chloanthoideae,
Lamioideae, Nepetoideae, Pogostemoideae, Scutellarioideae, Teucrioideae et Viticoideae).
Les principaux genres sont Salivia, Chlerodendrum, Thymus, Lamium ...ect. Elle est
présente dans le Bassin méditerranéen jusqu’en Asie centrale . Ce sont des plantes a
essence dont I’odeur se dégage par simple attouchement (¢l Cette famille contient une
variété des métabolites secondaires tels que les terpénoides, les huiles essentielles et d’autres
composants, Iridoides, composés phénoliques et flavonoides. Certains des terpénoides a

chaine courte dans les huiles essentielles sont responsables de I'odeur et godt dans ces plantes
[37]

Le tableau II.5 représente les caractéristiques botaniques de la famille de lamiacées
par les botanistes.
Tableau I1.5 : Caractéristiques botaniques de la famille de lamiacées.

Lamiacées Références
Tige Quadrangulaires [36]
Simple, opposées-décussees, exstipulées,
) parfois verticillées, éventuellement [1, 5, 36]
Feuilles ) ) )
amplexicaules, simples ou quelquefois
lobées ou découpées.
Inflorescence | Verticillées [1]

Zygomorphe  généralement  bilabiées,
Fleur ) [1, 36]
hermaphrodites.

_ Tétrakene, schizocarpe. La graine est
Fruit o [1, 36]
exalbuminée.
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I1.2. Mentha pulegium L.

Le genre Mentha, de la famille des Labiatae, comprend 20
espéces qui sont répartis dans le monde entier. Mentha pulegium
L., est l'une des especes de Mentha communément appelée
pennyroyal B8, Elle se distingue des autres espéces de la menthe
par son inflorescence, qui est constituée de verticillastres éloignés
mais n'est pas feuillue & l'apex Bl Elle est représentée par deux

sous especes : Mentha pulegium ssp. Vulgaris et Mentha pulegium

ssp. Pulegium 01,
Ces plantes portent le nom de « pouliot » vient du latin pulegium,

Figure IL.5 : Mentha

qui derive de pulex : la puce ; la plante ayant la propriété oulegium !,

d'éloigner les puces 1421,

11.2.1. Dénominations internationales

Nom Roumanie : Busuicoul cerbilor, menta frantuzeasca, izma proastd ou menta puricilor
[43] -

Nom frangais : Menthe pouliot 14 ;
Nom targui ou berbére : Felgou, afilgou, moussal, tem
Nom arabe : Feliou 4,
I1.2.2. Distribution géographique de la menthe

Pennyroyal est une herbe aromatique et pérenne tomenteuse indigene d’Europe,
d’Afrique du Nord et d’Asie et du Moyen-Orient, qui pousse dans les plaines alluviales, les

habitats riverains et les zones humides d'eau douce 43 491,

C'est une espéece trouvée dans les zones humides et marécageuses, pres des routes et elle

est plus abondante dans les paturages de montagnes 61,
En Algérie, Mentha pulegium est trés abondante et pousse spontanément 171,

I1.2.3. Caractéristiques systématiques

Le tableau I1.6 représente la classification systématique de la Mentha pulegium L.
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Tableau I1.6 : Caractéristique systématique de la plante Mentha pulegium L.

Mentha pulegium L. ‘

Régne Plantae
Embranchement Phanérogames ou Spermaphytes
Sous embranchement Angiosperme

Sous classe Astéridees

Ordre Lamiales

Famille Labiaceae

Genre Mentha

Espéce Mentha pulegium L.
Références [47, 48]

1.2.4. Description botanique

Tableau I1.7 : Description botanique de la plante Mentha pulegium L.

Mentha pulegium L.
Plante labiée vivace herbacée aromatique a forte odeur.
Tige quadrangulaire, rameuses, pubescentes, rougeatres,
atteignant environ 15 cm.
Feuilles opposées, ovales dentées, petites, courtement

pétiolées,longues del5 a25mm crénelées sur les bords.

Fleurs, pédonculées, rosées ou violacées, blanches ou bleues
et verticillées.

Le fruit est constitué de 4 akenes.

Calice veinée a 5 dents inégaux, tubuleux, velu, a gorge

formée pardes poils connivents.
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Figure I1.6 : Caractéristiques morphologiques de Mentha pulegium L.

A : fruits, B : feuilles verte, C : fleurs 49,

I1.2.5. Utilisation médicinale et traditionnelle

La menthe pouliot, connue sous le nom vernaculaire arabe de « Fliou », est largement
utilisée en médecine populaire dans de nombreuses cultures %54 Elles ont été
traditionnellement  utilisées en médecine pour leurs propriétés antispasmodiques,
carminatives, antiseptiques, anti-inflammatoires, antioxydantes et antimicrobiennes dans le
traitement des troubles, des rhumes, la gastronomie (herbe culinaire), I'aromathérapie et les

cosmétiques 2.

Depuis l'antiquité le M. pulegium est connu dans les cultures grec, romaine et
médiévale, pour ses usages culinaires et ses propriétés médicinales, telles que ses effets
emménagogues et abortifs, ainsi que pour le traitement des troubles gastro-intestinaux et de

démangeaisons cutanées.

De nos jours, la M. pulegium est utilisé pour aromatiser les aliments et les boissons, les
thés a base de pennyroyal pour soulager le rhume, la toux, les reins, etc. la toux, les problemes
rénaux et les maux de téte. Malgré ces applications, cette plante est bien connue pour sa
toxicité pour I'nomme, notamment en raison de son huile essentielle. Il est bien connu qu'une

petite dose (<10 mL) d'HE de M. pulegium peut provoquer des nausées, des vomissements,
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des douleurs abdominales et des vertiges, tandis qu'une défaillance de plusieurs organes,

pouvant méme conduire & la mort, peut se produire (4],
I1.2.6. Composition chimique

Les recherches sur la composition chimique de ses huiles essentielles montrent que la
composition varie d'une région a l'autre, et révéle que I'HE de M. pulegium contient du
pulégone comme composant principal dont la teneur est de 42 %, 9 a 45,4 % de Bulgarie, et
73,4, % Uruguay et 41,8 % Tunisie. La teneur en pipéritone en Iran et en Autriche est
respectivement de 38 % et 70 %.

Cette variabilité peut étre liée aux différents stades nutritionnels des plantes, aux
conditions environnementales, aux changements saisonniers et géographiques et a la
composition du sol I,

Selon Beloued I’huile essentielle de M. pulegium c’est un liquide rouge jaunatre,
d’odeur tres forte, soluble dans 1’alcool, contient le principal constituant (75 a 80%) de
pulégone liquide incolore d’odeur aromatique et de menthol, de limonéne lévogyre de

dipenténe 14,

Les principaux composants de I'huile essentielle extraite des feuilles de M. communis
Algérienne sont le Pulégone (70,66 %) et le néo-menthol (11,21 %), tandis que I'huile
essentielle marocaine se caractérise par le pulégone (40,98 %), le Menthone (21,164 %) et le
a -humulene (5,402%), la proportion de monoterpenes oxygenés (94,31) est tres élevée%)
[53 ,54]_

La caractéristique de I'huile Iranienne est que les monoterpenes contenant de I'oxygene
(56,16 %) dominent, et ses composants majoritaires sont pulégone (48,88 %) et le (+)
Spathulenol (6,99 %) 51,

Le pétrole Tunisien est riche en menthone (5,82%), isomenthone (17,02%), pulégone

(61,11%) et une grande quantité de monoterpénes oxygénés (90,38%) [61,

L'huile essentielle Portugaise contient un mélange complexe de composés, tels que la
menthone (35,9%), le pulégone (23,2%), le néo-menthol (9,2%) 571,
L'huile essentielle de feuille de menthe poivrée Italienne extraite en fleur a éte analysée. Les

principaux composants sont le pulégone (50,6%), la pipéritone (27,8%) et la menthone (6,9%)
58]
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L'huile essentielle obtenue a partir de la partie aérienne du myrte récolté dans différentes
régions (Tunisie, Portugal, Iran, Algérie, Italie et Maroc) est composée principalement de
monoterpenes oxygeénés (56.16%-94.31%) (Tableau II.8).

Tableau I1.8 : Composition de I’huile essenticlle de M. pulegium selon différences origines.

Origine et Matiere Chémotype et Terpénes  Référence
péeriode végétale COmMpOosés majeurs
d’échantillonnage majoritaires (> 5%)
Algérie (Bouira) Feuilles Pulégone (70.66%) MO [53]
Avant floraison neo-menthol (11.21%) (94.31%)
(Mars) Séchage a
Pair libre
Maroc Partie Pulégone (40.98%) MO (92.2%) [54]
(Ouezzane) aériennes Menthone (21.164%)
Séchage a I’aire a a-humulene (5.402%)
température
Iran (Taftan au Partie Pulégone (48.88%) MO [55]
Baluchestan) aeriennes (+) Spathulenol (56.16%)
Floraison (Juin) (6.99%)
Tunisie (Ksour Partie Pulégone (61.11%) MO [56]
Essef) aériennes Isomenthone (17.02%) (90.38%)
Floraison (feuilles, tiges Menthone (5.92%)
et fleurs)
Portugal Partie Menthone (35.9%) MO (76.8%) [57]
(Santarém) aériennes Pulégone (23.2%)
Floraison Néo-menthol (9.2%)
Italie (Alcamo) Partie Pulégone (50.6%) MO (92.2%) [58]
Floraison (fin de aériennes Piperitenone (27.8%)

juin)

Menthone (6.9%)
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I1.2.7. Les activités biologiques

11.2.7.1. L’activité antibactérienne

L’¢tude de I’activité antibactérienne de I'huile essentielle a été testée par l'essai de
diffusion de disques réalisée par Boukhebti, H., sur I’espece M. pulegium, ont signalé cette
huile comme source d’agent antimicrobien, mais il existe souvent de grandes variations dans

I’intensité des activités antimicrobiennes contre les bactéries gram négatives et gram positives
[59]

Une concentration de 10 % n'a aucun effet sur les bactéries testées, et une concentration
de 20 % ne montre qu'une faible activité contre Streptococcus pneumoniae. D'autres
concentrations (50 % et 100 %) ont montré une faible activité, a l'exception de celles

observées contre les espéces de Streptococcus testées.

De plus, Pseudomonas aeruginosa est résistant aux huiles essentielles, et I'huile

essentielle de La menthe a montré un faible effet inhibiteur sur la plupart des bactéries testées.

En général, les bactéries gram négatives testées semblent étre plus résistantes que les
bactéries gram positives. Les bactéries connues sont plus sensibles aux huiles essentielles que

les bactéries & gram négatif (691,

11.2.7.2. L’activité antifongique

Selon I'expérience de Hajlaoui et ses collaborateurs, les résultats de I'inhibition de la
croissance d'espéces fongiques poussant sur des milieux liquides avec différentes
concentrations d'huile de M. pulegium (1, 10 et 100 pl/ml) indiquent la concentration de 1
pl/ml semble inefficace pour les huiles car le pourcentage d'inhibition de croissance ne
dépasse pas 1%, sauf pour les souches de Trichoderma (1,33%). Ce pourcentage est important
pour une concentration de 10 pl/ml, il est compris entre 34,13 et 57,87, mais il est plus
important pour une concentration de 10 pl/ml. Une concentration de 100 pl/ml, ou il se situe
dans la fourchette de 74-90,6. Sur la base de ces résultats, il est possible de conclure que
I'nuile essentielle a un spectre d'activité antimicrobienne plus fort et plus large que I'extrait de

méthanol 8,

11.2.7.3. L’activité antioxydante

Selon les études de Abdelli montrent que la capacité de balayage de tous les échantillons
a montré un profil d'activité dépendant de la concentration, I'augmentation de la concentration

d'huile essentielle a provoqué une augmentation du pourcentage d'inhibition de la DPPH. Une
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faible valeur de la Clso indique un potentiel antioxydant significatif pour I'échantillon, la
valeur de la Clso de I'huile essentielle testée étant de 69,60 + 1,72 g/ml, ce qui est inférieur par

rapport aux antioxydants synthétiques utilisés comme référence %,

D’apres les travaux de Bouyahia I’huile essentielle était moins efficace que les agents

antioxydants synthétiques 41,

A partir de ces résultats, on peut donc déduire que I’activité antioxydante de M.
pulegium est liée a différents facteurs tels que le solvant, stade phénologique de la plante, la

concentration et la fraction végétale utilisee.

La composition chimique de I'HE est surtout de type monoterpéne responsable des

propriétés antifongiques, antibactériennes, insecticides et antioxydante %,
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Introduction

De nombreuses études ont révélé que les parties aériennes des deux especes Myrtus
communis L. et Mentha pulegium L. sont riches en plusieurs constituants dont la teneur varie
selon la variabilité des conditions géographiques, climatiques, de séchage, de stockage et des

méthodes d’études (extraction et détection).

La grande partie de ce travail a été réalisé au niveau de laboratoire de chimie
analytique de la Faculté des Sciences Exactes et Informatique de 1’Université Mohammed
Seddik Ben Yahia-Jijel, pour la réalisation de 1’extraction des HES et métabolites secondaires

a partir des feuilles des deux espéces, et I’évaluation de 1’activité antioxydante des extraites.

L’analyse des huiles essentielles par CPG a été réalisé dans le laboratoire de biologie
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de I’Université Mohammed Seddik ben Yahia

Jijel.

L’étude de I’activité antibactérienne et antifongique a été effectuée au niveau de

laboratoire d’analyse médicale Dr. Boukrouche Oussama -Jijel.
Objectifs de travail

Le présent travail contribue a la valorisation de deux plantes aromatiques et
médicinales endémiques anciennement utilisées en médecine traditionnelle Myrtus communis

L. et Mentha pulegium L.
Afin de réaliser cette étude, les objectifs suivants ont été fixés :
- Extraction des HEs et des métabolites secondaires.

- La caractérisation physicochimique de 1’huile essentielle extraite de Myrtus communis L. et

Mentha pulegium L.
- Etablir la composition chimique des HEs.

- L'évaluation des activites biologiques de I’huile essentielle et des extraits de Myrtus
communis L. et de Mentha pulegium L. (activité antibactérienne, activité antifongique et

pouvoir antioxydant).

- Contrdle de la qualité des HEs.
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I. Matériels

I.1. Matériel végétal
I.1.1. Le moment de récolte

Les feuilles des deux plantes ont été récoltées dans la wilaya de Jijel, le Myrtus
communis a été récolté au mois de novembre de ’année 2020, a Ouled Bounar- Jijel et la

Mentha pulegium a été récolté au mois de janvier de I’année 2021 a Kaous-lJijel.

Figure IIL1 : Carte géographique de la région Ouled Bounar et Kaous -Jijel [,

1.1.2. Séchage

Aprés lavage des feuilles de deux plantes étudiées, afin de les débarrasser de la poussiére
et d’autres impuretés, elles sont aussitot séchées a température ambiante et a l'abri de la
lumieére et de I’humidité. Le matériel végétal (feuilles) a été découpé en petits morceaux avant
son utilisation et broyé finement petite quantité a 1’aide d’un broyeur jusqu’a 1’obtention

d’une poudre végétale, pour 1’utilisation dans la partie de 1’extraction des huiles.
II. Etude chimique

I1.1. Extraction des huiles essentielles

Dans cette étude nous avons extrait les huiles essentielles de Myrtus communis et
Mentha pulegium en utilisant deux différentes techniques d’extraction : 1’hydrodistillation et

le soxhlet.
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I1.1.1. Extraction par hydrodistillation

C’est I’'une des méthodes les plus utilisées, elle permet d’isoler les huiles essentielles a

1”état pur.

Il s'agit d'immerger les matieres premiéres au bain-marie, le tout a été porté a bouillir.
Ce processus présente les inconvénients qui sont principalement dus au vapeur d’eau

bouillante, certains organes végétaux, notamment les fleurs qui sont trop fragiles [,
a) Mode opératoire

Pour une extraction par hydrodistillation, nous avons adopté le mode opératoire

suivant :

Nous avons introduit 50g de la matiére végétal (partie aérienne : feuilles) dans un
ballon de 1 litres contiennent de 1’eau distillée. Le volume de 1’eau est environ les deux tri¢res
de volume du ballon pour éviter la pétillant du mélange. Ce dernier est porté a 1’ébullition
pendant 2h30, le chauffage permet 1’éclatement des glandes contenant I’huile essentielle dans
la structure végétale puis la libération des molécules volatiles. Les vapeurs hétérogénes vont
se condenser sur une surface froide conduisant a une phase organique (huile essentielle) qui
est séparée de I’hydrolat par décantation qui se fait dans une ampoule a décanter par la
différence de densité de la phase aqueuse (inférieure) et la phase huileuse (supérieure).

L’essai a été répété avec 50g de la matiere végétale restant.

La conservation de I’huile essentielle étre a 4° C dans 1’obscurité pour éviter la

dégradation, due a I’action de I’air ou de la lumiére.
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La partie aérienne de chacune des deux plantes Myrtus communis et Mentha pulegium

Distillat : essence + eau

Récupération de I’huile essentielle par
décantation

v

Huile essentielle

Schéma III.1: Les étapes d’extraction de I’huile essentielle par 1’hydrodistillation.

I1.1.2. Extraction par soxhlet

L’extracteur de soxhlet est une pi¢ce de verrerie permettant d’effectuer une extraction
solide-liquide avec une grande efficacité. L’appareil porte le nom de son inventeur : Franz
Von Soxhlet.

L’extraction par I’appareil Soxhlet (nous allons 1’appeler simplement soxhlet) est une
méthode simple et convenable nous permettant de répéter infiniment le cycle d’extraction
avec du solvant frais jusqu'a épuisement complet du soluté dans la matiére premiére, d'ou
vient son efficacité élevee.

Cependant, le soxhlet possede quelques désavantages comme, par exemple, le temps
d’extraction relativement long, la possibilit¢ de dégradation des composés a cause d’une
surchauffe locale, le choix limité du solvant, les difficultés d’utilisation de mélanges de
solvants, etc B,

a) Mode opératoire

Dans un ballon de 500 ml nous avons introduit, 250 ml de solvant d’extraction
(méthanol pour Myrtus communis et éthanol pour Mentha pulegium). D’autre part, nous avons
pesé la matiére végétale séche dans une cartouche en cellulose (30g pour Myrtus communis et
409 pour Mentha pulegium), que I’on a mise dans ’extracteur. Une fois le systeme de
réfrigération et de chauffage sont mis en marche, nous observons des vapeurs de solvant qui

se condensent au niveau de réfrigerent puis tombent goutte a goutte sur la cartouche. Au bout
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d’un certain temps, le solvant entame son extraction et forme un cycle fermé d’extraction que
nous pouvons décomposer en plusieurs étapes : (ébullition, vaporisation, condensation,
extraction). Lorsque le solvant d’extraction atteint le niveau supérieur du siphon, le siphon
s’amorce et la solution retombe dans le ballon a travers le tube de siphonage et se concentre.
Pour cela, nous avons réalisé plusieurs siphonages.

Apreés refroidissement, nous avons enlevé la cartouche et récupéré la concréte que nous avons

mis dans le rotavapor pour la séparation du solvant de la concrete laquelle a été pesée.

La partie aérienne de chacune des deux plantes Myrtus communis et Mentha pulegium.

l Soxhlet

Solvant d’extraction (méthanol ou éthanol)

l

Phase organique

MgSO4

A 4

Filtration

A 4

Extrait aromatique + Solvant

Evaporation du solvant dans un
évaporateur rotatif

v

Extrait aromatique

Schéma IIL.2: Les étapes d’extraction de I’huile essentielle par soxhlet.
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11.1.3. Détermination des rendements en huiles essentielles

Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse
d’huile essentielle obtenu et la masse du matériel végétal a traiter. Le rendement est calculé

par la formule suivante :

[ Rdt% = M/Mo x 100 ]

Rdt% : Rendement en huile essentielle.
M : Masse d’huile essentielle récupéré (g).

Mo : Masse de matiere végétale a traiter (Q).

I1.1.4. Controle de qualité des huiles essentielles
I1.1.4.1. Caractere organoleptique
L’évaluation des propriétés organoleptiques constitue généralement une partie des
¢tudes visant a analyser les facteurs qui affectent la qualité¢ de 1’huile essentielle. Dans cette
étude, nous nous sommes basés sur trois paramétres essentiels qui sont 1’aspect la couleur et
I’odeur.
I1.1.4.2. Caracteres physicochimiques
Le parameétre physico-chimique étudié est : Indice de réfraction.
a) Mode opératoire
Le réfractometre dispose d’une lame en verre sur laquelle 1’échantillon est déposé.
L’appareil a d’abord été ajusté avec de 1’eau distillée, puis séché. On place ensuite une goutte
d’huile essentielle sur le prisme du réfractométre et on effectue la mesure (41,
I1.1.4.3. Analyse des huiles essentielles
Notre analyse est réalisé sur un chromatographe type GC-MS d’un détecteur relative
et d’un injecteur split/splitless. La colonne utilisée est de type SE-30 de 25 cm long et de 0.25
mm de diameétre intérieur. La phase stationnaire a une granulométrie de 0.25m. Le gaz vecteur
est I’Hélium (He) avec un débit de 0.77 ml/min, vitesse lin€aire de 35,0 cm/sec et une
pression de 24.4 Kpa et avec le rapport fondu 20.0. Le temps de coupe dissolvant est de 2 min
et la vitesse de balayage est 625.
Les conditions d’analyse sont :
e Température de I’injecteur : 250.00°C.
e Température de four de la colonne : 55.00 °C.
e Température d’ion source 200.00 °C.

e Température d’interface 250.00 °C.
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e Gradient de température : 55 a 120 °C a 3 °C/min de 120.00°C a 180°C a 5°C.

I1.2. Extraction des métabolites secondaires (extraction solide/ liquide)

Apres séchage dans un endroit sec et aéré, a 1’abri des rayons solaires, les parties

aériennes sont pesées M = 55.5 g de Myrtus communis et M = 229.66 de Mentha pulegium.

Le mateériel végétal de masse M = 50 g de Myrtus communis (M = 100 g de Mentha
pulegium) a subi une macération dans un mélange hydroalcoolique (MeOH/H20) avec les
proportions (80 : 20). La macération est répétee 3 fois avec renouvellement du solvant et dure

dans chaque cas de 24 a 48 heures.

Apres filtration, concentration non a sec a une température n’excédant pas 37°C, on
ajoute 100 ml d’eau distillée et le mélange est filtré. Le filtrat a subi une extraction liquide-
liquide en utilisant des solvants de polarité croissante en commencant par 1’éther de pétrole
apres le chloroforme, puis 1’acétate d’éthyle et en dernier le n-butanol. Les quarte phases

organiques sont séparées et concentrées a sec.
» Calcul des rendements des extraits secs

Nous pouvons determiner le rendement de la plante en extrait sec en calculant le rapport

suivant :

[ Rdt (%) = ((P1— P2) / P3) x 100 }

P1 : poids du ballon aprées évaporation ;
P2 : poids du ballon avant évaporation ;
P3 : poids de la matiere végétale de départ.

Tableau III.1: Masses et rendements en extraits obtenus a partir des feuilles de chaque

espece.
Matiere végétale Myrtus communis L Mentha pulegium L
Extraits Masse () | Rendement% | Masse (g) | Rendement%
Ether de pétrole 0.06 0.12 0.41 0.41
Chloroforme 0.15 0.3 0.26 0.26
Acétate d’éthyle 0.32 0.64 0.26 0.26
n-butanol 6.26 12.51 1.74 1.74
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> Deétermination de la teneur en eau

Une masse (P1) des feuilles de la plante fraichement récoltée est portée au séchage a

température ambiante et a I'abri de la lumiére et de I’humidité.
Une masse (P2) la quantité des feuilles obtenue apres le séchage.

Méthode de calcul : Le taux d’humidité est calculé par la formule suivante :

[ H % = ((P1-P2) /P1) x 100 1

H% : taux d’humidité exprimé en pourcentage ;
P 1 : poids de la plante fraiche(Q) ;

P 2 : poids de la plante apres séchage (g).
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Matériel végétale

coupé finement
—t

M= 50g

Macération a froid 3 fois
pendant 24 h a 48 h dans un
mélange MeOH/H20 70 :30

Filtration

Végeétal rejeté

- Dilution
avec 100 ml
d’eau distillé.

- Filtration.

Evaporation
a 37C°

A

Extrait éther
de pétrole.

- Extraction par CHCI3 (3X100)
- Filtration.

- Concentration.

Phase aqueuse

A 4

Extrait du CHCls

- Extraction par AcOEt (3X100).

- Filtration.

- Concentration.

- Extraction par de I’éther de
pétrole (3X100)

- Séparation.

- Concentration. &

y

\4

Extrait d’AcOEt

- Extraction par le n-butanol (3X100).

- Filtration.

- Concentration.

A 4

\ 4

Extrait du n-butanol

A 4

Schéma II1.3: Protocole d’extraction des métabolites secondaires.
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III. L’analyse des extraits
III.1. L’analyse qualitative
III.1.1. Screening phytochimiques

L’un des buts essentiels d’un test phytochimique consiste dans la détection des
differentes familles de métabolites secondaires existant dans la partie étudiée de la plante par
des réactions qualitatives de caractérisation. Ces réactions sont basées sur des phénomenes de
précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques a chaque famille de composés ainsi

que des examens en lumigre ultraviolette [,

Dans notre étude expérimentale nous avons utilisé les techniques standards décrites
par Terease et Evans, Harborne, Bruneton (6781,

a) Test pour la mise en évidence des flavonoides

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a tester, ajouter 1ml d’acide
chlorhydrique (HCI) et 3 copeaux de magnésium. L’apparition d’une coloration rouge ou

jaune réveéle la présence des flavonoides.

b) Test pour la mise en évidence des tanins

A 1 ml d’extrait a analyser, ajouter 0,5 ml d’une solution aqueuse de FeCI3 a 1 %. La

présence des tanins est indiquée par une coloration verdatre ou bleu-noiréatre.

c) Test pour la mise en évidence des alcaloides

Les tests sont réalisés par des réactions de précipitation avec les réactifs de Mayer et
Wagner. 1ml de chaque extrait est divisé en deux volumes égaux. Un volume est traité par
0,5ml de réactif de Mayer, I’autre par 0,5ml de réactif de Wagner. L apparition d’un précipité

blanc ou brun, respectivement révele la présence des alcaloides.

% Réactif de Mayer : on dissout 1.758g de HgCl> dans 60 ml de I’cau distillée, puis 5g
de KI dans 10 ml de I’eau distillée, et on mélange les deux solutions.

% Reéactif de Wagner : on dissout dans 75 ml de I’eau distillée 2g de KI et 1.27g de I>,
le volume est ajusté a 100 ml avec de I’cau distillée.

d) Test pour la mise en évidence des terpénoides

5ml d’extrait est ajouté a 2ml de chloroforme et 3ml d’acide sulfurique concentré. La
formation de deux phases et un couleur marron a I’interphase indique la présence des

terpénoides.
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e) Test pour la mise en évidence des quinones

Sur un volume de chacune des extraits, on ajoute quelques gouttes de NaOH,

I’apparition d’un couleur jaune, rouge ou violet confirme la présence des quinones.

f) Test pour la mise en évidence des coumarines

Introduire 5ml d’extrait dans un tube, ajouter 0,5ml de NHsOH a 10%, mélanger et

observer sous UV a 366 nm. Une fluorescence intense indique la présence des coumarines.

II1.2. L’analyse quantitative
II1.2.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en composés phénoliques des extraits des deux espéces est estimée par la
méthode de Folin-Ciocalteu qui est basée sur la réduction en milieux alcalin de la mixture

phosphotungstique (WO4 ) phosphomolybdique (MoO4?) de réactif de Folin 1.
¢+ Préparation de la solution de référence d'acide Gallique

Préparation d’une solution mére de 1’acide Gallique a concentration 0.1 pg / ml cette
solution d'acide Gallique a été diluée de maniére a avoir les différentes concentrations (0.02,
0.04, 0.06 et 0.08) g / ml.

«* Protocole

Iml de réactif de Folin (10 fois dilué¢) est ajout¢ a 200 pl d'échantillon (extrait
alcoolique) ou standard (acide Gallique). Apres 4 min, 800 pul d'une solution de carbonate de
sodium (7%) sont additionnés au milieu réactionnel. Apres 30 minutes d'incubation dans le
bain ultrason a température ambiante I'absorbance est mesurée a 760 nm par un

spectrophotomeétre UV.

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de I'équation de
régression de la gamme d'étalonnage établie avec l'acide gallique (0,02-0.1pg/ml). Les
résultats sont exprimés en g équivalent d’acide gallique par milligramme de I’extrait sec (Ug
GAE/mg EXS).
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200 pl d'échantillon (extrait alcoolique) ou
standard (acide Gallique).

1ml de réactif de
Folin (10 fois dilué)

4 min a température ambiante

800 pl d'une solution
de carbonate de
sodium (7%)

30 minutes d'incubation dans le bain
ultrason a température ambiante.

Lecture 1’absorbance a 760 nm

Schéma II1.4 : Protocole expérimentale de dosage des polyphénols totaux.

II1.2.2. Dosage des flavonoides totaux

La quantification des flavonoides a été effectuée par la méthode de trichlorure

d'aluminium P, Le trichlorure d'aluminium forme un complexe jaune avec les flavonoides.

«* Protocole

120 pl d’une solution de NaNO2 a 5% est ajouté a 400 pl d'échantillon (extrait
alcoolique). Aprés 5 min, 150 pl de trichlorure d’aluminium (AICI3) a 10% est rajouté au
mélange. Apres 6 min d’incubation a la température ambiante, 800 pl d’hydroxyde de sodium
NaOH (1 M) est additionné. Immediatement, le mélange est complétement agité afin
d’homogénéiser le contenu. Aprés 30 minutes d'incubation dans le bain ultrason a température

ambiante I'absorbance est mesurée a 510 nm par un spectrophotomeétre UV.
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La concentration des flavonoides totaux est calculée a partir de I'équation de
régression de la gamme d'étalonnage établie avec la quercétine. Les résultats sont exprimés en

Mg équivalent de la quercétine par milligramme de I’extrait sec (ug GAE/mg EXS).

400 pl d'échantillon (extrait alcoolique) ou
standard (acide Gallique) ou de I’extrait brut.

120 pl de NaNO; (5%)

\ 4

5 min a température ambiante

150 pl d'une solution de
trichlorure d’aluminium
(10%)

v

6 min d’incubation a la température ambiante

800 pl de NaOH (1 M)

30 minutes d'incubation dans le bain
ultrason a température ambiante.

!

Lecture 1’absorbance a 760 nm

Schéma IIL.5 : Protocole expérimentale de dosage des flavonoides totaux.

II1.3. Les activités biologiques
II1.3.1. L’activité antioxydante

Pour évaluer I’effet antioxydant d’une solution alcoolique (méthanol ou éthanol) des
deux espéces, nous avons procedé au test de piégeage par le radical libre DPPH (2.2'-
diphényl-1- picrylhydrazyl).

a) Estimation du pouvoir antiradicalaire par la méthode du DPPH

Le test au 2,2-diphenyl-2-picryl-hydrazyle (DPPH), permet de mesurer le pouvoir

réducteur par le calcul de 1’ICso des substances antioxydantes contenues dans un extrait.
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Le DPPH est un radical libre de couleur violette qui devient jaune quand il est réduit
par un donneur de proton H*, la décoloration facilement mesurable par spectrophotométrie a
515 nm, et par conséquent une diminution de I'absorbance ™9,

DPPH + AH ————» DPPH-H + A.

Le degré de décoloration indique le potentiel d'élimination des radicaux libres de
I'échantillon = antioxydant. Les antioxydants connus tels que la cystéine, le glutathion, I'acide
ascorbique, le tocophérol et les composés aromatiques polyhydroxylés (hydroquinone,
pyrogallol, etc.) réduisent et décolorent le 1,1- diphényl-2-picrylhydrazyl par leur capacité a

donner de I'nydrogéne 4,

La capacité de céder des hydrogénes par les extraits est mise en évidence par une
méthode spectrophotométrique en suivant la disparition de la couleur violette d’une solution
alcoolique (méthanol ou éthanol) contenant le radical libre DPPHe comme I’illustre la figure

suivante ou AH est un antioxydant (Figure II1.2).

NOZ @ N02 @
. H
O:;N N—N + A-H = O,N N—N + A"
Noz @ NOZ @

S S=

VIOLET JAUNE

Figure IIL.2 : Pouvoir antiradicalaire par la méthode de DPPH.
b) Préparation de la solution DPPH

Pour préparer la solution de DPPH de concentration de 60 M, on a dissout 0.02369
de DPPH dans 10 ml dans I’éthanol dans une fiole couvert d’aluminium. Cette fiole est mise

dans un bain de glace sous agitation pendant une heure.
c) Préparation des dilutions des extraits

Pour les quatre extraits, éther de pétrole, chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol de
myrte et menthe pouliot, ont eté diluées avec le méthanol (éthanol) pour préparer des solution

a différentes concentrations.
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d) Mode opératoire

Dans des tubes secs, Un volume de 50 pl de différentes concentrations de chaque
extrait ou de standard (acide ascorbique) est ajouté a 1950 ml de la solution alcoolique du
DPPH fraichement préparee.

En ce qui concerne le contrble negatif, ce dernier est préparé en parallele en
mélangeant 50 pl de MtOH (ou EtOH) avec 1950 pl de la solution alcoolique de DPPH, le

test répété 3 fois pour chaque extrait ou de standard (acide ascorbique).

Le mélange réactionnel a agité quelques secondes et ensuite gardé a 1’abri de la
lumi¢re a température ambiante. Aprés 30 minutes d’incubation dans le bain ultrason,

I’absorbance est mesurée a 515 nm a ’aide d’un spectrophotomeétre.
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Differentes concentrations de chaque
extrait ou de standard (acide ascorbique).

|

2Rl

C——

50 pl de chaque extrait

N

Blanc

U

50 pl d’éthanol
ou méthanol

_/

——
1950 pl DPPH

| §

Agitation

Incubation dans le bain ultrason pendant 30 min

Lecture ’absorbance a 515 nm

Schéma I11.6 : Protocole de la mise en ceuvre du test du radical DPPH.
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Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition de DPPH. Ce pourcentage est

calculé selon la formule suivante :
1% Pl= ((A contrdle négatif -A extrait) | A controle négatif) x 100

A controle négatif : correspond a 1’absorbance du DPPH sans antioxydant apres le temps de la

réaction.

A extrait : correspond a 1’absorbance de 1’échantillon avec DPPH apres le temps de la réaction.
» Calcul des ICso

ICso ou concentration inhibitrice de 50 % (aussi appelée EC50 pour Efficient
concentration 50), est la concentration de I’échantillon testé¢ nécessaire pour réduire 50 % de
radical DPPH®. Les ICso sont calculés graphiquement par les régressions linéaires des graphes
tracés ; pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des fractions

testées.
II1.3.2. L’activité antimicrobienne

Cette partie consiste a mettre en évidence le pouvoir antimicrobien de nos échantillons
d’huiles essentielles et des quatre extraits, éther de pétrole, chloroforme, acétate d’éthyle et n-
butanol des deux especes par la méthode de diffusion des disques(aromatogramme) en raison
sa simplicité et son efficacité pour tester la sensibilité des bactéries. Ce test a été réalisé au

niveau du laboratoire de Dr. Boukrouche Oussama (Jijel).
a) Souches bactériennes testées

Les souches bactériennes pour cette étude, sont des bactéries pathogenes, une bactérie
a gram+ : Staphylococcus aureus et les autres a gram- : Escherichia coli, Citrobacter Kozen,

Acinotobacter baumanii et Klebsielle pneumoniae SPP.

Le tableau II1.2 représente les caractéristiques des souches bactériennes utilisées :
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Tableau II1.2 : Caractéristiques des souches bactériennes utilisees.

Bactéries Gram Famille
Staphylococcus aureus Positif Micrococcaceae
Escherichia coli Négatif Enterobacteriaceae
Citrobacter Kozen Négatif Enterobacteriaceae
Acinotobacter baumanii Négatif Moraxellaceae.
Klebsielle pneumoniae SPP Négatif Enterobacteriaceae

b) Milieu de culture

Le milieu de culture gélose nutritive de Muller Hinton (MH) pour étudier la sensibilité

des souches bactériennes.
c) Préparation de suspension bactérienne

Chaque souche bactérienne a été ensemencée en traites sur des boites de pétri
contenant la gélose nutritive et incubée pendant 18h afin d’obtenu une culture jeune des
bactéries a partir de ces boites et & 1’aide d’une pipette pasteur on préléve une colonie bien
isolée dans un tube a vise stérile contenant 10ml de I'eau physiologique. On homogeénéise tous

les tubes de suspension bactérienne a 1’aide le vortex (2-5 minutes).
d) Technique d’aromatogramme

C'est une méthode de mesure in vitro qualitative permettant de tester la sensibilité ou
la résistance des micro-organismes aux HEs et extraits par contact direct. Cet examen est
équivalent d’un antibiogramme ou les disques d'antibiotiques sont remplaces par des disques

des extraits et des HEs, préalablement sélectionnées et reconnues.
e) Principe

Dans des conditions aseptiques et a 1’aide d’une pince stérile, des disques du papier
filtre imbibé par 200 pg/ml des extraits (éther de pétrole, chloroforme et n-butanol), 35 pg/mi
de I’extrait d’acétate d’éthyle, par contre les HEs sont utilisées sans dilution de chaque plante
sont disposés sur la surface d’une gelose uniformément ensemencee avec une suspension

bactérienne.
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f) Lecture

La lecture des diametres d’inhibition se fait aprés 24-48 h d’incubation a I’étuve a

37°C, les colonies se développent a la surface de la gélose laissant des zones vierges autour
des disques appelées zones d'inhibition.

Les étapes mentionnées ci-dessus sont résumées dans schéma suivante II1.7.

Etape 01:

Préparation dela |* Une colonie de bactérie + 10 ml eau
suspension physiologique sterile — homogénéisation par
bactérienne vortex.

« verser la suspension bactérienne dans une boite de
Pétri contenant le milieu de culture (Mueller
Etape 02: Hinton) —» laisser pendant 2 min.

Réalisation de * Imprégner des disques stériles d'environ | cm de
I'aromatogramme diamdtre dans I'HE pure et dans les quatre extraits
de chaque plantes — désposer dans la boite se
pétrie.
* Incuber dans I'étuve a 37°C, pendant 24-48 h.

Etape 03:

Lecture des
résultats.

Schéma II1.7 : Protocole d’aromatogramme.

I11.3.2.2. L’activité antifongique

a) Souches de champignon testées

L’activité¢ antifongique de I’HE étudiée des deux plantes a été testée sur une seule
souches Candida albicans.

b) Milieu de culture

Le milieu de culture gélose nutritive de Muller Hinton (MH) et le milieu Sabaurand
pour étudiée la sensibilité de la souche étudiée.

—
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c) Principe

Dans des conditions aseptiques et a I’aide d’une pince stérile, des disques du papier
filtre d’huile essentielle sont disposés sur la surface de la gélose et du Sabaurand

uniformément ensemencée avec une suspension fongique.
d) Lecture

La lecture des diameétres d’inhibition se fait aprés 24-48 h d’incubation a I’étuve a
37°C, les colonies se développent a la surface du milieu de culture laissant des zones vierges

autour des disques appelées zones d'inhibition.

Le schéma ci-dessous résume les étapes suivies pour la réalisation de I’activité

antifongique

(® Y

Culture

fongique jaune 10 ml d’eau
physiologie stérile

Homogénéisation par vortex

Verser la suspension fongique dans une boite de pétrie
contenant le milieu de culture MH et Saboro sabaurand

Laisser pendant 2 min

@ On ajoute dans chaque tube a essai 1ul d’huiles essentielles.

— N,

—
~
w
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()

DMSO L l

20 pL

50 pL

100 pL v
200 pL

@ Suspension fongique ——

Disque de papier Disque de papier
Disque de papier Disque de papier
filtre de 100 (V/V) filtre de 200 (V/V)

Incubation a 37 °C pendant 24-48 h

Diametre ¢ ————— D ©)

d’inhibition @ Y=-=—=-—-—

Schéma II1.8: Protocole expérimentale des étapes de ’activité antifongique.
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I. Extraction des huiles essentielles

Actuellement, il existe de nombreuses méthodes d'extraction des composés volatils
basées, les unes sur I'entrainement a la vapeur d’eau, les autres sur I'extraction par les
solvants organiques. L’extraction des huiles essentielles de nos plantes étudiées a été

effectuée par hydrodistillation et soxhlet.
I.1. Rendement d’extraction

Les huiles essentielles des feuilles de I’espéce végétale Myrtus communis L. et de
Mentha pulegium L. sont obtenues par hydrodistillation et soxhlet. Les rendements

sont calculés par rapport a la matiére végétale seche.

= Les rendements

Le tableau suivant représente le rendement exprimé en pourcentage des deux

espéces en huile essentielles obtenues par les deux techniques : ’hydrodistillation et

soxhlet.
Tableau IV.1 : Rendement d’extraction des deux huiles essentielles.
Méthodes Matiere végétale Masse (g) | Rendement (%)
M. communis 100 0.41
Hydrodistillation
M. pulegium 100 0.70
M. communis 30 325
Soxhlet
M. pulegium 40 28.1

D’apres les résultats, nous remarquons que le rendement d’extraction par la
méthode d’hydrodistillation en HE du genre Myrtus est faible 0.41% par rapport a
celui du Mentha qui est de 1’ordre de 0.70%. Par contre, les rendements en HE par la
méthode de soxhlet du genre de Myrtus et Mentha sont relativement éleves 32.5 % et
28.1% respectivement.

En comparant ces valeurs entre les deux methodes, nous remarquons un grand
écart entre les deux techniques cela est due a la méthode de soxhlet qui donne un

mélange aromatique riche en chlorophylle et non pas des huiles essentielles pures.
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Pour la méthode d’hydrodistillation

La plante de Myrtus communis, a un rendement proche a celui trouvé par Berka-
Zougali [ en travaillant sur la méme espéce qui provenait de la région de Bainem
(Alger), qui est égale a 0.51% mais inférieur a celui signalé par Aidi-Wannes [ pour
la méme espéce de la région de Jbal Stara Haouaria (Nord-est de la Tunisie) qui est
égale a 0.61%. Cet écart est probablement attribué a la différence de provenance du
matériel végétal ainsi qu’a la période de la récolte.

Pour la Mentha pulegium, en comparant les rendements cités dans la
bibliographie, nous constatons que nos résultats sont nettement inférieurs a celui
obtenu par Lahrech B! qui est égale & 2.32% et proche a celui obtenu par Belghazi 1

qui est égale a 0.82%.

Figure IV.1 : Rendement d’extraction des deux huiles essentielles par la méthode

d’hydrodistillation et soxhlet.
a : Rendement d’extraction par la méthode d’hydrodistillation.

b : Rendement d’extraction par la méthode soxhlet.
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m Rendement d’extraction par la méthode d’hydrodistillation.

B Rendement d’extraction par la méthode de soxhlet.

Figure IV.2 : Rendement d’extraction des deux huiles essentielles par la méthode
d’hydrodistillation et soxhlet.
a : Rendement d’extraction de 1’espéce Myrtus communis L.
b : Rendement d’extraction de I’espéce Mentha pulegium L.
En effet, I’hydrodistillation est la meilleure méthode d’extraction des huiles
essentielles pour avoir des huiles de qualité.
1.2. Controble de qualité des huiles essentielles
1.2.1. Détermination des parameétres organoleptiques des huiles essentielles

Les parametres organoleptiques de nos huiles essentielles sont représentés dans le

Tableau IV.2.

Tableau IV.2 : Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles de M.

communis et M. pulegium.

Méthodes Huile
_ ) Couleur Aspect Odeur
d’extraction essentielle
M. communis | Jaune foncé Huileuse Tres aromatique
Hydrodistillation Fraiche et
M. pulegium Jaune péle Huileuse )
agréable
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Soxhlet

M. communis

M. pulegium

Jaune- vert

Pateux
Collant

Caractéristique

de la plante

D’apres le tableau IV.2, on remarque que la couleur, ’odeur et I’aspect sont

differents, cette différence peut étre expliqué par la différence de la composition

chimique des deux huiles essentielles.

1.2.2. L’identification chimique des huiles essentielles

L’identification des produits a été faite en comparant leurs temps de rétention et

spectres de masse avec ceux des composés de référence de la littérature emmagasinés

dans la base de données de I’appareil. En effet, les analyses chromatographiques des

huiles essentielles obtenue par soxhlet de la plante Mentha polegium sont représentées

dans le tableau I'V.3.

Malheureusement, le chromatogramme des huiles récupérés par la méthode de

soxhlet pour le Myrtus communis n’a pas donné de bon résultat cela est due que

I’appareil de CPG est en un mauvais état.

Tableau I'V.3 : Composition chimique des huiles essentielles du Mentha pulegium

obtenues par la méthode de soxhlet.

Temps de
N° du o Pourcentages | Hauteur
) rétention ) Structures
pic % du pic
(mn)
OH
1 3.071 1.18 1.75 /\/\)\/
3-Octanol
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2 6.173 1.68 1.92 JA/)\
0
5-méthyle-1-2-(1-méthyléthyle)-,trans-
cyclohexanone
3 6.317 4.54 5.32 /ij
"I//
Cyclohexanone, 5-methyl-2-(1-methylethyl)-, (1.alpha.,2.beta.,S alpha.)-
Caution: Stereochemical terms discarded: 1alpha
4 | 8729 72.38 76.21 /ij\
Pulegone
5 10.028 1.32 1.34 @i
0
Cyclohexene, 1-(1,1-dimethylethoxy)-6-methyl-
o)
6 | 10713 0.66 0.67 )X\)‘\
(E)-5,5,6-trimethylhept-3-en-2-one
o)
o)
7 11.800 0.24 0.27
1-Cyclohexanone, 2-methyl-2-(3-methyl-2-oxobutyl)

—
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8 11.978 0.40 0.40

Caryophyllene

9 13.233 1.43 0.89

Cyclohexane, 4-methyl-2-methylene-1-(1-methylethylidene)-

X

0.74

10 14.315

0.66

1,6-Cyclodecadiene, 1-methyl-5-methylene-8-(1-methylethyl)-, [s-(E,E)]-

11 16.967 0.31

0.33

. VVNVNVNVNN

1-Pentadecanol

0.36

12 35.817

0.34

— 0

 octadecenoic acid methy eser, (]

3.12

13 36.901

2.05

/\)\/\)\/\)\/\)\
Ho

2-Hexadecen-1-ol, 3,7,11,15-tetramethyl-, (2E)-

0.30

14 38.252

0.28

/\/\/\/\/\/=\/

3-Heptadecen-5-yne, (Z)-

15 47.352 0.62

0.48

HO I l OH

Phenol, 4,4'-isopropylidenedi-

—
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OH
16 49.970 10.71 7.09 ©

(o]

En analysant ces résultats obtenus, pour cette huile essentielle étudiée (tableau
IV.3), nous remarquons que les constituants majeurs de Mentha pulegium sont le
pulégone (76,21%); IP’acide 1,2-Benzenedicarboxyliqgue (7,09%) et le
cyclohexanone,5-méthyl-2-(1-methylethyl)-,(1.alpha.,2.beta.,5.alpha-cation :
stereochemical terms discarded : lalpha (5,32%).

1.2.3. Caractéristiques physiques

L’un des parametres essentiels concernant la qualité des huiles essentielles est
bien évidemment les caracteres physico-chimiques. Ceux-ci nous permettent de
confirmer la qualité des huiles essentielles de Myrtus communis et de Mentha
pulegium par I’analyse de leur indice de refraction. Les valeurs obtenues sont

représentées dans le tableau IV 4.

Tableau IV.4 : Caractéristiques physiques des huiles essentielles de Myrtus

communis et de Mentha pulegium.

Huile essentielle Indice de réfraction
Myrtus communis 1470
Mentha pulegium 1485

II. Extraction des métabolites secondaires

L’extraction de la Myrtus communis L. et de le Mentha pulegium L. s’effectue en
deux étapes, la premiére est une extraction par un mélange hydroalcoolique
MeOH/H20O (ou EtOH/H.0) avec une proportion (80 :20) pour obtenir I’extrait
aqueux. La deuxieme étape de fractionnement a été réalisée par une série de solvants

a polarité croissante (éther de pétrole — chloroforme — Acétate d’éthyle — n-
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butanol) permettant de séparer les composés de 1’extrait aqueux selon leur degré de
solubilité¢ dans les solvants d’extraction. De ce fait, quatre différents extraits ont été
obtenus successivement : I’extrait de 1’éther de pétrole, I’extrait du chloroforme,

I’extrait d’acétate d’éthyle et 1’extrait de n-butanol.

II.1. Les rendements en extraits secs

Le rendement des extraits secs obtenus apres évaporation du solvant est exprimé
en pourcentage par rapport & 50g de matiere séche de Myrtus communis et 100g de
matiére seche de Mentha pulegium. Les résultats obtenus sont représentés dans le

tableau ci-dessous.

Tableau IV.5 : Couleur et rendements en % des extraits secs des deux plantes.

Matiere végeétale Extrait Couleur Rendement (%)
Ether de pétrole Vert 0.06
) Chloroforme Vert claire 0.3
Myrtus communis
Acétate d’éthyle Marron clair 0.64
n-butanol Marron foncé 12.51
Ether de pétrole Vert pale 0.41
_ Chloroforme Vert foncé 0.26
Mentha pulegium :
Acétate d’éthyle Marron claire 0.26
n-butanol Marron foncé 1.74

Les résultats obtenus montrent que :

Pour Myrtus communis, 1’extrait n-butanol représente aussi le rendement le plus
élevé (12.51%) suivi par I’extrait acétate d’éthyle (0.64%) ; se poursuit par 1’extrait
chloroformique (0.3%) et enfin 1’éther de pétrole (0.06%).

n-butanol>> > acétate d’éthyle> chloroforme >¢éther de pétrole.

Pour Mentha pulegium, I’extrait n-butanol représente le rendement le plus elevé
(1.74%) suivi par I’extrait éther de pétrole (0.41%) et enfin 1’extrait d’acétate d’éthyle
(0.26 %) et I’extrait chloroformique (0.26%).

n-butanol>> éther de pétrole > acétate d’éthyle et chloroforme.
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Cependant nous avons remarqué que le rendement en fraction de n-butanolique
des deux espéces est celui le plus élevé par rapport aux autres phases. Les différents
rendements illustrés dans la figure IV.3.

15

(@)

S 10

o

5 . Rdt 1
&CJ Rdt 2

0 - - amy 5

Ether de petrole, = < rme

Acétate d'ethyl
cétate dethyle n-butanol

Phases

Figure IV.3 : Rendements d’extraction des quatre phases de I’espéce Myrtus

communis et Mentha pulegium.
Rdt 1 : Rendement du Myrtus communis.

Rdt 2 : Rendement du Mentha pulegium.

Le rendement d’extraction n’est que relatif lié a différents facteurs intrinséques tel
que les propriétés génétiques des plantes et extrinseques tels que 1’origine

géographique, le moment de la récolte et aussi les conditions et la durée de stockage
du matériel végétal.

I1.2. Détermination de la teneur en eau

Les végétaux sont riches en eau, la détermination du taux d’humidité de la matiére

végétale a été obtenue par le séchage des feuilles fraiches des deux espéces étudiées.

Nos échantillons ont montré un taux d’humidité important correspond a environ
50.45 % pour le Myrtus communis et 42.59 % pour le Mentha pulegium. Cela signifie
approximativement plus de la moitié du poids de la plante fraiche est constituée par
I’eau et le reste du poids de la plante 49.55 % (Myrtus communis), 57.41% (Mentha
pulegium) c’est la matiére seche. Les résultats sont représentés dans la figure IV.4 et
la figure IV.5.
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BH20 %

' ..MS%

Figure IV.4 : Graphique représentatif du taux d’humidité et la matiére seche (MS) de

Myrtus communis.

BH20 %
OMS %

Figure IV.5 : Graphique représentatif du taux d’humidité et la matiére séche (MS) de
Mentha pulegium.

La différence marquée entre les teneurs en eau peut étre expliquée par I’age de la

plante, la saison de récolte, et la région d’ou elle vient la plante.
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III. L’analyse des extraits

III.1.

L’analyse qualitative

a) Screening phytochimiques

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de

métabolites secondaires au niveau des tissus végétaux de nos plantes, réalisés sur

différents extraits préparés a partir des feuilles de chaque espece. La détection de ces

composes chimiques en utilisant des réactifs spécifiques basée sur des réactions de

précipitation et d’un changement de couleur spécifique ou un examen sous la lumiére

ultraviolette. Le Tableau (IV.6) regroupe les résultats des tests chimiques réalisés sur

la plante Myrtus communis et Le Tableau (IV.7) regroupe les résultats des tests

chimiques réalisés sur la plante  Mentha pulegium.

Les résultats ont été évalué comme suit : +++

Moyennement positif ; + : Faiblement positif ; - : Négatif.

Fortement positif ; ++ :

Tableau IV.6 : Criblage phytochimique de M. communis.

Métabolite

; Couleur ,
teste Extrait resulte | Résultats
Ether de pétrole Coloraugn -
vert clair
Chloroformique Coloration -
. blanc
Flavonoides - :
Acétate Coloration
; +++
d’éthyle rouge
n-butanolique Coloration +++
rouge
Coloration
Ether de pétrole bleu- +++
noiratre
. Coloration
Chloroformique jaune -
Tanins -
Acétate Coloration
déthyle bleu- Tt
noiratre
Coloration
n-butanolique bleu- +++
noiratre

Photographié des résultats

/
SHOT ON'A36

86

—

—t



‘Chapitre IV : Résultats et Discussion

. Coloration
Ether de pétrole jaune -
Chloroformique Co_loratlon -
y jaune
Alcaloide
traité par Acétate Coloration i
réactif de d’éthyle jaune
Mayer Coloration
orange
N-butanolique -
, Coloration
Ether de pétrole -
rouge
. . Coloration
Alcaloide | Chloroformique -
traité par rouge
reactif de Coloration
Wagner Acétate d’éthyle rouge -
. Coloration
N-butanolique -
rouge
Ether de pétrole +++
Formation
Chloroformique | de deux +++
Terpénoides Acétate phases et
.y +++
d’¢éthyle un couleur
marron
N-butanolique +++
Ether de pétrole | Vert claire -
Chloroformique Blanc -
) Acétate
Quinones d°éthyle Blanc ]
N-butanolique Orange -

202174114 11,01

87

——

——




‘Chapitre IV : Résultats et Discussion

Coumarines

] Fluoresc-
Ether de pétrole ) +
ence jaune
) Fluoresc-
Chloroformique ] +
ence jaune
Acétate Fluoresc-
+
d’éthyle ence jaune
] Fluoresc-
N-butanolique ] +
ence jaune

pulegium.

Photographié des résultats

Tableau IV.8 : Criblage phytochimique de M.
Métabolite
testé . Cguleur Résultats
Extrait résulte
Ether de pétrole CoIoratA|0n -
vert pale
Chloroformique Coloration -
vert

Flavonoides | acgtate Coloration .
d’éthyle rouge
N-butanolique Coloration +++

rouge
Ether de pétrole Co_Ioratlon -
jaune
Chloroformique | Bleu noire +++

Tanins 5
?’Ziltla;lee Bleu noire +++
n-butanolique Bleu noire +++
Ether de pétrole _Coloratlo_n -

jaune clair

Alcaloide | chjoroformique Coloration -

traité par vert foncé

réactif de . -

Mayer Acétate Coloration i
d’éthyle orange
n-butanolique Coloration -

marron
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. Coloration
Ether de pétrole . -
rouge fonce
Alcaloide | Chloroformique Coloration -
traité par marron
e e et dthyle | COOTION
Wagner Y | rouge foncé
. Coloration
n-butanolique -
marron
Ether de pétrole +++
Terpénoides - de deux
Acétate phasesetun | 444
d’éthyle couleur
n-butanolique marron +++
Ether de pétrole Colorat|<_)n -
vert clair
Chloroformique Coloration -
. blanc
Quinones - :
Acétate Coloration i
d’éthyle blanc
n-butanolique Coloration -
orange
Ether de pétrole Coloration - ~J b 4 18
jaune clair ‘ “ “r
. “i T
Chloroformique Coloration -
. marron “!
Coumarines
Acétate Fluoresc- .
d’éthyle ence jaune
. Fluoresc-
N-butanolique ence jaune +++

Cependant, la présence des flavonoides est confirmée par I’exhibition d’une
coloration rouge.

Les tanins ont été détectés par I’apparition d’une coloration bleu verdatre suite a
I’addition d’une solution de chlorure ferrique. Cette réaction positive confirme la

présence des tanins catéchiques.
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L’apparition d’une fluorescence sous une lumiére ultra-violet indique la présence

des coumarines mais a une faible intensité.

D’une part, le test qualitatif des terpénoides nous a montré la présence de ces
composés dans 1’extraits des feuilles avec la formation de deux phases et un couleur

marron.

D’autre part, les tests des alcaloides et des quinones étaient négatifs ce qui indique

I’absence de ces composés dans I’extrait des feuilles de nos plantes.
II1.2. L’analyse quantitative
II1.2.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des phénols totaux a été effectué par la méthode spectrophotométrique
de Folin-Ciocalteu pour chaque extrait a partir d’une gamme étalon établie avec

différentes concentrations d’acide gallique qui est utilis¢é comme une référence.

Les résultats obtenus sont exprimés en pg équivalent d’acide gallique par mg de
I’extrait sec (Ug EAG/mg EXS), en utilisant I’équation de la régression linéaire de la

courbe d’étalonnage tracée de 1’acide gallique (FigurelV.6.)

Acide gallique
1
, 08 y =5,91x + 0,2232
o R2=0,971
s 0,6
=
S 04
Q
© 0,2
0

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
concentration pg/ml

Figure IV.6 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des
polyphénols.
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Teneur en polyphénols des extraits

0,09 8.250¢
008 7,89% 7.680%. 0"
’ 6,930%

0,06

EAG/mg Ps)

g
o
o
al

1,32%
Q% 0,59%

0,12%
0 SN .
conc 1 conc 2
Les extraits

concentration (u

mEP mCHCI3 mAcOEt mn-butanol

FigureIV.7 : Teneurs en polyphénols dans les extrais éther de pétrole, CHCl3z, AcOEt

et n-but de Myrtus communis et Mentha pulegium.
Conc 1 : Plante Myrtus communis.
Conc 2 : Plante Mentha pulegium.

D’aprés les résultats, on peut déduire que les deux extraits de la fraction n-butanol
et de ’acétate d’éthyle de nos deux plantes étudiées, sont riches en polyphénols. La
teneur la plus élevée est constatée dans ’extrait n-butanol (8.51ug EAG/mg EXS) de
I’espéce Myrtus communis et (7.89ug EAG/mg EXS) de I’espéce Mentha pulegium,
suivi par l'extrait acétate d'éthyle (7.680ug EAG/mg EXS) de I’espéce Myrtus
communis et (6.930pg EAG/mg EXS) de ’espéce Mentha pulegium, tandis que le
plus faible est celui de I'extrait chloroforme et I’extrait de I’éther de pétrole des deux

especes.
II1.2.2. Dosage des flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides totaux a été effectué par la méthode utilisant AICI3
pour chaque extrait a partir d’une gamme étalon établie avec différentes

concentrations de la quercétine qui est utilisé comme une référence.
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Les résultats obtenus sont exprimés en pg equivalent de la quercétine par
milligramme de IP’extrait sec (Ug EAQ/mg EXS), en utilisant 1’équation de la

régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de la quercétine (Figure IV.8)

Quercétine

12
1 y = 0,0028x + 0,1412
R2 = 0,0422
% 08

=206
o
80,4
<

0,2

0 100 200 300 400
concentration pg/ml

Figure IV.8 : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides.

Teneur en flavonoides des extraits

Les extraits

200

> 171,71

o

g 150 131

= 108,5
95,643 '

2 100

L

> 50,286 46,357 535 985

g . .

wn

S . . o s

§ conc 1 conc 2

)

c

3

c

o

(]

BEP mCHCI3 mAcOEt mn-butanol

Figure IV.9 : Teneurs en flavonoides dans les extrais éther de pétrole, CHCIlz, AcOEt

et n-but de Myrtus communis et Mentha pulegium.
Conc 1 : Plante Myrtus communis.

Conc 2 : Plante Mentha pulegium.
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D’apres les résultats, on peut constater que tous les extraits de nos plante étudiés,
sont riches en flavonoides mais avec des quantités différentes. La figure IV.9 montre
que l'extrait de [’acétate d’éthyle posséde la plus haute teneur en polyphénols
(171.71pg EAG/mg EXS) de I’espéce Myrtus communis et (131ug EAG/mg EXS) de
I’espéce Mentha pulegium, suivi par I'extrait n-butanol (95.643ug EAG/mg EXS) de
I’espéce Myrtus communis et (108.5ug EAG/mg EXS) de I’espéce Mentha pulegium,
tandis que le plus faible est celui de I'extrait chloroforme et I’extrait de 1’éther de

pétrole des deux espéces.
II1.2.3. Les activités biologiques
II1.2.3.1. L’activité antioxydante

La méthode utilisée pour I'évaluation de I'activité antioxydante des quatre extraits

(éther de pétrole, chloroforme, acétate d'éthyle, n-butanol) est la méthode de DPPH.

a) Test de DPPH
L'activité antioxydante des différents extraits des deux espéces a été évaluée par la
méthode du radical libre DPPH pour chaque extrait a une gamme de concentration
(10-2000 pg/ml). Le changement de la couleur de la solution méthanolique et
éthanolique de DPPH en présence de chacun des extraits a tester a été mesuré a 515
nm, le pouvoir antioxydant des extraits testés est estimé par comparaison avec un
antioxydant standard (Ac. ascorbique), aprés les mesures spectrophotométriques, des

absorbances ont permis de tracer les courbes des extraits et d'acide ascorbique.

Les résultats représentés dans la figure ci-aprés illustre la variation de la réduction
de radical DPPH en fonction de la concentration des extraits testés. Cela permet de
déterminer I’ICso, la concentration de 1’extrait nécessaire pour inhiber 50% du DPPH

radicalaire (figure IV.10 et figure IV.11).
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Taux d'inhibition (%)
P DN W D 0o
O O O O O O o

o

Phase acétate d'éthyle
S
o
* c
S
. =
2
<
=
S
y =2,8924x-6,0372 =
R2=0,927 =
. =
0 C(l)%centrat%gn pg/ml30

Phase n-butanol
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60
L 2
40
y = 0,5317x + 39,702

20 R2= 08744

0
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Concentration pg/mi
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Figure IV.10 : Représentation graphique des pourcentages d’inhibition de radical
DPPH en présence des extraits CHCIs, AcOH, n-but, et Ac Ascorbique pour la partie

arienne de la plante Myrtus communis.
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Phase n-butanol
60 L 80
—50 Y= * =70
S0 R?=0,951 2 60
B30 & 5 50
= o* 7 'S 40
c20 7~ S 30
510 =20
50 . . . 3 10
(3]
£ 0 50 100 150 F 0
Concentration (ug/ml)

Acide Ascorbique

y=0,7107x-12,327 _#

R2=0,9813

i
d

L)

£

0

Conggntrationl?iog/ml 150

Figure IV.11 : Représentation graphique des pourcentages d’inhibition de radical
DPPH en présence des extraits CHCI3, AcOH, n-but, et Ac. ascorbique pour la partie
arienne de la plante Mentha pulegium.

La capacité antioxydante des différents extraits et d’un témoin positif antioxydant,

I’acide ascorbique est rassemblée dans le tableau IV.8 et tableau IV.9. Il est a noter

que P’activité antioxydante est inversement proportionnelle a 1’ICso, une valeur faible

d’ICso indique une activité antioxydante forte.

Tableau I'V.8 : Activité anti-radicalaire exprimée en 1Cso des extraits, AcCOH, n-but

de Myrtus communis.

Extrait Phases I1Cso (ug/ml) £ Ecart type
Acétate d’éthyle 19.58 + 0.11
Les phases
n-butanol 19.55 £ 0.08
Acide ascorbique 75.78
( ]
L %)
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Tableau IV.9 : Activité anti-radicalaire exprimée en ICso des extraits, CHCI3 AcOEt,

n-but de Mentha pulegium.

Extrait Phases ICs0 (ug/ml) = Ecart type
Chloroforme 758.41 + 3.35
Les phases Acétate d’éthyle 10.25+£0.01
n-butanol 97.73x1
Acide ascorbique 75.78

Pour I’espéce Myrtus communis les extraits acétate d'éthyle et n-butanolique
montrent une capacité de piégeage des radicaux importante, avec des valeurs d'ICso de
l'ordre (19.58 + 0.11) pg.mlet (19.55 + 0.08) pg.ml™? respectivement.

En comparant ces extraits avec le témoin positif antioxydant, I'acide ascorbique
(ICso égale 75.78 pg.ml™), nous constatons que I'extrait acétate d'éthyle et n-butanol
est presque 4 fois plus actif que le témoin positif antioxydant, I'acide ascorbique
(tableau IV.8).

Ainsi que pour l'espéce Mentha pulegium il est clair que I'activité antioxydante
des extraits. En effet, les extraits avec la plus grande capacité de piégeage des
radicaux sont les extraits phénoliques, acétate d'éthyle et n-butanolique, avec des
valeurs d'lICso de I'ordre (10.25+ 0.01) pg.mlet (97.73 + 1) pg.ml? respectivement
suivi par l'extrait chloroformique qui montre une activité antioxydante relativement
faible avec ICso égale (758. 41 + 3.35) pg.ml™.

Parmi les trois phases de Mentha pulegium la phase d'acétate d'éthyle montre la
meilleure activité antiradicalaire avec une valeur d'lICso égale (10.25 + 0.01) pg.ml™.

En comparant cet extrait avec le témoin positif antioxydant, I'acide ascorbique
(ICso égale 75.78 pg.ml™), nous constatons que I'extrait acétate d'éthyle est presque 7
fois plus actif (tableau I'V.9).
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Activité antiradicalaire des phases Activité antiradicalaire des phases
exprimée en 1Cg, (ug/ml) exprimée en IC 5, (ng/ml)

Figure IV.12 : Activité antiradicalaire des extraits phénolique de Myrtus communis et
Mentha pulegium.

a : Myrtus communis.
b : Mentha pulegium.

= Corré¢lation entre ’activité antiradicalaire (DPPH) et teneur en polyphénols

totaux :

Corrélation d'activité antioxydant et contenu des
polyphénols
19,372
19,37 y =0,0104x + 19,288
1938 T L
19366 e
19364 e

.®

IC 50 g/ml

19,362
19,36 4

19,358
6,8 7 7,2 7,4 7,6 7,8 8
TP mg EAG/g Mf

Figure IV.13 : Corrélation entre 1’activité antiradicalaire (DPPH) et teneur en

polyphénols totaux des extraits de Myrtus communis L.
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Les résultats obtenus montrent une bonne corrélation linéaire (R?) entre la teneur
en phénols totaux et le pouvoir antiradicalaire des extraits des feuilles de Myrtus

communis a raison de 1.

La richesse en phénols totaux de nos extraits serait donc a la base de leur activité
antioxydante. Des résultats similaires ont été rapportés par N’Guessan ! et Morel [©1,
Selon ces auteurs, le pouvoir antioxydant d’un extrait de plante est lié¢ a sa teneur en
composés phénoliques. Ces activités antioxydantes pourraient €galement s’expliquer
par la présence de groupement hydroxyle dans les composés phénoliques pouvant
piéger les radicaux libres (Gulcin 1, Corréa € Morel ). Toutefois, une meilleure
synergie et la diversité des composés des extraits pourraient aussi contribuer a cette

bonne activité antioxydante Eva [,

Corrélation d'activité antioxydant et contenu des

polyphénols
800 .. y = -104,58x + 890,15
E600 e RE=Q.9675
> | el
Ea0 e
Q T T
o e
020 T
--------- .
0 o=
0 2 4 6 8 10

TP (mg EAG/g Mf)

Figure 1V.14 : Corrélation entre ’activité antiradicalaire (DPPH) et teneur en

polyphénols totaux des extraits de Mentha pulegium L.

Un coefficient de corrélation (Figure TV.14) a été établi entre la teneur des extraits
de Mentha pulegium en polyphénols dont 1’équation de droite est : y = -104.58 x +
890.15 (avec R?=0.9675).

Le coefficient de corrélation (Figure 1V.14) établi entre la teneur des extraits de
Mentha pulegium en polyphénols et I’activité antioxydante est fortement significatif
(R? = 0,9675) indiquant que 96,7% de la capacité antioxydante des extraits, sont dus a
la contribution des composés phénoliques qui sont les antioxydants dominants dans
ces extraits. La teneur en phénols totaux des extraits de Mentha pulegium s’est

corrélée significativement avec leurs activites antiradicalaires. Ces résultats
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concordent avec ceux rapportés par d’autres auteurs qui ont démontré une corrélation
positive entre la teneur totale des composés phénoliques et I'activité antioxydante
(Djeridaneet ; Wong ; Turkmen ; Wojdylo) (101112131,

Le niveau de corrélation entre le contenu phénolique et I'activité antioxydante est
un aspect a ne pas négliger, car on doit considérer que les composés phénoliques
répondent difféeremment dans l'analyse, selon le nhombre de groupes phénoliques et
que les composés phénoliques totaux n’incorporent pas nécessairement tous les

antioxydants qui peuvent étre présents dans un extrait.
II1.2.3.2. L’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne de I'HE et des extraits de Myrtus communis L. et
Mentha pulegium L. ont été déterminées par la méthode de diffusion sur disque en
milieu gélosé sur des bactéries, prélevées de différentes personnes.

Le pouvoir antibactérien des HEs et des extraits de Myrtus communis L. et
Mentha pulegium L. a été étudié in vitro par la méthode de diffusion des disques sur

un milieu gélosé solide, (Mueller-Hinton).

L’activité antibactérienne des HEs et des extraits a été estimée en termes de
diametre de la zone d'inhibition autour des disques contenant les échantillons a tester
vis-a-vis de cing (5) germes pathogénes ; un de gram + (Staphylococcus aureus) et
quatre de gram - (Escherichia coli, Citrobacter Kozen, Acinotobacter baumanii et
Klebseille Pneumoniae SPP). Chaque halo, une zone claire autour des disques, montre
la destruction des germes pathogénes et donne une indication précise de l'activité
antibactérienne des HEs.

Les resultats trouvés sont représentés dans les tableaux et les figures ci-

dessous.
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Tableau I'V.10 : Résultats du test antibactérien des quatre extraits et de I’HE de

I’espéces Myrtus communis.

La

Extraits / ] zone
La souche . concentration | jphibition
huiles ]

(ul/disque) (mm)
Ether de pétrole 200 Inactive
Chloroforme 200 Inactive
Acétate d’éthyle 35 Inactive

Staphylococcu
S aureus n-butanol 200 Inactive
Huiles Inactive
Ether de pétrole 200 Inactive
Chloroforme 200 Inactive
coli )
n-butanol 200 Inactive
Huiles Inactive
Ether de pétrole 200 Inactive
Chloroforme 200 Inactive
. Acétate d’éthyle 35 Inactive
Citrobacter Y

Kozen n-butanol 200 Inactive

Huiles 18.61

Aromatogramme
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Ether de pétrole 200 Inactive
Chloroforme 200 Inactive
r baumanii )
n-butanol 200 Inactive
Huiles 29.85
Ether de pétrole 200 Inactive
Chloroforme 200 Inactive
Klebseille | Acétate d’éthyle 35 Inactive
Pneumoniae
SPP n-butanol 200 Inactive
Huiles Inactive

Tableau IV.11 : Résultats du test anti bactérien des quatre extraits et de I’'HE de

I’especes Mentha pulegium.

La

Zone
Lasouche | Extraits/huiles | concentration | jnhibition | Aromatogramme
(ul/disque) (mm)
Ether de pétrole 200 Inactive
Chloroforme 200 Inactive
aureus )
n-butanol 200 Inactive
Huiles 22.28
(101 )
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Ether de pétrole 200 Inactive
Chloroforme 200 Inactive
coli )
n-butanol 200 Inactive
Huiles 28.90
Ether de pétrole 200 Inactive
Chloroforme 200 Inactive
Kozen )
n-butanol 200 Inactive
Huiles 36.60
Ether de pétrole 200 Inactive
Chloroforme 200 Inactive
baumanii )
n-butanol 200 Inactive
Huiles 56.28
Ether de pétrole 200 Inactive
Chloroforme 200 Inactive
Klebseille | Acétate d’éthyle 35 Inactive
Pneumoniae
SPP n-butanol 200 Inactive
Huiles 23.04

Tableau IV.12 : Evaluation de 1’activité antibactérienne de I’huile essentiel avec la

méthode de 1’aromatogramme 41,

Diameétre des zones d’inhibition

<8 mm

8—-13 mm

> 14 mm

Activité de PHE

Inactive

Activité intermédiaire

Activité supérieure

—
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Z d'inh Z d'inh
23,04 g

‘&28,90
Citrobacter . 36,60
Acinitobact{ar Kozen \J

baumanii

= Staphylococcus aureus

= Escherichia coli
Citrobacter Kozen

= Acinitobacter baumanii

b = Klebseille Pneumoniae SPP

Figure IV.15 : Résultats du test antibactérienne des deux HEs Myrtus communis et
Mentha pulegium.

A : activité antibactérienne de I’HE Myrtus communis.
B : activité antibactérienne de I’HE Mentha pulegium.

D'aprés les résultats montrés dans le tableau IV.10, on constate que I’huile
essentielle de Myrtus communis montre une activité antibactérienne supérieure contre
Citrobacter Kozen et Acinitobacter baumanii avec une zone d’inhibition de 18.61 mm
et 29.85mm respectivement, par contre aucune activité n'a été observée contre les
souches Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Klebseille Pneumoniae SPP.

Pareillement, on constate que I’huile essentielle de Mentha pulegium montre une
activité antibactérienne supérieure contre toutes les souches bactériennes testées. Le
diamétre des zones d’inhibition 22.28-28.90-36.60-56.28et23.04 mm respectivement
vis-a-vis Staphylococcus aureus, Es cherchai colis, Citrobacter Kozen, Acinitobacter
baumanii et Klebseille Pneumoniae SPP (tableau IV.11).

Les extraits éther de pétrole, chloroformique, n-butanol a des concentrations
200pg/ml et I’extrait acétate d’éthyle a une concentration de 35 pug/ml des deux
especes, ne montrent aucune activité anti bactérienne contre toutes les souches testées.
On peut dire que les souches bactériennes possedent un potentiel de résistance trés

¢élevé contre I’action anti bactérienne des quatre extraits.
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Figure IV.16 : Zone d’inhibition antibactérienne des deux HEs Myrtus communis et
Mentha pulegium.

D’aprés les résultats de la figure IV.16 les deux HEs ont une sensibilité
antibactérienne contre les deux bactéries Citrobacter Kozen et Acinitobacter
baumanii, avec des zones d’inhibitions différentes 18.61 mm et 29.85 mm
respectivement de Myrtus communis, et 36.60 et 56.28 mm respectivement de Mentha
pulegium. Donc elle est claire que 'HE de Mentha pulegium a une activité anti

bactérienne plus forte qu’HE de Myrtus communis.

I11.2.3.3. L’activité antifongique
Dans le domaine phytosanitaire et agroalimentaire, les huiles essentielles ou leurs
composés actifs pourraient également étre employé comme agents de protection
contre les champignons phytopathogenes et les microorganismes envahissant la
denrée alimentaire.

L’activité antifongique des huiles essentielle étudiée a été déterminée par la
méthode de diffusion sur disques, basée sur I’inhibition de la croissance mycélienne
de disques de champignons déposés au centre des deux milieux gélosés (sabouraud) et
(Mueller-Hinton) additionnés de différentes concentrations en huiles essentielles (20-
50-100-200). Les résultats de ’activité antifongique de 1’huile essentielle vis-a-vis la

souche candida albicans sont présentés dans le tableau ci-dessous.
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Tableau I'V.13 : Résultats du test antifongique d’huile essentielle de Myrtus

communis et Mentha pulegium.

Aromatogramme

Milieu HE C Z d’inh
(VIV)
0.05
Sabouraud 0.02
Myrtus 0.01 Inactive
communis
0.005
0.05
0.02
Mentha 0.01 Inactive
Pulegium
0.005
16.27
Mueller- 0.05
) 15.36
Hinton 0.02
Myrtus 15.16
oo 016
communis .
0.005
0.05 20.27
0.02 19.05
Mentha
) 0.01 13.31
pulegium
0.005 12.12
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Figure IV.17 : Activité antifongique des deux extraits phénoliques de Myrtus

Les résultats de 1’activité antifongique de I’HE de Myrtus communis et Mentha

pulegium présentent dans le tableau TV.13 ne montrent aucune activité anti fongique

contre la souche candida albicans dans le milieu sabouraud testée. D’ailleurs, elles

montrent cette activité contre la souche candida albicans dans le milieu Muller-

Hinton.

Les diamétres d’inhibition de la souche champignon sont 10.19-15.19-15.36 et

16.27 mm de Myrtus communis et 12.12-13.31-19.05-20.27 mm pour Mentha
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pulegium respectivement vis-a-vis les concentrations 20-50-100-200 pL/pL. On
constate que I’activité antifongique de 1’huile essentielle des deux especes elle est plus
forte avec les concentrations les plus élevée. Ces résultats elles sont représentées dans

les figures a et b.

D’aprés les résultats dans la figure IV.17 elle est claire que I’huile essentielle de
Mentha pulegium il a plus d’activité antifongique que 1’huiles essentielles de Myrtus

communis.
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Conclusion et perspectives

Dans ce travail, il est effectué une étude phytochimique sur les différentes familles des
composes existants dans les extraits des feuilles de deux plantes : Myrtus communis et Mentha
pulegium. En premier temps, ces deux plantes sont soumises, a une extraction des huiles
essentielles par deux méthodes différentes : hydrodistillation et soxhlet. Deux buts ont été
envisagés dans cette étape : observer I’impact du procédé d’extraction tant sur la quantité
huiles essentielles présents dans les deux plantes que sur leur qualité de ces huiles. Cette étude
a révélé I’'importance du choix de la méthode d’extraction. En effet, I’hydrodistillation était,
dans le présent travail, la meilleure méthode d’extraction des huiles essentielles pour avoir des

huiles de qualité.

Dans un deuxiéme temps, cette étude est focalisée sur 1’extraction et 1’analyse des
métabolites secondaires par la méthode de macération. D’abord, un screening phytochimique,
en tant qu’analyse qualitative, a mis en évidence la richesse de ces plantes en métabolites
secondaires. La détermination des grands groupes chimiques de ces extraits effectuée
contribue a leurs valorisations dans le dessein d’une meilleure exploitation des plantes. Nous
avons déterminé quantitativement, dans un premier temps, la teneur en phénols totaux et en
flavonoides dans les extraits hydrométhanolique obtenus par une simple macération. Ensuite,
I’étude de I’activité antioxydante des extraits issus des feuilles de ces plantes selon la méthode
de DPPH montre que les extraits acétate d’éthyle et n-butanol de chaque plante possedent des
activités antioxydantes appréciables. Par ailleurs les activités antioxydantes de ces différents
extraits sont en grande partie liées aux phénols totaux.et D’autre part, [’activité
antibactérienne des extraits bruts et des huiles essentielles est évaluée par la méthode des
disques contre les cing souches bactériennes suivantes: Klebseille Pneumoniae SPP,
Acinitobacter baumanii, Citrobacter Kozen, Escherichia coli, Staphylococcus aureus.

Les huiles essentielles de ces deux plantes ont montré une bonne activité antibactérienne
contrairement aux extraits. Enfin I’activité antifongique a été évaluée en testant sur candida
albicans que les HEs de ces plantes possédent un pouvoir antifongique.

Les résultats obtenus sont trés encourageants et prometteurs tant sur le plan d’activité
antioxydante que sur le plan d’activité antibactérienne et antifongique.

Nous pouvons envisager, pour les extraits et les huiles essentielles, 1’évaluation in vivo

de ses activités et méme d’autres activités biologiques.
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Des travaux complémentaires sont alors nécessaires pour isoler et identifier les

substances bioactives responsables des activités testées.
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Abstract

Chemical and biological study of essential oils and secondary metabolites of two

medicinal plants: Myrtus communis and Mentha polegium

This work is a contribution to the enhancement of the two species: Myrtus communis
L. and Mentha pulegium L. from the Jijel region. Those two plants were the subject study for
determination of their phytochemical composition, content of total phenols, flavonoids and
essential oils, antioxidant activity, antibacterial activity and antifungal activity. The
phytochemical composition was carried out by colorimetric and precipitation reactions. The
total phenol content was determined by Folin-Ciocalteu reagent and total flavonoids by AlCls.
Antioxidant activity was evaluated by DPPH. Antibacterial activity was assessed by the disk
diffusion method as well as antifungal activity. The results obtained showed that both plants
contain large chemical groups, such as flavonoids, tannins and saponosides. The extracts have
an appreciable antioxidant power and the essential oils have an important antibacterial and

antifungal activity.

Keywords: Mentha pulegium L.; Myrtus communis L.; phytochemical composition;
antioxidant activity; DPPH; total phenols, antibacterial activity, antifungal activity;



RESUME

Etude chimique et biologique des huiles essentielles et des métabolites secondaires de

deux plantes médicinales : Myrtus communis et Mentha polegium

Ce travail est une contribution a la valorisation des deux especes : Myrtus communis
L. et Mentha pulegium L. de la région de Jijel. L objectif de ce travail est de déterminer de
leur composition phytochimique, teneur en phénols totaux, en flavonoides et d’évaluer leurs
activités en huiles essentielles, I’activité antioxydante, 1’activité antibactérienne et I’activité
antifongique. Le tri phytochimique a été réalisé grace aux réactions de colorimétrie et
précipitation. La teneur en phénols totaux a été déterminée grace au réactif du Folin-Ciocalteu
et celle des flavonoides par AlICIs. L’activité antioxydante a été évaluée par les méthodes de
DPPH. L’activité antibactérienne a été évaluée par la méthode de diffusion sur disque ainsi
que la Dactivité antifongique. Les résultats obtenus ont montré que les deux plantes
contiennent des grands groupes chimiques, tels que les flavonoides, tanins et saponosides. Les
extraits ont un pouvoir antioxydant appréciable et les huiles essentielles ont une activité

antibactérienne et antifongique importante.

Mots clés : Mentha pulegium L. ; Myrtus communis L.; composition phytochimique ;

activité antioxydante ; DPPH ; phénols totaux, activité antibactérienne, activité antifongique ;



