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RESUME

Les plantes aromatiques et médicinales constituent une source importante de molécules
bioactives notamment dans leurs extraits volatils. Dans ce cadre et afin d’isoler de nouvelles
molécules dotées de propriétés biologiques puissantes nous nous sommes intéressés a
I’extraction de I’huile essentielle de Mentha longifolia L. L., récoltées dans la région de
Hoggar (Tamanrasset) le mois de Mars 2019. Le rendement moyen en huile essentielle
obtenu par hydro-distillation (type Clevenger) est de I’ordre de 1.2 + 0.21 %

(mg/100g). La composition chimique de I’huile essentielle étudiée a été identifiée par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG/SM), dont les
composés majoritaires sont : Pulegone (47.15%), menthone (10.70%) et 1,8 cineole
(11.54%). L’activité antimicrobienne a été étudiée vis-a-vis de cing souches bactériennes :
Klebsiella pneumoniea, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Bacillus subtilis et
Staphylococcus aureus qui se sont révélées sensibles a 1’huile essentielle étudiée. Une bonne
activité fongicide de I’huile essentielle testée s’est évaluée vis-a-vis de deux champignons a
savoir : Aspergillus niger et Fusarium oxysporum et une levure : Candida albicans.
L’activit¢ antioxydante a ¢ét¢ mesurée en utilisant le test de piégeage du radical
diphénylpicrylhydrazyl (DPPH). Les résultats montrent que 1’huile essentielle testée a une
activité antioxydante modérée, relativement faible comparée a 1’antioxydant standard
(Vitamine C).

Mots clés : Mentha longifolia L. L., hydro distillation, huile essentielle, activité antimicrobienne,
activité antioxydante.



ABSTRACT

Aromatic and medicinal plants are an important source of bioactive molecules,
especially in volatile extracts. In this context and in order to isolate new compounds with
potent biological properties we were interested in the extraction of essential oil of Mentha
longifolia L. , harvested in Hoggar region (Tamanrasset) the month of march 2019. The yield
of essential oil obtained by hydrodisstilation (type Cleavenger) is about 1.2 + 0.21
(mg/100g). The chemical composition of essential oils studied was identified by gas
chromatography coupled with mass spectrometry (GC / MS). The majority compounds are:
Pulegone (47.15%), menthone (10.70%) et 1, 8 cineole (11.54%). The antimicrobial activity
was studied towards five bacterial strains: Klebsiella Pneumonia, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus, they are revealed sensitive to
essential oil studied. A good Fungicide activity of essential oil tested was evaluated towards
two fungi: Aspergillus niger and Fusarium oxysporum and yeast: Candida albicans. The
antioxidant activity was measured using the trapping test diphenylpicrylhydrazyl radical
(DPPH). The results show that essential oils tested have moderate antioxidant activity,

relatively low compared with antioxidant standard (Vitamin C).

Keywords: Mentha longifolia L. L., hydrodistillation, essentialoil, antimicrobial activity, antioxidant
activity.
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INTRODUCTION

L’histoire des plantes aromatiques et médicinales est associée a 1’évolution des
civilisations. Dans toutes les régions du monde, 1’histoire des peuples montre que ces
plantes ont toujours occupé une place importante en médecine, dans la composition des

parfums et dans les préparations culinaires (AMARTI et al., 2011).

Actuellement, plusieurs questions se sont soulevées concernant d’une part,
I’efficacité et la sécurité des produits chimiques utilisés en médecine ou dans I’industrie
alimentaire. En effet, en raison des effets secondaires des antioxydants synthétiques tels
que I’hydroxytoluénebutylé (BHT), qui peuvent étre responsables des dommages du foie
et de la carcinogeneése et de la résistance que les micro-organismes pathogénes établissent
contre les antibiotiques (DJERIDANE et al.,, 2010 ; YAKHLEF et al., 2011).Le
développement de nouvelles voies de recherche pour aboutir a des alternatives apparait
donc indispensable. Par ailleurs, les substances naturelles douées d’activité
antimicrobienne et antioxydante présentent un intérét socio-économique trés important
dans le domaine de la recherche bio-pharmacologique. Plusieurs laboratoires a travers le
monde se sont orientés vers la recherche des substances bioactives et leur valorisation
(AMARTI et al., 2011 ; AOUNI et al., 2013).

La flore du Sahara central est restée jusqu’en 1928 seulement connue par des récoltes
d’explorateurs et de militaires et par des Touaregs. L’étude de la flore et de la végétation
montre [’existence d’espéces propres au Sahara (tamaris, palmier), auxquelles
s’additionnent des éléments méditerranéens (olivier, myrte, lavande) et tropicaux (acacias,

balanites) (CHENOUNE, 2005).

Aussi, en raison de son altitude élevée, le Hoggar, moins chaud et moins aride que la
plaine désertique, a servi de refuge a des plantes qui sont exclues de celle-ci, et notamment
a des reliques de souches méditerranéennes ou tropicales qui, autrefois, ont atteint ces
massifs a la faveur des périodes plus humides. On y observe un taux d’endémisme ¢€levé,

qui croit avec I’altitude (OZENDA, 1983).

Un grand nombre de plantes aromatiques y pousse spontanément .L’intérét porté a ces

plantes n’a pas cessé de croitre au cours de ces derniéres années (LAIB, 2012).



Ce travail a pour objet I’investigation de ces plantes qui représentent une source
potentielle pour la découverte de nouvelles de molécules naturelles bioactives
(TEUSCHER et al., 2005). La valorisation de ces ressources naturelles végétales passe
essentiellement par I’extraction de leurs huiles essentielles (AMARTI et al., 2011). Ces
derniéres, sont d'intérét croissant pour les industries pharmaceutiques, cosmétiques,
agroalimentaires et la recherche scientifique en raison de leurs activités antioxydante,

antibactérienne et antifongique (DUNG et al., 2008).

Dans ce contexte et afin de valoriser notre richesse, nous nous somme intéressé a
I’étude de Mentha longifolia L. de la famille des Lamiaceae., poussant a 1’état spontané

dans les lits pierreux des oueds et dans les roches au Hoggar.

En se servant de données ethno-pharmacologiques, le choix de cette espece végétale
s’est basé sur, d’une part, son endémisme (est une sous-espece endémique de la région de
Tamanrasset), et d’autre part, son application importante dans nos traditions locales, par

les touaregs comme moyen incontournable de médication.
Cette étude est organisée en trois chapitres :

Le premier chapitre est un apercu bibliographique sur la plante étudiée a savoir : la

germandrée tomenteuse (Mentha longifolia L..) et des généralités sur les huiles essentielles.

Le matériel et les méthodes utilisées a savoir : les techniques d’extraction, la
caractérisation de 1’huile essentielle et aussi les protocoles utilisés au cours des tests
biologiques concernant les activités antimicrobienne et antioxydante, sont présentés dans le

second chapitre.
Le troisieme chapitre aborde les résultats et la discussion.

Le manuscrit est achevé par une conclusion générale sur I’ensemble des résultats obtenus ainsi

que des perspectives ont été dégagees.

Ce travail a éte réalisée avec Djillali meriem et kerakar selma



CHAPITRE 1
RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES
1.1. MENTHE A FEUILLES LONGUES : Mentha longifolia L.
1.1.1. Origine et étymologie :

Menthe est la francisation du latin Mentha, on le retrouve également chez les Romains
« Mentha » et les Grecs « Mentha ou Minthé ». Ce nom provient de celui d’une nymphe que
Proserpine métamorphosa en plante (FRANCOIS., 2012). Le nom grec de la plante signifie
« dont I’odeur est douce » (DECLACHAUX et NIESTLES., 2013).

La Menthe fait partie de ce grand cortége de substances, ce sont des plantes vivaces,
herbacées indigenes et trés odorantes appartenant a la famille des Lamiaceae (JAHANDIEZ
et MAIRE, 1932).

1.1.2. Noms vernaculaires :

- Tamaéhaq : Taihart,Tinhari
- Arabe : Naanan
- Francais : Menthe sylvestre - Famille : lamiacées (labiées)
1.1.3. Distribution:
Dans I’ Ahaggar, on retrouve la Menthe a longues feuilles dans les lieux humides des

montagnes. C’est une espéce cosmopolite, fréquente au bord des eaux (SAHKI et

SAHKI.,2004) .

1.1.4. Description et écologie :

Plante vivace trés odorante de 20 a 50 cm de haut, d’un vert grisatre, entiérement
couverte de poils soyeux. Feuilles lancéolées, dentées et sessiles. Inflorescences en épis,
courts et denses, de couleur mauve. (SAHKI et SAHKI., 2004)

C’est une plante vivace sauvage ou cultivée, elle est souvent sub- spontanée .Les
feuilles sont sessiles, opposées, a limbes gaufré muni de dents pointus, elles sont lancéolées
de couleurs vert vif sur les deux faces (ABIDJAN, 2010).Les fleurs ,comportent un calice
en forme de clochette , glabre ou ciliés ,divisé en 5 dents linéaires ;une corole violet pale ,4
étamines saillantes de taille identique .La floraison a lieu de juillet a septembre

(TEUSCHER et al., 2005).
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Figure 1.1 : Aspect général, feuilles et inflorescences de Mentha longifolia L.
1.1.5. Propriéte et utilisation :

La menthe fait partie de la culture méditerranéenne depuis des millénaires. Facilement
reconnaissable grace a son parfum particulier, la menthe verte sert généralement a la
préparation du thé. Mais on trouve aussi son utilisation en photothérapie, en aromathérapie,
en parfumerie et en cosmétologie (BABA AISSA, 1999)

Les Iraniennes utilisent généralement la plante contre les maladies infectieuses et
trouve a étre efficace contre ces problémes sans aucune base scientifique pour expliquer cette
action. L'augmentation de la résistance aux antibiotiques des agents pathogénes associés a
des maladies infectieuses ainsi que des effets indésirables des antibiotiques a suggéré
I'utilisation d'huile de la plante comme I'antibiotique ou de remplacement.

Une autre utilisation de cette plante est bien considérée comme un insectifuge, tant
pour I'hnomme et des animaux domestiques. Toutefois, des recherches supplémentaires sont
nécessaires pour évaluer les valeurs pratiques de I'application thérapeutique. (LORENZI et
al., 2002).

De plus la menthe a de nombreuses vertus medicinales. Elle est préconisée comme
antispasmodique, aphrodisiaque, analgésique elles permettent de calmer et d'apaiser les
douleurs et aromatisant. Des études pharmacologiques ont démontré que cette huile
essentielle est utilisée surtout pour les troubles digestifs, les spasmes, les inflammations, les
colites,les états nauséeux ,et contre certains parasites .Elle présente un effet expectorant en
cas de bronchite ou de grippe .1l est a mentionner qu'elle est a la fois rafraichissant et
analgesique ( LEUNG,1996) .

La menthe entre dans I'aromatisation de certains produits, dont les dentifrices, les
chewing-gums, les confiseries en générale et les boissons rafraichissantes. Néanmoins, la
menthe présente dans certains cas des effets indésirables. Aussi elle est généralement
déconseillée aux femmes enceintes .Mais elle est par contre recommandée en cas de retard
menstruel (CRETTI, 1981).
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1.2. Huiles essentielles :

Le terme « huile essentielle » a été inventé au 16°™ siécle par le médecin suisse
HOHENHEIM pour désigner le composé actif d’un reméde naturel (BURT, 2004).

Plusieurs définitions de L’huile essentielle existent mais celle retenu par 1’ Association
Francaise de Normalisation (AFNOR, 2000), la norme ISO (2013) et adopté par la
PHARMACOPEE EUROPEENNE (2008), est la suivante : « Les huiles essentielles sont
des produits odorantes et volatils généralement de composition complexe obtenus a partir
d’une matiere premiere végétale botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur
d’eau, soit par distillation séche, soit par un procédé mécanique sans chauffage. Une huile
essentielle est le plus souvent séparée de la phase agqueuse par un procédé physique
n’entrainant pas de changement significatif de sa composition » (NICOLAS, 2013 ;
ZUZARTE et LIGIA, 2015).

Cette définition est cependant restrictive car elle exclut aussi bien les produits extraits
a ’aide de solvants que ceux obtenus par tout autre procédé. Nous retenons alors que les
huiles essentielles sont des mélanges de complexes aromatiques de plantes, extraits par
distillation a la vapeur d’eau ou aux solvants (LAHLOU, 2004 ; ZUZARTE et LIGIA,
2015 ; KALOUSTIAN et HADJI-MINAGLOU, 2013).

Les plantes qui synthétisent les huiles essentielles sont connues sous le nom de «
plantes aromatiques » (POURMORTAZAVI et HAJIMIRSADEGHI, 2007).

1.2.1. Répartition et localisation :

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs
(BRUNETON, 2009). Les familles botaniques les plus courants produisant les huiles
essentielles sont : Abiétacées (pins, sapins, cedres), Apiacées (anis, fenouil) Astéracées
(absinthe, armoise blanche, camomille), Cupressacées (genévrier), Lamiacées (romarin,
lavande, thym, origan), Lauracées (cannelle, laurier), Myrtacées (eucalyptus, giroflier,
myrte), Poacées (citronnelle), Rutacees (citron, mandarine, pamplemousse)
(KALOUSTIAN et HADJI-MINAGLOU, 2013 ; MAFFEI,

2010).
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Les huiles essentielles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices
spécifiques. Ce sont des structures histologiques spécialisées servent a leur synthese et a leur
stockage. Ces cellules sont le plus souvent localisées sur ou a proximité de la surface de la
plante recouvertes d’une cuticule (BRUNETON, 2009 ; MAFFEI, 2010 ; ANTON et
LOBSTEIN, 2005).

Les cellules sécrétrices sont rarement a 1’état isolé, mais le plus souvent regroupées
dans des poches sécrétrices (Myrtacées, Rutacees), dans des canaux sécréteurs (Apiacees,
Astéracees) ou dans des poils sécréteurs (Lamiacees) (HAMMER et al., 2008 ; AHMADI
etal., 2002 ; MORONE-FORTUNATO et al., 2010).

Sur le site de stockage, les gouttelettes d’huile essentielle sont entourées de
membranes spéciales constituées d’esters d’acides gras hydroxylés hautement polymérisés,
associés a des groupements peroxydes. En raison de leur caractere lipophile et donc de
leur permeabilité extrémement réduite vis-a-vis des gaz, ces membranes limitent
fortement 1’évaporation des huiles essentielles ainsi que leur oxydation a I’air (ANTON

et LOBSTEIN, 2005).

Plusieurs catégories de tissus sécréteurs peuvent coexister simultanément chez une
méme espéce et dans un méme organe (KARRAY-BOURAOUI etal., 2009 ; OUSSALAH
et al., 2006).

Les huiles essentielles sont issues de la sécrétion naturelle élaborée dans divers organes
végétaux: les sommités fleuries (menthe, lavande), les feuilles (eucalyptus, laurier) et moins
habituellement dans les rhizomes (gingembre), les fruits (anis), les écorces (agrumes,
cannelle) et les graines (muscades) (CAVA et al., 2007 ; WANNES et al., 2010).

1.2.2. Fonction dans la plante :

La fonction biologique des huiles essentielles demeure le plus souvent obscure
(BRUNETON, 2009). 11 est toutefois vraisemblable qu’ils ont une fonction écologique
(Figure 1.2) lors des interactions végétales, comme agent allélopathique, afin de réduire la
compétition des autres especes de plantes par I’inhibition de la germination des graines. En
effet, le 1,8-cinéole et le camphre, libérés dans 1’atmosphére sont absorbés par le sol sec,
inhibant la germination des graines des espéces spontanées (ZUZARTE et LIGIA, 2015 ;
THOMPSON et al., 2003 ; GUIGNARD et DUPONT).
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Elles interviennent aussi lors des interactions végétal- animal, comme agent de
protection contre les prédateurs : insectes, champignons et bactéries par leurs propriétes
antiseptiques, insecticides, fongicides et bactéricides (BAKKALI et al., 2006 ; VIGAN,
2009 ; CARSON et HAMMER, 2011 ; UNSICKER et al., 2009).

Elles sont aussi efficaces contre les herbivores par le gout et les effets défavorables
sur le systeme nerveux (PORTER, 2001 ; GUIGNARD et DUPONT). Par leurs odeurs
caractéristiques, les huiles essentielles interviennent également dans [D’attraction des
polinisateurs (insectes et oiseaux) qui participent dans la dispersion du pollen ce qui favorise
la pollinisation (BAKKALI et al., 2006 ; CARSON et HAMMER, 2011 ; CSEKEA et al.,
2007 ). Les huiles essentielles protégent aussi, la plante contre le stress photo- oxydatif
(PICHERSKY et GERSHENZON, 2002). Les constituants des huiles essentielles sont
considérés comme des modérateurs des réactions d’oxydation intramoléculaire, protégeant

la plante contre les facteurs atmosphériques (YAN et CHEN, 2007).

Certains auteurs considérent que 1’huile essentielle est une source énergétique,
facilitant certaines réactions chimiques. D’autre part, elle conserve 1’humidité nécessaire a

la vie des plantes exposées a des climats désertiques (BEKHECHI et al., 2010).
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Figure 1.2: Interactions des plantes avec leur environnement (DUDAREVA et al., 2006).
BRUNETON (2009) et BALDWIN (2006) signalent que 1’huile essentielle peut

constituer des supports a une « communication » plante - plante ou plante- environnement.
La variété structurale de ses composés autorise le transfert de « messages biologiques »

sélectifs.

17



1.2.3. Extraction :

L’extraction des huiles essentielles est une opération capitale qui doit permettre
d’obtenir des produits volatils, particuliérement fragiles, sans altérer la qualit¢ (ROUX et
al., 2008). Le choix de la méthode d’extraction des huiles essentielles dépendra de la nature
du matériel végétal a traiter (graines, feuilles, rameaux), le rendement et les caractéristiques

physico-chimiques de I'essence a extraire aux températures élevées.

Les principales méthodes d’extraction des huiles essentielles peuvent étre résumées en

% Extraction par hydrodistillation :

C’est la méthode la plus simple et de ce fait la plus anciennement utilisée, elle demeure la

technique la plus employée pour extraire les huiles essentielles (FERHAT et al., 2010).

Elle consiste & immerger le matériel végétal directement dans un alambic rempli d’eau
placé sur une source de chaleur. Le tout est ensuite port¢ a 1’ébullition. Les vapeurs
hétérogenes sont condensées dans un réfrigérant (Figurel.3). L huile essentielle se sépare
de I’hydrolat par simple différence de densité (FERHAT et al.,, 2010 ; BASER et
BUCHBAUER, 2010).

FERHAT etal. (2010), CASSEL et al. (2009), ZHANG et al. (2012) & MONCADA
et al. (2015) soulignent que les avantages de cette technique sont importants. 1ls enregistrent
des rendements élevés avec des extraits de haute pureté et Ils notent également que
I’inconvénient principal est I'intensité de 1'énergie et la température élevée affectant la qualité

des huiles essentielles extraites.

18



——— Clevenger

Figure 1.3 : Dispositif expérimental de I’hydrodistillation (type Clevenger)
(BRUNETON, 2009).
BOUKHATEM et al.(2010) confirment que le chauffage prolongé et puissant
engendre la dégradation de certaines molécules aromatiques. L’eau, ’acidité¢ et la
température peuvent induire 1’hydrolyse des esters mais aussi des réarrangements, des

isomérisations et/ou des oxydations.

®,

+ Distillation par entrainement a la vapeur d’eau :

Les parties de plantes utilisées sont déposées sur une grille perforée au-dessus de la

base de 1’alambic, sans que le matériel végétal ne soit au contact avec 1’eau (LAHLOU,

2004 ; FERHAT et al., 2010).

La vapeur d’eau qui s’est volatilisée et entrainée I’huile essentielle, se condense ensuite
dans le serpentin du réfrigérant. L’huile essentielle se sépare de I’hydrolat par simple
différence de densité (ROUX et al., 2008).

Pendant I’entrainement a la vapeur d’eau, la matiere végétale est exposée a une
température élevée et a I’action chimique de I’eau, dans ces conditions, la fragilité thermique
des constituants de 1’huile ou I’hydrolyse de certains d’entre eux conduisent a la formation

d’artéfacts (FERHAT et al., 2010).
* Hydrodiffusion :

Cette technique consiste a pulser de la vapeur d'eau a travers la masse végétale, du haut
vers le bas. Ainsi le flux de vapeur traversant la biomasse végétale est descendant
contrairement aux techniques classiques de distillation dont le flux de vapeur est ascendant
(BRUNETON, 2009 ; ROUX et al., 2008).
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L'avantage de cette technique est traduit par I'amelioration qualitative et quantitative
de I'huile récoltée, I'économie du temps et d'énergie (BRUNETON, 2009 ; ROUX et al.,
2008).

Ces procédés présentent des inconvénients dus principalement a 1’action de la vapeur
d’eau ou de I’eau a 1’¢ébullition. En effet, certains organes végétaux, en particulier les fleurs,
sont trop fragiles et ne supportent pas les traitements par entrainement a la vapeur

d’eau et par hydro-distillation.

¢ Extraction par enfleurage :

L’industrie des parfums a utilisé I’enfleurage pour les organes fragiles comme les
fleurs. Ce procédé permet d’obtenir des essences dites absolues. I consiste a extraire les
principes aromatiques des plantes par des corps gras qui se saturent d’essence. Le corps gras
est épuisé par I’alcool absolu et ce solvant est évaporé sous vide (BOUKHOBZA et
GOETZ, 2014 ; ABOUGHE ANGONE et al., 2015).

.,

% Expression a froid :

Elle constitue le plus simple des procédés, mais ne s’applique qu’aux agrumes dont
I’écorce des fruits comporte des poches sécrétrices d’essences. Elle consiste a exercer sur les
fruits une pression pour extraire les huiles essentielles présentes dans leur écorce
(BRUNETON, 2009 ; ROUX et al., 2008 ; ABOUGHE ANGONE et al,. 2015 ;
MARROUF et TREMBLIN, 2009). L’essence obtenue est ensuite entrainée par un courant
d’eau froide. Une émulsion constituée d’eau et d’essence se forme, 1’essence est alors isolée

par décantation (ROUX et al., 2008 ; FERHAT et al., 2010).

Cette technique uniquement mécanique limite I’oxydation car elle conserve les
antioxydants naturels contenus dans la fraction non volatile de 1’essence, le produit ainsi

obtenu porte le nom d’essence car il n’a subi aucune modification chimique (ROUX et al.,

2008 ; FERHAT et al., 2010).

Cependant I’utilisation de grande quantité d’eau dans ce procédé peut altérer la qualité
des huiles essentielles par dissolution des composés oxygénés, par hydrolyse et par transport
de microorganismes (ROUX et al., 2008 ; FERHAT et al., 2010).

% Extraction par solvants :
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Ce procéde d'extraction ne permet pas d'obtenir des huiles essentielles, mais des
concréetes. Il s'agit d'extraits de plantes obtenus au moyen de solvants non aqueux. Les
solvants généralement utilisés sont des hydrocarbures aliphatiques : hexane, éther de pétrole,
cyclohexane, propane et butane liquide (BRUNETON, 2009).

Ces solvants ont un pouvoir d'extraction plus élevé que I'eau si bien que les extraits ne
contiennent pas uniquement des composés volatils mais également des composés non
volatils tels que les cires, les pigments, les acides gras et bien d'autres composés (ROBERT,
2000).Purifié par I'alcool absolu, le produit obtenu est appelé "absolu” et sa compositions se
rapproche de celle d'une huile essentielle (PROUST, 2006 ; DURAFFOURD et LAPRAZ,
2002).

BRUNETON (2009) signale que I’inconvénient majeur de 1’extraction par les solvants
est leur manque de sélectivité. En effet, de nombreuses substances lipophiles peuvent se
retrouver dans les concrétes et impose une purification ultérieure. Un autre inconvénient

réside dans la toxicité des solvants (probleme des résidus dans le produit final).

Les inconvénients des techniques précédentes ont attiré I’attention de plusieurs
laboratoires de recherche et ont permis la mise au point des nouvelles techniques d’extraction
des huiles essentielles qui sont beaucoup plus écologiques, en utilisant des solvants moins
toxiques et en petites quantités (FERHAT et al., 2010).

Pour raccourcir le temps de traitement, limiter ’altération des constituants de 1’huile
essentielle et économiser 1’énergie, il est possible de travailler en surpression modéré

(QUATTROCCHI, 2012).

Parmi ces techniques innovantes, figurent : I’extraction assistée par micro-ondes ou
ultrasons, 1’extraction par les fluides supercritiques (FERHAT et al., 2010 ; HEMWIMON
et al., 2007).

¢+ Extraction par micro-ondes :

C’est une technique récente développée dans le but d’extraire des produits naturels
comparables aux huiles essentielles et aux extraits aromatiques.
Dans ce procédé, la plante est chauffée sélectivement par un rayonnement microondes

dans une enceinte dont la pression est reduite de facon séquentielle. Les molécules volatiles
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sont entrainées dans le mélange azéotropique formé avec la vapeur d’eau propre a la plante

traitte (MARROUF et TREMBLIN, 2009 ; BRUNETON, 2009 ; HATTAB et al., 2007).

L’évaporation de I’eau contenue dans les cellules, crée a I'intérieur de ces derniéres
une pression qui brise les parois végétales et libere ainsi le contenu en huile
(DURAFFOURD et LAPRAZ, 2002).

Un systtme de refroidissement a [’extérieur permet la condensation de distillat
compos¢ d’eau et d’huile essentielle facilement séparable par simple décantation

(BRUNETON, 2009 ; HATTAB et al., 2007).

Cette technique présente des avantages notamment : la rapidité, économie de temps et
d’énergie. Le procédé utilisé donne un produit qui, le plus souvent, est de qualité supérieure
a celle de produit d’hydrodistillation traditionnelle (dégradations thermiques et
hydrolytiques minimisées), extrait dépourvu de solvant résiduel (CHIASSON et al., 2001
; PREEMA DEVI et al., 2015).

¢+ Extraction assistée par ultra-sons :

Les ultrasons sont des ondes vibrationnelles mécaniques de fréquence allant de 16
KHz a 1 GHz pouvant se propager dans les solides, les liquides et les gaz. Dans un milieu
liquide la propagation des ondes va générer des cycles successifs de compression (haute
Pression) et de raréfaction (basse pression) (WANG et WELLER, 2006). Cette différence
de pression va générer des mouvements moléculaires au sein du milieu. Lors d’un
cycle de raréfaction la distance entre molécules est augmentée et au-dessus d‘une
certaine distance, dépendant de chaque milieu, des bulles de cavitations vont se former.
Ces bulles vont croitre pendant les phases de raréfaction et diminuer pendant les

phases de compression. La répétition de ces cycles va conduire a I’implosion des bulles
de cavitation, libérant ainsi une grande quantité de matiére (PETRIER et al., 2008). «

Extraction au CO2 supercritique :

C’est un procédé d’extraction, par fluide supercritique, utilise le CO2 sous trés haute
pression et a basse température pour extraire les huiles essentielles. 1l s'agit d'une énergie
efficace, processus respectueux de I'environnement (méthode verte). Les organes de la plante
sont placés dans une cuve en acier inoxydable et le CO; est injecté dans le réservoir. Sous

haute pression, il se transforme en CO- liquide et agit comme un solvant pour extraire I'huile
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essentielle de la plante. Lorsque la pression est diminuée, CO> retourne a I'état gazeux ne

laissant que 1'huile volatile et aucun autre résidu n’est accumulé (FERHAT et al., 2010).

Cette technique est aujourd'hui considérée comme la plus prometteuse car elle fournit
des extraits volatils de trés haute qualité, de composition tres proche de celle des ardmes
veégétaux naturels (BRUNETON, 2009 ; WENQIANG et al., 2007).

Les extractions au CO> supercritique, & des températures plus basses, sont plus douces
sur les échantillons de plantes par rapport a distillation a la vapeur (absence de
réarrangements et d’hydrolyse). En outre, elle produit des rendements plus élevés. De
nombreuses molécules qui ne peuvent pas étre extraites par distillation a la vapeur sont
obtenues avec extraction du CO, (BRUNETON, 2009).

Le CO: est relativement non toxique, non- inflammable, disponible en haute pureté,
de faible codt et peut étre facilement retiré de I'extrait. Le principal inconvénient de CO; est
son manque de polarité pour I'extraction des analytes polaires (POURMORTAZAVI et
HAJIMIRSADEGHI, 2007 ; PREEMA DEVI et al., 2015).

1.2.4. Caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles :

Les propriétés physiques des huiles essentielles se résument en leurs indices,
pouvoir rotatoire, viscosité, densité, solubilité dans I'alcool, point d'ébullition et congélation.
Généralement incolores ou jaune pale, lesessences sont liquides a température ambiante.
la nature huileuse la rend liposolubles ainsi elles sont peu solubles dans I’eau mais le
sont dans les solvants organiques apolaires, les huiles grasses et dans les alcools
(BRUNETON, 2009 ; GUPTA et al., 2010 ; MARTIN et al., 2010).

Leur densité est en général inférieure a celle de I’eau (a 1’exception des huiles
essentielles de sassafras (Sassafras albidum), de girofle (Eugenia caryophyllata) ou de
cannelle(Cinnamomumzeylanicum) constituent des exceptions (BRUNETON, 2009 ;
GUPTA et al., 2010 ; MARTIN et al., 2010).

Les huiles essentielles sont extrémement volatiles et sensibles a I’oxydation. En
raison de la structure de leurs molécules (présence de doubles liaisons et des groupes
fonctionnels tels que un groupe hydroxyle, aldéhyde, ester). Elles sont facilement oxydales
par la lumiére, la chaleur et I'air (Skold et al., 2010 ; Skold et al., 2008).
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Elles ont tendance a se polymériser en donnant lieu a la formation de produits
résineux ce qui induit a la perte de ses propriétés. Elles ont un indice de réfraction élevé
et la plupart dévient la lumiére polarisée (BASER et BUCHBAUER, 2010).

2.5. Conservation :

La conservation des huiles essentielles exige certaines précautions indispensables si
I’on veut éviter leur oxydation et leur dépolymérisation. Aussi convient-il d’utiliser des
flacons de verre colorés ou opaques, munis de bouchons bien adaptés pour les préserver de
I’air et de la lumiére, principaux agents de la dégradation (BARDEAU, 2009 ; PREEMA
DEVI et al., 2015).

Bien stockées, les huiles essentielles se conservent environ trois ans. Seules les

essences d’agrumes, d’une conservation plus fragile, se renouvellent tous les ans (ROUX et

al., 2008).
2.6. Biosynthese et composition chimique des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont des mélanges tres complexes de composés volatils,
beaucoup contiennent environ 20 a 60 composés, méme si certains peuvent contenir plus de
100 différents composants (MIGUEL, 2010 ; SELL, 2006).

Ces composés peuvent étre classés en deux catégories principales : le groupe des
terpénoides et le groupe des phénylpropanoides (ANDRADE et al., 2011 ; REGNAULT-
ROGER et al., 2008).

> Terpénoides :

Les composes terpeniques constituent une famille de composés largement répandue
dans le régne végétal et les principaux constituants des huiles essentielles. 1ls sont synthétisés
(figure 1.4) a partir d’'un précurseur unique appelé 1’isopentenyl pyrophosphate (IPP =
CsHs) (ZUZARTE et LIGIA, 2015).

Cette unité isoprénique a 5 atomes de carbone peut étre synthétisee dans le cytoplasme
via la voie du mévalonate et conduit a la formation de la plupart des sesquiterpénes ou dans
les plastides via la voie non mévalonique (la voie de déoxy xylulose phosphate)
produisant principalement des monoterpenes et diterpenes (ZUZARTE et LIGIA, 2015 ;
EISENREICH et al., 2000 ; DUBEY et al., 2003).
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La voie du mévalonate (Figure 1.5) consiste en la condensation de trois molécules
d’acetylCoA pour former 1’acetoacétylCoA qui se transforme aprés une chaine des
réactions enzymatiques et consommatrices d’énergie en mévalonate S-diphosphate, puis une
réaction de décarboxylation permet de transformer ce dernier en IPP (BASER et DEMIRCI,
2007 ; ZUZARTE et LIGIA, 2015 ; DUBEY et al., 2003).

Alors que pour la voie non mévalonique (Figure 1.4), la condensation téte a téte
de glyceraldehyde3-phosphate avec le pyruvate conduit a la formation de 1-deoxy-
Dxylulose-5-phosphate  (DOXP) qui subit par la suite une chaine des réactions
enzymatiques,aboutissent a la formation du 1-hydroxy-2-methyl-2(E) butenyl-4PP

(HMBPP), qui sous I’action de HMBPP réductase se transforme en IPP (BASER et
DEMIRCI, 2007 ; ZUZARTE et LIGIA, 2015 ; EISENREICH et al., 2000 ; DUBEY

et al., 2003). Aprés la synthése de I'unité isoprénique, des réactions de condensation
téte a queue d’un nombre variable d’unités isopréniques aboutissent a formation des
différentes classes terpéniques : des monoterpénes C10 (issus de la condensation de
2unités isopréniques), des sesquiterpenes C15 (3 unités isopréniques), des diterpenes
C20 (4 unités isopréniques) et des triterpenes C30 (6 unités isopréniques) (ZUZARTE et
LIGIA, 2015 ; DUBEY et al., 2003).

Pour chaque classe de terpene, des différentes réactions chimiques, cyclisation
fonctionnalisation, réarrangement, permettent de former diverses structures terpéniques a
partir d’un précurseur unique (BRUNETON, 2009).

» Phénylpropanoides :

Ces composes aromatiques dérivés du phénylpropane (Cs - C3) sont beaucoup moins
fréquents que les terpenoides (BRIGITTE-MILPIED, 2009).

Beaucoup des Phénylpropanoides trouvés dans les huiles essentielles sont des phénols
(allylphénols et propénylphénols) ou des éthers de phénols, parfois des aldéhydes
(BRUNETON, 2009 ; ZUZARTE et LIGIA, 2015 ; KALOUSTIAN et HADJI-
MINAGLOU, 2013). lls sont constitués d'une chaine de trois carbones liée a un noyau
aromatique a six carbones (Cs - C3) ou la Cs étant un cycle benzénique
(BRIGITTEMILPIED, 2009).
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Les phenylpropanoides sont synthétisés (Figure 1.4) par la voie de l'acide shikimique,
leurs principaux précurseurs étant l'acide cinnamique provenaient de l'acide aminé
aromatique phénylalanine (ZUZARTE et LIGIA, 2015).

L'acide shikimique est synthétisé a partir du phosphoénolpyruvate. L’¢élimination de
I'un des alcools cycliques de l'acide shikimique et la réaction avec du pyruvate de
phosphoénol donne l'acide chorismique. Ce composé forme le squelette de I'acide
phénylpropionique. L’amination et la réduction de la fonction cétone de l'acide chorismique
produit I'acide aminé phénylalanine. En outre, I'aromatisation de I'acide shikimique donne
des dérivés de l'acide benzoique, présents dans plusieurs huiles essentielles (ZUZARTE et

LIGIA, 2015 ; SELL, 2006).
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La voie d’acide shikimique
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Figure 1.4 : Biosynthese des terpenoides et phenylpropanoides (ZUZARTE et LIGIA,
2015).
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1.2.7. Toxicité :

En dépit de leurs effets bénéfiques, les huiles essentielles sont loin d’étre nontoxiques.
La majorité des huiles essentielles, causent des effets toxiques (CARSON et HAMMER,
2011). Latoxicité des huiles essentielles est tres variable en fonction de leur composition il

est tres interessant de connaitre que :

> Les huiles essentielles a cétones sont neurotoxiques.
» Les huiles essentielles a terpénes sont irritantes et néphrotoxiques.
> Les huiles essentielles a phénols ont une action caustique sur la peau et

sont hépatotoxique.

Les huiles essentielles doivent toujours étre utilisées diluées. Il est important de

respecter la posologie et la durée de la prise (ROUX et al., 2008).

Les huiles essentielles sont des métabolites secondaires qui ont une toxicité par voie
orale faible ou tres faible. La majorité de celles qui sont couramment utilisées ont une DLso
comprise entre 2 et 5 g/kg (anis, ’eucalyptus et girofle) ou, ce qui est le plus fréquent,
supérieures a 5 g/kg (camomille lavande). Les mémes observations peuvent étre faites pour
les constituants des huiles essentielles. En effet, rares ceux sont qui ont une DLso< 2 g/kg
(camphre : 1,47 g/kg et thujone : 0,2 g/kg). Ces données, testées chez I’animal, ne fournissent
que des indications relatives. Les observations cliniques chez ’homme montrent que des
intoxications aigties sont possibles, méme lorsque la DLsg est élevée (BRUNETON, 2009).
La toxicité hépatique de Mentha longifolia L.. Provenant de la Turquie a été attribué au
néoclérodane diterpénoides (CAKIR et al., 1998)

1.2.8. Domaines d’application des huiles essentielles :

Actuellement, pres de 3000 huiles essentielles sont décrites, parmi lesquelles environ
300 présentent une importance commerciale dans 1’industrie pharmaceutique et
thérapeutique (préparation de matiere premiere), I’industrie cosmétique (savons, parfums,
dentifrices, eaux de toilettes) ainsi que 1’industrie agro-alimentaire (boissons alcoolisees,
desserts, bonbons) (KHIA et al., 2014 ; DJILANI et DICKO, 2012). En raison d’une part,
de leurs activités antioxydantes, antibactériennes et antifongiques (DUNG et al.,
2008 ; ALITONOU et al., 2013) et d’autre part, de ce que la plupart des huiles essentielles

sont classées dans la liste des substances GRAS, qui les rendent utiles en tant que
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conservateurs naturels dans les industries agroalimentaires (EYELE MVE MBA et al., 1994
; RASOOLI et al., 2008).

Ces activités spécifiques sont liées aux différents composants qu’elles contiennent.
Leur composition chimique est d’une grande complexité, ce qui les rend inimitables car
chaque huile essentielle regroupe en réalité plusieurs substances aromatiques tres élaborées
et trés différentes (ABOUGHE ANGONE et al., 2015).

0 En industrie pharmaceutique et thérapeutique :

L’usage des huiles essentielles en médecine ne fut jamais abandonné malgré la
découverte de processus de synthése organique et la naissance de I’industrie pharmaceutique.

Leurs applications dans ce domaine sont vastes. Elles requierent de bonnes
connaissances de ces substances et du fonctionnement du corps humain (SOTOMENDIVIL
et al., 2006). Elles sont considérées comme un veritable réservoir de molécules de base qui
sont irremplacables (OURAINI et al., 2007).
En phytothérapie, les huiles essentielles sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques
contre les maladies infectieuses d’origine bactérienne et fongique.

Elles présentent également des propriétés cytotoxiques qui les rapprochent donc des
antiseptiques et désinfectants en tant qu’agents antimicrobiens a large spectre (DE
BILLERBECK, 2007).

Elles sont connues pour leur activité antimicrobienne et certaines sont classées comme
des substances qui pourraient étre employées pour empécher la croissance des
microorganismes pathogénes et contaminants (GACHKAR et al., 2007 ; RASOOLI et al.,
2008).

HAJLAOUI et al. (2008) ont prouvé que I’huile essentielle de la menthe a feuilles
longues a une activité antibactérienne contre Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, deux champignons : aspargillus niger et fusarium oxysporum et la levure :

Candida albicans

* Enindustrie cosmétique :

Les huiles essentielles ont été répandues, pendant des siecles, comme un des

ingrédients en produits de beaute, en raison de leurs activités biologiques intéressantes.
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L’huile essentielle de romarin est largement appliquée dans l'industrie cosmétique
pour produire diverses eaux de Cologne, essences de bain, lotions capillaires et shampoings
et comme une composante du désinfectant (BOUSBIA et al., 2009 ; HOSNI et al., 2013).

* Enindustrie agro-alimentaire :

En plus de la saveur contribuée aux aliments, beaucoup de plantes aromatiques et leurs
huiles essentielles montrent une activité antimicrobienne et pourraient empécher la
croissance des microorganismes pathogeénes, en améliorant de ce fait la sécurité alimentaire
(PIYO etal., 2009 ; HADIZADEH et al., 2009).

Le pouvoir antioxydant des huiles essentielles est développé comme substitut dans la
conservation alimentaire. Quelques travaux ont rapporté que certaines huiles essentielles

sont plus efficaces que les antioxydants synthétiques (HUSSAIN et al., 2010).

Des études de I’équipe constituant le Laboratoire de Recherche en Sciences
Appliquées a I’Alimentation (RESALA), ont montré que I’incorporation des huiles
essentielles directement dans les aliments (viandes hachées, légumes hachés, purées de fruit
et yaourts) ou ’application par vaporisation en surface de 1’aliment (piéce de viande,
charcuterie, poulet, fruits et légumes entiers) contribuent a préserver I’aliment des

phénomenes d’oxydation (CAILLET et LACROIX, 2007).

TSAl et al. (2010) & SLAMENOVA et al. (2010) ont décrit ces produits naturels en
tant que protecteurs efficaces contre le cancer, les dommages oxydatifs et des agents

pathogenes d'origine alimentaire.

O En industrie des pesticides :

Dans la recherche d'alternatives aux pesticides de synthése, les huiles essentielles de
plantes aromatiques ont été largement étudiées et certains d'entre eux sont commercialisés
comme biopesticides (CANTRELL et al., 2012).

Contrairement aux pesticides de synthese, généralement basée sur un seul ingrédient,
les huiles essentielles ont un mélange complexe de composants qui les rendent aptes a éviter
la résistance de site cible, puisque leurs composants peuvent interagir en synergie ou additive
(ISMAN et al., 2011).

Les substances d'origine naturelle et plus particulierement les huiles essentielles

détiennent actuellement une place importante dans les systémes de lutte, leur role
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dans la recherche phytopharmaceutique dans certains pays du monde n'est plus a démontrer
(LAHLOU, 2004).

1.3. Stress oxydant :
1.3.1. Les espéces oxygenées réactives:

L’appellation especes oxygénées réactives (EOR) inclut les radicaux libres de
I’oxygene (Tableau 1.1) mais aussi certains dérivés réactifs non radicalaires dont la toxicité
est plus importante tels que le peroxyde d’hydrogéne et le peroxynitrite (BARTOSZ, 2003
; HALLIWELL et WHITEMAN, 2004).

Les radicaux libres sont des espéces chimiques, atomiques ou moléculaires, contenant
un ou plusieurs électron(s) libre(s) non apparié(s) sur leurs couches externes. Du fait de leur
caractére trés électrophile, les espéces radicalaires vont tenter de rapparier leurs électrons
célibataires en agressant toute molécule susceptible de se faire arracher un électron
(LEHUCHER-MICHEL et al., 2001).

L’espece agressée devient a son tour radicalaire initiant de cette fagon un processus de
réaction en chaine qui se caractérise par trois étapes ; (i) initiation, (ii) propagation et
(ili) terminaison provoquant enfin une perturbation de la cellule vivante
(KOECHLINRAMONATXO, 2006).

Tableau 1.1 : Les principales espéces oxygénées réactives (BARTOSZ, 2003).

Nom ‘ Symbol
Espéces radicalaires
Anion superoxyde 02"
Radical hydroxyle OH*
Monoxyde d’azote NO*
Especes non radicalaires
Peroxyde d’hydrogéne H202
Acide hypochlorique HOCI
Oxygeéne singulier 102
Peroxynitrite ONOO

1.3.2. Les Antioxydants :

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, & concentration
relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi

retarder ou empécher 1’oxydation de ces substrats (BERGER, 2006).
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La nature des systemes antioxydants differe selon les tissus et les types cellulaires et
selon qu’on se trouve dans le milieu intracellulaire ou extracellulaire. Les défenses
antioxydantes de notre organisme peuvent se diviser en systémes enzymatiques et systéemes

non enzymatiques
% Systémes enzymatiques :

Il s’agit principalement de trois enzymes ; (i) lasuperoxydedismutase (SOD), (ii) la
catalase (CAT) et (iii) la glutathion peroxydase (GPx). Ces enzymes ont une action
complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du O2* et du H»O, conduisant
finalement a la formation de 1’eau et de 1’oxygéne moléculaire (LEHUCHER-MICHEL et
al., 2001). Le mécanisme réactionnel invoqué dans cette détoxification enzymatique peut

étre résumé dans le schéma suivant :

F - SOD CAT
O> > O> » H>O » H-0 + 120>

» H-0>
GSH ~< NADP*

GPx ‘(X D Ge6erpn
HxO GSSG NADPH

Figure 1.6: Mécanisme réactionnel de systéme enzymatique.

O Lasuperoxydedismutase (SOD) accélere la dismutation de I'anion superoxyde
en peroxyde d’hydrogéne (ZELKO et al., 2002).

O Lacatalase agit en synergie avec la SOD, son r6le est d'accélérer la dismutation
du peroxyde d'hydrogene en eau et en oxygéne moléculaire (SORG, 2004).

O La glutathion peroxydase (GPx) joue un rdle tres important dans la
détoxification du peroxyde d’hydrogéne

O La glutathion réductase (GR), quant a elle, a pour role de régénérer le GSH a
partir du GSSG tout en utilisant le NADPH comme un cofacteur (SORG,
2004).

%+ Systemes non enzymatiques :

Ce groupe de systemes anti-oxydants renferme de nombreuses substances endogénes
parmi lesquelles on peut citer le glutathion, 1’acide urique, la bilirubine, la mélanine, la

mélatonine, 1’acide lipoique (FAVIER, 2003). De tous ces composes endogeénes synthétises
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par les cellules, le plus important est sans doute le glutathion réduit (thiol majeur au niveau
intracellulaire) (FAVIER, 2003).

La bilirubine est, quant a elle, capable de piéger les radicaux peroxyles et I’oxygene
singulier, protégeant ainsi 1’albumine et les acides gras liés a 1’albumine des attaques

radicalaires (NEUZIL et STOCKER, 1993).

Les protéines chélatrices de métaux de transitions comme 1’haptoglobine, la ferritine,
I’albumine et la céruloplasmine agissent en diminuant la disponibilité d’agents prooxydants,
comme les ions Fe?* /[Fe** ou Cu?*'Cu* permettant par ce biais de prévenir la production des
radicaux libres par la réaction de Fenton (MARTINEZ-CAYUELA, 1985).

Les oligoéléments Le cuivre, le zinc, le manganese, le sélénium et le fer sont
des métaux essentiels dans la défense contre le stress oxydant. Toutes les enzymes ant
i oxydantes requierent un cofacteur pour maintenir leur activi té catalytique. Ainsi, la
SOD mitochondriale a besoin de manganese, la SOD cytosolique de cuivre et de zinc, la
catalase de feretla GPx de sélénium (GARAIT, 2006).

D’autres substances exogenes apportées par I’alimentation, telles que les vitamines E
(tocophérol), C (acide ascorbique), Q (ubiquinone), ou les caroténoides agissent en piégeant
les radicaux et en neutralisant 1’électron non apparié, les transformant ainsi en molécules

stables (KOECHLIN-RAMONATXO, 2006 ; PINCEMAIL etal., 2002).

La vitamine piégeuse devient a son tour un radical qui sera détruit ou régénéré par un
autre systéme. A titre d’exemple, la vitamine E est régénérée par la vitamine C, elle-méme

régénérée par les ascorbates réductases (PINCEMAIL et al., 2002).

Des composés comme les alcaloides, les polyphénols et huiles essentielles apportés
également par I’alimentation, jouent un role similaire de piégeurs de radicaux libres

(KOECHLIN-RAMONATXO, 2006).

% Les antioxydants synthétiques :

Dans [D’industrie alimentaire, les antioxydants synthétiques, tel que le
butylhydroxyanisole (BHA), butylhydroxytoluéne (BHT) gallate propylée (PG) et le
tétrabutylhydroquinone (TBHQ), sont largement utilisés parce qu’ils sont efficaces et moins

chers que les antioxydants naturels (LISU et al., 2003). Cependant, 1’utilisation
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d’antioxydants de synthése est remise en question du fait d’effets négatifs sur la santé du

consommateur (effets tératogenes, mutagénes et cancérigenes) (BOURKHISS et al., 2010).

CHAPITRE 2

MATERIEL ET METHODE
2.1. Etude de la région :
2.1.1. Localisation géographique :

L’étude a été menée dans la région du Hoggar, la wilaya de Tamanrasset qui se situe
dans le grand sud Algérien, a plus de 2000 km d’Alger, avec une superficie de 558 310 Km?,
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limitée au Nord par les wilayas de Ghardaia et Ouargla, a 1’Ouest par la wilaya d’Adrar, a

I’Est par la wilaya d’Iliziet au Sud par les républiques du Niger et Mali (Figure 2.1).

Du point de vue géographique, elle est comprise entre 22°et 79°de latitude Nord et

entre 5° et 53° de longitude Est. Elle est caractérisée par une altitude de 1450 m (RAMDANE
et al., 2015).

Le Hoggar, dont le centre est constitué par un énorme appareil volcanique, 1’ Atakor,

qui culmine a 3 003 m, au Tahat (plus haut sommet d’ Algérie). Il est situé entre les 12°™° et

25°M paralléles de I’hémisphére Nord, a cheval sur le tropique du Cancer, et les 3™ et 6°M¢
meridiens Est de Greenwich.

Figure 2.1 : Localisation géographique de la zone d’étude (wilaya de Tamanrasset).
2.1.2. Sol :
En général, les sols rencontrés dans cette région se révelentpeu ou trés peu évolués, suite

a une humidité insuffisante. Cesont des sols azonaux, bruts (OZENDA, 1983), avec des
profilspeu différenciés voire inexistants (CHENOUNE, 2005).
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2.1.3. Climat :

Leclimat du Hoggar, de type « tropical peu méditerranéen », estdésertique plus par la
faiblesse des précipitations quepar leur rareté. Quant au régime thermique, il est tres

contrasté,influencé par 1’altitude et la latitude.

En effet, les valeurs de la moyenne mensuelle des précipitations de la région de
Tamanrasset (Tableau 2.1) données par National oceanic and atmospheric (NOAA), pour la
décennie (2003- 2013), ont montré que les précipitations les plus importantes sont
enregistrées au cours de la période allant de Juillet a Octobre dont le mois le plus pluvieux
est Octobre avec une moyennne de 10.7mm. Alors que la période séche apparait a partir du

mois de Novembre avec un minimum en Avril de 0.2 mm.

Au Hoggar, les précipitations se produisent généralement demai a septembre, suite a la
remontée du front intertropical sur la zone saharienne et I’extréme sud algérien. Dans
sesconclusions générales sur les caractéeres principaux des pluiessahariennes, elles sont rares
etgénéralement de faible importance quantitative (CHENOUNE, 2005).

Tableau 2.1: Données météorologiques de la région de Tamanrasset, pour la période
20032013, recueillies par National oceanic and atmospheric (NOAA).

Mois Jan | Fév | Mar | Avr | Mai | Jui | Juit | Aou | Sep | Oct | Nov | Déc

Températur | 13. | 15. | 20. | 24. |26. | 29. |30. | 29. |28. |23. |17. | 14.
e(’C) 0 |7 1 |3 |9 |5 |4 |2 1 |5 |3 |7

Précipitatio | 07 | 1.8 | 28 | 02 | 05 | 74 | 74 | 10. | 74 | 10. | 04 | 0.7
n (mm) 3 7

L’analyse des valeurs de la moyenne mensuelle de la température de la région de
Tamanrasset (Tableau 2.1) données par National oceanic and atmospheric (NOAA), pour la
décennie (2003- 2013), ont montré que les mois de Juin, Juillet et Aout sont les plus chaud
de I’année avec 29.5 °C,30.4°C et 29.2°Crespectivement. Tandis que janvier le mois le plus

froid, avec des minimas absolus avoisinant des températures trés basses (13 °C).

2.2. Matériel utilisé :

2.2.1. Materiel biologique :
% Matériel végétal :

L’étude a été réalisée sur des feuilles du Mentha longifolia L. . (Figure 2.2).
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Figure 2.2 : Vue générale des touffes de Mentha longifolia a Tamanrasset.

L’identification des plantes s’est faite par, les chercheurs de I’Institut National de

Réservation Forestiere (INRF) a Tamanrassset, en se référant a (OZENDA ,1991).

La récolte s’est effectuée au mois de Mars 2019 dans la station d’llamen
(HoggarTamanrasset). Les échantillons ont été séchés dans un endroit sec, a température
ambiante pendant une semaine pour éviter le développement des microorganismes et a I’abri

de la lumiére afin de garder I’aspect biochimique des molécules.

Apres la détermination du taux d’humidité, les feuilles de chaque plante ont été
broyées, a 1’aide d’un broyeur (type Medicalex). Une poudre verdatre est obtenue et
conservée soigneusement dans des bocaux bruns et hermétiquement fermés ou ils sont

placés dans un endroit sec.
+«+ Micro- organismes

L’activité antimicrobienne de L’huile essentielle étudiée a été réalisée, , sur huit

microorganismes référenciées (Tableau 2.2).

Tableau 2.2: Micro-organismes testeés.
Bactéries gram négatif

Escherichia coli ATCC 10536
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Klebsiellapneumoniea ATCC 27888

Bactéries gram positif
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Staphylococcus aureus ATCC 65388
Bacillus subtilis ATCC 66333

Levure

Candida albicans ATCC 10235

Champignons

Aspergilusniger ATCC 10619

Fusariumoxysporum ATCC 10328

% Matériel non biologique :
La verrerie, I’appareillage et les réactifs utilisés sont mentionnés dans 1’ Appendice A.
2.3. Méthodes d’étude :

2.3.1. Taux d’humidité :

Le taux d’humidité consiste a une perte de poids par dessiccation (LAZOUNI et al.,
2007). La détermination de taux d’humidité a été effectuée selon la méthode décrite par
BOUKSSAIM (2013) et AOAC (2000) : Pour cela, des capsules contenant une masse de 5
g+ 0,01g de feuilles séchées des différents échantillons ont été mises dans une étuve de type
Binder & 105 + 5°C pendant 24 heures. A la sortie de 1’étuve, les capsules sont refroidies
dans un dessiccateur. La pesée est réalisée chaque 3 heures jusqu’a I’obtention d’un poids

constant.

La moyenne des pertes en poids est calculée et le taux d’humidité est déterminé par la

formule suivante:

P
x 100

H : Taux d’humidité (%).
Pi : Masse de I’échantillon avant séchage en étuve (g).

P : Masse de I’échantillon apres séchage en étuve (g).
2.3.2. Extraction de I’huile essentielle par hydrodistillation :

L’extraction de l’huile essentielle a été effectuée au niveau du Laboratoire

D’amélioration des plantes, Département des Biotechnologies, Université de Blidal.
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L’obtention de I’huile essentielle a été effectuée par hydrodistillation dans un appareil
de type Clevenger (1928) (Figure 2.3). La méthode appliquée est celle décrite dans la
PHARMACOPEE EUROPEENNE (2005). Une masse de 100 g de de matériel
végétal sec est immergée dans 500 ml de I’eau distillée dans un ballon de 2 litres, avec ajout
de quelques grains de pierre ponce. Le mélange est ensuite porte a ébullition. La durée
d’extraction est de I’ordre de trois heures en moyenne, apres la récupération de la premicre

goutte de distillat.

L’huile essentielle obtenue, moins dense que I’eau, est récupérée dans un petit flacon

opaque et conservée a 4 °C a I’obscurité en présence de sulfate de magnésium

(MgS04) anhydre, pour éliminer les traces d’eau.

Figure 2.3 : Montage de I’hydrodistillation (type Clevenger).

2.3.3. Rendement en huiles essentielles :

Le rendement en huiles essentielles, est exprimé par le volume de 1’huile essentielle
obtenue en millilitre par rapport a 100 g de la matiére séche.

Le rendement en huile essentielle est donné par 1’équation suivante (SAHRAOUI et

al., 2016);
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RHE (%) = (MHE /MS)* 100

Rre : rendement en huile essentielle (%)

Mue: masse d’huile essentielle (g).

Ms: masse seche de matiére végétale (g).

2.3.4. Controle physico-chimique :

Selon les recommandations de 1I’AFSSAPS., les Pharmacopées Européenne et
Francaise et la norme ISO, les contr6les physico-chimiques de I’huile essenticlle sont
nécessaires pour évaluer leur qualité a savoir : La densité relative, I’indice de réfraction, le

pouvoir rotatoire et I’indice d’acide.

«» Mesure de la densité relative :

La densité relative d’une substance est le rapport entre la masse d’un certain volume
de cette substance a 20 + 1°C et la masse d’un volume égal d’eau a la méme température

(KALOUSTIAN et HADJI-MINAGLOU, 2013).

Selon la norme de la PHARMACOPEE EUROPEENNE (2005), le pycnométre est
remplit avec de I’eau distillée, puis sa masse est mesurée a ’aide d’une balance
hydrostatique. Une pesée du méme volume d’huile essentielle est effectuée. La densité

relative est calculée selon la formule suivante :

‘ dHE = mi1/mz

dHe : Densité de I’huile essentielle.
m1: Masse en gramme d’un volume d’huile essentielle.
m2 : Masse en gramme du méme volume d’eau

distillée.

+* Mesure de I’indice de réfraction :

40



L’indice de réfraction d’un milieu est le rapport de la vitesse de la lumiére dans le vide
et de la vitesse de la lumiére dans ce milieu. Il détermine les propriétés optiques d’une

substance et se mesure a I’aide d’un réfractométre (SEGUIN et al., 2010).

Selon la norme de la PHARMACOPEE EUROPEENNE (2005), I’indice de
réfraction consiste a étalonner le réfractométre avec de 1’eau distillée. Ensuite, mettre
quelques gouttes d’huile essentielle dans 1’appareil. Le réfractométre est réglé jusqu’a ce

qu’il se stabilise et donne des lectures au minimum a la troisiéme décimale pres.
%+ Mesure du pouvoir rotatoire :

Lorsqu’une solution aqueuse est traversée par un faisceau de lumiére polarisé, le plan
de polarisation de la lumicere s’oriente vers un angle. La valeur de cet angle, ajustée a la
concentration de la solution et a I’épaisseur de la couche liquide traversée, définit le pouvoir

rotatoire spécifique ou ’activité optique de la substance.

La solution aqueuse, est positive lorsque le plan de polarisation de la lumiere tourne

vers la droite (dextrogyre), et négative (1évogyre) lorsqu’il tourne vers la gauche

(TEIXEIRA DA SILVA, 2004).

Selon la norme de la PHARMACOPEE EUROPEENNE (2005), on détermine le zéro
du polarimetre avec le tube fermé vide et on remplit ensuite le tube avec 1’huile essentielle.

Le calcul du pouvoir rotatoire s’effectue selon la formule suivante :

[a]pz0=a/l X P20

[0]P?° : Pouvoir rotatoire de I’huile essentielle. o
Angle de rotation en degré lu a 20 + 0,5°C.

L : Longueur en décimeétre du tube polarimétrique.

P,o  : Densité relative de 1’huile essentielle.

«* Mesure de P’indice d’acide :

L’indice d’acide (IA) est la masse en mg d’hydroxyde de potassium (KOH) nécessaire

pour neutraliser les acides gras libres contenus dans un gramme de substance
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(KALOUSTIAN ET HADJI-MINAGLOU, 2013).

Selon la norme de la PHARMACOPEE EUROPEENNE (2005), on met dans un
bécher 1 gramme d’huile essentielle, auquel est ajouté 5 ml d’'un mélange a volume ¢égal
d’éthanol et d’éther avec quelques gouttes de phénolphtaléine. Le mélange est neutralisé par

I’hydroxyde de potassium 0.1 M contenu dans la burette.

La neutralisation est terminée lorsque la couleur rose persiste pendant 15 secondes au

moins. L’indice d’acide est calculé selon la formule suivante :

In=5,61Xn/m

Ia : Indice d’acide. n

: Volume de KOH 0.1 M consommeé au cour de titrage.

m : Masse en gramme de 1’huile essentielle

2.3.5. Identification des huiles essentielles par CG/MS :

La CPG/MS, permet de fournir un chromatogramme accompagné d’un ensemble de
spectres de masse (MS) correspondants a chaque pic chromatographique, ce qui permet

I’1dentification précise de la majorité des constituants séparés par la chromatographie phase

gazeuse (CPG) (CLEVENGER, 1928).
v Conditions opératoires :

La chromatographie phase gazeuse est un appareil de type Perkin EImer GCMS modele
Clarus 500, équip¢ d’une colonne capillaire PE, Elite série 5%
phenyldimethylpolysiloxanne, de longueur : 30 m et de diamétre interne de0,25 mm,
I’épaisseur du film de la phase stationnaire : 0,25 um. couplé a un spectrométre de masse

(MS) avec un détecteur Scan a impact d’électron.

Les conditions analytiques sont les suivantes :
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Le gaz vecteur qui constitue la phase mobile est I’hélium réglé a un débit de 1 ml/mn.
Programmation de la température : La température de I’injecteur est de 250°C, et I’injection
se fait en mode Split avec un volume de 1 pl des huiles essentielles diluées dans du méthanol
(1% viv).

La température initiale de la colonne est maintenue a 80°C en isotherme pendant 3 mn,
puis la température augmente graduellement a raison de 4°C/mn jusqu’a 150°C pendant 3

mn. Pour le spectrometre de masse la température de détection est de 250°C.

La fragmentation est effectuée par impact électronique sous un champ de 70 ev, en
mode : Balayage 80-600 uma. Analyseur : quadripdle L’appareil est reli¢ a un systéme

informatique gérant une bibliothéque de spectre de masse. Le temps d’analyse est de 40 mn.

La combinaison de ces deux techniques d’analyse CPG/MS permet de séparer les
composants de 1’échantillon et d’identifier chaque composant en comparant leurs temps de
rétentions relatifs et leurs spectres de masse avec les bases de données standards (ADAMS
2007).

2.3.6. Activité antimicrobienne :

L’activité antimicrobienne a été réalisée au niveau de Laboratoire de microbiologie,
Département de Biotchnologies, Université de Blidal. La méthode d’évaluation de I’activité

antimicrobienne de I’huile essentielle est : la méthode de diffusion dans I’agar

0 Méthode de diffusion dans I’agar ou Aromatogramme :

Cette méthode consiste en la réalisation d’un aromatogramme dans le but de déterminer
la sensibilité des différentes souches microbiennes vis-a-vis des huiles essentielles
(WILKINSON, 2006).

L’aromatogramme est une méthode inspirée de I’antibiogramme qui permet déterminer

I’activité inhibitrice de croissance des huiles essentielles (DE BILLERBECK, 2007).

Le principe de I’aromatogramme repose sur la compétition entre la croissance d’une
souche microbienne et la diffusion d’une huile essentielle dans un milieu gélosé a partir d’un
support en papier pré-imprégné (DENIS et al., 2007). 1l consiste en la détermination des
diamétres des zones d’inhibition (GUPTA et al., 2010).

La méthode utilisée dans cette étude pour évaluer ’activité antimicrobienne de

I’huileessentielle, est celle décrite par (IMELOUANE et al.2010) . Une suspension
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microbienne de densité équivalente au standard 0,5 de Mac Farland (10° UFC/mI) est
préparée dans une solution saline (0,9% NaCl). Les boites de Pétri contenant le milieu de
culture gélosé (Mueller Hinton pour les bactéries et Sabouraud pour la levure et PDA pour

les champignons) sont ensemencées en strie avec 100ul de I’inoculum.

A la surface de chaque boite, un disque de papier filtre (Wattman n°4) stérile de 6 mm

de diametre imbibé avec 15 pl des huiles essentielles pures est déposé.

Les boites sont laissées une heure a température ambiante pour permettre la diffusion
de I’huile essentielle, puis elles sont incubées a 37 + 2°C pendant 24 heures pour les
bactéries, 48 h pour la levure et 5 jours pour les champignons a 28 + 2°C. Apres incubation,

le diamétre d’inhibition est mesuré en millimétres, disque inclus.

2.3.7. Activité antioxydante :

L’activité antioxydante de ’huile essentielle de Mentha longifolia L. . a été effectuee
au niveau du laboratoire de recherche de Biotechnologie des productions végétales,

département de Biotechnologies, Université Blida 1.

Comme il n’existe pas de mesure absolue de la capacité antioxydante d’un composé, les
résultats sont souvent portés par rapport a un antioxydant de référence a savoir : 1’acide

ascorbique (vitamine C) (MOLYNEUX, 2004 ; POPOVICI et al., 2009).
“+ Méthode de piégeage du radical libre DPPH :

Le test de piégeage du DPPH est I’un des méthodes les plus utilisées pour déterminer

I’activité anti radicalaire des extraits de plantes (LAGUERRE et al., 2007).

Cette méthode est basée sur la réduction du radical libre DPPH- (2,2-diphényle-
Ipicrylhydrazyle) qui poss€de un électron non apparié sur un atome du pont d’azote (Figure
2.4). Du fait de cette délocalisation, les molécules du radical ne forment pas des diméres et
le DPPH reste dans sa forme monomeére relativement stable a température ordinaire. Cette
délocalisation donne également lieu a la couleur violette foncée, caractérisée par une
absorbance dans une solution d'éthanol centrée a environ 517 nm (SZABO et al., 2007 ;
ASGHAR et MASOOD, 2008).

Quand une solution de DPPH (DPPH-) est mélangée avec une substance antioxydante

qui peut cédée un atome d'hydrogéne, cela donne lieu a la forme réduite
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DPPH-H (DPPH), avec perte de cette couleur violette en une adoption d’une couleur jaune
pale (Figure 2.4) (MARTYSIAK-ZUROWSKA et WENTA, 2012 ; LI et al., 2009). Le
virage vers cette coloration et l'intensité de cette coloration dépend de la nature, la

concentration et la puissance de la substance anti-radicalaire (ROLLAND, 2004).

1 @\ Q @\ Q 2
N N
| + Antioxydant -Of ——— I + Antioxydant-Os
Ne NH
. : NO, \é/ NO» NO, \@/NOZ B

DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure 2.4 : Réaction de réduction d’un radical DPPH en présence d’un antioxydant

(MOLYNEUX, 2004 ; TALBI et al., 2015).

La méthode utilisée pour 1’évaluation de 1’activité antioxydante de I’huile essentielle
est celle proposée par (SUBRAMANION et al. (2011) et SHARMA et al. 2013) avec

quelques modifications :

La solution de DPPH (2,2-diphényl-di-picrylhydrazyl) est obtenue en dissolvant 4 mg
de la poudre dans 100 ml de I’é¢thanol (EtOH). Un échantillon del’huile essentielle a été
préparé par dissolution dans 1’éthanol absolu (EtOH) a raison de 80mg/ml. Cette solution,
dite solutions mere, a subi ensuite des dilutions pour arriver a des concentrations allant
de 0.04 a 32 mg/ml. Le test s’effectue en mélangeant 1 ml de la solution précédente de

DPPH (0.04%) avec 1ml de I’huile a tester a différentes concentrations.

L’antioxydant de référence ou le contrdle positif (Vit C) a été aussi préparé selon la
méme méthode a raison de 0,2 mg/ml. Le contrdle négatif est constitué de 1 ml de la solution
DPPH et 1 ml de I’éthanol absolu (EtOH).

Aprés une période d’incubation de 30 minutes, a une température du laboratoire (22
+ 2°C) et a I’abri de la lumicre et de I’O2 atmosphérique, la mesure de 1’absorbance a été

effectuée a 517 nm (SHARMA et BHAT, 2009 ; SANTOS et al., 2014).

Les valeurs obtenues sont transformées ensuite en pourcentages d’inhibition en
utilisant la formule suivante (KAMKAR et al., 2010 ; MEDDOUR et al., 2013):
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A
1% =100 X [ blanc — Aéchantillon/Ablanc]

1% : Activité antioxydant.
Ablanc : Absorbance du controle négatif.

A schantillon : Absorbance du composé a tester.

Le graphique de la variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la
concentration de I’huile essentielle permet de déterminer la ECso (autrement appelée ICsp),

exprimée en mg de substrat/ml de DPPH.

C’est la concentration d’antioxydant requise pour diminuer la concentration du
DPPH?e initialde 50% (SCHERER et GODOQY, 2009 ; TIRZITIS et BARTOSZ, 2010).
Il peut étre aussidefini comme étant la concentration du substrat qui cause la perte de 50%
de l'activité de DPPH (couleur) (SHARIFIFAR et al., 2007).

L’activit¢ antioxydante de 1’huile essentielle est déduite graphiquement par la
régression linéaire (SHARIFIFAR F et al, 2007 ; BOUGANDOURA N et al, 2013).

Cette valeur est comparée a celle trouvée par I’antioxydant standard (vitamine C).
2.3.9. Analyses statistiques :

Toutes les mesures expérimentales ont été répétées trois fois et sont exprimées en tant
que moyenne = SD (écart-type de trois mesures) en utilisant le logiciel Excel 2013. La
détermination graphique des ECso des différents standards et des huiles essentielles est

effectuée par le logiciel (Origin 8).

CHAPITRE 3 RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Taux d’humidité de la matiére végétale :
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La détermination de taux d’humidité des feuilles séchées a I’ombre durant une semaine
de Mentha longifolia L. a révélé un taux de 8.66%. Ce qui signifie que 91.34% représente le

taux de matiére séche ayant servi réellement a I’extraction de 1’huile essentielle (Figures 3.1).

eau

Matiére seche

Figure 3.1 : Taux d’humidité des feuilles séchées de Mentha longifolia L.

Selon la norme ISO 662 (ISO 662., 1998), , ce taux est inférieur a 12%, cela montre
que la matiére végétale analysée a été séchée et conservée dans de bonnes conditions, ce qui
rend, par conséquent, les résultats de nos analyses phytochimiques plus fiables.

Plusieurs recherches bibliographiques ont montré qu’un bon Séchage de plantes
aromatiques est fondamental pour 1’extraction des huiles essentielles (KHORSHIDI et al.,
2009), en raison de son influence significative sur le rendement et la composition des huiles
essentielles (OKOH et al.,2008 ; DIANA et al.,2008).

(KHORSHIDI et al., 2009 ; SINGH., 2009) ont prouvé que le séchage réduit
I'numidité & un niveau qui empéche leurs détérioration, permettant ainsi un stockage dans un
état stable pour une utilisation ultérieure.

Or, une plante si elle n’est pas séchée dans de bonnes conditions, risque de se dégrader
et perdre la totalité de ses huiles essentielles (AGHFIR et al., 2007)

Selon les travaux de (DABIRE et al., 2009), le temps de séchage influence
énormément le rendement en huiles essentielles.

En effet, au bout de 7 jours de séchage a I’ombre le rendement est optimum
(KHORSHIDI et al., 2009 ; DABIRE et al., 2010 ; SZUMNY et al., 2010) et au-dela du
14°™¢ jour le rendement en huile essentielle est trés faible et devient insignifiant (DABIRE
et al.,2009).

Dans ce sens BENJILALLI et al. ( 2005) ont trouve que la teneur en huiles essentielles
des feuilles séchées a I’ombre pendant une semaine est quatre fois plus importante que celle
d’une plante fraiche.
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L’augmentation de la tencur en huiles essentielles avec le séchage s'expliquerait par
une activité physiologique (réactions enzymatiques) importante. La biosynthese des huiles
essentielles continue et s'accélere aprées la récolte du matériel végétal en réponse au stress
hydriqgue (BOURKHISS et al., 2009). Toutefois, lors du séchage, une plante aromatique
pourrait perdre une partie de son huile essentielle par volatilisation. Ces pertes sont d'autant
plus importantes que la durée de séchage est longue (BOURKHISS et al., 2009 ;
(BENJILALLI et al., 2005).

Le procédé de séchage a également eu un effet significatif sur la proportion des
différents composants des huiles essentielles (KHORSHIDI et al., 2009).

Le terme « perte au séchage » est une signification similaire a la teneur en humidité.
Néanmoins, puisque les produits a base de plantes sont un mélange complexe de substances
chimiques, de nombreuses autres substances volatiles en dehors de I'eau peuvent étre
présents dans le produit séché. Ainsi, la perte lors de séchage comprend les pertes d'eau et

d'autres composés volatils dans les échantillons (SOUZA et al, 2008).

3.2. Rendement en huile essentielle :

Le rendement moyen en huile essentielle de Mentha longifolia L., exprimé en (g) par
rapport & 100 g de matiére végétale seche et obtenu par hydro-distillation (type
Cleavenger), est de ’ordre de 1.2 = 0.21 % (p/p). 1l est dans les plages décrites dans la
littérature [0.93-3.3% (p/p)] (Tableau 3.1).

Tableau 3.1: Rendement en huile essentielle de Mentha longifolia L.

Origine Méthode Partie utilisée | Date de récolte Rendement Reférences
d’extraction
Croatie Hydrodistillation Partie Aout 2001 0.93% MASTELIC et
(Dalmatie (Clevenger) aerienne (p/p) JERKOVIC
centrale) (2002)
Inde Hydrodistillation Feuilles Stade de floraison 0.51% PAL SINGH et
(Clevenger) (v/p) al. (2008)
Sud de Tunisie | Hydrodistillation Feuilles Mai 2006 1.6% HAJLAOUI et
(Gabes) (Clevenger) Tiges Stade de floraison 0.1% al. (2008)
(p/p)
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Centre de Hydrodistillation Feuilles Mai 2006 3.3% HAJLAOUI et
Tunisie (Sidi (Clevenger) Tiges Stade de floraison 0.2% al. (2008)
bouzid) (p/p)

Les variabilités de rendement en huiles essentielles est attribuée a plusieurs facteurs a
savoir : I’origine, les conditions pédoclimatiques et edaphiques de la zone de croissance
(GHANMI et al., 2010 ; JAMSHIDI et al., 2009 ; MOGHTADER et AFZALL, 2009).

En effet, Des études antérieures menées par JORDAN et al. (2013a) et JORDAN et

al. (2013b) ont décrit I'effet de la zone bioclimatique sur le rendement en huiles essentielles.

Aussi, le rendement est tributaire de la température, I’humidité relative, la durée
totale d’insolation et le régime des vents exercent une influence directe, surtout chez les

especes qui possedent des structures histologiques superficielles (ROBERT, 2000).

Les fluctuations et variations constatées dans le rendement peuvent étre attribuées
non seulement a ’origine de la plante mais également a la plante elle-méme
(le stade phénologique, la période de la récolte et la partie utilisée) (GHANMI et al., 2010
; CELIKTAS et al., 2007 ; ZAOUALI et al., 2010).

En effet, le rendement total de I’huile essentielle de Mentha longifolia L. ssp. longifolia
de la région Sidi Bouzid, obtenue a partir des feuilles et des tiges, était respectivement 1,6%
(p/p) et 0,1% (p/p). Concernant la deuxiéme province (Gabés), le rendement était de 3,3%
(p/p) dans les feuilles et de 0,2% (p/p) dans les tiges (HAJLAOUI et al. 2008).

L’extraction que nous avons effectuée a été faite au mois de Mars caractérisé par une

photopériode optimale propice a la biosynthese des huiles essentielles.

La méthode d’extraction utilisée (VAN VUUREN et al., 2009 ; FELLAH et
ABDERRABA, 2006), la méthode et la durée de séchage (ROBERT, 2000) et les pratiques
culturelles (le désherbage et les amendements) (ROBERT, 2000 ; SILANO et DELBO,
2008 ; MARZOUKIA et al., 2009) peuvent aussi influencer le rendement en huiles

essentielles.
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Le séchage a augmenté le rendement en huile essentielle de Mentha longifolia L. de

94,0 a 98,4%, avec augmentation du pourcentage du composant principal : I'oxyde de
pipéritinone de 79,9% a 88,5% (SINGH, 2020).

MOUMNI et al. (2014) & DUTTA et al. (2005) ont attribué la différence en

rendement aun déterminisme génétique au niveau de la plante.

3.3. Caractéristiques organoleptiques de I’huile essentielle :

A l’issue des distillations, les différentes caractéristiques organoleptiques de 1’huile

essentielle de Mentha longifolia L. sont regroupées dans le tableau (3.2) et la figure (3.2).

Tableau 3.2 : Propriétés organoleptiques de 1’huile essentielle de Mentha longifolia L.

Caracteéristiques

Huile essentielle analysée

HAJLAOUI et al. (2008)

Aspect Liquide Limpide Liquide a la température de la chambre
Couleur Jaune clair Jaune clair
Odeur agréable, trés forte et odeur agréable
Odeur

persistante de menthe

Les parameétres organoleptiques de 1’huile essentielle de Mentha longifolia L.

obtenue sont en accord avec les travaux donnes par HAJLAOUI et al. (2008).

<—

Huile essentielle de

= couleur jaune foncé

Figure 3.2 : Huile essentielle de Mentha longifolia L.

3.4. Caractéristiques physico-chimigues des huiles essentielles :

Les speécificités physico-chimiques de I’huile essentielle Mentha longifolia L. sont

consignées dans le tableaux (3.3).

Tableau 3.3: Propriétés physico-chimiques de 1’huile essentielle de Mentha longifolia L.

Caractéristiques

Hutl_le” Pharmacopée
essen |e, € Européenne
analysée

Les valeurs
d’ONIPPAM AFNOR
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Pouvoir rotatoire -3° -5°a+8° -3°a+25° -
Indice de réfraction 1.4710 1.464 - 1.473 1466 -1475 | 1.3356-1.3500
Densité relative 0.920 0.895 - 0.920 0894-0920 | 0.9050-09210
Indice d’acide 0.998 Au max 1 Au max 1 0.5-2
Malgre les différentes variations, nous remarquons que les paramétres

physicochimiques des huiles essentielles sont en accord avec ceux mentionnés par les normes
: Pharmacopée Européenne, ONIPPAM, AFNOR (2000).

Pour les constantes chimiques, l'indice d'acide renseigne sur le taux d'acides libres.
En effet, un indice d’acide ¢élevé (supérieure a deux) trouve une explication dans la
dégradation de [I'huile essentielle (hydrolyse des esters) durant la conservation.
Inversement, un indice d'acide inférieur a deux est une preuve de bonne conservation de
I’essence (faible quantité d'acides libres) (ROBERT, 2000 ; SALIDO et al., 2004).

Un indice de réfraction variant essentiellement avec la teneur en monoterpénes et
en dérivés oxygénés. Une forte teneur en monoterpenes donnera un indice élevé
(ROBERT, 2000 ; SALIDO et al., 2004).

Le faible indice de réfraction de I’huile essentielles indique sa faible réfraction de
la lumiére ce qui pourrait favoriser son utilisation dans les produits cosmétiques (ROBERT,
2000 ; SALIDO et al., 2004).

La détermination des propriétés physico-chimiques est une étape nécessaire mais
demeure non suffisante pour caractériser I'huile essentielle. Il sera donc primordial de

déterminer le profil chromatographique de I'essence aromatique.

3.5. Identification des huiles essentielles par CPG/MS :

Les résultats de I’identification par chromatographie gazeuse-spectromeétrie de masse
(CG/MYS) des principaux composants chimiques de I’huile essentielle de la menthe a longue
feuilles, en fonction des temps de rétention par ordre croissant, ont permis d’identifier 41

composés (Tableau 3.4) qui représentent un total de 96,66 %.
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Les monoterpenes oxygénés (80.5%) sont les composants prédominants suivis par
les monoterpénes hydrocarbonés (7.51%), les sesquiterpenes oxygénés (5.25%) et enfin

les sesquiterpénes hydrocarbonés (0.87%).

Ces résultats sont en accord avec les résultats obtenus par HAJLAOUI et al., (2009)
; HAJLAOUI et al.,, (2008) ; SALIHILA et al. (2018) qui ont rapporté que 1’huile
essentielle de Mentha longifolia L. de la Tunisie contient principalement des monoterpénes
oxygenés et les monoterpenes hydrocarbonés suivis par les et les sesquiterpenes oxygeénes et

les sesquiterpénes hydrocarbonés.

YOUNIS et BESHIR (2004) ont démontré que les monoterpénes 0Oxygénés
comprenaient 81.5 %, tandis que les hydrocarbures monoterpéniques constituaient 14.7 %

du total des huiles de M. longifolia L. provenant de Soudan.

La composition chimique des huiles essentielles de I’espéce Mentha longifolia L., est
caractérisée par les composés majoritaires suivants : a-pinene (3.57%), 1,8 cineole (11.54%),
menthone (10.70%), isomenthone (2.4%), pulegone (47.15%), a-terpineol
(3.17%) and d-cadinene (3.53%)

Ces résultats sont en accord avec les résultats obtenus dans 1’huile essentielle de
Mentha longifolia L.Tunisien, dont le composé majeur étant le : pulegone (47.15%)
(HAJLAOQOUI etal., 2009).

Tableau 3.4 : Identification des principaux composants chimiques de I’huile essentielle
Mentha longifolia L. analysés par CPG/MS.

N° Indice de kovats Composés Teneur %.
01 1020 a-Pinene 3.57
02 1027 a-Thujéne 0.53
03 1066 a-Fenchene tr

04 1071 Camphéne 0.42
05 1113 B-Pinene 1.01
06 1124 Sabinene 0.51
07 1161 Myrcéne 0.37
08 1196 Limoneéne 0.79
09 1213 1,8-cinéole 11.54
10 1235 Z-b-Ocimene 0.11
11 1236 3-octanone 0.11
12 1245 c-terpinéne tr

13 1269 P-cymene tr

14 1286 Terpinolene tr

15 1388 3-octano tr

16 1441 1-octénol-3 tr
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17 1473 Menthone 10.70
18 1488 Menthofurane tr
19 1494 Isomenthone 2.4
20 1544 B-bourbonéne 0.17
21 1548 Linaloo tr
22 1565 Acétate de méthyle 0.67
23 1590 Isopulégone 0.85
24 1591 Néoisomentho 0.40
25 1600 Terpinen-4-ol 0.25
26 1613 Menthol 0.16
27 1654 Pulegone 47.15
28 1668 a-Humuléne 0.49
29 1669 trans-pipéritol 1.8
30 1693 a-terpinéol 3.17
31 1703 Germacréene D 0.84
32 1731 Carvone 0.34
33 1732 Pipéritone 0.96
34 1755 d-cadinene 3.53
35 1756 c-cadinene 0.15
36 1791 Myrténol 0.11
37 1804 Carveol 0.72
38 1813 Germacréne-B 0.24
39 1976 Oxyde de caryophyllene 0.87
40 1912 a-Calacoréne 0.08
41 2166 Thymol 1.34
Les monoterpenes oxygénés 80.5 %
Les monoterpenes hydrocarbures 7.51 %
Les sesquiterpenes oxygénés 5.25%
Les sesquiterpénes hydrocarbures 0.87%
Total 96.66%

En analysant la composition chimique de I’huile essentielle de Mentha longifolia L.
de trois régions de 1’ Albanie (centrale, sud et sud-est), SALIHILA et al. (2018) ont constaté
qu’elle est dominée par :

» Pulegone (40.43%, ), 1, 8 Cineol (8.27%), Thymol (6.47%), Menthol (6.45%),
beta-Caryophyllene (6.01%), dans la région centrale de I’ Albanie.

» Pulegone (28.66%), Carvone (20.33%), Linalool (9.77%), Menthol (6.49%),
1,8 Cineol (5.45%), Menthon (3.47%), Piperithone (3.43%) dans la région
sud d’Albanie.
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* Linalool (24.17%), Pulegone (11.77%), 1,8Cineol (8.6%), Limonene
(7.5%), Thymol (6.28%), Menthol (4.11%), Piperithone (4.34%)

L'huile essentielle de Mentha longifolia L. provenant de Croatie était caractérisee par
une teneur éleveée en monoterpénes oxygénés, (69,0%). les principaux composants 0Xygénés
étaient la carvone (33,48%) et I'oxyde de pipériténone (28,95%). Le reste de I'huile, environ
31,0%, était composé d'hydrocarbures monoterpéniques et sesquiterpéniques avec du
limonéne (10,29%) et P-caryophyllene (5,84%) en tant que composants principaux
(MASTELIC et JERKOVIC, 2002).

YOUNIS et BESHIR (2004) ont montré la présence de 22 composés dans 1’huile
essentielle de Mentha longifolia ssp. schimperi au Soudan, dont les principaux étaient :
carvone (67,3%), limonéne (13,5%), 1,8-cinéole (5,4%), menthone (2,9%), linalol (2,8%) et
isomenthone (1,2%).

Ces divergences de composition chimique des huiles essentielles récoltées a partir de
plantes appartenant au genre Mentha peuvent étre dues a une différence dans les niveaux
d'enzymes biosynthétiques (GERSHENZON et al., 2000).

HAJLAOQUI et al. (2008) ont noté que dans Mentha longifolia ssp. longifolia, la
composition chimique des huiles essentielles est indépendante de 1’organe utilis¢ de la plante
(tiges ou feuilles), contrairement a la teneur de chaque composant majeur qui est directement
liée a I'organe utilisée. Six composants majeurs ont été identifier: menthol (32,5-19,4%),
menthone (28,8-20,7%), pulegone (17,87-8%), 1,8 cinéole (10,8-5,6%), terpinéol-4 (4,9-
3,1%) et pipéritone (3,3-2,2%).

SINGH et al. (2012), ont attribué les variations dans la composition chimique des
huiles essentielles & de nombreux facteurs, y compris le lieu d’origine géographique des
plantes, le stade phénologique des plantes, la période de la récolte et la partie de la plante

utilisée.

La méthode d’extraction utilisée, les conditions de séchage (la méthode et la durée) et
les facteurs génétiques (les chemotypes), peuvent aussi influencer le rendement en huiles
essentielles (MAHMOUDI et NOSRATPOUR, 2013).

Les fluctuations et les variations constatées dans composition chimique peuvent

étre attribuées non seulement aI’origine et la plante mais également aux procédés appliqué
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pour l'analyse et I’identification des composés de I'huile essentielle, notamment la colonne
et les conditions programmées (TANTRY et al., 2012 ; KUTBAY et AKFIRAT,
2015). L‘indice de rétention d‘un composé A dépend de la phase stationnaire et de la

température (GHANMI et al., 2010).

3.6. Etude de I’ Activité antimicrobienne :

3.6.1. Activité antibactérienne :

Les résultats de 1’étude de I'activité antimicrobienne in vitro de 1’huile essentielle
de Mentha longifolia L., évaluée par la méthode de diffusion sur gélose (Tableau 3.5) sont
exprimé en adoptant 1’estimation de MOREIRA et al. (2005) & DJEDDI et al. (2007):

- Souche extrémement sensible : Diamétre plus de 20 mm.
- Souche tres sensible : Diametre compris entre 15 et 19 mm.
- Souche sensible : Diametre compris entre 9 et 14 mm.

- Souche non sensible : Diamétre moins de 8 mm.

Tableau 3.5 : Résultats de 1’activité antibactérienne.
Diametres des ZI (mm) +SD

Bactéries Gram (-) Bactéries Gram (+)
Plante étudiée K.p. Pa. Ec. B.s. Sa

Mentha longifolia L. | 10+0.15/9+0.17 | 12+0.17 | 18+0.43| 15+0. 22

L’huile essentielle de la menthe a longues feuilles a une activité antimicrobienne vis-
a-vis des souches testées, dans laquelle certaines souches semblent se distinguer par une
sensibilité élevée par rapport aux autres. Ainsi, les souches a Gram positif présentent souvent

plus de sensibilité vis-a-vis des huiles essentielles testées que les souches a Gram négatif.

En effet, pour les bactéries a Gram positif, B. subtilis est la souche la plus sensible avec

la zone d’inhibition (18 + 0. 43 mm), suivie par S. aureus (15 £ 0.22 mm).

Selon I’estimation donnée par MOREIRA et al. (2005) & DJEDDI et al. (2007), ces
deux especes bactériennes sont considérées comme tres sensibles envers 1’huile essentielle

testée.

Cependant, une activité modeste a été observee contre les bactéries a Gram négatif sur
Klebsiella pneumoniae (10 £ 0,54mm), Pseudomonas aeruginosa (09+ 0.17 mm) et

Escherichia coli (12 £ 0.35 mm) a gram négatif. Ces espéces bactériennes, selon
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I’estimation donnée par MOREIRA et al. (2005) et DJEDDI et al. (2007) sont considérées

comme sensibles envers les huiles essentielles testées.

Nos résultats sont en accord avec ceux trouvés par HAJLAOUI et al., 2008 ;
HAJLAOUI et al., 2009) qui ont montré que I’huile essentielle de Mentha longifolia L.

Présente une activité antibactérienne contre les souches Gram positif et Gram négatif

Plusieurs travaux réalisés par DERWICH et al. (2011), NEDOROSTOVA et
KLOUCEK (2009) & OKOH et al. (2010), ont confirmé la grande sensibilité des bactéries
Gram positif par rapport aux Gram négatif. Ceci est dd principalement a la différence de la
structure de la paroi cellulaire. En effet, la paroi des bactéries Gram (-) est surtout composée
en lipopolysaccharides (LPS) et de protiénes. Les lipopolysaccharides (LPS), grace a ses
charges négatives de surface, empéchent la diffusion des molécules hydrophobes, alors que
les protéines excluent le passage des molécules hydrophiles de poids moléculaire élevé
(BASLI et CHIBANE, 2010 ; BARCHAN et al., 2015).

Néanmoins, ils permettront la diffusion libre des molécules avec une masse moléculaire en-
dessous de 600 Da, comme le carvacrol qui peut traverser cette barriere (DORMAN et
DEANS, 2000 ; ULTEE et al., 2002).

Tandis que les bactéries Gram (+) sont moins protégées contre les agents
antibactériens. Leurs paroi est riche en peptidoglycane (polymére complexe de sucres et

d’acides aminés donnant a la bactérie sa forme et sa rigidité que ce soit chez les bactéries

Gram positif ou négatif), n’entrave que la diffusion des molécules supérieures a plus de 50

000 Da (HOGAN et KOLTER, 2002).

De plus, les extrémités lipophiles des acides lipotéichoique de la membrane cellulaire
des bactéries a Gram positif peuvent faciliter la pénétration des composés hydrophobes
(OKOH et al., 2010 ; KARAKAYA et al., 2014).

CUSHNIE et LAMB (2011), LAHLOU (2004) & HAMMER et al. (2008) ont
attribué les fluctuations dans les résultats de ladétermination de I’activité antimicrobienne a
plusieurs paramétres notamment le type des micro-organismes ciblés, la méthode
d’évaluation de I’activité antimicrobienne, la nature de milieux de culture, les conditions
de culture (temps d'incubation, la tempeérature, I'oxygene), la concentration, le type de

I’extrait et particulierement la nature et la structure des molécules bioactives.
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Selon OUSSALAH et al. (2006), I’activité biologique d’une huile essentielle est a
mettre en relation avec sa composition chimique, les groupes fonctionnels des composeés

majoritaires (alcools, phénols, aldéhydes).

Du fait de la variabilité¢ quantitative et qualitative des composants des huiles
essentielles, il est probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable a
un mécanisme unique, mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire. Etant donné que
chaque composé possede son propre mode d’action (BURT, 2004 ; SOUZA et al., 2006 ;
BAJPAI et KANG, 2010).

La plupart des mécanismes d’action sont attribués a 1’interaction des composants

des huiles essentielles avec la membrane cellulaire (BENCHAAR et al., 2008).

En effet, Le mode d’action des huiles essentielles dépend des caractéristiques de
ses composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur permet de pénétrer
dans la double couche phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne. Leur
accumulation entre les phospholipides entraine une perte de 1’intégrit¢ de la membrane
cellulaire bactérienne, en augmente sa perméabilité, ce qui induit la perte des constituants
intracellulaires (PINTO et al., 2002 ; YEN et CHANG, 2008).

Les huiles essentielles peuvent aussi provoquer une perturbation chémo-osmotique
en affectant le gradient ionique de part et d’autre de la membrane cytoplasmique ce qui
diminue la stabilité de la membrane ainsi que le transport membranaire (SOUZA et al.,
2006 ;COX et al., 2001).

Dans une étude qui a été réalisée par FREEMAN et CAREL (2006), I'huile essentielle
de thé a provoqué des fuites d'ions potassium (K+) au niveau des membranes cellulaires
d'E.coli et S. aureus. Cette fuite de K+ est la toute premiére preuve de I'existence de lésions

irréversibles au niveau de la membrane de la bactérie.

Un autre mécanisme d’action proposé implique le groupement hydroxyle des phénols,
qui agirait comme un transporteur transmembranaire des cations et des protons
monovalents, cet effet perturbe le gradient ionique et le fonctionnement membranaire des
cellules microbiennes (ULTEE et al., 2002).
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Mais certaines bactéries sont capables de contrebalancer cet effet par I’utilisation de
la pompe ionique, dans ce cas la croissance ralentit grace a I’épuisement de 1’énergie de la

pompe (COX et al., 2001).

D’autres auteurs pensaient que [’activité inhibitrice de ces composés serait due
a leur affinité avec les groupements SH impliqués dans la division cellulaire (KURITA et
al., 1979).

MAHMOUD et al. (2004) & CALSAMIGLIA et al. (2007) ont suggéré que I'effet
antimicrobien qu'exercent les huiles essentielles pourrait étre expliqué par la destruction de
certains systemes enzymatiques incluant ceux qui participent dans la production d'énergie

cellulaire et la production des composés structuraux.

En outre, les huiles essentielles peuvent interagir avec les membranes mitochondriales
et a générer des radicaux libres qui oxydent les macromolécules, ce qui conduit a la mort par
nécrose (TARIKU et al., 2011).GUESMI et BOUDABOUS (2006) & CALSAMIGLIA
et al. (2007) quant a eux, ont avancé I'nypothése d'inactivation et destruction du matériel
génétique.

3.6.2. Activité antifongigue :

Les résultats relatifs a ‘I’activité antifongique de I’huile essentielle de Mentha
longifolia L. sont consignés dans le Tableau 3.6.

Tableau 3.6 : Résultats de 1’activité antifongique de 1’huile essentielle.

Diameétres des ZI (mm)+ SD
Mentha longifolia L. C. Albicans | A. niger | F. oxysporum
28+0,43 | 38+0,49 35+ 0.54

En se basant sur 1’estimation donnée par MUTAI et al. (2009), I’huile essentielle
Mentha longifolia L. S’est avérée trés actives contre toutes les espéces fongiques testées
a savoir : la levure Candida albicans, ainsi que les deux champignons Aspergilus niger

et Fusarium oxysporum.

L’estimation donnée par MOREIRA et al. (2005) et DJEDDI et al. (2007), nous a
permis de considérer Candida albicans, Aspergilus niger et Fusarium oxysporum comme

des souches extrémement sensibles aux huiles essentielles étudiées.
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Les champignons montrent généralement une sensibilité supérieure par rapport
aux bactéries (COX et al., 2000).

Nos résultats ne sont pas en accord avec ceux trouvés GULLUCE et al. (2007) par
qui ont montré que I’huile essentielle de Mentha longifolia L. ssp. longifolia exerce une forte
activité  inhibitrice de la croissance de nombreux champignons a savoir Fusarium
oxysporum et Aspergillus niger et de levure : Candida albicans. Contrairement, aux travaux
de HAJLAOQUI et al. (2009) qui ont montré que 1’huile essentielle de Mentha longifolia L.
exerce une activité inhibitrice modérée de la croissance de nombreux champignons a savoir
Fusarium oxysporum et Aspergillus niger et de levure : Candida albicans. Cela peut étre di

a la composition de I’huile essentielle.

SUPPAKUL et al. (2003) ont suggéré que I’activité antifongique des huiles
essentielles, peut se faire selon deux mécanismes différents : certaines constituants
provoquent la fuite des électrolytes et I’épuisement des acides aminés et des sucres, d’autres
peuvent étre insérés dans les lipides membranaires, par conséquent il y’a perte des fonctions

membranaires.

En outre, ’activité antifongique des huiles essentielles pourrait également étre liée a
I'interférence des composants de I'huile essentielle dans des réactions enzymatiques de la
synthése de la paroi cellulaire, qui affecte la croissance fongique (CARMO et al., 2008).

Ces suggestions ont été déja rapportées par MOUCHEM et al. (2015).
Certains agents antifongiques inhibent la croissance des cellules en interrompant la

biosynthese d'ergostérol, qui résulte d’une liaison des antifongiques a l'ergostérol sur la
membrane cellulaire (LIMA et al., 2006). Ce procéde affecte I'intégrité et de la fonction de
certains protéines liées a la membrane et conduit a des troubles osmotiques (crée un canal
dans les membranes fongiques par lequel s'échappent des ions, principalement K+ et H+),
des perturbations de la croissance et la prolifération cellulaire (NATALIA DA SILVA
BOMFIM et al., 2015).

L’action antifongique des huiles essentielles vis-a-vis C. albicans est due a une
augmentation de la perméabilité de la membrane plasmique suivie d’une rupture de celle-Ci
entrainant une fuite du contenu cytoplasmique et donc la mort de la levure (COX et al.,
2000). Les travaux de TEPE et al. (2006) montrent que la présence de I’a-pinéne, le Bpinéne

et le limonene inhibent I’activité respiratoire chez la mitochondrie de la levure.
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Les variations observées dans les activités antifongiques entre les différents travaux
sont liées a plusieurs parameétres dont : la nature du milicu de germination, le genre et 1’état
de I’espece fongique (utilisée juste aprés son isolement ou apres plusieurs repiquages), 1’age
de la culture, En effet Plus cette derniére est agée, plus elle devient sensible a 1’action de
I’huile essentielle. Mais ces variations dépendent aussi de la nature de 1’huile essentielle et
son contenu en composés volatils ; la concentration et la quantité de I’huile essentielle ; la
concentration de I’inoculum concernant les spores (Une augmentation de la densité des
spores, supérieur a 10 UFC, exige des concentrations élevées d’huile essentielle pour les
éliminer) (OURAINI et al., 2007).

L'activité antimicrobienne de 1’huile essentielle de Mentha longifolia L. pourrait étre
attribuée en particulier des composés oxygénés : menthol, menthone, pulegone 1,8 cineole
et piperitone (HAJLAOUI et al., 2008). Par ailleurs, les huiles essentielles sont des
mélanges trés complexes de composés majoritaires et minoritaires ce qui rend difficile
I’explication de leurs propriétés antimicrobiennes. Il n'y a pas de composant majeur seul
responsable de cette propriété (MOGHTADER et AFZALLI, 2009 ; DEBA et al., 2008 ;
FALEIRO et al., 2003).

Les interactions entre ces composants peuvent conduire a des effets antagonistes,
additifs ou synergiques. Certaines études ont démontré que les huiles essentielles entieres
ont généralement une activité antimicrobienne plus élevée que les mélanges de leurs
principales composantes, ce qui suggére que les composants mineurs sont essentiels a
I'activité synergique, bien que des effets antagonistes et additifs ont également été observes
(GIORDANI et al., 2008 ; BASSOLE et JULIAN, 2012 ; REGNIER et al., 2008).

3.7. Etude de ’activité antioxydante:

L’activité antioxydante de I’huile essentielle et de I’antioxydant standard (Vitamine
C) parle piégeage du radical libre DPPH a été évaluée al’aide d’un spectrophotometre
en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette
(DPPH?e) a la couleur jaune (DPPH-H), mesurable a 517nm. Cette capacité de réduction est

déterminée par une diminution de 1’absorbance induite par des substances antiradicalaires
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(BOUGANDOURA et BENDIMERAD, 2013 ; KAMKAR et al., 2010 ; MARINOVA et
BATCHVAROV, 2011 ; MELENDEZ NORMA et al.,
2014 ; TABART et al., 2009).

% Pourcentage d’inhibition :

Les résultats obtenus montrent que 1’évolution de D’activité antiradicalaire est
dosedépendante. En effet, le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec
I’augmentation de la concentration que ce soit du standard (vit C) ou de I’huile essentielle
de la plante étudié¢ (Figure : 3.3 et 3.4) jusqu’a arriver a un plateau qui correspond a
I’épuisement presque total du DPPH- présent dans le milieu réactionnel. En effet, pour une
concentration de 32 mg/ml, I’huile essentielle a révélé un pourcentage d’inhibition de 82.60

%.

L'effet anti-radicalaire des huiles essentielles sur le DPPHe est di a leur pouvoir
donneur d’un atome d’hydrogéne (CONFORTI et al., 2006). L’atome H transférée sur le
radical libre DPPH* permet alors sa transformation en une molécule stable DPPH, ceci
provoque une diminution de la concentration du radical libre et également 1’absorbance
au cours du temps de réaction jusqu’a 1’épuisement de la capacité d’antioxydant
donneur d’hydrogéne (VILLANO et al., 2007 ; BARKAT et LAIB,

2012).
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Figure 3.3: Variation de pourcentage d’inhibition pour I’huile essentielle de Mentha

longifolia L.
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Figure 3.4: Variation de pourcentage d’inhibition pour le standard (Vitamine C).

PEKKARINEN et al. (1999) & KOLEVA et al. (2011) ont rapporté que la polarité
du substrat n'affecte pas ’activité de balayage du DPPHe, car la méthode de piégeage du
radical libre DPPHe* est indépendante de la polarité du substrat (KULISIC et al., 2004).

Afin de s’affranchir de I’influence de la concentration, la réactivité est estimée

par la concentration effective ECso de I’antioxydant (POPOVICI et al., 2009).

«» Détermination de la valeur ECso

L’indice ECso correspond a une réduction de 50% de I’activité du DPPHe dans
le milieu réactionnel. il est inversement lié a la capacité antioxydante d'un composé.

D’autant elle est plus élevée que son ECsp est petite (KADRI et al., 2011 ;
POPOVICI et al., 2009).

Lavaleur ECso de I’huile essentielle de la plante étudiée (Mentha longifolia L.) et
de I’antioxydant standard sont déterminées graphiquement a partir des régressions linéaires
(Figure 3.5).

Les valeurs ECso déterminées de I’huile essentielle (Mentha longilfolia L.) et de
I’antioxydant standard (Vitamine C) sont de 3.48 + 0.13 mg/ml et 0.0046+ 0.0003 mg/ml,

respectivement.

Selon les résultats enregistrés, [’huile essentielle testée est dotée d’un pouvoir
antioxydant modéré relativement faible par rapport a 1’antioxydant standard utilisé
(Vitamine C).
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Figure 3.5 : Détermination graphique d’ECso de I’huile essentielle.

Selon RUBERTO et BARATTA (2000), OKOH et al. (2011), ERDOGANORHAN
et al. (2010), GHEDADBA et al. (2014) & KADRI et al. (2011), les monoterpenes
oxygénés et le mélange de monoterpenes et des sesquiterpenes hydrocarbures sont
principalement responsables de potentiel antioxydant des huiles essentielles par leur capacité
d’agir comme donneurs d’atomes d’hydrogénes ou d’électrons, d’ou la transformation

réductive de DPPHe en DPPH-H, et par conséquent la formation de la coloration jaune.

HUSSAIN, (2008) a attribué I’activité antioxydante de 1’huile essentielle a la présence

des groupes d'hydroxyle dans la structure chimique de leurs composés.

L'activité antioxydante d'une huile essentielle est principalement attribuée a ses
composés majoritaires, bien que l'effet synergique ou antagoniste d'un composé mineur
doive étre pris en considération (BURT, 2004 ; WU et al., 2013).

BOUGANDOURA et BENDIMERAD (2013) ont démontré que les molécules
antioxydantes telles que [’acide ascorbique et tocophérol (Vitamine E) réduisent et

décolorent le DPPH en raison de leur capacité a céder 1’hydrogene .

Le test au DPPHe n’est pas quantitatif, il permet de comparer différents extraits entre
eux selon leur capacité a piéger le DPPH« et ainsi, d’apprécier les variations qualitatives des

composés phénoliques (POPOVICI et al., 2009).

Les tests au DPPHe fournis dans la littérature sont basés sur le méme principe que celui
décrit par BRAND-WILLIAMS et al. (1995), mais les protocoles analytiques different
dans plusieurs paramétres (POPOVICI et al., 2009 ; MARINOVA et BATCHVAROQV,
2011).
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Toutefois il est important de noter que 1’utilisation de différents protocoles de mesure

et de différents indices d’évaluation de I’activité antioxydante réduit la fiabilité d’une

comparaison des valeurs (POPOVICI et al., 2009).

Cependant, I'efficacité antioxydante de I’huile essentielle de Mentha longifolia L.a été

signalé dans de nombreux travaux antérieurs (Tableau 3.7).

Tableau 3.7: Quelques travaux antérieurs sur I’efficacité antioxydante.

v Y Parameétres
échantillon | DPPH | *(mm) | T (Min) | solvant | ECso
Auteurs
-~ oml 517 % Me‘:‘ano HAJLAOUI et al.
0.2 mM 09% 9 yg/ml (2009)

TEPE et al. (2006), SHARIFIRAR et al.(2007) et AKROUT et al. (2010) ont attribué cette

différence dans les valeurs d’ECso a plusieurs facteurs:

O La composition chimique de 1’huile essentielle, O

Le protocole expérimental utilisé comprenait:

v" Le rapport entre la quantité de 1’huile essentielle et la quantité de la solution

DPPH utilisée dans le mélange,

v’ La concentration de la solution DPPH

v' Le temps d'incubation,

v La facgon d'exprimer l'unité ECso.
Ce qui ne rend pas fiable la comparaison directe des valeurs ECso rapportés dans divers

travaux. En effet, méme pour les antioxydants de synthése utilisés, tels que l'acide

ascorbique, les valeurs ECso rapportées sont différents selon le protocole expérimental

utilisé.
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CONCLUSION

L’Algérie, de part, sa position géographique, présente une large gamme d’étages
bioclimatiques, induisant une biodiversité immense de plantes aromatiques et médicinales qui
demandent d’étre exploitées, afin de déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles
pourront répondre aux différents problémes de la santé et d’étre une alternative des pesticides
synthétiques.

Dans ce cadre, la germandrée tomenteuse (Mentha longifolia L.) a fait ’objet de notre
étude phytochimique et des activités biologiques, dont les feuilles ont été récoltées dans la
région du Hoggar (Tamanrasset), le mois de Mars 2019. Le rendement moyen en huile
essentielle exprimé en milligramme par rapport & 100 g de la matiere séche est de I’ordre de
1.2+0,21%, ce dernier peut étre rentable a 1’échelle industrielle.

Quant au contréle physico-chimique des différents paramétres a savoir : I’indice de
réfraction, 1’indice d’acide, la densité relative et le pouvoir rotatoire a montré que 1’huile
essentielle de I’espece étudiée réponde aux normes internationales.

L’activité antibacterienne vis-a-vis des souches testées : Klebsiella pneumoniea,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus, révéle
une sensiblité marquée a 1’huile essentielle testée.

Une bonne activité fongicide de I’huile essentielle testée s’est évaluée vis-a-vis de deux
champignons a savoir : Aspergillus niger et Fusarium oxysporum, et la levure : Candida
albicans.

L’activit¢ antioxydante a ¢été évaluée par le test de piegeage du radical
diphénylpicrylhydrazyl (DPPH). Les résultats montrent que 1’huile essentielle testée a une
activité antioxydante modérée comparée I’antioxydant standard: vitamine C. Parallelement aux
travaux, ce n’est pas uniquement les composés majoritaires des huiles essentielles qui sont
responsables de ces activité biologiques, mais il peut y avoir aussi d’autres composés
minoritaires qui peuvent interagir d’une fagon synergique ou antagoniste pour créer un systéme
efficace.

En effet, il ressort du présent travail que Mentha longifolia L. de la région du Hoggar est

une plante trés intéressante et riche en composes secondaires.



Les résultats obtenus sont remarquables, car ils ouvrent dans le futur des perspectives,
en orientant les recherches scientifiques vers la réalisation des études approfondies et

complémentaires des activités biologiques des plantes étudiées
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APPENDICE A
ETUDES STATISTIQUES

Calcul de la moyenne :

n
X=1/n) x;
1

n : Nombre de répitions. Xi

: Valeurs observées.

Calcul de I’écart type :

S

= Vi/n—-1Y% é(xi — X)?




APPENDICE B
MATERIEL NON BIOLOGIQUE

VERRERIES APPAREILS Réactifs
Bocaux. Broyeur. Mg Sos.
Capsules. Balance analytique. NaCl.
Ballon. Etuve. NaOH (0.1 M).
Flacons. Dessiccateur. Ethanol.
Entonnoir. Clevenger. Ether.
Flacons teintés. Chauffe ballon. H20:2.
Béchers. Réfractometre. DMSO.
Burette. Pycnométre. DPPH.
Tubes a essai. Balance hydrostatique. Vitamine C.

Boites de pétri.

Seringue.

Polarimetre.
CPG/MS.
Spectrophotomeétre
(UVvisible).
Rotavapeur sous vide.
Bain-Marie.
Centrifugeuse.

Vortex.




APPENDICE C
LISTE DES
ABREVIATIONS

HE : Huile essentielle.

Z1: Zone d’Inhibition. E.c.

: Escherichia coli.

P.a.: Pseudomonas aeruginosa.
K.p. : Klebsiellapneumonia.
S.a. : Staphylococcus aureus.
B.s. : Bacillus subtilis.

C.a. : Candida albicans.

A.f. : Aspergilusflavus.

F.0.: Fusariumoxysporum.
ATCC :American Type Culture Collection.
PDA: Potato Dextrose Agar
DMSO :Diméthylsulfoxide.

ISO : Organisation Internationale de Normalisation. AFNOR : Association Frangaise de

Normalisation.

Masse. ATP : adénosine-5'-triphosphate.
DPPH : 2,2-diphényle-1picrylhydrazyle.
Vit C : Vitamine C.

EC50 : Concentration requise pour diminuer la concentration du DPPH de 50%.



p/p : poids par poids.
v/p : volumepar poids.
°C : degré Celsius.

h : heure.

Colonies. t : temps.

temps initial.

< Inferieur. % : pourcentage.

millilitre.

microlitre.

M : Molaire.

m : métre.

mm : millimétre.

+ : Plus au moins

APPENDICE D
LISTE DES SYMBOLES
um : micrometre.
min : minute.
ev : électro volt.
CFU : Unité Formant des
nm : nano metre. t0 :
mg : milligramme. g : gramme.
> : Supérieur. ml :
TR : Temps de rétention. pl :
IK : Indice de Kovats.
a : Alpha.
R : Beta.

Y : Gama.



APPENDICE A

LISTE DES

FIGURES

K. pneumoniae

P. aeruginosa.

C.albicans.

A. niger

Figure A.1 : Résultats de I’effet antimicrobien de I’huile essentielle de Teucrium polium L.

subsp. geyrii Maire.

Figure A.2 : Virage de la couleur en présence de DPPH.
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