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Introduction

En raison des croyances et des pratiques locales ainsi que des considérations de colt, les
médicaments a base de plantes restent un mode de traitement populaire dans les pays en
développement. Méme dans la société industrialisee, le colt croissant des médicaments sur
ordonnance et les effets secondaires du traitement qui en résultent rendent 1’utilisation de la
médecine traditionnelle extrémement intéressant, en particulier pour les affections mineures (De
Silva, 2009).

Alors que dans les plantes alimentaires, notre principal intérét est les glucides, les protéines,
les lipides et autres vitamines, dans les plantes médicinales, nous recherchons des produits
chimiques thérapeutiqguement utiles qui sont généralement qualifiés de métabolites secondaires. Les
plantes synthétisent ces composés pour se protéger, pour s’adapter ou pour se défendre, des

organismes ou maladies hostiles ou de I’environnement (De Silva, 2009).

Les plantes médicinales représentent un réservoir immense de composés potentiels qui ont
I'avantage d'étre d'une grande diversité de structure chimique et ils possedent un tres large éventail

d'activités biologiques. Parmi ces métabolites secondaires on distingue les huiles essentielles.

Les huiles essentielles sont connues pour étre douées de propriétés biologiques. Beaucoup
d'entre elles, ont des propriétés antiseptiques, antimicrobiennes, antitoxiques, antivenimeuses,
antivirales, anti-oxydants et antiparasitaires. Plus récemment, on leur reconnait également des
propriétés anticancéreuses, cette activité biologique est due a sa composition chimique et les

possibles effets synergiques entre ses composants.

C’est pourquoi nous NOuUs sommes intéressés dans ce travail a la composition chimique de
Satureja hispidula et Mentha pulegium poussant a 1’état spontané dans trois stations différentes de
la région de Jijel (Algérie) et a évaluer I’activité antioxydante et antibactérienne de leurs huiles
essentielles, et faire comparer la composition chimique et 1’activité antioxydante et antibactérienne

sur les huiles essentielles de ces deux plantes qui peut étre varie en fonction de plusieurs facteurs.

Notre travail a été divisé en deux parties ; nous abonderons dans une premiére partie une
étude bibliographique qui regroupe deux chapitres dont le premier concerne des généralités sur les
plantes médicinales et une description détaillée des plantes étudiées. Le deuxiéme chapitre est

consacré aux huiles essentielles, leurs classifications et leurs propriétés pharmacologiques.

La deuxieme partie regroupe un chapitre qui décrit le matériel et les méthodes utilisées dans

ce travail qui porte sur :

——
=
| —



Introduction

- D’extraction des huiles essentielles ;
- L’identification des composés par CPG/SM ;

- Une étude de I’activité antioxydante par deux méthodes, le piégeage du radical libre

DPPH. et la réduction de fer ;
- Une étude de I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion sur disques.

Enfin dans le dernier chapitre nous présenterons les résultats obtenus et leurs discussions.
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Chapitre 1 Plantes médicinales

1- Définition des plantes médicinales

Les plantes médicinales sont toutes les plantes qui contiennent une ou des substances pouvant
étre utilisées a des fins thérapeutiques ou qui sont des précurseurs dans la synthese de drogues utiles
(Sofowora, 2010). Elles contiennent généralement des mélanges de différents composés chimiques
qui peuvent agir individuellement, de maniére additive ou en synergie pour améliorer la santé
(Gurib-Fakim, 2006).

2- Formes d'utilisation des plantes médicinales

Au total, 14 parties de plantes peuvent étre utilisées en médecine traditionnelle notamment le
bulbe, la graine, le rhizome, les racines, I’écorce, la plante entiére, la partie aérienne, la tige feuillée,
les sommités fleuries, la tige, la feuille, la fleur, le tubercule et le fruit. La feuille et la graine sont
les plus utilisées suivi par la tige feuillée et le fruit (Benkhnigue et al., 2010). Pour assurer 1’action

voulue de la plante, il est necessaire de choisir la méthode d’extraction appropriée :

2-1-  Décoction
Le processus d’extraction par décoction consiste a faire bouillir, dans de 1’eau, la matiére
vegétale, pendant un temps déterminé (10 a 30 mn), de la laisser ensuite macérer pendant un autre

laps de temps et de procéder enfin au filtrage (Chiej, 1982).

2-2-  Infusion

L’infusion est la forme de préparation la plus simple qui permet d’assurer une diffusion
optimale des substances volatiles : essences, huiles, ...etc. (Baba Aissa, 1999). L’infusion s’obtient
en versant de I’eau bouillante sur une quantité spécifique de matiére végétale, en laissant reposer la

mixture pendant 10-15 minutes (Sofowora, 2010).

2-3- Macération

La macération concentre généralement les plantes dont les substances actives risquent de
disparaitre ou de se dégrader sous I’effet de la chaleur (Baba Aissa, 1999). Celle-ci est préparée en
placant la matiere végétale avec la totalité du liquide d’extraction dans un récipient fermé, et en
laissant reposer pendant 7 jours, en le secouant de temps a autre. Le contenu est ensuite filtré
(Sofowora, 2010).
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2-4-  Extraction des sucs
Les sucs contiennent les sels minéraux et les vitamines que la plante a élaborées, ainsi que
les autres substances obtenues par pression. On peut extraire les sucs en procédant a une ébullition

rapide de la plante fraiche, suivie de pressions successives (Chiej, 1982).

2-5-  Autres modes de préparation
- Poudre : les plants desséchés (entieres, feuilles, graines, racines ou écorces) sont broyés,
puis incorporés aux aliments (marmelade, confiture) (Baba Aissa, 1999).
- Cataplasme : Il consiste a appliquer sur la peau des préparations de consistance molle et
pateuse ou encore des préparations de plantes rapées ou écrasées (Debuigue, 1984).
- Fumigation : on fait bouillir ou bruler des plantes, de facon a bénéficié des propriétés
thérapeutiques des vapeurs ou fumées produits. Ces vapeurs des plantes aromatiques ont un

grand pouvoir désinfectant (Debuigue, 1984).

3- Principes actifs des plantes médicinales

Dans chaque cellule végétale, une multitude de réactions chimiques se produisent a tout
moment. La somme des réactions et des processus chimiques est appelée métabolisme. Le
métabolisme primaire produit principalement des glucides, des lipides, des protéines et des acides
nucléiques, en tant que composés primaires a partir desquels des organismes vivants sont fabriqués.
Le métabolisme secondaire produit quant & lui une vaste gamme de composés que 1’on ne retrouve
pas chez toutes les especes (Mathé, 2015). Les métabolites secondaires sont des composes
organiques naturellement présents dans les plantes, qui résultent de la méthylation, de
I'hydroxylation, de la glycosylation ou d'autres réactions biochimiques des métabolites primaires
(Korkina, 2007). Les principes actifs des diverses plantes médicinales issues de ce métabolisme
secondaire, possedent des propriétés physiologiques importantes pour I’homme et les animaux
(Guingnard, 2000).

Une seule plante peut contenir des substances ameres stimulant la digestion, des composés anti-
inflammatoires réduisant le gonflement et la douleur, des composés phénoliques pouvant agir en
tant qu’antioxydants et veinotoniques, des tanins antibactériens et antifongiques agissant en tant
qu’antibiotiques naturels, substances diurétiques qui favorisent I'élimination des déchets, des
toxines et des alcaloides qui améliorent I'numeur et procurent une sensation de bien-étre (Gurib-
Fakim, 2006). Il est indispensable de connaitre la composition des plantes pour comprendre
comment elles agissent sur l'organisme (Chevalier, 2001).

Parmi ces principes actifs contenus dans les plantes médicinales, on peut citer :
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3-1-  Les phénols
Il existe une tres grande variété de phénols, de composés simples comme I'acide salicylique,
ou plus complexes comme les composés phénoliques. Les phénols sont anti-inflammatoires,

antiseptiques, antioxydants et peuvent avoir des propriétés antivirales (Chevalier, 2001).

3-2-  Les flavonoides

Les flavonoides, présents dans la plupart des plantes, sont des pigments polyphénoliques qui
contribuent, entre autres, a colorer les fleurs et les fruits en jaune ou en blanc (Chevalier, 2001).
Les flavonones et les flavonols représentent environ 80% des flavonoides connus dont la principale
activité attribuée a ces composes est une propriété vitaminique P veinoactive, anti-inflammatoires,
antiallergiques, hépato-protecteurs, antispasmodiques, diurétiques, antibactériens, antiviraux et

diminue la perméabilité des capillaires sanguins et renforce leur résistance (Bruneton, 1999).

3-3- Lestanins

Toutes les plantes contiennent des tanins a un degré plus ou moins élevé. Ceux-ci donnent
un goQt amer a I'écorce ou aux feuilles et les rendent impropres a la consommation pour les insectes
ou les bétails. Ils permettent de stopper les hémorragies et de lutter contre les infections (Chevalier,
2001). lls peuvent précipiter les protéines a partir de leurs solutions aqueuses et possédent des
propriétés antiseptiques mais également antibiotiques, astringentes, anti-inflammatoires, ...etc.
(Perroti et al., 1999).

3-4-  Les alcaloides

Formant un groupe tres large, les alcaloides possedent presque tous une molécule d'azote qui
les rend pharmaceutiquement trés actifs. Certains sont des médicaments connus qui ont des vertus
thérapeutiques avérées (Chevalier, 2001). Les effets thérapeutiques des alcaloides sont nombreux
et peuvent étre aussi des poisons mortels. Au niveau du systeme nerveux central ils agissent comme
dépresseurs (morphine, scopolamine) ou comme stimulants (caféine, strychnine,...etc.). Au niveau
du systeme nerveux autonome comme sympathomimétiques (éphédrine), anticholinergiques
(atropine). Certains jouent le réle d’anesthésiques locaux (cocaine), d’antipaludiques (quinine)
(Kansole, 2009).

3-5-  Les huiles essentielles
Les huiles essentielles extraites des plantes par distillation comptent parmi les plus importants

principes actifs des plantes. Elles sont largement employées en parfumerie (Chevalier, 2001). Les
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principaux constituants des huiles essentielles sont des terpénes qui sont connus par leurs activités

cytostatiques, insecticides, anti-inflammatoires, molluscicides et analgésiques (Bruneton, 1999).

4-  Plantes médicinales sélectionnées
4-1-  L’espece Satureja hispidula

Le genre Satureja appartenant a la famille des Lamiacées, et comporte 200 espéces qui sont
largement répandues dans les régions méditerranéennes, Sud —ouest de 1’ Asie et d’Amérique (Kaya
et al., 2009).

Figure 1 : Photo originale de Satureja hispidula (Boiss. et Reut.) .

4-2-1- Classification taxonomique de Satureja hispidula

Regne : Plantae

Embranchement : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Satureja

Espece : Satureja hispidula (Boiss. et Reut.)

¢ Synonyme de Calmintha hispidula
e Nom commun : sarriette, baume sauvage, pouliot de montagne (Benkhedimallah et
Kismoun, 2014)

e Nom vernaculaire : Touret (Quezel et Santa, 1963).
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4-2-2- Description morphologique et caractéristiques de Satureja hispidula

Plante annuelle courtement hispide. Inflorescences subsessiles a I'aisselle des feuilles. Calice
d'abord tubuleux, ensuite bossu a la base a maturité long de 4 mm. Corolle rosée dépassant peu le
calice (Quezel et Santa, 1963).

4-2-3- Distribution et habitas
Cette plante appartient aux especes indigenes tres rares qui pousse dans les foréts de chéne
liege dans le Nord Est de I’ Algérie, Sa répartition géographique s’étend de la petite Kabylie jusqu’a

les frontiéres tunisienne (Quezel et Santa, 1963).

4-2-4- Composition chimique

Les huiles essentielles de Satureja hispidula contient beaucoup de composants, les plus
abondants sont : Menthone, piperitone oxide, pulegone et cyclohexanone 2 (1-methylethylidene)
(Sebti et al., 2013).

4-2-5- Utilisations
La tige feuillée de Satureja hispidula est utilisée en infusion contre, les douleurs gastriques

et les troubles digestifs, fatigue psychique, diarrhée, et stresse.

4-2-  Mentha pulegium

Mentha pulegium est une plante odorante qui appartient a la famille des lamiacées. Sa saveur
est fortement aromatique et son odeur est intense, fraiche et pénétrante.

Le nom de « pouliot » vient du latin pulegium, qui dérive de pulex ce qui signifie la puce ;

car la plante ayant la propriété d'¢éloigner les puces (Sutour, 2010).

Figure 2 : Photo originale de Mentha pulegium
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4-2-1- Classification taxonomique
La position systématique de Mentha pulegium est la suivante :

Regne : Plantae
Embranchement : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Mentha

Espéce : Mentha pulegium (L.)

. Nom commun : Menthe Pouliot (Chevalier, 2001), Pennyroyal (Miraj et Kiani, 2016)

. Nom vernaculaire : Feliou (Quézel et Santa, 1963)

4-2-2- Description morphologique et caractéristiques de Mentha pulegium

C’est une plante vivace aromatique (Chevalier, 2001), elle est de 10-30 cm de haut,
inflorescences formées de nombreux verticillastres denses, feuillés, avec un calice presque bilabié
(Quzel et santa, 1963), et velu a la gorge (Dechambre, 1873). Ces tiges, couchées ou radicantes a
la base, sont assez épaisses, rameuses et pubescentes. Elle porte des feuilles elliptiques obtuses,
atténuees a la base en un court pétiole, pourvue de dentelures trés petites et ecartées. Les fleurs,
roses ou lilacées, sont disposées en verticilles épais, qui occupent une grande partie de la longueur
des tiges (Dechambre, 1873). Les fleurs apparaissent a I'été (Chevalier, 2001).

4-2-3- Distribution et habitats

Le pouliot est une espéce de plante herbacée, a croissance sauvage, répandue dans la nature.
Cette plante couvre de vastes zones de tout le bassin méditerranéen, d’Europe occidentale, centrale
et orientale, d’Asie Mineure, des parties du Nord d’Iran, du Proche-Orient (Syrie, Ethiopie) et
d’Afrique du Nord (Chalchat, 2000 ; Dehghani et al., 2018). On peut le trouver sur des terrains
humides (Ducerf, 2010).

4-2-4- Composition chimique

L’huile essentielle de 1’espéce Mentha pulegium est constituée principalement du pulegone
c’est I'un des composés organiques naturels les plus précieux de cette plante (Hajlaoui et al., 2009 ;
Roy et al., 2018), c’est un composé volatil hautement toxique qui affecte les fonctions hépatique et
utérine (Kamkar et al., 2010), il est déconseillé pendant la grossesse ou en cas de prédispositions

aux regles abondantes (Chevalier, 2001).
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Outre le pulegone, l'analyse de la Mentha pulegium a montré que la menthone (Chalchat et
al., 2000) et le pipéritone (Bouhaddouda, 2015) sont également des composants major.

4-2-5- Utilisations

La Mentha pulegium L. est surtout connue pour ces qualités culinaires pour aromatiser les
sauces, les desserts et les boissons (Sivropoulou et al., 1995). Elle est célébre par le plat tres
populaire (le ragout de pomme de terre au pouliot) « Batata Feliou » (Baba aisssa, 2000). La
menthe est utilisée dans les produits cosmétiques et considérée également bénéfique pour la santé
(Sivropoulou et al., 1995). Ces parties aériennes sont traditionnellement utilisées comme des
antispasmodiques, sédatives (Rabiei, 2016 ; Hadi, 2017) et abortives (Miraj et Kiani, 2016). Il est
également employé pour le traitement des rhumes, de la grippe, des crampes abdominales, ainsi que
pour la variole et la tuberculose (Miraj et Kiani, 2016).

La menthe pouliot est un excellent digestif. Elle stimule les sécrétions gastriques, réduit les
flatulences et les coliques, et élimine les vers intestinaux. Elle fait baisser la fievre, favorise la
sécrétion des muqueuses et constitue un bon remede contre les maux de téte et les infections
respiratoires bénignes et elle favorise I'apparition des régles. En infusion, la menthe pouliot apaise
les démangeaisons et les sensations de picotement, et les rhumatismes, dont la goutte (Chevalier,
2001). Les études ont confirmé que I’huile essentielle de Mentha pulegium L. est un antioxydant
(Dehghani et al., 2018).
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1- Définition des huiles essentielles

L'huile essentielle est un liquide huileux aromatique (Burt, 2004), résultant de la distillation
d'une plante aromatique (par exemple la sauge), d'une fleur (par exemple la rose), d'une semence
(par exemple la carotte), d'un bois (par exemple le santal), d'un fruit (par exemple la bergamote),
d'une baie (par exemple le geniévre) ou encore d'une séve darbre (par exemple la térébenthine)
(Grosjean, 2015).

Le terme « huile essentielle » a été concu empiriquement. Le mot « huile » souligne le caractere
visqueux et hydrophobe de ces substances ; cependant, le mot « essentielle » se comprenant comme

étant le caractere principal de la plante (Bernard et al., 1988).

Une définition alternative des huiles essentielles, établie par le professeur Gerhard Buchbauer
de I'Institut de chimie pharmaceutique de I'Université de Vienne, inclut la suggestion suivante :
"Les huiles essentielles sont des substances plus ou moins volatiles ayant un impact plus ou moins
odorant, produites soit par distillation a la vapeur soit par distillation a sec, soit par un traitement

mécanique d'une seule espéce" (Buchbauer et al., 1994).

2- Caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles

2-1-  Propriétés physiques des huiles essentielles

Les HE sont des substances a consistance huileuse, plus ou moins fluides, voire résinoides,
tres odorantes, genéralement incolores ou jaunes pales, leur densité est généralement inférieure a 1.
Elles sont insolubles dans 1’eau mais solubles dans les huiles végétales et dans la plupart des
solvants organiques. Elles peuvent étre oxydées rapidement par la lumiére (Bekhechi et
Abdelouahid, 2014).

Elles s‘évaporent tres facilement, leurs molécules aromatiques ont la propriété de se
volatiliser dés lors qu'elles sont exposées a la lumiére du soleil ou non conservées hermétiquement
(Huete, 2012).

2-2-  Composition chimique des huiles essentielles

Les composés presents dans les huiles essentielles appartiennent a diverses classes
chimiques, principalement les terpenes, mais aussi les phénylpropanoides qui sont beaucoup moins
fréquents, elles peuvent également renfermer divers produits issus de processus degradatifs mettant

en jeu des constituants non volatils (Bruneton, 2009).
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2-2-1- Les terpénes

Tous les terpenes sont des hydrocarbures constitues uniquement datomes de carbone et
d'hydrogene (Price et Price, 2007), dont I’unité de base est une isoprene (composée de cing atomes
de carbone qui constitue le bloc de construction de base des terpenes) (Williams, 1996), de formule
générale [CsHs]n (Kaloustian et Hadji-Minaglou, 2013).

Les terpénes comprennent des monoterpénes avec deux unités d'isoprene (10 atomes de
carbone dans la molécule), des sesquiterpenes avec trois (15 atomes de carbone), des diterpenes
avec quatre (20 atomes de carbone)...etc. (Buckle, 2003 ; Kaloustian et Hadji-Minaglou, 2013)
(Tableaul).

Tableau 1 : Types de terpénes

Nombre de carbone Nombre d’isopreénes Type de terpénes
10 2 Monoterpénes
15 3 Sesquiterpénes
20 4 Diterpenes
30 6 Triterpenes
40 8 Tetraterpenes

Les monoterpénes sont les terpénes les plus répandus dans les huiles essentielles, suivis des
sesquiterpenes (Thormar, 2011). Ces deux types de terpenes sont les seuls qui peuvent étre extraits
par distillation (Couic-Marinier et Lobstein, 2013), les autres terpénes ne se trouvent pas dans les
huiles essentielles car leur poids moléculaire depasse la limite imposée par le processus de
distillation (Price et Price, 2007).

2-2-1-1- Les monoterpénes

Les monoterpénes constituent parfois plus de 90% de I’huile essentielle (Couic-Marinier et
Lobstein, 2013). lls se forment lorsque deux unités d'isopréne C5 sont jointes, ce qui donne un

squelette de formule moléculaire C1oH1s (Waksmundzka-Hajnos et Sherma, 2010).

D’apres Clarke (2009), les propriétés physiques, chimiques et thérapeutiques sont les suivants :

11
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> Propriétés physiques et chimiques des monoterpénes
- Liquides mobiles et incolores ;
- Tres volatil, a bas point d’ébullition, s’évapore trés rapidement ;
- Odeurs faibles et sans intérét ;
- Assez réactif, enclin a I'oxydation (réaction avec I'oxygéne) méme par temps froid.
> Propriétés thérapeutiques
- Antiseptique ;
- Bactéricide, antiviral ;
- Peut-étre :
e Analgésique ;
e [EXxpectorant ;
e Décongestionnant ;

e Stimulant.

Des exemples de guelques monoterpenes sont présentés dans la figure 3.
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Figure 3 : Structure chimique de quelques monoterpénes (Bruneton, 1999)

2-2-1-2- Les sesquiterpenes

Le préfixe « sesqui » signifie « un et demi » (McGuinness, 2003), c.-a-d. une fois et demie un
monoterpene (Clarke, 2009). Les sesquiterpénes sont formés par la combinaison de trois unités
d’isopréne, ce qui leur donne la formule moléculaire CisHo4. IlIs peuvent étre linéaires, ramifiés ou
cycliques (Thormar, 2011). Les propriétés physiques, chimiques et thérapeutiques proposés par

Clarke (2009) sont les suivants :

> Propriétés physiques et chimiques
- Plus grand poids moléculaire que les monoterpénes, donc moins volatil avec des points
d'ébullition plus élevés ;

- Toujours sujet a l'oxydation mais plus lentement a I'oxygéne atmosphérique ;

12
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- Odeurs fortes.
> Propriéetés thérapeutiques
- Antiseptique ;
- Antibactérien ;
- Anti-inflammatoire ;
- Calmant et 1égerement hypotenseur ;

- Certains peuvent étre analgésiques et antispasmodiques.

Les exemples les plus courants de sesquiterpenes comprennent le chamazuléne (présent dans les

camomilles), le bisaboléne (présent dans le poivron noir et citron) et le caryophylléne (présent dans

la lavande, la marjolaine et la sauge sclarée) (figure 2) (McGuinness, 2003).

Chamazulene

Bisabolene

Caryophyllene

Figure 4 : Structure chimique de quelques sesquiterpenes (Clarke, 2009).

2-2-2- Composés aromatiques dérivés du phénylpropane

Les composés aromatiques dérivés du phénylpropane sont beaucoup moins fréquents dans les

huiles essentielles que les monoterpénes et les sesquiterpénes (Couic-Marinier et Lobstein, 2013).

Les phénylpropanoides ont un squelette C¢Cs composé d'un cycle aromatique a six carbones avec

une chaine latérale a trois carbones (Thormar, 2011).
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3-  Facteurs de variation des huiles essentielles au sein des especes
Dans les plantes aromatiques, la composition des huiles essentielles des plantes de la méme

espece peut étre différente en raison de plusieurs facteurs intrinséques et extrinséques.

3-1- Facteurs intrinseques

Parmi les exemples de facteurs intrinseques, les facteurs génétiques et le stade de
développement de la plante jouent un réle important.
3-1-1- Variations génétiques

Les variations génétiques peuvent influencer les voies de biosynthése des terpénes et, par
conséquent, des variations quantitatives et qualitatives de la composition des huiles essentielles
peuvent se produire (Salgueiro et al., 2010 ; De sousa, 2015 ; Aissi et al., 2016).

3-1-2- Age de la plante

L’age des plantes influence également la composition de I'huile essentielle (Chauhan et al., 2016).
Pour une espéce donnée, la proportion des constituants d’une huile essentielle peut varier tout au
long du développement. Des variations parfois tres importantes sont couramment observees dans

certaines espéces (Bruneton, 2009).

3-2-  Facteurs extrinseques

Parmi les facteurs extrinseques, on peut citer :

3-2-1- Altitude

L’altitude semble étre le facteur environnemental le plus important influant sur la teneur en
huile et leur composition chimique, cette variation entre les différentes altitudes peut étre attribuée a
I'adaptation a des habitats particuliers. La basse altitude est la condition la plus préférable pour plus
de rendement (Vokou et al., 1993 ; Sadeghi et al., 2014 ; Chauhan et al., 2016 ; Melito et al.,
2016 ; El-Jalel et al., 2018 ; Yahia et al., 2019).

3-2-2- Conditions météorologiques

Le climat, les précipitations, la température, I’humidité relative, la durée totale d’insolation,
le régime hydrique et le régime des vents et la saison de récolte jouent un réle tres important dans le
rendement et la composition chimique des huiles essentielles des plantes et donc sur leur activité
biologique (Vokou et al., 1993 ; Kamatou et al., 2008 ; Russo et al., 2013 ; Riahi et al., 2015; S.
Saetal., 2016 ; Smitha et Tripathy, 2016 ; Gomes et al., 2019 ; Yahia et al., 2019).
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3-2-3- Type du sol
La taille des particules, le pH et les nutriments jouent un role aussi dans le rendement et la
composition chimique des huiles essentielles (Salgueiro et al., 2010). Aussi, les engrais organiques

et les pesticides peuvent affecter le produit final. (Jenkins, 2006).

3-2-4- Procédés d’extraction
Certains travaux de recherche ont prouvé I’influence de la technique et du temps d’extraction

sur la qualité des huiles essentielles (Memarzadeh et al., 2015 ; Chouaibi et al., 2019).

4-Localisation des huiles essentielles dans la plante

Les huiles essentielles sont extraites de diverses plantes aromatiques, elles peuvent étre
présentes dans tous les organes de la plante, y compris les bourgeons, les fleurs, les graines, les
brindilles, les tiges, les fruits, les racines, le bois ou 1’écorce (Bouyahya et al., 2018). Elles se
trouvent dans des cellules sécrétrices spéecifiques. Ce sont des structures histologiques spécialisées
servant a leur synthése et a leur stockage. Les cellules sécrétrices sont rarement a 1’état isolé, mais
le plus souvent regroupées dans des poches (Myrtacées, Rutacées), dans des canaux sécréeteurs
(Apiacées, Composees) ou dans des poils sécreteurs (Lamiacées) (Kaloustian et Hadji-Minaglou,
2013).

Les structures sécrétoires minimisent le risque d'autotoxicité et peuvent étre trouvées a la
surface des organes de la plante ou dans les tissus de la plante, et sont classées respectivement en
structures de sécretion externe ou interne. Les structures sécrétoires internes comprennent les
cellules sécrétrices (souvent des idioblastes), les cavités sécrétoires et les canaux sécréteurs. Tandis
que les cavités externes comprennent les trichomes glandulaires, les cellules épidermiques et les
osmophores (De sousa, 2015).

La partie de la plante utilisée pour obtenir I’huile essentielle doit étre précisée, soit pour des
questions de rendement, soit parce que la composition chimique de la partie considérée conduira a

une application spécifique trés intéressante (Kaloustian et Hadji-Minaglou, 2013).

5- Techniques d’extractions des huiles essentielles
5-1- Par entrainement a la vapeur d’eau
5-1-1- Hydrodistillation simple
L’hydrodistillation consiste & immerger directement le matériel végétal a traiter dans un
alambic rempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs hétérogenes sont condensées sur

une surface froide et I’huile se sépare par difféerence de densité (Bruneton, 2009).
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5-1-2- Distillation a vapeur saturée

Dans une distillation a vapeur saturée, le végétale n’est pas en contact avec 1’eau. La vapeur
d’eau est injectée au travers de la masse vegétale disposée sur des plaques perforées (Bruneton,
2009).

5-1-3- Hydrodiffusion

Cette technique consiste a pulser de la vapeur d’eau a tres faible pression a travers la masse
végétale, du haut vers le bas. 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 (Bruneton, 2009).
5-2-  Expression

Cette méthode est utilisée pour les fruits de la famille des Rutacées, a savoir l'orange, le
citron, la lime, ...etc. Elle consiste a briser les poches a essence des zestes frais pour en extraire les
essences (Huete, 2012).

5-3- Extraction au moyen de solvant organique

Ce procédé consiste a faire passer des solvants a travers les plantes afin de pouvoir en
extraire les substances aromatiques. Les huiles essentielles fabriquées ainsi ne doivent jamais étre

utilisées par voie interne a cause de la présence de traces de solvants (Huete, 2012).
5-4- Enfleurage

L'enfleurage a chaud ou a froid, adopté essentiellement en cosmétique et en parfumerie,
permet de traiter des fleurs fragiles qui ne peuvent supporter les températures élevées de la
distillation a la vapeur (Huete, 2012).

5-5-  Extraction au dioxyde de carbone supercritique

L'extraction au dioxyde de carbone supercritique permet d'obtenir des parfums, fragrances et
ingrédients actifs sans résidus a partir d'un solvant d'origine naturelle : le dioxyde de carbone. A la
fin du procédé, on obtient donc des extraits 100 % naturels, sans traces de solvant, étant donné la

faible température, tous les composés, méme les plus fragiles, sont préservés (Huete, 2012).
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6- Domaines d’utilisation et mode d’emploi des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont responsables de l'attrait sensoriel de lI'odeur et de la saveur des
plantes et, pour ces propriétés organoleptiques et leurs larges activités biologiques reconnue, elles
sont utilisées dans les industries pharmaceutique, agronomique, alimentaire (aromatisation des
aliments et des boissons), sanitaire, cosmétique et de la parfumerie (buchbauer, 2000).

Elles sont présente aussi dans les articles ménagers, I’industrie de la conserve et la fabrication

des bougies et des savons (Buckle, 2003).

Les huiles essentielles peuvent étre utilisées de différentes manieres :

e Topique : utiliser la peau externe au toucher, aux compresses ou au bain ;

e Interne : utilisation de la peau interne via des bains de bouche, des douches, des pessaires
ou des suppositoires ;

e Orale : via des capsules de gélatine ou diluée dans du miel ou un dispersant ;

e Inhalé : directement ou indirectement, avec ou sans vapeur.

Chaque méthode dapplication a son propre processus physiologique, ses avantages et ses

inconvénients (Buckle, 2003).

7- Activité biologique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des sources riches en composes biologiquement actifs, De
nombreuses huiles et extraits de différentes plantes ont été étudiés pour leurs propriétés
antioxydantes (C avar et al., 2008 ; Alves-Silva et al., 2013 ; Kazemi, 2015 ; Benabdallah et al.,
2018 ; Bouyahya et al., 2019 ; Luo et al., 2019) et antimicrobienne (Burt, 2004 ; Oussalah et al.,
2007 ; C’avar et al., 2008 ; Alves-Silva et al., 2013 ; Lin et al., 2016 ; Delfine et al., 2017 ;
Hashim et al., 2017 ; Gupta et Kumar, 2017 ; Bouyahya et al., 2019 ; Luo et al., 2019).

Mais aussi anti-inflammatoire (Kazemi, 2015 ; Delfine et al.,, 2017 ; Luo et al., 2019),
anticancéreux (Yu et al.,, 2011), antifongique, insecticide, herbicide et larvicide (Mohammad
hosseini et al., 2017).

8- Toxicité des huiles essentielles

Si une huile est utilisée pendant une trés longue période, il peut y avoir un risque de

sensibilisation méme s'il n'en existe pas pour une utilisation normale (Price et Price, 2007).
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8-1-  Toxicité aigle

En régle générale, les huiles essentielles ont une toxicité aigiie par voie orale faible ou tres
faible, la majorité de celle qui sont couramment utilisées ont une DLso comprise entre 2 et 5 g/kg
(anis, eucalyptus, girofle, etc.). Les observations cliniques chez I’homme montrent que des
intoxications aigues sont possible, méme lorsque la DL50 est élevée surtout chez les jeunes enfants
(Bruneton, 2009).

8-2-  Toxicité chronique

La toxicité chronique des huiles essentielles est assez mal connue, au moins en ce qui concerne
leur utilisation dans le cadre de pratique comme 1’aromathérapie, quelle que soit la voie

d’administration. Les éventuels effets indésirables ne sont que rarement signalés (Bruneton, 2009).

- Cancérogénicité

La cancérogénicite de quelques huiles a été testée sur les animaux, et les composants des huiles
essentielles safrole et dihydrosafrole ont été impliqués dans la formation de tumeurs hépatiques
chez les rats (Price et Price, 2007).

- Neurotoxicité

Un soin particulier doit étre exercé lors de l'utilisation dhuiles contenant de l'apiole. Les
molécules des huiles essentielles sont solubles dans les lipides et peuvent donc franchir la barriere

hémato-encéphalique et acceder au systéme nerveux central (Price et Price, 2007).
- Hépatotoxicité

La toxicité hépatique semble se produire lorsque des composants inoffensifs d’huiles
essentielles sont métabolisés en produits chimiques toxiques, comme le pulegone, présent dans de

nombreuses huiles de menthe (Price et Price, 2007).
- Néphrotoxicité

Certaines huiles essentielles ont un effet sur les reins qui est considéré comme stimulant et
bénéfique a faible dose, mais elles pourraient étre classées comme toxiques si la quantité d’huile
utilisée est excessive ou si elle est utilisée pendant trop longtemps. De grandes quantités d'ester
méthylique de salicylate et de safrole sont néphrotoxiques (Price et price, 2007).
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Chapitre 3 Matériel et méthodes

1- Materiel végétal :

Notre étude a porté uniquement sur les parties aériennes de Satureja hispidula et Mentha

pulegium. Le choix de nos plantes est basé sur :

- Leur utilisation comme remedes traditionnels par la population de la région ;
- Leur pouvoir curatif et guérisseur ;
- La disponibilité de la plante ;

- La présence de substances aromatiques (huiles essentielles) avec un rendement satisfaisant.

2- Echantillonnage et conditions écologiques

Les échantillons ont été récoltés manuellement au mois d’Avril et Mai 2019 durant laquelle les
plantes étaient en pleine phase végétative dans trois stations différentes de la wilaya de Jijel (a
raison de deux stations par espece) : EI Milia (Ouled-Ali-ou-Brahem) et Kaous (Beni-Ahmed) pour
la Sariette ; Djimla (Bouafroune) et Kaous (Beni-Ahmed) pour la menthe. La localisation
géographique précise des lieus d’échantillonnage est illustrée sur la figure 5 et leurs données

écologiques sont rapportées dans le tableau 2.
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Figure 5 : Image satellitaire des trois stations de la récolte a Jijel (Google earth).

Certains facteurs ont été pris en considération lors du prélevement des echantillons :
- Le prélévent des échantillons a été fait d’une maniére aléatoire dans différents endroits de la méme

station.
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- Le pH de chaque station a été pris en considération. De ce fait, un échantillon a été prélevé
manuellement, a environ 15 cm a 20 cm profondeur, mis dans des sachets en plastique étiquetes.
Les échantillons du sol ont été séchés a I’air libre pendant quelques jours, puis tamisés a 2mm, et
enfin conservés dans des sachets pour la détermination de son pH.

- Les altitudes et les coordonnées géographiques sont mesurées avec un GPS (Global Positioning
System).

Tableau 2 : Quelque parametres écologiques des stations d’étude

. Nom de la ) o _
Espéce Nom de la station Données geographiques pH
plante
) ) . Altitude : 61m
Satureja 1 Station 1 : El Milia ) 6,22
_ Latitude : 36 © 45'50.0"" N
(Ouled-Ali-ou-Brahem) )
o Longitude : 6 ° 16'11.2 "'E
Satureja hispidula :
) ) Altitude : 78m
Satureja 2 Station 2 : Kaous ) 7.83
_ Latitude : 36°45'07.5"N
(Beni-Ahmed) )
Longitude : 5°46'49.0"E
) - Altitude : 910m
Station 1 : Djimla )
Mentha 1 Latitude : 36°34'11.3"N 6.25
(Bouafroune) )
_ Longitude : 5°54'20.0"E
Mentha pulegium :
) Altitude : 66m
Station 2 : Kaous )
Mentha 2 _ Latitude : 36°45'02.2""'N 7,12
(Beni-Ahmed) )
Longitude : 5°47'04.1"E

Les parties aériennes des plantes ont été nettoyées des poussiéres et autres impuretés, et laissees
sécher a I’ombre dans un endroit sec et aéré a température ambiante pendant une semaine. Elles ont
ensuite été pesées, coupées en petites parties et récupérées dans des sacs propres afin de les

conserver jusqu’au moment de 1’extraction.

3- Détermination de la teneur en eau des plantes étudiées

La teneur en eau est la quantité d’eau contenue dans la maticére végétale. Elle est exprimée par le
poids d’eau en rapport avec le poids de matiere séche ou de matiere fraiche. Elle a été réalisée avec
des échantillons de 10g séchés jusqu'au poids constant et calculée par la formule suivante (Heller,
1998) :
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TE (Pf)= (Pf —Ps) x 100 /Pf
TE (Pf) : teneur en eau par rapport a la masse fraiche
Pf : poids de matiere fraiche

Ps : poids de matiére séche

4- Extraction des huiles essentielles

4-1- Description du dispositif d’extraction

L'extraction des huiles essentielles est réalisée par hydrodistillation en utilisant un appareil
de type Clevenger (figure 6). Il est constitué d’une chauffe Ballon qui permet la distribution
homogéne de la chaleur dans le ballon. Celui-ci est en général en verre pyrex dans lequel on place
le matériel végetal séché et I’eau distillée, une colonne de condensation de la vapeur (réfrigérant)

qui vient de I’échauffement du ballon et un collecteur qui recoit les produits de la distillation.

Figure 6 : Diapositif d'extraction des huiles essentielles

4-2- Principe de I’appareil de Clevenger
Les végétaux sont introduits dans le ballon réacteur et immergés dans un bain d’eau, en
présence de pierre ponce ou de billes de verre. Lors de la distillation, les vapeurs d’eau et d’huile

essentielles se condensent dans le réfrigérant. L’hydrolat refroidi retourne dans le ballon
(Kaloustain et Minaglou, 2013).
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4-3- Méthode d’extraction
Dans un ballon, 50 g des parties aériennes séches de la plante sont mis en contact avec 1.5l
d’eau distillée dans le ballon. L’ensemble est porté a ébullition pendant 2h. L’huile essentielle est

alors entrainée par la vapeur d’eau. Elle est ensuite condensée en passant par le condensateur.

4-4- Séparation de I’huile

Le liquide recueilli résulte en un distillat avec une couche d’huile mince a la surface qui sera
par la suite séparée, apres repos du liquide. L'huile essentielle (phase surnageant) est séparée de
I’eau a 1’aide d’une pipette pasteur. La séparation entre eau et huile essentielle se fait par différence
de densité, ce qui permet de le récupérer facilement.

4-5- Conservation de I’huile essentielle obtenue

La conservation de 1’huile essentielle exige certaines précautions indispensables : I’HE ainsi
obtenue est mise dans des tubes en verre bien fermées et étiquetées, recouvertes par papier
aluminium pour la préserver de l'air et de la lumiére (agents de dégradation) et conservés a une

température voisine de 4°C jusqu’a son utilisation.

4-6- Détermination du rendement d’extraction :

Selon la norme AFNOR (1987), le rendement en huile essentielle (RHE) est défini comme
étant le rapport entre la masse de I’huile essentielle obtenue apres 1’extraction (M') et la masse de la
matiére végétale utilisée (M).

Le rendement est exprimé en pourcentage, et il est donné par la formule suivante :
RHE (%) = M’/M x100

RHE: rendement en huile essentielle;

M’: masse d’huile essentielle en gramme;

M: masse de la matiere végétale seche utilisée en gramme.

5- Analyse des huiles essentielles par chromatographie en phase gazeuse-CPG-SM

Chromatographe en phase gazeuse / spectrométrie de masse (GC / MS) est la combinaison
synergique de deux techniques analytiques puissantes. Le chromatographe en phase gazeuse sépare
les composants d'un mélange, et le spectrométre de masse fournit des informations facilitant

I'identification structurelle de chaque composant (Kitson et al., 1996).
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La composition chimique des huiles essentielles a été déterminée par la technique de
chromatographie en phase gazeuse (CG) et la technique de chromatographie en phase gazeuse
couplée avec la spectrométrie de masse (CG/SM) sous les conditions opératoires suivantes :

La détermination des pourcentages relatifs des constituants et la comparaison entre les différents
chromatogrammes ont été effectuées a 1’aide d’un chromatographe en phase gazeuse de type
shimadzu QP2010 de type El 70ev quadripole, équipé d’un détecteur relatif et d'un injecteur
split/splitless. La colonne utilisée est de type OV1701de 25 cm de 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 0.80 ml/min, vitesse linéaire de 35.9cm/sec et une pression de 31.7 kPa, et avec le
rapport fondu 20.0. Le temps de coupe dissolvant est 2,00 min et la vitesse de balayage est 666.

Les conditions d'analyse sont :

«»» Température de l'injecteur : 250.00 °C

«» Température de four de la colonne : 70.0 °C

¢+ Température d'ion source : 200.00 °C

L)

% Température d'interface : 250.00 °C

6

En se basant sur des essais préalables, une gamme de dilutions de concentrations allant de 0.1

Préparation des dilutions d’huiles essentielles

mg/ml a 10 mg/ml a été préparée (figure 7).

100mg de ’HE + 10ml de méthanol —» Solution a 10 mg/ml

0.1 mi 1ml 2l 4-ml

9.9 ml oml 8 ml 6 mil

~ -

0.1 mg/ ml 1 mg/ mi 2 mg/ ml 4 mg/ ml

Figure 7 : Préparation des dilutions de I’huile essentielle des deux espéces.
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7- Méthode d’évaluation de I’activité biologique

7-1- Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante
7-1-1- Méthode d’évaluation de I’effet Scavenger du radical DPPH:

L’activité antiradicalaire des huiles essentielles a été mesurée par la méthode décrite par Ba
et al., (2010). Le protocole est illustré par la figure 8. Le pouvoir antioxydant de 1’huile essentielle

testée a eté estimé par comparaison avec un antioxydant standard (a-tocophérol).

100ul de I'a-tocophérol et de I’huile 2,9 ml de DPPH* (0,025g/1)
essentielle a différentes
concentrations en mg/ml

Incubation pendant 30 min a température ambiante
et a I'obscurité

Lecture a 510 nm

Figure 8 : Protocole d’étude de I’activité anti-radicalaire.

Le pourcentage de réduction du radical DPPH*® est donné par I’équation suivante :

Pourcentage de réduction du DPPH = [(At — Ae) / At] x 100
At : Absorbance du témoin (solution de DPPH et du méthanol)

Ae : Absorbance de I’échantillon

Le DPPH est initialement violet, se décolore lorsque I'électron célibataire s’apparie. Cette
décoloration est représentative de la capacité des extraits a piéger ces radicaux libres

indépendamment de toute activité enzymatique (Molyneux, 2004).

(DPPH)° + HO-R-OH —— (DPPH): H + HO-R-O°
HO-R-0° + (DPPH)° —— (DPPH):H + O=R=0
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7-1-2- Méthode d’évaluation du pouvoir réducteur du Fer

Le pouvoir réducteur des extraits de plantes est déterminé selon la méthode décrite par

Karagozler et al., (2008). Le protocole d’évaluation du pouvoir réducteur est illustré par la figure
suivante :

1 ml de I'a-tocophérol et de I’huile 1ml de tampon phosphate
essentielle a différentes (0,2M, pH 6,6) + 1ml
concentrations en mg/ml (k3Fe(CN)s) (1%)
Agitation
1ml TCA a10% Incubé a 50°C pendant 20min

Centrifugé a 3000 tours /min
pendant 10min 1,5 ml sont prélevés

1,5ml d’eau distillée + de 150 ul de
chlorure ferrique (0,1%)

Incubation de 10 minutes a
température ambiante et

Lecture a700 nm

Figure 9 : Protocole du pouvoir réducteur

La méthode est basée sur la réaction de réduction du Fe** présent dans le complexe
ferrocyanure de potassium en Fe?*, la réaction est révélée par le virement de couleur jaune du fer
ferrique (Fe®*) en couleur bleu vert du fer ferreux (Fe?*), I'intensité de cette coloration est mesurée

par spectrophotométrie a 700 nm. L’augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation

du pouvoir réducteur des extraits testés.

25

——
| —




Chapitre 3 Matériel et méthodes

7-2- Méthodes d’évaluation de I’activité antibactérienne

Le test antibactérien a pour but de rechercher ’activité de chaque extrait en huile essentielle
de la partie aérienne de I’espéce Satureja hispidula et Mentha pélegium vis-a-vis des différentes
bactéries. Ce test est effectué selon la méthode de diffusion sur disque en milieu Mueller-Hinton de
Burt (2004).

7-2-1- Souches bactériennes testées :
Pour mettre en évidence la capacité antibactérienne des huiles essentielles de la sarriette et
de la menthe, un total de 4 souches microbiennes ont été utilisées (3 bactéries a Gram- et 1 a

Gram+) comme montré dans le tableau 3.

Tableau 3 : Liste des bactéries testées

Type Espece Famille

Escherichia coli (ATCC) (American type culture

collection)
Enterobacteriaceae

Bactéries a Klebsiella pneumoniae (souche clinique isolée de

Gram negatif | patients hospitalisés)

Pseudomonas aeruginosa (souche clinique isolée
) o Pseudomonadaceae
de patients hospitalisés)

Bactéries a Staphylococcus aureus (souche clinique isolée de
. ) o Staphylococcaceae
Gram positif | patients hospitalisés)

7-2-2- Préparation des bacteéries :

- Les bacteries
Une aliquote bactérienne (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa et
Staphylococcus aureus) a été mise en culture dans des tubes a essais contenant 5 ml de boillon

nutritif, ces derniers ont été ensuite incubés a 1’étuve pendant 17-24 heure & 37C°.

- Aromatogramme sur milieu solide
L’¢tude a été réalisée par la méthode de diffusion, congue initialement pour les Antibiotiques,
mais en substituant les disques d’antibiotiques par d’autres impregnes d’huiles essentielles. La

méthode d’aromatogramme consiste a :
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e Une préparation des disques

Les disques, d’un diamétre de 6mm, ont été fabriqués a 1’aide d’un perforateur a partir du papier
Wattman. Ces derniers ont été placés dans un tube a essais et stérilisés a 1’autoclave pendant 20 min

a une température de 120C°, puis stockés dans un tube a essai hermétiquement fermé.

e Une préparation des boites de Pétri

La gélose de Muller-Hinton stérile préte a I’usage a été coulée dans des boites de Pétri stériles a
une épaisseur de 4-5mm répartie uniformément dans des boites. Ces derniers ont placé a c6té du bec

bunsen jusqu’a solidification de la gélose.
e Un ensemencement des souches

L’ensemencement a été effectué a I’aide d’une pipette Pasteur, a partir de quelques gouttes
d’une suspension fraichement préparée, puis le frotter apres ’avoir reprise sur la totalité de la

surface gelosée de fagon a former des stries.
e Un dépodt des disques

Dans des conditions aseptiques et a 1’aide d’une pince stérile, des disques du papier Wattman
imbibé par 10uL de I’huile essentielle a différentes concentrations (4 disques pour chague boite)
précedemment inoculé avec les microorganismes choisis ont été deéposes. Les boites ont été
maintenues & 4C° pendant 1 heure pour assurer une bonne diffusion de I’huile essentielle dans la

gélose.

e Une incubation des boites

Les boites ont été ensuite incubées pendant 17 a 24 heures a 37C°

e Lecture

La lecture des résultats a été effectuée par mesure des diametres d’inhibition des disques.
8- Analyses statistiques

Les résultats ont été exprimés en moyenne + écart type et calculés par I’Excel. Le test de la
corrélation a eté réalisé par Excel et qui nous permet de compléter ’interprétation et d’établir les

liens existants entre les différents parametres.
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Chapitre 4 Résultats et discussion

Le présent travail s’articule sur trois parties, on retrouvera ainsi les résultats concernant
I’extraction et la composition chimique des huiles essentielles, ceux relatifs a I’activité antioxydante

des extraits et enfin les résultats de I’activité antimicrobienne.

1-Taux d’humidité

Les végétaux sont connus par leur richesse en eau, elle présente une partie majoritaire de
leur composition. Le résultat du taux d’humidité de Satureja hispidulal est plus important que celui
de Satureja hispidula 2 avec des valeurs de 82.4% et 77.17% respectivement. A partir de ce taux,
on a pu déterminer le taux de la matiére seche qui est environ 18% et 23% de la masse de matiére
fraiche des parties aériennes pour Satureja hispidulal et Satureja hispidula 2 (Figure10).

Nos résultats sont proches de ceux obtenus par Labiod (2016) pour ’espéce Calamintha
nepeta de Taher (Jijel), appartenant au méme genre, situé a une altitude de 47 m (74.66%).
Néanmoins, il est supérieur a celui obtenu par Bouttine (2018) qui a travaillé sur Satureja hispidula
de la station de Borj T har (Jijel) (67.1%).

88

86

84

82

80 -

78

76 -

Teneur en eau (%)

74 -

72

70 A
Satureja hispidulal Satureja hispidula2 Mentha pulegium1 Mentha pulegium2

Figure 10 : Taux d’humidité des deux plantes étudiées.

Pour I’espéce Mentha pulegium le taux d’humidité trouvé chez Mentha pulegiuml est plus
important que le taux de Mentha pulegium2 avec des valeurs de 85.73% et 79.23% respectivement.
Le taux de matiere séche est d’environ 14% et 21% de la masse de matiere fraiche des parties
aériennes pour respectivement Mentha pulegium 1 et Mentha pulgium 2. Ce résultat est différent de

celui trouvé par Bouttine (2018) a Borj T har (Jijel) qui indique un taux d’humidité de 63.4%.

Les teneurs en eau obtenues a partir des parties aériennes des deux plantes sont plus faibles
pour la station 2 de Beni-Ahmed ce qui indique un taux de matiere seche plus important. Les
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raisons pour cette variabilité peuvent étre expliquées par les différences de conditions
environnementales (climat et situation géographique) (Vokou et al., 1992).

2-Rendement d’extraction des huiles essentielles
Les rendements moyens en huile essentielle ont été calculés par rapport a la plante séchée.

En remarque d’aprés la figure 11 que le rendement d’extraction de Satureja hispidula 2 (0.92%) est
plus important que celui de Satureja hispidula 1 (0,65%).

1,40

1,20

1,00

0,80

0,60 —

0,40

0,20

0,00 - | |

Satureja hispidulal Satureja hispidula2 Mentha pulegiuml Mentha pulegium2

Rendementd'extraction (%)

Figure 11 : Rendement d’extraction de I’huile essentiel de Satureja hispidula et Mentha pulegium

Le méme résultat a été obtenu pour Mentha pulegium. En effet, on remarque que le
rendement de Mentha pulegium 2 (1,22%) se trouvant dans la station de Beni-Ahmed est plus

important que le rendement de Mentha pulegium 1 (0,93%) de la station de Bouafroune.

Sebti et al. (2013) ont travaillant sur Satureja hispidula de la méme station d’El-Milia, mais
récoltée au mois de Janvier, ont donné un rendement de 0.35%, nettement inférieur & notre résultat.
Cette variation peut étre due a la saison de récolte (Smitha et Tripathy, 2016).

Néanmoins, il est supérieur a celui obtenu par Labiod (2016) (1,48%) qui a travaillé sur 1’espece
Calamintha nepeta de Jijel situé a une basse altitude (47 m).

De méme, Bouhaddouda (2015) a travaillé sur la partie aérienne au stade de floraison
(feuilles et fleurs) de Mentha pulegium dans la région de Nechmeya dans les montagnes de Houara
de la région de Guelma, situé a 380 m d’altitude a donné un rendement de 2.69%, nettement
supérieure a notre résultat.
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Le rendement en huile essentielle semble dépendre donc de la nature des parties utilisées, de
la période de récolte et de I’origine de la plante qui influencent la sécrétion d’huiles essentielles

chez ces plantes (Smitha et Tripathy, 2016).

3-Analyse chromatographique des huiles essentielles

Les résultats de la chromatographie sont représentés sous forme de graphes avec une série de
pics, ou chaque pic représente un composé chimique bien définie. Les chromatogrammes obtenus
lors de I’analyse en chromatographie en phase gazeuse de I’huile essentielle de Satureja hispidula et
Mentha pulegium sont illustrés dans la figure 12 et la figure 13 et dont la composition est regroupée

dans le tableau 4 et le tableau 5

TRTOMAtOETam
Tic
5,697,522

Satureja hispidula 1

10.0 20.0 30.0 40.0 500 52.0

Chromatogram

56,953,480 TIC

Satureja hispidula 2

10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 520

Figure 12 : Chromatogrammes des huiles essentielles de Satureja hispidula

3-1- Analyse chromatographique des huiles essentielles de Satureja hispidula
L'hydro-distillation de la partie aérienne de Satureja hispidula a donné une huile essentielle

jaunatre, et dont ’analyse par CPG/SM nous a permis d’identifier 47 composés (figure 12 et tableau

4) dont le constituant majoritaire de Satureja hispidula 1 est le Pulegone avec un taux de 56.96%

suivi par le D-menthone (23.59%), le Piperitone oxide (4,48 %) et le Isopulegone (3.4%).
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Tableau 4 : Composition des huiles essentielles de Satureja hispidula des deux stations.

N° Temps de Nome du composé Formule Taux (%)
Composé | rétention chimique | saturejal | Satureja2
1 3.475 B-Thujene CioH1s 0,48 -
2 3.550 a- pinene CioH1s - 6.48
3 3.795 2-hexenal,(E)- CsH100 - 0.45
4 3.928 bicyclo[2.2.1]heptane,2,2-dimethyl-3-methylene,(1s)- CioH1s - 0.40
5 4.633 L-B-Pinene CioH1s 0,6 6.61
6 5.099 B-Myrcene CioH1s - 3.74
7 5.737 a-Terpinene CioHis6 - 0.77
8 6.244 Limonene CioH16 2,55 7.31
9 6.318 B-phellandrene CioHis6 - 2.59
10 6.466 1,3,8-p-Menthatriene C1oH14 0,36 -
11 6.622 trans-B-Ocimene CioHis6 - 5.24
12 6.665 0-Cymene CioH14 - 3.49
13 6.697 Eucalyptol C10H180 - 3.12
14 6.697 1,7-octadien-3-ol C10H180 - 1.21
15 7.065 y-Terpinene CioHie - 2.74
16 7.160 3-octanol CsH180 - 1.48
17 7.920 Terpinolene CioHie - 0.74
18 9,623 trans-4-Thujanol C10H180 0,87
19 9.706 cis-4-Thujanol C10H180 - 1.64
20 13.103 Menthone (p-Menthone) C10H180 0,32
21 13.618 L-4-terpineol C10H180 0,83 -
22 13.758 D-menthone C10H180 23,59 -
23 15.029 menthen-9-ol C10H180 0,56 -
24 16.394 Isopulegone C10H160 34 6.03
25 18.671 Pulegone Ci10H160 56.96 10.05
26 18.704 3-cyclohexen-1-one, 2-isopropyl-5-methyl- Ci10H160 0,4
27 19.619 Piperitone oxide C10H1602 4,48 6.98
28 19.786 Piperitone C10H160 , 6.48
29 19.943 Diosphenol C10H1602 - 0.33
30 20.014 B-Bourbonene CisHz4 - 0.33
31 20.599 B-Elemene CisHa4 - 0.50
32 20.723 2-Cyclohexen-1-one, 3-methyl-6-(1-methylethyl)-, (S)- C10H160 - 0.18
33 21.821 Caryophyllene CisHa4 0.5 4.89
34 22.793 Eucarvone C10H140 0,52 -
35 23.165 1,4,7,-Cycloundecatriene, 1,5,9,9-tetramethyl-, Z,Z2,Z- CasH24 - 2.47
36 23.581 m-Eugenol C1oH1202 0.74
37 23.801 Cyclohexanone,2-(1-methylethylidene)- CoH140 2,47 1.28
38 24.148 D-Germacrene CisH24 0,81 -
1H-Cyclopenta[1,3]cyclopropa[1,2]benzene, octahydro-7-methyl-3-
39 24.558 myethyplene-El-(l]-rzethSIet%y[l)-, ][SaS-(3aa,3b|3,£¥[3,7a,7a8*)]}/ CsHae - 3.82
40 25.329 Elixene CisHz4 - 4.09
41 25.637 B-Cadinene CisHa4 - 0.38
42 31.774 1(10),5-Germacradien-4-ol C15H260 . 0.52
43 32.432 Spathulenol CisH240 - 1.61
44 34.572 6-Isopropenyl-4,8a-dimethyl-1,2,3,5,6,7,8,8a-octahydro-naphthalen-2-ol Ci5H240 - 0.63
45 34.996 a-Cadinol C15H260 - 0.64
46 41.390 9 12 15-octadecatrien-1-ol (z z z)- CigH3,0 - 0.27
47 41.894 1 2-benzenedicarboxylic acid bis(2-methylpropyl) ester C16H2204 0,29 -
Monoterpéenes 95.92 | 76.63
Monoterpéenes hydrocarbonés 3.99 39.87
Monoterpénes oxygénés 91.93 |36.76
Sesquitérpénes 1.31 19.88
Sesquiterpénes hydrocarbonés 1.31 16.48
Sesquitérpéne oxygénés 0.00 34
Autres 2.76 3.48
Totale identifié 100 100
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Tandis que le constituant majoritaire de Satureja hispidula 2 est le pulegone (10.05%), le
Limonene (7.31%), le Piperitone oxide (6.98%), le L-B-Pinene (6.61%), 1’a-pinene (6.48%), le
Piperitone (6.48%), I’Isopulegone (6.03%) et le trans-p-Ocimene (5.24%).

D’autres constituants sont présents avec des taux moins importants, c’est le cas du L-B-
Pinene (0.6%), B-Thujene (0.48%) et le Caryophyllene (0.5%) chez Satureja hispidula 1 et a-
Terpinene (0.77%), Terpinolene (0.74%), B-Bourbonene (0.33%), B-Elemene (0.5%), m-Eugenol
(0,74%) et B-Cadinene (0,38%) chez Satureja hispidula 2.

Les monoterpénes sont plus nombreux et représentent environ 95.92 % et 76.63% de
I’huile essentielle totale de Satureja hispidula 1 et Satureja hispidula 2 respectivement (tableau 4)
dont les monoterpénes majoritaires de Satureja hispidula 1 sont des composés oxygénés (91.93%).
Les monoterpénes hydrocarbonés et monoterpénes oxygénés sont presque égaux de 1’ordre de
39.87% et 36.76% pour Satureja hispidula 2.

Les mémes constituants de cette espece ont été trouvés par la bibliographie mais avec des
taux différents. Sebti et al. (2013) travaillant sur la partie aérienne de la méme plante de la station
d’El-Milia (Jijel), ont trouve 44 composants dont les plus importants sont aussi le Menthone avec
un taux tres important (33.59%) par rapport a nos résultats suivi par le piperitone oxide (24.72 %),

pulegone (12.75 %) et le cyclohexanone,2-(1-methylethylidene) (9.77%).

3-2-Analyse chromatographique des huiles essentielles de Mentha pulegium

L'hydro-distillation de la partie aérienne de Mentha pulegium a donné aussi une huile
essentielle jaune pale. L’analyse de cette huile par CPG/SM nous a permis d’identifier 36 composés
(figure 13 et tableau 5).

Il ressort du tableau 5 que I’huile essentielle de Mentha pulegium est composée
majoritairement de monoterpenes oxygénés. En effet, sur 90.77% et 89.69% de monoterpene, ils
représentent 84.82% et 76,31% pour respectivement Mentha pulegiuml et Mentha pulegium. Parmi
ce groupe chimique, le principal composé de Mentha pulegiuml est le Pulegone (37,6%), le
Menthol (35,97%) et le D-menthone (9,23%) tandis que le Pulegone (48,75%), 1’Eucalyptol :
(11,39%) et le Menthol (8,09%) sont les principaux composés de Mentha pulegium 2.

Ces résultats sont parfaitement différents de ceux obtenus par d’autres auteurs. Néanmoins, il faut

signaler que les mémes molécules sont présentes mais a des pourcentages différents.

Ainsi, Brahmi et al. ( 2016) ont trouvé comme composé majoritaire de 1’huile essentielle

des feuilles de Mentha pulegium de la région de Béjaia le Pulegone (70.4%), le Neo-Menthol
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(13.4%), le Menthone (2.7%), le Neomenthol acetate (3.5%), I’Humulene epoxide 11 (1.1%), le
trans-Isopulegone (1.0%) et I’a-Humulene (1.0%).

Mentha pulegiuml

\ X I_,Ll 0 ,..'\JL.I'L—-A

Mentha pulegium2

LALJ-‘ ] JJJLJ | #ds

10.0 200 30.0 400

Figure 13 : Chromatogrammes des huiles essentielles de Mentha pulegium

Par ailleurs, 1’étude faite par Cherrat (2014) au Nord du Maroc a montré une majeure

composition en pulegone (33.65%), a-terpinenyl acetate (24.29%), bicyclo[3.1.0]hexane, 6-
isopropylidene-1- methyl- (12.59%), 1,8-cineole (10.53%), o-humulene (5.58%) et a-pinene
(5.34%).
L’¢tude faite par Chalchat (2000) au sud-est de la Serbie, en période de pleine floraison, a montré
une majeure composition en menthone (30.9%), pulegone (14.1%), neomenthol (13.8%),
caryophyllene oxide (9.0%) et isomenthone (5.5%).

Il est clair d’aprés ces résultats que la molécule principale qui caractérise 1’huile essentielle

de ces deux plantes médicinales est le pulegone.
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Il est aussi a noter que la production des huiles essentielles et aromatiques a partir de la

plante résulte d’une série de régulations physiologique, biochimique, métabolique et génétique

(Costa et al., 2003).

Tableau 5 : Composition des huiles essentielles de Mentha pulegium des deux stations.

R . | Temps de , Formule Taux (%)
N°du composé | . "~ Nom du composé L
rétention chimique | pMenthal | Mentha2
1 2.777 Cyclofenchene CioH16 0,49 0,2
2 3.416 Thujene CioH1s6 - 0,19
3 3.523 1R-a-pinene CioH1s6 - 3,37
4 3.941 B- terpinene CioH1s - 0,54
5 4.533 L-B-Pinene CioH1s 0,29 -
6 4.631 B-Phellandrene CioH16 - 6,44
7 5.368 Sylvestrene CioH16 - 0,26
8 5.961 cyclobutane 1 2-bis(1-methylethenyl)-, trans- CioH16 4,59 2,84
9 6.458 Eucalyptol C1oH180 - 11,39
10 6.529 3-Octanone CgH160 0.81 -
11 6.983 Non identifié - - 0,13
12 7.093 3-Octanol CgH180 1.49 4,14
13 10.131 2-Cyclopenten-1-one, 3-ethyl-2-hydroxy- C7H100, 0,47 -
14 10.546 3-Octanol,acetate C10H2002 0,53 0,31
15 12.542 Non identifié - 0,24
16 12.779 Isolimonene CioH1s 0,58 -
17 12.800 a-Terpineol acetate Ci1oH150 - 0,45
18 12.900 Non identifié - - 0,22
19 13.095 D-menthone CioH180 9,23 -
20 13 .321 Menthol, trans-1,3,cis-1,4- C10H200 - 0,96
21 13.556 Menthol C10H200 35,97 8,09
22 13.775 L-Menthone Ci1oH180 1,22 3.82
23 14.624 Menthone CioH180 - 1,66
24 15 .458 Myrtenal Ci1oH140 - 0,42
25 16.956 Pulegone CioH160 37,6 48,75
26 18.685 3-Cyclohexen-1-one, 2-isopropyl-5-methyl- CioH160 0,27 -
Bicyclo[3.2.0]heptane-2-one,5-formylmethyl-6
27 21.136 / [hydro]xy-pS,S-dimethyl-6-vin§l- g CisHiOs | 0,68
28 21.219 Caryophyllene CisH2a 0,43 1,18
29 22.838 a-Caryophyllene CisHazs 0,78 2,46
30 24.126 D-Germacrene CisHo 0,34 -
31 24.145 y-Cadinene CisHaa - 0,43
32 33 .453 Caryophyllene oxide Ci15H240 - 0,29
33 43.060 9-octadecenoic acid (z)-, methyl ester Ci19H3602 2,22 -
34 44.566 11- octadecenoic acid (z)-, methyl ester Ci19H3602 1,69 -
35 44.575 8-octadecenoic acid,methyl ester Ci19H3602 - 0,53
36 50.541 1,2-benzenedicarboxylic ?cid, mono (2-ethylhexyl) C16H204 1
ester -
Monoterpénes 90,77 89.69
Monoterpéenes hydrocarbonés 5,95 13,84
Monoterpénes 0xygénés 84,82 75.85
Sesquiterpénes 1,55 4,36
Sesquitérpénes hydrocarbonés 1,55 4,07
Sesquiterpéne oxygénés 0 0,29
Autres 7,68 5,35
Totale identifié 100 99.4
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Donc, la composition chimique des huiles essentielles de Satureja hispidula et Mentha
pulegium varie d’une station a une autre. Cette variation de composition n’est que le reflet de la
biodiversité moléculaire rencontrée chez ces deux plantes médicinales due au climat et au biotope
approprié.

4- Activité biologique des huiles extraites
La grande variabilité dans le taux des principaux composés présents dans les quatre huiles

essentielles nous a conduits a évaluer leurs activités biologiques (activité antioxydante et
antibactérienne).

4-1- Activité antioxydante des huiles extraites

4-1-1- Effet Scavenger du radical DPPH'

Les résultats de ’activité antiradicalaire des huiles essentielles et de I’a-tocophérol sont
représentés par la figure 15. On peut constater que le pourcentage d’inhibition du radical DPPH
augmente en fonction de la concentrations des huiles essentielles et de 1’a-tocophérol.
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Figure 14 : Variation du pourcentage d’inhibition du DPPH' en fonction de différentes

concentrations des huiles essentielles et de 1’a-tocopherol.

35

——
| —



Chapitre 4 Résultats et discussion

Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH par les huiles essentielles est inférieur a celui
de I’a-tocophérol pour toutes les concentrations utilisées. Il oscille entre 2.89% et 53.28% pour
Satureja hispidulal et entre 0.9 % et 68.02% pour Satureja hispidula 2. Le pouvoir de piégeage du
radical DPPH pour Mentha pulegium varie entre 9.561% et 63.292% pour Mentha pulegiuml et
entre 4.127% et 58.534% pour Mentha pulegium2.

Détermination de I’ICso (Concentration d’inhibition a 50%)

La cinétique du pourcentage d’activité antiradicalaire nous a permis de déterminer 1’ICso, qui est
définie comme étant la concentration de la substance nécessaire a diminuer 50% du radical DPPH- présent
dans le milieu. Les ICso sont inversement proportionnelles a I’effet scavenger dont les valeurs faibles
refletent un effet anti-radicalaire important. La ICso des huiles essentielles est déduite a partir des
¢quations de la droite de régression, et a partir de la fonction exponentielle pour 1’a-tocophérol (Figure 1-

5 en annexe).

12,00

10,00

8,00
6,00
4,00
2,00
0,00 — : : : .

a-tocophérol Saturejal  Satureja?2  Menthal Mentha 2

IC50 {mg/ml)

Figure 15 : ICso des huiles essentielles et de 1’a-tocophérol

Les résultats des propriétés antioxydantes des huiles essentielles des deux espéces etudiees
et de 1’a-tocophérol sont présentés par la figure 15.

L’huile essentielle de Satureja hispidula 2 a montré la meilleure activité antioxydante sur le
radical DPPH' avec une ICso de 6.75 mg/ml par rapport a Satureja hispidula 1 (9.83 mg/ml).
Cependant, cette capacité antioxidante reste moindre par rapport a I’antioxydant synthétique de

référence (a-tocophérol) (ICso =0,25 mg/ml).
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Une étude réalisée par Labiod (2016) sur les huiles essentielles de Satureja calamintha de
deux régions différentes (Jijel et Annaba) a montré que cette espéce a un meilleur pouvoir
antiradicalaire avec une 1C50 comprise entre 0.88 et 2.72 mg/ml, que celui de Satureja hispidula
des deux stations étudiées (6.75 et 8.83mg/ml).

L’huile essentielle de Mentha pulegium 2 a montré activité antioxydante sur le radical
DPPH- modérée avec une IC50 de 8.60 mg/ml alors que Mentha pulegium 1 a montré activité
antioxydnate meilleur avec IC50 de 7,75 mg/ml. Tandis que 1’antioxydant de référence présente un
pouvoir antioxydant plus important (0.25mg/ml).

Comparé aux précédents travaux, ’huile essentielle de Mentha pulegium a développé une
activité moindre. En effet, des études menées par Ouakouak et al. (2015) et Chaouche et al.
(2017), sur différentes populations du sud d’Algérie (ElI-Oued et Ain Defla.) ont montré un fort
pouvoir antioxydant des huiles essentielles qui ont donné des IC50 variant de 0.157 mg/ml a 1.210
mg/ml.

D’apres les résultats obtenus, on peut classer la capacité antioxydante des huiles essentielles
et de la substance de référence comme suit :

a-tocophérol > Satureja 2 > Mentha 1 > Mentha 2 > Saturejal

Par ailleurs, I’activité antiradicalaire des extraits suit le méme ordre que celui du pulegone.
La ICsp augmente avec 1’augmentation du pulegone. Ces résultats sont confirmés par 1’étude de
corrélation ou un coefficient de corrélation linéaire élevé a été obtenu entre le taux de la pulegone et
le pouvoir antiradicalaire (figurell en annexe).

D’aprés ces résultats, il semble que les huiles essentielles testées ont une activité
antioxydante mais elles sont moins efficaces que celle de 1’a-tocophérol. Il semble aussi que cette

activité est liée a la présence de certains composés se trouvant dans 1’huile essentielle.

4-1-2- Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur mesure la capacité que possede un antioxydant a donner un électron. Il
peut servir comme indicateur du potentiel antioxydant. La réduction du fer ferrique Fe®" en fer
ferreux Fe?* est mesurée par 1’intensité de la coloration bleue qui en résulte. Donc une augmentation
de la I’absorbance est indicatrice d’un pouvoir réducteur élevé.

D’apres la figure 16, on remarque en premier lieu que I’augmentation de la réduction du fer
est proportionnelle aux concentrations des huiles essentielles testées et a la substance de référence
(a-tocopherol). En second lieu, on remarque que toutes les huiles essentielles ont des activités
moins importantes que 1’a-tocopherol. En effet, la réduction est presque totale a une concentration

de Img/ml.
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Les absorbances de Satureja hispidula 1 oscillent entre 0.09 et 0.506, de Satureja
hispidula2, entre 0.04 et 0.49, Mentha pulegium 1 entre 0.05 et 0,5 et Mentha pulegium 2 entre
0.0let 0,42.
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Figure 16 : Pouvoir réducteur en fonction de différentes concentrations des huiles essentielles et de

1‘a-tocophérol

Détermination de CRos:

La cinétique du pouvoir réducteur nous a permis de déterminer la CRo.5 qui est considérée
comme la concentration qui donne une absorbance de 0.5 a 700 nm qui représente la réduction de
50% du fer présent dans le milieu. Les CRos sont proportionnelles a 1’effet réducteur dont les

valeurs faibles refletent une activité réductrice importante.
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Figure 17 : CRos des huiles essentielles et de 1°‘a-tocophérol

38

——
| —



Chapitre 4 Résultats et discussion

La CRos des huiles essentielles des deux espéces et de 1’a-tocophérol est déduite a partir des
équations de la droite de régression (Figure6-10 en annexe) dont les résultats sont représentés dans
la figure 18. L’huile essentielle de Satureja hispidula 1 a montré la meilleure activité antioxydante
de réduction de fer avec une CRos de 9.51 mg/ml par rapport & Satureja hispidula 2 (10.28 mg/ml).
De méme que Mentha pulegium 1 et Mentha pulegium 2 avec des CRos de 9.84 et 12.14 mg/mi
respectivement. Cependant, cette capacité antioxydante reste moindre par rapport a I’antioxydant
synthétique de référence (a-tocophéro) (ICso =0.29mg/ml).

Nous pouvons donc classer la capacité antioxydante des huiles essentielles et de la substance
de référence comme suit :

a-tocophérol > Satureja 1 > Mentha 1 > Satureja2 > Mentha 2

D’apreés ces résultats, il semble que les huiles essentielles testées ont un pouvoir réducteur
mais il est moins efficace que celle de 1’a-tocophérol. Cette activité peut étre probablement liée a la
présence de groupement hydroxyle donneur d’électron se trouvant dans les huiles essentielles. Une
éventuelle synergie entre les composés majoritaires et minoritaires peut étre aussi a 1’origine de

cette différence.

4-2- Activiteé antibactérienne des huiles essentielles

La méthode de diffusion sur disques a été étudiée pour évaluer le pouvoir antibactérien des
huiles essentielles vis-a-vis de quatre souches bactériennes : trois souches a Gram- (Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa) et une souche a Gram+ (Staphylococcus
aureus). L’activité¢ antibactérienne se traduit par 1’apparition d’une zone d’inhibition autour du
disque de papier imprégné d’une dilution de I’huile essentielle étudiée.

Donc, nous avons considéré qu’un extrait a une activité antibactérienne si son diameétre
d’inhibition est supéricur ou égal a 9 mm (tableau 6). Les résultats de diametres des zones
d’inhibition en mm obtenus de cette activité sont illustrés les tableaux 7, 8 et la figure18.

D’aprés les résultats, on constate que le diamétre de la zone d’inhibition différe d’une

bactérie a une autre et elle est proportionnelle a la concentration en huiles essentielles testées.

Tableau 6 : Niveau d’activité antibactérienne (Ponce et al., 2003).

Zone d’inhibition Transcription Niveau d’activité
D <8 mm - Souche résistante
9mm <D < I4mm + Souche sensible
15mm <D <19 mm ++ Souche tres sensible
D >20 mm +++ Extrémement sensible
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Selon le tableau 7 et la figure 18, on remarque que toutes les bactéries sont sensibles a
I’huile essentielle de Satureja hispidula a une concentration de 4mg/ml quel que soit la station
d’étude. La plus grande surface d’inhibition est enregistrée par la souche E. coli (15.33-13.67mm),
suivie par P. aeruginosa (12.67-13.67mm), K. pneumoniae (12-11,33mm) et S. aureus (11.33-
9mm) pour respectivement Satureja hispidulal et Satureja hispidula2. Pour Satureja hispidula 1,
toutes les bactéries sont sensibles & partir de la concentration de 2mg/ml sauf K. pneumoniae qui

développe une sensibilité a plus faible concentration (0.1 mg/ml).
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Figure 18 : Diamétres des zones d’inhibition des huiles essentielles testées vis-a-vis des souches

bactériennes.

Selon une étude réalisée par Kerbouche et al. (2013) sur une espéce appartenant au méme
genre, il apparait que I’huile essentielle de Satureja calamintha a un effet sur Escherichia coli avec
un diamétre de 16.33 mm, Ceci confirme ce que nous avons obtenu.

Donc, I’activité antibactérienne 1’huile essentielle de Satureja hispidula d’El Milia est plus
importante que celle de 1’huile essentielle de Satureja hispidula de Beni-Ahmed. Cette variation

peut étre due a la variabilité des composés chimiques majoritaire (Pulegone et D-menthone).
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Tableau 7 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) de I’huile essentielle de Satureja hispidula

Huiles essentielles

Souches bactériennes

Concentration (mg/ml)

testées 0.1 1 2 4
E. coli 6+0.00 7.33+0.58 | 9.33+0.58 | 15.33+1.53
Satureja hispidula 1 | < Pneumoniae 9.670.58 | 10.67+0.58 | 11.33+0.58 | 12+1.00
P. aeruginosa 6.00+£0.00 | 7.33+0.58 | 9.33+0.58 | 12.67+1.15
S. aureus 6 +0.00 8.67+0.58 10+0.00 | 11.33+0.56
E. coli 6.33+0.58 | 8.00+1.00 | 8.67+0.58 | 13.67+1.53
Satureja hispidula 2 | K. pneumoniae 8.67+0 .58 | 9.00+0.00 | 10.33+0.58 | 11.33+0.58
P. aeruginosa 6.00£0.00 | 7.67£0.58 | 8.00£1.00 | 13.67+1.53
S. aureus 6.00+0.00 | 7.00+0.00 | 8.00+0.00 9.00+0.00

Pour Mentha pulegium et selon le tableau 8 et la figure 18, on remarque que toutes les

bactéries sont sensibles a 1’huile essentielle de Mentha pulegiuml a une concentration de 2mg/ml.

La plus grande surface d’inhibition est enregistrée a une concentration de 4mg/ml par la souche E.

coli (16.67mm), suivie par P. aeruginosa et K. pneumoniae (13mm) et S. aureus (10mm).

Pour I’huile essentielle de Mentha pulegium2, a une concentration 4mg/ml on enregistre de

faibles diametres par rapport Mentha pulegiuml E. coli (13mm), K. pneumoniae et P. aeruginosa

(9mm). S. aureus présente une résistance (8.67mm) a cette huile.

Tableau 8 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) des bactéries en présence de I’huile essentielle

de Mentha pulegium

Huiles essentielles

Souches bactériennes

Concentration (mg/ml)

testées 0.1 1 2 4

E. coli 8.67+0.58 10+0.00 11.67+1.53 | 16.67+3.51

K. pneumoniae 8+1.00 9+0.58 11+0.00 13+1.00
Mentha pulegiuml | P. aeruginosa 7.67+0.58 | 8.67+0.58 10+1.00 13+1.00

S. aureus 6+0.00 7.33+0.58 9.67+0.58 10+0.00

E. coli 6.67+0.58 8+0.00 10.33+0.58 13+1.00

K. pneumoniae 6.33+0.58 7+0.00 8+0.00 9+0.00
Mentha pulegium2 | P. aeruginosa 6.33+0.58 7+0.00 8+0.00 9+0.00

S. aureus 6+0.00 6 +0.00 6+0.00 8.67+0.58
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Les résultats obtenus par Bouhadoudda, (2015) montrent que I’huile essentielle de Mentha
pulegium a un effet sur Escherichia coli qui est en accord avec notre résultat mais avec un diametre
plus important (22.83 mm).

Toutefois, ce méme auteur a trouvé un effet sur Staphylococcus aureus (17mm) ce qui est
différent de notre résultat. Ceci est peut-étre dd a la composition chimique de 1’huile essentielle qui
est différente de la nétre (piperitone, sabinene, limonéne, etc.).

Donc, cette activité antibactérienne de Mentha pulegiuml est peut-étre attribuée
principalement a ses constituants majoritaires (Menthol, D-menthone), composants qui ne retrouves

pas ou se retrouve en concentrations faibles.

Aussi, I’activité des huiles essentielles est plus importante contre les bactéries a G-, et
moindre contre celle a G+.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Marzouk et al. (2006) qui ont trouvé que les
bactéries G+ sont plus résistantes aux huiles essentielles que les bactéries G-. Cependant,
Cosentino et al. (1999) ont trouvé que les bactéries G- sont plus résistantes aux huiles essentielles
que les bactéries G+.

Nous pouvons donc classer la capacité antibactérienne des huiles essentielles et de
I’antibiotique comme suit :

- Escherichia coli: Mentha 1 > Saturejal = Mentha 2 > Satureja 2

- Klebsiella pneumoniae : Saturejal > Mentha 1 = Satureja 2 > Mentha 2

- Pseudomonas aeruginosa: Mentha 1 = Saturejal > Satureja 2 = Mentha 2

- Staphylococcus aureus : > Saturejal = Mentha 1 > Satureja 2 > Mentha 2

Donc, les deux huiles essentielles ont montré une activité inhibitrice vis-a-vis des 4 souches
bactériennes testées. L’huile essentielle de Satureja hispidula d’El-Milia et Mentha pulegium de
Bouafroune ont montré une activité inhibitrice sur les bactéries testées plus élevée que celle de
Satureja hispidula et Mentha pulegium de Beni-Ahmed, et que la bactérie a Gram positif
Staphylococcus aureus s’est avérée plus résistante que les bactéries a Gram négatif (Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa).

L’activité antibactérienne trouvée est suffisamment importante pour permettre 1’utilisation
de ces plantes comme nouvelle source d’antibiotique dans divers domaines a savoir en pharmacie,
cosmétologie et industries agroalimentaires.

En comparaison avec les deux stations choisies, les huiles essentielles de Beni-Ahmed
semblent présenter une certaine originalité. En effet, elles sont plus diversifiées, présentent presque
les méme activités antioxydante et antibactérienne, avec une abondance moins importante du

pulégone, pouvant étre ainsi micux vendu dans I’industric (le pulégone étant toxique)
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Conclusion

Les plantes médicinales étaient et restent toujours une source inépuisable de principes actifs.
Ils jouent un réle important dans de nombreuses applications a savoir I’industrie pharmaceutique,
I’industrie agroalimentaire, 1’industrie cosmétique, la parfumerie, etc.

Plusieurs travaux de recherche ont été focalisés sur les huiles essentielles extraites de ces
produits naturels. Les différents résultats publiés indiquent quelles sont douées de plusieurs
propriétés biologiques et 1’évaluation de celles-ci demeure une tache intéressante et utile, en
particulier pour trouver de nouvelles sources d’agents antioxydants et antibactériens naturels.

Dans ce contexte, nous avons essay¢ d’évaluer la composition chimique, les activités
antioxydante et antibactérienne des huiles essentielles extraites a partir de deux plantes qui
appartiennent a la famille des Lamiacées trés frequemment employées et qui poussent spontanément
dans deux stations différentes dans la région de Jijel.

Il ressort de I’analyse des résultats obtenus que les teneurs en eau obtenues a partir des parties
aériennes des deux plantes sont plus faibles pour la station de Beni-Ahmed ce qui indique un taux
de matiére seche et un rendement en huiles essentielles plus importants.

L'hydro-distillation de la partie aérienne de Satureja hispidula a donné une huile essentielle
jaunatre, et dont 1’analyse par CPG/SM nous a permis d’identifier 18 composés dans les huiles
essentielles de Satureja hispidula d’El-Milia, 36 composés dans les huiles essentielles de Satureja
hispidula de Beni-Ahmed, 18 composés dans les huiles essentielles de Mentha pulegium de
Bouafroune et 26 composés dans les huiles essentielles de Mentha pulegium de Beni-Ahmed. Les
quatre huiles essentielles des deux espéces sont constituées majoritairement de pulegone a des
pourcentages différents : Satureja hispidulal (56.96%), Satureja hispidula 2 (10.05%), Mentha
pulegiuml (37,6%) et Mentha pulegium 2 (48,75%).

Cette variation de composition n’est que le reflet de la biodiversité moléculaire rencontrée
chez les huiles essentielles de ces deux plantes médicinales due au climat et au biotope approprié et
qui nous a poussés a étudier leur activité biologique (antioxydante et antibactérienne).

Le potentiel antiradicalaire des huiles essentielles a été déterminé par deux methodes. De
cette étude ressortent le résultat suivant : nos huiles essentielles possedent une bonne activité, donc
ces molécules sont considérées comme des agents antioxydants et peuvent étre employées dans
I’industrie agroalimentaire et pour des applications thérapeutiques sachant que les antioxydants
contribuent de maniére trés efficace a la prévention des maladies telles que le cancer, et les
maladies cardiovasculaires.

L’étude de I’activité antibactérienne des huiles essentielles testées a été évaluée par un test
de sensibilité par la méthode d’aromatogramme vis a vis de quatre souches bactériennes. De cette

étude découle les points suivants :
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Conclusion

- Les deux huiles essentielles ont montré une activité inhibitrice vis-a-vis des 4 souches
bactériennes testées. L’huile essentielle de Satureja hispidula d’El-Milia et Mentha pulegium de
Bouafroune ont montré une activité inhibitrice sur les bactéries testées plus élevée que celle de
Satureja hispidula et Mentha pulegium de Beni-Ahmed. Toutefois, les résultats restent rapproches.

- La bactérie a Gram positif (Staphylococcus aureus) s’est avérée plus résistante que les bactéries a
Gram négatif (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa).

L’activité antibactérienne trouvée est suffisamment importante pour permettre 1’utilisation
de ces plantes comme nouvelle source d’antibiotique dans divers domaines a savoir en pharmacie et
industries agroalimentaires.

En comparaison avec les deux stations choisies, les huiles essentielles extraites des plantes
qui poussent dans la station de Beni-Ahmed semblent présenter une certaine originalité. En effet,
elles sont plus diversifiées et présente presque les mémes activités avec une abondance moins

importante du pulégone ainsi pouvant étre mieux vendu dans 1’industrie (le pulégone étant toxique).

Enfin, les résultats restent préliminaires et notre travail ouvre de nombreuses perspectives :

- Etude in vivo par une administration orale des huiles essentielles testées pour déterminer les
niveaux de toxiciteé ;

- Etudier les différents facteurs qui peuvent influencer la variabilité de la composition des
huiles essentielles ;

- Elargir I’étude sur d’autres organes des plantes étudiées afin de déterminer 1’organe le plus
riche en composés antioxydants ;

- Evaluer I’effet antioxydant en employant d’autres tests ;

- Etudier I’activités antibactérienne sur d’autre souches ;

- Etudier d’autres propriétés biologiques de ces plantes & savoir les propriétés antifongiques,
anti-inflammatoire et d’autres ;

- D’isoler et identifier les principes actifs responsables des activités biologiques.

- Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles qui pourront répondre aux
différents problémes de la santé et d’€tre un alternatif des médicaments synthétiques ;

A travers ce modeste travail, nous espérons avoir contribué a la valorisation de Satureja

hispidula et Mentha pulegium comme plantes largement utilisee par la population Jijélienne.
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Figure 2 : Pourcentage d’inhibition du DPPH' par I’huile essentielle de Satureja 1
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Figure 3 : Pourcentage d’inhibition du DPPH' par I’huile essentielle de Satureja 2
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Figure 4 : Pourcentage d’inhibition du DPPH: par I’huile essentielle de Mentha 1
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Figure 5 : Pourcentage d’inhibition du DPPH- par ’huile essentielle de Mentha 2
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Figure 6 : Pouvoir réducteur de 1’a-tocophérol
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Figure 7 : Pouvoir réducteur de I’huile essentielle de Satureja 1
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Figure 8 : Pouvoir réducteur de I’huile essentielle de Satureja 2
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Figure 9 : Pouvoir réducteur de I’huile essentielle de Mentha 1
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Figure 10 : Pouvoir réducteur de 1’huile essentielle de Mentha 2
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Figure 11 : Corrélation entre le pulegone et le pouvoir antiradicalaire




Théme : Etude comparative de la composition chimique et de I’activité biologique des huiles
essentielles de Satureja hispidula et Mentha pulegium

Résumé

Les plantes aromatiques sont une source inépuisable de substances naturelles douées de propriétés
biologiques importantes. Dans ce contexte, I’hydrodistillation de la partie aérienne de la sarriette
(Satureja hispidula) et de la menthe (Mentha pulegium) poussant spontanément dans deux stations
différentes, a permis I’obtention d’huiles essentielles. L’analyse effectuée par CPG/SM des huiles
obtenues a montré que le contenu terpenique change d’une région a 1’autre. 47 composants ont été
identifiés pour Satureja hispidula et 36 composants pour Mentha puléguim dont le constituant
majeur est le Pulegone (10.05%-56.96%).

L’ Activité antioxydante a été déterminée par 2 méthodes (test du DPPH et pouvoir réducteur) et
I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion en milieu géelosé testée vis-a-vis de trois
souches a Gram- (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa) et une
souche a Gram+ (Staphylococcus aureus).

L’activité biologique trouvée est suffisamment importante pour permettre l’utilisation de ces
plantes comme nouvelle source naturelle d’antioxydant et d’antibactérien dans divers domaines :
en pharmacie, cosmétologie, industries agroalimentaires, I’industrie des boissons et confiserie.

Mots clés : Satureja hispidula, Mentha pulegium, huiles essentielles, activité antioxydante, activité
antibactérienne.

Summary

Aromatic plants are an inexhaustible source of natural substances with important biological
properties. In this context, the hydrodistillation of the aerial parts of savory (Satureja hispidula)
and pennyroyal (Mentha pulegium), growing spontaneously in two different stations, made it
possible to obtain essential oils. GC / MS analysis of the resulting EO showed that terpene content
change from a region to another. 47 compounds were identified for Satureja hispidula and 36
components for Mentha Puleguim, the major constituent is Pulegone (10.05% - 56.96%).

The antioxidant activity was determined by two methods (DPPH test and reducing power) and the
antibacterial activity by the diffusion method in agar tested against three Gram- strains
(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa) and a Gram + strain
(Staphylococcus aureus).

The biological activity found in these plants is sufficiently important to allow their use as a new
natural source of antioxidant and antibacterial in various fields: pharmacy, cosmetology, agri-food
industries, beverage industry and confectionery.

Keywords: Satureja hispidula, Mentha pulegium, essential oils, antioxidant activity, antibacterial
activity.
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