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Introduction

L’ Algérie, par sa situation géographique, offre une végétation riche et diverse. Un grand
nombre de plantes aromatiques y pousse spontanément. Les principales especes recensées
sont le thym, la menthe, la lavande, la germandrée et le romarin. L’intérét porté a ces plantes

aromatiques et médicinales n’a pas cessé de croitre au cours de ces derniéres années.

Les huiles essentielles et les extraits de ces plantes ont trouvé leur place dans la
conservation des aliments et la protection des denrées stockées. Leur utilisation est liée a leurs
larges spectres d’activités biologiques reconnues (Meriga et al., 2012 ; Pandini et al., 2015 ;
Aghraz et al.,, 2017 ; Ben Othman et al., 2017 ; Sriti Eljazi et al., 2018). Les huiles
essentielles et les extraits de plantes semblent étre une alternative aux produits chimiques de

synthéses qui posent des problemes de résistance et de toxicité par leurs résidus.

En effet, au cours de la transformation des aliments, la peroxydation des lipides entraine
non seulement une perte de qualité nutritionnelle et gustative des aliments, mais génere
également des produits secondaires tels que les radicaux libres qui conduisent a diverses

réactions chimiques indésirables (Roby et al., 2013 ; Chaouche et al., 2014).

Les antioxydants synthétiques utilisés dans D’industrie agroalimentaire, tels que
I’hydroxytolueéne butylé (BHT), I’hydroxyanisole butylé (BHA), le tertiobutylhydroquinone
(TBHQ) et le gallate de propyle (GP) sont soupconnés d’étre toxiques et cancérigenes.

Pour remédier a ces inconvénients, il y a un intérét croissant dans les ¢tudes d’additifs
naturels comme antioxydants potentiels. Les propriétés antioxydantes de nombreuses plantes
aromatiques et médicinales se sont avérées efficaces pour retarder le processus de
peroxydation des lipides dans les huiles et les aliments gras et ont suscité¢ D’intérét de

nombreux groupes de recherche (Kulisic et al., 2004 ; Khettaf et al., 2016).

La capacité antioxydante de nombreuses plantes peut étre attribuée a la présence des
composés phénoliques (Do et al., 2014). Les polyphénols sont des substances naturelles
capables de neutraliser les radicaux libres et de réduire les dommages dus au stress oxydatif
sur le corps humain (Hussain et al., 2016). Par conséquent, il existe un intérét croissant pour
I'extraction de ces antioxydants végétaux et leur utilisation en tant qu'antioxydants naturels
(Padalia et al., 2017). L’un des facteurs les plus importants affectant 1’efficacité d’extraction

des composés bioactifs a partir des plantes est le solvant d’extraction (Ngo et al., 2017).
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La contamination des aliments par les micro-organismes reste une préoccupation pour les
consommateurs et les industries agroalimentaires malgré 1’utilisation de diverses méthodes de
conservation. En raison de la résistance des agents pathogénes aux antibiotiques, il est de plus
en plus intéressant d'utiliser des produits antibactériens et antifongiques naturels, tels que les
huiles essentielles et les extraits de plantes, pour la conservation des aliments. En effet, de
nombreuses études ont mis en évidence I’efficacité de ces substances naturelles bioactives
comme agents de conservation (Al-Fatimi et al., 2007 ; Abu-Darwish et al., 2012 ; Yildirim
et al., 2017 ; Puskarova et al., 2017).

Les pesticides chimiques utilisés en agriculture représentent une menace sérieuse et un
véritable risque environnemental qui affecte essentiellement les qualités de 1’eau souterraine
et de I’atmospheére (Salem et al., 2018). En effet, plusieurs études ont démontré 1’écotoxicité
des insecticides de synthése (Richter, 2002). D’un autre c6té, les pesticides ont des effets
nocifs sur la santé humaine ou 15 a 20% de ces produits chimiques sont des cancérogenes et
des perturbateurs endocriniens (Meyer, 2003). De plus, les pesticides ont des effets
chroniques importants sur la santé, notamment les maladies respiratoires et feetales, le diabéte,
les troubles génétiques et neurologiques (Tago et al., 2014). Etant donné I’impact important
et le lien potentiel avec I’exposition aux pesticides, il est essentiel de restreindre
considérablement 1’utilisation de ces produits synthétiques nocifs et les remplacer par des
produits naturels, tels que les huiles essentielles et les extraits de plantes. Ces derniers ont été
utilisés avec succes dans la protection des denrées stockées contre certains ravageurs (Kim et
al., 2003 ; Zekri et al., 2015 ; Khan et al., 2017 ; Yeom et al., 2018 ).

Actuellement, le principal souci des producteurs d’huiles essentielles est d’optimiser le
rendement d’extraction tout en conservant leur qualité (Zantar et al., 2015). De nombreuses
techniques sont utilisées pour I'extraction des huiles essentielles a partir des plantes
aromatiques, telles que I’hydrodistillation, [D’extraction par fluide supercritique,
I’hydrodistillation assistée par micro-ondes et 1’extraction assistée par ultrasons (Hesham et
al., 2016). Dans le but d’augmenter les rendements d’extraction, de réduire la consommation
d’énergie et de protéger 1I’environnement, 1’extraction assistée par ultrasons s’est développée
pour améliorer I’efficacité et réduire le temps d’extraction par rapport a 1'hydrodistillation
traditionnelle (Li et al., 2014). L’ultrason est une technologie clé dans la réalisation de

I’objectif de la chimie verte durable (Chemat et al., 2017).


https://www.nature.com/articles/s41598-017-08673-9#auth-1
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L’application de la méthodologie des surfaces de réponse (MSR) pour I’optimisation du
rendement d’extraction des huiles essentielles de plantes a été étudiée par plusieurs auteurs

(Ranitha et al., 2014 ; Kusuma et Mahfud, 2016 ; Zermane et al., 2016).

Par ailleurs, la composition chimique des huiles essentielles est assez complexe, les
composés terpéniques et aromatiques representant les principaux constituants. On y trouve
également, et en faibles concentrations des acides organiques, des cétones et des coumarines
volatiles. La nature de la fonction chimique du composé majoritaire (phénol, alcool, aldéhyde,

cétone...) joue un role prépondérant dans 1’efficacité de leurs activités biologiques.

Dans le but d’étudier la possibilit¢ de substituer les conservateurs chimiques et les
insecticides de synthéses par des produits bioactifs naturels, nous nous sommes intéressés a
I’analyse de la composition chimique ainsi qu’a I’évaluation de I’activité antioxydante,
antimicrobienne et insecticide des huiles essentielles et des extraits de deux Lamiaceae. Cette
¢tude est également congu afin d’optimiser 1’effet du temps d’extraction, de la puissance
ultrasonique et du rapport matiére végétale/eau sur le rendement d’extraction des huiles
essentielles de Mentha pulegium et de Teucrium polium par hydrodistillation assistée par
ultrasons, en utilisant la méthodologie des surfaces de réponses. Nous nous sommes par
ailleurs intéressés a 1’étude de I’effet des différents solvants d’extraction (méthanol, éthanol,
acétate d'éthyle, chloroforme, hexane et eau) sur les teneurs en polyphénols et en flavonoides
totaux des parties aériennes des plantes étudiées. La CPG et la CG/SM sont utilisées pour

identifier les composés chimiques que renferment les huiles essentielles testées.

La présente étude est constituée de deux parties. La premiére partie est consacrée a une
étude bibliographique portant sur les huiles essentielles et les composés phénoliques, la
monographie des espéces étudiées, les activités antioxydante et antimicrobienne ainsi que la
présentation du modele d’insecte étudié. La seconde partie est dédiée a une étude

expérimentale qui est principalement axée sur :

1. L’optimisation de I’extraction des huiles essentielles de Mentha pulegium et de
Teucrium polium par hydrodistillation assistée par ultrasons en utilisant la
Méthodologie des Surfaces de Reponse (MSR) ;

2. L’¢laboration des extraits non volatils a partir des plantes étudiées en utilisant
différents solvants d’extraction ;

3. L’analyse qualitative et semi quantitative des huiles essentielles examinées par

CPG et CG/SM ;
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L’¢évaluation de I’activité¢ antioxydante des différentes essences et extraits non
volatils des plantes étudiées et de certains antioxydants de synthése (BHT et
Trolox) ;

La détermination de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles et des
extraits non volatils testés ;

L’évaluation du potentiel insecticide des huiles essentielles et des extraits non

volatils examinés.
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Chapitre |

Huiles essentielles et composes phénoliques

1.1. Huiles essentielles

1.1.1. Définition

Le terme d’huile essentielle remonte au XVle siécle et dérive du médicament Quinta
essentia, nommé par le médecin Suisse Paracelsus von Hohenheim (Guenther, 1948). Les
huiles essentielles ou "essences” doivent leur nom a leur inflammabilité (Dhifi et al., 2016).
De nombreux auteurs ont tenté de fournir une définition des huiles essentielles. L’Association
Francaise de Normalisation (AFNOR) donne la définition suivante (NF T 75-006): "L huile
essentielle est le produit obtenu a partir d’une matiere premiére végétale, soit par distillation a
la vapeur soit par des procédés mécaniques de I’épicarpe des agrumes (Citrus), ou distillation
"seche". L’huile essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des moyens
physiques” (AFNOR, 2000). Cette définition englobe toujours les produits obtenus a partir de
matiére premiére végétale, mais en utilisant d’autres méthodes d’extraction, telles que
I’utilisation de solvants non aqueux ou I’absorption a froid. Ainsi, nous pouvons définir quatre
types de produits (Carette-Delacour, 2000). Ce sont des liquides huileux aromatiques,
volatils, caractérisés par une forte odeur. Les huiles essentielles ne représentent qu’une petite
fraction de la composition de la plante néanmoins, elles conférent les caractéristiques pour
lesquelles les plantes aromatiques sont utilisées dans I’alimentation, le domaine de la
cosmétologie et les industries pharmaceutiques (Pourmortazavi et Hajimirsadeghi, 2007).
Elles peuvent étre synthétisées par tout organe végétal et stockées dans des cellules
sécretoires, des cavités, des canaux, des cellules épidermiques ou des trichomes glandulaires
(Burt, 2004 ; Bakkali et al., 2008). Elles se localisent dans toutes les parties des plantes

aromatiques :

= les fleurs: oranger, rose, lavande ; le bouton floral (girofle) ou les bractées (ylang-ylang) ;

= les feuilles: eucalyptus, menthe, thym, laurier, sarriette, sauge, aiguilles de pin et sapin ;
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= les organes souterrains: racines (vétiver, angélique), rhizomes (gingembre, acore) ;
= les fruits: fenouil, anis, épicarpes des Citrus ;
= les graines : noix de muscade ;

= |e bois et les écorces: cannelle, santal, bois de rose.

Les huiles essentielles sont stockées dans des structures cellulaires spécialisées (cellules a
huile essentielle, cellules a poils sécréteurs (comme dans la menthe), canaux sécréteurs) et ont
vraisemblablement un rdle défensif : protection du bois contre les insectes et les
champignons, action répulsive contre les animaux herbivores. La concentration dans les
plantes est en géneéral faible, aux alentours de 1 a 2% voire moins, mais il y a des exceptions
comme le clou de girofle avec 15% d'huile essentielle ou la noix de muscade, 5-15%. Parmi
les familles végétales les plus productrices d'huiles essentielles, on distingue les Labiatae
(famille du thym, de la lavande, de la menthe, du basilic), les Asteraceae (camomille,
absinthe), les myrtaceae (eucalyptus, melaleuca, myrte, girofle), les Lauraceae (cannelle,
laurier). Beaucoup de végétaux contiennent des huiles essentielles ou des substances voisines

mais en pratique peu d'espéces sont utilisées (Hurtel, 2006).
1.1.2. Le marché mondial des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont valorisées principalement sur les marchés de 1’aromathérapie,
de la parfumerie et de la cosmétique. Elles peuvent, soit rentré dans la composition de
produits élaborés (savons, crémes, parfums, bougies), soit étre utilisées en 1’état. Elles sont
recherchées pour leurs propriétés odorantes ou thérapeutiques. Les principaux marchés de
consommation sont les pays développés qui représentent 80% des débouchés mondiaux
(Europe 30 %, Japon et Amérique du Nord 50 %) (Usaid, 2008).

1.1.3. Propriétés physico-chimiques

Les huiles essentielles sont solubles dans les solvants organiques usuels et les huiles
fixes, mais insolubles dans I’eau. Ces huiles volatiles sont généralement liquides et trés
rarement colorées a température ambiante. Leur densité est en général inférieure a celle de
I’eau a 1’exception de quelques cas (cannelle, sassafras et vétiver). Elles ont un indice de
réfraction élevé et la plupart dévient la lumiére polarisée. Entrainables a la vapeur d’eau, elles
sont trés peu solubles dans ’eau; elles le sont toutefois suffisamment pour communiquer a
celle-ci une odeur nette (on parle d’eau aromatique) (Bruneton, 2008 ; Baser et Buchbauer,

2010). Les huiles essentielles sont des mélanges complexes et éminemment variables de
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constituants qui appartiennent a deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques
distinctes: le groupe des terpénoides d’une part et le groupe des composés aromatiques

dérivés de phénylpropane, beaucoup moins fréquents d’autre part (Bruneton, 1993).

1.1.4. Composition chimique

Sur le plan chimique, les HE sont des melanges de structure extrémement complexes,
pouvant contenir plus de 300 composeés différents. Ces substances sont des molécules tres
volatiles appartenant pour la grande majorité a la famille des terpenes comme les
monoterpenes (myrcéne, B-pinéne, y-terpineéne) et les sesquiterpenes (B-caryophylléne, o-

humuléne, - bisaboléne) (Croteau et al., 2000).

1.1.4.1. Les terpénes

Les terpénes sont des hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de chaine ouverte.
Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette d’unités
isoprénique a 5 atomes de carbone (CsHg). Ils sont subdivisés selon le nombre d’entités
isoprenes en monoterpenes formeés de deux isoprenes (CioHis), les sesquiterpénes, formés de
trois isoprenes (CisHo4), les diterpénes, formés de quatre isoprénes (CxoHz,). Les tetraterpénes
sont constitués de huit isoprenes qui conduisent aux caroténoides. Les polyterpenes ont pour
formule générale : (CsHg) n ou n peut étre de 9 & 30. Les terpénoides sont des terpenes avec

une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhydes, cétone, acide) (Bakkali et al., 2008).

= Les monoterpenes sont volatils, entrainables a la vapeur d’eau, d’odeur souvent agréable
et représentent la majorité des constituants des HE, parfois plus de 90%. Ils peuvent etre
acyclique (myrcene, o-cymeéne), monocyclique (terpinene, p-ciméne) ou bicyclique
(pinene, sabinene). A ces terpenes se rattachent un certain nombre de substances &
fonction chimique :

- Alcools : géraniol, menthol.

- Aldéhydes : géranial, citronellal, sinsenal. - Cétones : carvone, menthone, B-vétinone.

- Esters : acétate de géranyle, acétate de linalyl, acétate de cédryle, acétatea-terpinyle

- Peroxydes : ascaridol, allicine (Bruneton, 2008).

= Les sesquiterpenes : il s’agit de la classe la plus diversifiée des terpénes. Elle contient plus
de 3000 molécules comme par exemple : B-caryophylléne, B-bisaboléne, a-humuléne, a-

bisabolol, farnesol (Bruneton, 1999).
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1.1.4.2. Composés aromatiques

Les dérivés du phénylpropane (Ce-C3) ou composés phénoliques s’agissant le plus
fréquemment des allyl- et propénylphénols, parfois des aldéhydes. La biosynthése par voie
phenylpropanoides débute par des aromatiques que sont la phénylalanine et la tyrosine. Ils
sont généralement caractérisés par la présence d’un groupement hydroxyle fixé a un cycle
phényle. Egalement, la synthése de ces constituants nécessite une série d’acides dont 1’acide
shikimique et I’acide cinnamique. Les phénylpropanoides sont moins répondu dans ’'HE que
les terpénes, néanmoins elles sont caractéristiques dans certaines huiles essentielles
d’Apiaceae : anis, fenouil, persil, cannelles (eugénol, myristicine, asarones, cinnamaldéhyde)
(Bruneton, 1999).

1.1.4.3. Composés d’origine diverses

Il s’agit de produits résultant de la transformation de molécules non volatiles (composés
issus de la dégradation d’acides gras ou d’autres composés). Ces composés contribuent
souvent aux arébmes de fruits. Compte tenu de leur mode de préparation, les concrétes et les
absolues peuvent en renfermer ces types de composés. Il en est de méme pour les huiles

essentielles lorsqu’elles sont entrainables par la vapeur d’eau (Bruneton, 1999).

1.1.4.4. Notion de chémotype

Le chémotype d’une HE est une forme de classification chimique, biologique et
botanique désignant la molécule majoritairement présente dans une huile essentielle. Cette
classification dépend des facteurs liés directement aux conditions de vie spécifiques de la
plante a savoir le pays, le climat, le sol, I’exposition des végétaux, les facteurs
phytosociologiques et la période de récolte qui peuvent influencer la composition de ’huile
essentielle. Cette variation chimique existe chez certaines espéces : Thymus vulgaris,

Rosmarinus officinalis et I’eucalyptus (Zhiri et Baudoux, 2005).

1.1.5. Les techniques d’extraction des huiles essentielles
1.1.5.1. Extraction par hydrodistillation

L hydrodistillation est la méthode normée pour 1’extraction d’une huile essentielle, ainsi
que pour le controle de qualite. Ce procedé est de loin le plus répondu car il convient a la
majorité des plantes. Il consiste a immerger la matiére premicre végétale dans un bain d’eau.

L’ensemble est ensuite porté a ébullition généralement a pression atmosphérique, et comme
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les HE sont insolubles dans 1’eau mais soluble dans la vapeur, lorsqu’on envoie de la vapeur
d’eau sur la plante, elle se charge au passage des huiles (Fasty, 2007). La chaleur permet
I’éclatement et la libération des molécules odorantes contenues dans les cellules végétales.
Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur d’eau, un mélange azéotropique. Sachant
que la température d’ébullition d’un mélange est atteinte lorsque la somme des tensions de
vapeur de chacun des constituants est égale a la pression d’évaporation, elle est donc
inférieure a chacun des points d’ébullition des substances pures. Ainsi le mélange
azeotropique « eau + huile essentielle » distille a une température égale 100°C a pression
atmosphérique alors que les températures d’¢ébullition des composés aromatiques sont pour la
plupart trés élevées, la vapeur d’eau ainsi restée de ces essences est envoyée dans un
compartiment pour y refroidir. La, la vapeur redevient donc liquide et les huiles s’en
désolidarisent (elles flottent a la surface). On les récupere alors par décantation

(Franchomme et Pénoél, 1990).

1.1.5.2. Entrainement a la vapeur d’eau

L’entrainement a la vapeur d’eau est I’une des méthodes officielles pour 1’obtention des
huiles essentielles. A la différence de 1’hydrodistillation, cette technique ne met pas en contact
direct I’cau et la matiére végétale a traiter. Le but de cette méthode est d'emporter avec la
vapeur d'eau les constituants volatils des produits bruts. La vapeur détruit la structure des
cellules végétales, libere les molécules contenues et entraine les plus volatiles en les séparant
du substrat cellulosique. La vapeur, chargée de I'essence de la matiere premiere distillée, se
condense dans le serpentin de I'alambic avant d'étre récupérée dans un essencier (vase de
décantation pour les huiles essentielles). Les parties insolubles dans I'eau de condensation
sont decantées pour donner I'huile essentielle. La partie contenant les composés hydrosolubles
est appelée eau de distillation (ou hydrolat ou eau florale). On recueille alors un mélange de

composition défini de ces deux produits (Dastmalchi et al., 2008).

1.1.5.3. L’expression a froid

L’extraction par expression a froid, est souvent utilisée pour extraire les huiles
essentielles des agrumes. Son principe consiste a rompre mécaniquement les poches a
essences. L’huile essentielle est séparée par décantation ou centrifugation. D’autres machines
rompent les poches par dépression et recueillent directement I’huile essentielle, ce qui évite

les dégradations liées a I’action de I’eau (Chaintreau et al., 2003).
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1.1.5.4. Extraction au CO; supercritique

L'originalité de cette technique d'extraction réside dans le type de solvant employé: le
CO, supercritique. Au-dela du point critique (P = 73.8 bars et T = 31.1 °C), le CO, posséde
des propriétes intermédiaires entre celles des liquides et celles des gaz ce qui lui confére un
bon pouvoir d'extraction, qui plus est, facilement modulable en jouant sur les conditions de
température et de pression. Cette technique présente énormément d'avantages. Tout d’abord,
le CO, supercritique, est un solvant idéal puisqu'il est naturel, inerte chimiquement,
ininflammable, non toxique, sélectif, aisément disponible et peu colteux. De plus, il s'élimine
facilement de I'extrait sans laisser de résidus. Outre ces avantages, le principal point fort est la
qualité irréprochable de I'extrait puisqu'aucun réarrangement ne s'opere lors du processus. Son
unique point faible est le codt tres élevé de son installation (Pellerin, 2001). En jouant sur les
conditions de température et de pression, il est possible de rendre I'extraction plus sélective
aux composés odorants et ainsi obtenir des extraits de composition tout a fait semblable aux
huiles essentielles, non chargés en molécules non volatils. Ainsi, la température et la pression
a ne pas dépasser pour extraire uniquement les principes volatils est 60 °C et 60 bars
(Richard, 1992). Cette technique est aujourd'hui considérée comme la plus prometteuse car
elle fournit des extraits volatils de tres haute qualité et qui respecterait intégralement I'essence

originelle de la plante (Guan et al., 2007).

1.1.5.5. Hydrodistillation par micro-ondes sous vide

L’extraction sans solvant assistée par micro-ondes (Solvent Free Microwave Extraction
ou SFME) a été congue pour des applications en laboratoire pour I’extraction d’huiles
essentielles de plantes aromatiques (Chemat et al.,, 2004a). Cette technologie est une
combinaison de chauffage micro-ondes et d’une distillation a la pression atmosphérique.
Basée sur un principe relativement simple, cette méthode consiste a placer le matériel végétal
dans un réacteur micro-ondes, sans ajout de solvant organique ou d’eau. Le chauffage de I’eau
contenue dans la plante, permet la rupture des glandes renfermant 1’huile essentielle. Cette
¢tape libére I’huile essentielle qui est ensuite entrainée par la vapeur d’eau produite par le
végétal. Un systéme de refroidissement a I’extérieur du four micro-ondes permet la
condensation du distillat, composé d’eau et d’huile essentielle, par la suite facilement
séparable par simple décantation. D’un point de vue qualitatif et quantitatif, le procédé SFME
semble étre plus compétitif et économique que les méthodes classiques telles que 1’hydro-

distillation ou I’entrainement a la vapeur (Lucchesi et al., 2004a ; Lucchesi et al., 2004b). La
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composition de I’huile essentielle obtenue par ce procédé est bien souvent semblable a celle
obtenue avec un procédé d’entrainement a la vapeur traditionnel. Toutefois, une plus grande
proportion de composés oxygénés est généralement observée dans les huiles essentielles
extraites par microondes. Ceci est d0 a la faible quantité d'eau présente dans le systéme et a la
rapidité du processus de chauffage. Ainsi, les dégradations thermiques et hydrolytiques des
composés oxygénes sont limitées (Bendahou et al., 2007 ; Lucchesi et al., 2007). Cette
technique présente donc beaucoup d'avantages: technologie verte, économie d'énergie et de
temps, investissement initial réduit et dégradations thermiques et hydrolytiques minimisées
(Lucchesi et al., 2004a).

1.1.5.6. Extraction assistée par ultrasons

L’extraction assistée par ultrasons est un nouveau procédé d’extraction permettant
d’extraire des molécules de faibles poids moléculaires (Hromadkova et al., 2002). Dans les
secteurs agroalimentaire et pharmaceutique, les ultrasons permettent 1’extraction de composes
bioactifs tels que les flavonoides, les huiles essentielles, les polysaccharides et les esters.
Cette technologie s’est développée jusqu’au niveau industriel. En effet, les traitements par
ultrasons améliorent 1’extraction des composés phénoliques des végétaux (Entezari et al.,
2004 ; Gonzalez et al., 2006 ; Cabredo et al., 2006 ; Corrales et al., 2008 ; Chemat et al.,
2011).

1.1.5.6.1. Principe

Les ultrasons sont des ondes sonores qui génerent des vibrations mécaniques dans un
solide, un liquide ou un gaz. Elles ont la capacité de se déformer. Elles sont principalement
caractérisées par leur fréquence (15 kHz-500 MHz). L’amplitude ou I’intensité des ondes
permet de classer les ultrasons pour leurs applications industrielles : ultrasons de faible
intensité (1-3 W/cm?), appliqués souvent pour le contréle de la qualité des produits. Ces
ultrasons génerent de stable cavitation, alors que les ultrasons de forte intensité (10-1000
W/cm?) générent des cavitations transitoires, appliqués pour la modification des produits par
rupture physique des tissus (Santos et al., 2009). La propagation des ondes sonores dans les
liquides soumis aux ultrasons a hautes intensités induit en alternance des cycles de haute
pression (compression) et des cycles de basse pression (a basse pression). Les séries de ces
cycles de compressions et de raréfactions créent une pression acoustique. Au cours du cycle
de basse pression, les ondes ultrasonores créent des petites bulles de cavitation dans le liquide.

Lorsque ces bulles atteignent un volume pour lequel elles ne peuvent plus absorber de
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I’énergie, elles éclatent violemment au cours d’un cycle de haute pression (Suslick, 1998).
L’effondrement de cavité est asymétrique et produit un jet de liquide a grande vitesse. Le
principal effet physique et mécanique des ultrasons est alors la production de micro-jets
dirigés vers une surface solide lors de I’implosion des bulles de cavitation (Chemat et al.,
2010). Les bulles entrent elles-mémes en collision et sont responsables du phénoméne de
cavitation. Durant I’implosion, de trés hautes températures (5000°C) et pressions (2000 atm)
sont atteintes localement (Santos et al., 2009) (Figure 1). Il est a noter que le niveau de
température et de pression atteint dépend toutefois de la fréquence des ultrasons appliqués.
L’implosion des bulles de cavitations provoquent également des jets de liquide qui peuvent

atteindre la vitesse de 280 m/s.

- I e I e O i 7
= T vO.
Ondes
y \ ‘lO.
=2 o -
%]
E o )
o
gl o {
- !
F o
Bl o —
- ,
Compression . =
Implosion des bulles de cavitations

Phases d'expansion et compression induites par les ondes sonores

Figure 1 : Phénomeénes de cavitation acoustique (Santos et al., 2009).

Les effets sonochimiques de ces cavitations se traduisent entre autres par des
accélérations de cinétique et/ou d'amélioration du rendement d’extraction solide-liquide
(Haunold, 1991). Les membranes cellulaires des produits se trouvant a proximité subissent
alors d’importants cisaillements répétitifs. Les forces de cisaillement résultant détruisent
I’enveloppe des cellules, ce qui altére ces membranes cellulaires et libérent le contenu

intracellulaire dans le milieu environnant (Chemat et al., 2004b).

1.1.5.6.2. Effet des paramétres opératoires

Une meilleure utilisation de la méthode d’extraction par ultrasons passe par

I’optimisation de plusieurs parametres. Parmi ces parameétres, on retrouve les parametres
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classiques tels que la nature du solvant, le rapport masse de matiére/volume de solvant, le
temps ou encore la taille des particules, mais également des paramétres plus specifiques a la
technique tels que la fréquence des impulsions, la température du bain, 1’amplitude des
impulsions, le mode continu ou alterne et la puissance (Wang et Weller, 2006). La sélection
d’un solvant est généralement basée sur I’affinité moléculaire entre le solvant et le soluté. Des
¢tudes ont pu démontrer que pour obtenir une intensité de cavitation maximale, I’extraction a
I’eau doit étre effectuée a 35°C (bain-marie) alors que celle a 1’éthanol doit étre maintenue a
21°C (bain glycolé). Plusieurs études ont comparé 1’efficacité de la technique d’extraction
assisté par ultrasons aux techniques classiques telles que le Soxhlet (Chemat et al., 2004b).
Une ¢étude a démontré que la température optimale d’extraction par ultrasons se situe entre 40
et 60°C (Romdhane et Gourdon, 2002). Ainsi comparé aux fortes températures nécessaires
pour I’extraction au Soxhlet, cette technique permet d’éviter la dégradation de certains
composés thermolabiles. De plus, le temps requis avec cette méthode est largement inférieur
au temps nécessaire pour obtenir un résultat identique par macération au solvant ou par
extraction Soxhlet. Cependant, les effets des ultrasons sur I’extraction en termes de rendement
et de cinétique sont liés a la nature de la matrice elle-méme. La présence d’une phase
dispersée conduit a I’atténuation de vague d’ultrasons dans la proximité de 1’émetteur
ultrasonique. De plus, a haute puissance, il y a le risque de provoquer une altération de la
qualité du produit.

1.1.5.7. L’enfleurage

La procédure met a profit la liposolubilité des composés odorants des végétaux dans les
corps gras et qui permet 1’exploitation des organes fragiles. Le matériel végétal est mis en
contact avec des graisses, ces derniéres ayant une forte affinité avec les composés odorants,
cette méthode peut étre réalisée a froid ou a chaud, et on obtient ainsi des absolues de

pommade (Lardry et Haberkorn, 2007).

1.1.5.7.1. L'enfleurage a froid

Ce processus d’extraction, n'es plus trop utilisé, est réservé aux huiles florales de tres
grande qualité. Les senteurs particulierement délicates peuvent également étre capturées par
enfleurage dans de la graisse froide. Pour ce faire, le mieux est de suspendre simplement les
plantes dans un linge immergé dans de I’huile froide et de changer celui-ci apres 12 a 24
heures. Pour pouvoir utiliser la fragrance a la fin, il convient de la délaver de la graisse avec

de I’alcool puis de distiller finalement cet alcool selon ses besoins afin de concentrer
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davantage la senteur. L’enfleurage constitue en quelque sorte la part royale dans le domaine
de la confection de parfums, car il permet également de préserver des senteurs
particulierement délicates dans leur haute qualité et leur pureté. La macération dans 1’alcool
est sensiblement plus simple et moins dispendieuse ; toutefois, cette méthode n’est en rien

comparable a I’extraction des senteurs par enfleurage au niveau de la qualité (Moller, 2008).

1.1.5.7.2. L'enfleurage a chaud

Alternativement a la macération, il est également possible de procéder par I’enfleurage a
chaud dans la graisse. Pour cela, il convient de chauffer une graisse animale clarifiée (a défaut
de la vaseline ou de la paraffine, substances plus modernes) dans une chaudiere en cuivre a 60
degrés. Les plantes y sont incorporées et détrempées pendant 12 a 24 heures. Afin d’obtenir
un résultat de qualité, il faut pressurer les plantes et remplir de nouveau la chaudiére. Ce
processus est répété autant de fois que nécessaire pour assurer le passage d’un maximum
d’ardmes dans la graisse. Ensuite une opération de filtration est nécessaire pour séparer la
graisse des fleurs. Une pate parfumée appelée « pommade » qui va étre traitée avec la méme

technique d’extraction que pour un enfleurage a froid (M0ller, 2008).

1.1.6. Facteurs influencant la composition

La composition chimique et le rendement en huiles essentielles varient suivant diverses
conditions : I’environnement, le génotype, I’origine géographique, la période de récolte, la
méthode de séchage, le lieu de séchage, la température et la durée de séchage, les parasites,
les virus et les mauvaises herbes. C’est ainsi que 1’action des huiles est le résultat de 1’effet
combiné de leurs composés actifs et inactifs, ces composés inactifs pourraient influencer la
disponibilité biologique des composes actifs et plusieurs composants actifs pourraient avoir

un effet synergique (Svobda et Hampson, 1999 ; Smallfield, 2003).

1.1.7. Méthodes d’identification des huiles essentielles
1.1.7.1. La Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG)

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une méthode d’analyse par séparation
qui s’applique aux composés gazeux ou susceptibles d’étre vaporisés par chauffage sans
décomposition. La CPG est la technique usuelle dans 1’analyse des huiles essentielles. Elle
permet d’opérer la séparation de composés volatils de mélanges trés complexes et une analyse

quantitative des résultats a partir d’un volume d’injection réduit (Arpino et al., 1995). La
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CPG est aussi une méthode d’analyse. En effet, les temps de rétention peuvent donner une
information sur la nature des molécules et les aires des pics fournissent une quantification
relative. Depuis peu de temps, la quantification relative par CPG est remise en cause. En effet,
I’utilisation des détecteurs les plus répandus a ionisation de flamme (DIF) et/ou de
spectrométrie de masse (DSM), ne donnent pas un facteur de réponse unique. Pour certaines
familles de composés chimiques, il peut y avoir une erreur relative pouvant atteindre 60%. En
effet, le squelette et surtout la composition élémentaire des constituants organiques influent
sur le facteur de réponse. Ainsi des méthodes de quantification réelle avec étalons interne et
externe qui sont quasiment les seuls utilisés aujourd’hui et développées pour répondre aux
exigences de la pharmacie, la cosmétique, 1’agro-alimentaire et surtout le domaine de la
recherche scientifique (Bicchi et al., 2008). Pour chacun des composés, deux indices de
rétention polaire et apolaire, peuvent étre obtenus. Ils sont calculés a partir des temps de
rétention d’'une gamme étalon d’alcanes ou plus rarement d’esters méthyliques linéaires, a

température programmeé (indice de rétention) (Lawrencet, 2000).

1.1.7.2. Le couplage Chromatographie en Phase Gazeuse/Spectrométrie de Masse
(CPG/SM)

D’un point de vue analytique, d’importants progrés ont été réalisés en couplant la CPG
avec des appareils tels que le spectrometre de masse (SM). La CPG couplée a la SM est la
technique de routine la plus utilisée pour 1’analyse des huiles essentielles. Le principe de la
spectrométrie de masse consiste a bombarder a ’aide d’électrons une molécule qui sera
fragmentée; les différents fragments obtenus, chargés positivement, constituent le spectre de
masse de cette molécule. Tres souvent, le spectre de masse est caractéristique d’une molécule
donnée et, en théorie, il est donc possible d’identifier un composé en comparant son spectre a
ceux de composés de référence, contenu dans des bibliothéques de spectres informatisées
commerciales (Adams, 2001). Dans la pratique, 1’utilisation conjointe de la spectrométrie de
masse (utilisation conjointe de banques laboratoire et littérature) et des indices de rétention
calculés sur deux colonnes de polarité différente en CPG, permet, en général 1’identification
d’un grand nombre de constituants dans les mélanges complexes tels que les huiles
essentielles (Lianga et al., 2004 ; Senatore et al., 2004). Il existe d'autres méthodes
d’analyse, qui ont pour objet l'identification qualitative et quantitative, des différents
constituants d'une huile essentielle on cite : ’HPLC, ’'RMN, I’'IR.
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1.1.8. Propriétés pharmacologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont employées pour :

= Leur saveur et odeur en industrie des produits naturels et en industrie des parfums ;

= Des propriétés antiseptiques pour les poumons et les reins ou comme bain de bouche ;

= Dépuratives, cicatrisantes, analgésiques et anti-inflammatoires ;

= Des activités antimicrobiennes, antifongiques, antiparasitaires et antihelminthiques; et
aussi des propriétés antioxydantes;

= Un effet anesthésiant pour soigner les douleurs rhumatismales;

= Action stimulante sur I’utérus, effet abortif en cas d’intoxication ;

= Action sur le systtme nerveux central, en exercant des effets sédatif, relaxant et
déstressant ;

= Effet anticancéreux, en stimulant I’apoptose des cellules tumorales (Daniel, 2006 ; Hisnu
et Buchbauer, 2010) ;

» Plusieurs études ont montrés que I’utilisation des huiles essentielles peut diminuer les
troubles menstruels, le stress post-partum ainsi que les troubles ménopausiques (Lardry,
2007).

1.1.9. Propriétés biologiques des huiles essentielles
1.1.9.1. Propriétés antioxydantes

Le pouvoir antioxydant des HE est développé comme substitut dans la conservation
alimentaire. Ce sont surtout les phénols et les polyphénols qui sont responsables de ce pouvoir
(Richard, 1992). Lorsque ’on parle d’activité antioxydante, on distingue deux sortes de
propriétés selon le niveau de leur action : une activité primaire et une activité préventive
(indirecte). Les composés qui ont une activité primaire sont interrompus dans la chaine auto-
catalytique de 1’oxydation (Multon, 2002). En revanche, les composés qui ont une activité
préventive sont capables de retarder 1’oxydation par des mécanismes indirects tels que la
réduction d’oxygene (Madhavi et al., 1996). Des études de 1’équipe constituant le
Laboratoire de Recherche en Sciences Appliquées a I’ Alimentation (RESALA) de I’INRS-
IAF, ont montré que I’incorporation des huiles essentielles directement dans les aliments
(viandes hachées, légumes hachés, purées de fruit, yaourts...) ou I’application par
vaporisation en surface de 1’aliment (piéce de viande, charcuterie, poulet, fruits et léegumes
entiers...) contribuent a préserver 1’aliment des phénoménes d’oxydation (Caillet et Lacroix,

2007).
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1.1.9.2. Propriétés antibactériennes et antifongiques

Les HE les plus étudiées pour leurs propriétés antibactériennes et antifongiques
appartiennent aux Labiatae : origan, thym, sauge, romarin, clou de girofle sont d’autant de
plantes aromatiques & HE riches en composés phénoliques comme I’eugénol, le thymol et le
carvacrol. Ces composés possédent une forte activité antibactérienne. Le carvacrol est le plus
actif de tous, reconnu pour étre non toxique, il est utilisé comme agent de conservation et
ardme alimentaire dans les boissons, friandises et autre préparations. Le thymol et 1’eugénol
sont utilisés dans les produits cosmétiques et alimentaires. Ces composés ont un effet
antimicrobien contre un large spectre de bactéries : E. coli, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Listeria monocytogenes, Clostridium spp, Helicobacter pylori (Pauli, 2001). Un
grand nombre de composes volatils ont été testés contre une large gamme de champignons:
Candida (C. albicans), Aspergillus (A. niger, A. flavus, A. fumigatus), Penicillium
chrysogenum (Kalemba et Kunicka, 2003). Ainsi I’activité fongistatique des composés
aromatiques semble étre liée & la présence de certaines fonctions chimiques (Voukou et al.,
1988). Il a ¢ét¢ démontré que D’activité antifongique augmente selon le type de fonction
chimique : Phénols> Alcools> Aldéhydes> Cétones> Ethers> Hydrocarbures. Parmi les

aldéhydes, le cinnamaldéhyde s’est révélé le plus actif (Yen et Chang, 2008).

1.1.9.3. Propriétes insecticides

L effet insecticide des HE par contact, ingestion et par fumigation a été bien démontré
contre les déprédateurs des denrées entreposeées, de nombreux travaux ont porté sur
I’amélioration des formes d'utilisation des plantes qui permettent de renforcer et de
rentabiliser leur activité insecticide (Isman, 1994). L’objectif est d'améliorer les techniques
traditionnelles basées sur l'utilisation des ressources végétales renouvelables pour une
meilleure gestion des déprédateurs dans les stocks de plus grande importance. Ces HE
agissent par diffusion. C'est ce qui leur permet d'atteindre toutes les interstices dans la masse

de graines stockées. Elles peuvent donc étre utilisées en fumigation et leur emploi est facile.
1.1.10. Mode d’action des huiles essentielles

Le mode d’action des huiles essentielles sur les cellules bactériennes n’est pas clairement
élucidé (Kalemba et Kunicka, 2003 ; Burt, 2004). Du fait de la variabilité des quantités et
des profils des composants des HE, il est probable que leur activité antimicrobienne ne soit

pas attribuable a un mécanisme unique, mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire
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(Carson et Riley, 1995). Etant donné la complexité de leur composition chimique, tout laisse

a penser que ce mode d’action est assez complexe et difficile & cerner du point de vue

moléculaire. 1l est tres probable que chacun des constituants des HE ait son propre mécanisme

d’action. Le mode d’action des HE dépend en premier lieu du type et des caractéristiques des

composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur permet de pénétrer dans la

double couche phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne. Cela peut induire

un changement de conformation de la membrane (Carson et Riley, 1995 ; Cox et al., 2000).

D’une manicre générale, leur action se déroule en trois phases :

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

= Acidification de I’intérieur de la cellule, bloquant la production de 1’énergie cellulaire et la
synthese des composants de structure.

= Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie (Daferera et al.,
2003).

1.1.11. Critere de qualité

Selon les recommandations francaises (2008), pour garantir leur qualité, les HE devront
notamment étre obtenues a partir de matiéres premieres précisément identifiées, contrblées
selon des procédés définis, présentées des caractéres physico-chimiques précis, étre
conservées de facon satisfaisante. Les caractéristiques physiques, organoleptiques, chimiques
et chromatographiques des HE sont définies sur le plan francais par des normes établies par
I’AFNOR, ¢élaborées par une commission spécifique. Ces normes sont établies en étroite
collaboration avec les producteurs ainsi que les importateurs et sont le fruit d’un échange
entre experts.

a. Dénomination botanique

L’origine végétale du produit doit étre définie avec précision par la dénomination

scientifique botanique selon les regles.

b. Conditions de production de la plante

Les matiéres premiéres végétales sont obtenues a partir de plantes de collecte ou de

plantes cultivées, ces dernieres pouvant étre issues de semis ou de bouturage.

c. Partie de la plante utilisée
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Les HE peuvent étre accumulées dans tous les types d’organes végétaux les fleurs, les
feuilles, bien que cela soit moins habituel, dans les écorces, les bois, les racines, les rhizomes,

les fruits secs, ou les graines.

d. Précision du chimiotype (ou chémotype)

Pour une méme espéce botanique, il peut exister plusieurs races chimiques ou
chimiotypes qui trouvent leur origine dans de légeres différences des voies de biosyntheése,

aboutissant a I’accumulation de métabolites secondaires différents.

e. Mode d’obtention de I’huile essentielle

Le choix de la technique dépend principalement de la matiere premiere : son état originel

et ses caractéristiques, sa nature proprement dite.

f. Identification et analyses chromatographiques

L’analyse des HE, [I’identification des constituants, la recherche d’éventuelles
falsifications peuvent se faire a I’aide de techniques telles que la chromatographie en phase
gazeuse sur phases stationnaires polaires, apolaires, couplée avec une détection par

spectrométrie de masse.

1.1.12. Toxicité des huiles essentielles

L’utilisation des huiles essentielles n’est pas a prendre a la 1égére. Les effets toxiques
sont trés variables d’une huile essentielle a I’autre et dépendent beaucoup de la sensibilité des
consommateurs. Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de molécules, dont on
peut distinguer deux groupes : les terpenes et les aromatiques. Les terpenes et leurs dérivés
sont formés d’unités isopréniques (unités pentacarbonnées ramifiées). Pour cette gamme de
composeés, seules les molécules de poids faible, entre 10 et 20 atomes de carbones, sont
présents dans les huiles essentielles. Par conséquent, elles peuvent plus facilement pénétrer
notre peau et ainsi provoquer des allergies et des inflammations. Cependant, ces effets sont
provoqués majoritairement par d’autres composés comme les lactones sesquiterpéniques,
I’aldéhyde cinnamique et les phénylpropanoides. Les huiles essentielles contenant certains
composés aromatiques, notamment les phénols et dérivés, comme 1’eugénol, le thymol et le
carvacrol, sont a utiliser avec précautions. Ces molécules peuvent provoquer de sévéres

irritations sur les peaux sensibles ou les muqueuses. De plus, les cellules du foie peuvent se
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trouver altérées, lorsque les doses prises sont élevées et que la durée de la cure est longue.
D’autres familles de composés s’averent étre également toxiques. Ceux sont les cétones, les
aldéhydes et quelques esters. Les conséquences sur notre santé vont de la photosensibilisation

et aux risques d’avortement, dans les cas les plus graves (Cazzola et Doublet, 2015).
1.1.13. Méthodologie des surfaces de réponse

La méthodologie des surfaces de réponses (MSR) consiste en un ensemble de techniques
mathématiques et statistique qui a pour but d’explorer les relations entre les variables
dépendantes et indépendantes impliquees dans une expeérience. Elle est due aux travaux de
Box et Wilson (1951). L’idée principale de leur méthode est I’utilisation d'une séquence
d'expériences. Box et Wilson (1951) suggerent d'utiliser un modéle a polynéme de second
degré, mais concedent que ce modele n'est qu'une approximation. Toutefois, ce dernier a
I’avantage d’étre facile a estimer et a appliquer, méme lorsque I'information disponible sur les
processus en cours est minime. En statistiques, un plan factoriel est une expérience qui
consiste a choisir des valeurs pour chacun des facteurs en faisant varier simultanément tous
les facteurs, de facon exhaustive ou non. Le nombre d'essais peut alors devenir trés grand.
Une telle expérience permet 1’étude de I’effet de chaque variable sur le processus, ainsi que

I'étude de la dépendance (interaction) entre les variables.

1.1.13.1. Utilisation de la méthodologie des surfaces de réponse pour I’optimisation de

I’extraction des huiles essentielles

Rezzoug, (2009) a utilisé la MSR pour optimiser le procédé d’extraction de 1’huile
essentielle a partir des graines de pin maritime. Cette méthodologie a fait 1’objet d’une étude
pour optimiser les conditions d’extraction de I’huile essentielle de Herba Moslae par CO,
supercritique (Nie et al., 2010). Galadima et al., (2012), ont étudié I’optimisation des effets
du rapport soluté/solvant, du temps et du taux de vapeur sur I’extraction de I’huile essentielle
d’Eucalyptus tereticornis par distillation a la vapeur en utilisant la méthodologie des surfaces
de reponse. Khosravi et al., (2013) ont utilisé la MSR pour I’optimisation du rendement
d’extraction et des propriétés antioxydante de 1’huile essentielle de fenouil par deux méthodes
(Hydrodistillation et extraction assistée par ultrasons). Eikani et al., (2014) ont étudié
I’optimisation de I’extraction a I’eau surchauffée de I’huile essentielle extraite a partir
d’écorce de cannelle en utilisant la MSR. Par ailleurs, la MSR a également été utilisée pour
I’optimisation de I’hydrodistillation assistée par micro-ondes de la citronnelle (Cymbopogon
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citratus) (Ranitha et al., 2014). Dans le méme contexte, Kamali et al., (2015) ont étudié
I’optimisation des effets de la température, de la pression, du temps statique et du temps
dynamique sur le rendement de I’huile essentielle de Lavandula hybrida extraite par CO,
supercritigue. De méme, Zermane et al.,, (2016) ont optimisé 1’effet des paramétres
opeératoires (température et pression) sur le rendement d’extraction par CO, supercritique de

I’huile essentielle de romarin.

1.2. Composés phénoliques
1.2.1. Définition

Les composés phénoliques, dénommeés aussi polyphénols, sont des molécules spécifiques
du régne végeétal et qui appartiennent & leur métabolisme secondaire. 1ls représentent un vaste
ensemble de plus de 10000 composés différents qui contiennent un noyau benzénique portant
un ou plusieurs hydroxyles libres ou engagés dans une autre fonction (Hennebelle et al.,
2004 ; Li et al., 2014). Les composés phénoliques interviennent dans différents aspects de la
vie de la plante, ils sont ainsi impliqués dans la physiologie, dans les mécanismes de défenses,
ou encore dans la coloration des fleurs (Macheix et al., 2005).

1.2.2. Biosynthése des composés phénoliques

D’un point de vue biosynthétique, les composés phénoliques peuvent étre engendrés par
deux voies métaboliques : la voie du shikimate, la plus courante, qui conduit entre autre a la
formation des acides phénoligues, flavonoides et lignanes; et la voie des polyacétates qui est a
I‘origine de composés polycycliques tels que les coumarines, les xanthones et les quinones
(Bruneton, 2008). Cette biosynthése a permis la formation d’une grande diversité de
molécules qui sont spécifiques d’une espece de plante, d’un organe ou d’un tissu particulaire

(Guignard, 2000 ; Bruneton, 2008).
1.2.3. Classification des composés phénoliques

La classification des polyphénols est basée essentiellement sur la structure, le nombre de
noyaux aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces noyaux. On peut distinguer deux
catégories: les composés phénoliques simples et les composés phénoliques complexes
(Clifford, 1999 ; D’Archivio et al., 2007). La plupart des composés phenoliques naturels sont
présents sous forme de conjugués avec des mono- et polysaccharides, liés a un ou plusieurs

des groupes phénoliques, et peuvent également étre présents sous forme de dérivés
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fonctionnels tels que les esters et les esters méthyliques (Shahidi et Naczk, 1995 ; Harborne
et al., 1999 ; Balasundram et al., 2006). Bien qu’une telle diversité structurelle résulte de la
large gamme de composés phénoliques présents dans la nature, les polyphénols peuvent étre
classés en plusieurs catégories (Harborne et al., 1999) (Tableau 1). Parmi celles-ci, les acides
phénoliques, les flavonoides et les tanins sont considérés comme les principaux composes

phénoliques alimentaires (King et Young, 1999).

Tableau 1 : Classes des composés phénoliques dans les plantes (Harborne et al., 1999).

Classe Structure
Polyphénols simples, benzoquinones Cs
Acides hydorxybenzoiques Cs-Cy
Acethophénones, acides phénylaétiques Ce-Cy

Acides hydroxycinnamique, phénylpropanoides (coumarine,

isocoumarines, chromones, chromenes) Co-Cs
Naphtoquinones Ce-Cs
Xantones Ce-C1-Cs
Stilbénes, anthraquinones Cs-C2-Cs
Flavonoides, isoflavonoides Ce-C3-Cs
Ligane, neoligane (Ce-Ca)2
Biflavonoides (C6-C3-Ce)2
Lignines (C6-C3)n
Tanins condensés (proanthocyanidines ou flavolanes) (Ce-C3-Ce)n

1.2.3.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques constituent une classe tres importante de polyphénols et
représentent un tiers des composés phénoliques consommes (Yang et al., 2001). Dans les
aliments, ces composés sont présents sous forme d’esters, solubles et accumulés dans les
vacuoles ou insolubles comme composants de la paroi cellulaire (Yang et al., 2001). Ces

acides phénoliques peuvent seulement étre libérés par hydrolyse chimique (acide ou alcaline),
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ou enzymatique (Tsao, 2010). Les acides phénoliques se séparent en deux grands groupes
distincts qui sont les acides hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques avec leurs
dérivés respectifs (Yang et al., 2001).

Les acides hydroxybenzoiques sont dérivés de 1’acide benzoique et ont une formule de
base de type Cs-C; (Tableau 2). lls existent fréquemment sous formes d’esters ou de
glucosides et peuvent également étre intégrés dans des structures complexes comme certains

tanins (Brglez Mojzer et al., 2016).

Tableau 2 : Structure des acides hydroxybenzoiques (Macheix et al., 2006).

Structure générale R1 R2 R3 R4 Acides phénoliques
H H H H Acide benzoique (non phénolique)
R2 Rl H H OH H Acide p-hydroxybenzoique
0 H OH OH H Acide protocatéchique
R3 = H OCH; OH H Acide vanillique
oH H OH OH OH Acide gallique
H OCH; OH OCH; Acide syringique
R4 OH H H H Acide salicylique
OH H H OH Acide gentisique

Les acides hydroxycinnamiques représentent une classe treés importante dont la structure
de base (Cs-C3) dérive de celle de 1’acide cinnamique (Tableau 3). L’acide caféique est I’acide
phénolique le plus abondant dans de nombreux fruits et dans le café, le plus souvent estérifié
avec de I’acide quinique (acide chlorogénique). Un autre acide phénoliqgue commun est
I’acide férulique, présent dans les céréales et estérifié en hémicelluloses dans la paroi
cellulaire (D’Archivio et al., 2007).

Tableau 3 : Structure des acides hydroxycinnamique (Macheix et al., 2006).

Structure générale R1 R2 R3 Acides phénoliques
H H H Acide cinnamique (non
OH o
phénolique)
Rl N 5 H OH H Acide p-coumarique
OH OH H Acide caféique
R2
OCH; OH OH Acide férulique
R3 OCH; OCH; OH Acide sinapique
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1.2.3.2. Les flavonoides

1.2.3.2.1. Structure et classification des flavonoides

Jusqu’a présent, plus de 9000 flavonoides ont été répertoriés (Wang et al., 2011). lls ont
une origine biosynthétique commune et par conséquent, possédent tous un méme squelette de
base a quinze atomes de carbones, constitué de deux unités aromatiques; deux cycles en Cg (A

et B), reliés par un hétérocycle en C3 (Bruneton, 1999 ; Pietta, 2000) (Figure 2).

Figure 2 : Structure générale du noyau des flavonoides (Isoda et al., 2014).

Structuralement les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules selon le
degré d’oxydation et la nature des substituants portés sur le cycle C (Pietta, 2000), 14 groupes
différents ont été identifiés dont six sont particuliérement les plus répandus et les mieux
caractérises; flavones, isoflavones, flavanones, flavanols, flavonols, anthocyanidines (Heim et
al., 2002 ; Hendrich, 2006). Les composés de chaque classe se distinguent entre eux par le
nombre, la position et la nature des substituants (groupements hydroxyles, méthoxyles et

autres. . .) sur les deux cycles aromatiques A et B (Heim et al., 2002).
1.2.3.1.2. Biosynthese des flavonoides

Les flavonoides possédent le méme squelette car ils dérivent d’une origine biosynthétique
commune (Marais et al., 2007 ; Winkel, 2007) (Figure 3). Les composes de départ de la
biosynthése des flavonoides sont le malonyl CoA, le cinnamoyl CoA et les dérivés CoA de
I’acide cinnamique (Gerhard, 1993). Ces composeés sont formés suite a deux voies
complémentaires, voie acetate malonate et voie shikimate (Hollman et al, 1999 ; Middleton,
2000). La voie shikimate conduit a la synthese de I’acide cinnamique et donc au cycle B et a

la chaine en C3 qui formera le cycle oxygéné C de la structure de base des flavonoides.

24



Etude bibliographique Chapitre | : Huiles essentielles et composés phénoliques

l— Hyvdrates de carbone —l

Phénylalanine ————= 4-Coumaroyl-CoA AcityiCoA
———— MaloaylCoA -J
Chalcone symtbetaie Chalcone synthetase = reductase
4 ;2.4 -vétmabydroxychaleone 4 22 4'-trihydroxychal
CHALCONE
l.:hk._ (]nk':“-
HOmEae iscmaizase
QH
L § "
Flavanone o S-dézoxyflavanone
FLAVANONE
o}
(o}
/ » ISOFLAVONE
FLAVONE
Dihydroflavonol o

Dilydrofiavonol réduciaze

Flavonol synthétaze|
FLAVONOL

3 ;4 dihydroxyflavane et 3 hydroxyflavane
| (PROANTHOCYANIDINES) (CATECHOLS)

o |

ANTHOCYANES TANINS CONDENSES
OH

Figure 3 : Voie de biosynthése des flavonoides (Gerhard, 1993).
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La voie acétate malonate constitue la voie de synthése du noyau A. Ce systéme
aromatique est formé par condensation répétée d’unités d’acétate (Gerhard, 1993). Ces deux
voies sont alors condensées pour engendrer un précurseur commun la 4, 2°4°6°
tétrahydroxychalcone avec la catalyse de la chalcone synthase (Middleton, 2000). Ce
pigment jaune est metabolisé en différentes classes de flavonoides sous I’action d’enzymes
specifiques. Des réactions post-biosynthétiques sont enfin effectuées pour donner la structure
finale aux flavonoides tels que la glycosylation et I’acylation (Marfak, 2003). Il existe
cependant des flavonoides non glycosylés comme la quercétine (Bruneton, 1993 ; Remesy et
al., 1996 ; Middleton, 2000).

1.2.3.3. Les tanins

Les tanins représentent une classe trés importante de polyphénols localisés dans les
vacuoles (Aguilera-Carbo et al., 2008). Les tannins sont caractérisés par une saveur
astringente et sont trouvé dans toute les parties de la plante : 1’écorce, le bois, les feuilles, les
fruits et les racines (Scalbert, 1991). Selon leurs structures biochimiques, on distingue deux
classes de tannins : les tannins hydrolysables et les tannins condensés. Les tannins
hydrosolubles ou acides tanniques ont un noyau de sucre lié par estérification a 1’acide
gallique (gallotanins) ou a I’acide ellagique (ellagitanins). Les tanins condensés, appelés aussi
proanthocyanidines, possedent comme structure de base le flavan-3-ol ou le flavan-3,4-diol

(Bruneton, 1999). Ces tannins ne renferment pas de sucres dans leurs molécules.
1.2.4. Biodisponibilité des composés phénoliques

La plupart des polyphénols sont présents sous forme d’esters, de glycosides ou de
polymeéres qui peuvent souvent ne pas étre absorbés tels quels. Ces composés vont étre
hydrolysés en aglycones par des enzymes intestinales ou par la microflore avant d’étre
absorbés. Dans les enterocytes et ensuite au niveau du foie, les polyphénols sont conjugués
avec des acides glucoroniques et des sulfates. Les métabolites circulant au niveau du sang
sont des dérivés conjugués fortement liés a I’albumine (Manach et al., 2006). Ensuite les

polyphénols peuvent pénétrer dans les tissus.
1.2.5. Activités biologiques des composés phénoliques

Les polyphénols sont connus pour leurs activités biologiques qui sont en relation directe
avec la santé de I’étre humain. Ainsi, Halliwell (1994) confirme que les polyphénols sont

connus par leurs activités antioxydantes. En effet, en conditions physiologiques, le dioxygéne
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produit au niveau des mitochondries des especes réactives de 1’oxygene (ERO) est toxique
pour I’intégralité de la cellule. Dans ce cas I’activité antioxydante des polyphénols peut se
faire par piégeage direct des ERO aussi bien en phase aqueuse qu’en phase organique. Ces
polyphénols peuvent agir aussi par deux autres mécanismes d’actions : un premier consiste a
I’inhibition des enzymes pro-oxydantes et la chélation des ions métalliques et un deuxieme
consiste a la protection des systémes biologiques de défenses anti-oxydantes. L’étude de
Halliwell (1994) a montré que I’activité anti-oxydante des polyphénols est déterminée par
leurs structures, en particulier la position des groupements hydroxyles sur les noyaux
aromatiques et la capacité des composés aromatiques a supporter une délocalisation
électronique. Par la suite, Fuchs (1998) a montré que les polyphénols sont connus dans la
protection contre le stress photo-oxydant cutané induit par les rayons solaires, raisons pour
lesquelles les polyphénols sont présents comme ingrédients dans plusieurs préparations
cosmeétiques utilisées dans le traitement du vieillissement cellulaire et la protection de la peau
(Menaa et al., 2014).

Des études plus récentes ont montré que les polyphénols présentent une activité
antibactérienne importante (Ferrazzano et al., 2011). Ces composés agissent par deux
mécanismes d’actions : un premier consiste a I’inhibition de la synthése d’acide nucléique
dans les bactéries (Wu et al., 2013) et un deuxiéme provoquant I’endommagement des

membranes cellulaires des bactéries (Tsuchiya et Linuma, 2000).

Les polyphénols et en particulier les flavonoides comme les xanthones, la quercetine, la
gossypetine, la myricetine et 1’epicatechin-3-gallate ont été révélés comme des inhibiteurs
efficaces de 1’acétylcholenestérase (AChE) qui est I’enzyme cible dans le traitement de la
maladie d’Alzheimer (Brihlmann et al., 2004). Ces produits naturels agissent en inhibant
I’AchE ce qui va corriger le déficit de ’acétylcholine et améliore son niveau dans le cerveau.
Ainsi, I’augmentation du niveau de 1’acétylcholine est le premier précurseur du traitement de

la maladie d’Alzheimer (Heinrich et Theoh, 2004).

Huang et Lin (2012) ont montré que les polyphénols sont aussi utilisés pour diminuer du

taux de cholestérol dans le sang.

Les flavonoides ont été utilisés dans le traitement des affections hépatiques. Ainsi, un
mélange constitué de composés de type flavolignane et flavanone appelé silymarine, testée sur
un modele expérimental animal, a montré qu’elle exerce un effet positif sur les hépatocytes

intacts et sur les cellules hépatiques endommagées irréversiblement (Magliulo et al., 1973).
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Une autre étude réalisée par Martin et al. (1994) montre que les flavonoides présentent
un effet antiallergique. Ils agissent par inhibition des enzymes qui favorisent la libération
d’histamine a partir des cellules impliquées dans les réponses immunitaires : les mastocytes et

les basophiles.

Les polyphénols présentent d’autres activités anti-inflammatoire (Sakurai et al., 2010) et

antivirale et en particulier anti-HIV (Liu et al., 2005).

Les flavonoides et en particulier la naringine, la quercétine et 1’hypolaetine-8-glucose
isolé des espéces du genre Sideritis, présente une activité antiulcéreuse importante, ils sont
capables de protéger la muqueuse gastrique contre divers agents ulcérogenes (Villar et al.,
1987).

D’autres ¢études ont montré que les flavonoides présentent des effets protecteurs
vasculaires. Ils agissent sur les vaisseaux sanguins sous forme d’activité vitaminique (Berg et
Daniel, 1988). Cette activité intervient dans le maintien d’une perméabilité vasculaire
normale (Shih et al., 2004 ; Youdim et al., 2002).

Les flavonoides présentent une activité antidiabétique, ils agissent par inhibition de
I’aldose réductase du cristallin (Chaudhry et al., 1983), exemple lamyricétine qui présente
des effets hypoglycémiants et hypotriglycéridémiants chez les animaux diabétiques (Ong et
Khoo, 1997).

Plus récemment, Menaa et al. (2014) indiquent que les polyphénols isolés des extraits
des végétaux peuvent €tre utilisés dans la chimiothérapie. D’autres études ont montré qu’une
alimentation riche en polyphénols et en particulier en flavonoides diminue le risque de cancer
(Block et al., 1992). Ainsi, ces flavonoides peuvent agir en affectant la promotion des
tumeurs au début de la cancérogenése par une augmentation des processus de désintoxication
exemple les flavonoides d’agrumes qui sont connus comme des inhibiteurs d’ornithine

décarboxylase promoteur du cancer de la peau (Manach et al., 1996).
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CHAPITRE |1

Monographie des especes étudiées

2.1. Famille des Lamiaceae

La famille des Lamiaceae (Labiatae) du Latin « Labia » qui signifie lévre, en raison de la
forme caractéristique des fleurs a deux lévres (Couplan, 2000 ; Naghibi et al., 2005),
comprend environ 258 genres pour 6900 especes plus ou moins cosmopolites, mais dont la
plupart se concentre dans le bassin méditerranéen tel que le thym, la menthe, la lavande, la
germandrée et le romarin (Botineau, 2010). Cette famille est I’une des premiéres a étre
distinguées par les botanistes (Pistrick, 2002) et ceci par la particularité de ses caractéres. Ce
sont généralement des plantes herbacées odorantes, a tiges quadrangulaires, feuilles en
général opposées sans stipules. Le plus souvent hermaphrodites, les fleurs pentameéres (Meyer
et al., 2004) sont généralement réunies en cymes axillaires plus ou moins contractées simulant
souvent des verticilles, ou encore condensées au sommet des tiges, et simulant des épis fruit
constitué par 4 akénes plus ou moins soudés par leur face interne (Messaili, 1995). Cette

famille est donc caractérisée par :

= une corolle gamopétale irréguliére a deux lévres, la supérieure formée de deux pétales,
I'inferieure de trois ;

= (uatre étamines dont deux plus longues ;

= ovaire de deux carpelles recoupés par une cloison et comprenant ainsi quatre loges a une
graine chacun (tétrachaine) ;

= des feuilles opposées et, souvent, une tige de section carrée.

La plupart des genres ont une importance économique due a leur richesse en huiles
essentielles et leur utilisation en tant que condiments ainsi qu’infusions trés prisées. Ainsi, ils
ont fait I’objet de plusieurs études scientifiques dans le but d’évaluer la présence de certains

métabolites secondaires typiques (Wink, 2003). La famille des Lamiaceae est tres importante
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dans la flore algérienne, mais certains genres sont de détermination délicate en raison de la
variabilité extréme des espéces (Quezel et Santa, 1963). Notre travail porte sur 1’étude de
deux espéces appartenant a la famille des Lamiaceae : Mentha pulegium et Teucrium polium.

2.2. Mentha pulegium L.

Les Menthes, du nom latin Mentha, sont des herbacées vivaces, indigenes et trés
odorantes appartenant a la famille des Lamiaceae (Jahandiez et Marie, 1934). Sur le plan des
principes chimiques, la plupart des especes de menthe doivent leur odeur et activité a leurs
huiles essentielles ou essences de menthe (Benayad, 2008). Autant les menthes sont faciles a
reconnaitre a leur odeur tout a fait caractéristique, autant elles sont difficiles a distinguer les
unes des autres, en raison des formes intermediaires et des origines hybrides qui les relient.
Parmi toutes les Lamiaceae, les menthes se reconnaissent, en plus de leur odeur spéciale, a
leurs fleurs tres petites, a leurs corolles presque réguliéres a quatre lobes presque égaux et
leurs quatre étamines également presque égales (Benayad, 2008). La menthe pouliot, Mentha
pulegium, est I’espéce la plus exploitée pour ses vertus médicinales et aromatiques (Rana et

al., 1997 ; Cantino, 1998).

2.2.1. Aspects botaniques

Mentha pulegium, trés répandue dans 1’aire méditerranéenne, est connue sous le nom de «
menthe pouliot ». Elle est fréquente dans les milieux humides et elle est parfois cultivée
comme plante condimentaire pour ses feuilles trés aromatiques. Le nom de « pouliot » vient
du latin pulegium, qui dérive de pulex : la puce ; la plante ayant la propriété d'éloigner les
puces (Bekhechi, 2008). Malgré son utilisation ancestrale pour aromatiser les sauces, les

desserts et les boissons, son intérét économique demeure limiteé.

C’est une plante de 10 a 30 cm de hauteur, a inflorescence formée de nombreux
verticillés denses, feuillés et distants (Quézel et Santa, 1963). Sa saveur est fortement
aromatique et son odeur est intense. Les feuilles, opposées, petites, sont ovales presque
entieres (légerement dentelées) et munies d'un court pétiole (Figure 4). Les fleurs, qui
apparaissent I’été, de juillet a fin septembre, sont rose lilas, parfois blanches échelonnées le
long de la tige. Chaque inflorescence, en cyme, est axillée par une bractée foliacée. Elle
englobe jusqu’a 30 fleurs. Deux préfeuilles, réduites, naissent a la base de chaque
inflorescence. Le calice, persistant et finement velu, est en cloche. Il est faiblement bilabié,

strié et a 5 dents subégales (les 2 dents inférieures sont plus étroites). La corolle est
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gamopetale formée de cing pétales soudées. Le fruit est constitué de 4 akénes (Quézel et
Santa, 1963 ; Arvy et Gallouin, 2003).

Figure 4: Mentha pulegium L. (Sutour, 2010).

2.2.2. Position systématique

D’aprés Quézel et Santa (1963) et Guignard et Dupont (2004), la systématique de
Mentha pulegium est la suivante :

Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Sous-classe : Gamopétales

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Mentha

Espéce : Mentha pulegium L.

2.2.3. Aires de répartition

C’est une espéce spontanée dans l'ensemble de I’Europe, I’Asie, I’ Amérique et le nord de
I’Afrique (du Maroc a I’Egypte). En France, cette plante est trés commune jusqu'a 1800 m

d’altitude (Gamisans et Jeanmonod, 1993). En Algérie, Mentha pulegium est trés abondante
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et pousse spontanément (Quezel et Santa, 1963). Elle se rencontre dans les zones humides et
généralement marécageuses, pres des routes, et elle est plus abondante dans les paturages de
montagnes (Chalchat et al., 2000).

2.2.4. Utilisation en médecine traditionnelle

La menthe pouliot, connue sous le nom vernaculaire arabe de « Fliyou », est largement
utilisée en médecine populaire dans de nombreuses cultures (Agnihotri et al., 2005 ; Diaz-
Maroto et al., 2007). Les parties aériennes fleuries de cette plante sont traditionnellement
utilisées pour leurs propriétés antimicrobiennes, expectorantes, carminatives et
antispasmodiques dans le traitement du rhume, la bronchite, la tuberculose, la sinusite, le
choléra, les intoxications alimentaires, les flatulences et les coliques intestinales (Zargari,
1990 ; Delille, 2007).

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

et les différentes manifestations nerveuses (Benayad, 2008).

2.2.5. Composition chimique de Mentha pulegium

La composition chimique de I’huile essentielle de Mentha pulegium a fait 1’objet de
nombreuses études (Tableau 4). Elle est caractérisée par la présence majoritaire de cétones
possédant un squelette menthanique. En effet, les compositions décrites sont dominées soit
par la pulégone 80.3% au Maroc (Bouchra et al., 2003), 65.9-83.1% en Inde (Agnihotri et
al., 2005), 73.4% en Uruguay (Lorenzo et al., 2002) et 43.5% en Egypte (EI-Ghorab, 2006);
soit par la pipériténone 83.7-97.2% en Grece (Kokkini et al., 2002) ou encore la pipéritone
70.0% en Autriche (Zwaving et Smith, 1971).

Les autres compositions chimiques résultent de 1’association de la pulégone avec : la
piperiténone au Portugal 35.1/27.4% (Mata et al., 2007), en Bulgarie 27.2-49.7/19.4-57.7%
(Stoyanova et al., 2005) et en Grece 32.8-75.8/5.1-35.0% (Cook et al., 2000), I’isomenthone
en Suisse 20.0-34.6/18.9-42.1% (Sticher et Fluck, 1968), en Grece 32.8- 75.8/4.3-28.6%
(Kokkini et al., 2004) et en Turquie 32.1-43.8/41.7-52.0% (Baser et al., 1999), la menthone
en lIran 37.8-20.3% (Aghel et al., 2004), en Turquie 26.6-57.3/ 25.1-59.1% (Baser et al.,
1999) et au Japon 50.5/26.4% (Fujita et Fujita, 1967).
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Tableau 4: Composition chimique d’huiles essentielles de Mentha pulegium de la littérature

de différentes origines (Sutour, 2010).

constituants Maroc __ Inde Hymalaya  Egypte Uruguay _ Autriche Gréce
menthone 0,3 B3-87 . 36 8,0 -
1somenthone . 3,8-4,0 . 12,9 . -
cis-isopulégone - - 14 - -
menthol 0,7 - - 0,1 - -
néomenthol - - - : - -
pulégone 80,3 65,9-83,1 43,5 73,4 - -
pipéritone 0,9 1,3-3,2 12,2 0,1 70,0 -
pipériténone . . . 0,9 . 83,7972

Constituants Gréce  Bulgarie Gréce Turquie Japon
menthone 0,1-2,8 1,1-5,8 2,2-8.8 25,1-59.1 26,4
isomenthone 4,3-286 38-143  7,520,5 - -
cis-1sopulégone - 3,8-14,3 tr-0,1 - -
menthol tr-1,4 tr-1,8 - - -
pulégone 32,8-75,8 27,2-49,7 40,8-53,7 26,6-57,3 50,5
pipéritone 0,5-52 5,1-6,5 2,0-114 - -
pipériténone 51-350 194-577 39-106 - -

Constituants Turquie Iran Portugal Suisse Turquie Iran
menthone - 20,3 - 1,4-4.4 36,4 3.0
isomenthone 41,7-52,0 - - 18,9-42,1 - -
néomenthol - - - - 19,0 -
pulégone 32,1-43,8 378 351 20,0-34,6 25,2 2.3
piperitone - - . tr-0,8 - 38,0
piperiténone - 6,8 274 - - 33,0

I1 est a noter que des extraits, obtenus par macération a I’hexane a partir de plants récoltés
en Tunisie, possedent une composition trés proche des huiles essentielles décrites ci-dessus.
La pulégone (17.5-70.2%) et I’isomenthone (2.9-34.2%) sont les principaux constituants
(Mkaddem et al., 2007).

2.3. Teucrium polium L.

Le nom générique des germandrées désigne en Latin "teucrion" en grec "tevkpion" troie,
ou de teucros, prince troyen qui aurait découvert les propriétés médicinales de la plante
(Couplan, 2000). Le genre Teucrium fait partir des genres les plus importants de la famille
des Lamiaceae. Ce genre est réparti en 340 espéces et variétés environs. D'un point de vue
taxonomique, elles sont identifiables grace a la forme du calice et inflorescence (Velasco-
Negueruela et Perez-Alonso, 1990 ; Grubesic et al., 2007). 11 s’agit d’un grand genre qui

difféere des autres que dans ses corolles formées d'une levre supérieure fendue et a étamines
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redressées au-dessus de cette fente, de sorte que la corolle parait n'avoir qu'une lévre
inférieure a cing lobes (Ozenda, 1977). Un grand nombre de travaux ont été publiés
récemment sur la taxonomie de ce genre basé sur des études morphologiques (itiorescences et
calice) (El Oualidi, 1991), micromorphologiques (trichomes) (Grubesi¢ et al., 2007), mais

les relations au sein du groupe restent confuses (Harborne, 1986).
2.3.1. Description botanique

Teucrium polium, connue sous le nom de « germandrée tomenteuse » en frangais ou «
Kheyata » en arabe, est un sous arbrisseau a pousses nombreuses pouvant atteindre 45 cm de
haut. Les rameaux peuvent étre dressés ou ascendants avec un tomenteux blanc ou doré. Les
feuilles dont la taille varie de 7 a 27 mm sont presque sans pétiole, opposés ou groupées en
bouquet (Figure 5). Les fleurs sont en grappes denses au sommet des rameaux, les feuilles
sont oblongues, entieres et crénelées. La corolle peut étre blanche, jaune a rose ou pourpre, le
fruit quant a lui est indéhiscent (Bartels, 1998). Cette espece est représentée par de
nombreuses sous-especes dont la détermination reste assez délicate (Quézel et Santa, 1963).
En Algérie, pas moins de douze sous-especes parmi lesquelles la sous espéce polium qui est la
plus répandue, sont recensees (Djabou, 2012).

Figure 5 : Feuilles (a) et fleurs (b) de Teucrium polium L. (Djabou, 2012).
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2.3.2. Position systématique

D’aprés Quézel et Santa (1963), la systématique de Teucrium polium est la suivante :

Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Sous-classe : Asteridae

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Teucrium

Espéce : Teucrium polium L.
2.3.2. Air de répartition

Il existe plus de 300 espéces de germandrée réparties a travers le monde. L’espéce
s’é¢tend de 1I’Asie occidentale en passant par I’Europe et le Maghreb et jusqu’au nord de
I’Amérique. Elle est trés répondue en méditerranée, mais on la trouve également en Iran et en
Turquie a I’est, en Scandinavie au nord et méme au Canada a 1’ouest. En Algérie, Teucrium
polium pousse spontanément et prédomine dans la région du Tell (Quézel et Santa, 1963).

Elle est trés polymorphe et croit dans les lieux rocailleux et secs (Djabou, 2012).
2.3.4. Utilisations en médecine traditionnelle

La germandrée est largement utilisée en médecine traditionnelle pour ses nombreuses
vertus thérapeutiques. En effet, elle permet la relaxation des muscles en augmentant leur
force, la diminution de l'anxiété et la lutte contre la fatigue et I'agressivité. De plus, elle
favorise le sommeil et permet également de stimuler la mémoire, d'augmenter la
concentration et la lucidité. Elle posséde également une action bénéfique sur la digestion. Ses
propriétés antistress et antioxydante permettent de lutter contre le vieillissement de la peau.
Pour cela, elle est conseillée pour les personnes stressées, ainsi que les personnes de plus de
50 ans et les sportifs (Lagnika, 2005). Ses feuilles sont utilisées en cuisine et a des fins
médicinales, en particulier pour le traitement des troubles intestinaux et gastriques. Cette
espece a également fait preuve d'un soulagement dans le cas de la douleur viscérale. Bien
qu'elle soit souvent utilisée pour traiter les troubles de glycémie chez les diabétiques, les

études n'ont pas réussi a montrer un intérét de l'utilisation de Teucrium polium pour les
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diabétiques (Ashnagar et al., 2007). La plante est utilisée comme dépuratif et pour traiter les
maladies du foie, de I'hypertension, le traitement des ulceres gastroduodénaux et de
I’hyperlipidémie (Parsaee et Shafiee-Nick, 2006 ; Stella et al., 2010). Par ailleurs, les
germandrées font partie, avec le Cymbopogon, des plantes les plus prisées au Tassili car c'est
une plante parfumeée trés appreciée et recherchée des Touaregs (elles parfument agréablement

le thé). Elle est également broutée par les herbivores (Benchelah et al., 2004).

Teucrium polium a été reconnue depuis longtemps en médecine populaire dans le
traitement physiopathologique de nombreuses maladies. A cet effet, elle a été utilisé dans le
traitement des inflammations et des rhumatismes (Panovska et al., 2007). Son extrait a
montré des pouvoirs hypotenseurs (Kamel et Sandra, 1994), antispasmodique, antibactériens,
antipyrétique, diaphorétique, tonifiant, des effets analgésiques (Kawashty et al., 1997) et des
effets antioxydants (Hasani et al., 2007 ; Bezi¢ et al., 2011). L'extrait aqueux de Teucrium
polium a longtemps été utilisé en Iran pour le traitement du diabete et posséde des effets
hypolipidémiques (Rasekh et al., 2001 ; Esmaeili et Yazdanparast, 2004 ; Ricci et al.,
2005 ; Ardestani et Yazdanparast, 2007 ; Hasani et al., 2007).

2.3.5. Composition chimique de Teucrium polium

L’espéce Teucrium polium a fait I’objet de plusieurs enquétes durant ces dernieres années
(Hasani et al., 2007). Ces enquétes ont réveélé la présence de différentes classes de composés
isolés des extraits de la germandrée tels que les esters d’acides gras, les diterpenes, les
monoterpenes, les sesquiterpenes, les polyphénols et les flavonoides (cirsimaritine, cirsilol,
cirsilineol, le  5-hydroxy-6,7,3',4'-tetraméthoxyflavone,  salvigenine,  apigenine-5-
galloylglucoside, apigénine-7-glucoside, vicenine et luteoline-7-glucoside) (Velasco-

Negueruela et Perez-Alonso, 1990) (Tableau 5).

Concernant la composition chimique des huiles essentielles de Teucrium polium nous
avons répertorié plusieurs travaux traitant de I’identification des constituants de son huile
essentielle. Deux types d’huile essentielle sont ainsi distinguées : (i) une est riche en
composés monoterpéniques tels I’a et B- pinéne, le limonene, le myrcéne, et le linalol, le
terpinen-4-ol et la carvone et (ii) I’autre est dominée par des composés sesquiterpéniques
comme le (E)-B-caryophylléne, le germacréne D et I’a-humuléne et I’oxyde de caryophylléne,

I’a et le t-cadinol et le spathulenol.
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Tableau 5 : Quelques exemples de composés isolés des extraits de Teucrium polium

(Hammoudi, 2015).

Espéce

Principes actifs isolés

Références

Teucrium polium
(Spain)

Flavonoides: cirsiliol, cirsimaritine,
cirsilineol, salvigenine et 5-
hydroxy®6,7,3°,4’-tetraméthoxyflavone.

Harborn et al., 1986

Teucrium polium
(Majorca)

Ajugapitin, 15- éthoxy -14-
hydroajugapitin, 14-hydro- 15-
hydroxyajugapitin, 14, 15 —
dihydroajugspitine, Chamaepitine, 19-
acétylgnaphaline, auropoilne, teucrine
A, teufline, 20- acétyhuopoline,
auropoline

Camps et al., 1986

Teucrium polium
subsp. vincentinum

Diterpenoides : eriocephaline,
teuvincentines A, B et C, 7,8-
dehydroeriocephaline, 7-
acétylteuvincentine A, 7,8-
dehydroeriocephaline, 6,7-
diacétylteuvincentine B, 6-
acetylteuuincentine B .

Carreiras et al., 1988

Teucrium polium L.

Teupolioside 111

Oganesyan et al., 1991

Teucrium polium var.

album; (Qatar);

Teucrium polium var.

pilosum (Egypt)

Sesquiterpénes (alcools): 10-cadinol
(8.98%), 13-eudesmol (19.1%),
spathulénol (11.59%).
Monoterpenes majoritaires : o et -
pinene (4.09% et 4.90%).

Kamel et Sandra, 1994

Teucrium polium
(Egypt)

Apigenine 7-glucoside, vicenine-2,
luteoline 7-glucoside et apigenine 5-
galloylglucoside

Kawashty et al., 1997

Teucrium polium

Teuloline A, teuloline B

Bedir et al., 1999

(Turkey)
Teucrium polium Auropolin, capitatine, 20-epiauropoline, Bruno et al., 2003
subsp polium acétylauropoline lactone

Teucrium polium

Tyrosol, lutéoline, acide o-hydroxy
benzoique, hydroxytyrosol acide p-
hydroxybenzoique, quercetine, acides :
vanillique, gentisique, ferulique et
caffeique.

Proestos et al., 2006

Teucrium polium L.
(Iran)

Huile essentielle : a-pinéne (12.52%) ;
linalool (10.63%) ; caryphylleneoxyde
(9.96%) ; caryophylléne (6.98%).

Moghtader, 2009

Teucrium polium L.

Teucrium polium L.

Phenylethanoide glycoside poliumoside
B

Glycosides phénylpropanoides
(verbascoside et poliumoside) et une
flavones apigénine

Marino et al., 2012

Goulas et al., 2012
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CHAPITRE 111

Activitée antioxydante

3.1. Stress oxydant

De maniere génerale, le stress oxydant se définit comme étant le résultat d’un
déséquilibre de la balance entre les especes oxydantes et les systemes de défense
(antioxydants), avec comme conséquence, ’apparition de dégats souvent irréversibles pour la
cellule (Favier, 2003). Dans les conditions physiologiques, 1’oxygéne produit des espéces
réactives de I’oxygene (ROS, pour Reactive Oxygen Species) particuliérement toxiques pour
I’intégrité cellulaire, c’est notamment le cas au niveau des mitochondries d’une cellule
(Pincemail, 2001). De nombreux ROS sont des radicaux libres, possédant des propriétes
oxydantes qui les aménent a réagir avec leurs environnements chimiques, incluant une série
de substrats biologiques d’importance (lipides, protéines, ADN, sucres,..). Au niveau
moléculaire, ces ROS peuvent également jouer le rdle de messagers secondaires en activant
différents facteurs ou indirectement des génes impliqués dans le développement de diverses
pathologies (Desmier, 2016). Pour se protéger des effets toxiques de I’oxygene, 1’organisme a
en paralléle développé des systemes de défense qui permettent de réguler la production de ces
ROS. Ces mécanismes font intervenir un systeme endogene (enzymatique ou non
enzymatique), mais également des molécules provenant de 1’alimentation incluant des

vitamines et des oligoéléments (Favier, 2006).

Il est important de noter que le stress oxydant peut étre également la conséquence de
I’effet de facteurs environnementaux. En effet, la vie moderne confronte notre organisme a
des facteurs provoguant une surproduction de ROS tels que la pollution, 1’absorption d’alcool
ou de médicaments, 1’exposition au soleil ou encore le tabagisme (Haleng, 2007). Ceci
conduit soit a un affaiblissement de nos défenses antioxydantes soit a la synthese directe de
ROS, pouvant engendrer des dégats cellulaires. Un stress oxydant peut se développer lors

d’une chirurgie cardio-vasculaire, d’une transplantation d’organes ou d’une détresse
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respiratoire mais aussi en cas d'exercice intense mal maitrisé. En parallele de ces agressions,
la situation s'aggrave du fait d'une alimentation moins saine et moins équilibrée qu’auparavant
(Desmier, 2016). Déterminer le statut de stress oxydant d'un individu devient actuellement un
sujet prioritaire en termes de prévention de maladies. En effet, de nombreuses études
indiquent qu'il existe une association entre I’altération des systémes de défense antioxydants
et le développement de plus de 200 physiopathologies différentes comme I'athérosclérose ou
le cancer mais également le SIDA, les maladies inflammatoires, le diabéte et le vieillissement
(Hybertson et al., 2011).

3.2. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparié
(électrons célibataires). Cette propriété rend ces éléments trés réactifs du fait de la tendance de
cet électron a se ré-apparier, déstabilisant ainsi d’autres molécules. Les molécules ainsi
transformées deviennent a leur tour d’autres radicaux libres et initient ainsi une réaction en

chaine. C’est typiquement ce qui se passe lors de la peroxydation lipidique (Dacosta, 2003).

Les radicaux libres, dérivés du métabolisme, sont produits dans toutes les cellules, méme
si certaines en fabriquent des quantités plus importantes (par exemple les macrophages
pendant la phagocytose). Les principaux radicaux libres présents dans les cellules aérobies,
notamment les cellules humaines, sont l'oxygéne, les ions superoxydes, les radicaux
hydroxyles, le peroxyde d'’hydrogéne et les métaux de transition. Les radicaux libres présents
dans la cellule en oxydent les molécules (molécules se trouvant a l'intérieur des cellules, en
particulier des lipides), ce qui provoque la mort des cellules. Toutefois le corps humain
possede des mécanismes de défense contre les effets des radicaux libres. Ce sont les enzymes
qui dégradent les peroxydes et les métaux de transition et des protéines ou d'autres molécules
qui emprisonnent les radicaux libres (Hubert, 1998).

3.3. Les antioxydants

Un antioxydant est par définition une espéce chimique plus ou moins complexe diminuant le
stress oxydant au sein de 1’organisme. Un antioxydant peut donc : (i) prévenir la syntheése de
radicaux libres en inhibant I’initiation des chaines réactionnelles ou (ii) désactiver directement
les ROS (Desmier, 2016). Les antioxydants sont des molécules oxydables qui, en agissant

comme donneurs d’hydrogene vis-a-vis d'un radical hydroperoxyle, interrompent la réaction
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en chaine de formation des peroxydes (Tian et White, 1994). Ce sont des composeés capables
de minimiser efficacement les rancissements, retarder la peroxydation lipidique, sans effet sur
les propriétés sensorielle et nutritionnelle du produit alimentaire (Poknory, 2001).
L’organisme possede des systémes endogenes dédiés a cette action protectrice. Cependant,
cette ligne de défense est facilement saturée. De nombreux antioxydants exogenes sont
¢galement présents dans [’alimentation apportant un soutien significatif dans la lutte
antioxydante. Les antioxydants sont pour la plupart synthétiques (hydroquinone, pyrogallol,
acide gallique et gallate), et sont rajoutés aux huiles dans I'industrie alimentaire. Ils peuvent
par contre étre présents a I'état naturel dans les huiles vegétales (vitamine E, polyphénols de
I'olivier et du chéne, flavonoides, certaines huiles essentielles) (Tian et White, 1994). Ces
antioxydants sont surtout connus pour leur capacité a réagir directement avec les radicaux
libres en les « neutralisant » par réaction de réduction. Les antioxydants sont un groupe
hétérogéne composé de systemes antioxydants endogenes, enzymatiques ou non, de
vitamines, d’oligo-éléments ou encore de polyphénols (Desmier, 2016). Les antioxydants
peuvent étre classes en deux grandes classes : les antioxydants endogenes (enzymatiques) et

les antioxydants exogenes (non enzymatiques).

3.3.1. Les antioxydants endogenes (enzymatiques)

Ce sont des enzymes ou protéines antioxydantes (Superoxyde dismutase, Catalase et
Glutathion peroxydase) ¢laborés par notre organisme avec 1’aide de certains minéraux. Elles

sont présentes en permanence dans 1’organisme mais leur quantité diminue avec 1’age (Mika

etal., 2004).

- La superoxyde dismutase (SOD) : accélére la dismutation de l'anion superoxyde en
peroxyde d’hydrogéne, il existe plusieurs isoenzymes de SOD, SOD ferreux (Fe-SOD), SOD
a cuivre (Cu-SOD) et SOD a manganése (Mn-SOD) (Piquet et Hebuterne, 2007).

- La catalase: présente en particulier dans les hématies et les peroxysomes hépatiques.
Elle agit en synergie avec la SOD puisque son role est d'accélérer la dismutation du peroxyde
d'’hydrogéne en eau et en oxygéne moléculaire (Piquet et Hebuterne, 2007).

- La glutathion peroxydase (GPx) : La glutathion peroxydase joue un réle tres
important dans la détoxification du peroxyde d’hydrogéne, de 1’hydroperoxyde résultant de

I'oxydation du cholestérol ou des acides gras en couplant la réduction de ces dérivés réactifs
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avec I’oxydation de substrats réducteurs comme le glutathion (GSH) (Piquet et Hebuterne,
2007).

3.3.2. Les antioxydants exogenes (non enzymatiques)

Les antioxydants exogénes, vu leur efficacité, leur faible colt et leur disponibilité, sont
largement utilisés dans les aliments comme additifs dans le but de prévenir la rancidité.
Cependant, leur sécurité est tres discutée car ils génerent un besoin de recherche comme

matieres de substitution d’aprés des sources naturelles comme antioxydants de la nourriture

(Wang et al., 2003).

Plusieurs substances peuvent agir en tant qu'antioxydants in vivo ont été proposées. Elles
incluent : la vitamine E, l'acide ascorbique, la B-caroténe, les flavonoides, les composés
phénoliques. Elles peuvent stabiliser les membranes en diminuant leur perméabilité et elles
ont également une capacité de lier les acides gras libres (Koechlin-Ramonatxo, 2006). Les

sources alimentaires de ces antioxydants naturelles sont présentées dans le Tableau 6.
3.4. Mécanismes d’action des antioxydants

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de I’oxygéne
singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de

radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Favier, 2006).
Selon leur mode d’action, les antioxydants sont classés en deux catégories :

- Systeme de défense primaire : comme la catalase, le glutathion (GSH). Ces
antioxydants préviennent la production de ROS en limitant la phase d’initiation des réactions

d’oxydation. Ils agissent donc en prévention.

- Systéeme de défense secondaire : a titre exemple les tocophérols, sont capables de
piéger directement les radicaux oxydants et sont ainsi des antioxydants «briseurs» de la chaine

radicalaire  bloguant ainsi les réactions de propagation (Buettner, 1993).
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Tableau 6 : Principaux antioxydants non enzymatiques et sources alimentaires associées
(Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Principaux nutriments Sources alimentaires
Antioxydants
Vitamine C Agrumes, melon, brocoli, fraise, kiwi, chou, poivron
Vitamine E Huile : de tournesol, de soja, de mais

Beurre, crufs, noix.

f-caroténe Légumes et fruits orangés, et vert foncés

Sélénium Poissons, ceufs, viande, céréales, volaille

Zinc Viande, pain complet, légumes verts, huitres, produits
laitiers

Flavonoides Fruits, légumes, thé vert

Acides phénoliques Céréales complétes, baies, cerises

Tanins Lentilles, thé, raisins, vin

Métabolisme de Caséine, Lactalbumine (petit-lait), produits laitiers

cystéine, glutathion Brocoli, chou ceufs, poissons, viande
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CHAPITRE IV

Activité antimicrobienne

4.1. Généralités

Un microbe, ou micro-organisme, fait partie d’un groupe large et extrémement divers
d’organismes. Ces organismes sont regroupés sur la base d’une seule propriété : ils sont si
petits qu’ils ne peuvent étre visualisés sans 1’aide d’un microscope. Les microbes sont
indispensables a la vie. Parmi leurs nombreux roles, ils sont nécessaires au cycle géochimique
et la fertilité de sols. Ils sont utilisés pour produire des aliments ainsi que des composants
pharmaceutiques et industriels. D’un autre co6té, ils peuvent étre la cause de nombreuses
maladies végétales et animales et des contaminations alimentaires. Enfin les microbes sont
largement utilisés dans les laboratoires de recherche pour étudier les processus cellulaires
(Nicklin et al., 2000). La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur
I’usage des antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces
agents peut entrainer la sélection de souches multirésistantes d’ou I’importance d’orienter les
recherches vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de

nouveaux médicaments a base des plantes (Billing et Sherman, 1998).
4.2. Culture des bactéries

On utilise habituellement pour cultiver les bactéries des milieux complexes a base
d’extraits ou d’hydrolysats enzymatiques de viandes. Ces milieux peuvent étre liquides
(bouillons) ou solides. La solidification des milieux est obtenue par 1’addition de I’agar, un
extrait d’algues qui a la propriété de fondre a 1’ébullition et se solidifier a des températures
inférieures a 40°C. En milieu liquide, les bactéries se dispersent librement et leur
multiplication se traduit par un trouble, le plus souvent homogéne. Sur un milieu solide,
lorsque la quantité de bactéries est faible, chaque bactérie va pouvoir se multiplier sur place

jusqu’a former un amas de bactéries visible a 1’ceil nu, que I’on appelle colonie (Si la densité
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bactérienne est trop élevée dans I’échantillon ensemencé, les colonies sont confluentes et
forment une nappe). L’emploi de milieux solides permet ainsi le dénombrement des bactéries

viables dans un échantillon (Nauciel et Vildé., 2005).
4.3. Les antibiotiques

Les antibiotiques sont par définition, des produits microbiens, ou leurs dérivés, capables
de tuer les micro-organismes sensibles ou d’inhiber leur croissance (Prescott et al., 1995).
Leur action étant spéecifique et dirigée contre les micro-organismes, ils ne sont pas toxiques
pour les cellules eucaryotes. L’étendue de 1’activité antibactérienne d’un antibiotique définit
son spectre d’action. Plus un antibiotique agit sur des espéces bactériennes différentes, plus
son spectre est large. L’action des antibiotiques peut s’exercer sur des structures ou des
mécanismes essentiels a la croissance ou a la survie des bactéries. Ainsi, ceux qui inhibent la
croissance bactérienne sont qualifiés de «bactériostatiques» alors que ceux qui tuent les
bactéries sont dits «bactéricides». L’administration d’antibiotiques bactériostatiques suffit
généralement pour arréter un processus infectieux, le systétme immunitaire de 1’hote se
chargeant d’éliminer les bactéries restantes. Cependant, chez les sujets immunodéprimés, le
recours a un antibiotique bactéricide est recommandé. Les antibiotiques sont groupés par

familles ou classes en fonction de leurs propriétés structurales (Singh et Barett, 2006).
4.3.1. Les antibiotiques naturels et synthétiques

Les antibiotiques sont majoritairement représentés par des molécules d’origine naturelle
et leurs dérivés. Ils peuvent aussi étre d’origine synthétique ou semi-synthétique (Newman et
al., 2003 ; Singh et Barett, 2006). Les antibiotiques synthétiques sont obtenus, soit a partir de
dérives totalement artificiels, soit en recréant des substances initialement extraites de micro-
organismes. Les antibiotiques semi-synthétiques sont issus de la modification, en laboratoire,
de substances produites par des micro-organismes. Les antibiotiques sont groupeés par familles
ou classes en fonction de leurs propriétés structurales. Pratiguement toutes les classes
d’antibiotiques ont €té découvertes dans un « age d’or », qui s’est étendu de 1936 a 1962. La
pénicilline, premier antibiotique a large spectre, isolé des champignons du genre Penicillium
notatum, marque le début de I’ére antibiotique. Elle appartient a la classe des ti-lactames. Sa
découverte a ouvert la voie a I'identification de nombreuses autres classes d’antibiotiques
d’origine naturelle, incluant les phénylpropanoides, les tétracyclines, les aminoglycosides, les
macrolides, les glycopeptides, les streptogramines et les i-lactames de deuxiéme génération.

Une troisiéme génération de U-lactames a été commercialisée a la fin des années 1970 : les
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carbapénemes (Singh et Barett, 2006). Il existe seulement trois classes d’antibiotiques
synthétiques. La premiére classe est représentée par les sulfamides, qui sont aussi les premiers
antibiotiques a avoir été utilisés cliniquement (Laub, 1986). La seconde classe, les quinolones
(ou fluoroquinolones) a été découverte lors de la synthese de la chloroguine, un antipaludéen
en 1962. Les oxazolidinones représentent la troisiéme classe d’antibiotiques synthétiques.
Découverte en 1979, celle-ci a conduit au développement et a la commercialisation du
linézolide en 1999. Avec les lipopeptides cycliques (daptomycine), les oxazolidinones
constituent 1’une des rares classes d’antibiotiques mise sur le marché au cours de ces dix

derniéres années (Singh et Barett, 2006).
4.3.2. Notion du bactériostatique et du bactéricide

Quand I’antibiotique inhibe seulement la croissance des bactéries, on parle ici de 1’effet
bactériostatique, mais lorsque 1’antibiotique provoque la mort des bactéries on parle de I’effet
bactéricide (Haddouchi et al., 1999).

» L’effet bactériostatique

C’est une activité bactérienne au cours de laquelle il ne se manifeste aucune destruction
bactérienne, on remarque une inhibition de la croissance bactérienne, croissance qui reprend
des que la substance disparait. En limitant la croissance bactérienne, la molécule permet aux
défenses naturelles de 1’organisme d’entrer en jeu sans étre dépassées. L’effet bactériostatique
d’une molécule est évalué par la concentration minimale inhibitrice. Pour une souche donnée,
la CMI est la plus faible concentration inhibitrice d’antibiotique pour laquelle il n’a plus des

germes microbiens visibles (Muanda, 2010).
» L’effet bactéricide

C’est un effet qui se manifeste par une accélération de la mort des bactéries aux
concentrations d’antibiotique utilisées in vivo ou in vitro; s’il persiste moins de 0.01% de

survivants apres 18 h de culture (Muanda, 2010).
4.3.3. Les cibles bactériennes des antibiotiques

Les cibles des antibiotiques sont impliquées dans les fonctions physiologiques ou
métaboliques de la bactérie (Figure 7). Les antibiotiques peuvent inhiber la biosynthése des
acides nucléiques (ADN et ARN), mais leurs cibles principales sont la paroi cellulaire et les

ribosomes bactériens (Singh et Barrett, 2006).
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Figure 7: Mode d’action des antibiotiques (Singh et Barett, 2006).
4.4. Activité antimicrobienne des huiles essentielles et des extraits

Les huiles essentielles ont un spectre d’action trés large puisqu’elles inhibent aussi bien la
croissance des bactéries que celle des moisissures et des levures. Leur activité
antimicrobienne est principalement fonction de leur composition chimique, et en particulier
de la nature de leurs composés volatils majeurs (Sipailiene et al., 2006). Les composés
minoritaires jouent aussi un role important dans 1’activité des huiles essentielles et semblent
agir en synergie avec les composés principaux (Zhiri et Baudoux, 2005). Les composés
chimiques qui ont plus d’efficacité et, a large spectre, sont les phénols (thymol, carvacrol,
eugénol) qui, du fait de la présence des substituants phényle et hydroxyle, sont les plus actifs,

s’en suit les aldéhydes, les cétones, les alcools et les terpénes (Dorman et Deans, 2000).

Les terpenoides et les phénylpropanoides conferent aux huiles essentielles leurs
propriétés antibactériennes. L’activité de ces molécules dépend, a la fois, du caractere
lipophile de leur squelette hydrocarboné et du caractére hydrophile de leurs groupements
fonctionnels. Les molécules oxygénées sont généralement plus actives que les molécules

hydrocarbonées (Guinoiseau, 2010).

Le mécanisme d’action des huiles essentielles sur les cellules bactériennes et fongiques

reste difficile a cerner, compte tenu de la composition complexe des huiles volatiles (Burt,
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2004). Cependant, les modes d’action des huiles essentielles et de leurs principaux
constituants, décrits jusqu’a présent, semblent tous affecter la paroi ou la membrane

cytoplasmique.

Les terpenes peuvent pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane
de la cellule bactérienne ce qui provogue une déstabilisation de la structure et une
augmentation de la perméabilité membranaire (Sikkema et al., 1994). Egalement, une
perturbation chémo-osmotique et une fuite des ions intra-cytoplasmique peuvent subvenir,
suivi de la libération d’acides nucléiques, de I’ATP, et du phosphate inorganique. Ceci va
limiter la croissance bactérienne, mais si la perte de matériel est trop importante ou si les
éléments cytoplasmiques relargués sont indispensables a la survie de la bactérie, cela
entrainera la mort cellulaire (Carson et Riley, 1995 ; Tsuchiya et al., 1996 ; Hammer et al.,
1999).

Les huiles essentielles sont capables d’inhiber la production de toxines : soit a cause du
manque d’ATP ou de la diminution de la force protomotrice qui empéche 1’exportation active
des toxines hors de la cellule, soit le faible taux d’ATP restant dans la cellule est utilisé par la

bactérie pour survivre (Ultee et Smid, 2001).

Pour les levures, les huiles essentielles agissent sur la biomasse et la production des
pseudo-mycéliums, alors qu’elles inhibent la germination des spores, 1’élongation du

mycélium, la sporulation et la production de toxines chez les moisissures.

Les extraits de plantes sont doués d’activités antimicrobiennes importantes, probablement
dd a la présence des polyphénols. Les sites et le nombre des groupes hydroxyles sur les
groupes phénoliques sont supposés étre reliés a leur relative toxicité envers les micro-
organismes (Scalbert, 1991 ; Cowan, 1999). Le mécanisme des effets antimicrobiens des

polyphénols est sans doute trés complexe. Parmi les hypotheses avancées, on va citer :

= Inhibition des fonctions de la membrane cytoplasmique due a I’intercalation des
polyphénols dans les phospholipides membranaires (Daglia, 2012).

= Inhibition de la synthese d'acide nucléique (Hilliard et al., 1995 ; Zhang et al., 2009).

= Inhibition du métabolisme énergétique microbien (Haraguchi et al., 1998 ; Daglia,
2012).

= Séquestration des substrats requis pour la croissance microbienne (Milane, 2004 ; Daglia,
2012).
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4.5. Facteurs influencant I’activité antimicrobienne des huiles essentielles

L’efficacité antimicrobienne des huiles essentielles dépend de deux principaux
parametres : 1’huile essentielle et sa composition chimique d’une part, et le micro-organisme

(type, structure...) d’autre part (Kalemba et Kunicka, 2003).
4.5.1. Activité liée a la composition chimique

L’activité des huiles essenticlles est souvent réduite a D’activité de Ses COmposés
majoritaires, ou ceux susceptibles d’étre actifs. Toutefois, les composés minoritaires
pourraient agir de maniere synergique (Lahlou, 2004a). De nombreuses études ont mis en
évidence une activité antimicrobienne qualitativement similaire entre les huiles essentielles et
leurs composeés chimiques testés isolément. Cependant il existe des différences quantitatives.
En effet, il a été prouvé que I’effet antimicrobien des huiles essentielles est supérieur a celui
de ses composés majoritaires testés separément (Didry et al., 1993 ; Lahlou, 2004a). Et selon
I’étude de Lambert et al., (2001), I’association des principaux composés actifs agirait de

facon synergique en potentialisant I’action antimicrobienne de 1’huile essentielle.

Les composés chimiques connus pour leur efficacité antimicrobienne et leur large spectre
sont les phénols (thymol, carvacrol et eugénol), les alcools, (a-terpineol, terpinen-4-ol,
linalol), les aldéhydes, les cétones et plus rarement les carbures (Cosentino et al., 1999 ;
Dorman et Deans, 2000). Les phénols, dont le thymol et 1’eugénol, sont responsables de
I’activité bactéricide des huiles essentielles qui en contiennent (Cox et al., 2000 ; Lambert et
al., 2001, Burt et Reinders, 2003). Ils produisent des dégats irréversibles au niveau de la
membrane (Pibiri, 2006). Cependant, il est a signaler que les phénols seuls ne sont pas
responsables de I’intégralit¢ de 1’activité des huiles essentielles; les autres composés
chimiques doivent également étre pris en compte (Cosentino et al., 1999). Les alcools sont
généralement plus connus pour leur activité létale que bactériostatique sur les cellules
vegétatives, en denaturant les protéines (Dorman et Deans, 2000). Les aldéhydes, fortement
électronégatif a double liaison, deviennent de puissants agents antimicrobiens en réagissant
avec les composeés nitrés vitaux (protéines et acides nucléiques) des bactéries (Desjobert et
al., 1997 ; Dorman et Deans, 2000).

4.5.2. Activité liée au micro-organisme

Une huile essentielle peut étre biocide vis-a-vis de certaines souches, biostatique vis-a-vis

d’autres ou encore n’avoir aucun effet. Ceci peut étre li¢ au type de micro-organisme (a Gram
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positif ou a Gram négatif), a sa forme planctonique ou en biofilm, a son métabolisme et a sa
résistance. En effet, les bactéries a Gram positif seraient plus résistantes aux huiles
essentielles que les bactéries a Gram négatif (Zaika, 1988 ; Santos et Novales, 2012). Par
ailleurs, I’activité antimicrobienne des huiles essentielles différe selon que la bactérie croit en
forme planctonique ou au sein d’un biofilm bactérien. La résistance bactérienne aux huiles
essentielles, comme pour tout agent antimicrobien, semble étre liée a la formation du biofilm.
En effet, un isolat clinique récent peut montrer une résistance augmentée, pouvant provenir
des interactions avec les cellules de I’h6te (Alviano et Alviano, 2009), tandis que les micro-

organismes évoluant sous forme planctonique sont plus susceptibles (Fine et al., 2001).

4.6. Méthodes de détermination de ’activité antimicrobienne des huiles essentielles in

vitro

La détermination du pouvoir antimicrobien des huiles essentielles fait appel a plusieurs
techniques expérimentales. Cependant, des difficultés pratiques liées a l'insolubilité des
constituants des huiles essentielles dans I'eau, de leur volatilité, de la nécessité de les tester a
de faibles concentrations et des problémes de standardisation des méthodes, peuvent avoir une

influence sur les résultats. Les différents protocoles peuvent ainsi étre classés selon :

- Le milieu dans lequel se fait la diffusion de I’huile essentielle, soit liquide, solide ou
gazeux,
- La nature du contact de I’huile essentielle avec le germe : diffusion sur disque, en

puits, en solution alcoolique ou dispersion dans un émulsifiant.

Une premiére étape consiste a faire un « screening » ou une sélection des huiles ayant un

effet antimicrobien potentiel. Il s’agit d’une étude préliminaire qualitative.

Une seconde etape consiste a calculer quantitativement le degré d’activité
antimicrobienne des huiles essentielles sélectionnées, et ce en déterminant la Concentration

Minimale Inhibitrice (CMI) et la Concentration Minimale Bactéricide (CMB) de ces huiles.

La CMI est définie comme étant la concentration la plus faible d'un agent antimicrobien
qui inhibe la croissance visible d'un micro-organisme apres incubation, et la CMB comme la
plus faible concentration d'antimicrobien qui tue 99.9% des micro-organismes aprés sous-

culture sur milieu sans antibiotique (Cosentino et al., 1999 ; Andrews, 2001).
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4.6.1. Techniques de screening des huiles essentielles
4.6.1.1. Aromatogramme

C’est une méthode de mesure in vitro du pouvoir antibactérien des huiles essentielles
(Girault et Bougeon, 1971). Cet examen est equivalent a un antibiogramme ou les
antibiotiques sont remplacés par des essences préalablement sélectionnées et reconnues. Il
s’agit d’une méthode en milieu gélosé a I’agar réalisée dans une boite de Pétri. Le contact se
fait par I’intermédiaire d’un disque de papier (de cellulose) de 6 mm sur lequel on dispose une
quantité donnée d’huile essentielle (10 pl) (Bondi et al., 1993). Aprés ensemencement et

incubation, on mesure le diamétre des zones d’inhibition.
4.6.1.2. Technique de diffusion en puits

Un puits (d’environ 6 mm) est creusé au centre de la gélose dans lequel sera coulée une
quantité d’huile essentielle pure ou diluée. Apres incubation, des zones d’inhibition de
croissance bactérienne sont obtenues (pour les huiles actives) et mesurées (Dorman et Deans,
2000).

Pour ces 2 techniques, la sensibilité du germe testé peut étre évaluée selon le diamétre
d’inhibition obtenu. En effet, la sensibilité d’un germe est nulle pour un diamétre inférieur ou
égal a 8 mm. Elle est limitée pour un diametre compris entre 8 et 14 mm, et moyenne pour un
diamétre entre 14 et 20 mm. Pour un diametre supérieur ou égale a 20 mm le germe est trés
sensible (Duraffourd et al., 1990).

4.6.2. Techniques de détermination de la CMI des huiles essentielles
4.6.2.1. Techniques de diffusion en milieu solide

L’huile essentielle est mélangée aux concentrations désirées avec le milieu gélose
liquéfié par simple agitation manuelle. Aprés refroidissement, on ensemence et on incube
(Taudou, 1990). L’adjonction d’un émulsifiant (Tween 80), inerte, stable et dépourvu
d’action synergique antibiotique, peut étre réalisée pour améliorer la solubilité¢ de 1’huile
essentielle et sa diffusion dans la gélose (Perruci et al., 1994). Ainsi, I’huile essentielle est
préparée dans une solution de Tween 80 a la concentration désirée. Le mélange est agité
manuellement pendant 10 minutes, puis ajouté au milieu gélosé liquéfié. L’ensemble est coulé

en boite de pétri. L’ensemencement est effectué apres refroidissement de la gélose.

50



Etude bibliographique Chapitre 1V: Activité antimicrobienne

4.6.2.2. Techniques de diffusion en milieu liquide
4.6.2.2.1. Test de microdilution

L’incorporation de I’huile essentielle dans le milieu de culture liquide se fait en utilisant
un émulsifiant (Tween 80) pour préparer les solutions de 1’huile essentielle a la concentration
désirée (Carson et Riley, 1995). La détermination de 1’activité antimicrobienne de 1’huile
essentielle se fait au moyen d’une microplaque de 96 puits. La détermination de la CMI est
réalisée en faisant appel a un indicateur de croissance en solution (Triphényl Tétrazolium
Chloride) (TTC). La croissance bactérienne est indiquée par 1’apparition d’une couleur rouge
de la solution témoignant de la réduction ou la précipitation du TTC. La CMI est ainsi
déterminée par le dernier puits de la microplaque, par ordre décroissant de concentration, qui
ne montre aucun changement de couleur. La CMB est calculée en transportant 10 pl des puits
ne montrant pas de croissance bactérienne sur un milieu solide. La plus faible concentration

tuant 99.9% des micro-organismes en culture sur ce milieu correspond a la CMB.
4.6.2.2.2. Test de macrodilution

Le principe est le méme que celui du test de microdilution, sauf qu’il est effectué¢ dans
des tubes contenant I’huile essentielle, a différentes concentrations, incorporée dans un
bouillon de culture liquide (Onawunmi, 1989). La CMI est déterminée au niveau du dernier

tube ne montrant aucune croissance microbienne visible.
4.6.2.3. Techniques de diffusion en phase vapeur
4.6.2.3.1. Méthode des micro-atmosphéres

Le disque imprégné d’essence est disposé au centre géométrique du couvercle de la boite
de pétri et non plus au contact avec la gélose (Kellner et Kobert, 1954). La boite est
hermétiquement fermée. Il se produit une évaporation des substances volatiles dans I'enceinte
de la boite. La lecture des résultats de ce test porte sur la croissance ou non de I’inoculum, se
traduisant par un halo qui sera mesuré par un pied a coulisse. Cette méthode ne quantifie pas
I'activité antimicrobienne réelle des huiles essentielles, elle met en évidence seulement la

sensibilité du micro-organisme testé aux constituants volatils a la température d'incubation.
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CHAPITRE V

Présentation du modéle d’insecte étudié :

Callosbruchus maculatus (Fabricus, 1775)

5.1. Position systématique

C. maculatus est une espece cosmopolite, originaire du continent Africain (Southgate,
1964 in Delacruz Perez et al., 2013). C’est en 1775 que Fabricius a décrit pour la premiére
fois la bruche du niébé sous le nom de Bruchus maculatus. Elle fit également inventoriée
sous plusieurs noms: Bruchus quadrimaculatus (Fabricius, 1792), Callosobruchus ornatus
(Boheman, 1829), Pachymerus quadrimaculatus (Fabricius, 1905), mais le nom scientifique
preféré demeure C. maculatus. Cette derniére est communément appelée bruche a 4 taches ou
bruche maculée. Les anglo-saxons I’appellent cowpea weevil. Actuellement, la classification
phylogénétique a tendance a classer les bruches dans la famille des Chrysomelidae (Kergoat
et al., 2007). Selon Southagate (1979), la position systématique de C. maculatus est la

suivante:

Embranchement : Arthropodes
Sous embranchement : Hexapode
Classe : Insectes

Sous classe : Ptérygotes

Ordre: Colleoptéra

Sous ordre: Phytophagoida
Famille: Chrysomelidae

Sous famille: Bruchinae

Genre: Callosobruchus

Espéce: Callosobruchus maculatus (F., 1775)
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5.2. Description

C’est un insecte de petite taille (2.8-3.5 mm) ; dont le corps est de forme oblongue
(Figure 8) de couleur brun rougeétre a gris, les femelles ont une taille plus importante que les
males. A 1’état adulte, C. maculatus est une espece dimorphique. Il existe deux formes en
fonction de la coloration et les motifs des élytres et du pygidium, 1’aptitude au vol et la
fécondation, ce sont la forme voliére ou active et la forme non voliére ou normale (Caswell,
1961 ; Utida, 1981).

Preces buccales
(Type broyeur)

Antennes serratiforme

Deux gros yeux reniformes
Thorax

Elytres
Femur

Tiba

Tarse (4 articles) —
Griffes i

| J

0 3mm

Pygidium

Figure 8: Adulte de C. maculatus avec ses différentes parties (Rees, 1996).

La forme voliére ou active a fécondité faible (10 a 15 ceufs) par femelle (Glitho et al.
1988 ; Delobel et Tran, 1993). Elle est capable de voler et responsable de 1’infestation dans
les cultures. Généralement elle est grande de taille et la coloration rousse est souvent absente ;
les facteurs déterminant I’apparition de cette forme (température, qualité du substrat trophique

humidité des graines ...) (Ouedrago et al., 1996).
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La forme non voliére ou normale; a fécondité élevée, elle est caractérisée par son
incapacité au vol due a ses muscles alaires atrophiés (Ouedrago et al., 1996), cette forme est
adaptée aux condition de stockage.

5.3. Cycle de développement

Le cycle de développement de C. maculatus est en fonction de la température et de
I’humidité du milieu (Figure 9). Aprés I’accouplement, les femelles pondent sur les gousses
en voie de maturation ou directement sur les graines. Les ceufs pondus seront fixés par les
femelles avec une substance gélatineuse, lors de la ponte, une phéromone de marquage est
déposée en méme temps que 1’ceuf, elle permet a la femelle d’éviter les grains fortement
infestées, et de réduire ainsi les compétions interlarvaire (Delobel et Tran, 1993). La

moyenne des pontes varie entre 75 et 100 ceufs par la femelle.
@
9 °L4
[ de 29 jours \
’ T=30°C, H.R.= 70£5% ’

Ponte Nymphe

une durée moyenne

. Emergence et accouplement

des adultes
Figure 9 : Cycle de développement de C. maculatus (Mouhouche, 2005).
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L’¢éclosion des ceufs survient 5 a 7 jours apres la ponte dans les conditions favorables, la
larve qui ne possede pas encore de pattes motrices perfore la paroi externe de I’enveloppe de

la gousse ou du tégument de la graine et rentre a I’intérieur (Fox, 1994).

La larve peut accéder directement aux réserves nutritives de la graine au niveau des
gousses, la jeune larve peut échouer dans le vide (espace inter- grain) ou déboucher, au cours
de son transit trophique, sur un petit grain a faible réserve ne pouvant lui permettre d’atteindre
le stade final de développement. Selon Kellouche (2005), le developpement larvaire dure
environ 15 jours (Larve du 1¥stade : 2 jours ; Larve du 2°™ stade : 2 jours ; Larve du 3*™
48me

stade : 6 jours; Larve du stade : 5 jours).

La nymphose dure 7 jours chez C. maculatus (Delobel et Tran, 1993). Elle se déroule a
I’intérieur d’un seul grain. L’adulte émerge dans la graine pour commencer un nouveau cycle

de vie aprés avoir traverse la fenétre de la sortie préparé par la larve.

5.4. Dégats causés par Callosobruchus maculatus

Les insectes de la famille des Bruchidae constituent sans aucun doute une des contraintes
majeures au développement des cultures de légumineuses a graines. De nombreuses études
réalisées dans plusieurs pays africains ont montré que pendant I’entreposage du niébé, le taux
d’infestation initial par les bruches est généralement inférieur a 5% (Ouedraogo, 1991,
Sanon et al., 2005). Ce taux passe a 30% apres 1 mois, puis 80 a 100% en ’espace de 5 a 6
mois de stockage (Glitho, 1990 ; Ouedraogo et al., 1996 ; Tapondjou et al., 2002).
L’ampleur des dégats occasionnés par C. maculatus est fonction du niveau d’infestation
initiale, de la durée et des techniques de stockage. Les dégats causés par C. maculatus sont
dus exclusivement aux larves qui dévorent les réserves du cotylédon des graines. Les signes
d’infestation sont les trous de sortie des insectes ayant un diamétre de 2.5 mm (Kellouche,
2005). La bruche du niébé cause non seulement une réduction directe du poids sec, mais
également une diminution de la viabilité des semences et de la qualité marchande et
nutritionnelle des graines, suite au développement de moisissures qui les rendent impropres a
la consommation humaine (Bischoff, 1992; in Kellouche, 2005). Les graines infestées sont
contaminées par les déchets déposés par les insectes et une teneur en poussiére accrue. En
outre, au cours de leur développement, les larves de bruches éliminent 1’azote sous forme
d’acide urique toxique qui s’accumule a I’intérieur des graines (Ndoutoume-Ndong et Rojas-

Rousse, 2007). Les graines percées sont souvent décolorées et dégagent une odeur
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déplaisante. L’effet combiné des différents dégats peut occasionner une perte totale de la
production. C. maculatus constitue donc un frein majeur a la consommation et au
développement de la production du niébé. Afin de protéger et de conserver ces graines, une
approche de lutte intégrant plusieurs méthodes tant traditionnelles que modernes est donc plus

qu’indispensable.
5.5. Méthodes de lutte contre les insectes des denrées stockées

La protection des denrées stockées contre les attaques d’insectes souléve des problémes
variés et elle doit faire appel a un ensemble de techniques différentes qu’il est nécessaire
d’appliquer a bon escient. Le souci majeur d’un stockeur est de garder son stock de grain ou
graine intact. Un ensemble de mesure préventive et curative, il s’agit de toutes techniques

destinées a réduire I’infestation au champ, au début du stockage ainsi que pendant le stockage.
5.5.1. Lutte chimique

Avec le développement de la chimie, on s’est vite rendu compte qu’il y avait tout un
arsenal capable d’éliminer les ennemis de I’homme. Cette approche a conduit a une
élimination spectaculaire, du moins a court terme, des organismes nuisibles, et a une
détérioration paralléle, mais pas nécessairement visible de la qualit¢é de I’environnement.
Depuis la venue des composés organiques de synthése, on regroupe les insecticides en
insecticides organiques (les organophosphorés, carbamates et pyréthrinoides représentent la
grande majorité des insecticides organiques de synthése qui ont été employés ou sont utilisés
actuellement) (Regnault Roger, 2005). La lutte chimique largement répandue, en raison de
son efficacité, doit étre appliquée avec discernement pour limiter les risques qu’elle peut faire

courir aux consommateurs des denrées. Deux types de traitement sont généralement employés

- Traitement par contact : Il consiste a recouvrir les grains, I’emballage ainsi que les
locaux de stockage d’une pellicule de produit insecticide qui agit par contact sur les

déprédateurs, dont I’effet est plus ou moins rapide avec une rémanence d’action plus longue.

- Traitement par fumigation : La fumigation consiste a traiter les grains a 1’aide d’un
gaz toxique, qu’on appelle fumigant. L’intérét majeur de la fumigation est de faciliter la
pénétration des gaz a I’intérieur du grain et donc de détruire les ceufs, larves et nymphes qui

s’y développent (EIl Lakwah, 1999 ; Wang et al., 2006 ; Shi, 2012 ).
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A cause de leur effet négatif sur I’environnement, 1’utilisation des insecticides chimiques
est devenue de plus en plus restrictive (Rousseau et al., 2008). L’utilisation intensive des
insecticides de synthese pour lutter contre les insectes phytophages a conduit a la
contamination de la biosphére. Selon Philogéne (2005), tous les pesticides posent un
probleme de contamination a court ou a long terme, selon la nature de la molécule utilisée
dans les traitements et selon la maniére avec laquelle ils sont appliqués. Les études consacrées
a la dispersion des pesticides dans I’environnement ont prouvé la présence de ces produits
dans plusieurs points de la biosphére qui n’ont subi aucun traitement (Gregor et Gummer,
2005).

L’utilisation des insecticides chimiques conduit aussi a un désordre écotoxicologique qui
est accompagné d’une augmentation spectaculaire du nombre d’espéces devenues résistantes
aux insecticides chimiques (Nakakita et Winks, 1981). Une dégradation naturelle et
spontanée des pesticides chimiques est extrémement rare, la cinétique de disparition par voie
biologique d’un pesticide dans le sol débute toujours par une période de latence, plus au
moins longue, au cours de laquelle la dégradation est pratiquement nulle. Tous ces produits
phytosanitaires ont une caractéristique en commun : ils sont neurotoxiques. Des résidus de
pesticides ont été détectés dans de nombreux secteurs de la chaine alimentaire : il a été prouvé
que le DDT (dichlorodiphényltrichloroéthane) a une demi-vie de 10 ans dans 1’eau et de 40

ans dans le sol exposé (Hrdina et al., 1975).
5.5.2. Lutte physique et mécanique

Elles concernent toutes les techniques mécano-thérapeutiques susceptibles de rendre le
stock sain. En général, ces techniques ne sont pas efficaces contre les formes cachées. Elles
sont recommandées pour pallier aux problemes des résidus chimiques liés aux différents
traitements chimiques appliqués aux denrées stockées. Ainsi plusieurs techniques ont été
expérimentées et ont eu des succes divers : I’écrasement mécanique dans les « Entoleter », le
traitement par le froid et le chaud, le stockage étanche ou sous atmosphere controlée et les
radiations ionisantes (Benayad, 2013).

La lutte par le froid consiste a abaisser la température de stockage, ce qui entraine un
ralentissement du développement des insectes, freiné dés que la température est inférieure a

10°C. La température insecticide est de 5°C.
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La lutte par la chaleur consiste a une élévation de la tempeérature (température supérieure
a 50°C), ce qui entraine la mort des insectes. Le passage des produits dans un séchoir permet

d’éliminer les insectes présents dans les grains.
5.5.3. Lutte biologique

Ces derni¢res décennies, la protection de 1’environnement s’impose de plus en plus
comme une préoccupation mondiale majeure. La méthode classique de lutte biologique par
utilisation de prédateurs, de parasitoides, de micro-organisme et de substances naturelles
d’origine végétale, les industries agrochimiques orientent de plus en plus leur effort vers
I’étude de produits naturels pour la recherche de nouveaux insecticides (Tietze et Modi,
2000). Le concept de lutte biologique a subit une évolution au cours du temps et intégre dans
sa définition actuelle toutes les formes non chimiques de contréle des ravageurs des récoltes.
Les lieux de stockage représentent des systemes stables, avec des niveaux déterminés de
température et de I’humidité, parce qu’ils forment des enceintes closes, ce qui est favorable
pour procéder a une lutte biologique. L’utilisation des phéromones d’insectes attractifs et
répulsifs d’alimentation est d’un haut niveau de détection. Ils peuvent étre employés comme
indicateur des époques d’application des méthodes de lutte contre certains ravageurs des
denrées stockées. Ainsi, la lutte par les insecticides botaniques est tres recommandée, parmi
les moyens mis en ceuvre par les plantes pour se défendre contre leurs déprédateurs, les

médiateurs chimiques jouent un role déterminant (Prates et al., 1998).

Dans le bassin méditerranéen, on rencontre un tres grand nombre de plante aromatique.
Son climat riche en luminosité et en chaleur, qu’accompagnent des saisons marquées, exige
de la part des plantes des efforts adaptatifs favorable a une richesse moléculaire évolutive leur
conférant de multiples propriétés, entre autre 1’effet insecticide (Penoel, 1994). Les especes
de la famille de Meliaceae, Rutaceae, Asteraceae, Lamiaceae et Canellaceae sont les
principales familles les plus prometteuses comme source de bioinsecticides (Jacobsen, 1989).
Parmi plusieurs huiles essentielles, celles de la famille des Lamiaceae ont regu une attention
considérable dans la recherche des produits naturels pour lutter contre les ravageurs des
denrées stockeées (Mansour et al., 1986 ; Tungw et Sahinkaya 1998 ; Isman, 2000 ; Lee et
al., 2000). La méme famille a fait 1’objet de plusieurs études et ils ont montré que les espéces
aromatiques sont les plus utilisées pour lutter contre les insectes (Shaaya et al., 1997). Selon
les ressources disponibles et la pression exercée par les phytophages, les familles des plantes
développent des quantités différentes de leurs ressources a leur protection. Cependant, grand
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nombre d’entre elles n’a pas encore fait 1’objet d’étude tant sur le plan phytochimique que sur
le plan propriété insecticide. Un examen systématique des découvertes phytochimiques
répertoriées, en utilisant la base de données NAPRALERT (Natural Products Alert Database),
révele que seulement 2 a 5% des espéces vegétales ont été examinées en détail d’un point de
vue phytochimique (Akerele, 1984). Une étude réalisée par Balick et al. (1996), a montré que
moins de 1% des plantes tropicales sont étudiées d’un point de vue phytochimique. La voie
donc, reste ouverte vers la découverte de nouvelles plantes et par la suite de nouvelles
molécules a effet phytoinsecticide. Selon Regnault-Roger et Hamraoui (1997), les plantes
les plus efficaces appartiennent a la famille des Lamiaceae. Les principaux extraits aqueux
d’origine végétale utilisés contre les ravageurs des grains stockés sont: les extraits de pyrethre
(Asteraceae), de neem (Melicaeae), de poivron (Solanaceac) et les racines d’Annona

(Annonaceae) (Gwinner et al., 1996).

Les huiles essentielles sont connues depuis fort longtemps pour leurs vertus médicinales
(antiseptique et antifongique). Peu a peu, elles ont constitué un remarquable outil de défense
contre les insectes nuisibles en général et ceux des denrées stockées en particulier (Keita et
al., 2001). Les plantes insecticides, a travers notamment leur huile essentielle, peuvent limiter
la dépendance des paysans aux insecticides chimiques de synthése. L’analyse
chromatographique de quelques huiles essentielles révele qu’elles renferment majoritairement
des monoterpenes hydrocarbonés, composés volatiles qui leur allouent des propriétés
insecticides. La toxicité de nombreuses huiles essentielles et de leurs constituants a été
appréciée sur de nombreux ravageurs des graines. Ainsi, les huiles essentielles de Laurus
nobilis (Lauraceae), d’Origanum glandulosum (Lamiaceae), de Clausena anisata (Rutaceae),
de Salvia verbenaca (Lamiaceae), d’Eucalyptus globulus (Myrtaceae) ont montré une activité
insecticide a 1’égard de Rhyzopertha dominica, de Tribolium castaneum, de Bruchus
rufimanus, de Callosobruchus chinensis et de C. maculatus (Ndomo et Ngamo, 2008 ;
Kellouche et al., 2010; Mediouni-Benjemaa et al., 2012 ; Righi et al., 2014).
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CHAPITRE |

Matériel et méthodes

1.1. Matériel végétal

Notre étude porte sur deux espéces végetales appartenant a la famille des Lamiaceae, a
savoir la menthe pouliot (Mentha pulegium L.) et la germandrée tomenteuse (Teucrium
polium L.), qui ont été récoltées respectivement dans les régions d’Ain Defla (latitude
36° 15" 55" (N), longitude 1° 58" 13" (E), altitude 980 m) et d’Oum EIl Bouaghi (latitude 35°
52' 39" (N), longitude 7° 6' 49" (E), altitude 891 m) durant les mois de Mars-Avril 2015 au
stade floraison. Les parties aériennes fleuries des deux plantes (feuilles, fleurs et tiges) ont été

séchées pendant quinze jours a température ambiante (25-30 ° C) a I’abri de la lumiére.

1.2. Extraction des huiles essentielles par hydrodistillation assistée par

ultrasons

1.2.1. Protocole d’extraction

L’extraction des huiles essentielles & partir des deux plantes étudiées est effectuee par le
procédé d’hydrodistillation assistée par ultrasons, au laboratoire de génie alimentaire de
I’ENSA (Ecole Nationale Supérieure Agronomique — El Harrach), par le biais d’un appareil
de type Clevenger modifié. Dans cette étude, les ultrasons sont utilisés comme prétraitement
avant ’extraction de I’huile essenticlle de Mentha pulegium et de Teucrium polium par
hydrodistillation conventionnelle. Le procédé de sonication est réalisé en utilisant un bain a
ultrasons (Fisher bioblock Transonic TI-H, 25-45 KHz) (Figurel0).

Le principe de I’extraction assistée par ultrasons est de générer une bulle de cavitation a

proximité de la cellule végétale pour provoquer sa rupture sans dégrader les produits libérés.
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Pour chaque extraction, une prise d’essai d’environ 100 g de la matiere végétale séche est
broyée, divisée en quantité égales de 25 g et placée dans 4 béchers. Dans chaque bécher,
I’échantillon en poudre est mélangé avec 50 ml d’eau distillée. Les 4 béchers avec leur
contenu sont places dans le bain a ultrasons et soumis aux ondes ultrasonores dans les
conditions opératoires suivantes: fonction Degas, fréquence de 25 KHz, température de 25° C,

durée de 15 min et puissance ultrasonique de 20, 40 et 60 W.

Aprés chaque prétraitement, le mélange contenu dans les béchers est placé
immédiatement dans un ballon a fond rond (2000 ml) et un volume d’eau distillée est versé de
maniére a respecter le rapport matériel végétal/eau suivant: 1 : 4, 1: 8 et 1:12 g/ml. Enfin, le
mélange est hydrodistillé selon la Pharmacopée Européenne dans un appareil de type
Clevenger modifié¢ pendant une durée de 30, 60 et 90 min a partir du moment de I’extraction
de la premiére goutte d’huile essentielle. Le ballon chauffé a 1’aide d’une calotte chauffante
produit de la vapeur qui se charge de produits volatils qu’elle entraine avec elle. Cette vapeur

se condense au contact du réfrigérant.

y &t\> ’
-— — —
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Figure 10 : Bain & ultrasons.
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1.2.2. Récuperation, sechage et conservation des huiles essentielles

Le condensat est recueilli dans une ampoule a décanter ou 1’on sépare par différence de
densité¢ la phase aqueuse de la phase organique (phase supérieure) qui constitue 1’huile
essentielle. L’huile essentielle qui était un mélange des huiles obtenues a partir des différentes
distillations a été séchée avec du sulfate de sodium anhydre (Na,O4S) et conservée a une

température de 4°C dans un flacon sombre fermé hermétiqguement en vue de son analyse.

1.2.3. Optimisation par la méthode des surfaces de réponse

La méthode des surfaces de réponse est un ensemble de technique mathématiques qui se
base sur la conception expérimentale pour déterminer la portée des variables d’entrée
indépendantes. Cette méthode permet, grace a des modeles mathématiques empiriques, de
déterminer une relation d’approximation entre les réponses de sortie et le variables d’entrée
pour optimiser les paramétres du procédé afin d’atteindre des réponses souhaitables. Dans

cette méthode, la réponse peut s’écrire sous la forme suivante :

y= f{xi,XEJ}‘::{ . .....}:kj'l' E

ou f est la fonction-réponse qui dépend des variables aléatoires xi indépendantes ; € est un

terme qui représente d’autres sources de variabilite.

Dans notre étude, la réponse de sortie est le rendement en huile essentielle. Les variables
indépendantes d’entrée sont le temps d’extraction, la puissance ultrasonique et le rapport

matiére vegétale/eau.

Nous avons utilisé la méthode des surfaces de réponse pour optimiser les conditions
opératoires du processus d’hydrodistillation assistée par ultrasons des huiles essentielles de
Mentha pulegium et de Teucrium polium. Nous avons choisi un plan d’expérience basé sur la
méthode de Box-Behnken (1960) permettant de faire varier les principaux facteurs de

I’extraction des huiles essentielles afin de choisir un optimum gréce a un modéle quadratique.

Les niveaux des différentes variables du processus d’extraction des huiles essentielles de

Mentha pulegium et Teucrium polium sont indiqués dans le Tableau 7.
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Tableau 7: Les niveaux des variables indépendantes utilisées dans le plan de Box-Behnken.

Rangs et niveaux

Variables indépendantes 1 0 +1
Temps d’extraction (X1, min) 30 60 90
Puissance ultrasonique (X3, W) 20 40 60
Rapport matiere végétale/ eau (X3, g/ml) 1:4 1:8 1:12

1.2.3.1. Analyse statistique des données

Le comportement de la surface de réponse a été expliqué par un modeéle polynomial

complet de second ordre selon 1’équation suivante (Khuri et Cornell, 1996) :

Y=g +b1Xy +h2 Xp + bsXa + byyXa? + booXo? + basXa? + bia Xq Xo + b1z Xq X3 + bz Xo X3

ou Y est la réeponse (rendement en huile essentielle) et by, b2 b ...... 23, SONt respectivement les
coefficients, linéaire, quadratique et d'interaction. X;, X, et X3 sont les variables codées

indépendantes (Montgomery, 2005 ; Bradley, 2007).

Ce type de modéle permet 1’estimation d’une surface de réponse pour étudier les effets

linéaires, les effets quadratiques et les effets d’interaction.

Le logiciel Design Expert 10.0.6 (State-Ease, Inc.) est utilisé pour déterminer les
coefficients des polynémes de la réponse. Le degré de signification des coefficients est
déterminé a I’aide du test de Fisher et de la valeur de p. La vérification des modeles ajusté est
réalisé par le coefficient de régression R? et leurs signification statistique est faite par le t-test.
Lorsque R? présente des valeurs élevées, il indique que le modéle prévoit correctement les
nouvelles observations et que le modéle ajuste bien les données existantes. La qualité du

modele ajusté a été évaluée par 1’analyse de variance (ANOVA) (Tableau 8).
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Tableau 8 : Forme générale des résultats de 1’analyse de la variance.

Sources de Somme des carrds
varlances dal des éearts Carrés moyens Foys Probabilité | Source
P Influente ?

Facteur | ddl; SCE; CM=5CE /ddl) CMY/CM,

Facteur f daly SCEp CMF=S5CEyddly CMyCM,

Facteur k ddl SCEy CM=SCEydal; CMyCM,
Intaraction PF2Fon) Pca

dly SCEy CMy=SCEg/ddly CMy/'CM;
f&
Variation |~ SCE, CM, = SCEyddl,
résiduelle

1.3. Elaboration des extraits non volatils

1.3.1. Principe

Dans notre étude, six solvants (méthanol, éthanol, acétate d’éthyle, chloroforme, hexane
et eau) ont été utilisés afin d’élaborer les différents extraits non volatils des deux plantes
investiguées. Les différents extraits ont été obtenus en utilisant une extraction solide-liquide,
par Soxhlet, réalisée au laboratoire de génie alimentaire de ’ENSA (Ecole Nationale

Supérieure Agronomique — EI Harrach).
1.3.2. Mode opératoire

Les parties aériennes des plantes étudiées ont été broyées et réduites en poudre fine. 20 g
de la poudre obtenue ont eté placées dans une cartouche et soumises a une extraction avec 500
ml de solvant pure 99 %. L’extraction est répétée jusqu’a ce que le solvant récupéré devienne
incolore. Apres environ 6 heures d’extraction, le solvant riche en substances extraites, a été
récupéré dans un ballon et évaporé a sec a I’aide d’un évaporateur rotatif (Rotavapor).
L’extrait ainsi récupéré a été placé dans un dessiccateur, pesé et conserve a 4-6 °C jusqu’a son

utilisation.
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1.4. Analyse qualitative et semi quantitative des huiles essentielles

1.4.1. Analyse qualitative des huiles essentielles par chromatographie en phase gazeuse
(CPG)

1.4.1.1. Principe

L’analyse qualitative par CPG des huiles essentielles a été effectuée au laboratoire
d’analyse instrumentale du département de Technologie Alimentaire de ’ENSA (Ecole
Nationale Supérieure Agronomique — EI Harrach) en utilisant un appareil de type CP
Chrompack 9002, équipé d'une colonne capillaire Stabilwax de phase stationnaire
polyethyleneglycol (PEG) d’une longueur de 30 m ; d’un diamétre interne de 0.320 mm et
d’une épaisseur du film de la phase de 0.25 pum et d’un détecteur a ionisation de flamme
(FID). La température de la colonne est programmée a 50 °C en isotherme pendant 3 min,
puis augmentée a raison de 2 °C/min jusqu’a 220 °C, maintenue en isotherme pendant 15
min. Le volume injecté est de 0.2 puL. Le mode d’injection est split avec un rapport de
division de 1/50. L’azote a été utilisé comme gaz vecteur avec un débit de 1 ml/min. Les
températures de I’injecteur et du détecteur (FID) sont respectivement de 250 et 280 °C. La

pression est de 30 K Pascal.

1.4.1.2. Mode d’identification

L’identification des composés a été réalisée par comparaison de leurs indices de rétention
(indice de Kovats) en programmation de température a ceux cités par la littérature ainsi qu’a
ceux d’étalons injectés dans les mémes conditions (Adams, 1995). Pour le calcul de ces
indices, un mélange d’alcanes (Cg — Cy4) est injecté dans les mémes conditions opératoires
que I’échantillon. Les indices de Kovats (1K) sont calculés selon la formule suivante :

e ~ LRy

tr
IK =100z + 100 n.

tRz+n - tRz

tre : temps de rétention du composé étudié (min) ;
tr, : temps de rétention de ’alcane a z atomes de carbone qui précéde le compose étudié (min) ;
tr, +n : temps de rétention de ’alcane a z+n atomes de carbone qui suit le composé (min) ;

n: différence des nombres d’atomes de carbone.
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1.4.2. Analyse semi-quantitative des huiles essentielles par CG/SM

Cette analyse a été faite au laboratoire du Centre de Recherches en Analyses Physico-
Chimiques (CRAPC) en utilisant un chromatographe en phase gazeuse de type GC 6890 série
GC systems couplé avec un spectrometre de masse (SM) de type MS-5973 N (HP Agilent
Technologies). La fragmentation est effectuee par impact électronique a 70 ev sur une plage
de balayage de 30-550 unités de masse atomique. La colonne utilisée est une colonne
capillaire HP5-MS (5 % phenylmethylpolysiloxane) d’une longueur de 30 m, d’un diamétre
interne de 0.25 mm et d’une épaisseur du film de la phase de 0.25 um. La température de la
colonne est programmée a 35 °C en isotherme pendant 2 min, puis augmentée a raison de 5
°C/min jusqu’a 320 °C. Le gaz vecteur est I’Helium dont le débit est fixé a 1 ml/min. Le
volume injecté est de 0.2 pL. L’injection a été faite en mode Split a une température de 250

°C. La température de détection est fixée a 280 °C. La pression est de 6.75 psi.
1.5. Dosage des composes phénoliques des extraits obtenus

1.5.1. Dosage des phénols totaux

Les phénols totaux des extraits ont été déterminés par la méthode de Folin-Ciocalteu

décrite par Singleton et al., (1999) utilisant 1’acide gallique comme standard.
1.5.1.1. Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est un mélange d'acide phosphotungstique (H3PW1204) et
d'acide phosphomolybdique (H3PMo01,040) dont la réduction par 1’action des polyphénols
donne un mélange d'oxydes bleus de tungstene et de molybdéne. La coloration produite, dont
I'absorption maximum a 765 nm, est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents
dans les extraits végétaux. Le phénol standard utilisé dans cette méthode est I'acide gallique
(Figure 11).

HO OH
OH

Figure 11 : Formule chimique de ’acide gallique (Acide 3.4,5-trihydroxybenzoique).
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1.5.1.2. Mode opératoire

Un volume de 0.25 ml d’extrait dissout dans de 1’éthanol est mélangé a 1.25 ml de réactif
de Folin-Ciocalteu. Aprés 3 minutes de temps de réaction du mélange, 1 ml de la solution de
carbonate de sodium (Na,COg3) a une concentration de 75 g/l est ajouté. Aprés 30 minutes
d’incubation a I’abri de la lumiére et a une température ambiante, I’absorbance est lue a 765
nm. L’expérience est répétée trois fois pour chaque concentration d’extrait. La concentration
en composés phénoliques totaux est déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage de

I’acide gallique et sera exprimée en mg équivalent d’acide gallique par g d’extrait.

1.5.2. Dosage des flavonoides

La méthode au trichlorure d'aluminium (AICI3) modifiée (Lamaison et Carnet, 1990 ;
Huang et al., 2004) a été employée pour la détermination de la teneur totale en flavonoides

des extraits étudiés.

1.5.2.1. Principe

Le trichlorure d'aluminium forme un complexe avec les flavonoides dont 1’absorbance a
été estimée a 420 nm. Le flavonoide standard utilisé dans cette méthode est la quercétine
(Figure 12).

OH
;;,MJ':?H
HO S :::TL%;
i .
- oH
OH O

Figure 12 : Formule chimique de la quercétine.

1.5.2.2. Mode opératoire

1 ml d’extrait dissout dans de I’éthanol est ajouté a 1 ml de la solution éthanolique de
chlorure d’aluminium. Aprés 1 heure d’incubation a température ambiante, I’absorbance est
mesurée a 420 nm. Cette expérience est repétée trois fois. La teneur en flavonoides est
déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage de la quercétine et sera exprimée en mg

équivalent de quercétine par g d’extrait.
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1.6. Evaluation de ’activité antioxydante

Depuis ces derni¢res décennies, les tests d’activité antioxydante ont été largement
développés pour évaluer ’efficacité de nouveaux composés. De nombreuses méthodologies
sont disponibles, permettant d’évaluer les différents aspects physico-chimiques du potentiel
antioxydant dans différentes conditions. Tous les auteurs s’accordent qu’une seule procédure
ne peut pas identifier tous les mécanismes caractérisant un antioxydant (Hazzit et al., 2009).
Par conséquent, les huiles essentielles et les extraits subissent un screening pour leur possible
activité antioxydante en utilisant au moins deux essais ou méthodes complémentaires
(Turkmen et al., 2007 ; Mariod et al., 2009). L’activité antioxydante est évaluée par les tests

de piégeage des radicaux DPPH et ABTS®" ainsi que par la mesure pouvoir réducteur.

1.6.1. Activité de piégeage du radical 2,2-Diphényl-1- picrylhydrazyl (DPPH)
1.6.1.1. Principe

L’efficacité d’un antioxydant peut étre mesurée par sa capacité a réduire le radical libre
DPPH. Dans ce test, le pi¢geage du radical DPPHe est suivi par la diminution de 1’absorbance
a 517 nm qui est due a la réduction du radical par I’antioxydant (AH) contenu dans les

échantillons.

Le DPPH (Figure 13) est un radical stable et il présente en solution une absorption
caractéristique a 517 nm qui lui confére une coloration violette. Cette couleur disparait

rapidement lorsque le DPPH est réduit par un capteur de radicaux libres.

+ Antioxydant-OH + Antioxydant-O°

' 4 |

e HH

DPPH (violet) DPPHH (;aunc)

Figure 13 : Forme libre (violette) et réduite (jaune) du DPPH (Brand-Williams et al., 1995).
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1.6.1.2. Mode opératoire

Le test du DPPH a été réalisé dans un spectrophotometre UV-visible de type UNICAM
HELIOS A ala longueur d’onde de 517 nm.

La solution de DPPH a été préparée a une concentration de 60 uM dans de le méthanol
absolu. Le test du DPPH est réalisé en suivant la méthode decrite par Burits et Bucar (2000),
ou 25 ul de chacune des dilutions de 1’extrait testé sont mélangés avec 975 ul de la solution
méthanolique de DPPH. Aprés une période d’incubation de 30 min & la température ambiante,
I’absorbance est lue a 517 nm. Le pourcentage d’activité antioxydante (AA%) est donné par la
formule suivante :

Abs blanc — Abs éch

%AA = x 100
% Abs blanc

ou:
Avpianc : Absorbance du témoin (Solution de DPPH) (517 nm) ;

Acch : Absorbance de I’échantillon.

1.6.1.3. Détermination de la concentration inhibitrice de 50% des radicaux (I1Csp)

Elle est définie comme étant la quantité ou la concentration d’antioxydants (huile
essentielle, extrait ou toute autre substance antioxydante) nécessaire pour réduire 50% des
radicaux. Elle est obtenue a partir de I’équation de la courbe de ’activité antioxydante (AA%)
en fonction de la concentration de I’antioxydant (présent dans 1’huile essentielle ou I’extrait).

La capacité antioxydante d'un composé est d'autant plus élevée que son ICs est petite.

1.6.2. Activité de piégeage du radical 2,2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline)-6-sulfonic
acide (ABTS*")

1.6.2.1. Principe

Cette méthode est basée sur la capacité des composés a pieger le radical cationique
ABTS®*" (2,2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline)-6-sulfonic acide), qui présente un spectre
d’absorption dans le visible avec trois maxima a 645, 734 et 815 nm. En réagissant avec le
persulfate de potassium (K,S,0s), I’ABTS forme le radical ABTS®", de couleur bleue verte.
L’ajout d’un antioxydant va réduire ce radical et provoquer la décoloration du mélange

(Figurel4).
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Figure 14 : Génération du radical-cation ABTS®" avec le persulfate de potassium et sa

réaction avec un antioxydant (AOH) (De Oliveira et al., 2014).

La décoloration du radical, mesurée par spectrophotométrie a 734 nm, est proportionnelle
a la concentration en antioxydants. Le radical cationique ABTS®*" est formé par arrachement
d’un électron a un atome d’azote de I’ABTS. En présence d’un antioxydant donneur
d’hydrogéne (He), I’atome d’azote concerné piége un He, conduisant a I’ABTS", ce qui

entraine la décoloration de la solution.
2.1.1.1.  Mode opératoire

Un stock d’une solution mére d’ABTS®" stable est préparé en mélangeant 7 mM d’une
solution aqueuse d’ABTS avec 2.45 mM d’une solution de persulfate de potassium. Le
mélange est laissé a 1I’obscurité et a température ambiante pendant 12 a 16 h avant utilisations.
Cette solution est par la suite diluée avec le méthanol afin d’avoir une absorbance de 0.700
(£0.02) a 734 nm. A 950 ul de cette solution, 50 ul d’HE ou d’extrait végétal ou de témoin
positif (BHT) sont ajoutés, aprés 6 min on note 1’absorbance obtenue a 734 nm en se référant
a un témoin sans extrait. Les résultats permettent de calculer et d’exprimer cette activité anti-

radicalaire en 1Cso comme décrit précédemment pour le test DPPH.

Parce que ce test est simple, il est utilis¢ dans beaucoup de laboratoires pour I’étude de

Iactivité antioxydante. L’ABTS®" réagit rapidement avec les antioxydants et peut étre utilisé
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sur une large gamme de pH. Il est soluble dans I’cau et les solvants organiques et n’est pas
affecté par la force ionique, il peut donc déterminer la capacité antioxydante lipophile et
hydrophile.

2.1.2. Mesure du pouvoir réducteur

1.6.3.1. Principe

Le pouvoir réducteur mesure la capacité de réduire le fer ferrique (Fe**) en fer ferreux
(Fe?"), donc la mesure de I’aptitude d’un extrait a interagir avec les espéces chimiques
réactives en tant que donneur d’électrons tels que les radicaux libres. Ces radicaux ainsi
réduits deviennent plus stables. 11 est basé sur la réduction du fer ferrique (Fe*?) en fer ferreux
(Fe*?) dans lequel la coloration jaune de la solution & tester change vers diverses nuances de
couleurs vertes et bleues en rapport avec le pouvoir réducteur de chaque échantillon (Hazzit
et al., 2013). La présence d'agents réducteurs provoque la conversion du complexe Fe** /
ferricyanure a la forme ferreuse qui peut étre suivie a 700 nm grace a la formation de [Fe
(CN)gls, de couleur bleu de Prusse. L’augmentation de I'absorbance a 700 nm indique une

augmentation de la capacité réductrice.
1.6.3.2. Mode opératoire

Le pouvoir réducteur des huiles essentielles et des extraits testés est déterminé par la
méthode d’Oyaizu, (1986). A 0.125 ml d’échantillon (dilué dans le méthanol) sont ajoutés 2.5
ml d’une solution tampon phosphate (0.2M, pH: 6.6) et 2.5 ml d’hexacyanoferrate de
potacium, [KsFe (CN)s] (1%). Aprés incubation pendant 20 min a 50°C, 2.5 ml d’acide
trichloroacétique (10%) sont additionnés. Le tout est centrifugé pendant 10 min a 1500 tr/min.
On préleve ensuite 2.5 ml de la phase supérieure de chaque tube pour les transférer dans un
autre tube aux quels on ajoute 2.5 ml d’eau distillée. Au moment de la lecture on ajoute 0.5 ml
de chlorure ferrique FeCls (0.1%). L’absorbance est mesurée a 700 nm contre un blanc qui
contient tous les réactifs a I’exception de I’échantillon a tester qui est remplacé par un volume
égale de méthanol. L’augmentation de 1’absorbance indique une augmentation de la capacité

réductrice (Figure 15).
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0.125 rmbL de la solution méthanolique de I"échantillon

2.5 mL d'une solution tampon phosphate (0.20; pH = B.5)

I

2.8 mL dhexacyanoferrate de potassium 3 1% (phid

vy
Incubation pendant 20 min & 50°C

kv
Addition de 2.5 mL d'acide trichloroacétigue & 10% [P

L
Centrifugation pendant 10 min a 1500 trfmin

kv

25 mL de la phase supérieure et addition de 2.5 mL d'eau distillée

I

0.5 mL de chlorure ferrique & 0.1% (pf)

rmesure de 'absorbance & 700 nm

Figure 15 : Schéma du protocole expérimental de 1’évaluation du pouvoir réducteur.

1.7. Evaluation de P’activité antimicrobienne

1.7.1. Etude qualitative de I’effet antimicrobien

Pour évaluer I’activité antimicrobienne des HE et des extraits testés, nous avons adoptés
la méthode de diffusion sur milieu gélosé en utilisant des disques stériles en cellulose appelés
aromatogrammes. Les tests ont été réalisés au laboratoire de Biochimie de ’ENSA (Ecole

Nationale Supérieure Agronomique — El Harrach).

1.7.1.1. Principe

Le principe de la méthode est tiré a partir du titrage des antibiotiques « Pharmacopée
Européenne, 2002 ». L’aromatogramme ou méthode de diffusion sur milieu gélosé ou encore
méthode de disques est une technique qualitative permettant de déterminer la sensibilité des

micro-organismes vis-a-vis d’une substance réputée antimicrobienne (Figure 16).
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Figure 16: Principe de la méthode de diffusion sur disques.

1.7.1.2. Micro-organismes testés

L’activité antimicrobienne des HE et des extraits étudiés a été testée sur 4 micro-
organismes (3 bactéries pathogéenes et 1 levure), qui sont tous des souches pures et issues de la
collection du CRD-SAIDAL. Le Tableau 9 illustre les principales infections causées par ces

micro-organismes.

Tableau 9 : Caractéristiques des souches microbiennes testées.

Souche N°ATCC | Gram | Famille Principales infections
causées
Escherichia coli 4157 - Enterobacteriaceae - Diarrhées dysentériformes ;
- Gastro-entérites.
- Gastro-entérites ;
Staphylococeus 6538 + Micrococcaceae - Infections urinaires ;
aureus - L’ostéomyélite et I’arthrite.
Pseudomonas ; :
) 9027 - Pseudomonadaceae - Crampes abdominales ;
aeruginosa - Troubles digestifs.
- Lésions cutanées ;
Candida albicans 24433 / Cryptococcaceae - Infections cesophagiennes ;
- Infections génitales.
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1.7.1.3. Protocole expérimental

1.7.1.3.1. Préparation de la premiére couche du milieu

On fait fondre les milieux Mueller-Hinton et Sabouraud dans un bain marie a 95°C, apres
on verse aseptiquement une premiére couche des deux milieux dans des boites de pétri de 90

mm de diamétre a raison de 15 ml par boite. On laisse refroidir et solidifier sur paillasse.

1.7.1.3.2. Préparation de I’inoculum

A partir d’une culture jeune de 18 h pour les bactéries et de 48 h pour la levure, on réalise
des suspensions troubles en prélevant 3 a 4 colonies bien isolées et identiques, qu’on dépose
dans 5 ml d’eau physiologique stérile puis on agite au vortex. On réalise une premicre lecture
de la concentration de la suspension a I’aide d’un spectrophotomeétre en estimant la
transmittance qui doit étre comprise entre 22 et 32% pour les bactéries et entre 2 et 3% pour la
levure et cela a une longueur d’onde de 620 nm. Les valeurs comprises dans les intervalles
cités ci-dessus correspondent & une concentration optimale de 10”-10° germes/ml. Si une des
valeurs trouvées a la premiere lecture n’est pas comprise dans I’intervalle, on 1’ajuste soit en
ajoutant de I’eau physiologique (a 9% de NaCl) si elle est inférieure a la valeur minimale soit
en ajoutant des colonies si elle est supérieure a la valeur maximale. A chaque fois une
nouvelle lecture de transmittance est réalisée jusqu’a l’ajustement de la suspension aux

valeurs désirées. L’inoculum doit étre utilisé dans les 15 min suivant sa préparation.
1.7.1.3.3. Préparation de la deuxiéme couche du milieu

On fait fondre les deux milieux MH et SAB, on les laisse refroidir jusqu’a une
température de 45 °C et on transvase 50 ml de chaque milieu dans des flacons stériles. On
ensemence les milieux avec 200 pl de chaque suspension et on agite manuellement, puis on
dépose rapidement 4 ml de chaque milieu ensemencé sur la surface de la premiere couche
(couche support) de gélose solidifiée. On étale immédiatement la couche en faisant pivoter la

boite sur elle-méme pour avoir une surface uniforme et on laisse solidifier sur la paillasse.
1.7.1.3.4. Les huiles essentielles et les extraits utilisés

Pour I’étude de I’activité antimicrobienne, les huiles essentielles employées sont a 1’état
pur pour pouvoir les utiliser dans la technique de I’aromatogramme. Quant aux extraits non

volatils, nous avons utilisé une concentration de 100 mg/I.
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1.7.1.3.5. Dépot des disques

A T’aide d’une micropipette, en utilisant des cones stériles, on préleve 20 a 30 pl d’huile
essentielle pure ou d’extrait, on dépose chaque quantité prélevée sur le disque (6 mm de
diametre) posé préalablement a 1’aide d’une pince stérile sur la surface de la gélose
ensemencée, on laisse diffuser pendant 30 min. Et enfin, incuber a 37 °C pendant 24h pour les

bactéries et a 25°C pendant 48h pour la levure.

1.7.1.3.6. Lecture des résultats

La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque

disque, en mm,

- Halos clairs autour du disque : présence d’une activité inhibitrice des HE et des extraits;

- Absence d’halos clairs autour du disque : pas d’effet inhibiteur des HE et des extraits.

L’interprétation des résultats obtenus se fait par le biais d’une échelle d’estimation du
potentiel antimicrobien donnée par Meena et Sethi (1994) et Ela et al., (1996), qui ont classé

les diamétres des zones d’inhibition de la croissance microbienne en 4 classes (Tableau 10).

Tableau 10 : Type d’inhibition des souches microbienne en fonction des diamétres de la

zone d’inhibition.

Type d’inhibition Zone d’inhibition
Non inhibitrice diamétre < 10 mm
Légerement inhibitrice 10 mm < diamétre < 16 mm
Modérément inhibitrice 16 mm < diamétre < 28 mm
Fortement inhibitrice diametre > 28 mm

1.7.2. Etude quantitative : détermination de la CMI et CMB
1.7.2.1. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
1.7.2.1.1. Principe

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme étant la derniere ou la
plus basse concentration d’un agent antimicrobien qui peut inhiber visiblement la croissance
d’un micro-organisme aprés 24h pour les bactéries et 48h pour la levure. Son but est d’établir

le niveau de sensibilité des pathogeénes envers les agents antimicrobiens en 1’occurrence les
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huiles essentielles et les extraits testés. Cette CMI est déterminée selon la méthode des

dilutions sur milieu gélosé : MH pour les bactéries et SAB pour la levure.
1.7.2.1.2. Protocole expérimental
a- Préparation de I’inoculum microbien

A partir d’une culture jeune de 18 h pour les bactéries et de 48h pour la levure, on prépare
les solutions méres des souches a étudier en lisant I’absorbance a une longueur d’onde de 620
nm, qui doit correspondre a une DO entre 0.2 et 0.3 pour Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, a une DO entre 0.3 et 0.4 pour Staphylococcus aureus et une DO comprise entre

2-3 pour Candida albicans.

Préparer une série de dilutions allant de 10 & 10, en prélevant 1 ml de la solution mére
auquel on ajoute 9 ml d’eau distillée stérile pour obtenir la dilution 102, procédé de la méme
fagon jusqu’a la dilution 10™, ¢’est cette derniére qui sera utilisée pour la détermination de la
CML.

b- Préparation des dilutions d’HE et d’extrait de 2% a 0.03%

On prépare une dilution d’HE ou d’extrait a 2%, en diluant 1 ml d’HE pure (100%) ou
d’extrait (100 mg/1) dans 50 ml de milieu (MH et/ou SAB) liquide additionné de Tween 80
stérile dans le premier flacon. On réalise des dilutions de ¥ au %, en versant la moitié de la
dilution 2% dans le deuxieme flacon et compléter avec 25 ml de milieu ce qui donne la
dilution 1%. On procéde de la méme maniére jusqu’a I’obtention de la derniére dilution
0.03%. Couler chaque dilution dans les boites de pétri, laisser solidifier (pour les bactéries

chaque boite est divisée en trois correspondants aux trois souches bactériennes testées).

NB : - Un témoin positif ne contenant que le milieu (MH et/ou SAB) additionné de Tween 80

plus 3ul d’inoculum est prévu pour chaque série de dilution d’HE ou d’extrait.

- Un témoin négatif ne contenant que le milieu (MH et/ou SAB) additionné de Tween 80

est également prévu.
c- Incubation

Les boites de pétri ensemencées sont incubées a 37 °C pendant 24h pour les bactéries et a

25°C pendant 48h pour la levure.
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d- Lecture des résultats

La lecture des résultats se fait a I’ceil nu, en indiquant la plus faible concentration

inhibitrice d’HE, se traduisant par I’absence toute croissance bactérienne visible.
1.7.2.2. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

1.7.2.2.1. Principe

Le caractére bactéricide des HE et des extraits est étudié par la détermination de la CMB
qui correspond a la concentration minimale en HE ou extrait pour obtenir la destruction de
99.99% de I’inoculum initial (moins de 0.01% de survivants) en 24h pour les bactéries et 48h

pour la levure.
1.7.2.2.2. Protocole expérimentale
La détermination de la CMB se fait comme suit :

- A partir de la CMI déterminée pour les deux HE et les différents extraits, on préléve les
disques ensemencés qu’on va repiquer sur milieu TSA et/ou SAB en utilisant la méme
gamme de concentration utilisée pour 1’évaluation de la CMI.

- Incubation a 37°C pendant 24h pour les bactéries et a 25°C pendant 48 h pour la levure.

- La lecture des résultats se fait a I’ceil nu, en indiquant la plus faible concentration d’HE ou
d’extrait se traduisant par I’absence de toute croissance microbienne visible.

- Pour chaque expérience trois répétitions ont été réalisées.

NB : Le rapport d’activité CMB/CMI est également déterminé.

1.8. Evaluation de Pactivité insecticide

1.8.1. Matériel biologique

1.8.1.1. Matériel végetal

Les huiles essentielles et les extraits utilisés pour réaliser les différents essais insecticides

sont obtenus a partir des plantes décrites dans le paragraphe 1.1 du matériel et méthodes.
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1.8.1.2. Matériel entomologique

L’élevage de masse des adultes de Callosobruchus maculatus (F.) a été réalise au
laboratoire de phytopharmacie du département de Zoologie agricole de I'ENSA (Ecole
Nationale Supérieure Agronomique — EI Harrach). La multiplication de ces insectes est
conduite dans des bocaux en verre d’une capacité de 1 litre contenant chacun 100 g de graines
de pois chiche saines (Figure 18). Chaque bocal est infesté par 20 couples de bruches afin
d’assurer une reproduction rapides. Les bocaux sont placés dans une étuve obscure réglée a
une température de 28+2 °C et une humidité relative de 70+5%, favorables au développement
de ces insectes. Les bruches utilisés pour 1’expérimentation, dont I’dge est connu, sont

obtenus par tamisage des graines de pois chiches.

Figure 18 : L’¢élevage de masse des insectes dans des bocaux en verre placés dans une

étuve réglée a une température de 28+2 °C et une humidité relative de 70£5%.

1.8.2. Choix des doses

Les doses utilisées ont été fixées sur la base des essais préliminaires. Plusieurs tests a
blanc sont ainsi réalisés avec répétitions afin de fixer avec exactitude la meilleure gamme de

doses a utiliser pour les deux plantes examinées, en donnant le maximum d’efficacité dans un
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temps trés court. En outre, a partir de la dose maximale d’HE et d’extrait, nous avons choisi

trois autres doses (Tableau 11).

Tableau 11 : Les doses choisies pour chaque huile essentielle et extrait.

Plantes Doses choisies pour les Doses choisies pour les

HE (ul/ml d’acétone) extraits (mg/ml d’acétone)

_ D1=10.25 D1=6
Mentha pulegium D2= 0.5 D2=12
D3=1 D3= 24
D4=15 D4= 48

_ . D1=15 D1=6
Teucrium polium D2= 30 D2=12
D3= 45 D3= 24
D4= 60 D4= 48

1.8.3. Choix du solvant

Pour préparer des solutions d’huile essentielle ou d’extrait avec les doses préalablement

citées, on utilise 1’acétone comme solvant pour les raisons suivantes :

- Son évaporation trés rapide ;
- Absence d’effet résiduel ;
- Son inertie chimique, pas d’interaction avec les composants de ’huile essentielle ou de

I’extrait.

Ce solvant est utilisé seulement dans le test par contact, fécondité et fertilité pour
permettre une bonne diffusion de I’huile essentielle et de I’extrait dans le papier filtre et le

tégument de la graine.

1.8.4. Essais de toxicité des huiles essentielles et des extraits sur Callosobruchus

maculatus

La toxicité des huiles essentielles sur C. maculatus est évaluée par deux modes de
pénétration : contact et inhalation. Quant a celle des extraits, elle est évaluée que par effet

contact. De plus d’évaluer I’efficacité de ces extraits végetaux (huiles essentielles et extraits
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non volatils), on recherche le meilleur mode de pénétration envisagé dans la lutte menée au

cours de cette étude expérimentale.
1.8.4.1. Evaluation de la toxicité par contact

L’imprégnation des papiers filtre est la méthode utilisée pour déterminer la toxicité des
huiles essentielles et des extraits examinés en mettant directement ’insecte en contact avec

ces substances actives.

- Apres I’homogénéisation du mélange (solvant + HE ou extrait), on préléve 1 ml de chaque
solution et on le répartit uniformément sur un disque de papier filtre de 9 cm de diamétre,
placé dans le fond de la boite de pétri en verre (2 cm de hauteur et 9 cm de diametre) ;

- Apres évaporation totale du solvant, 20 insectes adultes du méme age (0-24 h) et de sexe
hétérogene sont déposés dans chaque boite ;

- Les boites sont fermées par de la moustiquaire a maille fine permettant leur aération et
empéchant toute fuite d’insectes ;

- Le critere de mortalité retenu correspond a 1’absence de mouvements corporels des
insectes, méme apres chatouillement des pattes ;

- Le comptage des insectes est effectué sous une loupe binoculaire apres 4, 8, 12, 16 et 24h
pour les huiles essentielles et aprés 12, 24, 48 et 72 h pour les extraits ;

- Trois répétitions et un témoin (1’acétone uniquement) sont réalisés pour chaque dose.

> Détermination des DL3g, DL et DLgg

Pour estimer ’efficacité des huiles essentielles et des extraits examinés, on a procédé au
calcul des DL3p DLsg et DLgo qui représentent les concentrations de ces substances entrainant
la mort de 30, 50 et 90 % des individus, respectivement. Ces doses létales sont calculées a
partir des droites de régression dans les courbes de 1’évolution proportionnelle des Probits en
fonction du log des doses (Finney, 1971). Les DLjp et DLsy serviront a 1’évaluation des

parametres de reproduction.
1.8.4.2. Evaluation de la toxicité par inhalation

Dans ce test les doses d’huiles essentielles utilisées sont fixées, mais la lecture de

mortalité se prolonge a des temps variables :
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- Ce test est utilisé que pour les huiles essentielles (volatiles), pour cela on prépare les doses
préalablement choisies (qui seront suffisantes pour saturer une atmosphére de 68.64 cm®
de volume) ;

- Des demi-batonnets de coton-tige de 2 cm de long, fixés contre la face interne du
couvercle, seront imbibés de la dose nécessaire d’huile essentielle, le témoin ne subit
aucun traitement ;

- Afin de saturer I’ambiance interne, on garde les petits pots cylindriques (68.64 cm®),
contenant les batonnets imprégnés d’huile essentielle, fermés pendant 10 min. Aprés
saturation des pots, 20 insectes adultes de méme age et sexe hétérogenes (Figure 19) sont
déposés ;

- Le pot est fermé hermétiquement et scotché de 1’extérieur pour éviter toute fuite d’odeur ;

- Tous les tests de toxicité ont été réalisés a température ambiante (251 °C) et a une
humidité relative de 70+5% ;

- Cing temps de lecture séparés ont été choisis (4, 8, 12, 16 et 24h) a partir du temps
maximal d’action de chaque huile essentielle au bout duquel tous les insectes sont morts ;

- Le nombre de répétition est de trois pour les lotes traités et les lots témoins.

Microgepette
de 10wl
l B O O O O Imprégnation du coton
A =
= — tige avec de I'ME
A
Flacon d'husle
essentielle ‘ 20 bruches
s ¢ ) adultes

Figure 19 : Effet de I’inhalation des huiles essentielles sur les insectes.
» Temps létaux

Les temps létaux 50 (TLsg) et 90 (TLgg) représentent les temps au bout desquels on
observe une mortalité de 50 et 90% de la population traitée par le toxique a une concentration
bien définie. Les TLsp et TLgo sont fixés a partir des tracés des droites de régressions de 1’essai
inhalation des huiles essentielles de Mentha pulegium (a la dose de 1 ul correspondant a une
dose de 0.014 pl/cm?) et de Teucrium polium (a la dose de 45 pl correspondant & une dose de

0.63 pl/cm®) a 1’égard de C. maculatus.
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1.8.5. Détermination de D’effet des doses sublétales des huiles essentielles sur la

fécondité

La fecondité des femelles exposées aux DL3p et DLsy d’huiles essentielles est déterminée
par le nombre d’ceufs pondus par la femelle au cours de sa vie. Pour chaque essai, elle est
étudiée sur 30 couples d’adultes, agés de 0-24 heures, répartis dans 03 bocaux en verre, d’une

capacité de 250 ml, a raison de 10 couples par bocal.
1.8.5.1. Principe

La guantité de graines de pois chiche reparti par boite de pétri est de 30 graine avec un

poids moyen de 19.7+1 g, par ailleurs, le nombre de répétition est fixé a trois :

- La DLz ou la DLsy d’huiles essentielles et I’acétone sont mélangés avec les graines de
pois chiche dans les bocaux en verre qui restes ouvertes jusqu’a 1I’évaporation totale du
solvant ;

- 10 couples de bruches adultes agés de 0-24 heures sont introduits dans les bocaux en verre
traités ;

- L’observation des pontes est quotidienne et est effectuée a la loupe binoclure jusqu’a la

mort de toutes les femelles (les ceufs pondus sont comptés puis éliminés).
1.8.6. Détermination de ’effet des doses sublétales des huiles essentielles sur la fertilité

Pour déterminer la fertilité¢ de I’espéce Callosobruchus maculatus (F.), 100 ceufs agés de
0 a 48 heures sont récupéres lors de I’étude de la fécondité. Ces ceufs sont répartis a raison de
10 ceufs par boite de pétri en verre contenant 05 graines (chaque graine porte 02 ceufs) mises a
I’étuve (T de 2842 °C et HR de 70+5%). Pour chaque essai, 10 répétitions sont réalisées. Le
pourcentage d’éclosion est calculé par la formule suivante :
Nombre d'oeufs éclos

o éclosion X 100
Y% éclosion Nombre d'oeufs pondus

1.8.7. Expression des résultats

La mortalité des insectes est le critére d’efficacité adopté. Cependant dans certains
échantillons le nombre d’individus morts ne correspond pas exclusivement a 1’effet induit par

le traitement. En effet, il existe souvent dans les lots d’insectes traités, une mortalité naturelle
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inévitable qui vient s’ajouter a la mortalité issue de I’intoxication proprement dite de 1’insecte.
Pour cela, Abbott (1925) attribue une formule de correction des pourcentages de mortalités,

comme suit :

(M — Mt) X 100

MC (%) = =00 = mp)

ou:

MC : pourcentage de mortalité aprés correction ;
M : pourcentage de mortalité moyenne d’insectes dans 1’échantillon traité ;

Mt : pourcentage de mortalit¢é moyenne d’insectes dans 1’échantillon témoin.

L’effet insecticide des huiles essentielles (par contact et inhalation) et des extraits (par
contact) est démontré a I’aide de courbes montrant 1’évolution des Probits en fonction des

variables étudiées (log. Doses et log. Temps).
1.9. Analyse statistique

Toutes les expériences ont été réalisées en triple et les résultats ont été exprimés en
moyenne + écart-type. L’analyse des données, I’élaboration des graphes et le calcul statistique
ont éte effectués en utilisant le logiciel Microsoft Office Excel 2010 et Statistica 10. Pour
évaluer I’effet antioxydant, antimicrobien et insecticide des huiles essentielles et des extraits
testes, il est nécessaire de verifier si les données obtenues sont homogenes et suivent une loi
normale. Cet examen permet alors de choisir le test d’hypothése le plus approprié. Dans cette

étude, le test d’hypothése de Shapiro-Wilks, qui donne les p-values, a été choisi.

83



Chapitre 11
Resultats
et

discussion



Etude expérimentale Chapitre Il : Résultats et discussion

CHAPITRE II

Résultats et discussion

2.1. Optimisation du rendement d’extraction des huiles essentielles des
plantes étudiées par hydrodistillation assistée par ultrasons en utilisant la

methodologie des surfaces de reponse

Dans le but d’optimiser les conditions d’extraction des huiles essentielles des parties
aériennes de Mentha pulegium et de Teucrium polium par hydrodistillation assistée par

ultrasons, une étude par méthodologie des surfaces de réponse (MSR) est menée.

Le Design Expert 10.0.6 (State-Ease, Inc.) est utilisé pour concevoir le plan expérimental
de type Box-Behnken qui comprend 17 expériences. Ces expériences sont conduites afin de
trouver la combinaison optimale entre les différents facteurs influents sur le procéde
d’hydrodistillation assistée par ultrasons (le temps d’extraction, la puissance ultrasonique et le
rapport matiére végétale/eau), conduisant au meilleur rendement en huiles essentielles des

plantes étudiées.

La MSR nous a permis de déterminer une relation d’approximation entre les variables
indépendantes et la réponse. Cette relation est formulée par un polynéme de second degré qui

permettra d’optimiser les parameétres du processus afin d’atteindre les rendements souhaitables.

2.1.1. Menthe pouliot

2.1.1.1. Ajustement du modéle

Les 17 expériences réalisées selon le plan de Box-Behnken et le rendement d’extraction de
I’huile essentielle de Mentha pulegium obtenu pour chaque essai sont présentés dans le Tableau
12.
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Tableau 12: Le plan expérimental de Box-Behnken et les valeurs des réponses observées pour

I’huile essentielle de la menthe pouliot.

Variables non codées

Variables codées

_ Rapport
Temps Puissance - Rendement
Essai _ matiére
ssalS  g’extraction ultrasonique o 1 X, X3  d’extraction
) végetale/eau
(min) (W) (%)
(g/ml)

1 60 60 1:4 0 1 -1 2.25
2 60 40 1:8 0 0 0 2.26
3 90 40 1:4 1 0 -1 2.3
4 60 40 1:8 0 0 0 2.19
5 60 60 1:12 0 1 1 2.42
6 90 60 1:8 1 1 0 2.39
7 30 40 1:4 -1 0 -1 1.62
8 30 40 1:12 -1 0 1 1.69
9 60 40 1:8 0 0 0 2.28
10 60 40 1:8 0 0 0 2.24
11 60 40 1:8 0 0 0 2.17
12 60 20 1:12 0 -1 1 2.18
13 90 40 1:12 1 0 1 2.34
14 90 20 1:8 1 -1 0 2.27
15 60 20 1:4 0 -1 -1 2.08
16 30 20 1:8 -1 -1 0 1.48
17 30 60 1:8 -1 1 0 1.71

Les résultats des différents essais du procédé d’extraction de I’huile essentielle de la

menthe pouliot par hydrodistillation assistée par ultrasons sont interprétés par la MSR. Une
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analyse de la variance (ANOVA) est effectuée afin d’évaluer le modéle quadratique de surface

de réponse qui a été obtenu a partir du plan expérimental de Box-Behnken (Tableau 1, annexe).

Le test de Fisher (valeur de F) qui de 71.12 montre que le modele est fortement significatif
(p < 0.0001). La valeur de p avec une tres faible probabilité (p < 0.05) indique que les termes
du modéle sont significatifs. L’analyse statistique révele que les effets linéaires des trois
paramétres du processus (A, B et C) et I’effet quadratique du temps d'extraction (A% sont des
termes significatifs du modele. En outre, les résultats de 1’analyse des erreurs montrent que le
manque d’ajustement n’est pas significatif par rapport a I’erreur pure (p > 0.05). Dans un
modele, si le manque d’ajustement est significative, ce sera rejeté (Granato et al., 2011). Le
coefficient de détermination (R?) obtenu dans cette étude est de 0.9892, ce qui indique que le
modele représente adéquatement les données. Selon Le Man et al. (2010), un modele est
adéquat lorsque les valeurs de R® sont supérieures & 0.75. Le R? ajusté (0.9753) et le R? prédit
(0.9186) montrent que les valeurs prédites sont trés proches des valeurs expérimentales. Le
coefficient de variation (C.V.) de 2.18% indique un faible écart entre les valeurs prédites et
expérimentales. Les plus petites valeurs de C.V. donnent une meilleure reproductibilité
(Muruganandam et al., 2017). La faible valeur de la somme des carrés de I’erreur résiduelle
prédite (PRESS), qui est de 0.11, montre que le modéle a un bon ajustement (Myers et
Montgomery, 2002).

L’équation polynomiale de second ordre représentant le rendement d’extraction de 1’huile

essentielle de Mentha pulegium en fonction des variables indépendantes est la suivante:

Y =+223+0.35* X; +0.095 * X, + 0.047 * X3 - 0.028 * X;X, - 7.500 x103* X X3 + 0.017 *
XoX3 - 0.26 * X412 - 0.010 * X,% + 0.015 * X532

ou Y est le rendement d’extraction prédit exprimé en % ;
X1, est le temps d’extraction (min) ;
X5 est la puissance ultrasonique (W) ;

Xsest le rapport matiere végétale/eau (g/ml) en valeurs codees.

Les coefficients d’estimation indiquent la contribution positive des termes linéaires du
temps d'extraction (X;), de la puissance ultrasonique (X;) et du rapport matiére végétale/eau
(X3), suivi du terme d’interaction entre la puissance ultrasonique et le rapport maticre
végétale/eau (XoXs) et le terme quadratique du rapport matériel végétalleau (Xs?) sur le

rendement d’extraction. Ceci montre que le rendement d’extraction augmente avec

86



Etude expérimentale Chapitre Il : Résultats et discussion

I’augmentation des valeurs de ces variables (X1, Xz, X3, XoX3 et X32). Alors que, les termes
quadratiques du temps d’extraction (X:?) et de la puissance ultrasonique (X,?) et les termes
d’interaction entre le temps d’extraction et la puissance ultrasonique (X1X) et entre le temps
d’extraction et le rapport matiére végétale/eau (X1X3) indiquent que 1’augmentation de leurs

valeurs provoquent une diminution du rendement d’extraction.

2.1.1.2. Analyse des Surfaces de réponse

Les courbes des surfaces de réponse sont tracées afin de trouver le niveau optimal de
chaque variable indépendante du processus permettant d’obtenir la réponse maximale

(Rajasimman et al., 2009).

Afin de visualiser I’effet combiné des différents paramétres du processus sur le rendement
d’extraction de I’huile essentielle de la menthe pouliot, des courbes de surface de réponse
tridimensionnelles (3D) et des tracés de contour bidimensionnels (2D) sont illustrées en
maintenant une variable constante a son niveau central et en faisant varier les deux autres dans
les limites expérimentales. La Figure 18(a-c) montre les surfaces de réponse 3D et les tracés de
contour 2D du rendement d’extraction de 1’huile essentielle de Mentha pulegium en fonction de
I’interaction entre deux variables indépendantes: le temps d’extraction et la puissance
ultrasonique (X1X;) avec un rapport matiere végétale/eau fixé a 1 :8 g/ml, le temps d’extraction
et le rapport matiere végétale/eau (X1X3) avec une puissance ultrasonique fixée a 40 W et la
puissance ultrasonique et le rapport matiére végétale/eau (X,X3) avec une durée d’extraction

fixée a 60 min.

La forme elliptique du tracé de contour indique la bonne interaction des deux variables,
tandis que sa forme circulaire n'indique aucune interaction entre les variables. Les effets
d'interaction entre les variables sont significatifs, comme en témoigne la nature elliptique des
contours. Selon la Figure 20c, il a été observé que 1’augmentation des valeurs du terme
interactif de la puissance ultrasonique et du rapport matiére végétale/eau permettent

d’augmenter la réponse.

87



Etude expérimentale Chapitre 1l : Résultats et discussion

Rendement d'extraction (%)

Rendement d'extraction (%)
B: Puissance ultrasonigue (W)

-1 0.5 Q 0.8 1

A Temps dextraction (min)

b 1 Rendement d'extraction (%)
26

g 24 g

-§ 22 ﬁi

E 2 g

£ o

5 €

o @

€ 16 ‘%

o

g 14 > S

(=3
T f=x
g &
L&)
o 55 -1 as 0 0.5 1
C: Rapport matiére végétale/eau ‘A: Temps d'extraction (min)
(g/ml) A A Temps dextraction (min)
e 1 Rendement d'extraction (%)
—

Rendement d'extraction (%)
C: Rapport matiére végétalefeau (g/ml)

C: Rapport matiere végétale/eau B: Puissance ultrasonique (W)
(g/mi) B: Puissance ultrasonigue (W)
Figure 18 : Surfaces de réponse 3D et tracés de contour 2D du rendement d’extraction de
I’huile essentielle de Mentha pulegium en fonction, (a) du temps d’extraction et de la puissance
ultrasonique, (b) du temps d’extraction et du rapport matiere végétale/eau, (c) de la puissance

ultrasonique et du rapport matiére végétale/eau.
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Afin de minimiser le cott énergétique du procédé d’hydrodistillation assistée par ultrasons,
le temps d’extraction est I’un des paramétres les plus importants a optimiser. Nous avons
remarque que le rendement en huile essentielle est influencé par la durée de 1’opération
d’extraction. L’effet significatif du temps d’extraction sur le rendement en huile essentielle est
prouvé par plusieurs auteurs (Nie et al., 2010 ; Galadima et al., 2012 ; Ranitha et al., 2014 ;
Fadil et al., 2015 ; Mainya et al., 2016).

Une augmentation du temps d’extraction conduit a un rendement en huile essentielle plus
¢levé. Cependant, le rendement atteint son maximum lorsque le temps d’extraction atteint sa

valeur centrale (Figure 18a et b).

Au-dela de 60 min, la prolongation supplémentaire de la durée d’extraction n’entraine
aucune amelioration significative de la réponse. Cette diminution du rendement d’extraction
pourrait étre d0 a la décomposition chimique des composes bioactifs présents dans les extraits
qui peut se produire lors du prolongement du temps d’extraction (Huang et al., 2008). Ces
résultats indiquent que 1’obtention du rendement désiré nécessite une augmentation du temps

d’extraction vers la borne médiane du domaine de variation de ce facteur (60 min).

Les résultats obtenus ont également montré que le rendement en huile essentielle de la
menthe pouliot s’améliore avec 1’augmentation de la puissance ultrasonique. Cette amelioration
peut étre attribuée a la génération de plus de bulles responsables du phénomene de cavitation
acoustique (Gholivand et al., 2014 ; Mei et al., 2014).

Selon Chemat et al., (2011), une bulle de cavitation peut étre générée a proximité de la
surface du matériel végétal (Figure 19a), puis pendant un cycle de compression, cette bulle
s’effondre (Figure 19b) et un microjet dirigé vers la matrice végétale est créé (Figure 19b et c).
La haute pression et la température impliquées dans ce processus vont détruire les parois
cellulaires de la matrice du végétal, ce qui facilite la libération de composés extractibles et
améliore le transport de masse en perturbant les parois cellulaires du produit et son contenu

peut étre libéré dans le milieu (Figure 19d).
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Figure 19 : Formation d’une bulle de cavitation et libération du matériel végétal (Chemat et
al., 2011).

Par ailleurs, la Figure 18c montre que le rendement en huile essentielle s’accroit suite a
I’augmentation du rapport matiere végétale/eau de 1:4 & 1:12 g/ml. Selon Muruganandam et
al., (2017), une augmentation du ratio solide/liquide augmente le gradient de concentration et,
par conséquent, la vitesse de diffusion des composés et conduit ainsi a une augmentation du
rendement d’extraction. En régle générale, un rapport matiére végétale/eau plus important

permet de dissoudre plus efficacement les composés cibles (Safaryan et al., 2016).

Dans cette étude, I’hydrodistillation assistée par ultrasons s’est avérée étre une technique
appropriée pour obtenir un rendement d’extraction maximal de 1’huile essentielle de la menthe
pouliot, tout en réduisant considérablement le temps d’extraction. Ces résultats sont en accord
avec ceux rapportés par d’autres auteurs (Khosravi et al., 2013 ; Morsy, 2015 ; Mnayer et al.,
2017). Selon les résultats de la MSR, les conditions optimales permettant d’obtenir le
rendement d’extraction maximal en huile essentielle de Mentha pulegium (2.42%) sont une
durée d’extraction de 60 min, une puissance ultrasonique de 60 W et un rapport matiére

végétale/eau de 1:12 g/ml.

2.1.2. Germandrée tomenteuse

2.1.2.1. Ajustement du modéle

Les réponses expérimentales observées en fonction des différentes variables du processus

d’extraction de I’huile essentielle de Teucrium polium sont indiquées dans le Tableau 13.
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Tableau 13 : Le plan expérimental de Box-Behnken et les valeurs des réponses observées de

I’huile essentielle de la germandrée.

Variables non codées Variables codées
Temps Puissance Rapf)‘ort Rendement
Essais d’extraction ultrasonique ) m,atlere X1 X X3  d’extraction
(min) w) vegétale/eau (%)
(g/ml)

1 60 60 1:4 0 1 -1 0.48
2 60 40 1:8 0 0 0 0.51
3 90 40 1:4 1 0 -1 0.59
4 60 40 1:8 0 0 0 0.46
5 60 60 1:12 0 1 1 0.68
6 90 60 1:8 1 1 0 0.65
7 30 40 1:4 -1 0 -1 0.24
8 30 40 1:12 -1 0 1 0.31
9 60 40 1:8 0 0 0 0.43
10 60 40 1:8 0 0 0 0.47
11 60 40 1:8 0 0 0 0.52
12 60 20 1:12 0 -1 1 0.45
13 90 40 1:12 1 0 1 0.61
14 90 20 1:8 1 -1 0 0.52
15 60 20 1:4 0 -1 -1 0.42
16 30 20 1:8 -1 -1 0 0.19
17 30 60 1:8 -1 1 0 0.33

L’analyse de la variance (ANOVA) permettant 1’évaluation des effets linéaires,
quadratiques et interactifs de toutes les variables indépendantes du modele sur le rendement
d’extraction de I’huile essentielle de Teucrium polium est présentée dans le Tableau 2,

(annexe).

Le test F de Fisher avec une trés faible probabilité (p < 0.0001) indique une tres grande
signification du modéle avec un manque d’ajustement insignifiant (p > 0.05). Le R* obtenu
(0.9732) montre que plus de 97% des données experimentales sont compatibles avec les

données predites par le modéle et qu'uniquement moins de 3% des variations ne sont pas
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expliquées par le modeéle. Les valeurs élevées de R? ajustée (0.9386) et de R? prédit (0.8367)
ont également plaidé en faveur d’une grande importance du modéle. La faible valeur de C.V.
(7.30%) indique que les écarts entre les valeurs expérimentales et prédites sont négligeables. La
faible valeur de PRESS (0.049) confirme la validité de ce modele pour la prédiction de la

réponse.

L’expression mathématique de la relation entre le rendement d’extraction prédit de I’huile
essentielle de Teucrium polium (Y) et les variables indépendantes du processus (X; : temps
d’extraction, X : puissance ultrasonique, X3 : rapport matiere végétale/eau) est indiquée dans

I’équation suivante:

Y =+ 0.48 + 0.16 * X;+ 0.070 * X, + 0.040* X3- 2.500x107°3* X; X, - 0.012 * X; X3 + 0.043 *
XoX3-0.063 * X412 + 7.250x107 * X,2 + 0.022 * X5°

Selon les résultats des coefficients d’estimations décrits dans le Tableau 15, nous
constatons la contribution positive des termes linéaires du temps d’extraction (X;), de la
puissance ultrasonique (X,) et du rapport matiére vegétale/eau (Xs) ainsi que celle du terme
d’interaction entre la puissance ultrasonique et le rapport matiere végétale/eau (X2X3) et ceux
des termes quadratiques de la puissance ultrasonique (X,?) et du rapport matériel végétal/eau
(X3%) sur le rendement d’extraction de I’huile essentielle de Teucrium polium. Ces données
indiquent que I’augmentation des valeurs des variables Xj, X3, X3, X2X3, X22 et X32 améliore
le rendement d’extraction. Tandis que, le terme quadratique du temps d’extraction (X1°) et les
termes d’interaction entre le temps d’extraction et la puissance ultrasonique (X;Xy) et entre le
temps d’extraction et le rapport matiére végétale/eau (X1X3) présentent une contribution

négative sur le rendement d’extraction.
2.1.2.2. Analyse des surfaces de réponse

La Figure 20(a-c) présente les surfaces de réponse 3D et les tracés de contour 2D du
rendement d’extraction de I’huile essentielle de Teucrium polium en fonction de D’effet
combiné de deux variables a la fois: le temps d’extraction et la puissance ultrasonique (AB)
avec un rapport matiére végetale/eau fixé a 1 :8 g/ml, le temps d’extraction et le rapport matiére
végétale/eau (AC) avec une puissance ultrasonique fixée a 40 W et la puissance ultrasonique et
le rapport matiére végétale/eau (BC) avec une durée d’extraction fixée a 60 min. Selon la
Figure 20c, nous constatons également que le rendement d’extraction augmente avec

I’augmentation des valeurs de BC.
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Figure 20 : Surfaces de réponse 3D et tracés de contour 2D du rendement d’extraction de
I’huile essentielle de Teucrium polium en fonction, (a) du temps d’extraction et de la puissance
ultrasonique, (b) du temps d’extraction et du rapport matic¢re végétale/eau, (c) de la puissance

ultrasonique et du rapport matiére végétale/eau.
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Au cours de cette ¢tude, I'utilisation des ultrasons comme prétraitement précédant
I’hydrodistillation a permis de réduire considérablement le temps d’extraction et d’augmenter
le rendement en huile essentielle de Teucrium polium. En effet, les ultrasons perturbent la
structure de la paroi cellulaire de la germandrée induisant ainsi la lyse des cellules et accélérant

la diffusion des molécules a travers les membranes.

D’apres les résultats de la MSR, une durée d’extraction de 60 min, une puissance
ultrasonique de 60 W et un rapport matiére végétale/eau de 1:12 g/ml sont les conditions
optimales permettant la maximisation du rendement d’extraction de I’huile essentielle de

Teucrium polium vers une valeur de 0.68%.

2.2. Effet du type de solvant sur le rendement d’extraction des plantes
étudiées

Le choix du solvant est une étape importante pour I’obtention des extraits avec des
rendements acceptables et une forte activité antioxydante (Singh et al., 2014). Le rendement
d’extraction dépend du type solvant et sa polarité, du pH, de la température, du temps
d’extraction et de la composition chimique et des caractéristiques physiques de 1’échantillon
(Xu et Chang, 2007 ; Do et al., 2014). Sous le méme temps d’extraction et la méme
température, la nature des solvants utilisés et la composition chimique de 1’échantillon sont

connus comme étant les paramétres les plus importants (Pavithra et Vadivukkarasi, 2015).

Dans cette étude, les extraits de Mentha pulegium et de Teucrium polium sont obtenus en
utilisant différents solvants d’extraction (méthanol, éthanol, acétate d’éthyle, chloroforme,
hexane et eau). L’influence de ces solvants sur le rendement d’extraction des deux Lamiaceae

est indiquée dans le Tableau 14.

Les rendements d’extraction de la menthe pouliot basés sur le poids sec de la plante varient
entre 2.53+0.09 et 18.89+0.56% (g/g) et diminuent dans I’ordre suivant : extrait méthanolique
> ¢éthanolique > aqueux > chloroformique > acétate d’éthyle > hexanique. Tandis que pour la
germandrée, les rendements d’extraction varient avec des pourcentages allant de 8.47+£0.79 a
23.331£0.61% (g/g) et diminuent comme suit : extrait méthanolique > éthanolique > aqueux >
chloroformique > hexanique > acétate d’éthyle. Les résultats décrits dans le Tableau 14
révélent une variabilité significative des rendements d’extraction de Menha pulegium et
Teucrium polium en fonction du type de solvant utilisé. Les variations des pourcentages des

rendements d’extraction sont probablement liées a la polarité des solvants utilisés. Selon
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Butsat et Siriamornpun (2010), la différence de polarité des solvants d’extraction pourrait
influencer la solubilité des constituants chimiques dans un échantillon et son rendement
d’extraction. En effet, les solvants polaires (le méthanol, 1’éthanol et 1’eau) se sont révélés
particuliérement efficaces pour atteindre les meilleurs rendements d’extraction des deux plantes
étudiées. Cependant, parmi les différents solvants utilisé dans la présente étude, le méthanol a
permis d’obtenir le rendement d’extraction le plus élevé pour la menthe pouliot (18.89+0.56%)
ainsi que pour la germandrée (23.33+£0.61%). Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus
par d’autres auteurs, qui ont montré que le méthanol est le solvant le plus approprié pour
I’obtention du rendement d’extraction maximal de hombreuses plantes (Sharififar et al., 2009 ;
Seddik et al., 2013 ; Khorasani Esmaeili et al., 2015 ; Zazouli et al., 2017 ; Ngo et al.,
2017).

Tableau 14 : Rendements d’extraction (% (g/g)) de la menthe pouliot et de la germandrée.

Extraits Mentha pulegium Teucrium polium
Meéthanolique 18.89+0.56 23.33+0.61
Ethanolique 17.54+1.13 21.97+0.28
Acétate d’éthyle 6.73+£1.02 8.47+0.79
Chloroformique 10.05+0.71 10.62+1.15
Hexanique 2.53+0.09 9.80+0.43
Aqueux 16.22+0.25 20.15+0.85

2.3. Evaluation de la composition chimique des huiles essentielles

Les composes individuels des huiles essentielles des deux plantes étudiées ont été
identifiés par comparaison de leurs spectres de masse (CG/SM) et temps de retention (CPG)
avec ceux des standards analysés dans les mémes conditions et stockés dans les bases de
données. D’autres identifications ont été faites en comparant les spectres de masse obtenus avec
ceux présents dans la bibliotheque de spectres de masse (NIST, 2005) et ceux rapportés dans la
littérature. Les indices de rétention sont calculés pour tous les constituants de I’huile essentielle

en utilisant une série homologue de n-alcanes dans les mémes conditions opeératoires.
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2.3.1. L’analyse qualitative et semi-quantitative de I’huile essentielle de la menthe pouliot

Au total, 44 composés sont identifiés dans I’analyse par CPG seule et CG/SM de I’huile
essentielle extraite par hydrodistillation assistée par ultrasons des parties aériennes de la menthe
pouliot, représentant 97% de 1’ensemble des constituants isolés. Les résultats obtenus sont

consignés dans le Tableau 15 et représentés sur les Figures 21 et 22.

Les résultats de I’analyse chimique de I’huile essentielle de Mentha pulegium par GC/MS
montrent que les composés majoritaires sont I’isomenthone, la pulégone et la menthone avec
des taux respectifs de 37.1%, 34.8% et 10.4% (Tableau 15). Les structures chimiques de ces

composés sont rapportées a la Figure 23.

En regle générale, ce sont les principaux constituants qui déterminent les propriétés
biologiques des huiles essentielles (Djenane et al., 2011). Les études sur la composition
chimique des huiles essentielles des plantes aromatiques en relation avec le screening de leurs

activités biologiques sont abondantes.

Isomenthone Pulégone Menthone

Figure 23: Structure des composés majoritaires de I"huile essentielle de Mentha pulegium.
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Figure 21 : Chromatogramme total (CG/SM) de I’huile essentielle de Mentha pulegium.
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Figure 22 : Chromatogramme agrandi (CG/SM) de I’huile essentielle de Mentha pulegium. Les

chiffres sur les pics correspondent a ceux des numéros d’ordre des composeés indiqués sur le

Tableau 17; Ni : Non identifié.
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Tableau 15 : Composition chimique (%) de 1’huile essentielle de la menthe pouliot.

N° 2 Composés ° IR % ® Identification
1 a-Thujene 928 0.1 SM-IR

2 a-Pinene 937 0.4 SM-IR- Et.
3 Camphene 951 t SM-IR- Et.
4 Sabinene 973 0.5 SM-IR- Et.
5 B-Pinene 978 0.4 SM-IR- Et.
6 3-Octanone 985 0.2 SM-IR

7 B-Myrcene 990 0.1 SM-IR- Et.
8 3-Octanol 993 2.7 SM-IR

9 a-Phellandrene 1004 0.1 SM-IR- Et.
10 0-3-Carene 1011 t SM-IR- Et.
11 a-Terpinene 1017 t SM-IR- Et.
12 p-Cymene 1024 1.3 SM-IR- Et.
13 Limonene 1030 0.6 SM-IR- Et.
14 1,8-Cineole 1032 0.3 SM-IR- Et.
15 cis-B-Ocimene 1038 t SM-IR

16 y-Terpinene 1060 0.1 SM-IR- Et.
17 cis-Sabinene hydrate 1067 t SM-IR

18 Filifolone 1097 t SM-IR

19 a-Thujone 1105 0.2 SM-IR

20 B-Thujone 1115 0.1 SM-IR

21 3-Octanol acetate 1116 0.5 SM-IR

22 Camphor 1144 0.2 SM-IR- Et.
23 Menthone 1151 10.4 SM-IR- Et.
24 Isomenthone 1159 37.1 SM-IR

25 Isopulegone 1165 1.9 SM-IR

26 neo-Menthol 1167 15 SM-IR

27 a-Terpineol 1190 0.1 SM-IR- Et.
28 Carveol 1217 0.1 SM-IR

29 Pulegone 1235 34.8 SM-IR

30 Piperitone 1254 0.6 SM-IR

31 Bornyl acetate 1284 0.1 SM-IR- Et.
32 Thymol 1290 0.1 SM-IR- Et.
33 Carvacrol 1300 0.5 SM-IR- Et.
34 Piperitenone 1341 0.5 SM-IR

35 a-Copaene 1376 0.1 SM-IR

36 B-Boubonene 1384 t SM-IR

37 B-Caryophyllene 1420 0.2 SM-IR

38 a-Humulene 1443 0.3 SM-IR

39 y-Muurolene 1476 0.1 SM-IR

40 a-Muurolene 1498 0.1 SM-IR

41 v-Cadinene 1513 0.1 SM-IR

42 d-Cadinene 1523 0.1 SM-IR

43 Caryophyllene oxide 1581 0.4 SM-IR

44 a-Cadinol, epi 1638 0.1 SM-IR

Composés identifiés (%) 97.0
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Monoterpénes hydrocarbonés 3.6
Monoterpénes oxygénes 89.0
Sesquiterpenes hydrocarbonés 1.0
Sesquiterpenes oxygénés 0.5
Autres 2.9

 composés classés par ordre d’élution sur la colonne non polaire HP5 MS ;
® Indices de rétention par rapport a la série d’alcanes normaux Cg-Cj; ;

¢ Identification ; SM : par comparaison des spectres de masse a ceux de la bibliotheque de
spectres de masse (NIST 2005) ; Et. : par comparaison des indices de rétention a ceux des
standards analyses dans les mémes conditions opératoires ; t : Trace (< 0.05 %).

Les differentes classes chimiques composant I’huile essentielle de la menthe pouliot sont
représentées sur la Figure 24. L’analyse de la composition chimique montre que cette essence
est principalement dominée par les monoterpénes oxygenés (89%) et plus particulierement par
les cétones qui constituent le groupe le plus abondant avec un taux de 86.3% de la composition
globale de I’huile (I’isomenthone, la pulégone, la menthone, 1’isopulégone et la pipéritone,...).
Nous notons également la présence en faibles proportions des monoterpénes hydrocarbonés

(3.6%), des sesquiterpenes hydrocarboneés (1%) et des sesquiterpénes oxygénes (0.5%).

0,50% 2,90%

1% 3,60%

™~ o

@ Monoterpenes hydrocarbongs
H Monoterpénes oxygenes
i Sesquiterpénes hydrocarbonés
M Sesquiterpénes oxyge nés

M Autres

Figure 24 : Répartition en pourcentage des différentes classes chimiques composant I’huile

essentielle de la menthe pouliot.

Des travaux antérieurs a la présente étude ont porté sur la variation de la composition
chimique des huiles essentielles de Mentha pulegium et révélent I’existence de plusieurs

chémotypes (Tableau 3, annexe). La pulégone est rapporté comme constituant majoritaire des
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huiles essentielles de Mentha pulegium de Corse (Sutour, 2010), de Maroc (Ait-Ouazzou et
al., 2012), d’Italie (Caboni et al., 2013) et de Portugal (Rodrigues et al., 2013). D’autres
composés sont mentionnés comme majoritaires dans 1’huile essentielle de la menthe pouliot
comme la menthone (Ghazghazi et al., 2013), la pipériténone (Foganholi et al., 2015) et
I’oxyde de pipériténone (Sevindik et al., 2017). En Algérie, plusieurs travaux ont permis de
mettre en évidence la composition chimique de I’huile essentielle de la menthe pouliot et ont
tous abouti a la révélation d’un chémotype a pulégone. Boukhebti et al., (2011) ont étudié
I’huile essentielle de 1la menthe pouliot de la région de Sétif dont la composition chimique est
dominée par la pulégone (38.8%), la menthone (19.3%), la pipériténone (16.5%) et la
pipéritone (6.3 %). Abdelli et al., (2016) ont montré que la pulégone (70.66 %), le néo-menthol
(11.21%), la menthone (2.63 %) et la cis-isopulégone (2.33 %) sont les principaux constituants
de I’huile essentielle de Mentha pulegium de la région de Bouira. Selon 1’étude menée par
Yahiaoui et al., (2017), le principal constituant de 1’huile essentielle de Mentha pulegium de

Bejaia est la pulégone (88.78%).

D’apreés les résultats obtenus dans notre étude, nous pouvons déduire que I’huile essentielle
de Mentha pulegium analysée appartient au chémotype isomenthone / pulégone / menthone.
Notons, par ailleurs, que I’huile essentielle de la menthe pouliot présente un profil chimique
spécifique. En effet, la présence de la pulégone dans cette essence ne constitue pas une
originalité, mais 1’association de ce constituant avec a la fois, I’isomenthone et la menthone
dans une huile essentielle de Mentha pulegium avec les proportions mentionnées

précédemment n’a jamais été décrite dans la littérature.

Les variations de la composition chimique de I’huile essentielle étudiée, du point de vue
qualitatif et quantitatif, sont probablement dues aux conditions climatiques (rayonnement
solaire, rayonnement UV, précipitations et température moyenne) et édaphiques ainsi qu’a la
méthode d’extraction et le mode de conservation (Castelo et al., 2012 ; Turek et Stintzing,
2013 ; Soro et al., 2015). Ces variations peuvent également étre influencees par les conditions
de culture des plantes, la partie de la plante utilisée, 1’dge de la plante et la période du cycle
végétatif, ou méme par des facteurs génétiques (Senatore, 1996 ; Kokkini et al., 1997 ; Russo
et al.,, 1998 ; Thompson et al., 2003 ; Karousou et al., 2005 ; Ehsani et al., 2017 ). Ces
facteurs influent sur les voies de biosynthése de la plante et par consequent la proportion
relative des composés principaux caractéristiques. Cela conduit a I’existence de différents
chémotypes qui distinguent les huiles essentielles de différentes origines (Djenane et al.,
2011).
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2.3.2. L’analyse qualitative et semi-quantitative de I’huile essentielle de la germandrée

tomenteuse

Les résultats des analyses chromatographiques (CPG et CG/SM) de I’huile essentielle
extraite a partir des parties aériennes de la germandrée ont permis I’identification et la
quantification de 74 composés, correspondant a 91.3 % de la composition chimique totale de

I’huile. Les résultats obtenus sont indiqués dans le Tableau 16 et représentés sur la Figure 25.

Abundance
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Figure 25 : Chromatogramme (CG/SM) de I’huile essentielle de Teucrium polium.
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Tableau 16 : Composition chimique (%) de 1’huile essentielle de la germandrée.

N° ® Composés °|IR % ° Identification
1 a-Thujene 925 0.1 SM-IR- Et.
2 a-Pinene 935 3.9 SM-IR- Et.
3 Camphene 948 0.2 SM-IR- Et.
4 B-Pinene 976 9.7 SM-IR- Et.
5 1-Octan-3-ol 986 0.2 SM-IR

6 B-Myrcene 992 1.3 SM-IR

7 a-Phellandrene 1005 0.1 SM-IR- Et.
8 a-Terpinene 1017 0.2 SM-IR- Et.
9 p-Cymene 1026 0.6 SM-IR

10 Limonene 1029 3.5 SM-IR- Et.
11 1,8-Cineole 1033 0.1 SM-IR- Et.
12 cis-B-Ocimene 1042 0.1 SM-IR

13 trans-B-Ocimene 1048 0.2 SM-IR

14 v-Terpinene 1061 0.4 SM-IR- Et.
15 Terpinolene 1087 0.2 SM-IR- Et.
16 Linalool 1104 0.7 SM-IR- Et.
17 B-Thujone 1105 0.1 SM-IR

18 cis- p-2-menthen-1-ol 1107 0.1 SM-IR

19 Chrysanthenone 1110 0.1 SM-IR

20 Campholaldehyde 1113 0.2 SM-IR

21 4-Acetyl-1- 1117 0.2 SM-IR

methylcyclohexane

22 B-Pinone (nopinone) 1119 0.1 SM-IR

23 trans-Pinocarveol 1126 0.6 SM-IR

24 Camphor 1144 0.4 SM-IR- Et.
25 Verbenol 1146 0.3 SM-IR

26 p-Menth-4(8)-ene 1158 0.1 SM-IR

27 Pinocarvone 1062 0.7 SM-IR

28 Borneol 1067 0.2 SM-IR

29 Pinocamphone 1172 0.1 SM-IR

30 4-Terpineol 1177 0.3 SM-IR- Et.
31 p-Cymen-8-ol 1187 0.1 SM-IR

32 a-Terpineol 1194 0.2 SM-IR- Et.
33 Myrtenal 1196 1.2 SM-IR

34 Myrtenol 1198 0.6 SM-IR

35 Verbenone 1203 0.1 SM-IR

36 trans-Carveol 1205 0.1 SM-IR

37 Cuminaldehyde 1215 0.1 SM-IR

38 Carvone 1218 0.1 SM-IR

39 Bornyl acetate 1285 0.1 SM-IR- Et.
40 a-Fenchyl acetate 1293 0.1 SM-IR

41 Thymol 1302 0.4 SM-IR- Et.
42 Carvacrol 1318 6.1 SM-IR- Et.
43 1,5,5-Trimethyl-6- 1337 0.2 SM-IR

methylene-cyclohexene
44 a-Cubebene 1348 0.2 SM-IR
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45 Eugenol 1353 0.1 SM-IR
46 a-copaene 1372 0.8 SM-IR
47 -Boubonene 1380 1.1 SM-IR
48 B-Cubebene 1390 0.2 SM-IR
49 B-Elemene 1394 0.2 SM-IR
50 a-Gurjunene 1403 0.2 SM-IR
51 B-Caryophyllene 1415 0.4 SM-IR
52 B-Gurjunene 1432 0.2 SM-IR
53 a-Bergamotene 1434 0.2 SM-IR
54 a-Amorphene 1441 0.1 SM-IR
55 a-Humulene 1452 0.2 SM-IR
56 Allo-aromadendrene 1457 0.2 SM-IR
57 Germacrene D 1477 16.1 SM-IR
58 Bicyclosesquiphellandrene 1488 0.3 SM-IR
59 Bicyclogermacrene 1492 4.9 SM-IR
60 y-Cadinene 1511 1.8 SM-IR
61 0-Cadinene 1518 2.6 SM-IR
62 Cardina-1,4-diene 1527 0.3 SM-IR
63 a-Cardinene 1529 0.1 SM-IR
64 Germacrene B 1558 0.8 SM-IR
65 Germacrene D-4-ol 1568 0.2 SM-IR
66 Spathulenol 1570 2.6 SM-IR
67 Globulol 1574 0.3 SM-IR
68 Viridiflorol 1587 2.1 SM-IR
69 Caryophyalldienol 1628 0.2 SM-IR
70 t-Cadinol 1639 17.9 SM-IR
71 a-cadinol 1650 2.2 SM-IR
72 Nootkatone 1774 0.1 SM-IR
73 Hexahydrofarnesyl acetone 1849 0.2 SM-IR
74 Hexadecanoic acid (palmitic 1982 0.1 SM-IR
acid)
Composes identifiés (%) 91.3
Monoterpénes hydrocarbonés 214
Monoterpénes oxygénés 12.8
Sesquiterpenes hydrocarbonés 30.3
Sesquiterpenes oxygénés 25.8
Autres 1.0

% composés classés par ordre d’élution sur la colonne non polaire HP5 MS ;

® Indices de rétention par rapport a la série d’alcanes normaux Cg-Cy; ;

¢ Identification ; SM : par comparaison des spectres de masse a ceux de la bibliotheque de
spectres de masse (NIST 2005) ; Et.: par comparaison des indices de rétention a ceux des

standards analysés dans les mémes conditions opératoires ; t : Trace (< 0.05 %).

L’analyse de I’huile essentielle de la germandrée par CG/SM montre que cette derniére est

largement dominée par les sesquiterpénes hydrocarbonés (30.3%) et les sesquiterpénes
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oxygénés (25.8%), ainsi que par les monoterpenes hydrocarbonés (21.4%). Toutefois, les

monoterpénes oxygénés (12.8%) constituent la plus faible proportion (Figure 26).

1,00%

i Monoterpénes hydrocarbonés
H Monoterpénes oxygenés
W Sesquiterpénes hydrocarbonés
M Sesquiterpénes oxygenes

M Autres

Figure 26 : Répartition en pourcentage des différentes classes chimiques composant 1’huile

essentielle de la germandree.

La composition chimique de Teucrium polium est marquée par la présence du t-cadinol

(17.9%), de la germacrene D (16.1%) et de la B-pinene (9.7%) comme composés majoritaires

(Figure 27).

t-Cadinol Germacrene D B-Pinene

Figure 27 : Structure des composés majoritaires de I"huile essentielle de Teucrium polium.

L’étude comparative des résultats obtenus sur la composition chimique de 1’huile

essentielle de Teucrium polium et ceux de la littérature a montré de forte variation en fonction
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de I’origine géographique de 1’espéce (Tableau 4, annexe). Selon 1’étude menée par Bakari et
al., (2015), I’a-pinene (17.04%), la B-pinéne (12.68%), le limonéne (6.65%), le B-myrcene
(6.07%) et la germacréne D (5.89%) sont les principaux constituants de 1’huile essentielle de
Teucrium polium de Tunisie. Les composés majoritaires de 1’huile essenticlle extraite a partir
des fruits de la germandrée d’Iran sont I’a-pinene (18.2%), 1’élemol (14.5%), la B-pinene
(10.01%), le cubénol (10.0%) et le limonene (6.98 %) (Sabzeghabaie et Asgarpanah, 2016).
L’analyse de la composition chimique de 1’huile essentielle de Teucrium polium de Turquie
révéle que la germacréne D (8.10 %), le carvacrol (5.41%), la B-pinéne (4.63%), I’a-copaéne
(3.40%) et le spathulénol (3.32%) sont les composés majoritaires (Kurtoglu et Tgn, 2017).
Asgharipour et Shabankare, (2017) ont rapporté que I’huile essentielle de la germandrée
d’Iran est constituée de la B-caryophyllene (12.80- 28.40%), de la farnésene-cis-b (5.60-
18.4%), de la germacrene D (2.10-13.40%), du bicyclogermacrene (3.40- 12.00 %), du linalool
(1.80-15.65 %) et du carvacrol (1.70- 8.60 %). En Algérie, nous notons une grande variabilité
de la composition chimique des huiles essentielles de la germandrée d’une région a une autre.
L’étude menée par Kabouche et al., (2007) a révélé que ’huile essentielle de Teucrium polium
d’Ain Mlila est constituée d’a-cadinol (46.8%), de 3B-hydroxy-o-muurolene (22.5%), d’a-
pinéne (9.5 %) et de B-pinéne (8.3 %). Hammoudi et al., (2013) ont montré que I’huile
essentielle de la germandrée de Tamanrasset est principalement composée de limonéne
(11.2%), de B-caryophyllene (9.2%) et de y-cadinéne (10.2%). L’étude visant a déterminer la
composition chimique de 1’huile essentielle de Teucrium polium de Tlemcen a rapporté que la
germacréne D (25.81 %), le bicyclogermacréne (13%), la B-pinéne (11.69%) et le carvacrol
(8.93 %) sont les composés majoritaires (Belmekki et al., 2013). Selon Lograda et al., (2014),
les principaux constituants de 1’huile essentielle de la germandrée provenant de la région de
Sétif sont ’a-pinéne (14.1-18%), la B-pinéne (15-18.1%), la germacréne D (3.8-19%), le
myrceéne (8.2-10.4%) et le limonéne (5.3 -8.7%).

2.4. Teneur en polyphénols des extraits obtenus par les différents solvants

Les composés phénoliques ou polyphénols sont trés importants en raison de leurs activités
antioxydantes qui sont dues a leurs propriétés redox en jouant un rdle important dans la
destruction oxydative par la neutralisation des radicaux libres, piégeage de 1’oxygéne, ou
décomposition des peroxydes (Nijveldt et al., 2001). Les flavonoides sont le groupe le plus
représentatif des composés phénoliques. Ils ont la capacité de piéger les radicaux libres et

agissent comme des antioxydants efficaces (Fraga, 2010).

105



Etude expérimentale Chapitre Il : Résultats et discussion

L’analyse quantitative des polyphénols et des flavonoides totaux dans les différents extraits
examinés de Mentha pulegium et de Teucrium polium est réalisée respectivement par les
méthodes spectrophotométriques de Folin-Ciocalteu et de trichlorure d’aluminium (AICl3). La
quantité des polyphénols totaux est déterminée a partir de 1’équation de la régression linéaire de
la courbe d’étalonnage établie avec 1’acide gallique a différentes concentrations (Figure 1,
annexe). La teneur en polyphénols totaux est exprimée en mg équivalent d’acide gallique par
gramme d’extrait (mg EAG/g d’extrait). Le contenu en flavonoides totaux est déterminé a partir
de I’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage de la quercétine a différentes
concentrations (Figure 2, annexe). La teneur en flavonoides totaux est exprimée en mg

équivalent de quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g d’extrait).
» Cas de la menthe pouliot

La quantité de polyphénols et de flavonoides totaux présente dans les différents extraits de
la menthe pouliot (méthanolique, éthanolique, acétate d'éthyle, chloroformique, hexanique et
aqueux) est indiquée dans le Tableau 17. La teneur en polyphénols totaux des différents extraits
testés varie significativement en fonction du type de solvant utilisé, avec des proportions allant
de 94.07+2.34 a 197.86+2.54 mg d’EAG/g d’extrait. La comparaison de cette teneur entre les
différents extraits de Mentha pulegium nous a permis d’établir cet ordre : 1’extrait méthanolique

> aqueux > éthanolique > acétate d'éthyle > chloroformique > hexanique.

Par ailleurs, la teneur en flavonoides totaux des extraits de la menthe pouliot testés est
comprise entre 29.32+1.46 et 86.20£2.09 mg de EQ/g d’extrait et diminue dans I’ordre suivant:
I’extrait aqueux > méthanolique > acétate d'éthyle > chloroformique > hexanique >
éthanolique. Nos résultats indiquent que ’extrait méthanolique présente la plus grande quantité
de phénols totaux avec une valeur de 197.86+2.54 mg d’EAG/g d’extrait, tandis que, 1’extrait
aqueux montre la teneur en flavonoides totaux la plus élevée avec une valeur de 86.20£2.09 mg
de EQ/g d’extrait.

Les résultats décrits dans le Tableau 17 révélent une variabilité des teneurs en polyphénols
et en flavonoides totaux dans les différents extraits examinés de Mentha pulegium. Cette
variabilité pourrait étre expliquée par la différence de la solubilité des composés phénoliques
dans les solvants d’extraction (Stankovic et al., 2012). La solubilité des polyphénols dépend du
type de solvant utilisé dans leur extraction et de sa polarité (Alothman et al., 2009). D’autre
part, lloki-Assanga et al., (2015) ont observé que les composés phénoliques sont souvent

extraits en plus grande quantité dans les solvants les plus polaires et que leur solubilité est
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principalement affectée par la présence et la position des groupes hydroxyles ainsi que de la
taille moléculaire et de la longueur des chaines hydrocarbonées constitutives. De plus, Addai et
al., (2013) ont rapportés qu’une augmentation de la polarité des solvants conduit & une

amélioration de la teneur en polyphénols et en flavonoides totaux dans 1’extrait.

Tableau 17 : Teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux des différents extraits de Mentha

pulegium.

Polyphénols totaux Flavonoides totaux

Extraits
(mg EAG/g d’extrait) (mg EQ/g d’extrait)

Méthanolique 197.86+2.54 71.92+1.23
Ethanolique 113.45+2.72 29.32+1.46
Acétate d’éthyle 128.69+2.13 62.23+0.78
Chloroformique 104.34+1.26 49.38+0.61
Hexanique 94.07+2.34 30.38+1.54
Aqueux 176.30+1.42 86.20+2.09

» Cas de la germandrée tomenteuse

Les teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux présentes dans les différents extraits
de Teucrium polium sont consignées dans le Tableau 18. La quantité des polyphénols totaux
des différents extraits testés est comprise entre 83.7+0.15 et 206.95+1.82 mg d’EAG/g d’extrait
et diminue dans I’ordre suivant: I’extrait méthanolique > aqueux > éthanolique > acétate
d'éthyle > chloroformique > hexanique. Alors que, la teneur en flavonoides totaux varie entre
5.74+0.19 et 42.16+0.61 mg d’EQ/g d’extrait et diminue dans cet ordre : I’extrait méthanolique
> aqueux > éthanolique > hexanique > chloroformique > acétate d'éthyle.

Les résultats indiques dans le Tableau 18 montrent que 1’extrait méthanolique contient la
plus grande quantité de polyphénols et de flavonoides totaux avec des valeurs respectives de
206.95+1.82 mg d’EAG/g d’extrait et 42.16+0.61 mg d’EQ/g d’extrait. Par conséquent, parmi

les six solvants testés dans notre étude, le méthanol s'est avéré étre le solvant le plus approprié
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pour I’extraction de la teneur la plus ¢élevée en composés phénoliques a partir des parties
aériennes de Teucrium polium. Ces résultats sont en accord avec ceux d’autres études, qui ont
révélé que le méthanol est le solvant le plus efficace pour I’extraction des composés
phenoliques des plantes (Stankovic et al., 2012 ; Ali et al., 2014 ; Khorasani Esmaeili et al.,
2015 ; Padalia et al., 2017 ; Nabi et Shrivastava, 2017 ; Dhawan et Gupta, 2017).

Tableau 18 : Teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux des différents extraits de

Teucrium polium.

Polyphénols totaux Flavonoides totaux

Extraits
(mg EAG/g d’extrait) (mg EQ/g d’extrait)

Méthanolique 206.95+1.82 42.16+0.61
Ethanolique 157.42+4.12 34.46+2.24
Acétate d’éthyle 113.23+3.54 5.74+0.19

Chloroformique 102.36+2.83 12.83+1.92
Hexanique 83.7+0.15 23.65+0.60
Aqueux 184.84+2.25 38.95+1.13

2.5. Evaluation de ’activité antioxydante des huiles essentielles et des extraits
étudies

Il n’existe aucune méthode unique qui est capable d’évaluer pleinement la capacité
antioxydante totale ou de donner une prédiction compléte de I’efficacité antioxydante des
differents composés, puisque les antioxydants peuvent agir par différents mécanismes (De
Marino et al., 2012). Ainsi, trois méthodes spectrophotomeétriques différentes (le test de
piégeage du DPPH, le test de piégeage de I’ABTS et la mesure du pouvoir réducteur) sont
utilisées pour évaluer in vitro 1’activité antioxydante des huiles essentielles et des extraits des

deux plantes étudiées. Le BHT et le Trolox sont utilisés comme standards de référence.
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2.5.1. Activité de piégeage du radical 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

L’activité de piégeage du radical DPPH est la méthode la plus couramment utilisée pour
déterminer I’activité antioxydante a la fois des composés purs et des échantillons complexes.
Dans ce test, le radical libre 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPHe+) de couleur violette est
réduit par les composés antioxydants présents dans les huiles essentielles et les extraits testés en
diphénylpicrylhydrazine (DPPH-H) de couleur jaune. Cette procédure implique la mesure de la
diminution de I’absorbance du radical DPPH a 517 nm, qui est proportionnelle a la
concentration des substances anti-radicalaires ajoutée a la solution du réactif DPPH (Boligon et
al., 2014). L’effet des antioxydants sur le piégeage du radical DPPH est généralement attribué a
leur capacité a donner de I’hydrogéne (Ashokkumar et al., 2008 ; Biswas et al., 2010).

2.5.1.1. Cas des huiles essentielles

Les résultats de ’activité antioxydante des huiles essentielles de Mentha pulegium et de
Teucrium polium et du BHT vis-a-vis du radical DPPH sont représentés sur la Figure 28. Les
activités anti-radicalaires obtenues révelent que les huiles essentielles étudiées posseédent un
profil dose-dépendant contre le radical DPPH. En effet, I’activité de piégeage du radical DPPH

augmente avec I’augmentation de la concentration de ces huiles essentielles.
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Figure 28 : Activité de piégeage du radical DPPH des huiles essentielles de Mentha pulegium
et de Teucrium polium et du BHT.
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L’ICsp exprime la quantité d’antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical
libre DPPH de 50%. Plus la valeur de 1I’'ICsq est faible, plus I’activité antioxydante d’un
composé est grande. Les valeurs de 1’ICsp des huiles essentielles de Mentha pulegium et de

Teucrium polium et du BHT sont indiquées dans le Tableau 19.

Tableau 19 : L’ICsq des huiles essentielles de Mentha pulegium et de Teucrium polium et du

BHT.
Echantillons ICso (Mg/l)
Mentha pulegium 1210.11+0.0
Teucrium polium ND
BHT 27.99+0.0

ND : Non déterminée.

D’aprés les résultats mentionnés sur le Tableau 19, I’antioxydant de synthése (BHT)
montre une forte activité anti-radicalaire avec une valeur de I’ICsy de 27.99+0.0 mg/l. La
concentration de 1’huile essentielle de Mentha pulegium requise pour inhiber 50 % du radical
libre DPPH est de 1210.11+0.0 mg/l, alors que celle de Teucrium polium n’a pas pu étre
déterminée étant donné que 1’activité anti-radicalaire n’atteint méme pas les 50 % et ceci méme
pour la plus forte concentration (2000 mg/l). L’activité de piégeage du radical DPPH peut étre
classée dans I’ordre suivant: BHT > HE Mentha pulegium > HE Teucrium polium. D’une
maniere générale, on pourrait dire que les huiles essentielles testées possedent une faible
activité anti-radicalaire comparée a celle du BHT et ceci pour toutes les concentrations

utilisées.

D’apreés les résultats obtenus, I’huile essentielle de Mentha pulegium montre une capacité
anti-radicalaire appréciable vis-a-vis du radical DPPH. En effet, cette essence présente un
pourcentage d’inhibition de 75.51+0.24% pour une concentration de 2000 pg/ml. De
nombreuses études ont révélé que 1’huile essentielle de Mentha pulegium était capable d’agir
comme piégeur de radicaux libres en réduisant le DPPH en diphénylpicrylhydrazine de couleur
jaune en donnant un atome d’hydrogéne (Hajlaoui et al., 2009 ; Teixeira et al., 2012 ;
Ouakouak et al., 2015 ; Abdelli et al., 2016). Les activités anti-radicalaires de cette essence

sont nettement plus elevées que celles rapportées par Kamkar et al., (2010) pour la menthe
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pouliot Iranienne (ICso = 14736+156 pug/ml), mais beaucoup plus faibles que celles trouvées par
Ahmed et al., (2015) et Salem et al., (2018) respectivement pour Mentha pulegium Saoudienne
(10.2£1.7 pg/ml) et Tunisienne (14+0.65 ug/ml). Les différences constatées entre les résultats
obtenus dans notre étude et ceux rapportées par les auteurs précédents peuvent étre expliquée

par les variations de la composition chimique des huiles essentielles (Lahlou, 2004b).

L’huile essentielle de Teucrium polium révéle la plus faible activité anti-radicalaire dans
notre ¢étude. Effectivement, 1’activité de piégeage du radical DPPH n’atteint qu’une valeur
maximale de 18.49+1.23% pour une concentration de 2000 mg/l de cette essence. Ce
pourcentage d’inhibition est beaucoup plus faible que celui trouvé par Bakari et al., (2015), qui
est de 66.01% pour une concentration de 1000 ug/ml de I’huile essentielle de la germandrée

cultivée en Tunisie.

Les activités antioxydantes des huiles essentielles des plantes aromatiques sont
principalement attribuées aux composés actifs présents en elles (Politeo et al., 2006 ; Dhifi et
al., 2016). En général, les huiles essentielles riches en composés oxygénées présentent une
activité anti-radicalaire plus marquée que celles a terpénes hydrocarbonés (Benov, 1994 ;
Miladi et al., 2013). En effet, I’huile essenticlle de Mentha pulegium qui a présenté la plus
forte activité anti-radicalaire dans notre étude, est riche en monoterpénes oxygénés (89%). De
plus, les composés tels que I’isomenthone (37.1%), la pulégone (34.8%) et la menthone
(10.4%) sont connus pour leur grand potentiel antioxydant (Mimica-Dukic et al., 2003 ;
Yadegarinia et al., 2006 ; Hajlaoui et al., 2009 ; Teixeira et al., 2012 ; Gaeini et al., 2013 ;
Brahmi et al., 2016). Ces composés, grace a leurs propriétés d’oxydo-réduction, agissent
comme des agents réducteurs, donneurs d’hydrogene et désactivateurs d’oxygene singulet, et
sont capable de fixer les radicaux libres pour les transformer en produits plus stables et
d’arréter la propagation de la réaction en chaine (Shahriar et al., 2013). 1l a été établi dans de
nombreuses études que 1’activité antioxydante des huiles essentielles est non seulement liée au
pourcentage ¢levé des composé€s majoritaires, mais aussi a la présence d’autres constituants
minoritaires et des effets synergiques entre eux (Abdalla et Roozen, 1999 ; Vardar-Unlii et
al., 2003 ; Saint, 2003 ; Kalemba et Kunicka, 2003 ; Oussou, 2009 ; Oussou et al., 2010 ;
Mukazayire et al., 2011).

L’analyse de la composition chimique de 1’huile essentielle de Teucrium polium révéle

une forte proportion en composes terpeniques hydrocarbonés (51.7%). La faible capacité de ces

111



Etude expérimentale Chapitre 1l : Résultats et discussion

terpenes a céder un atome d’hydrogeéne aux radicaux libres peut expliquer la faible activité

antioxydante de I’huile essentielle de la germandrée (Mata et al., 2007).
2.5.1.2. Cas des extraits

» Menthe pouliot

Les résultats de 1’activité de piegeage du radical DPPH des différents extraits de Mentha

pulegium et du BHT sont illustrés par la Figure 29.
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Figure 29 : Activité de piégeage du radical DPPH des différents extraits de Mentha pulegium
et du BHT.

Nous remarquons que tous extraits examinés sont capables de réduire le radical libre
DPPH, en raison de leur aptitude a céder un atome d’hydrogeéne. Notons également que les
différents extraits testés montrent une capacité de piégeage du radical DPPH dose-dépendante.
Les valeurs de I’ICso des différents extraits de Mentha pulegium et du BHT sont indiquées sur
la Figure 30.
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Figure 30 : L’ICs des différents extraits de Mentha pulegium et du BHT.

Tous les extraits de Mentha pulegium révelent une forte capacité a piéger le radical libre
DPPH, avec des valeurs de 1I’'lCsg comprises entre 6.74+0.59 et 10.05+0.28 mg/l. Selon
Adaramola et Onigbinde (2017), la variabilité de I’activité antioxydante entre les différents
extraits testés peut €tre attribuée a I’utilisation de solvants de différentes polarités pour
I’extraction des composés antioxydants. L’activité de piégeage du radical DPPH des différents
extraits examinés diminue dans I’ordre suivant: I’extrait méthanolique> chloroformique >

¢thanolique> acétate d’éthyle> aqueux > hexanique.

D’aprés les résultats enregistrés, nous remarquons que tous les extraits testés présentent
une activité anti-radicalaire supérieure a celle du BHT (ICs de 27.994+0.0 mg/l). Les résultats
du test de piégeage du radical libre DPPH ont également révélé que parmi tous les extraits
examinés, 1’extrait méthanolique présente le meilleur potentiel antioxydant (1Cso de 6.74+0.59
mg /l). Cette forte capacité anti-radicalaire pourrait étre attribuée a sa forte teneur en
polyphénols totaux (Tableau 17). Dans la littérature, plusieurs études ont rapporté qu’il existe
une corrélation positive entre 1’activité antioxydante et la teneur en composés phénoliques
(Sadeghi etal., 2015 ; Qasim et al., 2016 ; Al-Rimawi et al., 2017).

Viuda-Martos et al. (2011) ont montré que la teneur en composes phénoliques peut étre
utilisee comme un indicateur important de la capacité antioxydante des plantes et peut
également servir comme écran préliminaire pour tout produit destiné a étre utilise comme
source naturelle d’antioxydants dans les aliments fonctionnels. Les polyphénols possédent un

ou plusieurs cycles aromatiques, un systéeme aromatique conjugué étendu pour délocaliser un
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électron non apparié, et un ou plusieurs groupes hydroxyles qui sont capables de donner un
atome d’hydrogene ou un électron a un radical libre; par conséquent, ils possédent une structure
idéale pour les activités de piégeage des radicaux libres (Skrovankova et al., 2012). Cette
structure des composés phénoliques est une clé déterminante de leur activité de piégeage des
radicaux libres, c’est ce qui est appelé les relations structure-activité (Balasundram et al.,
2006). Par exemple, dans le cas des acides phénoliques, 1’activité antioxydante dépend du
nombre et de la position des groupes hydroxyles par rapport a la fonction carboxyle (Rice-
Evans et al., 1996 ; Robards et al.,, 1999).

» Germandrée tomenteuse

Les résultats de ’activité de piégeage du radical DPPH des différents extraits de Teucrium
polium et du BHT sont représentés sur la Figure 31. Nous constatons que tous les extraits de la
germandrée testés réduisent et décolorent le DPPH en raison de leur capacité a donner

I’hydrogéne. Ces extraits ont également montré une activité anti-radicalaire dose-dépendante.
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Figure 31 : Activité de piégeage su radical DPPH des différents extraits de Teucrium polium et
du BHT.

Les valeurs de I’ICsq des différents extraits de Teucrium polium et du BHT sont illustrées
dans la Figure 32.
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Figure 32 : L’ICsg des différents extraits de Teucrium polium et du BHT.

D’apres les résultats illustrés sur la Figure 32, nous constatons que les différents extraits de
la germandrée présentent une forte activité de piégeage du radical DPPH, avec des valeurs de
I’ICs allant de 6.77+0.15 a 9.90+0.04 mg/I. L’activité anti-radicalaire des différents extraits de
la germandrée diminue comme suit : ’extrait méthanolique > éthanolique > acétate d’éthyle >
aqueux > chloroformique > hexanique. Nous remarquons également que tous les extraits
examinés présentent une activité de piégeage du radical DPPH supérieure a celle de
I’antioxydant de référence BHT (ICso = 27.99+0.0 mg/l) et ceci quel que soit la concentration
utilisée. Notons, par ailleurs, que I’extrait méthanolique présente la plus grande activité anti-
radicalaire (ICso = 6.74+£0.59 mg/l), ce qui est probablement due a sa teneur élevée en

polyphénols totaux (206.95+1.82 mg d’EAG/g d’extrait).

2.5.2. Activité de piégeage du radical 2, 2’-azino-bis 3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid
(ABTS®)

Le test de piégeage du radical liore ABTS®" est utilisé pour mesurer 1’activité antioxydante
in vitro des huiles essentielles et des différents extraits de Mentha pulegium et de Teucrium
polium. Le radical cation ABTS®" est réactif vis-a-vis de la plupart des antioxydants, y compris
les composés phénoliques, les thiols et la vitamine C (Gupta et al., 2016). Les antioxydants
présents dans les huiles essentielles et les extraits testés réagissent avec le radical cation
ABTS®" (couleur bleu /vert foncé) et le reconvertissent en sa forme neutre incolore, par leur

capacité a donner de I’hydrogéne (Boligon et al., 2014).
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2.5.2.1. Cas des huiles essentielles

Les activités de piégeage du radical ABTS®" des huiles essentielles de Mentha pulegium et
de Teucrium polium sont illustrées dans la Figure 33. Les activités anti-radicalaires du Trolox,

utilisé comme témoin positif, sont décrites sur la Figure 3, (annexe).
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Figure 33 : Activité de piégeage du radical ABTS®" des huiles essentielles de Mentha

pulegium et de Teucrium polium.

Les valeurs de I’ICs des huiles essentielles de la menthe pouliot et de la germandrée ainsi

que celles du Trolox sont indiquées dans le Tableau 20.

Tableau 20 : L’ICsq des huiles essentielles de Mentha pulegium et Teucrium polium et du

Trolox.
Echantillons 1Cso (Mg/l)
Mentha pulegium 484.03 £0.78
Teucrium polium ND
Trolox 0.82+0.0

ND : Non déterminée.
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D’apres les résultats rapportés par le Tableau 20, les valeurs de 1’ICso du Trolox et de
I’huile essentielle de la menthe pouliot sont respectivement de 0.82+0.0 et 484.03+0.78 mg/I.
Par contre, I’ICsq de I’huile essentielle de la germandrée n’a pas pu étre déterminée en raison de
sa faible activité anti-radicalaire vis-a-vis de ’ABTS®", qui reste inférieure & 50% méme a la
plus forte concentration (2000 mg/l). La capacité de piégeage de I’ABTS®" diminue dans
I’ordre suivant : Trolox > HE Mentha pulegium > HE Teucrium polium. Notons, que les huiles
essentielles testées dans la présente étude révelent une faible activité anti-radicalaire comparée

a celle du Trolox.

Nous constatons que I’huile essentielle de Mentha pulegium présente un bon potentiel
antioxydant contre le radical ABTS®" avec un pourcentage d’inhibition de 87.71+0.82%, pour
une concentration de 2000 pg/ml. L’activité de piégeage du radical libre ABTS®" de I’huile
essentielle de la menthe pouliot analysée dans notre étude est plus faible que celle obtenue par
Brahmi et al. (2016), qui ont trouvé que la concentration requise pour inhiber 50% du cation
ABTS*" est de 57.4£1.9% pg/ml. Nous remarquons également que I’huile essentielle de
Teucrium polium montre la plus faible inhibition du radical ABTS®" (26.81+0.55% a une
concentration de 2000 mg/1). A notre connaissance, il n’y a pas de rapport dans la littérature sur

Iactivité antioxydante de I’huile essentielle de la germandrée en utilisant le test de I’ABTS®".

Notons, par ailleurs, que les activités antioxydantes des huiles essentielles de Mentha
pulegium et de Teucrium polium trouvées sur la base du test ABTS®" confirment celles obtenus
par la méthode de piégeage du radical DPPH. Cependant, les valeurs obtenues en utilisant
I’ABTS®" sont supérieures a celles trouvées en utilisant le test de DPPH. Ces résultats sont en
accord avec ceux rapportés par Rajurkar et Hande, (2011) et Vamanu et Nita, (2013). Cette
supériorité peut étre due a la faible sensibilité des radicaux DPPH et a la lenteur de leur vitesse
réactionnelle avec la plupart des biomolécules comparée a celle des radicaux ABTS®*" (Binsan
et al., 2008 ; Martysiak-Zurowska et Wenta, 2012).

2.5.2.2. Cas des extraits

» Menthe pouliot

Les activités de piégeage des radicaux ABTS®" des différents extraits de Mentha pulegium

et du Trolox sont illustrées sur la Figure 34.

117


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rajurkar%20NS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22303056
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rajurkar%20NS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22303056

Etude expérimentale Chapitre 1l : Résultats et discussion

100
90 -
S
wv
[
o
< H1mg/l
S
-‘S‘ m3 mg/l
3 m5mg/l
8
s H 10 mg/l
&
5 m 20 mg/l
()
-]
2 m 50 mg/l
% m 100 mg/I
<

Figure 34 : Activité de piégeage du radical ABTS®" des différents extraits de Mentha pulegium

et du Trolox.

D’apres les résultats décrits par la Figure 34, nous remarquons que les différents extraits
examinés présentent une inhibition dose-dépendante des radicaux ABTS®". Les valeurs de
I’ICs des différents extraits de la menthe pouliot et du Trolox sont indiquées sur la Figure 35.
Les différents extraits étudiés possédent une forte activité de piégeage du radical ABTS®", avec
des valeurs de I’ICsp comprises entre 2.55+0.75 et 7.11+0.22 mg/l. Tous les extraits de la
menthe pouliot testés montrent une activité de piégeage inféricure a celle de I’antioxydant
synthétique Trolox (ICsp = 0.82+0.0 mg/l) et ceci quel que soit la concentration utilisée. Par
ailleurs, activité de piégeage du radical ABTS®" des extraits de la menthe pouliot étudiés
diminue dans I’ordre suivant : méthanolique > éthanolique > acétate d'éthyle > chloroformique
> hexanique > aqueux. Notons également que 1’extrait méthanolique présente la plus forte
activité anti-radicalaire lorsqu’il réagit avec I’ABTS®" (ICs = 2.55+0.75 mg/I), en raison de sa
forte teneur en composés phénoliques (197.86+ 2.54 mg d’EAG/g d’extrait). Ces résultats sont
en accord avec ceux trouvés par Khorasani Esmaeili et al., (2015), qui ont montré que I’extrait
méthanolique de Trifolium pratense (Tréfle rouge) posséde la plus forte activité de piégeage du
radical ABTS®" comparée aux autres extraits testés.
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Figure 35 : L’ICs, des différents extraits de Mentha pulegium et du Trolox.

» Germandrée tomenteuse

Les activités de piégeage du radical ABTS®" des différents extraits de Teucrium polium et
du Trolox sont illustrées sur la Figure 36. Tous les extraits examinés montrent un effet

scavenger dose-dépendant.
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Figure 36: Activité de piégeage du radical ABTS®" des différents extraits de Teucrium polium
et du Trolox.
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D’apres les resultats indiqués sur la Figure 37, les différents extraits de la germandrée
montrent une forte capacité a piéger le cation libore ABTS®", avec des valeurs de I’ICsg allant de
2.79+ 0.07 a 6.90£0.05 mg/l. Nous remarquons que tous les extraits testés possedent une
activité de piégeage du radical libre ABTS®" inférieure a celle de I’antioxydant de référence
Trolox (ICsp = 0.82+0.0 mg/l). Cependant, a une concentration de 5 mg/l, DI’extrait
méthanolique présente une activité anti-radicalaire comparable a celle du standard Trolox.
L’activité anti-radicalaire des différents extraits de Teucrium polium vis-a-vis de ’ABTS®"
S’est révélée efficace dans 1’ordre suivant : I’extrait méthanolique > éthanolique > aqueux >
acétate d’¢éthyle > chloroformique > hexanique. Notons que parmi les six extraits testés,
I’extrait méthanolique présente la plus forte activité de piégeage du radical libre ABTS®" (ICso
= 2.79+0.07 mg/l). Ceci est di a la présence d’une quantité élevée de polyphénols et de

flavonoides totaux dans cet extrait (Tableau 18).

8 -
6,9
7 .
6 .
=5 - 4,6
oY) —E—
E4 - 3,49 3,82 3,3‘8
o I
F3 . 2,79
2 .
0,82
1 .
0 T T T T T T 1
(2 (2 Q 4 (2 NE -
N & & N & > S°
S A\ QO \ \ N <
o o <& N &) i\
N L > O Q;\-’b \a
@6‘ & ,5& c§o 08
< & o

Figure 37 : L’ICsq des différents extraits de Teucrium polium et du Trolox.
2.5.3. Pouvoir réducteur

Une autre méthode pour évaluer la capacité antioxydante est basee sur la réduction du fer
ferrique (Fe*®) présent dans le complexe ferrocyanure de potassium (KsFe(CN)g) en fer ferreux
(Fe*?), dans laquelle la couleur jaune de la solution d’essai change en différentes nuances de
bleu, en fonction du pouvoir réducteur de chaque échantillon. La capacité réductrice d’un

composé peut servir d’indicateur significatif de son activité antioxydante (Meir et al., 1995).
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Le test du pouvoir réducteur est souvent utilisé pour évaluer la capacité d’un extrait a
donner un électron, qui est un mécanisme important de I’action antioxydante phénolique
(Nabauvi et al., 2009). L’augmentation de 1’absorbance a 700 nm indique une augmentation de
la capacité réductrice. Ce pouvoir réducteur est généralement corrélé avec la composition des
huiles essentielles et des extraits de plantes, qui peut étre affectée par la variété, le climat et les

conditions de stockage (Kadri et al., 2011).

2.5.3.1. Cas des huiles essentielles

Les résultats du pouvoir réducteur des huiles essentielles de Mentha pulegium et de
Teucrium polium ainsi que ceux du BHT exprimés en absorbance a 700 nm sont représentés sur

la Figure 38.
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Figure 38 : Pouvoir réducteur des huiles essentielles de Mentha pulegium et de Teucrium
polium et du BHT.

D’aprés les résultats indiqués sur la Figure 38, nous constatons que le pouvoir réducteur
augmente proportionnellement avec 1’augmentation de la concentration des échantillons. Nous
remarquons également que les huiles essentielles de la menthe pouliot et de la germandree
présentent une capacité réductrice inférieure a celle du standard BHT et ceci quel que soit la
concentration utilisée.
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Le pouvoir réducteur diminue dans 1’ordre suivant : BHT > HE Teucrium polium > HE
Mentha pulegium. La faible capacité réductrice de ces deux essences pourrait étre due a leur
faible teneur en composés phénoliques. En effet, il a été établi qu’un pouvoir réducteur puissant
serait probablement lié a la présence des composés phénoliques possédant des liaisons
chimiques délocalisées (Cristina et al., 2004 ; Shahdadi et al., 2015). Dans la littérature, de
nombreux travaux ont révélé la faible capacité réductrice des huiles essentielles de Mentha
pulegium (Sarikurkcu et al., 2012 ; Cherrat et al., 2014 ; Silva et al., 2015 ; Bouyahya et al.,
2017) et de Teucrium polium (Bakari et al., 2015).

Par ailleurs, nous constatons que I’huile essentielle de la menthe pouliot révele un potentiel
antioxydant moins important dans le test du pouvoir réducteur par rapport aux deux tests
précédents (DPPH et ABTS®"). Il a été établi que 1’activité antioxydante des huiles essentielles
est influencée par les méthodes de mesures utilisées (Takayama et al., 2016). Selon Ballester-
Costa et al., (2017), la difference de la capacité antioxydante des huiles essentielles en fonction
des méthodes de mesure utilisées pourrait s’expliquer par les différents mécanismes impliqués

dans chaque test correspondant.
2.5.3.2. Cas des extraits

Le pouvoir réducteur est largement utilisé pour évaluer I’activité antioxydante des extraits
de plantes (Raman et al., 2016). Dans le test du pouvoir réducteur, la présence d’antioxydants
dans les extraits de plantes provoque la réduction du fer ferrique (Fe*®) en fer ferreux (Fe*?) en

donnant un électron.
» Menthe pouliot

Les résultats du pouvoir reducteur des différents extraits de Mentha pulegium et du BHT

exprimés par I’absorbance a 700 nm sont illustrés sur la Figure 39.
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Figure 39 : Pouvoir réducteur des différents extraits de Mentha pulegium et du BHT.

Selon les résultats obtenus, le pouvoir réducteur augmente avec 1’augmentation de la
concentration des extraits. Nous constatons que tous les extraits de la menthe pouliot examinés
présentent un pouvoir réducteur puissant. Cette forte capacité réductrice pourrait donc
s’expliquer par la grande quantité de réductones contenus dans les différents extraits de Mentha
pulegium. Par conséquent, ces extraits peuvent agir comme donneurs d’¢lectrons et sont
capables de réagir avec les radicaux libres pour les convertir en produits plus stables et ensuite
mettre fin aux réactions en chaine des radicaux libres (Irshad et al., 2012). Par ailleurs, le
pouvoir réducteur des différents extraits testés peut étre classée dans cet ordre: I’extrait
méthanolique > aqueux > acétate d'éthyle > éthanolique > chloroformique > hexanique.
Toutefois, nous remarquons que 1’extrait méthanolique possede la plus forte capacité réductrice
comparée aux autres extraits et au BHT et ceci qu’elle que soit la concentration utilisée. Ces
résultats concordent avec ceux trouvés par Pavithra et Vadivukkarasi (2015) sur les feuilles
de Kedrostis foetidissima, qui ont indiqué que 1’extrait méthanolique présente la plus forte
capacité réductrice par rapport aux autres extraits examinés. Certains auteurs ont attribué une
telle capacité a la teneur élevée en polyphénols et en flavonoides totaux de 1’extrait

méthanolique (Butsat et Siriamornpun, 2010 ; Khorasani Esmaeili et al., 2015 ).
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» Germandrée tomenteuse

Les différents extraits de Teucrium polium ont été également soumis a un criblage pour
leur éventuelle activité antioxydante par le test du pouvoir réducteur. Les capacités reductrices

des différents extraits de la germandrée sont illustrées sur la Figure 40.
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Figure 40: Pouvoir réducteur des différents extraits de Teucrium polium et du BHT.

D’apres les résultats décrits sur la Figure 40, tous les extraits de la germandrée montrent
une bonne capacité réductrice. L’augmentation de la concentration des extraits augmente le
pouvoir réducteur. La capacité antioxydante des différents extraits examinés par la mesure du
pouvoir réducteur peut étre classée dans ['ordre suivant: D’extrait méthanolique >
chloroformique > éthanolique > acétate d'éthyle > hexanique > aqueux. Nous constatons que
I’extrait méthanolique montre la capacité réductrice la plus élevée par rapport aux autres
extraits examines et au standard BHT. Cette forte activité pourrait étre attribuée a la teneur

élevée en polyphénols totaux de cet extrait (206.95+1.82 mg d’EAG/g d’extrait).

En général, nous pouvons déduire que les differents extraits de Mentha pulegium et de
Teucrium polium examinés dans notre étude présentent une meilleure activité antioxydante que
celle des huiles essentielles. Ceci serait probablement d0 a la présence en teneur élevée des

composés phénoliques dans les extraits des plantes étudiés. De nombreuses recherches ont
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confirmé la supériorit¢ de la capacité antioxydante des extraits par rapport aux huiles
essentielles des mémes plantes (Kamkar et al., 2010 ; Sarikurkcu et al., 2012 ; Teixieira et
al., 2012 ; Bakari et al., 2015).

2.6. Evaluation de P’activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles et des extraits obtenus a partir des parties
aériennes de Mentha pulegium et Teucrium polium est déterminée qualitativement par la
mesure des diametres des zones d’inhibition et quantitativement a travers la détermination des
valeurs des CMI et CMB. Afin d’évaluer in vitro le pouvoir antibactérien des huiles essentielles
et des extraits des plantes étudiées, trois souches bactériennes (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, et Staphylococcus aureus) et une levure (Candida albicans) sont examinées. Ces

souches testées proviennent de la collection du laboratoire de microbiologie du CRD SAIDAL.
2.6.1. Etude qualitative des huiles essentielles et des extraits testés

La détermination de 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles et des extraits des
plantes etudiées est effectuée par la méthode des disques (aromatogrammes). Les résultats

obtenus sont exprimés en diameétres des zones d’inhibition (mm).

2.6.1.1. Evaluation de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles testées

La mesure du diamétre de la zone d’inhibition permet une estimation du caractére de
sensibilité ou de résistance de la souche bactérienne vis-a-vis de 1’huile essentielle utilisée
(Fertout-Mouri et al., 2016).

Les résultats des mesures des diamétres des zones d’inhibition (mm) des huiles essentielles
de la menthe pouliot et de la germandrée sur les souches testées sont résumes sur la Figure 41.
Notons que les diametres d’inhibition dépendent de I’huile essentielle examinée et de la
sensibilité des souches testées. Les résultats obtenus lors de 1’étude qualitative des huiles
essentielles de la menthe pouliot et de la germandrée sont représentés sur les Figures 4-7,

(annexe).
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Figure 41 : Zones d’inhibition des souches testées produites par les huiles essentielles de

Mentha pulegium et de Teucrium polium.

» Cas de la menthe pouliot

D’aprés les résultats illustrés sur la Figure 41, I’huile essentielle de la menthe pouliot
génére des zones d’inhibition contre toutes les souches testées comprises entre 14+0.55 et
24+0.65 mm, dont le diamétre le plus important concernait Staphylococcus aureus. En se
basant sur 1’échelle de mesure donnée par Meena et Sethi (1994) et Ela et al., (1996), nous
remarquons que 1’huile essentielle de Mentha pulegium présente une activité inhibitrice
modérée vis-a-vis d’E. coli (21£0.36 mm), Staphylococcus aureus (24+0.65 mm) et Candida
albicans (16+0.26 mm), et une faible activité sur Pseudomonas aeruginosa (14+0.55 mm).
Dans notre étude, Pseudomonas aeruginosa s’est avéré étre la souche la plus résistante a 1’huile
essentielle de la menthe pouliot. Ces résultats sont en accord avec plusieurs autres études, qui
ont rapporté la faible sensibilité des souches de Pseudomonas aeruginosa vis-a-vis de I’huile
essentielle de Mentha pulegium (Ait-Ouazzou et al., 2012 ; Abdelli et al., 2016).

Il est généralement connu que les bactéries Gram négatif sont plus résistantes aux huiles
essentielles que les bactéries Gram positif (Trombetta et al., 2005 ; Su et al., 2012). Dans ce
sens, certaines études suggerent que la différence de sensibilité aux antimicrobiens entre les
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bactéries Gram positif et Gram négatif pourrait étre attribuée a la structure et a la composition
de I’enveloppe cellulaire (membrane cytoplasmique et/ou membrane externe et paroi cellulaire)
(Shrivastava et al., 2007 ; Tamboli et Lee, 2013 ; Yala et al., 2016). La paroi cellulaire des
bactéries Gram positif est constituée exclusivement d’une couche épaisse de peptidoglycanes
qui semble étre plus favorable a la pénétration des huiles essentielles, qui peuvent facilement
atteindre leurs cibles intracellulaires. L’effet de ces biomolécules dépend de la quantité des
composés présents; a de faibles concentrations, ils peuvent interférer avec les enzymes
impliquées dans la production d’énergie, et a des concentrations plus élevées, ils peuvent
dénaturer les protéines (Tiwari et al., 2009). Par contre, la paroi cellulaire des bactéries Gram
négatif est plus complexe. Elle est constituée d’une fine couche de peptidoglycane adjacente a
la membrane cytoplasmique et d’'une membrane externe composée de phospholipides et de
lipopolysaccharides (Nazzaro et al., 2013). Ces bactéries Gram négatif peuvent interférer avec
les molécules hydrophobes des huiles essentielles et rendre leur passage a travers la paroi
difficile (Tian et al. 2009 ; Vijayarathna et al. 2012).

De nombreuses études ont révélé que I’huile essentielle de la menthe pouliot possede des
activités antibactériennes et antifongiques. Il est cependant important de noter que les résultats
obtenus dans notre ¢tude quant a cet effet antibactérien de 1’essence de Mentha pulegium sont
quelque peu différents de ceux rapportés par certaines études antérieures. Selon Bouyahia et
al., (2017), la variabilité des résultats obtenus pourrait étre due a la composition chimique des
huiles essentielles étudiées, aux souches bactériennes testées et aux méthodes utilisées.
Marzouk et al., (2008) ont montré que I’huile essentielle de Mentha pulegium de Tunisie est
active contre toutes les souches bactériennes testées, avec des diamétres d’inhibition allant de
10 @ 20 mm. Mahboubi et Haghi, (2008) ont rapporté que 1’essence de la menthe pouliot
d’Iran exerce un effet antimicrobien significatif contre Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Bacillus cereus, Candida albicans et Vibrio cholerae avec un diamétre
d’inhibition qui varie de 13 a 21 mm. Ait-Ouazzou et al., (2012) ont indiqué que I’huile
essentielle de Mentha pulegium du Maroc génere des diametres d’inhibition contre une gamme
de bactéries allant de 12.6 £ 0.5 mm a 35.6 + 0.6 mm. Cependant, Pseudomonas aeruginosa y
était résistante. Selon 1’étude menée par Cherrat et al., (2014), I’huile essentielle de la menthe
pouliot du Maroc inhibe la croissance de toutes les souches bactériennes testées, avec des zones
d’inhibition allant de 12.5 & 37.5 mm. Selon Ghazghazi et al., (2013), I’huile essenticlle de
Mentha pulegium de Tunisie est tres efficace contre les bactéries Gram positive (Bacillus

cereus, Listeria monocytogenes, Staphyococcus aureus) et Gram négative (E. coli,
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Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas hydrophila, Salmonella typhimurium) avec des
diamétres d’inhibition compris entre 16 et 30 mm. Abdelli et al., (2016) ont trouvé que les
bactéries Gram positif, Staphylococcus aureus (23+1 mm) et Bacillus subtilis (24+£0.0 mm),
sont extrémement sensibles a 1’huile essentielle de Mentha pulegium de Bouira. Concernant les
bactéries Gram négatif, il a été observé que cette essence possede des effets inhibiteurs
significatifs contre E. coli (28+0.0 mm) et Salmonella enteridtidis (25+£1.73 mm). Toutefois, la
souche Pseudomonas aeruginosa y était résistante. Quant a 1’activité des levures, Candida
albicans et Saccharomyces cervisiae sont trés sensibles a I’huile essenticlle de la menthe

pouliot.

L’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de Mentha pulegium est attribuée a sa
composition chimique (Teixeira et al., 2012). Les activités antimicrobiennes des huiles
essentielles dépendent principalement de leurs composants bioactifs uniques qui sont capables
d’inhiber la croissance des micro-organismes et/ou de détruire completement les pathogénes
(Elshafie et al., 2015, 2016). Il a été prouvé que I’activité antimicrobienne des huiles
essentielles est souvent la résultante de I’activité des monoterpénes plutét que celle des
sesquiterpenes (Burt, 2004 ; Tajkarimi et al., 2010). Par ailleurs, les monoterpénes oxygénés
sont nettement plus actifs que les monoterpenes hydrocarbonés (Carson et Riley, 1995). Par
conséquent, I’huile essentielle extraite des parties aériennes de Mentha pulegium révele de
fortes activités antibactériennes et antifongiques, dues a la présence d’une teneur élevée en
monoterpenes oxygénés (89%). En effet, cette essence est riche en isomenthone (37.1 %), en
pulégone (34.8 %) et en menthone (10.4 %) qui ont déja été signalées comme agents
antibactériens et antifongiques (Oumazil et al., 2002 ; Mimica-Dukic et al., 2003 ; Sahin et al.,
2003 ; Gulluce et al., 2007 ; Hajlaoui et al., 2008, 2009, 2010 ; Teixeira et al., 2012).

Le mécanisme d’action des huiles essentielles est principalement li¢ a la structure de la
paroi et a la perméabilité membranaire des bactéries (Boutabia et al., 2016). Plusieurs cibles
sont décrites pour les huiles essentielles, a savoir la déstabilisation des membranes
bactériennes, I’endommagement des protéines membranaires, la réduction de la force motrice
des protons et la libération du contenu cellulaire (Ultee et al., 1999, 2001 ; Turgis et al., 2009 ;
Gallucci et al., 2009 ; Devi et al., 2010 ; Bajpa et al., 2013). Dans la plupart des cas, les
huiles essentielles conférent une activité antimicrobienne en endommageant la paroi cellulaire
et les membranes, ce qui conduit a la lyse cellulaire et a la fuite du contenu cellulaire (Burt,

2004). Le mode d’action antimicrobien des huiles essentielles et des composés bioactifs
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correspondants deépend de leur composition chimique et de la quantité des composés
individuels (Lopez-Romero et al., 2015). En outre, la présence et I’emplacement des groupes

fonctionnels dans la molécule peuvent affecter sa bioactivité (Nazzaro et al., 2013).

» Cas de la germandrée tomenteuse

D’apres les résultats décrits sur la Figure 41, nous constatons que 1’huile essentielle de
Teucrium polium possede un large spectre d’action contre toutes les souches testées, en
particulier sur Staphyococcus aureus qui s’est avéré étre la souche la plus sensible vis-a-vis de
cette essence, avec un diameétre d’inhibition de 34+0.36 mm. Toutefois, 1’huile essentielle de
Teucrium polium montre une activité inhibitrice modérée sur E. coli (19+0.46 mm),
Pseudomonas aeruginosa (23+0.80 mm) et Candida albicans (21+0.61 mm). Par ailleurs,
I’étude comparative des résultats obtenus avec ceux de la littérature a montré une variabilité de
cette activité antimicrobienne en fonction de la composition chimique de I’essence de Teucrium
polium et la susceptibilité des souches testées. Djabou et al., (2012) ont rapporté que 1’huile
essentielle de Teucrium polium de Corse induit une inhibition de Staphylococcus aureus avec
un diametre de 18+2.1 mm. Ces résultats sont inférieurs a ceux obtenus dans notre étude. Selon
Belmekki et al., (2013), I’huile essentielle de la germandrée de Tlemcen inhibe la croissance
d’E. coli, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa en produisant un diametre
d’inhibition entre 09 et 16 mm. L’huile essentielle de Teucrium polium de Sétif exerce une
forte action bactériostatique contre E. coli, Staphylococcus aureus et Saccharomyces cerevisiae
(Lograda et al., 2014). Les résultats obtenus par Fertout-Mouri et al. (2016) ont montré que
I’huile essentielle de Teucrium polium du mount de Tessala exhibe un large spectre d’inhibition
vis-a-vis de certaines souches testées. En effet, son activité est maximale sur Staphylococcus
aureus et moyenne sur E. coli, Pseudomonas aeruginosa et Proteus mirabilis. Ce qui est en
accord avec les résultats obtenus dans notre étude. Selon les résultats rapportés par Smahane et
al. (2016), I’huile essentielle de la germandrée du Maroc présente une activité inhibitrice
significative contre Staphylococcus aureus et Candida albicans. Toutefois, les bactéries Gram

négatif (E. coli et Pseudomonas aeruginosa) y étaient résistantes.

L’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de Teurium polium pourrait s’expliquer
par la présence du t-cadinol (17.9 %), de la germacréne D (16.1 %) et de la B-pinéne (9.7 %),
dont l’activité bactériostatique a été démontrée contre de nombreux micro-organismes
(Ngassapa et al., 2003 ; Kabouche et al., 2005 ; Matasyoh et al., 2007). Selon Dorman et
Deans, (2000), les huiles essentielles contenant des terpénes possedent également une activité
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antimicrobienne. Certaines études ont démontré que les huiles essentielles ont généralement
une activité antibactérienne plus élevée que les mélanges de leurs principaux composants,
suggérant ainsi que les composants mineurs sont essentiels a I’activité synergique (Marino et
al., 2001 ; Bassolé et al., 2012). La synergie entre les composés des plantes aromatiques joue
souvent un role essentiel dans 1’efficacité et la réduction de la résistance au développement de
tout micro-organisme pathogéne (Elshafie et al.,, 2017). Par conséquent, [’activité
antimicrobienne pourrait étre également attribuée a la présence modérée des monoterpénes
oxygenés (carvacrol, thymol, 4-terpinenol, a-terpinéol), qui ont une activité inhibitrice a large
spectre (Carson et Riley 1995 ; Kordali et al., 2007 ; Li et al., 2014 ; Magi et al., 2015 ; Du et
al., 2015). 1l semble que le p-cyméne (0.8%) qui posséde un tres faible effet antimicrobien,
pouvait induire un gonflement de la membrane cellulaire bactérienne. Grace a ce mécanisme, le
p-cyméne permet probablement de transporter plus facilement d’autres composés bioactifs dans
la cellule, de sorte qu’un effet synergique est obtenu lorsque ces composés sont utilisés

ensemble (Ultee et al., 2002).

Cette étude nous a permis de conclure que les huiles essentielles de Mentha pulegium et de
Teucrium polium expriment une activité antibactérienne intéressante, en particulier contre
Staphylococcus aureus. Toutefois, nous remarquons que I’huile essentielle de Mentha pulegium

est moins active comparée a celle de Teucrium polium, sauf vis-a-vis d’E. coli.

2.6.1.2. Evaluation de ’activité antimicrobienne des différents extraits testés

Plusieurs chercheurs ont étudié 1’efficacité des extraits de plantes et de leurs composants
actifs en tant qu’agents antimicrobiens afin de contrdler la croissance des micro-organismes

responsables de 1’altération des aliments (Mostafa et al., 2017).

» Cas de la menthe pouliot

Les résultats des mesures du diametre des zones d’inhibition (mm) de I’huile essentielle et

des extraits de la menthe pouliot sur les souches testés sont indiqués sur la Figure 42.
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Figure 42 : Zones d’inhibition des souches testées produites par les différents extraits de

Mentha pulegium.

Les résultats obtenus a partir des aromatogrammes montrent que tous les extraits non
volatils de Mentha pulegium présentent un effet antimicrobien contre toutes les souches testées,
avec des diamétres d’inhibition qui varient de 10+0.34 a 29+0.43 mm. Les zones d’inhibition
obtenues lors de 1’analyse qualitative des différents extraits de la menthe pouliot sont illustrées
sur les Figures 8 et 9, (annexe). Nous constatons que I’extrait méthanolique exerce une
inhibition modérée sur Pseudomonas aeruginosa et faible sur E.coli, Staphylococcus aureus et
Candida albicans. Concernant I’extrait ¢thanolique, nous remarquons qu’il présente un effet
antifongique considérable contre Candida albicans avec un diamétre d’inhibition de 29+0.43
mm. Toutefois, son action est modérée vis-a-vis de Staphylococcus aureus et Pseudomonas
aeruginosa et légére contre E. coli. En ce qui concerne I’extrait d’acétate d’éthyle nous
constatons qu’il possede une activité inhibitrice modérée vis-a-vis d’E. coli et Staphylococcus
aureus et une faible activité contre Pseudomonas aeruginosa et Candida albicans. Dans le cas
de I’extrait chloroformique, nous remarquons qu’il présente une activité fortement inhibitrice
vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa et légerement inhibitrice contre E. coli, Staphylococcus
aureus et Candida albicans. Quant a I’extrait hexanique, il indique une activité inhibitrice
modérée contre Pseudomonas aeruginosa et Candida albicans et une faible activité vis-a-vis

d’E. coli et Staphylococcus aureus. Finalement, 1’extrait aqueux présente une inhibition
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modérée sur Pseudomonas aeruginosa et une faible inhibition sur E. coli, Staphylococcus
aureus et Candida albicans. Ces résultats révélent que parmi tous les extraits testés, 1’extrait
d’acétate d’éthyle s’est avéré étre le plus actif contre E. coli (22+0.72 mm) et Staphylococcus
aureus (19« 0.45 mm). L’extrait aqueux et I’extrait éthanolique sont respectivement les plus

actifs contre Pseudomonas aeruginosa (25£0.61 mm) et Candida albicans (29£0.43 mm).

L’efficacit¢ antimicrobienne des extraits de plantes peut étre affectée par la structure
chimique des composants actifs et leur concentration, la nature du solvant d’extraction ainsi
que I’origine géographique de la plante (Mudzengi et al., 2017). De nombreuses études ont mis
en évidence les activités antibactériennes et antifongiques de certains extraits de Mentha
pulegium. Dans I’étude de Stanojkovic et al. (2008), I’activité antibactérienne des extraits
aqueux, éthanolique et d’acétate d’éthyle obtenus a partir des parties aériennes de Mentha
pulegium a été déterminée contre Rhizobium radiobacter, Bacillus subtilis, Pectobacterium
carotovorum, E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Micrococcus luteus
et Staphylococcus aureus. Cependant,, il a été rapporté que les extraits aqueux et éthanolique
de Mentha pulegium sont plus actifs que son extrait d’acétate d’éthyle. Motamedi et al., (2014)
ont signalé que les extraits éthanolique et méthanolique de Mentha pulegium d’Iran présentent
une activité antibactérienne significative contre les bactéries Gram positif (Bacillus cereus et
Staphylococcus aureus) et Gram négatif (E. coli, Pseudomonas aeruginosa et Proteus
mirabilis). L’effet maximal a été observé pour toutes les concentrations des extraits éthanolique
et méthanolique sur Proteus mirabilis (25 mm), tandis que le plus faible effet a été enregistré
pour Pseudomonas aeruginosa. Selon Aycan et al., (2015), I’extrait méthanolique des feuilles
de la menthe pouliot de Turquie présente un faible effet inhibiteur sur E. coli (10 mm) et
Staphylococcus aureus (16 mm) comparé a son extrait acétonique. Ceyhan-Givensen et
Keskin, (2016) ont étudié les extraits méthanolique et éthanolique des feuilles de la menthe
pouliot de Turquie. L’extrait méthanolique présente la plus forte activité inhibitrice contre E.
coli (13+£0.1 mm), Staphylococcus aureus (20+0.1 mm) et Pseudomonas aeruginosa (16+0.11
mm). Toutefois, 1’extrait éthanolique a montré une inhibition significative contre Candida

albicans (15+0.02 mm).

L’activité antimicrobienne mise en évidence contre toutes les souches microbiennes testées
pourrait étre attribuée a la présence des polyphénols et des flavonoides dans les différents
extraits de la menthe pouliot. Certains chercheurs ont suggéré que les composants
antimicrobiens des extraits de plantes (composés phénoliques) peuvent interagir avec les

enzymes et les protéines de la membrane cellulaire microbienne provoquant sa perturbation
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pour disperser un flux de protons vers 1’extérieur cellulaire, ce qui induit la mort cellulaire ou
I’inhibition des enzymes nécessaires pour la biosynthése des acides aminés (Tsuchiya et al.,
1996 ; Burt, 2004, Gill et Holley, 2006). D’autres auteurs attribuent I’effet inhibiteur de ces
extraits de plantes aux caracteres hydrophobes de ces derniers qui leur permettent de réagir
avec les protéines de la membrane cellulaire microbienne et des mitochondries, ce qui
perturbent leurs structures et changent leur permeéabilité (Friedman et al., 2004, Tiwari et al.
2009). Les fonctions critiques de la membrane régulant 1’échange des cellules et la synthése des
métabolites sont également affectées par ces altérations. Par conséquent, 1’effet cellulaire
multiniveau des composés phénoliques peut bloquer 1’activité bactérienne. Tassou et al.,
(2000) ont noté une perte du matériel intracellulaire provenant d’E. coli et de Staphylococcus

aureus qui était liée a la concentration en polyphénols.
» Germandrée tomenteuse

Les résultats des mesures du diamétre des zones d’inhibition (mm) des extraits de la

germandrée sur les souches testés sont illustrés sur la Figure 43.

M Escherichia coli
B Staphylococcus aureus
i Pseudomonas aeruginosa

W Candida albicans

Diameétre des zones d'inhibition (mm)

Figure 43 : Zones d’inhibition sur toutes les souches testées produites par les différents extraits

de Teucrium polium.
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D’apres les résultats de la Figure 43, nous remarquons que tous les extraits de la
germandrée se sont réveélés actifs vis-a-vis des souches testés mais a des degrés différents. En
effet, les diametres des zones d’inhibition varient de 10+0.2 a 28+0.45 mm en fonction des
extraits examinés et des souches microbiennes testées. Les zones d’inhibition obtenues lors de
I’analyse qualitative des différents extraits de la germandrée sont représentées sur les Figures 8
et 9, (annexe). L’extrait méthanolique posséde une activité modérément inhibitrice vis-a-vis de
Staphylococcus aureus et Iégérement inhibitrice sur E. coli, Pseudomonas aeruginosa et
Candida albicans. Pour I’extrait éthanolique, nous constatons qu’il présente une activité
inhibitrice moderée contre E. coli et Staphylococcus aureus et une faible activité contre
Pseudomonas aeruginosa et Candida albicans. L’extrait d’acétate d’éthyle exerce une
inhibition modérée sur E. coli et Pseudomonas aeruginosa et légére sur Staphylococcus aureus
et Candida albicans. Concernant 1’extrait chloroformique, nous remarquons qu’il présente une
activité inhibitrice modérée contre E. coli et faible vis-a-vis de Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa et Candida albicans. L’extrait hexanique montre une inhibition
modérée contre Pseudomonas aeruginosa et Candida albicans et 1égére dans le cas d’E. coli et
de Staphylococcus aureus. Finalement, nous constatons que 1’extrait aqueux présente une
inhibition remarquable vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa avec un diameétre de 28+0.45 mm.
Toutefois, son inhibition est modérée contre E. coli, Staphylococcus aureus et Candida
albicans. D’apres les résultats obtenus, nous pouvons conclure que 1’extrait aqueux est le plus
actif sur E. coli (26+1.24 mm) et Pseudomonas aeruginosa (28+0.45 mm). Par contre, les
extraits éthanolique et hexanique se sont avéré étre respectivement les plus actifs vis-a-vis de

Staphylococcus aureus (27+0.71 mm) et Candida albicans (21+0.61 mm).

Dans la littérature, plusieurs auteurs ont rapporté les activités antibactériennes et
antifongiques de quelques extraits non volatils de la germandrée. Selon les résultats obtenus par
Abulla et al., (2009), les extraits éthanolique et hexanique de Teucrium polium d’Irak ont
présenté une activité antimicrobienne contre tous les micro-organismes testés avec des
diametres d’inhibition qui variaient de 13 & 24 mm. Toutefois, les extraits hexanique et
éthanolique ont respectivement montré la plus forte inhibition contre E. coli (23 mm) et
Pseudomonas aeruginosa (24 mm). Selon Dridi et al., (2016), I’extrait méthanolique de
Teucrium polium de I’est d’Algérie montre une activité inhibitrice sur E. coli (16 mm),
Staphylococus aureus (11.5 mm) et Pseudomonas aeruginosa (19 mm). Masomi et
Hassanshahian (2016), ont rapporté que D’activité antifongique de 1’extrait méthanolique

(15+0.3 mm) de Teucrium polium d’Iran est meilleure que celle de I’extrait éthanolique (11
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+0.9 mm) sur Candida albicans. Ces résultats ne sont pas en accord avec ceux obtenus dans
notre étude. Ben Othman et al., (2017) ont indiqué que les extraits éthanolique et aqueux
obtenus & partir de la germandrée Tunisienne présentent une activité inhibitrice contre les
bactéries Gram négatif et Gram positif a différents niveaux. Pseudomonas aeruginosa y était la

plus résistante (9-13 mm), alors que Staphylococcus aureus (10-17 mm) y était la plus sensible.

Nos résultats montrent des activités antimicrobiennes intéressantes pour les différents
extraits de Teucrium polium. Cette efficacité serait probablement liée a la présence des
polyphénols dans les extraits testés, qui sont connus pour leurs effets antibactériens (Maddox
et al., 2010).

2.6.2. Etude quantitative des huiles essentielles et des extraits

Afin de de définir le caractére bactériostatique ou bactéricide des huiles essentielles et des
extraits de Mentha pulegium et de Teucrium polium, les concentrations minimales inhibitrices
(CMI) et les concentrations minimales bactéricides (CMB) ainsi que le rapport CMB/CMI ont
¢té déterminées. Lorsque le rapport d’activité CMB/CMI d’une substance antimicrobienne est
inférieur ou égal & quatre (< 4), cette derniere est qualifiée de substance bactéricide et si ce

rapport est supérieur a quatre (> 4), alors elle est dite bactériostatique (Marmonier, 1990).

2.6.2.1. Détermination de la CMI et de la CMB des huiles essentielles examinées

Les valeurs de la CMI, de la CMB et du rapport CMB/CMI des huiles essentielles de
Mentha pulegium et de Teucrium polium sont présentées dans le Tableau 21. Les résultats
obtenus lors de la détermination de la CMI des deux huiles essentielles examinées sont illustrée

sur les Figures 10 et 11, (annexe).
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Tableau 21 : Concentration minimale inhibitrice (CMI) et concentration minimale bactéricide

(CMB) des huiles essentielles de Mentha pulegium et de Teucrium polium.

Huiles Valeurs Escherichia Staphylococcus  Pseudomonas  Candida
essentielles coli aureus aeruginosa albicans
Mentha CMI % 0.03 0.03 2 0.5
pulegium

CMB % 2 2 >2 >2

CMB/CMI 6.66 6.66 - -
Teucrium CMI % 0.06 0.06 1 1
polium

CMB % 0.12 2 2 >2

CMB/CMI 2 16.66 2 -

D’apreés les résultats décrits sur le Tableau 21, nous remarquons que les valeurs des CMI et
des CMB obtenues varient en fonction des huiles essentielles utilisées et des souches
microbiennes testées. L’huile essentielle de Mentha pulegium montre une forte inhibition avec
des valeurs de CMI plut6t faibles (0.03% pour E. coli et Staphylococcus aureus et 0.5 % pour
la levure), sauf vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa (CMI de 2%). Par conséquent, nous
pouvons dire que Pseudomonas aeruginosa est la souche bactérienne la plus résistante a cette
essence. Par ailleurs, nous pouvons noter I’existence d’une cohérence entre les valeurs de la
CMI et ceux des diametres d’inhibition obtenus avec la méthode de 1’aromatogramme. Ces
résultats sont en accord avec ceux trouvés par Mahboubi et Haghi (2008) et Abdelli et al.,
(2016), qui ont montré une activité antibactérienne efficace de I’essence de la menthe pouliot,
avec de faibles valeurs de la CMI et de la CMB. Cependant, ces résultats sont supérieurs a ceux
obtenus par Cherrat et al., (2014), qui ont trouvés des CMI et des CMB de I’huile essentielle
de Mentha pulegium plus élevées pour E. coli et Staphylococcus aureus. En se basant sur les
valeurs du rapport CMB/CMI, nous pouvons dire que I’huile essentielle de Mentha pulegium
exerce un effet bactériostatique contre E. coli et Staphylococcus aureus (CMB/CMI > 4). Ces

résultats sont similaires a ceux rapporté par Bouyahya et al., (2017).

Par ailleurs, I’huile essentielle de la germandrée présente une activité antimicrobienne

modérée vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa et Candida albicans a travers des valeurs
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moyennes de la CMI (1 %). Notons également qu’E. coli et Staphylococcus aureus se sont
avérées étre les souches les plus sensibles sous I’action de 1’huile essentielle de Teucrium
polium avec des valeurs trés faible de la CMI (0.06 %), ce qui confirme les résultats
précédemment obtenus lors de 1’étude qualitative. Ces résultats sont supérieurs a ceux indiqué
par Belmekki et al., 2013, qui ont obtenu des valeurs de CMI plus élevées pour E. coli et
Staphylococcus aureus. D’aprés les valeurs du rapport CMB/CMI, nous pouvons déduire que
I’huile essentielle de la germandrée posséde un effet bactéricide contre E. coli et Pseudomonas
aeruginosa (CMB/CMI < 4) et bacteériostatique vis-a-vis de Staphylococcus aureus (CMB/CMI
> 4).

2.6.2.2. Détermination de la CMI et de la CMB des extraits examinés
» Cas de la menthe pouliot

Les valeurs de la CMI et de la CMB ainsi que celles du rapport CMB/CMI des différents
extraits examinés de Mentha pulegium sont résumées dans le Tableau 22. Les CMI obtenues
lors de I’analyse quantitative des différents extraits de la menthe pouliot sont illustrées par les

Figures 12 et 13, (annexe).

D’apres les résultats obtenus, nous constatons que tous les extraits de la menthe pouliot
testés présentent un pouvoir antimicrobien moyen voir faible pour certaines souches, avec des
CMI qui varient de 0.5 a 2 %. Notant également que les valeurs des CMI et des CMB trouvées
varient en fonction des extraits examinés et des souches testées. En se basant sur les valeurs du
rapport CMB/CMI, nous remarquons que les extraits hexanique et aqueux exercent un effet
bactéricide contre E. coli. De plus, les extraits d’acétate d’éthyle, chloroformique, hexanique et
aqueux possedent un pouvoir bactéricide sur Pseudomonas aeruginosa. Par ailleurs, les extraits
¢thanolique, d’acétate d’éthyle, chloroformique, hexanique et aqueux semblent avoir une action
fongicide contre Candida albicans (CMB/CMI = 1).
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Tableau 22 : Concentration minimale inhibitrice (CMI) et concentration minimale bactéricide

(CMB) des différents extraits de Mentha pulegium.

Extraits de Mentha Valeurs Escherichia  Staphylococcus Pseudomonas Candida
pulegium coli aureus aeruginosa albicans
Extrait CMI % 2 0.5 2 0.5
méthanolique

CMB % >2 >2 >2 2

CMB/CMI - - - 4
Extrait CMI % 2 2 >2 0.5
éthanolique

CMB % >2 >2 - 0.5

CMB/CMI - - - 1
Extrait d’acétate CMI % 1 1 1 1
d’éthyle

CMB % >2 >2 2 2

CMB/CMI - - 2 2
Extrait CMI % 1 1 2 1
chloroformique

CMB % >2 >2 2 1

CMB/CMI - - 1 1
Extrait hexanique  CMI % 1 1 1 0.5

CMB % 1 >2 1 1

CMB/CMI 1 - 1 2
Extrait aqueux CMI % 1 2 1 1

CMB % 1 >2 1 1
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CMB/CMI 1 - 1 1

» Germandrée tomenteuse

Les valeurs de la CMI, de la CMB et du rapport CMB/CMI des différents extraits testés de
Teucrium polium sont consignées dans le Tableau 23. Les CMI obtenues lors de 1’étude
quantitative des différents extraits de la germandrée sont illustrées par les Figures 14 et 15,

(annexe).

Les différents extraits non volatils obtenus a partir de Teucrium polium montrent des
activités inhibitrices moyennes voir faibles pour certain micro-organismes testés, avec des
valeurs de CMI qui varient entre 0.5 et 2 %. En se basant sur les valeurs du rapport d’activité
CMBJ/CMI, nous pouvons dire que les extraits éthanolique, chloroformique, hexanique et
aqueux semblent avoir un effet bactéricide contre E. coli (CMB/CMI < 4). Les extraits
éthanolique, hexanique et aqueux présentent une action bactéricide vis-a-vis de Staphylococcus
aureus. De plus, les extraits chloroformique, hexanique et aqueux possedent un effet
bactéricide contre Pseudomonas aeruginosa. D’autres part, les extraits méthanolique,
chloroformique et aqueux semble exercer une action fongicide contre Candida albicans
(CMB/CMI =1).
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Tableau 23 : Concentration minimale inhibitrice (CMI) et concentration minimale bactéricide

(CMB) des différents extraits de Teucrium polium.

Extraits de Valeurs Escherichia  Staphylococcus Pseudomonas Candida
Teucrium polium coli aureus aeruginosa albicans
Extrait CMI % 1 1 1 1
méthanolique

CMB % >2 > 2 > 2 1

CMB/CMI - - - 1
Extrait CMI % 2 2 >2 0.5
éthanolique

CMB % 2 2 - >2

CMB/CMI 2 2 - -
Extrait d’acétate CMI % 1 0.5 0.5 1
d’éthyle

CMB % >2 > 2 2 > 2

CMB/CMI - - 4 -
Extrait CMI % 1 1 1 1
chloroformique

CMB % 1 >2 1 1

CMB/CMI 1 - 1 1
Extrait hexanique  CMI % 0.5 0.5 1 0.5

CMB % 1 2 1 2

CMB/CMI 2 4 1 4
Extrait aqueux CMI % 1 1 1 1

CMB % 1 1 1 1
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CMB/CMI 1 1 1 1

2.7. Evaluation de Pactivité insecticide

Dans de nombreuses régions du monde, les plantes disponibles localement sont largement
utilisées pour protéger les denrées stockées contre les dommages causés par les insectes
ravageurs (Nikpay, 2006 ; Akhtar et al., 2008 ; Tripathi et al., 2009 ; Khater, 2012).
Callosobruchus maculatus (F.) (Coleoptera : Bruchidae) est I’un des insectes ravageurs les plus
importants des graines de pois chiche stockées dans le monde (Loni et Panahi, 2014). Au
cours de I’entreposage, les adultes pondent leurs ceufs sur les graines; les larves se nourrissant
des cotylédons provoquent des pertes quantitatives et qualitatives considérables (Jackai et
Daoust, 1986 ; Ogunwolu et Odunlami, 1996 ; Pascual-Villalobos et Ballesta-Acosta, 2003).

Il y a eu récemment un intérét accru pour 1’utilisation des huiles essentielles et des extraits
de plantes dans la protection des denrées entreposées contre ces déprédateurs. Les substances
dérivées de plantes sont plus facilement biodégradables, moins susceptibles de contaminer
I’environnement et peuvent étre moins toxiques pour les mammiféres (Rajashekar et al.,
2012). Dans ce contexte, les essences et les extraits obtenus a partir des parties aériennes de
Mentha pulegium et de Teucrium polium sont testés pour leur potentielle activité insecticide a
I’égard des adultes de C. maculatus. Cette étude est réalisée a travers 1’évaluation de la
mortalité de ces insectes exposés aux différentes doses d’huiles essentielles (par effet contact et
inhalation) et d’extraits (par effet contact) et la détermination des doses sublétales et létales
(DL3o, DLsg et DLgp). L’impact des essences de la menthe pouliot et la germandrée sur la
reproduction des bruches (fécondité, éclosion des ceufs et émergence des adultes) est également

etudié.

2.7.1. Test de la toxicité des huiles essentielles sur les adultes de Callosobruchus maculatus

par contact
» Cas de la menthe pouliot

L’effet de I’huile essentielle de Mentha pulegium sur la longévité des adultes de C.
maculatus lors du test de toxicité par contact est representé sur la Figure 44.
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Figure 44 : Evolution du pourcentage de la mortalité moyenne corrigée des adultes de C.
maculatus en fonction du temps et des doses d’huile essentielle de Mentha pulegium par

contact.

D’aprés les résultats décrits sur la Figure 44, ’huile essentielle de Mentha pulegium
semble avoir affectée la longévité des adultes de C. maculatus d’une maniére trés efficace.
L’effet insecticide de I’huile essenticlle de la menthe pouliot n’a pas nécessité beaucoup de
temps pour se manifester. En effet, la mortalité maximale des bruches (100%) est enregistrée au
bout des quatre premiéres heures post traitement avec la plus forte dose testée (0.023 pl/cm?).
Par conséquent, nous pouvons dire que I’essence de la menthe pouliot utilisée a cette dose a
occasionné un effet de choc rapide sur les adultes de C. maculatus. Toutefois, aucune mortalité
n’est observée dans le lot témoin pendant toute la durée d’exposition. Par ailleurs, a la dose de
0.25 pl (0.004 pl/cm?), la mortalité corrigée des bruches est de 10 et 40%, respectivement
apres 4 et 24h d’exposition. Ces résultats obtenus montrent que cette mortalité corrigée
augmente proportionnellement avec 1’augmentation de la dose de 1’essence utilisée et du temps

d’exposition.
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Afin de calculer les doses sublétales et létales provoquant la réduction de la population des
insectes de 30, 50 et 90 % (DL3p, DLso et DLgo), des courbes de régression des mortalités
exprimées en Probit en fonction du logarithme des doses sont réalisées. Les résultats obtenus

sont illustres sur la Figure 45.
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Figure 45 : Doses sublétales et létales de 1’huile essentielle de la menthe pouliot.

La faible valeur de la DLsg (0.311 pl/ml), calculée apres 24 h d’exposition, confirme la
toxicité élevée de 1’essence de la menthe pouliot vis-a-vis des adultes de C. maculatus par
contact. Les effets toxiques liés a cette essences se sont manifestés deés 1’introduction des
insectes dans les boites de pétri. En effet, nous avons observé une hyperactivité, suivie d’un état

comateux conduisant a la mort rapide de ces insectes.

Des études antérieures ont rapporté la toxicité de 1’huile essentielle de Mentha pulegium
sur C. maculatus et d’autres ravageurs des denrées stockées. Dans ce contexte, Mahmoudvand
et al. (2011) ont signalé que I’huile essentielle de Mentha pulegium exerce une toxicité aiglie
sur les adultes de Sitophilus granarius avec une DLsg trés faible (0.038ul/l d’air) apres 24 h
d’exposition. Benayad et al., (2011) ont rapporté que I’huile essentielle de Mentha pulegium
s’est révélée treés toxique vis-a-vis de Sitophilus oryzae et Rhyzopertha dominica. Le
pourcentage de mortalité des deux coléoptéres était de 100% pour une dose de 3 pl au bout des
24 premiéres heures. Esmaili et al., (2013) ont rapporté que ’huile essentielle de la menthe
pouliot posséde un fort potentiel insecticide sur les adultes de C. maculatus, Tribolium
castaneum, Lasioderma serricorne et Sitophilus oryzae. Barros et al., (2015) ont montré que

I’huile essentielle de Mentha pulegium exerce un effet insecticide considérable contre les
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adultes de Sitophilus zeamais. En effet, cette essence a causé une mortalité de 100% de S.

zeamais aprés 24 h d’exposition & la plus faible dose utilisée (0.159 ul/cm?).

L’efficacité de I’huile essentielle de la menthe pouliot peut étre attribuée a sa composition
chimique et plus particulierement aux monoterpénes qui agissent comme des agents
insecticides (Abdelgaleil et al., 2009). En effet, I’essence de la menthe pouliot est caractérisée
par la présence majoritaire des cétones monoterpéniques (86.3%), dont I’isomenthone (37.1%),
la pulégone (34.8%) et la menthone (10.4%). Ces composés actifs ont montré une activité
insecticide importante contre plusieurs ravageurs des denrées stockées (Mason, 1990 ; Lee et
al., 2003 ; Azziz et Abbass, 2010 ; Zekri et al., 2013 ; Ajayi et al., 2014 ; Salem et al., 2018).
Néanmoins, il a également été démontré que des composés mineurs peuvent contribuer a

I’activité insecticide (lacobellis et al., 2005 ; Ngamo et al., 2007 ; Ndomo et al., 2009).

La toxicité des huiles essentielles et de leurs constituants chez les insectes révéle une
action neurotoxique provoquant une hyperactivité, une hyperextension des jambes et de
I’abdomen et un effet knock-down ou d’immobilisation rapide (Prowse et al., 2006 ; Mann et
al., 2011 ; Zhao et al., 2013). En effet, les huiles essentielles exercent leur bioactivité en
interagissant avec diverses cibles du systéme nerveux, y compris les récepteurs tyramine et
octopamine (Enan, 2001 ; Kostyukovsky et al., 2002 ; Enan, 2005 a, b ; Price et Berry,
2006), les récepteurs GABA ionotropes (Priestley et al., 2003, Tong et Coats, 2010),
I’acétylcholinestérase (Grundy et Still 1985; Ryan et Byrne 1988 ; Keane et Ryan 1999 ;
Abdelgaleil et al.,, 2009; LoOpez et Pascual-Villalobos, 2010) et le cytochrome P450
monooxygénase (De-Oliveira et al., 1997).

> Cas de la germandrée tomenteuse

Les résultats du test de toxicité de I’huile essentielle de Teucrium polium par contact sont
illustrés sur la Figure 46. L’essence de Teucrium polium semble exercée un effet toxique vis-a-
vis des bruches lors du test par contact. Nous remarquons que le taux de mortalité croit avec la
dose de I’huile essentielle testée et le temps d’exposition. Notons qu’aucune mortalité n’est
enregistrée dans le lot témoin pendant toute la durée d’exposition. Par ailleurs, au bout de 24h
d’exposition, la mortalité des adultes de C. maculatus atteint les 60% pour la plus forte dose
(0.9435 pl/cm?).
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Figure 46 : Evolution du pourcentage de la mortalité moyenne corrigée des adultes de C.
maculatus en fonction du temps et des doses d’huile essentielle de Teucrium polium par

contact.

Les doses sublétales et létales de I’huile essentielle de la germandrée calculées apres 24 h
vis-a-vis des adultes de C. maculatus lors du test de toxicité par contact sont représentées sur la
Figure 47. D’aprés les résultats de 1’analyse des Probits, nous remarquons que 1’huile
essentielle de Teucrium polium (DLsy de 52.64 pl/ml) exerce un effet toxique moins efficace
vis-a-vis des bruches que celui de I’essence de Mentha pulegium (DLso de 0.311 pl/ml). Par
conséquent, nous pouvons dire que les adultes de C. maculatus sont moins sensibles a 1’action

de I’huile essentielle de la germandrée.

La composition chimique des huiles essentielles est généralement caractérisée par la
présence des composés terpéniques qui peuvent varier et affecter leur activité biologique.
L’huile essentielle de Teucrium polium est constituée principalement de sesquitepenes (55.8%).
En générale, les huiles essentielles contenant des sesquiterpenes sont moins volatiles que celles
contenant des monoterpénes car leurs constituants ont des pressions de vapeur plus faibles
(Tingey et al., 1980 ; Fichan et al., 1999). Ceci pourrait expliquer la faible activité de 1’huile
essentielle de Teucrium polium a I’égard des adultes de C. maculatus comparée a celle de

Mentha pulegium.
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Figure 47 : Doses sublétales et létales de 1’huile essentielle de la germandrée.

Des travaux antérieurs ont mis en évidence I’activité insecticide de 1’huile essentielle de
Teucrium polium contre certains ravageurs des denrees stockées. Selon Nabavi et al., (2009),
I’huile essentielle de la germandrée posséde une activité adulticide vis-a-vis de C. maculatus
(ICs de 9.6 pl/l) et Tribolium confusum (ICso de 35.5 pl/l). Heydarzade et Moravvej, (2012)
ont rapporté que I’huile essentielle extraite des parties aériennes de Teucrium polium d’Iran
posseéde une activité insecticide contre les adultes males et femelles de C. maculatus. Khani et
Heydarian, (2014) ont indiqué que I’huile essentielle de Teucrium polium est toxique a 1’égard

des adultes de C. maculatus et Tribolium castaneum.

2.7.2. Evaluation de la toxicité des différents extraits testés sur les adultes de

Callosobruchus maculatus par contact

» Cas de la menthe pouliot

Depuis trés longtemps, les extraits de plantes ont été utilisés comme protecteurs naturels
des grains stockes contre les insectes ravageurs (Rajashekar et al., 2012). Mentha pulegium a
été principalement utilisée comme insecticide sous forme de son huile essentielle, toutefois, ses

extraits non volatils ont également montré quelques propriétés insecticides.

L’effet des différents extraits de la menthe pouliot sur la longévité des adultes de C.
maculatus lors du test de toxicité par contact est representé dans le Tableau 24.
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Tableau 24 : Evolution de la mortalité corrigée des adultes de C. maculatus en fonction du

temps et des doses d’extraits de Mentha pulegium par contact.

Extraits de Doses Doses Mortalité corrigée (%)
Mentha (mg/ml) (mg/cm?) 12h 24 h 36 h 48 h 72 h
pulegium
Extrait 6 0.094 20 20 30 40 45
méthanolique 12 0.189 20 30 45 60 65
24 0.378 25 40 50 60 70
48 0.755 40 60 70 80 100
Extrait 6 0.094 0 0 5 15 25
éthanolique 12 0.189 0 5 10 20 45
24 0.378 0 20 20 40 60
48 0.755 20 25 40 55 80
Extrait 6 0.094 0 0 5 15 20
d’acétate 12 0.189 0 5 15 20 40
d’éthyle 24 0.378 5 15 20 25 45
48 0.755 10 25 40 45 60
Extrait 6 0.094 0 0 10 20 20
chloroformique 12 0.189 0 5 15 20 30
24 0.378 0 10 20 30 45
48 0.755 10 15 25 50 65
Extrait 6 0.094 0 0. 0 5 10
hexanique 12 0.189 0 5 15 20 25
24 0.378 0 10 20 35 40
48 0.755 20 30 35 40 60
Extrait aqueux 6 0.094 0 5 15 30 30
12 0.189 15 20 30 35 40
24 0.378 35 40 45 55 60
48 0.755 40 45 50 65 80
Témoin 0 0 0 0 0 0 0
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Les résultats de 1’évaluation de la toxicité par contact révelent que tous les extraits de la
menthe pouliot présentent un effet insecticide variable contre les adultes de C. maculatus. Nous
remarquons que pour tous les extraits testés, la mortalité corrigée augmente avec
I’augmentation de la dose et du temps d’exposition. Notons par ailleurs, qu’aucune mortalité

n’est enregistrée dans le lot témoin.

Les valeurs des DLsy calculées apres une durée de 72 h confirment la sensibilité des
bruches vis-a-vis des différents extraits utilisés (Figure 48). Par conséquent, la toxicité des
extraits de la menthe pouliot peut étre classée dans ’ordre suivant : extrait méthanolique >
aqueux > éthanolique > chloroformique > acétate d’éthyle > hexanique. D’aprés les résultats
obtenus, I’extrait méthanolique s’est avéré étre le plus efficace pour la réduction de 1’effectif
vivant des bruches. En effet, la mortalité totale des insectes est atteinte au bout de 72 h

d’exposition et ceci pour la plus forte dose utilisée (0.755 mg/cm?).
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Figure 48 : Doses sublétales et 1étales des extraits de Mentha pulegium.

L’efficacité des extraits de plantes en tant qu’insecticides dépend du solvant utilisé pour
leur extraction (Khan et al., 2017). La différence dans I’activité insecticide entre les extraits

testés peut étre attribuée a la polarité du solvant, qui va du tres polaire (agueux, méthanol,
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éthanol), au moyennement polaire (acétate d’éthyle et chloroforme) jusqu’a 1’apolaire (hexane).
Nous pouvons toutefois noter que les extraits méthanolique, aqueux et éthanolique des parties
aeriennes de la menthe pouliot montrent une forte activité insecticide contre les adultes de C.
maculatus. Tandis que, les extraits chloroformique, acétate d’éthyle et hexanique exercent une

activité modérée contre ces bruches.

La présence des composés phénoliques, connus pour leurs propriétés insecticides, dans les
extraits examinés pourrait expliquer leur toxicité a 1’égard des adultes de C. maculatus (Pavela,
2011 ; Donia et al., 2012 ; Alves et al., 2014). Ces composes provoquent des perturbations du
comportement, de la croissance et du développement des insectes (War et al., 2012). La
toxicité des polyphénols est corrélée positivement avec le pouvoir attractif des composés
(Regnault-Roger et al., 2004).

» Cas de la germandrée tomenteuse

L’effet des différents extraits de la germandrée sur la longévité des adultes de C. maculatus
lors du test de toxicité par contact est représenté dans le Tableau 25. Pour tous les extraits
testés, la toxicité augmente en fonction de 1’augmentation de la dose utilisée et du temps
d’exposition. Aucune mortalité n’est enregistrée dans le lot témoin. D’apres les résultats
obtenus, tous les extraits de la germandrée manifestent une toxicité contre les adultes de C.
maculatus relativement variable en fonction du solvant utilisé. Les doses sublétales et létales

des extraits de Teucrium polium calculées apres 72 h sont illustrées sur la Figure 49.

En se basant sur les valeurs des DLsg, I’efficacité des différents extraits de la germandrée
décroit dans I’ordre suivant : extrait méthanolique > chloroformique > éthanolique > aqueux >
acétate d’éthyle > hexanique. Notons que I’extrait méthanolique exerce le meilleur effet
insecticide contre la bruche du pois chiche (DLso de 8.51 mg/ml) en raison de sa forte teneur en
polyphénols. Nous remarquons également que les extraits chloroformique, éthanolique et
aqueux des parties aériennes de la germandrée réduisent d’une facon trés significative la
longévité des adultes de C. maculatus. En effet, au bout de 72 h d’exposition, la plus forte dose
des extraits aqueux, chloroformique et éthanolique (0.755 mg/cm?) a occasionnée
respectivement des mortalités de 90, 85 et 80%. Toutefois, les extraits d’acétate d’éthyle et

hexanique montrent une activité insecticide modérée contre les adultes de C. maculatus.
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Tableau 25 : Evolution de la mortalité corrigée des adultes de C. maculatus en fonction du

temps et des doses d’extraits de Teucrium polium par contact.

Extraits de

Mortalité corrigée (%)

Teucrium Doses  Doses 2
solium (mg/ml)  (mg/em?) 17 p 24 h 36 h 48 h 72 h
Extrait 6 0.094 5 10 25 35 40
methanolique 12 0.189 10 20 35 45 60
24 0.378 15 30 40 65 80
48 0.755 30 45 70 80 95
Extrait 6 0.094 0 5 15 25 35
éthanolique 12 0.189 0 10 25 30 40
24 0.378 20 30 40 55 60
48 0.755 40 45 60 70 80
Extrait 6 0.094 0 0 5 10 20
d’acétate 12 0.189 10 15 20 20 25
d’éthyle 24 0.378 15 20 25 30 40
48 0.755 20 40 45 50 65
Extrait 6 0.094 0 5 15 25 30
chloroformique 12 0.189 5 10 20 30 45
24 0.378 15 20 35 40 60
48 0.755 20 25 40 60 85
Extrait 6 0.094 0 0 5 10 10
hexanique 12 0.189 0 5 10 15 20
24 0.378 5 20 30 35 40
48 0.755 10 25 30 40 55
Extrait aqueux 6 0.094 0 0 10 15 20
12 0.189 5 15 20 35 40
24 0.378 10 20 30 40 65
48 0.755 40 60 65 80 90
Témoin 0 0 0 0 0 0 0
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Figure 49 : Doses sublétales et létales des extraits de Teucrium polium.

2.7.3. Evaluation de la toxicité des huiles essentielles testées par inhalation

» Cas de la menthe pouliot

Le pourcentage de la mortalité corrigée des adultes de C. maculatus par inhalation de

I’huile essentielle de Mentha pulegium en fonction du temps est illustré sur la Figure 50.
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Figure 50 : Evolution dans le temps du pourcentage de la mortalité moyenne corrigée des

adultes de C. maculatus traités avec I’huile essenticlle de Mentha pulegium par inhalation.
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D’aprés les résultats décrits sur la Figure 50, nous constatons que 1’exposition inhalatrice
des adultes de C. maculatus aux différentes doses de I’huile essenticlle de Mentha pulegium
entraine une réduction considérable de leur longévité. Tandis que, chez la population témoin
aucune mortalité n’est enregistrée. Notons également que la mortalité corrigée des insectes
augmente progressivement avec I’augmentation du temps d’exposition. La mortalité totale des
bruches (100%) est atteinte au bout de 4 h d’exposition a la dose de 1.5 pl (0.021 pl/cm®). Les
temps létaux conduisant & la mort de 50 et 90% de la population de C. maculatus (TLso et
TLgo), évalués par la droite de régression, sont de 4.52 et 10.07 h (Figure 51). Les faibles
valeurs des TLsp et TLgo confirment la toxicité inhalatrice élevée de 1’huile essentielle de
Mentha pulegium. En effet, nous avons observé que les bruches manifestent un comportement
agités des leur introduction dans les pots saturés en odeur d’huile essentielle. Par conséquent,
nous pouvons dire que I’essence de Mentha pulegium exerce un effet trés dramatique sur les
adultes de C. maculatus, qui se traduit par une hyperactivité, une paralysie et un knock-

down rapide.

12 4

10,07
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(o)}
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Figure 51 : TLsg et TLgo obtenus a partir des tracés des droites de régression de 1’essai

inhalation de I’huile essentielle de Mentha pulegium a 1’égard de C. maculatus.

Les résultats obtenus dans la présente étude indiquent que I’huile essentielle de Mentha
pulegium est plus toxique contre les adultes de C. maculatus par inhalation que par contact. Des
résultats similaires ont été observés chez Sitophilus oryzae traité par les huiles essentielles
extraites de raifort, de cannelle et de moutarde (Kim et al., 2003). Par ailleurs, nous pouvons

dire que les vapeurs d’huile essentielle pénétrent le corps de 1’insecte par voie respiratoire et
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affectent son systeme nerveux. En effet, les monoterpénes sont généralement des composes
volatils et plutét lipophiles qui peuvent pénétrer rapidement dans les insectes et interférer avec
leurs fonctions physiologiques (Lee et al., 2002).

» Cas de la germandrée tomenteuse

L’huile essentielle de Teucrium polium a également occasionné un effet toxique par
inhalation contre les bruches (Figure 52). Par consequent, les adultes de C. maculatus sont
sensibles aux vapeurs biologiquement actives de 1’huile essentielle de la germandrée. Au bout

de 24h, la mortalité des insectes atteint les 70% & la dose de 60 pl (0.84 pl/cm?).
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Figure 52 : Evolution dans le temps du pourcentage de la mortalité moyenne corrigée des

adultes de C. maculatus traités avec 1’huile essentielle de Teucrium polium par inhalation.

Les TLso et TLgo Obtenus a partir des tracés des droites de régression de 1’essai inhalation
de I’huile essentielle de Teucrium polium a 1’égard de C. maculatus sont représentés sur la
Figure 53. Les résultats de 1’analyse des Probits montrent que I’essence de Teucrium polium
(TLso de 19.28 h) exerce un effet insecticide beaucoup moins efficace que celui de 1’huile
essentielle de Mentha pulegium (TLso de 4.52 h) a 1’égard des adultes de C. maculatus.
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Figure 53 : TLso et TLgo obtenus a partir des tracés des droites de régression de 1’essai

inhalation de I’huile essentielle de Teucrium polium a I’égard de C. maculatus.

2.7.4. Effet des huiles essentielles sur la fécondité des femelles de Callosobruchus

maculatus

La fécondité est définie comme étant le nombre d’ceufs pondus par femelle. Pour tester
I’effet des huiles essentielles sur la fécondité des adultes de C. maculatus, nous dénombrons les
ceufs pondus par les femelles en les comparants au témoin. Le test de fécondité est réalisé dans
des bocaux en verre ou les adultes de C. maculatus agés de 0-24 h se mettent en contact avec
les graines de pois chiche traités par les doses sublétales DL 3o et DLsg des huiles essentielles de

Mentha pulegium et de Teucrium polium.

Les fecondités moyennes des femelles de C. maculatus en fonction du temps dans les lots
témoins et dans les lots traités par les DL3p et DLso des huiles essentielles des deux Lamiaceae
sont illustrées sur les Figures 54-57. La ponte des ceufs chez C. maculatus se fait dans les 24
heures qui suivent I’accouplement. Le nombre d’ceufs pondus dans les lots témoin est d’environ
80.14+2.64 ceufs/femelle évalué pour une durée de vie de 14 jours. L’effet insecticide des
huiles essentielles testées s’accompagne d’une diminution du nombre d’ceufs pondus par

femelle.
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Figure 54 : Evolution dans le temps de la fécondité des femelles dans le lot témoin et dans les

lots traités a la DL3g d’huiles essentielles.
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Figure 55: Nombre d’ceufs moyen pondus par femelle durant sa vie dans le lot témoin et les

lots traités a la DL3g d’huiles essentielles.
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Figure 56 : Evolution dans le temps de la fécondité des femelles dans le lot témoin et dans les

lots traités a la DLgg d’huiles essentielles.
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Figure 57 : Nombre d’ceufs moyen pondus par femelle durant sa vie dans le lot témoin et les

lots traités a la DLgo d’huiles essentielles.
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D’apres les résultats obtenus, nous constatons que les huiles essentielles extraites de la
menthe pouliot et de la germandrée affectent d’une maniére significative la fécondité des
femelles de C. maculatus. Par ailleurs, nous constatons que I’effet des huiles essentielles de
Mentha pulegium et de Teucrium polium sur la fécondité des femelles de C .maculatus varie
selon la dose d’huile essentielle utilisee. En effet, nous remarquons que la fécondité diminue a
fur et & mesure que les doses sublétales augmentent. La DL3, de 1’huile essentielle de Mentha
pulegium réduit le nombre d’ceufs pondus, apres les 48h qui suivent le traitement, a 0.78+0.03
ceufs/femelle, quant a celle de I’huile essentielle de Teucrium polium a 2.56+0.24 ccufs/femelle.
Par conséquent, les DL3o des huiles essentielles de la menthe pouliot et de la germandrée
diminuent efficacement la fécondité des femelles des bruches avec un taux respectif de 99.02%
et 96.80% par rapport au témoin. Pour les traitements a la DLso, 1’huile essentielle de la menthe
pouliot inhibe complétement les pontes, alors que celle de la germandrée les réduits a
0.54+0.08 ceufs/femelle aprés 48 h. Cette réduction de la ponte serait le fait de la mort précoce
des adultes de bruches due aux vapeurs d’huiles essentielles, comme 1’ont montré Schmidt et
al., (1991), avec les huiles d’Acorus calamus sur C. maculatus. Des résultats similaires ont été
rapportés par Nyamador et al., (2017) sur I’effet des huiles essentielles de Bidens borianiana,
Chromolaena odorata, Cymbopogon giganteus et Cymbopogon nardus sur la ponte de C.
maculatus et C. subinnotatus. Dans la présente étude, 1’analyse de la composition chimique des
huiles essentielles de la menthe pouliot et la germandrée montre la présence des monoterpénes
connus par leur effet sur la ponte des bruches. Ajayi et al., (2014) ont indiqué que les

monoterpenes inhibent la ponte des femelles de C. maculatus .

D’aprés les résultats obtenus, nous pouvons dire que les huiles essentielles extraites a partir
de Mentha pulegium et de Teucrium polium exercent une forte inhibition sur la reproduction de
la bruche de pois chiche. Des résultats similaires ont été rapportés par El-nahal et al. (1994),
en étudiant ’effet des huiles essentielles extraites d’Acorus calamus (Aracées) sur la fécondité
de C. maculatus. Seri-Koussi et al., (2004) ont rapporté que les huiles essentielles extraites de
deux plantes aromatiques de Cote-d’Ivoire, Melaleuca quinquenervia (Myrtacées) et Ocimum
gratissimum (Lamiaceae), a la dose de 33.3 ul/l, réduisent significativement la ponte des
femelles de la bruche C. maculatus avec un taux respectif de réduction de 98.78 % + 0.87 et
99.94 + 0.35 % par rapport au témoin. Selon Kellouche et Soltani (2004), sur les graines de
pois chiche, les poudres des feuilles de quatre plantes riches en huiles essentielles (le figuier,
I’olivier, le citronnier et I’eucalyptus) réduisent la fécondité des femelles de C. maculatus.

Kellouche (2005) a montré que 1’huile de clous de girofle Syzygium aromaticum (Myrtacées),
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affecte de maniére tres hautement significative la féecondité de C. maculatus, elle est de 0000
ceufs/10 femelles a la dose de Sul alors qu’elle est de 1134+204.2 ceufs/10 femelles dans les
lots témoins. Azziz et Abbas (2010) ont rapporté que 1’huile essentielle de Mentha pulegium
réduit significativement la fécondité des femelles de C. maculatus de 82.7, 83.1 et 88.2%
respectivement a des concentrations de 1, 0.5 et 0.25%. Par ailleurs, aux concentrations de
63.7, 31.9, 15.9, 8.0 ou 4.0 ug/cm?, I'huile essentielle d'Artemisia judaica a réduit la ponte des
femelles de C. maculatus respectivement de 92.5, 86.0, 61.8, 42.7 et 12.5% (Abd-Elhady,
2012) . De plus, 1zakmehri et al., (2013) ont montré que la faible concentration létale (CLy)
de I’huile essentielle d’Heracleum persicum affectait négativement la fécondité des femelles de
C. maculatus de 39.58%. Selon Nattudurai et al., (2017), les CLjo et CL3y de I’huile
essentielle d’Atalantia monophylla ont réduit la fécondité des femelles de C. macultatus
respectivement de 62.38 et 85.56%.

2.7.5. Effet des huiles essentielles sur I’éclosion des ceufs de Callosobruchus maculatus

La fertilité est le pourcentage d’ceufs éclos par rapport aux ceufs pondus par femelle. Le
taux d’éclosion maximal est enregistré dans le lot témoin avec un pourcentage de 92.3314.45%.
Cela signifie que la souche de C. maculatus, qui est connu pour sa forte fécondité (Siabi,

1996), bénéficie aussi de la tres bonne fertilité de ses ceufs.

D’apres les résultats présentés dans la Figure 58, nous constatons que les deux huiles
essentielles testées ont affecté négativement 1’éclosion des ceufs de C. maculatus. Notons
également que la sensibilité des ceufs augmente au fur et a mesure que les doses augmentent.
En effet, les DL3o des huiles essentielles de Mentha pulegium et de Teucrium polium réduisent
nettement 1’éclosion des ceufs avec un taux respectif de 7.64+2.52% et 13.56+4.12% par
rapport au témoin. La DLsp de I’essence de Mentha pulegium inhibe complétement 1’éclosion

des ceufs, tandis que celle de ’huile essentielle de Teucrium polium la réduit a 4.71+ 1.25 %.

Des résultats similaires ont été trouvé par Azziz et Abbas (2010), qui ont rapporté que
I’huile essentielle de Mentha pulegium réduit significativement I’éclosion des ceufs de C.
maculatus avec un pourcentage de 15.28, 20.90 et 25.84% respectivement aux doses 1, 0.5 et
0.25%. Loni et Panahi, (2014) ont indiqué que I’huile essentielle de Mentha pulegium induit
une forte mortalité des ceufs de C. maculatus, puisque un taux de 85.2% est enregistré a la dose
2.85 pl/ml d’air.
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Figure 58 : Taux d’éclosion moyen des ceufs dans les lots témoins et les lots traités aux DLj, et

DLsg d’huiles essentielles.

En présence d’huile essenticlle de Mentha pulegium et de Teucrium polium, le
développement des ceufs est affecté. Par conséquent, les essences testées ont donc des activités
ovicides certaines contre les ceufs de C. maculatus. L’activité ovicide des huiles essentielles
s’explique par leur pouvoir pénétrant ou par la toxicité directe de leurs composants (Don
Pedro, 1989). La toxicité des vapeurs d’huile essentielle de Aeorus ealamus sur les ceufs de
Callosobruchus chinensis a été signalée par Schmidt et al., (1991) qui ont indiqué que les
huiles essentielles avaient une action stérilisante sur les ceufs. Sur les ceufs de C. maculatus, les
vapeurs d’huiles agissent a travers le tube respiratoire de I’ceuf décrit par Wightman et
Southgate (1982) et Credland (1992). Don Pedro (1989) explique que I’activité respiratoire
des ceufs de C. maculatus est six fois plus faible que celle des larves néoformées. Ceci traduit
une faible activité des monooxygénases chez les ceufs et donc une plus forte tolérance aux
produits qui inhibent ces enzymes. D’apres Ducom (1996), les ceufs considérés comme un

stade quiescent, sont plus tolérants vis-a-vis des insecticides de synthése.

Les ceufs affectés ont leur contenu ovulaire dissous mais le chorion reste intact (Ketoh et
al., 1998). La sensibilité des ceufs de C. maculatus est due a la localisation de ces derniers a la
surface des graines, alors la larve néonate se trouve exposée aux vapeurs toxiques des huiles

essentielles sans barriére imperméable. Ceci est confirmé par Regnault-Roger (2008) qui nous
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informe que le stade ceufs de C. maculatus est toujours trés sensible a 1’air qui entoure les ceufs
surtout celles qui sont fraichement pondus. En effet, les huiles essentielles de Cymbopogon
nardus et Ocimum basilicum induisent la mort de 100% des ceufs pondus agés de 24h a partir
de la dose 1.75 pl/l d’air. Tandis que, I’essence de Cymbopogon schoenanthus occasionne 80%
de mortalité a la dose 2.5 pl/1 d’air.

2.7.6. Effet des huiles essentielles sur 1’émergence des adultes de Callosobruchus

maculatus

L’effet des doses sublétales (DL3o et DLsg) des huiles essentielles de Mentha pulegium et
de Teucrium polium sur 1’émergence des adultes de C. maculatus est illustré sur la Figure 59.
Les traitements aux huiles essentielles réduisent nettement le taux d’émergence par rapport au
lot témoin ou il est maximal (66.85+£3.17%). D’aprés les résultats obtenus, nous constatons que
le nombre d’individus adultes qui émergent des graines de pois chiche diminue avec
I’augmentation de la dose des huiles essenticlles testées. En effet, les DL3y des huiles
essentielles de menthe pouliot et de germandrée réduisent considérablement I’émergence avec
des valeurs respectives de 9.52+1.65% et 18.68+2.13%. Notons par ailleurs que la DLsp de
I’essence de Mentha pulegium annule complétement 1’émergence, quant a celle de Teucrium
polium la fortement réduite (6.23+0.87%).
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Figure 59 : Pourcentage moyen d’émergence des adultes dans les lots témoins et les lots

traités aux DLsg et DLsg d’huiles essentielles.
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Les huiles essentielles entravent également I’émergence des adultes de la bruche de pois
chiche. Dans la présente étude, les deux huiles essentielles testées se sont révélées étre de bons
agents de contréle des larves et nymphes de C. maculatus puisqu’elles sont efficaces méme a
faible concentration. Des travaux similaires ont été réalisés par Azziz et Abbas (2010), qui ont
constaté que I’huile essentielle de Mentha pulegium provoque 97.73, 95.72 et 94.67 % de
mortalité des larves de C. maculatus respectivement aux doses de 1, 0.5 et 0.25 %. Loni et
Panahi (2014) ont rapporté que 1’essence de la menthe pouliot (2.85u/ml d’air) occasionne une

mortalité de 63% des larves de C. maculatus.

L’effet larvicide des huiles essentielles de Mentha pulegium et de Teucrium polium est
probablement li¢ a I’action des composés terpéniques. Regnault-Roger et al., (2008) ont
rapporté que les composés terpéniques exhibent une activité larvicide contre les larves de
bruches évoluant dans les cotylédons des graines de niébé. Par ailleurs, Ajayi et al., (2014) ont
trouvé que certains monoterpénes tels que I’eugénol et la menthone inhibaient complétement

I’émergence des adultes de C. maculatus.

Dans la présente étude, nous avons constaté que les ceufs de C. maculatus sont plus
sensibles aux huiles essentielles testées que les larves et les nymphes se développant a
I’intérieur de la graine de pois chiche. Cela pourrait étre di au fait que le tégument de la graine
agit comme une barriere a la pénétration des huiles essentielles (Loni et Panahi, 2014). Selon
Regnault-Roger et al., (2008), les constituants physico-chimiques de la graine freineraient la
pénétration des composés présents dans 1’atmosphére du flacon et les larves et les nymphes ne
seraient exposées qu’a de faibles concentrations de substance insecticide a 'intérieur des
galeries. De méme, Boateng et Kusi (2008) ont signalé que I’huile de graines de Jatropha était
hautement toxique pour les ceufs de C. maculatus comparativement aux larves. Par ailleurs,
nous pouvons considérer que I’essence de Mentha pulegium, signalée précédemment comme
ayant le meilleur effet adulticide et ovicide sur C. maculatus, exerce aussi la meilleure activité
larvicide. Cette huile essentielle peut donc étre considérée, dans les limites de nos conditions
expérimentales, comme le meilleur agent insecticide de contrdle de I’ensemble des stades de

développement de C. maculatus.
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Les résultats de ce travail de recherche qui a porté sur 1’étude de la composition chimique
et de I’activité antioxydante, antimicrobienne et insecticide des huiles essentielles et des

extraits de deux Lamiaceae, nous permettent de conclure ce qui suit :

L’optimisation de 1’extraction des essences de Mentha pulegium et de Teucrium polium
par la méthodologie des surfaces de réponses (MSR), indique que le rendement en huile
essentielle augmente avec I’augmentation du temps d’extraction, de la puissance ultrasonique
et du rapport matiere végetale/eau. Les conditions optimales permettant d’obtenir le
rendement maximal en huile essentielle des deux Lamiaceae sont une durée d’extraction de 60
min, une puissance ultrasonique de 60 W et un rapport matiere végétale/eau de 1:12 g/ml. Par
ailleurs, I’hydrodistillation assistée par ultrasons s’est avérée étre une technique appropriée
pour obtenir un rendement d’extraction maximal des huiles essentielles de la menthe pouliot
(2.42%) et de la germandrée (0.68%), tout en reduisant considérablement le temps

d’extraction.

L’étude de l’influence du type de solvant sur le rendement d’extraction des deux
Lamiaceae montre que parmi les différents solvants utilisés dans la présente étude, le
méthanol a permis d’obtenir le meilleur rendement d’extraction pour la menthe pouliot (18.89
+ 0.56 %) ainsi que pour la germandrée (23.33 + 0.61 %).

Les résultats de I’analyse chimique de 1’huile essentielle de Mentha pulegium par GC/MS
ont montré que I’isomenthone (31.1%), la pulégone (34.8%) et la menthone (10.4%) sont les
principaux constituants. Quant a la composition chimique de 1’essence de Teucrium polium,
elle est marquée par la présence du t-cadinol (17.9%), de la germacrene D (16.1%) et de la B-

pinene (9.7 %) comme composes majoritaires.

L’analyse quantitative des polyphénols totaux a montré que parmi les six solvants testés
dans notre étude, le méthanol s'est avére étre le solvant le plus approprié pour I’extraction de
la teneur la plus élevée en composés phénoliques a partir des parties aériennes des deux

Lamiaceae.

En ce qui concerne I’activité antioxydante, les résultats ont révélé que les huiles
essentielles des deux Lamiaceae possédent une faible capacité anti-radicalaire et réductrice

comparee a celle des antioxydants de syntheses (BHT et Trolox). Tous les extraits de Mentha
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pulegium et de Teucrium polium ont révéle une forte activité de piégeage des radicaux libres
DPPH et ABTS®" et un pouvoir réducteur puissant. Toutefois, les extraits méthanoliques des

deux Lamiaceae ont présenté le meilleur potentiel antioxydant.

L’étude qualitative de 1’activité antimicrobienne nous a permis de conclure que les huiles
essentielles et les extraits de Mentha pulegium et de Teucrium polium expriment un pouvoir
inhibiteur intéressant qui varie en fonction des souches testées. Il ressort, de cette étude, que
I’huile essentielle de Teucrium polium est efficace sur les souches étudiées, en particulier sur
Staphyococcus aureus (34+0.36 mm). L’étude quantitative a révélé que les valeurs des CMI et
des CMB obtenues varient en fonction des souches microbiennes testées et des huiles
essentielles et des extraits utilisés. Notons également qu’E. coli et Staphylococcus aureus se
sont avérées étre les souches les plus sensibles sous 1’action des huiles essentielles étudiées

avec des valeurs tres faible de la CMI (0.03 &4 0.06 %).

Les résultats de I’activité insecticide indiquent que les huiles essentielles et les extraits
des plantes étudiées peuvent étre utilisés comme biopesticides pour la protection des graines
de pois chiches stockées. La présente recherche a démontré que les huiles essentielles des
deux Lamiaceae sont actives contre divers stades de croissance de C. maculatus. Toutefois,
I’huile essentielle de Mentha pulegium s’est avérée avoir I’activité adulticide (DLso de 0.311
pl et TLso de 4.52 h), ovicide et larvicide la plus efficace a I’égard de C. macultaus. De plus,
la DLsp de I'huile essentielle de la menthe pouliot inhibe complétement les pontes des
femelles de la bruche. A la lumiére de I’intérét récent pour le développement d’insecticides a
base de plantes contre les ravageurs des denrées stockées, ces substances naturelles bioactives

seraient un produit respectueux de I’environnement et sans danger pour 1’application.

Pour les perspectives de recherche sur les huiles essentielles et les extraits des deux
Lamiaceae, il serait intéressant de mener un travail approfondi pour étudier les possibilités
d’incorporation des huiles essentielles et des extraits des deux plantes étudiées en tant
qu’antioxydant et antimicrobien naturel dans les aliments élaborés ainsi qu’ en pharmacologie
et cosmetologie. 1l serait également intéressant de formuler des biopesticides a base des huiles
essentielles et des extraits des plantes étudiées pour la gestion des insectes ravageurs des
denrées stockés. Par ailleurs, des travaux supplémentaires doivent étre entrepris pour
identifier et isoler les composés phénoliques des différents extraits examinés responsables des

activités biologiques éetudiées.
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Tableau 1 : Analyse de la variance (ANOVA) pour le modéle quadratique de surface de

réponse du rendement d’extraction de I’huile essentielle de Mentha pulegium.

Source Coefficients Somme des ValeurdeF Valeur de p*
d’estimation carrés

Modéle 2.23 1.35 71.12 <0.0001

Xy 0.35 0.98 464.14 <0.0001

X2 0.095 0.072 34.19 0.0006

X3 0.047 0.018 8.55 0.0222

X1 X3 -0.028 3.025x10° 143 0.2703

X1 X3 -7.500 x10°  2.250x10*  0.11 0.7536

XoX3 0.017 1.225x10°  0.58 0.4711

X -0.26 0.27 129.92 < 0.0001

X5" -0.010 4.424x10* 021 0.6610

X3 0.015 9.161x10*  0.43 0.5312

Résiduel 0.015

Manque d’ajustement 6.100x10°3 0.94 0.5013

Erreure pure 8.680x%10°2

Total 4271.54

R’ 0.9892

R? ajusté 0.9753

R? prédit 0.9186

C.V. % 2.18

PRESS 0.11

(X1 ; temps d’extraction, X, ; puissance ultrasonique et X3 ; rapport matiere végétale/eau) ; *p<0.01

hautement significatif ; 0.01<p<0.05 significatif ; p>0.05 non significatif.
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Tableau 2 : L’analyse de variance (ANOVA) pour le modéle quadratique de surface de

réponse du rendement d’extraction de I’huile essentielle de Teucrium polium.

Source Coefficients Somme Valeur de F  Valeur de p*
d’estimation des carrées

Modéle 0.48 0.29 28.20 0.0001

X 0.16 0.21 185.31 < 0.0001

X5 0.070 0.039 34.39 0.0006

X3 0.040 0.013 11.23 0.0122

X1 X, -2.500x10°  2.500%x107 0.022 0.8864

X1 X3 -0.012 6.250x10™ 0.55 0.4831

X, X3 0.043 7.225%107 6.34 0.0400

X2 -0.063 0.017 14.54 0.0066

X2 7.250x10°  2.213x10™ 0.19 0.6728

X4 0.022 2.084x107 1.83 0.2184

Résiduel 7.980x107

Manque d’ajustement 2.500%1073 0.6440

Erreur pure 5.480x10

Total 0.30

R? 0.9732

R? ajusté 0.9386

R? prédit 0.8367

CV.% 7.30

PRESS 0.049

(X1 ; temps d’extraction, X ; puissance ultrasonique et X3 ; rapport matiere végétale/eau) ; *p<0.01

hautement significatif ; 0.01<p<0.05 significatif ; p>0.05 non significatif.
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Tableau 3 : Etudes antérieures des principaux constituants des huiles essentielles de Mentha

pulegium dans plusieurs pays et régions d’ Algérie.

Origine Partiedela  Méthode Composeés Référence
plante d’extraction majoritaires (%0)
Corse Parties Entrainementa  Pulégone 50.5 Sutour, (2010).
(Morosaglia) aeriennes la vapeur Isomenthone 20.7
Menthone 12.3
Parties Hydrodistillation Pulégone 38.8 Boukhebti et
Algérie (Sétif)  aériennes Menthone 19.3 al., (2011).
Pipériténone 16.5
Pipeéritone 6.3
Isomenthone 6.1
Maroc Parties Entrainementa  Pulégone 69.7 Ait-Ouazzou et
aeriennes la vapeur Pipériténone 3.1 al., (2012).
Italie Feuilles Hydrodistillation Pulegone 34.2 Caboni et al.,
Menthone 18.8 (2013).
Isomenthone 11.3
Portugal Parties Hydrodistillation Pulégone 52.0-82.0 Rodrigues et
aériennes Isomenthone 2.0- al., (2013).
36.0
Menthone 0.1-17.0
Tunisie Feuilles Hydrodistillation Menthone 41.7 Ghazghazi et
cis-isopulégone al., (2013).
31.7
Isomenthone 15.0
Brésil Feuilles Hydrodistillation Pulégone 26.65- Foganholi et al.,
31.05 (2015).
Pipéritenone 12.60-
36.32
Algérie Feuilles Entrainementa  Pulégone 70.66% Abdelli et al.,
(Bouira) la vapeur Néo-Menthol (2016).
11.21%

Menthone 2.63%
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Cis-isopulégone

2.33
Algérie Parties Hydrodistillation Pulégone 88.78 Yahiaoui et al.,
(Bejaia) aeriennes Néo-menthol 2.083  (2017).
Turquie Parties Hydrodistillation Oxyde de Sevindik et al.,
aériennes piperiténone 72.77  (2017).

Carvacrol 4.03

Germacrene-D 3.79
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Tableau 4 : Etudes antérieures des principaux constituants des huiles essentielles de

Teucrium polium dans le monde et plusieurs régions d’Algérie.

Origine Partiedela Méthodes Composeés Référence
plante d’extraction majoritaires (%0)
Algérie (Ain Parties Hydrodistillation a-Cadinol 46.8 Kabouche et al.,
Mlila) aeriennes 3B-hydroxy-a- (2007).
muuroléne 22.5
a-pinéne 9.5
B-pinéne 8.3
Algérie Parties Hydrodistillation Limonene 11.2 Hammoudi et al.,
(Tamanrasset) aériennes B-Caryophyllene 9.2 (2013).
y-Cadinéne 10.2
Algérie Parties Entrainementa  Germacrene D 25.81  Belmekki et al.
(Tlemcen) aeriennes la vapeur Bicyclogermacrene 13 (2013).
B-pinéne 11.7
Carvacrol 8.9
Spathulénol 6.53
Algérie (Sétif) Parties Hydrodistillation a-pinéne 14.1-18 Lograda et al.,
aériennes B-pinéne 15-18.1 (2014).
Germacréne D 3.8-19
Myrcéne 8.2-10.4
Limonene 5.3 -8.7
Tunisie Parties Hydrodistillation a-pinene 17.04 Bakari et al.,
aériennes B-pinene 12.68 (2015).
Limonene 6.65
B-myrcene 6.07
Germacrene D 5.89
Iran Fruits Hydrodistillation a-pinéne 18.2 Sabzeghabaie et
Elémol 14.5 Asgarpanah
B-pinéne 10.1 (2016).
Cubenol 10.0
Limonene 5.0
Turquie Parties Hydrodistillation Germacrene D 8.10 Kurtoglu et Tgn
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aériennes

Carvacrol 5.41
B-pinéne 4.63
a-copaéne 3.40
Spathulénol 3.32

(2017).

Iran

Parties Hydrodistillation

aériennes

B-caryophyllene
12.80- 28.40
Farnéséne-cis-b 5.60-
18.40

Germacréne D 2.10
-13.40
Bicyclogermacréne
3.40- 12.00

Linalool 1.80-15.65
Carvacrol 1.70- 8.60

Asgharipour et
Shabankare
(2017).

Polyphénols totaux

¥ = 0,0107x + 0,0065
’,/* R? = 0,9993

1.6
1.4
1,2

G/l

mg

0.6
(L
0.2

0 #

Concentration

0 =1 100y

-
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150
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Figure 1 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
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Flavenoides ¥ = 0,0343x +0,0058
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Figure 2 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.
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Figure 3 : Activité de piégeage du radical ABTS®" par le Trolox.
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Figure 4: Zones d’inhibition des huiles essentielles de Mentha pulegium et de Teucrium

polium sur Escherichia Coli.

Figure 5: Zones d’inhibition des huiles essentielles de Mentha pulegium et de Teucrium

polium sur Staphylococcus aureus.

Figure 6: Zones d’inhibition des huiles essentielles de Mentha pulegium et de Teucrium
polium sur Pseudomonas aeruginosa et Candida albicans.
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Figure 7: Zones d’inhibition des huiles essentielles de Mentha pulegium et de Teucrium

polium sur Candida albicans.

Figure 8: Zones d’inhibition des extraits de Mentha pulegium et de Teucrium polium sur

Staphylococcus aureus.

Figure 9: Zones d’inhibition des extraits de Mentha pulegium et de Teucrium polium sur

Pseudomonas aeruginosa.
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Figure 10: Illustration de la CMI de I’huile essentielle de Teucrium polium vis-a-vis des 3

souches bactérienne testées.

Figure 11 : Illustration de la CMI de I’huile essentielle de Teucrium polium vis-a-vis de

Candida albicans.
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Figure 12 : Illustration de la CMI de I’extrait acétate d’éthyle de Mentha pulegium vis-a-vis

de Candida albicans.

Figure 13: Illustration de la CMI de I’extrait hexane de Mentha pulegium vis-a-vis des 3

souches bactérienne testées.
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Figure 14: Tllustration de la CMI de I’extrait méthanolique de Teucrium polium vis-a-vis des

3 souches bhactérienne testées.

Figure 15: Illustration de la CMI de I’extrait aqueux de Teucrium polium vis-a-vis de

Candida albicans.
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Tableau 5 : Analyse statistique des activités biologiques étudiées par le test de Shapiro-

Wilks.

Variable Facteur p-values Décision
HE 0.90111 Normalité
DPPH Extraits MP  0.91676 Normalité
Extraits TP 0.88691 Normalité
HE 0.90856 Normalité
Activité ABTS Extraits MP  0.85872 Normalité
antioxydante Extraits TP 0.86356 Normalité
[ HE | 0.63978 Normalité
S Extraits MP  0.90528 Normalité
Extraits TP 0.87814 Normalité
HE 0.69074 Normalité
Activité Aromatogramme = Extraits MP  0.59444 Normalité
antimicrobienne Extraits TP~ 0.79823 Normalité
HE 0.92544 Normalité
Contact Extraits MP  0.79644 Normalité
Activité Extraits TP 0.92544 Normalité
insecticide Inhalation HE 0.75532 Normalité

(HE ; Huiles essentielles, MP ; Mentha pulegium, TP ; Teucrium polium) ; p-value <0.05 les variables

n’obéissent pas a une loi normale ; p-value >0.05 les variables obéissent a une loi normale.
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Valorisation des travaux de la these

Les travaux relatés dans ce manuscrit ont fait 1’objet de deux publications scientifiques

dans des journaux internationaux a comité de lecture.

1. Ait Chaouche, F. S., Mouhouche, F., Hazzit, M., & Ferradji, A., 2017. Optimization

of extraction yield of Algerian Mentha pulegium L. essential oil by ultrasound-assisted

hydrodistillation using response surface methodology. Research Journal of
Phytochemistry, 11: 142-149.
2. Ait Chaouche, F., S., Mouhouche, F., & Hazzit, M., 2018. Antioxidant capacity and

total phenol and flavonoid contents of Teucrium polium L. grown in

Algeria. Mediterranean Journal of Nutrition and Metabolism, 11(2): 135-144.
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Résumé : Composition chimique et activité antioxydante, antimicrobienne
et insecticide des huiles essentielles et des extraits de deux Lamiaceae.

Dans le cadre de la valorisation de la flore algérienne, nous avons mené une étude sur deux
Lamiaceae trés utilisées par la population locale pour leurs propriétés thérapeutiques, a savoir
la menthe pouliot (Mentha pulegium L.) et la germandrée tomenteuse (Teucrium polium L.).
L’objectif de ce travail de recherche était d’étudier la composition chimique et 1’activité
antioxydante, antimicrobienne et insecticide des huiles essentielles et des extraits de ces deux
Lamiaceae. La méthodologie des surfaces de réponse a été utilisée pour optimiser les
paramétres influengant 1’extraction des huiles essentielles des deux plantes par le procédé
d’hydrodistillation assistée par ultrasons. L’analyse de la composition chimique des huiles
essentielles a été réalisée par CPG et CG/SM. L’effet des différents solvants d’extraction sur
la teneur en polyphénols a été étudié. Le pouvoir antioxydant a été évalué par les tests de
DPPH, de ’ABTS®" et du pouvoir réducteur. L’activité antimicrobienne a été déterminée
qualitativement et quantitativement sur trois souches bactériennes et une levure. Le potentiel
insecticide des huiles essentielles et des extraits a été évaluée a 1’égard des adultes de
Callosobruchus maculatus. Selon les résultats de la méthodologie des surfaces de réponse, les
conditions optimales permettant d’obtenir le rendement maximal en huiles essentielles étaient
une durée d’extraction de 60 min, une puissance ultrasonique de 60 W et un rapport matiere
végetal/eau de 1:12 g/ml. L’analyse des huiles essentielles par GC/MS a révélé que
I’isomenthone (37.1%), la pulégone (34.8%) et la menthone (10.4%) étaient les composés
majoritaires de 1’essence de Mentha pulegium, tandis que, le t-Cadinol (17.9%), la
germacréne D (16.1%) et la B-pinéne (9.7%) dominaient I’huile essentielle de Teucrium
polium. Le méthanol s’est avéré étre le solvant le plus efficace pour I’extraction des
polyphénols a partir des plantes étudiées. Les différents extraits examinés ont révélé une plus
forte activité antioxydante que celles des huiles essentielles. Les huiles essentielles et les
extraits des plantes étudiées ont exprimé une activité antimicrobienne intéressante contre
toutes les souches testées. L’huile essentielle de Mentha pulegium a exercé le meilleur effet
insecticide contre les adultes, les ceufs et les larves de Callosbruchus maculatus. Les résultats
obtenus ont révelé que les huiles essentielles et les extraits des deux Lamiaceae étudiées
possédent un énorme potentiel comme alternatives aux conservateurs et aux pesticides

chimiques de synthése.

Mots clés : Huiles essentielles, Méthodologie des surfaces de réponse, Activité antioxydante,

Activité antimicrobienne, Activité insecticide.



Astract: Chemical composition and antioxidant, antimicrobial and
insecticidal activity of essential oils and extracts of two Lamiaceae.

In the framework of the valorization of the Algerian flora, we conducted a study on two
Lamiaceae widely used by the local population for their therapeutic properties, namely
pennyroyal (Mentha pulegium L.) and felty germander (Teucrium polium L.). The objective of
this research was to study the chemical composition and the antioxidant, antimicrobial and
insecticidal activity of the essential oils and extracts of these two Lamiaceae. The response
surface methodology was used to optimize the parameters influencing the extraction of
essential oils from both plants by the ultrasonic assisted hydrodistillation method. The
analysis of the chemical composition of the essential oils is carried out by GPC and GC / MS.
The effect of different extraction solvents on the polyphenol content was studied. The
antioxidant power was evaluated by DPPH, ABTS®" and reducing power tests. The
antimicrobial activity was determined qualitatively and quantitatively on three bacterial
strains and one yeast. The insecticidal potential of essential oils and extracts was assessed
against adults of Callosobruchus maculatus. According to the results of the response surface
methodology, the optimal conditions for obtaining the maximum yield of essential oils were
an extraction time of 60 min, an ultrasonic power of 60 W and a plant / water ratio of 1: 12
g/ml. The analysis of essential oils by GC/MS revealed that isomenthone (37.1%), pulegone
(34.8%) and menthone (10.4%) were the major constituents of Mentha pulegium essential oil,
while t-Cadinol (17.9%), germacrene D (16.1%) and B-pinene (9.7%) dominated Teucrium
polium essential oil. Methanol proved to be the most effective solvent for extracting
polyphenols from the plants studied. The various extracts examined revealed a stronger
antioxidant activity than those of essential oils. The essential oils and extracts of the plants
studied showed interesting antimicrobial activity against all microbial strains tested. Mentha
pulegium essential oil had the best insecticidal effect against adults, eggs and larvae of
Callosbruchus maculatus. The results show that the essential oils and extracts of the two
Lamiaceae studied have a huge potential as an alternatives to chemical synthetic preservatives

and pesticides.

Keywords: Essential oils, Response surface methodology, Antioxidant activity,

Antimicrobial activity, Insecticidal activity.
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