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Résumé :

La presente étude sur les échantillons de plante de Mentha pulegium spontanées
récoltés de trois localités géographiques d’Algérie : Chréa ( Blida), Bousmail ( Tipaza), et
Montagnes de Sidi-Ali bouneb (Tizi-Ouzou) cultivés sous serre sous I’effet de traitement
représenté par le témoin et extraits aqueux préparés a base d’Ortie, d’Algue marine Ulva
Sp et une plante marine la posidonie.

La récolte des échantillons cultivés a été realisés en deux phases ; stade végétatif et
stade floraison.

Plusieurs parties ont été entamées De cette étude.

Les échantillons spontanés ont servi seulement I’étude histologique, alors que ceux
cultivés ont été considérés pour I’évaluation des paramétres de croissances végétatives et
de floraison sous I’effet du déférent traitement.

Alors que les échantillons spontanées et cultives ; ont fait I’Object de I’évaluation des
teneurs en chlorophylle, des rendements en huiles essentielles extraites par hydro
distillation.

Aussi que I’étude de I’activité anti-oxydante par piégeage des radicaux libres.

L’extraction de I’huile essential donne un rendement plus important dans la région de
Tizi-Ouzou il est de ; 0.57% a I’état spontang, dans I’état cultivé le traitement d’ortie sur
la plante selon la phase de floraison donne un rendement plus important dans les deux
régions Chréa et Tizi-Ouzou il est de 0.44%.

La teneur des poly phénols totaux des plantes spontanés de la région de chréa donne un
rendement plus important elle est de : 590mgEAG/g d’extrait.

La teneur des poly phénols totaux des plantes récolté de chréa a I’état cultivé traités
par I’extraits d’Ortie donne un rendement de : 681mgEAG/g d’extrait et par I’extrait des
posidonies elle de : 681mMgEAG/g selon la phase de floraison.

La teneur en flavonoides est plus important dans la région de chreéa a I’état spontané
elle de 166.9EQ/g d’extrait.

La teneur en flavonoides des plantes cultive de la région de chréa de la phase floraison
est plus important traités par I’extrait d’ortie elle de 1619EQ/g d’extrait et celles qui sont
traité par les posidonies elle de 151EQ/g d’extrait.

La concentration d’inhibition de 50% des radicaux libres a I’état spontané de la région
de Chréa est de 299ug/ml, et dans I’état cultivé la concentration est plus importante dans la
région de Bousmail de plantes traitées par extrait d’ortie, elle est de 439ug/ml, et la région
de Tizi-Ouzou selon le témoin elle est de 477ug/ml.



Les mots clés : Mentha pulegium, Chréa, Bousmail, Tizi-Ouzou, chlorophylle, huiles
essentielles, I’activité anti-oxydante, poly phénols totaux, flavonoides, extrait d’ortie ,
extrait d’algue, les posidonies.

Abstract

The present study on spontaneous Mentha pulegium plant samples harvested from
three geographical locations in Algeria: Chréa (Blida), Bousmail (Tipaza), and Sidi-Ali
Bouneb (Tizi-Ouzou) grown under greenhouse conditions. treatment represented by the
control and aqueous extracts prepared from nettle, seaweed Ulva Sp and a marine plant
posidonia.

The harvest of the cultivated samples has been carried out in two phases; vegetative
stage and flowering stage.

Several parts were started from this study.

Spontaneous samples served only histological study, whereas those cultured were
considered for evaluation of vegetative growth and flowering parameters under the effect
of deferential treatment.

While spontaneous and cultivated samples; have done the Object of the evaluation of
chlorophyll contents, yields of essential oils extracted by hydro distillation.

As well as studying the antioxidant activity by trapping free radicals.

The extraction of the essential oil gives a greater yield in the region of Tizi-Ouzou it is
of; 0.57% in the spontaneous state, in the cultivated state the treatment of nettle on the
plant according to the phase of flowering gives a yield more important in the two regions
Chréa and Tizi-Ouzou it is of 0.44%.

The content of the total poly phenols of the spontaneous plants of the region of Chréa
gives a more important yield it is: 590mgEAG / g of extract.

The content of the total poly phenols of the plants harvested from cultivated chris
treated with nettle extract gives a yield of: 681 mg EAG / g extract and the posidonia
extract of: 681 mg EAG / g according to flowering phase.

The content of flavonoids is more important in the region of Chréaity in the
spontaneous state of 166.9EQ / g of extract.

The flavonoid content of the cultivated plants of the Chréa region of the flowering
phase is more important treated with nettle extract of 1619EQ / g extract and those that are
treated by the posidonies it of 151EQ / g of extract.

The concentration of 50% inhibition of free radicals in the spontaneous state of the
Chréa region is 299ug / ml, and in the cultured state the concentration is higher in the



Bousmail region of plants treated with extract of nettle, it is 439ug / ml, and the area of
Tizi-Ouzou according to the witness it is 477ug / ml.

Key words: Mentha pulegium, Chréa, bousmail, Tizi-Ouzou, chlorophyll, essential oils,
anti-oxidant activity, poly phenols total, flavonoids, nettle extract, seaweed extract,
posidonia.

Laile
£ se A e Ladlan 3 3 Ulgtie (5Ll plindl) el il e e Aallall 2l )
Gad (509 ) i Ao gy ¢ (BoLd) dielamgy ¢ (Badll) Ayl P jall 8 A8l s
Dl Al i e 5l L) ilalitiadly bt Lehias ) Aldea) A5dal) Cigyla can

Ay Al il s Ulva Sp 4l lie )

.:‘\M\Jﬂ\ od (ja c\_);\ dac U_Ii.l.j

e zole 5l cai s e sl cilaledl

O Azl ¢ Jd g sl Gl sine aul (e Chagll Calad 38 ¢ de g el s AgERN il ey
Aglall hail) 3ok e dasaiuall L) g 3l

_3);]\ J}..A_;j\ E)A\AA ég)l:auc’édusy\ &_I\JLAALLJUQ\M\JJ «ﬂth

& ¢ Apall Al 8 7057 ¢ 53 o ddhia 8 ST Al aay 5kl 3l ) Al
b Apaal I Al jla W) dls jal Wy clall (8 el il Gl dalles aed ¢ de 5 all Al
J0.44 di Sua ¢ 555 5585 Ay (il

1o dpaal T Ale Jaay sl dalaial) 8 4 iall LA e (e Y sl £ gana (5 sina
Zoaiul ge aamgEAG / 590

alall & 505l G S (e labas oy (Al lBlall LIS oy Y 538 & gana (5 ginn Jany
a2 EAG / aike posidonia; 681 (aliius s aa EAG / aale 681 1o Al yal jill (aldtionas
5m all Ala yall G

o 2aEQ / 166.9 (0 dusie Ula L syl dabkia 3 dpaal ST ga g3 83 (5 gina
C\);.u.u\

el JEYI s a3V Al e 4 dasael) dadaiall L de ) el ULall g8 3 (s s )
Gy sl Jid e Weadle b Al elliy aaEQ / 1619 (x wal AN il paliiie aa Jaladll &
Z) A e maEQ /151 e



s ¢ Jolg / 299 s smganal) Aaaiall A giall Agall 3 5 adl 5 s3adl Loy 7 50 385
O paliine ae Jalad ) clilall bousmail dihie & el S5 oS ¢ caiiall Al
Jaug /477 oo wlall G 555 (g 3 ddhaia g ¢ Jaug /439 52 ¢« pal il
Sl e sl ¢ 555 g0 ¢ Jielens ¢ Aay 53 « Mentha pulegium : dgabidal) cilalsl
¢ pal Al Gl AaMA ¢ Gy @ ¢ Ja OV 5 g sane ¢ 528D dliae Bl ¢ Al
s 53 ¢ A el Qe V) Aada



Liste des tableaux
Liste des figures

Table des matieres

Liste des abréviations

Résumé

Introduction ........

Chapitre I : Synthese bibliographique

1.1. Généralité

sur la plante GtUdIe .........coooveevcceecceeece e

1.1.1. Origine et geographigUE ........c.ccveueierierieiese st

1.1.2. POSItiON SYSEEMALIGUE ....veveveiiiieiiieieetieie et eneas

L1.1.3 NOM VEINACUIRITE .ottt et et e e e e e e e e e e e e e e e e e eeanens

1.1.4. DeSCription DOtANIQUE .......ecveiieeieeie ittt enes

1.1.5. Importance

1.2 Culture de la Menthe pouliot ...

1.2.1. EXigence de la CUITUIE .......oove e

2 I I I o] g o] (o] o T oo [ 1] 11 SRS

A R I (=100 =T L] (- PP RPR

1.2.1.3. Lesol ......
1.2.1.4. L altitude

1.2, 0.5, FOITITISAION ... meennennnnns

1.2.3. Cycle de végétation de la Menthe pouliot ............ccccoevvvieieiiieicse s

1.2.3.1 PhaSeS VEQEIALIVES .......ccueeieiiieiieie ettt nne e

1.2.3.2 phases repr

(010 (U101 1 1oL ISR

1.3. LeS traitements ULHTISES ..ot
1.3.1. Les Algues VErtes (ULVA SP) ..o

1.3.1.1. Classificat

O e

1.3.1.2. Descriptions MOrphologiqUES .........cccoiieieiiiiiniieie e s

1.3.1.3. INtErét agrONOMIGUE .....cveeuveiieeriesieesieereestee e eseestee e eesaaestesneesreeaesneesseeneenreas



1.3.2. &S POSIAONIES. ... .eitieieiiieiiieie ettt sttt sbe et sneene s
1.3.2.1CIASSITICALION ...ttt sneene s
1.3.2.2. Descriptions MorphologiqUES .........ccceeveieerieiieseee e
1.3.2.3. INtErét agroNOMIGUE .....cveeueeieeiesieesieeriestee e ereesteeseeseesteetesseesreeaesneesaeeneenneas
(R TR T © ] o 1 1= PRSP
1.3.3.1. ClIaSSITICALION .....eovieiiiiieiiieie et
1.3.3.2. Descriptions morphologiqUES ..........cocoiiiiiiiieiiniseseeee e
1.3.3.3. INEEr&t AgrONOMIQUE ......ocviiiiiiiiieiieie ettt
1.4. Les métabolitesde laplante................ccooooeoiiii i,
1.4.1. Les métaboliteS Primaires ........cccoviieiieieee e
1.4. 2.Les métaboliteS SECONUAIIES .........ccuiiriiiiieieie s
1.4.2.1. LesS huiles €SSENTIEIIES ......cc.ooiiiiiiiiie e
1.4.2. 0.1 DEFINITIONS L..vvviivieiieiecie ettt ettt ens
1.4.2.1.2. Localisations ChIMIQUES ........cccoueiieieeieiiese e
1.4.2.1.3. CREMOLYPE ...oeieeie ettt ettt te e esneesneeneenneas
1.4.2.1.4. Intéréts des huiles eSSENtIEHES ........ccvevvvreieriiicecee e
1.4.2.1.5. Applications industrielles des huiles essentielles ............cccoceveniinininnn,
1.4.2.1.6. Techniques d’extraction des huiles essentielles ............cccocvevviieiiviinnnn,
1.4.2.1.6.1. Extraction par hydro distillation .............cccceeeevivevieiiesiece e,
1.4.2.1.6.2. Extraction par entrainement de la vapeur d’eau ..........cccceceveerenrinnnnnne
1.4.2.2. LeS POIY PRENOIS ..o
1.4.2.2.1. DETINITIONS ..oviiiieiiiieiie ettt
1.4.2.2.2. LOCAIISALIONS ...c.vviviiieiieiieie ittt sttt
1.4.2.2.3. Applications iNAUSEIEIIES ........cooeriiiiiiie e
1.4.2.3. LES FlaVONOTAES......ccueieiiieiiie et
1.4.2.3.0. DETINITION ..ottt bbb
1.4.2.3.2. STTUCTUTES ..ot
1.4.2.3.3. Distributions des flavonoides dans les plantes ..........ccccooevviiiiiniieneennns
1.5. Activités biologiques des extraits de la plante ...........cccocvevvvvniiiiencne s,
1.5.1. ACHIVItE antiOXYUANTE ......eceeieieie e sre e
1.5.1.1. LeS antiOXYAANTS .......ccveiieieeieciesieee et ee et sra e nre e ens
1.5.1.5. Evaluation du pouvoir antioxydant...............ooiieiiiiiiiiiiin e,



Chapitre 11 : Matériels et méthodes

2.1. Apercus de I’eXperimentation .........c.cccoceiverieiiiene s
2.2. Matériel DIOlOgIQUE ........cceiviiiiiiciceeee e
2.3. MEthOde A BLUAE ......ceeeeieiieiee e et
2.3.1. Prelevement des plantes..........vuviuieiie i i e e
2.3.2. Essai de culture de la plante etUdi€e..........cccveveveeiverie e,
2.3.2.1. Préparation de la serre experimentale.............ccccevveverivenesiesieese e
2.3.2.2. TraVauX dU SOL......ccueiiiiieiieie e
2.3.2.3. Dispositif exprimental............cccooieviiiiiiiie e
2.3.2.4. TeChNIQUES CUITUAUX.........cciueirreieiie st ese e e e et
P N N I W o - T = U1 o] o USSR
2.3.2.4.2. Préparation des tralteMeNnts ..........ccevveieieiesineseeeeene et
2.3.2.4.3. MOde A’ IrTIQAtION ...eovieiiiiieiee e
2.3.3. SUIVI dU I7eSSai de CUITUIE ...c.ooveiiiiiieee e
2.3.4. Extraction de chlorophylle ...
2.3.5. Récolte, séchage et CoONSErvation ...
2.3.6. Etude des métabolites secondaires de la plante ..........cc.ccoeevvevervecrereenennnnn,
2.3.6.1. Extraction des huiles eSSentielles .........ccocvviiiiiiienenee e
2.3.6.2. Extraction des polyphénols tOtaUX ..........cccevveveiiieiiere e
2.3.6.2.1. Dosage des polyphénols tOtaUX .........ccceverereiiiienieieiese e
2.3.6.2.2. D0sage des FlavonOTaes ..........ccuereririiiiiieiisie e
2.3.7. Etude de I’activité antioXydante ..............cccoevvereveeeeireeseeseseessseseesseseenas

Chapitre 111 : Résultats et discussion.

3.1. Evaluation de la croissance des plants cultivés de la Menthe pouliot .................
3.1.1. Hauteur des PIANTS ....cc.vcveiiiiece ettt
3.1.2. NOomDbres des fRUIIIES ........cciiiiiiieieee
3.1.3. Nombres de SOMMItES FlOrales ..........cccooviviieieiiii i
3.1.4. POIdS dES PIANTS ...ttt
3.2. Teneur en chlorophylle des plants de Menthe pouliot ............ccccceovevieiecvciecnn,
3.3. L’extraction des huiles essentielles des plants de Menthe pouliot ...

3.3.1. Caracteres organoleptiQUES .......ouveee it e et e e e

3.3.2. Rendement en huiles eSSentielles...........cccovviiiriiin i

21
22
22
23
23
23
23
25
25
25
26
26
27
27
28
28
29
29
30
31



3.4. Extraction des polyphénols totauX ...........ccovvviiiiiieviiiiineannns 44

3..4.1 Rendements en polyphénols tOTAUX ..........ccccvvviieieiierieiene e 44
3.4.2. Teneurs en polyphénols et flavonoides ..........cccoccevveveiievieece e 46
3.4.2.1. Teneurs en polyphénols tOtaUX .........cccccverierieereiiie e 47
3.4.2.2. Teneurs en FlaVONOTAES ......ccveiieiiiiiriieie st 49
3.5. Evaluation I’activité antioXydante ...........ccccereiieniiienisieeee s 51
3.5.1. Test de piégeage du radical DPPH ..........ccccooiiiiiiii i 51
3.5.2. Deétermination des IC50 ........ccoieieiiiiniiieie e 53

CONCIUSION e e e e e e e e o7



Introduction




Introduction

Introduction

L’histoire des Plantes a Parfum, Aromatiques et Medicinales (PPAM) est associée a
I’évolution des civilisations. Dans toutes les régions du monde, I’histoire des peuples,
montre que les plantes ont toujours occupé une place importante en médecine, dans la
composition des parfums et dans les preparations culinaires. L’homme utilise les plantes
depuis des milliers d’années, pour traiter divers maux. Le monde végétal est a I’origine d’un

grand nombre de médicaments Lahrech ,(2010).

Les plantes aromatiques ont I’aptitude a synthétiser de nombreux métabolites secondaires
en réponse aux stress biotique et abiotique qu’elles peuvent subir. Ces métabolites
secondaires possedent diverses propriétés biologiques. Les huiles essentielles et les

polyphénols font partie de ce groupe des métabolites Quézel et Santa, (1962).

Au cours de ces dernieres années, nous assistons a un regain d’intérét des consommateurs
pour les produits naturels. C’est pour cela que les industriels développent de plus en plus des
procédés mettant en ceuvre des extraits et des principes actifs d’origine végetale Bruneton,
(1994)

Dans ce but, I’utilisation des plantes représente un potentiel inestimable pour la recherche
de nouvelles substances a pouvoir antimicrobien et/ou antioxydant. Ainsi les huiles
essentielles et les extraits organiques, notamment les polyphénols, suscitent un intérét
croissant comme source potentielle de molécules naturelles bioactives pouvant étre

employées comme alternatives a certaines substances synthétiques Bruneton, (1999)

L’Algérie posséde d’importantes potentialités en matiére de plantes aromatiques et
médicinales en raison de la flore spontanée, qui est particulierement riche en plantes utiles
telles que la menthe pouliot... etc. ceci est lié principalement a la diversité de son climat et a

la nature de ses sols Benbouali , (2006 ).

Le choix de ces menthes a été guidé d’une part sur la base de leur large utilisation par les
marocains dans leur vie quotidienne et dans la médecine traditionnelle, et d’autre part sur
leur richesse en principes actifs tres recherchés dans le domaine pharmaceutique,
cosmetique, agricole et industriel. Cette richesse en fait d’elles des plantes aromatiques et
médicinales par excellence. De méme, les HE des menthes en termes d’exploitation est I’une
des plus importantes parmi les produits agricoles car plusieurs industries sont dependantes

des produits extraits de la menthe pouliot El Fadl et al, (2010).



Introduction

Les plantes de la Menthe pouliot sont trés répandues en Afrique du nord, Algérie,
Tunisie et Maroc (D.S.A ;2004).

Les biofertilisants assurent la durabilité environnementale et la croissance des plantes

apres une utilisation de long terme. Sun et al., (2014).

Selon Delvaille, (2013), I’ extrait végétal est en fait un éliciteur et un phytostimulant, il
agit comme un répulsif pour les nuisibles et sert a prévenir les maladies. Un éliciteur est
une molécule produite par un agent phytopathogene qui va déclencher des mécanismes de

défense chez les plantes. C’est un stimulateur des défenses naturelles de la plantes.

Dans ce contexte, notre travail consiste a I’essai sous serre de trois échantillons de la
Menthe pouliot (Mentha pulegium) récoltées des montagnes de Chreéa et Tizi Ouzou et de la
plaine de littoral de région de Bousmail, en vue I’optimisation de la biomasse de la plante
étudiée ainsi que du rendement et I’amélioration de la qualité de ses biomolécules (les huiles
essentielles, les polyphénols et les flavonoides).
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1. synthése bibliographique
1.1. Généralités sur la plante étudiée.

La Mentha pelugium est une plante odorante qui appartient a la famille des lamiacées.
Sa saveur est fortement aromatique et son odeur est intense, fraiche et pénétrante. Le nom
de «pouliot» vient du latin pulegium, qui dérive de pulex, la puce car la plante a la

propriété d'éloigner les puces Sivropoulou et al, (1995).
1.1.1. Répartition géographique

La Mentha pelugium est trés répandue dans le bassin méditerranéen ainsi qu’en Europe
du sud au Moyen-Orient et dans la péninsule arabique. Elle est tres présente au Maroc ou
elle se rencontre partout dans les endroits humides. Comme elle se trouve également dans
les autres pays du Maghreb comme L’Algérie et la Tunisie. Elle est assez commune en

Algérie surtout dans le tell. les lieux inondeés en hiver Ait youssef, (2006).
1.1.2 Systematique

Selon Guignard et Dupont (2004), la position systématique de I’espéce Mentha

pulegium est présentée comme suit :

Reégne Végetal
Embranchement  des Phanérogames
Classe des Eudiconts
Ordre des Lamiales
Famille des Lamiacées
Genre Mentha

Espéce pulegium

1.1.3. Le nom vernaculaire

Selon Delille (2007) et Ait Youssef(2006) cette plante a pour :

Nom scientifique : Mentha pelugium L

Nom en commun anglais : pennyroyal



Chapitre | Synthese bibliographique

Nom en commun francais : herbe aux puces, menthe pouliot, herbe de Saint-Laurent,
menthe des prés

Nom en arabe : Flio
1.1.4. Description botanique

La Mentha pelugium est une petite plante vivace tres odorante qui peut atteindre 40 cm de
haut colin, (2007), elle est commune dans les régions humides Delille, (2007).

Les tiges: sont rampantes ou dressées pouvant atteindre 30 cm de hauteur. Elles sont
rameuses, gréles et de section quadrangulaire, pubescentes et de couleur rougeatre

Iégerement velues Ait Youssef, (2006).

Les feuilles : sont opposées, a pétioles courts, simples et de forme ovale. Elles sont longues

de 15 mm a 25 mm, plus ou moins dentées sur les bords Beloued, (2001)

L’inflorescence est formée de nombreux verticillastres. Ses verticilles sont axillaires
denses, feuillés et distants les uns des autres et eétagés le long de la tige. Ils diminuent de
grosseur au fur et a mesure qu’ils approchent du sommet de la tige Ait Youssef, (2006).

Les fleurs sont perticulées, purpurines, roses, ou blanches réunies par verticilles qui

approchent du sommet et forment par leur ensemble des épis droits Delille, (2007).

Le calice est velu, tubuleux a gorge formée par des poils connivent, subilabiés a 5 dents

intégrales, ciliées, les deux inferieures plus étroites Beloued, (2001).

La corolle est & pétales soudées. Elle est en forme d’entonnoir, de couleur violet pale Ait
youssef, (2006). Les étamines sont au nombre de 4, saillantes et de taille identique.

L’ovaire est supére, a 2 feuillets et divisé en 4 lobes Teuscher et al, (2005).

Les fruits est un tétrakéne. Chaque akeéne renferme une graine d’environ 0,5mm de long et
elle est d’un brun brillant. Teuscher et al, (2005).

La floraison a lieu en été. Son apparition s’échelonne entre le mois de juillet jusqu’au mois
Aout Beloued, (2001).
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Figure 1 : morphologie de la partie aérienne de Mentha pulegium L.

(www.wikimedia.org)
1.1.5. Importance de la Mentha pelugium L

Le caractéere aromatique de sa saveur est a I’origine des propriétés apéritives et digestives.
Son huile essentielle est a pouvoir insecticide Teuscher et al, (2005), a des propriétés

antimicrobiennes sur les bactéries et les champignons Mahboubi et haghi, (2008).
Cette plante connait plusieurs usages :
Usage médicinale

Elle est utilisée pour éliminer les vers intestinaux. Elle fait baisser la fiévre, et favorise

la sécrétion des muqueuses. Iserin, (1997)
Usage interne

Elle peut étre utilisée sous forme d’infusion, en cas de refroidissement, et de douleur
intestinale Collin, (2007) ou en décocteé dans les cas de gastralgie et ou des diarrhées Ait
Youssef, (2006)



Chapitre | Synthese bibliographique

Par ailleurs, les feuilles fraiches appliquées en cataplasme arrétent la sécrétion lactée.
Collin, (2007). Elle est aussi utilisée par aerosol en inhalation dans les cas de rhume, maux
de gorge, de toux, et de bronchites. Elle est considérée comme la plante par excellence des
maladies de I’hiver Teuscher et al, (2005)

Usage culinaire

Au méme titre que la Menthe verte, la Mentha pelugium est surtout employée pour
agrémenter les farces et les pates relevées Teuscher et al, (2005) aussi utilisée en
complément ou en remplacement de la menthe douce, dans la préparation du thé. Collin,
(2007)

Usage industriel

La Mentha pelugium est importante en utilisation industrielle comme aromatisant
aussi bien pour les produits médicamenteux et de I'nygiene .L'industrie agro-alimentaire est
le principale consommateur: liquoristerie (liqueur, sodas, sirops a diluer), confiserie
(bonbon, chocolat), et I'industrie de tabacs et la parfumerie Hammami et Abdesselem,
(2005).

1.2.1. Exigences de la culture
La culture de la Mentha pelugium dépend de plusieurs facteurs :
1.2.1.1. Le photopériodisme

Le photopériodisme modifie la morphologie et la production de la matiére seche. Les durées
d'éclairement croissantes provoquent un allongement des feuilles au détriment de leurs
largeurs (GUY ; 1971 in Hnatyszyn et Guais, 1989). La Mentha pelugium exige une
journée longue de l'ordre de 16heures pour fleurir. La croissance végétative de la menthe est

diminuée en période froide.

(Photopériode inferieurealO heures et températures inférieures al0° a 25°c, respectivement

pour le minimum et pour la maximum). (Mader , 2001).

1.2.1.2. La température
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La sensibilité de la menthe a la température est accentuée par le caractére vivace de la plante
.cette plante entre en repos végetatif pendant I'hiver, mais il est possible qu'elle a besoin de
froid. La température maximale de I'ordre de 30°c donné une croissance optimale (Mader,
2001).

1.2.1.3. Le sol

Le systéeme racinaire de la menthe est peu profond. Il exige un sol peu compact, perméable
et légerement argileux .Sa culture réussit particulierement bien dans le sol bien drainé a pH
allant de 5,5a 8 (Patrick ,1985).

1.2.1.4. L altitude

La Menthe pouliot peut étre cultivée en climat montagnard, tempéré, humide jusqu'a 900-
1000m daltitude et en climat montagnard méditerranéen, a condition d'arroser pendant la
sécheresse d'été (Guilly, 1989).

1.2.1.5. La Fertilisation

Le sol doit étre riche en matiére organique, mais et on doit faire des apports en engrais pour
favoriser un bon redressement , et obtenir un bon rendement d'une culture de la Menthe
pouliot, il faut y avoir l'importance des trois grandes éléments nutritifs : I’azote, le

phosphore et le potassium (Mader, 2001).

1.2.3. Cycle de végétation de la Mentha pelugium L

1.2.3.1. Multiplication végétative

Le cycle commence par la germination, les feuilles trifoliées apparaissent ensuite, une

nouvelle tige se développe et le premier nceud commencent a se former. (Melvyn, 1980)
1.2.3.2. Phase reproductrice

La production de menthe est relativement facile, il suffit de diviser les pieds, ceux —ci
produisant des stolons est une tige rampante, dont I’extrémité produit un bourgeon

s’enracinant, qui donne a son tour naissance a un autre pied de menthe.
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1.3. Généralités sur les traitements utilisés

1.3.1. Les algues vertes

Les algues vertes ou ulvophytes sont un ensemble d'algues dont les pigments essentiels a
la photosynthése sont les chlorophylles a et b. Les plastes de ces algues sont colorés en vert
par ces pigments, auxquels des caroténoides sont quelquefois associés. Elles regroupent des
organismes variés n’appartenant pas a un méme groupe évolutif. Elles sont présentes en
majorité dans les eaux douces et dans les mers et les océans cependant quelques especes
peuvent étre retrouvées sur terre. Les algues vertes sont tres riches en calcium et en
protéines, possédent un pouvoir nutritionnel élevé en plus de la présence de vitamines et
d’antioxydants. Elles possédent aussi un pouvoir gélifiant important. (Garon-Lardiere S.
2004; Laplace C. 2015)

Ulva Lactuca

Le genre Ulva Lactuca, appelée aussi laitue de mer, a été sélectionné «Algue de I'’Année
2015» selon I’Institut de chimie inorganique et analytique en Allemagne. Ce sont des algues
vertes trouvées dans les océans du monde entier. Elles peuvent se présenter sous forme de

rubans ou tubulaires, et peuvent atteindre une taille de 20 & 30 cm. Wichard T.(2015)
1.3.1.1. Classification

Le nom complet est Ulva Lactuca .Agardh A, (1823). C’est une algue verte faisant partie
avec d'autres especes du genre Ulva , lui-méme appartenant a la famille des Ulvaceae,
I’ordre des Ulvales, la classe des Ulvophyceae incluse dans la division Chlorophyta. Botany
(2001)

1.3.1.2. Description

Elle se distingue par un thalle trés mince (moins d'un dixieme de millimétre d'épaisseur),
en forme de feuille, de couleur vert émeraude et translucide qui peut virer a la transparence
en cas de stress. Ce thalle, présentant un stipe tres court, est rigide a la base et plus délicat a

proximité des bords de croissance. Ce stipe, appelé aussi crampon par lequel I’algue se fixe
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a son support, est constitué par de petits rhizoides rigides. (Botany 2001; mediterraneo
2015; SmithsonianTropical research institute 2009)

Ulva Rigida peut se retrouver sous forme de touffes ou le plus souvent de lames solitaires.
Ces dernieres peuvent étre plates ou ébouriffées avec de petites dents microscopiques sur les
bords. Ce sont ces bords crénelés qui la distingue de I'espéce Ulva lactuca. Botany( 2001)

Elles peuvent également étre ou non perforées. Leur taille est variable, en moyenne de 30 a

40 cm, et peut méme atteindre 1 métre si elles se trouvent dans des zones eutrophisées.

g,
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Figure 2 : Algue verte Ulva Lactuca (www.wikimedia.org)
1.3.1.3. Intérét des Algues en agriculture

En agriculture, les macroalgues brunes et vertes sont utilisées en tant qu’engrais naturel
organique afin d’augmenter la croissance des plantes, améliorer le rendement, et augmenter
la résistance au stress grace a leur propriétés antioxydantes. Elles sont également employées
pour conditionner le sol en lui assurant une meilleure porosité et de ce fait une meilleure
rétention d’eau. Elles permettent, en outre, une meilleure conservation des semences grace
aux fortes concentrations en agar qui a la propriété de les enrober et de les protéger des
bactéries et des champignons.(Chouikhi A. 2013; Floc'h J. Y. 2010; Perez R. 1997)

1.3.2. L’Herbier a Posidonia Oceanica.

10
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Les herbiers actuels sont installés depuis 8000 a 9000 ans, durant I’Holocéne, lors de
la derniere remontée d’eau en Mediterranée Boudouresque et al, (1981). lls recouvrent

actuellement une surface estimée entre 25000 et 50000 km2 Pasqualini et al, (1998).
Les posidonies ont été largement décrites dans la littérature (Den Hartog, 1970;

Boudouresque & Meinesz, 1982; Cinelli et al., 1995...). Elles ont la méme structure

cellulaire et la méme morphologie que les autres phanérogames marines.
1.3.2.1. Classification

Posidonia oceanica (Linnaeus) Delile est une phanérogame marine, endémique de la
Méditerranée. Elle appartient a I’ordre des Najadales et & la famille des Posidoniacées. Le

genre Posidonia existait déja au Crétacé. Colombo et al. (1983)
1.3.2.2. Description morphologique

Des racines adventives, une tige enfouie dans le sédiment (ou rhizome) et des feuilles
rubanées (en moyenne 7 feuilles) a insertion alterne distique regroupée en un faisceau. Les
rhizomes se développent horizontalement (compétition pour I’espace: rhizome plagiotrope)
ou verticalement (compétition pour I’accés a la lumiere: rhizome orthotrope). Caye, 1980).
Ces deux types de croissance des rhizomes amenent a la formation de la matte, une
formation typique de couches de rhizomes, de racines et de sédiment fortement compactés.
La matte peut atteindre plusieurs meétres, son élévation plus ou moins rapide au cours du
temps (1 metre par siecle) peut amener I’herbier a fleur d’eau, constituant ainsi un récif-

frangeant puis un récif-barriére. Caye, (1980).

11
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Figure 3 : L’Herbier a Posidonia Oceanica (www.wikimedia.org)

1.3.2.3. Intérét des posidonies en agriculture

Utilisation des posidonies dans agriculture dans le controle de divers insectes et nematodes,
améliore la croissance et augmente le rendement des plantes. Calvet, (2005) ; Bathily,
(2002)

1.3.3. L'Ortie dioique (Urtica dioica L.)

Considérée comme une «mauvaise herbe », I'Ortie est en réalité une plante riche en
vitamines et minéraux et pourvue de nombreuses vertus médicinales. Elle est également
employée dans d'autres domaines comme I'agriculture, I'art culinaire ou encore le textile.
Dupont (2004)

1.3.3.1. Classification

L'Ortie dioique, genre Urtica, espéce dioica, appartient a la famille des Urticacees
(Urticaceae, ordre des Rosales, sous-classe des Rosideae dialycarpellées, classe des
Rosideae). Dupont (2004),

1.3.3.2. Description morphologique

12
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Les Urticacées sont des plantes herbacées élancées a feuilles stipulées opposées par deux
et a petites fleurs unisexuées. Les fleurs males possedent quatre sépales et quatre étamines,

les fleurs femelles son formées de quatre sépales et d'un carpelle, et donnent naissance a un
fruit sec: un akeéne. Sivropoulou et al, (1995).

Figure 4 : L'Ortie dioique Urtica dioica L. (www.wikimedia.orq)

1.3.3.3. Intérét de I’Ortie en agriculture

Selon Sivropoulou et al, (1995), I'Ortie utilisé comme :
e Un Insecticide, insectifuge et fongicide naturel :

- Il lutte contre les pucerons, les acariens, les champignons, les lichens, le mildiou...

e Un éliciteur naturel :

- 1l permet de renforcer les défenses naturelles de la plante en stimulant la production de
substances antibiotiques, telles que les phytoalexines

13
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Un activateur de croissance
1.4. Métabolites des plantes médicinales

Une des originalités majeures des végétaux reside dans leur capacité a produire des
substances naturelles trés diversifiées. En effet, a coté des métabolites primaires classiques
(glucides, protides, lipides, acides nucléiques), ils accumulent fréquemment des métabolites
dits " secondaires” dont la fonction physiologique n'est pas toujours évidente mais qui
représentent une source importante de molécules utilisables par I'nomme dans des domaines

aussi différents que la pharmacologie ou I'agroalimentaire (Jean Jacques M. et al, 2005).
1.4.1. Métabolites primaires

Les metabolites primaires ont un rdle essentiel pour le métabolisme et le développement

vegétal. Ils se retrouvent dans toutes les espéces végétales (Buchanan, 2008).

La chlorophylle, de part sa couleur verte, est le principal pigment contenu dans les plantes.
Elle se trouve dans les chloroplastes des cellules végétales. Elle est indispensable pour
I’activité photosynthétique de la plante qui consiste a produire de I’énergie chimique (ATP)

a partir de I’eénergie solaire. En effet la lumiére est captée par la chlorophylle.

On distingue plusieurs formes de chlorophylle : A, B, C, D, E et F qui n’ont pas la méme
structure chimique. Les plus courantes sont les chlorophylles A et B que I’on retrouve chez

les plantes supérieures et chez les algues (Arnon, 1849).
1.4.2. Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisés et
accumulés en petites quantités par les plantes. Ils sont divisés principalement en trois
grandes familles: les poly phénols, les terpenes et les alcaloides (Lutge et al, 2002,
Abderrazak et Joél, 2007)

1.4.2.1. Huiles essentielles

1.4.2.1.1. Définition

14
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Les huiles essentielles sont des extraits volatils et odorants qu’on obtient par extraction
mécanique, distillation a la vapeur d'eau ou distillation a sec de plantes aromatiques (fleur,
feuille, bois, racine, écorce ou fruit). Elles se forment chez un grand nombre de plantes
comme sous-produits du métabolisme secondaire. Elles ont des propriétés et des modes
d’utilisation particuliers et donnent naissance a une branche nouvelle de la phytothéyhrapie :
I’aromathérapie (Mdller, 2008).

1.4.2.1.2. Localisation dans la plante

Les huiles essentielles se localisent dans toutes les parties vivantes de la plante. Elles se
forment dans le cytoplasme des cellules sécrétrices variables selon I’organe végétal
considéré puis, elles s’accumulent en général dans des cellules glandulaires spécialisées
recouvertes d’une cuticule. Elles sont a la fin stockées et emmagasinées dans des structures
histologiques spécialisées, souvent localisées sur ou a proximité de la surface de la plante, a

savoir, des cellules a huiles essentielles. (Garneau, 2005)
1.4.2.1.3. Les Chémotypes

La composition chimique de I’huile essentielle de certaines plantes peut varier a I’intérieur
d’une méme espéce. En effet une méme plante aromatique, botaniquement définie,
synthétise une essence qui sera biochimiquement différente en fonction du biotope dans
lequel elle se développera. Ces variétés chimiques sont communément appelées chémotypes.
(Laouer, 2004).

1.4.2.1.4. Intéréts des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont largement utilisées pour traiter certaines maladies internes
et externes (infections d’origine bactérienne ou virale, troubles humoraux ou nerveux). En
médecine dentaire, plusieurs huiles essentielles ont donné des résultats cliniques trés
satisfaisants dans la désinfection de la pulpe dentaire, ainsi que dans le traitement et la
prévention des caries. (Moller, 2008). Les huiles essentielles sont également utilisées pour
massage, inhalation ou ingestion. En plus de leurs utilisations thérapeutiques, les huiles
essentielles sont appliquées en cosmétiques (aromatisation des savons, parfumerie... etc.).
En industrie alimentaire, elles sont utilisées pour avoir une conservation saine et de longue

durée pour les produits consommes ainsi qu’une qualité organoleptique meilleure, et pour

15
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réduire la prolifération des micro-organismes. Les huiles essentielles sont utilisées dans les

aliments comme conservateurs antioxydants et antimicrobien (Mdller, 2008).
1.4.2.1.5. Applications industrielles des huiles essentielles

Huiles essentielles peuvent avoir d’intéressantes applications dans différents secteurs.
Elles sont largement utilisées en traitement des infections d’origine bactérienne, fongique ou
virale. Elles sont trés efficaces sur les germes résistants aux antibiotiques, ce qui leur donne
une place parmi les moyens thérapeutiques pour guérir, atténuer ou prévenir les maladies et

les infections, notamment les infections respiratoires (Buchbauer et Jirovetz, 1994).

En industrie alimentaire, on cherche toujours & avoir une conservation saine et de

longue durée des produits consommeés ainsi qu’une qualité organoleptique meilleure, et a

réduire la prolifération des microorganismes (Hammer et al, 1999 ; Lis-Balchin et al,
1998).

Les HE et leurs composant sont utilise comme arome alimentaire, le pouvoir
antioxydant de ces huile permet de conserver les aliments contres les bactéries qui attaque
ces derniers (Burt, 2004 ; Sipailiene et al, 2006). Les huiles essentielles ont aussi des
propriétés fongicides ceux qui aident la protection des denrées alimentaires contre les

moisissures pendant leurs stockages (Prakash et al, 2012).
1.4.2.1.6. Extraction des huiles essentielles

Il existe différentes méthodes de I’extraction d’huiles essentielles. Les principales sont

décrétes ci-dessus :
1.4.2.1.6.1. Extraction par hydro distillation

La plante est mise en contact avec de I’eau dans un ballon lors d’une extraction au
laboratoire ou dans un alambic industriel. Le tout est ensuite porté & ébullition. Les vapeurs
sont condensées dans un réfrigérant et les HE se séparent de I’eau par différence de densité,
les parties insolubles dans I'eau de condensation sont décantées et, en raison de sa plus faible
densité, I’huile essentielle se place au dessus de la phase aqueuse. La phase aqueuse
contenant les composés hydrosolubles est appelée eau de distillation ou hydrolat. Bruneton,
(1999).

16
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1.4.2.1.6.2 Extraction par entrainement a la vapeur d'eau

A la différence de I’hydrodistillation, cette technique ne met pas en contact direct I’eau et la
matiére vegétale a traiter. Le but de cette méthode est d'entrainer avec la vapeur d'eau les
constituants volatils des produits bruts. La vapeur détruit la structure des cellules végétales,
libére les molécules contenues et entraine les plus volatiles en les séparant du substrat
cellulosique. La vapeur, chargée de I'essence de la matiere premiére distillée, se condense
dans le serpentin de I'alambic avant d'étre récupérée dans un essencier (vase de décantation
pour les huiles essentielles). Les parties insolubles dans I'eau de condensation sont décantees

pour donner I'huile essentielle surnageant. Bruneton, (1999).

1.4.2.2. Les Poly phénols

1.4.2.2.1. Définition

Le terme phénolique correspond aux substances qui possédent au moins un groupement
hydroxyle (OH) substitué sur un cycle aromatique. Ce nom provient du composé parent le
plu simple : le phénol. Plusieurs milliers de composés phénoliques ont été caractérisés
jusqu’a ce jour dans le réegne végétal. On compte, a I’heure actuelle, pas loin de 8000

composés (Bravo, 1998 ; Mompon et al, 1998).
1.4.2.2.2. Localisation dans la plante

Les polyphénols sont majoritairement présents dans les racines, les tiges, les fleurs, les

feuilles et les écorces de bois de tous les végétaux (Boizot et Charpentier, 2006).
1.4.2.2.3. Applications industrielles

Les diverses propriétés des polyphénols ont été exploitées, et ont trouvé des applications
dans de nombreux domaines: I’agroalimentaire, I’industrie pharmaceutique et la cosmétique.
Gréace aux propriétés antimicrobiennes de certains polyphénols comme les flavan-3-ols, les
flavanols et les tanins.1l est désormais possible de développer des conservateurs alimentaires
et de nouvelles thérapies pour de nombreuses maladies infectieuses en considérant la

résistance microbienne face a certains traitements antibiotiques (Daglia, 2012).
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1.4.2.3. Les flavonoides

1.4.2.3.1. Définition

Les flavonoides sont des molécules polysubstituées ubiquitaires chez les plantes, formés a

partir des acides aminés aromatiques tels que la phénylalanine, la tyrosine et la malonate.
La structure de base des flavonoides est le noyau flavane, qui se compose de 15 atomes de
carbone disposés en trois cycles : C6-C3-C6. Respectivement nommes cycle A, cycle B et
cycle C. (figure6) (Stalikas, 2007)

1.4.2.3.2. Structure

Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base. Ils possédent un squelette
carboné composes de quinze atomes de carbones constitué de deux cycles aromatiques (A)
et (B) reliés entre eux par une chaine en C3. en formant ainsi I'nétérocycle (Erdman ,2007)

Genéralement leur structure est représentée selon le systtme C6-C3- C6 (Narayana K,
2001), en formant une structure de type diphényle propane dont des groupements
hydroxyles, oxygenes, méthyles, ou des sucres peuvent étre attachés sur les noyaux de cette
molécule (Narayana K, 2001).

Figure 6: Squelette de base des flavonoides. (Bruneton, 1999)
1.4.2.3.3. Distribution des flavonoides dans les plantes

Dans la majorité des cas, les flavonoides sont présents sous forme glycosylée dans les
plantes car la glycosylation a pour effet de les rendre moins réactifs et plus hydrosolubles
permettant alors leur stockage dans les vacuoles des cellules épidermiques des fleurs, de
I’épiderme et du mesophylle des feuilles, des parenchymes des tiges et racines. Les génines

seules sont présentes dans les exsudats farineux de certaines plantes, dans les cuticules des
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feuilles, écorces et bourgeons ou sous forme de cristaux dans les cellules de certaines

Cactaceae et plantes des régions arides (Lhuillier, A, 2007).
1.5. Activités biologiques des extraits de la plante
1.5.1. Activité anti-oxydante

1.5.1.1. Les antioxydants

Un antioxydant est toute substance, présente & une concentration inférieure a celle du
substrat oxydable, qui est capable de retarder ou de prévenir I’oxydation de ce substrat
(Helliwell et Gutterridge, 1999). Les antioxydants sont des composés puissants qui peuvent
neutraliser les radicaux libres impliqués dans la dégradation cellulaire, et nous aident ainsi a
garder une vie active et saine. Quelques antioxydants sont synthétisés par le corps humain
d’autres telles les vitamines et poly phénols, doivent étre apportés par I’alimentation
(Pincemail et Defraigne, 2004).

1.5.1.2. Evaluation du pouvoir antioxydant

Les méthodes d’évaluation du pouvoir antioxydant sont nombreuses. Elles peuvent étre
qualitatives ou quantitatives. La méthode qualitative consiste a  repérer I’activité
antioxydante des composés relativement peu nombreux. Elle est basee sur une technique de
coloration ou décoloration d’un réactif spécifique en présence d’agents antioxydant (Li et al,
1999).
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2.1. Apercus de I’expérimentation

Notre étude expérimentale s’est étalée sur une péeriode de six mois, de mois de Décembre
2018 jusqu'a mois de Mai 2019.

Elle repose essentiellement sur un essai de culture sous serre de la Menthe pouliot
prélevée de trois régions différentes menée sous I’effet des traitements naturels en vue
I’optimisation de rendement et la qualité de ses biomolécules.

Elle s’est déroulée dans quatre lieux différents, la serre pédagogique de département de
Biotechnologie , la serre en plastique et au niveau de laboratoire de recherche des Plantes
Médicinales et Aromatique au niveau de département des Biotechnologies a la faculté de
sciences de la nature et de la vie de I’université de Blida 1, et dans UDES.

2.2. Matériel biologique

La plante étudiée concerne la Menthe pouliot les échantillons ont été prélevées de trois
régions différentes : la montagne de Chréa a Blida, parcelle de littoral, Ballili a Bouismail,
de la montagne de Sidi Ali Bounab a Tizi-Ouzou.

Figure 7: station de récolte montagne de Chréa a Blida.
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Figure 8 : station de récolte Ballili a Bousmail

Figure 9: station de récolte Sidi Ali Bounab a Tizi-Ouzou

2.3. Méthode d’étude

2.3.1. Prélevement des plantes

La récolté des échantillons de la Mentha pulegium a été réalisée a partir de différentes

régions pendant la période végetative a 10 heurs de matin ou la température a été modérée
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2.3.2. Essai de culture de la plante étudiée

2.3.2.1. Préparation de la serre expérimentale

En premier lieu, nous avons nettoyé la serre en éliminant les mauvaises herbes et les
résidus, apres nous avons couvert la serre par un film en plastique et placer une porte en

fer puis nous avons commencé le travail de sol

La serre a eté devisée en quatre blocs, ces derniers ont été de 240X240cm , ils présentent
les plants de trois régions,. Chaque plante de profond est de 10cm ainsi on a préeleveé les
plantes avec leur sol dans des sachets et on les a met dans leur bloc qui est irrigué avant la

plantation (annexe 1).
2.3.2.2. Travaux du sol : Les travaux effectués pour le planning suivant :

Tableau 1 : Travaux du sol sous serre.

Travail effectué Matériel utilisé
Labour profond de 20-30 cm Fourchette agricole
Préparation de parcelle Décamétre
Nivellement de parcelle Rateau

Tracage des blocs aléatoires La chaux
Pri-irrigation Manuel

Plantation Manuel

2.3.2.3. Dispositifs expérimentaux

Notre culture a été réalisée dans la serre sur une superficie de 400m3, la serre a été

devisée en trois blocs, chaque bloc a été partagé en quatre petits blocs (80cmX80cm)
chacun de ces derniers comporte la culture de 9 plants irrigués par les différents

traitements. La distance entre les 9 plants était de 25 cm
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Figure 10 : schéma du dispositif expérimental de I’essai de culture de la menthe pouliot
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2.3.2.4. Techniques culturaux

2.3.2.4.1. La plantation

La multiplication a été réalisée par bouturage des tiges a partir des échantillonnages des
plants de la Menthe pouliot récoltés le :15/12/2018 de trois régions d’Algérie : montagne
de Chrea a wilaya de Blida ; parcelle de Ballili, région de littoral a Bousmail, montagne de

sidi Ali Bounab a Tizi-Ouzou au niveau de la serre pédagogique.

Les tiges de 10cm d’hauteur dépourvues de leurs feuilles ont été mises dans des pots

remplis d’eau. (Annexe 2)

Apreés 2 semaines, I’enracinement a été remarquable et les plantules ont été remarquables
et les plantules ont été transplantés, donc on a deplaceé ces tiges dans des sachets
renfermant un substrat préparé a partir de sol et de tourbe a raison de 2/3 de sol avec 1/3 de

tourbe. (Annexe 3)

La culture irriguée par I’eau de robinet au temps apporté a duré de 2 semaines, apres avoir

croissance des tiges nous avons les planter directement sur le sol sous serre. (Annexe 4)

2.3.2.4.2. Préparation des traitements

On a utilisé trois types de traitements basés a des produits naturels, ils ont été préparés par
décoction de 200g de plante seche dans 1l d’eau, le traitement a été appliqué par arrosage
pour 2 stades (vegeétatif et feuillaison) deux fois par semaine, quantité de 12000 ml de

chaque traitement. (Tableau 4) (Annexe 5).
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Tableau 2: Préparation et I’origine des traitements

L’extrait | Nom Milieu de | Lieu de Type de guantité
scientifique vie récolte traitement
Algue Ulva Lactuca | Praire sous | Plage Extraitde | 200g
marines Boumaaza | plante d’extrait
de dans un 1L
Bousmail d’eau
wilaya de
Tipaza
Ortie Urtica dioica | Dans des Montagne | Extraitde | 200g
L parcelles d’Affroun | plante d’extrait
wilaya de dans un 1L
Blida d’eau
Posidonie | Posidonica Praires La plage Extraitde | 200g
Oceanica L sous de benouda | plante d’extrait
marines de Wilaya dans un 1L
de Tipaza d’eau

2.3.2.4.3. Mode d’irrigation

Les plantes ont été irriguées par I’arrosage et la pulvérisation par des extraits aqueux deux
fois par semaine, compléter a la demande par I’arrosage d’eau de robinet une fois par

semaine, la pulvérisation a été réalisé sur la partie aérienne de la plante.
2.3.3. Suivi de I’essai de culture

Au cours de notre expérimentation, une série des mesures et d’observation ont été faites

dés le début de la culture. (Annexe 6)
Le suivi de la culture a porté sur deux stades phénologiques :

La croissance végetative et stade floraison a cet effet plusieurs parameétres ont été releveés

et evalués on distingue :

La hauteur des plantes a été mesurée a I’aide d’une régle, le comptage des feuilles et des

sommités floraux a été également réalisés pour chaque plante traitée.
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2.3.4. Extraction de chlorophylle

L’extraction consiste a mesurer 0.5 gramme de feuilles fraiches coupées finement et
broyee avec 10 a 20 ml d’acétone a 80%, ces derniers ont été prélevés et placer dans des
tubes stériles et ont été centrifugés a 5000 jusqu’a 10000 rpm pendant 5 minutes. Le

surnageant a été récupeéré et transféré.

La procédure sera répétée jusqu’a ce que le résidu devient incolore. L’absorbance de la
solution est lue a 645nm et 663nm contre le blanc représenté par I’acétone.

2.3.4.1. Evaluation de la teneur en chlorophylle

Les concentrations de chlorophylle a, chlorophylle b, et chlorophylle totale ont été

calculées selon les formules suivantes decrite par Arnon, (1949) :

Chlorophylle totale= 20.2(A645) +8,02 (A663)

Chlorophylle a= 12.7(A663) — 2.69(A645).

Chlorophylle b= 22.9(A645)- 4.68(A663).

2.3.5. Recolte, sechage et conservation

Nous avons effectués des récoltes échelonnées soit 2 récoltes au totale (période feuillaison
et floraison) de chaque région et de chaque traitement.

Récolte 1 : a été réalisée le 15/03/2019 au stade feuillaison.
Récolte 2 : a été réalisée 18/05/2019 au stade floraison.

Les échantillons des plantes récoltées cultivées et spontanées de chaque traitement en
considérant les deux stades phénologiques : stade croissance feuillaison et stade floraison
ont été séchées a l’aide d’une énergie solaire dans le centre de développement des
énergies renouvelables UDES, pendant quelques heurs jusqu’a la stabilisation de la teneur

d’eau. (Annexe 7)
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Apres séchage les échantillons ont été récupérés et conservés dans des bocaux en verre, a
I’abri de la lumiére, afin d’éviter toute contaminations et dégradation de la matiere active

pour les études ultérieurs.

2.3.6. Etude des métabolites secondaires de la plante

2.3.6.1. Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par hydrodistillation des échantillons
spontanés qui a ete réalisée le 15/01/2019 et celle des échantillons cultivés au stade
feuillaison a été réalisée le 18/03/2019 et pendant la période du floraison I’extraction a été
réalisée le 20/05/2019.

a. Principe

Une quantité de 30g des parties aériennes séchées de la plante ont été émiettés puis
introduites dans un ballon monocol d’un litre rempli de 650 ml d’eau distillée, I’ensemble
est porté a ebullition a I’aide d’un chauffe-ballon, pendant 2h. Ceci engendre la formation
de vapeurs chargées des substances volatiles qui traversent le réfrigérant, se condensent
puis s’écoulent a I’état liquide, goutte a goutte, dans le tube gradué du clevenger. L’huile
essentielle est de faible densité par rapport a I’eau, surnage a la surface de cette derniere.
L’huile ainsi obtenue est récupéré par décantation, elle est alors conservée dans des

flacons opaques bien fermés a température de 4°C & 5°C.
b. calcule du rendement

Le rendement en huiles essentielles est défini comme étant le rapport entre la masse
d’huile essentielle obtenue apres I’extraction de la matiere vegétale utilisée AFNOR,
(1986).

Le rendement (R) est exprimé en pourcentage, il est calculé selon la formule suivante :

R= (V/M) X100

R : rendement en huile essentielle en pourcentage(%)

V : volume obtenue de I’huile essentielle (ml)
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M : poids du matériel sec (g)

2.3.6.2. Les polyphénols totaux
2.3.6.2.1. Extraction et dosage

La préparation des extraits éthanoliques a partir des échantillons de la plante spontanée de
la Mentha pulegium a été réalisée le 15/05 /2019 et ceux des échantillons de la plante
cultivée a été réalisée le 18/05/2019 pendant la période de feuillaison et le 20/05/2019
pendant la période de floraison, ces extraits ont été preparés selon la méthode de Romani
et al, (2006).

L’extraction des polyphénols comporte quatre étapes successives .Elle consiste a prélever
15¢g de poudre de chaque échantillon et les mettre en contacte avec 100ml d’éthanol a 96%.
Apreés 24h d’agitation a I’aide d’un agitateur a la température ambiante. Chaque extrait
préparé est filtré a travers d’un papier filtre Wattman. Placé dans un entonnoir. L’extrait
récupéré est soumis a I’évaporation au rotavapeur réglé a la température de 60°C. Ainsi
I’extrait sec obtenu est bien conservé dans un flacon a 4°C jusqu’a son utilisation

ultérieure.

Le dosage des composés phénoliques de la plante étudiée est déterminé pour chaque
échantillon spontané et/ ou cultivé en considérant les régions, les stades phénologiques et

le type des traitements.

Il a été réalisé selon la méthode de Folin- ciocalteu décrite par Singleton & RosSi

(1965).les étapes de sa realisation sont présentees dans la (figure 11).

Un blanc a été préparé en mélangeant 0.2ml d’éthanol avec 1ml de réactif de Folin-

ciocalteu et 0.8ml de carbonate de sodium.

L’acide gallique a été utilisé comme standard pour la courbe d’étalonnage.
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200ul d’extrait + 1ml de réactif de Folin-
Ciocalteu a 10% + 800ul de solution de
carbonate de sodium (7,5%)

4

Incubation 2h a la température

ambiante

i

Absorbance a 765nm

Figure 11 : Protocole de dosage des phénols totaux Singleton & Rossi, (1965).

2.3.6.2.2. Dosage des flavonoides

Les mémes extraits secs ayant suivi pour le dosage des poly phénols totaux ont été utilisé
pour le dosage des flavonoides, mais en se basant sur la méthode adoptée pour Mimica
Dukic. (1992). (Figurel?2).

Le blanc d’extrait a été préparé en melangeant 1 ml d’éthanol avec 1ml d’AICI3.

La concentration des flavonoides a été déterminée en référant a la courbe d’étalonnage de
solution a base de la quercitine préparée a différentes concentrations. Les résultats sont

exprimés en mg équivalent de quercitine/g d’extrait.
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1 ml de la solution d’extrait + 1ml de chlorure
d’aluminium (AICI3) (2%).

!

Agitation et incubation a température ambiante

pendant 10 min.

!

Mesure de I’absorbance 410 nm

Figure 12 : Protocole de dosage des flavonoides. Mimica Dukic, (1992)

2.3.7. Etude de I’activité anti-oxydante

L activité anti-oxydante in vitro a été évalué par la mesure du pouvoir de piégeage du
radical DPPH ((1,1- Diphenyl-2-picryhydrazyl) selon la méthode décrite par Burits et
Bucar, (2000).

Elle consiste a prélever 50ul des solutions méthanoliques des huiles essentielles testees.
avec différentes concentrations : 200ug/ml.400ug/ml,600ug/mi,800ug/ml et 2000pg/mil.
Qui ont été mélangées avec 5ml d’une solution méthanoliques de DPPH a 4%. Apres une
période d’incubation de 30 minutes a la température ambiante de laboratoire, I’absorbance

a été lue a 517nm.
la vitamine C a été également utilisée comme standard pour la courbe d’étalonnage.

On a déterminé la cinéetique de la réaction et les parametres de calcul de I’activite anti-
oxydante pour les solutions méthanolique préparées a partir de la vitamine C et celles des

huiles essentielles
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L’inhibition du radical libre de DPPH exprimé en pourcentage (1%) a été calculé selon la

formule deécrite par Sharififar et al. (2007).

1% = (A blanc — A échantillon) /A blanc x100

| : pourcentage d’inhibition du radical libre de DPPH.
A blanc : Absorbance du blanc (DPPH dans le méthanol).

A échantillon : Absorbance du compose d'essai.

La cinétique des réactions de I’huile essentielle et de la vitamine C avec le DPPH* a été
inscrite a chaque concentration examinee.

Les concentrations des huiles essentielles et de la vitamine C, en fonction des pourcentages
du DPPH inhibés, ont été tracées a la fin de la réaction afin d'obtenir I'index 1C50. Ce
parametre est défini comme la concentration d'antioxydant requise pour diminuer la
concentration du DPPH* initiale de 50% (Sharififar et al. 2007).
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3.1. Evaluation de la croissance des plantes cultivees de la Mentha
pulegium

3.1.1. Hauteur des plantes
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C, B, T : région respectivement Chréa, Bousmail, Tizi Ouzou.
A, O, P, T : traitement respectivement extrait & base d’Algue, d’Ortie, de posidonie, et de Témoin
(1) stades feuillaison,( 2) stades floraisons.

Hauteur en cm

Figure 13 : Hauteur des plants cultivés de Mentha pulegium selon les traitements et selon
les stades végétatifs (1) et floraison (2).
La hauteur des plantes a connu également une variabilité selon les régions, les stades et les
traitements (figurel3).

Les échantillons de plantes cultivées de la région de Chréa, a noté des hauteurs de plante
plus importantes (57,25cm) par degré moindre ceux de Tizi Ouzou (45,7cm) et plus faible
ceux de Bousmail (30,44cm).

Aussi, les plus importantes hauteurs ont eté enregistrées durant la phase floraison
(65,120cm) mais des hauteurs plus faibles ont été relevées durant le stade végetatif

(21,04 cm) par ailleurs, la variabilité des moyennes des hauteurs a donné un classement dans
I’ordre des extrait suivent : ortie (67,25cm), algues (53,48cm), posidonie (53,22cm) témoin
(50.38cm)

34



Chapitre 111 Résultats et discussion

Les travaux de Jayaraj et al, (2008), ont des résultats similaires concernant la croissance et
la hauteur des plantes observant que les plantes qui ont subi le traitement avec un
biofertilisants préparé a base d’Ortie ont des hauteurs importantes par rapport aux autres

plantes.

3.1.2. Nombres des feuilles de la Mentha pulegium cultivée de phase

feuillaison 1 et phase floraison 2
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C, B, T : région respectivement Chréa, Bousmail, Tizi Ouzou.
A, O, P, T : traitement respectivement extrait a base d’Algue, d’Ortie, de posidonie, et de Témoin
(1) stades feuillaison,( 2) stades floraisons

Figure 14 : nombre des feuilles de Mentha pulegium selon les traitements et selon les stades

végétatif(1), floraison(2)

Le nombre des feuilles, a connu égalérent une variabilité selon les régions, les phases et

les traitements (figure 14).

Les échantillons de la plante cultivée de la région Chréa , amortie des nombres des
feuilles importants (61,55) par degrés moindre ceux de Tizi Ouzou ( 51,33) et plus faible
ceux de Bousmail (38,66) (figure 14) .

Par ailleurs, la variabilité des moyennes de nombres de feuilles a donné un classement dans

I'ordre des extraits suivant :

35



Chapitre 111 Résultats et discussion

Ortie (61,55), Algue (58,66), Posidonie (55,77), Témoin (52,88).

Les travaux de Thirumaran et al, (2009) ont des résultats similaires avec un biofertilisant
préparé a base d’ortie qui a montré un effet important sur la croissance des feuilles du
haricot.

3.1.3. Le nombre de sommités floraux des plantes cultivés de Mentha

pulegium
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C, B, T : région respectivement Chréa, Bousmail, Tizi Ouzou.
A, O, P, T : traitement respectivement extrait a base d’Algue, d’Ortie, de posidonie, et de Témoin
Figure 15 : Nombre des sommités florales de Mentha pulegium cultivé selon les
traitements

Les sommités florales produites par plante cultivée ont été enregistrées selon la phase

floraison , selon les régions et selon les traitements.

La floraison a été plus précoce a I’état spontané, elle a été connue pour les parameétres
évalués précédant , le nombre d’inflorescence était en fonction de la région, on distingue le
classement dans I’ordre décroissant suivant : Chréa (18,11) Tizi Ouzou (14,55) et Bousmail
(11,11) (firguels).

Et selon les traitements ortie(18,11), algue (16,88), posidonie (13,11), et le témoin (12,11) .
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3.1.4. Poids des plants cultivés
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C, B, T : région respectivement Chréa, Bousmail, Tizi Ouzou.

A, O, P, T : traitement respectivement extrait & base d’Algue, d’Ortie, de posidonie, et de Témoin.
(1) stades feuillaison,( 2) stades floraisons.

Figure 16 : poids frais(a) et sec (b) des plantes de Mentha pulegium cultivées et récoltées
durant la phase feuillaison (1) et la phase floraison (2).

Le poids des plantes cultivées a montré également une variabilite selon les états Frais et/

ou sec figure 16 (a) et figure 16(b) .

En effet les poids enregistrés des plants était plus importants a I’état frais qu’a I’état sec
(16.479) une variabilité a été notée entre la période de récolte considérée : feuillaison ou / et

floraison.

Il est de mieux en ce qui a concerné les traitements a cet effet, le classement établi en
fonction des poids frais des plantes selon les traitements, les phases de croissance et selon

les régions, on distingue le classement dans I’ordre décroissant suivant :
Cp2(16,479) Tp 2 (15,969), Bp (12,66 g), Cps (14,369), Tp1 (10,89), Bp: (7,29)
Le classement du poids sec été fait selon le classement des poids frais :

Cp2 (5,669), Tp2 (7,219), Bp2 (5,619), Cp1 (79), Tp: (5,429) ,Bp1(3,919)

Figure 16 (a), figure 16 (b)
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Les travaux de Crouch et al, (1990) ont des résultats similaires a nos résultats qui affirment
que le traitement par les extraits d’Ortie a augmenté la croissance végétative et la vigueur
globale des plantes.

Selon Mohanty et al, (2013), les biofertilisants liquides préparés a partir d’Ortie ont un
impact important sur la productivité ou les plantes favorisées par les traitements ont les
meilleurs résultats concernant le poids sec.

3.2. Teneur en chlorophylles des plants de Mentha pulegium a I’état
spontané et cultivé
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a: Chlorophylle a, b: Chlorophylle b, c: Chlorophylle total.

Figure 17: Teneurs en chlorophylle des échantillons des plants spontanés de la Mentha

pulegium frais selon les régions de réecolte.

Les teneurs de chlorophylle des échantillons de plante fraiche de la Mentha pulegium ont
montré une variabilité selon le type et selon les régions de récolte.
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De fortes teneurs, ont été enregistrées pour la chlorophylle totale ou on peut établir le
classement des teneurs, selon les régions dans I’ordre décroissant suivant: Chréa
(74.56pg/ml) Bousmail (64.78ug/ml) puis Tizi Ouzou (45.09ug/ml) . (figure 17).

Dans le méme ordre mais par degré moindre , le classement des teneurs de chlorophylle b
ou on peut citer : Chréa (43.2ug/ml) Bousmail (33.2ug/ml) et Tizi Ouzou (14.84pug/ml)
(figure 17) aussi, le classement des teneurs de chlorophylle a on peut citer; Chréa
(31.37pug/ml) Bousmail (31.6pg/ml) Tizi Ouzou (29.79ug/ml) (figurel?).
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a: Chlorophylle a, b: Chlorophylle b, ¢ : Chlorophylle total
C, B, T : région respectivement Chréa, Bousmail, Tizi Ouzou.
A, O, P, T : traitement respectivement extrait & base d’Algue, d’Ortie, de posidonie, et de Témoin

Figur 18: Teneurs en chlorophylle des échantillons de plante cultivée de la Mentha

pulegium selon I’effet des traitements.

Les teneurs en chlorophylle ont également noté une variabilité selon le type de
chlorophylle, selon les régions et selon les traitements .Les teneurs étaient plus
importantes pour les type de chlorophylle totale et par degré moindre celle du type (b), les
plus faibles teneurs correspondant a la chlorophylle a.

39



Chapitre 111 Reésultats et discussion

Les teneurs de la chlorophylle totale ont montré des teneurs plus élevées pour la région de
Chréa traitée par I’ortie(76.21 pg/ml) et les algues (66.64 pg/ml )et par degré moindre
celles issues des échantillons de Bousmail traités par I’ortie (68.3ug/ml) et les algues
(60.26 pg/ml )et ceux de Tizi Ouzou (68.71pg/ml) el les algues(68.07 pg/ml), les autres
ont montré des teneurs trés voisines variaient des valeurs comprises entre (60.26pg/ml) et
(66.21pg/ml). une teneur était peu faible pour le Témoin de Tizi Ouzou(45.09ug/ml).

Les échantillons des plantes cultivées ont montré des teneurs en chlorophylle totale plus
faible que ceux des échantillons spontanées.

(Figurel8) par ailleurs, les teneurs en chlorophylle b était aussi variable, elles varient
entre (51.29ug/ml) et (19.4ug/ml).

Les teneurs en chlorophylle totale les plus importantes ont été extraites a partir de
I’échantillon de Chrea traité par I’extrait a base d’ortie (51.29ug/ml) et ceux de Bousmail
traité par le méme extrait (44.5ug/ml) aussi que celui de Tizi Ouzou cultives sous
traitement a base d’ortie (44.26ug/ml) et a base d’algues (43.73ug/ml) (figurel8). Les
teneurs de la chlorophylle ont été similaires selon les traitements et les algues mais deux
teneurs élevees étaient remarquables et plus importantes, elles correspondent aux
échantillons de Chréa cultivés sous I’effet d’extrait d’algue (38.15ug/ml) et celui de Tizi
Ouzou cultives sous I’effet d’extrait de posidonie (27.01pg/ml) (Figure 18)

Considérant les résultats obtenus dans ce travail, parmi les trois régions, la teneur en
chlorophylle de la Menthe pouliot de la région de Chréa a été la plus élevée de
74.78ug/ml , dans la région de Bousmail la teneur a été de 64.78ug/ml et dans la région de
Tizi Ouzou la teneur a été de 45.09ug/ml. La concentration de chlorophylle peut varier
d'une région a une autre.

La variabilité des teneurs en chlorophylle peuvent étre traduites par de nombreux travaux

et la quantité de chlorophylle a, la chlorophylle b et la chlorophylle totale ont été estimées
par I'équation d*Arnon (1949) . La teneur la plus élevée en chlorophylle totale (a + b)
détectée chez la Menthe pouliot est de (82,6 pug/ ml).

Ces résultats sont similaires aux travaux de Blunden, (1997) qui affirme que le traitement
par des concentrations déterminées d’un biofertilisant et d’extrait aqueux améliorent la
teneur en chlorophylle au niveau des feuilles.
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3.3. L’extraction des huiles essentielles

3.3.1. Caracteres organoleptiques

Les caractéeres organoleptiques des huiles essentielles de notre échantillon de trois régions a

I’état spontané obtenu par hydrodistillation sont présentés dans le tableau 3.

Tableau 3: caracteres organoleptiques de trois régions.

Région Aspect Couleur Odeur
Blida Liquide, huileux | Jaune foncée Forte odeur
Liquide, huileux | Jaune Forte odeur
Bousmail
Liquide, huileux | Jaune claire Tres forte odeur
Tizi Ouzou

Les caracteres organoleptiques des huiles essentielles de notre échantillon de trois régions a
I’état cultivé de différents traitements aux périodes feuillaison et floraison obtenus par

hydrodistillation sont présentés dans le tableau 4.

Tableau 4 : caracteres organoleptiques de trois régions a I’état cultivé de différents

traitements aux périodes feuillaison et floraison

Région Traitements Aspect Couleur Odeur
CA Liquide, huileux | Jaune foncée Forte odeur
Chréa CO Liquide, huileux | Jaune foncée Forte odeur
CP Liquide, huileux | Jaune foncée Forte odeur
CT Liquide, huileux | Jaune foncée Forte odeur
BA Liquide, huileux | Jaune Forte odeur
BO Liquide, huileux | Jaune Forte odeur
Bousmail BP Liquide, huileux | Jaune Forte odeur
BT Liquide, huileux | Jaune Forte odeur
TA Liquide, huileux | Jaune claire Tres forte odeur
TO Liquide, huileux | Jaune claire Tres forte odeur
Tizi Ouzou TP Liquide, huileux | Jaune claire Tres forte odeur
TT Liquide, huileux | Jaune claire Tres forte odeur
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Les caractéres organoleptiques trouvés dans notre recherche sont semblable a ceux trouvé
par Larhrech (2010) qui a travaillé sur I’extraction de la Mentha pulegium de la région de
Djelfa.

Caractéristiques organoleptiques de I’HE de la Mentha pulegium sont en conformité avec
celle definie par les normes AFNOR (2000).

3.3.2. Rendement en huiles essentielles :

Les rendements obtenus en HE des echantillons spontanés sont exprimes en (%) par rapport
a la matiere végétale séche, les résultats sont montrés dans la figure 19
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a : état spontané b : état cultivé
C, B, T : région respectivement Chréa, Bousmail, Tizi Ouzou.
A, O, P, T : traitement respectivement extrait a base d’Algue, d’Ortie, de posidonie, et de Témoin

Figure 19 : Rendements en huiles essentielles des échantillons de plants séchés de la
Mentha pulegium

Le rendement en huile essentielle des échantillons séchés des plantes spontanées
récoltées des différentes régions durant le stade végétatif a montré une variabilité selon les
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régions ou le classement établi a montré dans I’ordre décroissant selon les régions
suivants : Tizi Ouzou (0.57%), Chréa (0.3%) Bousmail (0.27%)

Figurel9(a), figure 19 (b)

En ce qui concerne les plantes cultivées, leur rendement en huiles essentielles a été moins
important que ceux des échantillons spontanés figurel9(b) .une variabilité a été mise en

évidence selon les régions, selon les traitements et selon les stades végétatifs et floraison

Le rendement en HE des échantillons récoltés au stade feuillaison était plus importants que

ceux récoltes au stade floraison des échantillons des plantes cultivées figure 19(b).

Aussi une variabilité a également affecté le rendement selon les traitements selon les 2

périodes de récolte.

L’extraction de I’huile essentielle de la Mentha pulegium spontanée de trois régions
Blida, Bousmail et Tizi Ouzou a donné un rendement 0,10% , 0.09% et 0,19%

respectivement.

L’extraction des HE des échantillons de Chreéa et Tizi Ouzou cultives a la phase floraison
a donne un rendement important de 0.44% .Ce résultat est nettement inferieur a celui
reporté par Zwaving et Smith (1971) qui ont obtenus un rendement de 0.95% pour la méme
plante poussant en Gréce. Kokkini et al.(2004) ont étudié la Menthe pouliot de plusieurs
régions de Grece dont les rendements en huiles essentielles varient entre 1.0% et 3.8%. La
Menthe pouliot marocaine étudiée par Benayad (2008), Derwich et al. (2010) et Ait-
Ouazzou et al. (2012) a révélée des teneurs en huile essentielle inferieures aux résultats
obtenus dans notre étude évalué a 2.33%, 1.66% et 2.7%, respectivement. Cependant Zekri
et al. (2013) ont déterminé des rendements allant de 5.29% a 6.2% pour la Menthe pouliot

du Maroc.

En Algerie, Beghidja et al (2007) et Benabdallah (2008) ont déterminé les rendements en
huile essentielle de la Menthe pouliot récoltée dans plusieurs régions de Jijel ainsi que la
région d’El Kala. Les valeurs obtenues étaient de 1.16 a 2.19% et 1.45%, respectivement.

Cette variabilité entre les différents traitements a un rapport avec les différents
biostimulans utilisés pour I’arrosage des plants.
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Aussi ce rendement est tributaire de plusieurs facteurs: la température, I’humidité
relative, la durée totale d’insolation, le régime des vents, les écartements entre plants (un
espacement de 60X30 cm avec culture intercalaire (menthe) pour un meilleur rendement
(RAO et al, 2002), le désherbage ou encore I’apport de la paille. Les amendements
minéraux qui contribuent a I’augmentation de la masse végeétale et donc celui du rendement
en HE, notamment, les engrais organiques en combinaison avec I’azote (160Kg/ha), le
temps de séchage (DEMARNE, 1985 et 2004), la nature des traitements, (bio stimulant)
utilisés , la technique d’extraction et le cycle végétatif qui influe qualitativement et

guantitativement sur le rendement en HE.
3.4. D’extraction des polyphénols

3.4. 1.Rendements en polyphénols totaux

Les rendements obtenus par I’extraction des polyphénols totaux de Mentha pulegium L de
trois régions a I’état cultivé a la phase feuillaison et phase floraison sont exprimés en (%)
par rapport a la matiere végétale seche. les résultats résumés dans la Figure 20
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a : Rendement en enextrait sec des échantillons de Menthe pouliot spontanée

b : Rendement en enextrait sec des échantillons de Menthe pouliot cultivée

C, B, T : régions réspectivement Chréa, Bouismail, Tizi ouzou.

O, P, A, T : traitements respectivement extraits a base d’Ortie, de Posidonie,d” Algue et Témoins

Figure 20 : Rendements en enextrait sec des échantillons de plants de la Mentha pulegium
selon les régions, I’état cultive ou/et spontané, selon les traitements et selon le stade de
récolte.

Les rendements en extrait sec étaient plus importants pour les plantes a I’état spontané
que I’état cultivé (9%, 7% et 8%), Cependant, une augmentation remarquable a été
enregistrée pour quelques traitements et selon les régions. Les fortes teneurs ont été relevées
pour les plantes cultivées sous les traitements d’ortie et d’algues pour la région de Chréa
(9%), et Tizi ouzou (9%et 8%), mais, seulement a base d’ortie pour la région de Bousmail
(7%).
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Par ailleurs la variabilité dans les rendements de ces métabolites n’a pas affecté les stades de
récoltes. Les teneurs étaient toutes similaires au stade végeétatif (9%) et au stade floraison
(9%) (Figure20).

La variabilité des rendements en polyphénols pour les échantillons de la plante étudiée peut

étre élucidée par les travaux de recherche suivants :

L’extrait méthanolique de M. pulegium a fait objet de quelques études, dont le rendement
a été similaire au notre. Notamment celle de Khaled-Khodja et al. (2014) qui ont pu en
déterminer un rendement de 12.12% d’extrait méthanolique de la Menthe pouliot de la

région de Bejaia.

Les rendements en enextrait sec peuvent étre influencés par plusieurs parametres et
dépendent entre autre de la composition chimique et les caractéristiques physiques de la
matiére végétale ainsi que la méthode et les conditions dans lesquelles I’extraction a été
effectuée selon Lee et al. (2003).

Dai et Mumper(2010) ont souligné que le méthanol est le solvant le plus largement
utilisé pour I'extraction des substances phénoliques des Lamiacées. Cakir et al. (2006) et
Sharififar et al. (2009) ont rapporté dans leurs études sur les composés phénoliques de
Teucriumque le méthanol a donné un rendement en extraits plus élevé que l'acétone, le

chloroforme, I'eau et I'éther de pétrole.
3. 4.2. Teneurs en polyphénols totaux et flavonoides

Les teneurs des polyphénols totaux et des flavonoides ont été déterminées a partir des
courbes d’étalonnage respectivement de I’acide gallique et de la quercetine (Figure 21) et
(Figure 22).
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Figure 21: Courbe d’étalonnage de I’acide figure 22 : courbe d’étalonnage de
gallique quercetine

3.4.2.1. Teneurs en polyphénols totaux

Les teneurs en polyphénols totaux des extraits de la Mentha pulegium L, exprimés en mg

équivalent d’acide gallique (EAG) par g d’extrait. Sont représentées dans la (figure 23)
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a : teneurs en polyphénoles totaux des échantillons de Menthe pouliot spontanée

b : teneurs en polyphénoles totaux des échantillons de Menthe pouliot cultivée

C, B, T : régions réspectivement Chréa, Bouismail, Tizi ouzou.

O, P, A, T : traitements respectivement extraits a base d’Ortie, de Posidonie,d’” Algue et Témoins

Figure 23 : Teneurs en polyphénoles des échantillons de plants de la Menthe pouliot selon
les régions, I’état cultivé ou/et spontané, selon les traitements et selon le stade de récolte

Les teneurs en polyphénoles des extraits a base d’échantillons de plantes étudies ont
montré une variabilité selon leur état spontané ou cultivé. Les teneurs en polyphénols étaient
plus importantes pour les échantillons de Chréa (675.5mgEAG/g d’extrait), par degré
moindreceux de Bousmail (547.95mgEAG/g d’extrait) et a de faibles teneur pour les
échantillons de plants récoltés de Tizi ouzou (655.1mgEAG/g d’extrait).

Les taux ont montré une augmentation nette pour les plants cultivés en les comparants aux
plantes spontanées (590mgEAG/g d’extrait, 484.69mgEAG/g d’extrait et 476.53mgEAG/g

d’extrait)

Une augmentation des teneurs en polyphénoles a affecté I’ensemble des échantillons cultivés
traités comparés aux échantillons témoins (675.5mgEAG/g d’extrait et 484mgEAG/g
d’extrait).

L augmentation a été également notable en phase de floraison qu’en phase végétative
(675.5mgEAG/g d’extrait et 681.5mgEAG/g d’extrait). Les teneurs en polyphénols ont été
plus fortes pour les traitements a base a base d’algues et d’ortie pour les échantillons de
plants récoltés de Chréa (675.5mgEAG/g d’extrait et 624mgEAG/g d’extrait), de Bouismail
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(547.95mgEAG/g d’extrait et 426.53mgEAG/g d’extrait) ainsi que de Tizi ouzou (655.1 mg
EAG/g d’extrait et 617.34mgEAG/g d’extrait) (Figure 3).

3.4.2.2. Teneurs en flavonoides

Les résultats spectrophotométriques nous a parmi aussi de quantifier le taux des
flavonoides selon la courbe d’étalonnage de la quercitene. Exprimées en mg équivalent

quercetine /g d’extrait sec.
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a : teneurs en flavonoides des échantillons de Menthe pouliot spontanée

b : teneurs en flavonoides des échantillons de Menthe pouliot cultivée

C, B, T : régions réspectivement Chréa, Bouismail, Tizi ouzou.

O, P, A, T : traitements respectivement extraits a base d’Ortie, de Posidonie,d’ Algue et Témoins

Figure 24 : Teneurs en flavonoides des échantillons de plants de la Menthe pouliot selon les
régions, I’état cultivé ou/et spontané, selon les traitements et selon le stade de récolte
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Les teneurs en flavonoides étaient plus importants pour les échantillons de plants a I’état
spontané que [I’état cultivé (166.9mgEAG/g d’extrait, 159.3mgEAG/g d’extrait
et163.2mgEAG/g d’extrait) La variabilité des teneurs en ces métabolites a été notée selon
les traitements pour les plants cultivés ou I’ortie et I’algue ont montré des taux plus élevées
pour les cas des échantillons de Chréa (159mgEAG/g d’extrait et 147mgEAG/g d’extrait),
Tizi ouzou (142mgEAG/g d’extrait et 139mgEAG/g d’extrait) et Bousmail (128mgEAG/g
d’extrait et 124mgEAG/g d’extrait).Les teneurs étaient plus importantes au stade floraison
gu’au stade végétatif mis a part, les échantillons de plants cultivés sous I’effet du traitement
a base d’algue pour la région de Tizi ouzou (14mgEAG/g d’extrait.

La variabilité des teneurs en polyphénoles totaux et en flavonoides peuvent étre traduits par

de nombreux travaux.

La concentration des polyphénols totaux pour I’extrait éthanolique de Menthapulegium
reste tres élevée par rapport a celle rapportée par I’autre travail scientifique. Karray-
Bouraoui et al. (2010) ont rapporté queles composés phénoliques contenus dans M.
pulegium de Tunisie ont montré des taux de polyphénols totaux équivalents a 20.1
jusqu’as56.6 mg EAG/g d’extrait.

Les travaux de Hajlaoui et al. (2009) et Hajlaoui et al. (2015) contenus dans M. pulegium
a révele une quantité de composés phénoliques totaux relativement faible d’une valeur de
374 mg EAG/get 62.06 mg EAG/g d’extrait, respectivement. De méme, [I’extrait
méthanolique de M. pulegium deBejaia a montré un taux en phénols totaux de 72.84 mg
EAG/g d’extrait d’aprés Khodja et al.(2014) alors que , Stagos et al. (2012) ont rapporté
des teneurs plus élevées en polyphénols totaux (138mg EAG /g) pour le méme extrait de

plante récolté de Grece.

D’autres études rapporté que la quantité de polyphénols dans les plantes dépend des

facteurs biologiques (génotype, organes et ontogenese, agents pathogeénes...), des

conditions édaphiques et environnementales (température, salinité, stress hydrique,
rayonnement U.V et l'intensité lumineuse), de la solubilité des composés phénoliques, et
leurs interactions (Macheix, 1996 ; Ksouri et al., 2008).
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3.5. Evaluation I’activité antioxydante

3.5.1. Test DPPH mesuré au spectrophotometre

Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes du pourcentage d’inhibition

antiradicalaire pour chaque extraits des plantes spontanées et cultivées et pour chaque

traitement. Ces résultats sont représentés dans la Figure(25) et Figure (26)
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b : pourcentage des activité antioxydante des HE des plantes spontanées de la région de Bousmail
C : pourcentage des activité antioxydante des HE des plantes spontanées de la région de Tizi Ouzou

Figure 25 : pourcentage d’activité antioxydante des HE des échantillons de la Menthe

pouliot spontanés selon les régions et la vitamine C
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C, B, T : région respectivement Chréa, Bousmail, Tizi Ouzou.

A, O, P, T : traitement respectivement extrait a base d’Algue, d’Ortie, de posidonie, et de Temoin

Figure 26: pourcentage d’activité antioxydante des HE des échantillons de la Menthe

pouliot cultivés selon les régions, les traitements et la vitamine C.

52



Chapitre 111 Reésultats et discussion

D’apreés les résultats obtenus on a remarque que :

Les HE des échantillons spontanés ont montré un pourcentage d’inhibition plus important
par rapport aux HE des échantillons cultivés, ceci est indiqué par I’allure des graphes. A une
concentration de 1000ug/ml d’extrait les pourcentages d’inhibition sont I’ordre de 88.87%

et 80.45% pour les HE des échantillons spontanés et cultivés respectivement .

Les HE des échantillons spontanés de Chréa et Tizi Ouzou ont montré un pourcentage
d’inhibition plus important par rapport aux HE des échantillons de Bousmail avec des
pourcentages d’inhibition dans 1000pug/ml de 82% et 78% respectivement.

A une concentration de 1000pg/ml d’extrait, les pourcentages d’inhibition de I’extrait
d’ortie, d’algue et posidonie sont de I’ordre de 82.03% , 70.80% ,77.58% respectivement.

3.5.2.Détermination d’ 1C50

La cinétique du pourcentage d’activité antiradicalaire nous a permis de déterminer
I’IC50, qui correspond a la concentration d’huile essentielle, ou d’acide ascorbique
nécessaire a I’inhibition de 50% du DPPH présent dans le milieu. Notant que plus I’1C50 est
faible plus I’activité antioxydante du composé est importante. Les résultats des propriétés
antioxydantes des huiles essentielles des plantes étudiées et de la vitamine C sont présentées

dans la figure 27 et 28. L'activité est exprimeée sous la forme de valeurs d’IC50.

a00
500
__ 400
=
]
= 300
=3
LMy
—
200 —
100
O 1
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Antioxydant

Figure 27: Activité antioxydante des HE des échantillons spontanés de la Menthe pouliot

selon les régions et la vitamine C.
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a : pourcentage des activité antioxydante des HE des plantes cultivés de la région de Chréa

b : pourcentage des activité antioxydante des HE des plantes cultivés de la région de Bousmail

c : pourcentage des activité antioxydante des HE des plantes cultivés de la région de Tizi Ouzou
C, B, T : région respectivement Chréa, Bousmail, Tizi Ouzou.

A, O, P, T : traitement respectivement extrait & base d’Algue, d’Ortie, de posidonie, et de Témoin

Figure 28 : Activité antioxydante des HE des échantillons cultivés de la Menthe pouliot

selon les régions, selon les traitements et la vitamine C.

Les HE de M. pulegium L spontanées de Chréa a montré une capacité antiradicalaire
modérée avec une IC50 = 299.02 pg/ml. D'autre part, I'huile essentielle de Tizi Ouzou et
Bousmail ont présenté une tres faible activité antioxydante avec une IC50 = 549 pg/ml et
500 pg/ml respectivement .Tandis que I’antioxydant de référence, la vitamine C, présente

un pouvoir antioxydant plus importantIC50 = 272ug/ml.

Les HE M. pulegium L cultivée de trois régions qui a été traitée par I’extrait d’Ortie et

le témoin ont montré une capacité antiradicalaire modérée avec 1C50 = 439ug/ml et 477
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pg/ml respectivement. D’autre part, les HE des échantillons traités par I’extrait d’Algue et
I’extrait de posidonie ont présenté une trés faible activité antioxydante avec une IC50 =

680 ug/ml et 885ug/ml respectivement.

Des études antérieures ont rapporté une grande variation dans I'activité antioxydante des
huiles essentielles de M. pulegium L . Hajlaoui et al . (2009) ont rapporté une forte
capacité antioxydante de I'huile essentielle (IC50 = 10 pug/ml). Le composé majoritaire de
cette huile est le pulégone (61.11%), s’est révélé étre un bon antioxydant (Ruberto et
Baratta, 2000), ceci peut donc expliquer le fort pouvoir antioxydant de cette huile

essentielle contrairement a la notre ou nous avons noté I’absence totale du pulégone.

Le méme constat pour I’huile essentielle de M. pulegium L d’lran qui s’est avéré

posséder une faible capacité antioxydante (IC50 = 14736 pg/ml).
Aussi, de forts pouvoirs antioxydants de I’extrait ont été rapportes dans plusieurs travaux.

Stagos et al. (2012), Khaled-Khodja et al. (2014) et Hajlaoui et al. (2015) ont noté une
valeur d’IC50 de 28 pg /ml, 51 pg/ml et 33.53 pg/ml dans leurs travaux respectifs.

Cette variabilité est due aux impacts des facteurs environnementaux sur la composition

chimique des huiles essentielles(Ruberto et al., 2000).
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Conclusion

Conclusion :

Le présent travail a visé la production en masse et I’amélioration de la qualité pour une
meilleure valorisation de la menthe pouliot; plante médicinale et aromatique tres prisée par

I’industrie pour ses multiples vertus.

A cet effet trois échantillons de plants spontanés de Mentha Pulegium ont été récoltés de
trois regions d’Algérie : de la montagne de Chréa (Blida), de la Montagne de Sidi Ali Bouneb
(Tizi-Ouzou) et de la parcelle de Ballili (Bousmail). Un essai de leur culture a été entrepris
sous serre et sous I’effet des produits naturels préparés par décoction a partir d’une plante
spontanée : I’Ortie, d’une algue marine: Ulvasp., et d’une plante aquatique marine: la
Posidonie, en présence de témoin représenté par I’eau de robinet. Tous ces intrants biologiques
ont éteé utilisés par arrosage des plants une fois par semaine. L’irrigation par I’eau de robinet a
été apportée en cas de besoin.

Cette étude a fait I’objet d’évaluation des paramétres de croissance des plants cultivés en
considérant les phases : feuillaison et floraison. Les plantes spontanées et cultivées récoltées
séparément lors des phases précitées ont été sujettes a I’extraction des huiles essentielles par
hydrodistillation ou les rendements ont été calculés pour I’ensemble des échantillons.
L’extraction et la détermination des rendements et des teneurs a porté également sur les trois
types de chlorophylle ainsi que, les polyphénols totaux et les flavonoides sans compter
évaluation de I’activité anti-oxydante et ceci pour les deux types de plants : spontané et cultivé

et selon les deux phases considérées.

concernant les parameétres de croissance les plus importants en nombre de feuilles dans la

région de Chréa (61.55) sous I'effet de traitement a base d'ortie en phase floraison.

par ailleurs les hauteurs des plantes les plus importants dans la région de Chréa (57.25)
sous I'effet de traitement a base d'ortie en phase floraison.

aussi pour les sommités floral des plantes les plus importants dans la région de Chréa
(18.11) sous l'effet de traitement & base d'ortie

Pour les poids frais et sec des plantes cultivées sont plus importants dans la région de Chréa

(.16.47), (5.66) sous l'effet du traitement a base d'ortie en phase floraison
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par ailleurs I'analyse des résultats des parameétres physiologiques ont montré une teneur en
chlorophylle totale dans la région de Chrea il est de (74.56) sous l'effet de traitement a base

d'ortie.

Le rendement en huiles essentielles a été plus important a I’état spontané dans la région de
Tizi-Ouzou (0.57%) mais, par degré moindre (0.44%) pour I’état cultivé des régions de Chréa

et de Tizi-Ouzou sous I’effet de traitement a base d’Ortie en phase de floraison.

L activité anti-oxydante des radicaux libres a été nettement améliorée en culture des plants.
Le pouvoir antioydant le plus important a été enregistré pour I’état spontané des plants
récoltés de la région de Chréa (299.02ug/ml) et pour I’échantillon cultivé de la région de

Bousmail sous I’effet du traitement préparé a base d’Ortie (439ug/ml).

Les teneurs en poly phénols totaux ont connu une amélioration nette en culture. Les plus
importantes valeurs enregistrées pour I’état spontané correspondent a la région de chréa
(590mgEAG/g d’extrait) alors que des valeurs plus importantes ont été relevées pour
I’échantillon cultivé de la méme region mais sous I’effet du traitement préparé a base d’ortie
(681 mgEAG/g d’extrait).

La teneur en flavonoides a été également affectée ou les plantes spontanées récoltées de la
région de Chréa ont montré la plus importante teneur (166mgEQ/g d’extrait a des teneurs
avoisinantes ont été relevées pour les plants cultivés de la région de Chréa sous I’effet du
traitement préparé a base d’Ortie (161mgEQ/g d’extrait), et legerement moins faibles pour
ceux cultivés sous I’effet du traitement préparé a base de la posidonie (151mgEQ/g d’extrait) ,

durant la phase de floraison .
Plusieurs perspectives s’ouvrent a la recherche :

- Il est important de rechercher d’autres chemotypes de la menthe pouliot en Algérie ,

- Installer d’autres essais de culture sous I’effet d’autres biostimulants,

- Produire des semences biologiques et installer des pépiniéres de plants pour une culture
a grande échelle de Menthe pouliot en Algérie.

- Faire I'analyse chimique des metabolites secondaires particulierement les huiles
essentielles pour sélectionner le meilleur chémotype algérien spontané et cultivé et faire
ressortir le meilleur biostimulant selon les deux phases : végétative et floraison.

- Valoriser les biomolécules de cette plante dans I’industrie.
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Annexe 1 : Les étapes de travail du sol

Figure29 : Serre expérimentale avant et apres désherbage.

Figure30 : Laboure manuel du sol.
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Figure 31 : Ratissage du sol.

Figure 32 : Tragage des blocs expérimentaux
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Annexe 2 : Bouturage des tiges

Figure 33 : Bouturage des tiges.

Annexe 3 : Déplacement des tiges dans des sachets

Figure 34 : Déplacement des tiges dans des sachets
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Annexe 4 : déplacement des plants vers le sol sous serre

Figure35: déplacement des plants vers le sol sous serre.

Annexe 5: stockage des traitements (extraits aqueux d’Ortie, d’Algue et de posidonie) et
d’eau.

~ {?

Figure36 : Conservation des extraits Figure37: La réserve d’eau
agueux.
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Annexe 6 : suivi de la culture
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Figure 38 : Le suivi de la culture a porté sur deux stades phrénologiques

Annexe 7 : technique de séchage a I’aide d’énergie solaire

Figure 39 : séchage a I’aide d’énergie solaire
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Annexe 8 : Matériel utilisé :

Pipette pasteur,
Portoir,

Seringue,

Tube a essai
papier filtre
plaque chauffante
Papier aluminium,

Becher.

Barreau magnétique,
Crayon marqueur,
Ecouvillon,
Etiquette,
Erlenmeyer,

Ballon de 1000 ml
Ependourffe
Clevenger
Chauffe ballon
Centrifugeuse
Spectrophotomeétre

Réactif :

Eau distillé
Acétone
Folin-ciocaltau
Carbonat de sodium
Ethanol

Méthanol



