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Introduction

L’intérét pour les produits naturels connait depuis quelques années une importance
grandissante. Cet intérét se manifeste par une demande croissante de produits naturels bio
actifs dénués de tout effet nocif, par le souci de protéger I’environnement. La région
méditerranéenne, d’une maniére générale, avec son climat doux et ensoleillé est
particulierement favorable a la culture de plantes aromatiques et médicinales (Ministére de
I’ Agriculture, 1996).

Les plantes médicinales ont été utilisées depuis l'antiquité, pour soulager et guérir les
maladies humaines. En fait, leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence de
centaines, voire de milliers de composés naturels bioactifs appelés: les métabolites
secondaires. Ces derniers sont par la suite accumulés dans differents organes et parfois dans

des cellules spécialisees de la plante (Boudjouref, 2011).

Spécifiquement, les plantes de la famille lamiaceae sont trés utilisées en thérapeutique, les
extraits de ces plantes sont largement exploités dans la médecine traditionnelle, depuis des
siecles contre une multitude de maux. Ce qui a conduit les chercheurs dans le monde des
plantes médicinales en quéte de molécules naturels d’origine végétale efficace sans aucun

effet indésirable (Boudjouref, 2011).

Dans notre travail, nous nous sommes intéressés aux plantes de la famille Lamiaceae en
raison de résoudre nombreux problémes tels que la résistance des bactéries aux antibiotiques
et la toxicité des antioxydants synthétiques. Dans cette optiqgue nous avons choisi deux
plantes ; Mentha pulegium et Lavandula angustifolia Mill pour réaliser notre étude qui vise

ces objectifs :

- Criblage et propriétés phytochimiques de deux plantes; Mentha pulegium et

Lavandula angustifolia Mill ;

- Extraction des différents métabolites en utilisant différents méthodes et solvants ;
hydrométhanol par macération, hexane par soxhelet et huile essentielle par hydro-

distillation ;

- Evaluation des activités anti-oxydante et antibactérienne des extraits ainsi que leurs

combinaisons.
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Pour ce faire, le présent travail comporte quatre parties principales. La premiére partie est une
revue bibliographique qui se focalise tout d’abord sur les plantes médicinales ; en particulier
les deux plantes de notre étude Mentha pulegium et Lavandula angustifolia Mill avec la
détermination de quelques méthodes d’extraction des substances phytochimiques. La
deuxieme partie se repose sur la description du matériel biologique ainsi que les techniques
utilisées pour la réalisation de nos objectifs. La troisieme partie est consacrée aux différents
résultats obtenus, leurs interprétations et discussion. En fin, une conclusion générale qui
résume I’ensemble des résultats issus de cette étude et ouvre des perspectives de recherche

sur le theme étudié.
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I- Revue bibliographique

I.1- Plantes médicinales

Les plantes medicinales avec ses différentes parties (feuilles, racines, grains, fleurs, fruits,...)
sont utilisées depuis longtemps par I'homme pour leurs propriétés particuliéres bénéfiques pour
prévenir, soigner et soulager diverses maladies (Sanago, 2006). Selon les données de
l'organisation mondiale de la santé (OMS), 14 a 28 % des plantes dans le monde sont

répertoriées comme ayant un usage médicinal (Fransworth et al., 1986 ; Padulosi et al., 2002).

Des enquétes réalisées au début du XXle siecle révelent que 3 a 5 % des patients des pays
occidentaux, 80 % des populations rurales des pays en développement et 85 % des populations
au sud du Sahara utilisent les plantes médicinales comme principal traitement (Najjaa et al.,
2011). A chague mal son reméde naturel (Chahine, 2007), par exemple pour la digestion
intestinale ; la menthe poivrée, le thym, la camomille, le séne, la sauge... sont les plantes les plus
efficaces, 1’infection urinaire (verge d'or, bouleau...) ; I’immunité (tilleul, échinacée pallida...) ;
le ceeur (aubépine...) ; la dépression légére (millepertuis...) ; le sommeil (houblon, valériane) ; les
maladies respiratoires (thym, eucalyptus, fenouil, tilleul...) ; la nervosité (valériane, passiflore,

mélisse).

Ces plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et la synthése des
médicaments, non seulement lorsque leurs constituants sont utilisés directement comme agents
thérapeutiques mais aussi comme matiére premiere pour la synthése des médicaments ou modele

pour les composés pharmaco-logiquement actifs (Amenah, 2006).

1.2- Famille Lamiaceae

La famille Lamiacées connue également sous le nom des Labiées, qui dérive du nom latin
"labium™ qui signifie levre, en raison de la forme particuliere des corolles (Chemat et al., 2012 ;
Bouhaddouda, 2016). Cette famille est 1’une des premiéres familles a étre distinguées par les
botanistes, composée de 258 genres principalement Lavandula, Mentha, Origan, Romarinus,
Thymus, Salvia... et 6900 especes ; se sont des angiospermes dicotylédones a fleurs herbacées ou
arborescentes trés parfumées (Guignard, 2001 ; Spichiger et al., 2004 ; Silvant, 2014). Beaucoup
de Lamiacées sont utilisées comme des légumes, ou en pharmacie et en parfumerie pour leurs
essences : Romarin, Basilic, Thym, Lavande, Menthe (Guignard et Dupont, 2004). Les figures

ci-dessous représentent quelques plantes de la famille Lamiaceae (Figure 1).
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Figure 1. Morphologie de quelques plantes de la famille Lamiaceae
(Anonyme 1, 2022).

1.2.1- Mentha pulegium

Mentha est un genre de la famille des labiées incluant 20 espéces répandues dans le monde
entier. Ces plantes portent le nom d’une nymphe grecque métamorphosée en végétal.

La Mentha pulegium est une herbacée vivace tres odorante a inflorescence formée de nombreux

verticilles trés denses, feuillés, distants.

1.2.1.1- Description botanique

Le nom de « pouliot » vient du latin pulegium, qui dérive de pulex : la puce. La plante ayant
la propriété d'éloigner les puces (Gamisans et Jeanmonod, 1993). Cette plante est une herbacée
vivace se développant dans les lieux humides et inondés a odeur aromatique forte et qui peut

atteindre 15 a 40 cm d' hauteur (Figure 2).

Figure 2. Morphologie de Mentha pulegium (Anonyme 2).
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Selon Dellille (2007) et Bencheikh (2012), Mentha pulegium posséde des tiges a portion carrée
qui sont dressées ou plus petites, vertes ou grises, avec des branches. Elle contient aussi des
feuilles opposées et petites qui sont presque toutes ovales ou oblongues (Iégérement dentelées)
avec un court pétiole. Les fleurs de cette espéce émergent en été ; de mai a fin septembre, elles
sont rose lilas, parfois blanches et se rassemblent sous forme de feuilles de glomérules largement

attachées a la tige.

1.2.1.2- Taxonomie
La classification botanique de M. pulegium est représentée dans le tableau 1 (Santa et Quezel,
1968 ; Guignard et Dupont, 2004).

Tableau 01. La classification botanique de M. pulegium (Santa et Quezel, 1968 ; Guignardet Dupont,

2004).
Régne Veégétale
Embranchement Phanérogames ou Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous-classe Gamopétales
Ordre Lamiales
Famille Lamiacées
Genre Mentha
Espece Mentha pulegium
Sous espece Mentha pulegium ssp. Pulegium

1.2.1.3- Noms et synonymes
Les noms et les synonymes de M. pulegium selon (Dellille, 2007 ; Sutour, 2010) sont illustrés

dans le tableau ci-dessous.

Tableau 02. Noms et synonymes de M. pulegium (Dellille, 2007 ; Sutour, 2010).

Nom botanique Nom commun Nom vernaculaire
Mentha pulegium. En francais : Herbe aux En arabe : Feliou
puces, Herbe de saint En targui ou berbeére :
Laurent, Bléchon, Pouliot. Afligou, Félgou, Moursal,
En anglais: Penny royal. Temarsa.
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1.2.1.4- Phytochimie de M. pulegium

Les polyphénols, les terpénes et I'huile essentielle sont considérés comme les principaux
composes chimiques responsables de l'activité pharmacologique des especes appartenant au
genre Mentha. Cependant, la plupart des études ont porté sur les huiles essentielles, alors qu'il y
a beaucoup moins de rapports concernant les activités biologiques des extraits polyphénoliques

de ces espéces (Stagos et al., 2012).

A- Huiles essentielles

La menthe pouliot contient des huiles essentielles qui se présentent comme étant un liquide
rouge jaunatre, d’odeur trés forte, soluble dans I’alcool et composé de 75 a 80% de pulégone
(liquide incolore d’odeur aromatique a propriétés antiseptiques), de menthol, de limonene

Iévogyre et de dipenténe (Beloued, 2009).

Le rendement moyen en huiles essentielles a été exprimé en millilitre par rapport a 100 g de

matiére végétale seéche. Ce taux est de 3,30 % pour la menthe pouliot (Hmiri et al., 2011).

Tableau 03. Composition chimique d’huiles essentielles de différentes origines (Sutour, 2010).

Constituants Maroc Inde Hymalaya Egypte Uruguay Autriche Grece
Menthone 0,3 8,3-8,7 - 3,6 8,0 -
Isomenthone - 3,8-4,0 - 12,9 - -
cis-isopulégone - - - 14 - -
Menthol 0,7 - - 0,1 - -
Néomenthol - - - - - -
Pulégone 80,3 65,9-83,1 435 73,4 - -
Pipéritone 0,9 1,3-3,2 12,2 0,1 70,0 -
Pipériténone - - - 0,9 - 83,7-97,2

La menthe pouliot contient également des sucres, des tanins, des matieres résineuses, des
matiéres pectiques et cellulosiques, de 1’oxydase, de la peroxydase et de la catalase (Fournier,
1999).

1.2.1.5- Utilisation traditionnelle

La menthe pouliot a surtout des vertus thérapeutiques, insecticides, que culinaire a cause de son
golt plus amer. Utilisée dans ses différents états, nous procure une multitude de modes d’emploi
et recettes. Il semble que dans le temps des anciens, elle était méconnue, utilisee uniquement
pour former des couronnes qu’ils portaient lors des cérémonies religieuses. Par contre, les
chinois connaissaient ses propriétés calmantes et antispasmodiques, Hippocrate la considérait

comme excitante alors que Pline a constater son effet antalgique (Kebissi, 2004).
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Les HEs de Mentha pulegium sont aussi trés utilisées dans 1’industrie des cosmétiques, de la
parfumerie et I’industrie alimentaire (les arébmes) pour aromatiser les sauces, les desserts et les
boissons. Ses HE sont aussi adoptées dans 1’aromathérapie (une technique thérapeutique par le
massage) pour stimuler les personnes fatiguées, elle soulage les douleurs névralgiques (Sutour,
2010).

1.2.1.6- Effets thérapeutiques

La plante enti¢re s’utilise en inhalation, en infusion ou en décoction dans du lait ou du thé,
elleest conseillée en cas de refroidissements, de rhume, de grippe, de bronchite, de toux et de
douleurs abdominales (Gardes et al., 2003).

Les parties aériennes fleuries de Mentha pulegium ont été utilisées depuis longtemps comme
antiseptique, pour le traitement de grippe, de sinusite, de cholera, d’intoxications alimentaires etce
tuberculose (Mahboubi et Haghi, 2008).

La menthe pouliot combat I’ingestion (troubles digestif) et 1’ insuffisance biliaire. Elle rétablit
les troubles gastriques comme les crampes et les gaz intestinaux, et considérée comme excellent
carminative contre les ballonnements, elle est également cholagogue en plus efficace contre les

brulures d’estomac (stomachique) (Baba, 2000).

1.2.2- Lavandula angustifolia Mill
La lavande officinale, ou lavande a feuilles étroites est une espece des sous-arbrisseaux de la
famille Lamiaceae. C'est une plante qui est appréciée pour son odeur et pour la qualité olfactive

de son huile essentielle.

1.2.2.1- Description botanique

Lavandula officinalis ou lavandula angustifoli a été découverte par Linné, 1’étymologie de
lavande vient du latin «lavare» qui signifie laver, et I'adjectif « Angustifolia » vient du latin «
angustus » qui signifie « étroite » et de « folia » ou « folium » qui désigne la feuille (Chenikher
et al., 2020). C’est un arbrisseau buissonnant pouvant atteindre 1 m de hauteur, originaire des
basses montagnes du bassin méditerranéen, elle pousse en altitude au-dessus de 1000 m sur des

coteaux arides, calcaires et ensoleillés (figure 4) (Aimene et Bellil, 2019).
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Selon Laib et Barkat (2011), Lavandula angustifolia Mill posséde des tiges ligneuses, des
feuilles étroites, linéaires et de couleur gris vert et ont une longueur variant entre 3 et 5 cm. Les
fleurs de cette espéce sont bleu violet, apparaissant en épis associés a deux petites bractées

ovales et pointues.

1.2.2.2- Taxonomie
La classification botanique de Lavandula angustifolia Mill est la suivante :

Tableau 04. Classification botanique de Lavandula angustifolia Mill (Quezel et Santa,1963).

Régne Plantae

Embranchement Spermaphytes

Sous-embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones

Sous-classe Asteridae

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Lavandula

Espéce Lavandula officinalis / Lavandula
Angustifolia

1.2.2.3- Noms et synonymes
Les noms et les synonymes de Lavandula angustifolia Mill selon Domergue (2009) sont illustrés

dans le tableau ci-dessous :
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Tableau 05. Noms et synonymes de L. angustifolia Mill (Domergue, 2009).

Nom botanique Nom commun Nom vernaculaire
Lavandula officinalis / En francais : Lavendula vera, En arabe: khozama
Lavandula angustifolia lavande des Alpes, lavande

fine.

En anglais : Lavande

Anglaise

1.2.2.4- Phytochimie

La vraie lavande renferme 0,5 a 3% d’huile essentielle, dans laquelle on trouve : 1’acétate de
linalyle (40 a 50%), linalol (30 & 40%), en partie libre et en partie combiné avec l'acide acétique,
butyrique et valérianique. Géraniol, pinene, acides-phénols, bornéol, cinéol, ethylamylcétone
(elle donne I’odeur de la lavande). On trouve également dans les sommités fleuries les

substances telles que : coumarines, flavonoides, tanins (Jean et Zahalaka, 2009).

A- Huiles essentielles

En général, I’huile essentielle de lavande s’agit d’un liquide limpide, incolore a jaune pale et
d’odeur caractéristique (Chenikher et al., 2014).

Lavandula officinalis est constituée principalement de linalyl acétate (32,98 %), linalool (28,92
%), B-caryophylléne (4,62 %), acétate de lavandulyle (4,52%), Z-B-ociméne (4.44%), terpinéne-
4-ol (4,32 %), E-p-ociméne (3,09 %) et B-farnéséne (2,73 %) totalisant environ 85,62% (Jean,
2009 ; Florine, 2013 ; Audrey, 2016 ; Boughendjioua, 2017).

Il 'y a d’autres composants en faibles quantités tels que : limonéne, 1,8 cinéole, camphre

octanone et - caryophylléne.

1.2.2.5- Utilisation traditionnelle

Elle est utilisee en aromathérapie et surtout en parfumerie. L'huile essentielle de lavandulla
angustifolia Mill est la premiére huile essentielle qui devrait se trouver dans la trousse de soins
familiaux ; apaisante, antiseptique, antalgique, cicatrisante, généralement trés bien tolérée
(Bouamer et al., 2004).

L'huile essentielle de lavande est le remede des bobos, des petites plaies et brilures, des piqares
d'insecte, des crampes, des maux de téte et des petits stress (Bouanane et Boussehel, 2005).

On l'applique pure sur la peau (aprés un petit test cutané préalable sur le poignet), ce qui est trés
rare pour les huiles essentielles, une a deux gouttes. On peut aussi mettre une goutte d'huile

essentielle de lavande sur l'oreiller, un coussin pour éloigner les insectes qui détestent son odeur
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(Chenikher et al., 2020).

1.2.2.6- Effets thérapeutiques

Cette plante a des usages variables dans la médecine traditionnelle pour traiter ou soulager
plusieurs maladies (Aichaoui, 2019).

Fleur et sommité fleurie traditionnellement utilisées, par voie orale, dans le traitement
symptomatique des états neurotoniques des adultes et des enfants (troubles mineurs du
sommeil). Elle combat I’insomnie, I’irritabilité, les maux de téte et la dépression ; en usage local,
pour le traitement des petites plaies aprés lavage et élimination des souillures, en cas d’érythéme
solaire ou de brdlures superficielles peu étendues, en cas de nez bouché (rhume) et en bain de

bouche pour I’hygiéne buccale (Hadji et al., 2021).

1.3- Extraction des substances phytochimiques
La technique d’extraction est utilisée pour extraire sélectivement un ou plusieurs composés d’un
mélange initial et qui consiste a séparer certains composes, on se basant sur leurs propriétés

chimiques ou physiques (Benabdallah, 2016).

1.3.1- Historique

Depuis longtemps, les hommes avaient cherché le moyen de séparer les éléments huileux des
produits aromatiques et les composés actifs des plantes. Ils réussirent en soumettant la matiére a
I’action de la chaleur. Les substances aromatiques étaient transformées en vapeur ; il suffisait de
les recueillir et de les refroidir pour les obtenir sous forme liquide. Ce procédé qui se faisait a feu
nu, prit le nom de distillation. 1l était certainement connu par les Chinois et les Indiens depuis 20
siécles. Les Egyptiens et les Arabes ont prévalu des caractéristiques médicinales et aromatiques
des plantes : la conservation des momies, I’aromatisation des bains, la désinfection, les parfums
et la fabrication des boissons (Mdller, 2008). A ’apogée de leurs conquétes en Afrique du Nord
et en Espagne, les arabes le firent connaitre aux Espagnols, lesquels a leur tour le propagerent en
Europe, a travers les possessions du Royaume d’Aragon, échelonnées tout le long des Cotes du
Nord de la Méditerranée (Berthier, 1980).

Aujourd'hui, tout procédé de fabrication de principes actifs dans les diverses industries ou de
valorisation de la biomasse implique directement ou indirectement I'extraction de végetaux.
Depuis quelques années, le domaine de I'extraction passe a "lI'éco-extraction” pour développer et
fournir aux industriels une chimie plus "durable"” qui utilise moins de solvant, moins d'énergie et
moins de déchets, tout en garantissant la qualité du produit fini. Paralléelement, il faut s'assurer

que l'industrie demeure compétitive tout en respectant les normes environnementales strictes. La

10
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recherche dans ce domaine ne cesse de se développer, dans le but de découvrir de nouveaux
procédés ou des procédures plus efficaces et apporter ainsi une contribution significative en

termes de développement durable (Sylvie et al., 2013).

1.3.2- Méthodes d’extraction
L’extraction consiste a transférer un composé d’une phase a une autre. D’une phase liquide a

une autre phase liquide, d’une phase solide a une phase liquide (Benabdallah, 2016).

1.3.2.1- Extraction liquide-liquide

L'extraction liquide-liquide est la plus simple des méthodes de séparation. Elle
consiste a faire passer des métabolites (solutés) dissous dans une phase liquide, a une autre
phase liquide non miscible avec la premiére. Les métabolites secondaires des végétaux peuvent
¢galement étre obtenus par 1’extraction liquide-liquide avec des solvants organiques (ethanol,
pentane, hexane, acétate d’éthyle, dichlorométhane, oxyde de diéthyle, etc...) (Bouzid et al.,
2011).

A - Extraction liquide-liquide discontinue

Elle est réalisée grace a des ampoules a décanter (Figure 4). Il existe plusieurs modeles
d’ampoules a décanter, celles ayant la tubulure au-dessus du robinet sont les plus utilisees, car
elles permettent de mieux visualiser I’interface et donc de mieux séparer les deux phases
(Benabdallah, 2016).

] o
*N»_’ ’ (‘ﬁl)

v/ “

Figure 4. Extraction liquide-liquide discontinue par décantation (Benabdallah, 2016).

B- Extraction liquide-liquide continue
On peut alors utiliser une méthode d’extraction en continu. Le solvant est recyclé et passe

continuellement a travers la solution a extraire (Benabdallah, 2016).

11
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1.3.2.2- Extraction solide-liquide

L’extraction solide-liquide est une opération de transfert de matiere entre une phase qui contient
la matiére a extraire «solide», et un solvant d’extraction «liquide». Le but de cette opération est
d’extraire et de séparer un ou plusieurs composants mélangés a un solide dans un solvant
(Bonnaillie et al., 2012).

A- Macération

L’extraction par macération (Figure 5) est utilisée depuis longtemps pour extraire les tanins
condensés etles polyphénols a partir des écorces d’arbres, ou a partir des fruits. Les solvants
utilisés sont I’eau, I’acétone 70% ou le méthanol 80%.

Elle présente I’intérét d’étre facile a mettre en ceuvre, et non coliteuse, mais d’autre part, elle

nécessite beaucoup de temps (24h-72h) et elle est trés peu sélective (Makino et al., 2009).

Leur avantage est limité la libération (et la perte) d’especes chimiques volatiles dans I’air et
elle permet aussi d’éviter I’altération d’espéces chimiques organiques fragiles qui peuvent a
température plus élevée réagir et se dégrader. Pour les inconvénients, elle est souvent longue

et en raison du temps qu’elle prend, il y a risque de prolifération bactérienne.

papier-filtre

entonnoir s
i —
salade «—— Support
verte
—erlenmevyer
\ 1 bécher 3
<z P =

broyage macération filtration
dans un mortier dans l'alcool et recueil du filtrat

Figure 5. Schéma de la macération (Sekpa, 2016).

B- Infusion
L’extraction par infusion consiste a utiliser I’eau chaude pour extraire les polyphénols dansles
plantes pour leurs propriétés anti-oxydantes ou anti-inflammatoires (Diouf et al., 2009). Cette
méthode est simple, n’utilise pas de solvant, limite le développement bactérien mais ellepermet
d’extraire une quantité importante de sucres et nécessite un temps d’extraction long (3h) (Makino
etal., 2009).

C- Enfleurage et extraction

L’enfleurage est une ancienne méthode utilisée pour l’extraction des plantes aromatiques

12
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destinées surtout a la parfumerie. Le principe consiste a placer les fleurs odorantes dans la
graisse, afin de laisser les aromes y pénétrer. Une fois saturée, celle-ci est ensuite lavée a 1’alcool
pour extraire les composés odorants. L’alcool obtenu est ensuite évaporé pour donner 1’absolue.

Cette méthode est peu utilisée de nos jours a cause de I’utilisation de la graisse animale et du

colt de production élevé. Elle a été remplacée par I’extraction aux solvants (Mnayer, 2014).

D- Hydro-diffusion

Elle 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. Cette technique (Figure 6) permet
I'amélioration qualitative et quantitative de I'huile récoltée, I'économie du temps, de vapeur et
d’énergie (Boukhris, 2009).

Figure 6. Systéme d’hydro diffusion (Zakiah, 2013).

E- Distillation — Evaporation

La différence entre distillation et évaporation, est I’intérét porté aux produits séparés. Dans la
distillation, ¢’est la phase vapeur qui a de la valeur car elle contient le ou les constituants a
séparer, alors que dans 1’évaporation, c’est le résidu solide ou liquide obtenu par vaporisation du

solvant, qui est le produit intéressant (Peyron, 1992).

Il existe deux méthodes de base de distillation pour 1’obtention des huiles essentielles
qui reposent sur le méme principe : entrainement des constituants volatils du matériel
végetal par la vapeur d’eau. La différence entre eux réside dans le degré de contact entre

I’eau liquide et le matériel végétal (Anes et al., 1968 ; Benjilali, 2004).

13
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F- Hydro-distillation

Distillation a I’eau ou « hydro-distillation » ; selon Bruneton (1999), I’hydro-distillation consiste
a immerger directement le matériel végétal a traiter (intact ou éventuellement broyé) dans un
alambic rempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs hétérogénes sont condensées
sur une surface froide et I’huile essentielle se sépare par différence de densité. Les
inconvénients de cette méthode sont la calcination du matériel végétal, ce qui entraine une

modification de la composition et des caractéristiques chimiques de I’huile essentielle.

La non maitrise de la température du récipient contenant le mélange (eau + organes végétaux) et
la modification de I’odeur, de la couleur et de la composition de I’huile essentielle au cours de la

distillation (Chalchat et al., 1997).

Cette méthode est généralement utilisée en cas des huiles essentielles dont les constituants
chimiques sont thermorésistants. Elle est aussi utilisée dans I’extraction des huiles a partir des
feuilles et des fleurs fraiches ou séchées. Parmi les huiles extraites par cette méthode, on cite

I’huile de menthe, de myrte et de I’herbe a citron.

Parmi ses avantage est la simplicité du dispositif ; rendement plus grand
Cependant, ses inconvénients sont : le temps d'extraction plus long ; plus grand quantité d'eau ;

Hydro-lyse descomposés non saturé ; pertes de quelques composés volatils (Bettahar, 2015).

2 E— Réfrigérant

I==| «—— Huile essentielle

Phase aqueuse

Végétal + eau

Calotte chauffante

Figure 7. Schéma du montage d’hydrodistillation (Assami, 2014).
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G- Distillation a la vapeur saturée : « vapo-hydro-distillation »

C’est le procédé le mieux adapté a ’extraction des essences, surtout si elles sont destinées a des
fins thérapeutiques (Bego, 2001). Le matériel végétal, dans ce cas, n’est pas en contact avec
I’eau, se trouve supporté par une grille ou une plaque perforée placée a une distance adéquate du
fond de I’alambic, rempli d’eau. Sous I’action de la chaleur, 1’eau se transforme en vapeur et
passe a travers les plantes entrainant les molécules aromatiques vers un systeme de
refroidissement. La vapeur d’ecau chargée ainsi d’essence retourne a 1’état liquide par
condensation. Le produit de la distillation se sépare donc en deux phases distinctes : 1’huile et
I’eau condensée que 1’on appelle eau florale ou hydrolat (Anes et al., 1968 ; Belaiche, 1979 ;
Benjilali, 2004).

Cette méthode est utilisée dans la distillation a partir de plantes fraiches telles que
la menthe et le myrte et les plantes qui portent leurs huiles essentielles dans les feuilles qui
sont cueillies puis partiellement coupées ensuite portées au dispositif de distillation.

Les avantages de cette technique sont le rendement acceptable et 1’absence de réactions
d’hydrolyse, tandis que son inconvénient est le risque de décomposition des constituants de I’HE

(Fauconnier, 2019).

H- Extraction par Soxhelet

Un extracteur soxhelet est une piece de verrerie utilisée pour extraire les molécules aromatiques
de la plante. Quand le ballon est chauffe, les vapeurs des solvants passent par le tube adducteur,
se condensent dans le réfrigérant et retombent dans le corps de 1’adducteur, faisant ainsi macérer
les résidus dans le solvant.

Le solvant condensé s’accumule dans I’extracteur jusqu’a atteindre le sommet du tube siphon, qui
provoque alors le retour du liquide dans le ballon, accompagné des substances extraites, leballon

s’enrichit progressivement en composés solubles.

La taille du corps en verre étant limitée, il peut étre nécessaire de réaliser plusieurs extractions

successives pour récupérer une quantité suffisante d’extrait (Herodez et al., 2003).

Son utilisation permet d’utiliser des petites quantités de solvants ce qui est avantageux.
Par ailleurs, le solvant qui se condense est toujours pur. En utilisant comme solvant I'éther
d'éthyle, la solubilisation de la substance est donc favorisée grace a des meilleurs
coefficients de partage. Il présente cependant quelques inconvénients : les extractions sont assez
longues (d’ou I’existence de matériel multipostes) et il n’y pas de possibilité de travailler a froid,

ce qui peut étre génant avec des substances sensibles a la chaleur (Bettahar, 2015).
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Figure 8. Schéma du montage de soxhelet (Assami, 2014).

1.3.2.3- Autres méthodes d’extraction

e COz2 supercritique

L’originalité de cette technique repose sur le solvant utilisé, il s’agit du CO; en phase
supercritique, a 1’état supercritique. Le CO n’est ni liquide ni gazeux et cela lui confere un
excellent pouvoir d’extraction modulable a volonté en jouant sur la température et la pression de
mise en ceuvre. Les avantages de ce procédé c’est qu’a la fin de I’extraction 1’abaissement de la
pression provoque le passage du gaz carbonique a 1’état gazeux et le CO2 s’élimine tout seul de
I’extrait (Hurtel, 2006).

Pour leurs avantages, il n’y pas de résidus de solvant, trés doux pour molécules fragiles, haute
capacités d’extraction, trés sélectif. Par ailleurs, cette technique présente des inconvénients : trés

codteux, et leur installation est complexe (Fauconnier, 2019).

EXTRACTION CO2 DES SOLIDES

Figure 9. Schéma du montage d’extraction au CO, (Beneteaud, 2011).
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e Micro-onde

C’est un procédé utilisant les micro-ondes et les solvants transparents aux micro-ondes pour
extraire de facon rapide et sélective des produits chimiques de diverses substances (Paré, 1997).
Le matériel végétal est immergé dans un solvant transparent aux micro-ondes de maniére a ce

que seul le végétal soit chauffé.

Les micro-ondes vont chauffer I’eau présente dans le systéme glandulaire et vasculaire de la
plante, libérant ainsi les produits volatils qui passent dans le solvant (non chauffé). On filtre eton
récupére ensuite I’extrait. L extraction par micro-ondes a le grand avantage de réduire le temps

d’extraction a quelques secondes (France, 1996).

Ce procedé, tres rapide et peu consommateur d’énergie, livre un produit qui, est le plus souvent,
de qualité supérieure a celledu produit d’hydro-distillation traditionnelle (Bruneton, 1999). Par
ailleurs, I’analyse des huiles essentielles obtenues par cette méthode a montré selon Scheffer
(1996) que la composition qualitative des huiles essentielles était la méme que celle des huiles
obtenues par distillation mais le pourcentage des constituants variait de maniére significative
pour leur avantages est moins d'énergie ; plus effectives que les composés oxygénés ; le temps

d'extraction est tres court (Fauconnier, 2019).

< Cond r
= 4—————— Huile essentielle]
|¢——————— Essencier
A
< < Phase aqueuse
4
Réacteur - -_ |¢———————— Four a micro-

Matiére - -
végétale ‘_")

Figure 10. Schéma de I’Extraction Assistée par Micro-Ondes (Farhat, 2010).
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e Ultrasons

Les ultrasons sont des ondes mécaniques capables de se déplacer dans un milieu élastique a une
fréquence supérieure a la limite maximale d’audibilité de I’oreille humaine (16 kHz). Les
ultrasons de puissance fonctionnant & une intensité entre 20 et 100 kHz sont utilisés pour

I’extraction des ardmes et bien d’autres molécules des plantes.

Le bac ou la sonde a ultrasons sont les deux types d’équipements couramment utilisés dans les
laboratoires. Lorsque les ultrasons se propagent a travers un liquide, les oscillations des
molécules provoquent la formation des zones de compression et de dépression.

Quand les cycles de raréfaction augmentent, les forces maintenant la cohésion du liquide sont
vaincues et des bulles de cavitation apparaissent. Ce phénoméne est appelé cavitation. Les bulles
vont imploser a c6té de la surface solide (le matériel végétal) et provoquent la rupture des
membranes des cellules qui libérent leurs contenus a I’extérieur (Dolatowski et al., 2007).
Puisque les glandes des huiles essentielles sont généralement présentes a la surface des plantes
aromatiques, lI'implosion des bulles de cavitation détruit les glandes qui libérent I'HE dans le

milieu environnant (Chemat et al., 2010).

La technologie aux ultrasons prend beaucoup d’ampleur dans le domaine agroalimentaire
(Chemat et al., 2011). Elle permet de pallier a certains problémes rencontrés par la distillation
conventionnelle telle que la dégradation thermique due aux températures élevées, la grande

consommation d’eau, les longues durées d’extraction et les rendements faibles (Porto, 2009).

Transducer

Extraction
mixture

Ultrasonic
generator

Figure 11. Schéma d’extraction aux ultrasons (Porto, 2009).
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1.3.3- Choix de la méthode d’extraction

La méthode choisie ne doit pas conduire & la discrimination entre les composés polaires et
apolaires, ni induire des réactions biochimiques, de dégradations thermiques, d’oxydation, de
réduction, d’hydrolyse, de changement de pH ou entrainer une perte de composés volatils. Pour

cela, différents parametres et propriétés sont a prendre en compte (Bousbia, 2011).

1.3.4- Paramétres influencant 1’extraction

1.3.4.1- Matiére végétale

Interférer avec le choix des plantes, seules les plantes saines de I'espéce recherchée doivent étre
récoltées. Aussi, la région d’origine ou le sol dans lequel pousse la plante et le climat qui regne
dans une région donnée, déterminent et différencient en grande partie la qualité de I'essence que
produit cette région par rapport a I’essence de la méme plante provenant d’une autre région.
Ainsi, la qualité d’une plante varie en fonction de la période de la journée ou elle est récoltée.
Enfin, les parties de la plante distillée jouent un réle important ; les diverses parties d'une méme
plante (fleur, feuille, tige, écorce, racine, etc.) peuvent produire des essences et des extraits
différentes (Sallé, 2004 ; Mdller, 2008).

1.3.4.2- Nature et etat du solide et du solutée

La nature et 1’état physique du soluté ont une importance primordiale et déterminent le
mécanisme de transfert de matiére. Le soluté contenu dans ces corps est soit un solide, soit un
liquide, stable ou non & la chaleur ou a I’atmosphére. Il est réparti uniformément en des teneurs

variables dans le solide (Bousbia, 2011).

1.3.4.3- Nature, concentration et volume du solvant

Le choix du ou des solvants est trés important. I doit étre d’une grande pureté et avoir un faible
point d’ébullition pour pouvoir étre éliminé facilement en limitant la perte de composés volatils.
Il ne doit pas interférer avec la méthode d’analyse utilisée et il doit pouvoir extraire les composés
polaires et apolaires ou bien étre sélectif. Le choix est fonction de la matrice et des composés a
étudier. Il faut tenir compte de la polarité des composés, de leurs températures d’ébullition et de

la miscibilité avec les autres solvants (Cicile, 2002).

1.3.4.4- Méthode, durée, température et pression

La réduction de la pression de marche provoque un abaissement des températures d’¢bullition et
de condensation. Inversement, toute augmentation de pression entraine une élévation de
température (Cicile, 2002). L’¢lévation de la température permet I’accroissement de la solubilité

et de la diffusivité du soluté accompagnée d’une diminution de la viscosité. Elle doit étre limitée
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pour éviter les risques d’extraction des composés nuisibles et la dégradation thermique du soluté
(Leybros et Fremeaux, 1990).

La durée de I’extraction (longue ou prolongée) permet de recueillir I'ensemble des fractions
«de téte» et «de queue» dans le cas de la distillation. Elle dépend du procédé d’extraction utilisé

et de I’objectif de I’extraction.
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I1- Mateériel et methodes
Le présent travail a été realise au niveau des laboratoires de la Faculté des Sciences de la Nature et
de la Vie (FSNV), Université Freres Mentouri, Constantine 1, en particulier les deux laboratoires de

Biochimie RDC et Zoologie.

11.1- Matériel végétal

Le matériel végétal étudié est constitué de la partie aérienne de deux plantes médicinales ; Mentha
pulegium et Lavandula angustifolia Mill (Figure 12).

La partie aérienne de chaque plante a été récoltée dans la région de Constantine située a 1’Est
Algérien en Juin 2021, sous des conditions naturelles. Les plantes ont été ramenées de la part de
I’enseignante CHERFIA Radia (Département de Biologie Appliquée, Faculté des SNV, Université
Fréres Mentouri, Constantine 1) et ont été identifiées par le Dr. NOUIOUA Wafa (Laboratoire de
phytothérapie appliquée aux maladies chroniques, Faculté des Sciences de la Vie et des Sciences

Naturelles, Université de Sétif 1).

Figure 12. Plantes étudiées ; Mentha pulegium (A) et Lavandula angustifolia Mill (B).

11.2- Préparation des plantes
Le matériel vegétal a été séché, conservé a I’ombre a température ambiante pendant 5-7 jours et il
est stocké tel qu’il est a I’abri de la lumiére et de la chaleur. Puis, les deux plantes ont été découpées

et broyées a I’aide d’un broyeur électrique pour obtenir une poudre fine.

11.3- Préparation des extraits
Le but d’extraction est de ressortir le maximum de molécules bioactives contenues dans les deux

plantes en utilisant différentes méthodes et solvants. Dans le présent travail, trois méthodes et trois
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solvants différents ont été utilisés pour préparer les extraits végétaux. La macération a froid par une

solution hydro alcoolique (méthanol/eau), le soxhelet en utilisant I’hexane et 1’hydro-distillation.

11.3.1- Macération a froid

La préparation de I’extrait hydroMeOH a été effectuée par la macération a froid. Ou 40 g de la
poudre de chaque plante ont été ajoutés a 400 mL d’un mélange hydro alcoolique (méthanol : eau
distillee) (80 :20/ V:V). Apreés une agitation vigoureuse a I’aide d’un agitateur pendant deux heures
de temps, les macéras ont été laissés pendant 24 h puis filtrés a travers un papier Wattman N°1.
Cette opération a été répétée 2-3 fois pour ressortir le maximum des molécules bioactives de chaque
plante (Bett et al., 2000 ; Author, 2021).

11.3.1.1- Criblage phytochimique
Afin de mettre en évidence les différentes classes chimiques de meétabolites primaires et, en
particulier, secondaires présentes dans les extraits hydroMeOH des especes vegeétales étudiees,

certains tests de caractérisation ont été établis.

Le criblage phytochimique qualitatif réalisé est basé sur des réactions de précipitation et/ou de
coloration a I’aide de réactifs spécifiques. En effet, il permet la mise en évidence la présence de

quelgues substances chimiques présentes dans nos extraits.

A- Métabolites primaires

Test de Fehling (sucres réducteurs)

Dans des tubes a essai, 1mL du réactif de Fehling préalablement préparé (5 mL de la solution A + 5
ml de la solution B), est ajouté a 1 mL de chaque extrait. Les tubes préparés sont incubés dans un
bain marie pendant 3 min a 100 C°. La formation d'un précipité rouge brique indique la présence de

sucres réducteurs (El Yahyaoui et al., 2017).

Test de Biuret (protéines)
Les protéines ont été détectées selon le protocole suivant ; 5-6 gouttes de NaOH (5%) ont été
additionnées a 2 mL d’extrait. Apres agitation, 5-7 gouttes de CuSos (2%) ont été rajoutées.

L’apparition de couleur rose ou violette indique la présence des protéines (Cherfia et al., 2017).
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B- Métabolites secondaires

Test au chlorure ferrique (composés phénoliques)

La détection des composés phénoliques a été effectuée suivant le protocole de N’guessan et al.
(2009). Ou quelques gouttes de FeClz (2%) ont été mélangées avec 2 mL de chaque extrait.
L'apparition de la couleur verte bleue foncée indique la présence des polyphénols.

Tannins
1 mL d'extrait a €té placé dans un tube et a ’aide d’une micropipette quelques gouttes de FeClz ont
été ajoutées. Puis, le mélange est agité vigoureusement. La couleur vire au bleu noir en présence de

tannins galliques et au brun verdatre en présence de tannins catéchiques (Qnais et al, 2007).

Coumarines
2 mL d'extrait ont été verses dans un tube avec 3 mL de NaOH (10%). La formation de couleur

jaune indique la présence des coumarines (Békro et al., 2007).

Anthocyanines

1 mL dextrait a éte ajouté dans un tube avec 3 mL de H2SO4 (10%) et 1 mL de NH.OH (10%). La
présence d'anthocyanines est confirmeée par une coloration bleue violacée en milieu basique
(Aprodu et al., 2019).

Flavonoides

1 mL d’extrait de chaque solution a été melangé avec 1 mL d'hydroxyde de sodium (NaOH) a
I’aide d’un vortex. L’apparition d'une couleur jaune indique la présence des flavonoides (Cherfia et
al., 2017).

Anthraquinones
2 mL d'extrait ont été placés dans un tube avec 1 mL de NH2OH. L’apparition d'un anneau rouge

indique la présence d'anthraquinones (Harbone, 1998).

Glysides de flavonoides

1 mL d'hydroxyde de potassium (KOH) a été mélangé avec 2 mL de I'extrait dilué dans le méthanol.
L’apparition d'une coloration jaune indique la présence des flavonoides glycosides (Cherfia et al.,
2017).
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Terpenoides
1 mL d’extrait a été dissous dans le chloroforme avec quelques gouttes d’acide sulfurique.

L’apparition d'une coloration jaune dor¢ indique la présence des terpenoides (Edeoga et al., 2005).

Test de mousse (saponosides)

10 mL d'extrait aqueux ont €té placés dans un tube a essai et agités pendant 15 secondes puis
déposé durant 15 min. Une hauteur de mousse persistante ; supérieur a 1 cm indique la présence des
saponosides (Bentabetlasgaa, 2015).

Huile essentielle

La détection des huiles essentielles dans les deux plantes a été réalisée par 1’hydro-distillation. Ou
7,5 g de chaque plante ; M. pulegium et L. angustifolia Mill, ont été mis dans un ballon en verre de
250 mL contenant 100 mL d’eau distillée liée avec un réfrigérant. L’apparition d’une couche
huileuse ou des gouttes d’huile a la surface de 1’hydrolat indique la présence d’huile essentielle.
Apreés la detection des huiles essentielles dans les deux espéces vegétales, 1’extraction des HEs en

utilisant le clevenger a ensuite été effectuée.

11.3.2- Hydro-distillation

L’hydro-distillation est une technique economique d’extraction dans laquelle le solvant est I’cau. Le
principe consiste a porter I’ensemble (matiére végétale + eau) a ébullition pendant 2-3 heures. Les
cellules végétales éclatent et liberent les molécules odorantes (huiles essentielles), lesquelles sont
alors entrainées par la vapeur d’eau créée. Elles passent a travers un réfrigérant a eau ou elles sont
condenseées, puis sont recupérees dans un récipient.

L’extraction des huiles essentielles a été réalisée par le clevenger. Ou 100 g de chaque plante ; M.
pulegium et L. angustifolia Mill, ont été mis dans un ballon en verre de 2 L contient 1 L d’ecau

distillée.
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Figure 13. Extraction des huiles essentielles ; hydro-distillateur (A) et clevenger (B).

11.3.3- Extraction par soxhelet

Un extracteur soxhelet est une piece de verrerie utilisée pour extraire les molécules des plantes.
Quand le ballon est chauffé, les vapeurs de solvants passent par le tube adducteur, se condensent
dans le réfrigérant et retombent dans le corps de I’adducteur, faisant ainsi macérer les résidus dans
le solvant. Le solvant condensé s’accumule dans I’extracteur jusqu’a atteindre le sommet du tube
siphon, qui provoque alors le retour du liquide dans le ballon, accompagné des substances extraites.
Le ballon s’enrichit progressivement en composes solubles. La taille du corps en verre étant limitée,
il peut étre nécessaire de réaliser plusieurs extractions successives pour récupérer une quantité
suffisante d’extrait (Luque de Castro et Priego-Capote, 2009).

Dans notre expérience, I’extraction des métabolites a été effectuée par soxhelet ; ou 15 g de M.

pulegium et 10 g de L. angustifolia Mill, ont été utilisés.

Figure 14. Extraction par soxhelet.
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I11.4- Evaluation du rendement d’extraction

Le rendement est défini comme étant le rapport entre la masse des extraits obtenue et la masse
séche du matériel végétal a traiter (Muanda, 2010; Mayouf, 2019).

Le pourcentage du rendement pour chaque extrait a été calculé selon la formule suivante :

Rd (%) = m /M x 100 (Muanda, 2010).

Rd% : Rendement exprimé en %.

m : Masse en gramme de I'extrait sec (g).

M : Masse séche initiale en gramme du matériel végétal testé (g).

I1.5- Dosage colorimétrique des composés phénoliques
Pour déterminer la teneur de nos extraits en polyphénols et en flavonoides totaux, les protocoles

suivants ont été appliqués ;

11.5.1- Dosage des poly-phénols totaux
La teneur totale en poly-phénols des extraits a été estimée par la méthode colorimétrique de Cherfia

et al. (2017) par I'utilisation du réactif de Folin-Ciocalteu.

A- Principe de dosage

Le réactif est composé par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide
phosphomolybdique (H3PM012040). 1 est réduit, lors de I’oxydation des phénols, en un mélange
d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne (Ribéreau-Gayon, 1968). La coloration produite, dont
I’absorption maximum est comprise entre 725 et 760 nm et proportionnelle a la quantité de

polyphénols présents dans les extraits vegétaux.

B- Mode opératoire

Le dosage des polyphénols avec le réactif de Folin-Ciocalteu a été effectué selon la méthode de
Slinkard et coll. (1977). En milieu alcalin, les polyphénols réduisent ce réactif en oxyde de
tungsténe et de molybdene de couleur bleu. Une prise de 800 pL de réactif de Folin-Ciocalteu a été
mise en contacte avec 250 UL d’échantillon pendant 5 min et une prise de 1 mL de carbonate de
sodium (Na2,COzs) a eté additionnée. Aprés I’incubation a I’obscurité pendant 30 min, la lecture de
I’absorbance a été effectuée a une longueur d’onde de 765 nm. La gamme d’étalon a été préparée
avec I’acide gallique a différentes concentrations (6,25 ; 12,5; 25; 50 ; 100 et 200 pg/mL). Les
teneurs en polyphénols ont été expriméees en milligrammes équivalents acide gallique par gramme
de la matiere séche (mg EAG/g MS) (Ghazghazi et al., 2013).
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11.5.2- Dosage des flavonoides

Le chlorure d'aluminium (AICIz) forme des complexes trés stables avec les groupes hydroxydes
(OH) de phénols. Ce complexe jaune absorbe la lumiére visible a une longueur d’onde égale a 415
nm (Chia-chi et al., 2002).

A- Principe du dosage

Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre en position 5' susceptible de donner
un complexe coloré avec le groupement carbonyle (CO) et le chlorure d’aluminium. Ils forment des
complexes jaunatres par chélation des métaux (Fer et Aluminium), ceci traduit le fait que le métal
(Al) perd deux électrons pour s’unir avec deux atomes d'oxygene de la molécule phénolique

agissant comme donneur d’électrons (Ribéreau-Gayon et al., 1982).

B- Protocole du dosage

Les flavonoides ont été déterminés selon le protocole suivant :

1mL de chaque extrait a été ajouté a un volume égal d’AICls (2% ; 1mL), aprés une agitation
vigoureuse suivi par une incubation pendant 10 min ; I’absorbance a été mesurée a 430 nm.

La courbe d’étalonnage du standard a été obtenue en mesurant I’absorbance de la quercétine utilisée
a différentes concentrations (0,02 ; 0,04 ; 0,06 ; 0,08 et 0,1 mg/mL). Le blanc a été préparé en
mélangeant 1 mL de methanol avec 1 mL d’AlCls. Ce protocole a été répété deux fois. La
concentration des flavonoides totaux a été déterminée a partir de I'équation de régression linéaire
déduite de la courbe d’étalonnage de la quercétine. Les résultats ont été exprimés en milligrammes

d’équivalents quercétine par gramme de la matiere séche (mg EQ/g MS) (Ghazghazi et al., 2013).

11.6- Activités biologiques
Le but de ce travail est d’évaluer la capacité antioxydante et antibactérienne des extraits de deux

plantes a savoir M. pulegium et L. angustifolia Mill.

11.6.1- Activité anti-oxydante
Dans cette partie nous nous intéressons a 1’é¢tude de I’activité anti-oxydante in vitro par deux
méthodes : piégeage du radical libre 2,2-Di-Phényl-1-Picryl-Hydrazyl (DPPH) et le pouvoir

réducteur du fer (FRAP). Chacun de ces tests a été répété deux fois.

11.6.1.1- Piégeage du radical libre DPPH
L’activité anti-radicalaire a été déterminée par la méthode du DPPH décrite par Lebeau et al. (2000)
et Molyneux (2004).
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A- Principe

L’effet anti-radicalaire des différents extraits vis-a-vis du radical DPPH est basé sur la méthode
décrite par Huang et al. (2002), avec quelques modifications. Cette méthode est basée sur la mesure
de la capacité des antioxydants a piéger le radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil). Ce dernier
de couleur violette se réduit en 2.2-diphényl -1- picryl hydrazine avec une couleur jaune en captant

un atome d’hydrogéne.

B- Mode opératoire

750 ul de la solution méthanoligue du DPPH ont été ajoutés a 250 pl de chaque solution
meéthanolique des extraits a différentes concentrations (0,02 ; 0,04 ; 0,06 ; 0,08 et 0,1 mg/mL).
Parallelement, un contr6le négatif ; blanc, a été préparé en mélangeant 250 pl de méthanol avec 750
ul de la solution méthanolique de DPPH. La lecture de I’absorbance a été faite contre le blanc
préparé pour chaque concentration a 517 nm aprés 30 min d’incubation a 1’obscurité et a
température ambiante. Le contréle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard
; ’acide ascorbique dont I’absorbance a été mesurée dans les mémes conditions que les échantillons
et pour chaque concentration. Le test a été répété 2 fois. Les résultats ont été exprimés en

pourcentage d’inhibition (P1%) (Sanchez et al., 1998).
1% = (AbS contréle négatif — ADS Echantillon/ ADS controle négatif) X 100

1% : pourcentage de I’activité anti-radicalaire
Abs : Absorbance

11.6.1.2- Pouvoir réducteur du fer (FRAP)

Le pouvoir réducteur d’ion ferrique des échantillons a été déterminé selon la méthode décrite par
Ferriera et al. (2007).

A- Principe

La méthode déterminant le pouvoir réducteur du fer est basée sur le changement de coloration lors
de la réduction du fer de forme ions ferriques (Fe3") en ions ferreux (Fe?") par le transfert
d’¢lectrons en présence d’un antioxydant (Elkhamlichi, 2017 ; Benzie et Devaki, 2018). La forme
réduite donne une couleur verte qui est proportionnelle au pouvoir réducteur de I’extrait.
L’absorbance est mesurée a 700 nm. Ce test est peu couteux, simple, reproductible et rapide. 11 est
utilisé pour indiquer la présence de composés phénoliques (Benzie et Devaki, 2018 ; Cherfia et al.,
2020).
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B- Mode opératoire

0,5 mL de I’extrait a différentes concentrations (0,1 ; 0,2; 0,3; 0,4 et 0,5 mg/mL) a été mélangé
avec 1,25 mL d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 1,25 mL d’une solution de
ferricyanure de potassium KszFe(CN)s a 1%. L’ensemble a été incubé au bain-marie a 50°C pendant
20 min. 2,5 mL d’acide trichloroacétique a 10% ont été ajoutés pour stopper la réaction et les tubes
ont ensuite été centrifugés a 3000 rpm pendant 10 min. Un aliquote (700 pL) de surnageant a été
combiné avec 700 pL de I’eau distillée et 140 pL d’une solution aqueuse de FeClz a 0,1%.

La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel se fait & 700 nm contre un blanc semblablement
préparé, en remplacant I’extrait par de 1’eau distillée qui permet de calibrer I’appareil (UV-VIS
spectrophotometre). Le contrdle positif a été représenté par une solution d’un antioxydant standard ;
acide ascorbique, dont ’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons.
Une augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits

testés (Singleton et Rossi, 1965).

11.6.2- Activité antibactérienne

Pour mettre en évidence ’activité antibactérienne in vitro des extraits de plantes, nous avons réalisé
la méthode de diffusion en puits pour tester la sensibilité des souches et aussi pour déterminer les
valeurs de CMI et de CMB.

11.6.2.1- Souches microbiennes testées

Les quatre souches bactériennes utilisées dans notre étude font partie de groupes des
microorganismes pathogenes dont deux a Gram positif ; Bacillus cereuse, Staphylococcus aureus et
deux a Gram negatif ; Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa. Toutes les souches sont des
bactéries isolées d’un milieu clinique au laboratoire privé de IBN ENNAFIS qui se situe au centre

ville de la wilaya de Khenchla obtenues a partir de prélevements urinaires.

11.6.2.2- Préparation des milieux de culture

Selon les méthodes employées, les milieux de cultures suivants ont été utilisés ; Gélose Mueller
Hinton (MH), Mac Conkey (MCk), Chapman (Chap), Gélose au cetrimide, Gélose nutritif (GN),
Bouillon nutritif (BN) (Annexe).

11.6.2.3- Réactivation des souches bactériennes
A partir des souches conservées, les bactéries a tester ont €té ensemencées sur des boites de Pétri
contenant des milieux sélectifs appropriés aux souches bactériennes utilisées puis incubés a 37°C

pendant 24 heures afin d’obtenir des colonies jeunes et bien isolées (Lakhdar, 2015).
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11.6.2.4- Préparation de I’inoculum
Des suspensions troubles de ces souches ont été réalisées en prélevant des colonies bien isolées et
identiques. L’inoculum a été préparé dans 9 mL d’eau physiologique stérile (0.9%) puis agité au

vortex, La densité de I’inoculum a été ajustée a 0,5 Mc Farland.

11.6.2.5- Ensemencement des boites de Pétri

Le milieu de culture gélosé Mueller-Hinton en surfusion a été coulé aseptiquement. Apres
solidification, un écouvillon stérile imbibé par la suspension bactérienne fraichement préparée a été
étalé a la surface de la gélose a quatre reprises, en tournant la boite aprés chaque application sans
oublier de faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme et finir I’ensemencement en passant I’écouvillon
sur la périphérie de la gélose dans le but d’avoir une distribution égale de I’inoculum. Les boites ont

été laissees sécher pendant quelques minutes (Abou Nabila, 2017).

Apres 5-10 min, des puits de 6 mm ont été creusés a 1’aide d’une pipette Pasteur. Les extraits ont
ensuite éte versés dans chaque puits.

20 ul de chaque extrait des différentes concentrations (25 ; 50 ; 100 ; 150 et 200 mg/ml) et (25;
50 et 100 mg/mL) des huiles essentielles ; qui ont été diluées dans le DMSO ont été versés dans
chaque puits. En outre, un autre puits au centre se la boite a été réalisé pour mettre le DMSO
comme témoin négatif pour confirmer son non activité sur les germes. Dans une autre boite, I’ATB
a ete depose tout seul comme témoin positif.

Nous l'avons laisse s'étaler pendant 20 min.

11.6.2.6- Test antibactérien

Ce test est realisé par dép6t des extraits dans les puits creusés précédemment dans la gélose. Cette
technique assure une diffusion totale des extraits. Les boites de Pétri ensemencees ont été incubées
a 37°C pendant 24 h.

A partir d'un puits, I’apparition d’une zone d'inhibition claire et de diamétre facilement mesurable
sur gelose ensemencée par la suspension bactérienne, est considérée comme réaction positive
(Dorman et Deans, 2000).

11.6.2.7- Lecture

La mesure des diamétres d’inhibition des souches étudiées ont été réalisées aprés 24 h d’incubation.

11.6.2.8- Détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI et bactéricide CMB
La CMI de P’extrait de la plante sur la bactérie test étudiée est définie comme sa plus faible

concentration inhibant I’activité microbienne apres 18 a 24 h de contact a 37°C, c’est a dire on
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observe aucune croissance bactérienne visible a I’eeil nu (Skandamis et Nycha, 2001;
Nsemimuanda, 2010).

La CMB est définie comme la plus faible concentration de I’agent antibactérien pouvant détruire
99,9% de I’inoculum bactérien (Lassal, 2020).

Le jour suivant, aprés lecture de la CMI, nous avons refait un ensemencement en stries de 5 cm
chacun a partir des cupules ou il n'y a pas de croissance visible a 1’ceil nu. Pour chaque extrait, les
boites de Pétri ensemencées ont été incubées a 37°C pendant 18 a 24 h. Ensuite, nous avons compté
le nombre de bactéries vivantes pour chaque cupule. La concentration de la cupule qui aura moins
de 0,01% de bactéries viables par rapport a l'inoculum initial, sera considérée comme la CMB
(Daouda, 2015).

11.7- Analyse statistique
Les donnees expérimentales obtenues dans le présent travail ont été exprimeées par la moyenne de 2
a 3 repétitions + écartype. En outre, les équations des courbes ainsi que les coefficients de

corrélation ont été déterminés en utilisant I’Excel 2010.

31



Reésultats et discussion



Résultats et discussion

I11- Résultats et discussion

I11.1- Criblage phytochimique

L’évaluation préliminaire de la composition phytochimique des deux plantes ; M. pulegium et
L. angustifolia Mill a été effectuée. Ou, la detection des métabolites primaires et secondaires

a été achevée en utilisant des tests spécifiques pour chaque groupe chimique.

Les résultats ont parfois été confirmés en employant des standards et achevés soit par la

présence d’une précipitation et/ou par un changement de couleur.

L’ensemble des résultats obtenus des tests phytochimiques est représenté dans le tableau 6.

Tableau 6. Criblage phytochimique de deux plantes ; M. pulegium et L. angustifolia Mill.

Test et groupe
phytochimique

M. pulegium

L. angustifolia Mill

Fehling (sucres)

Protéines

Test au chlorure

ferrique (polyphénols)

Tannins

+++
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Tableau 6. Criblage phytochimique de deux plantes ; M. pulegium et L. angustifolia Mill (Continue...).

Test et groupe
Phytochimique

M. pulegium L. angustifolia Mill

Coumarines

Anthocyanines

Flavonoides

Menthe

Anthraquinones

Glysides de
flavonoides
Terpénes
Saponines + ¥
Huiles essentielles Tt et
+++ : Présence forte, + : Présence moyenne, - : Absence.
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Les résultats du criblage phytochimique présentés dans le tableau 6 montrent la présence de
différents groupes de métabolites secondaires dans les deux plantes tels que les polyphénols, les
flavonoides, les tannins, les saponines, les coumarines et les glucides flavonoides ; ainsi que la
présence des glucides comme des métabolites primaires. En effet, les polyphénols et les tannins sont
les composés les plus abondants dans les deux plantes ; ils sont présents en grandes quantités. En
revanche ; les protéines, les anthocyanines et les terpenes étaient absents dans lesdeux plantes. Par
ailleurs, les anthraquinones sont présentes dans M. pulegium et absentes dans L. angustifolia Mill.

Nos résultats peuvent étre comparables avec ceux obtenus par Jebali et al. (2021) sur M.
pulegium et par Slimani et al. (2022) sur L. angustifolia Mill qu’ont également révélé la
présence des composés phénoliques, des flavonoides et des tannins. En plus des composés
précedents, Dobros et al. (2022) ont montrés la présence des caumarines dans L. angustifolia
Mill. En revanche, une autre récente étude de Braguini et al. (2019) sur la méme plante a
indiqué la présence des saponines. En outre, nos résultats sont corroborés avec ceux de
Harouak et al. (2022) qui ont pareillement enregistrés la détection des coumarines et

I’absence des anthocyanines dans M. pulegium.

Cette variation des résultats du criblage phytochimique dans les travaux précédents est due a
plusieurs facteurs en ’occurrence ; la période de recolte, la région, la partie de la plante

utiliséeet méme le solvant d’extraction (Whitehead et al., 2022).

I11.2- Rendement d’extraction
Les résultats obtenus des rendements d’extraction de deux plantes ; M. pulegium et L.
angustifolia Mill, des trois extraits HydroMeOH, Hexane et HEs sont indiqués dans le

tableau?.

Tableau 7. Rendements d’extraction des trois extraits de M. pulegium et de L. angustifolia Mill.

Rd (%)
M. pulegium L. angustifolia Mill
Hydro MeOH Hexane HE Hydro Hexane HE
MeOH
4,42+0,32 5,37+0,64 0,82+0,01 6,8+0,21 9,9+0,2 1,3+0,01

Les résultats illustrés dans le tableau 7 montrent une variation plus ou moins importante du

rendement d’un extrait a un autre et d’une plante a une autre.
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Les trois extraits ; hydroMeOH, hexane et huile essentielle de L. angustifolia Mill ont révélés
des Rd% plus élevés (6,8+0,21 ; 9,9+0,2 et 1,3+0,01%, consécutivement) a ceux de M.
pulegium (4,42+0,32 ; 5,37+0,64 et 0,82+0,01% ; respectivement).

D’une autre part, I’hexane de L. angustifolia Mill a possédé le Rd% le plus élevé avec une
valeur de 9,940,2 %; en revanche I’huile essentielle de M. pulegium a montré le Rd% le plus
faible ; 0, 82+0,01%.

Contrairement a nos résultats, le travail de Jebali et al. (2021) sur M. pulegium a révélé un Rd%
tres élevé (22%) de I’extrait hydroMeOH. Cet écart est di a la différence de la région et/ou la
partie de la plante utilisée (Radusiene et al ; 2012).

A titre de comparaison ; et selon Cheriaf et al. (2020), le Rd% de I’HE de la méme plante ; M.
pulegium, (0,91%) n’était pas loin de celui obtenu dans la présente recherche en utilisant la

méme méthode d’extraction ; hydrodistillation.

D'autre part, deux travaux plus récents (Baali et al., 2019 ; Hariri et al., 2020) sur I’'HE de M.
pulegium ont donné des Rd% de I’ordre de 3,96% et de 5,1% ; respectivement par
I’hydrodistillation ; leurs valeurs sont plus elevées par rapport a notre rendement (0,82+0,01%)a
cause de la région, le moment de récolte, la partie de la plante utilisée et les conditions de
stockage (Caillet et Lacroix, 2007).

En outre, le rendement d’huile essentielle de L. angustifolia Mill dans la présente étude est

presque égal a celui trouvé par Kharoubi et al. (2021) avec un pourcentage de 1,45%.

Selon le travail qu’était réalisé par Slimani et al. (2022), le Rd% de ’extrait aqueux et de ’'HE
de L. angustifolia Mill était plus important (21,68 et 2,13% ; respectivement) par rapporta celui
obtenu dans cette recherche (6,8 et 1.3%). Cette distinction peut étre expliquée par la différence

des solvants utilisés, I’espéce végétale et I'origine géographique de la plante (Smallsield, 2001).

Contrairement a nos résultats, le travail de Charik et Kadri (2020) sur I’HE de L. angustifolia
Mill a montré un faible Rd% (0,50%), par contre le Rd% par macération (13,30%) était plus
élevé a nos résultats. La différence constatée dans ces résultats peut étre due a la méthode
d’extraction qui dépend de nombreux paramétres ; la température d’extraction, le temps, le type

de solvants et le volume utilisé (Chewet al., 2011 ; Costa et al., 2012).
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111.3- Dosage des composes phénoliques « poly-phénols et flavonoides totaux »
Les estimations quantitatives des polyphénols et des flavonoides totaux dans les extraits de deux
plantes ont été réalisées selon les méthodes de Folin-Ciocalteu et de trichlorure d’aluminium

(AICls3), respectivement. L’acide gallique et la quercétine ont été utilisés comme standards.

L'ensemble des résultats des teneurs en composés phénoliques « polyphénols et flavonoides
totaux » de deux plantes sont représentés dans le tableau 8.

Tableau 8. Dosage des polyphénols et des flavonoides totaux des extraits de M. pulegium et de L.
angustifolia Mill.

Poly phénols totaux (mg EAG/g MS) Flavonoides totaux (mg EQ/g MS)

M. pulegium L. angustifolia Mill M. pulegium L. angustifolia Mill
Hydro Hexane Hydro Hexane Hydro | Hexane Hydro Hexane
MeOH MeOH MeOH MeOH

83,95+0.01 | 38,505+0.04 | 41,975+0.01 [28,334+0.06 |37,13+0.00 27,477+0.01 |19,24+0.01 [16,962+0.01

L'estimation quantitative des composés phenoliques dans les deux extraits ; hydroMeOH et
hexane ; de deux plantes M. pulegium et L. angustifolia Mill indique que les valeurs des

polyphenols totaux (PT) sont plus élevées que celles des flavonoides totaux (FT).

Concernant les polyphénols totaux, I’extrait hydroMeOH de M. pulegium possedait la plus grande
teneur (83,95+0.01 mg EAG/g MS), alors que la teneur la plus faible a été enregistrée par
I’extrait hexane de L. angustifolia Mill avec une valeur égale a 28,334+0.06 mg EAG/g MS.

Relativement aux flavonoides totaux, le méme extrait hydroMeOH de M. pulegium a révélé la
valeur la plus éminente (37,13+0.01 mg EQ/g MS). En revanche, I’extrait hexane de L.
angustifolia Mill a également démontré la teneur la plus faible en FT (16,962+0.01 mg EQ/g
MS).

Contrairement a nos résultats, le travail de Yakoubi et al. (2021) a exhibé que M. pulegium
possédait des teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux relativement basses (0,205 mg

EAG/mg extrait et 0,155 mg EQ/mg extrait ; respectivement).

Dans la présente étude, les teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux de L. angustifolia
Mill étaient significativement élevées a celles trouvées par Chenih et Houache (2021)
(PT=0,078 mg EAG/mg extrait ; FT=0,001 mg EQ/mg extrait).
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Un autre récent travail réalisé par Slimani et al. (2022) sur I’extrait aqueux de L. angustifolia
Mill a trouvé que les quantités des polyphénols et des flavonoides totaux (PT= 67,967 mg EAG/g
PS ; FT=53,578 mgEQ/g PS) sont approximatives a nos résultats.

Cette variation des résultats des teneurs en PT et en FT dans les travaux précédents est
probablement due aux plusieurs facteurs ; solvant utilisé, méthode d’extraction et origine

géographique de la plante (Bakhouche et al., 2021).

I11.4- Activités biologiques
Deux activités biologiques différentes de deux plantes, en particulier de leurs extraits, ont été

faites; le pouvoir antioxydant ainsi que 1’effet antibactérien sur des souches pathogénes.

111.4.1- Activité anti oxydante

Des études recentes ont montré qu’il peut y avoir des différences dans les résultats de la
détermination de I’activité anti-oxydante d’un produit selon la méthode anti-oxydante utilisée.
Ainsi pour mieux évaluer le potentiel antioxydant d’un extrait de plante, il est nécessaire
d’utiliser au moins deux méthodes (Bangou, 2012). Pour cela notre choix s’est basé sur
I’utilisation de deux techniques différentes ; DPPH, FRAP, ou leur principe basé sur le

changement de couleur.

111.4.1.1- Piégeage du radical libre DPPH

L’activité anti-radicalaire des deux plantes M. pulegium et L. angustifolia Mill a été évaluée, in
vitro, par le test de DPPH. Les résultats ont été confirmes par le virage de couleur violette a une
couleur jaune. Les pourcentages d'inhibition (P1%) du DPPH par I’acide ascorbique et les trois

extraits végétaux de deux plantes sont montré dans la figure 16.
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Figure 15. Pourcentages d'inhibition des extraits de M. pulegium (A) et de L. angustifolia Mill (B).

D’aprés la figure 16, tous les extraits végétaux ainsi que l'antioxydant de référence ; acide

ascorbique, ont montré une augmentation proportionnelle des pourcentages d’inhibition (P1%)

L’ensemble des résultats obtenus ont révélé que les P1% a la [C]=0,1 mg/mL des trois extraitsde

M. pulegium varient de 25 a 78,29%. Ces valeurs sont supérieures a celles des trois extraits
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de L. angustifolia Mill (13 - 21%), mais toujours inferieures a celle de I’acide ascorbique

(89,47%) ; utilisé comme standard.

Les valeurs de la Clso ont été déterminées graphiquement a partir des courbes des pourcentages
d'inhibition d’acide ascorbique et des différents extraits testés de deux plantes. Elles sont

illustrées dans la figure 17.

1 A AL prilemium

0.4 Frirdgnd 0,362 0,357

035 1 1: L angustifolia Mill L )

0.3 - 0,271
- 0,239

0.25 - ’
£ L
o)
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20.15 -
@) 0,105
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0,048
0 T T T 1
AA hydroMeOH hexane HE
Extrait

Figure 16. Valeurs des Clso d’acide ascorbique et des trois extraits de deux plantes ; M. pulegium et

L.angustifolia Mill.

Selon les résultats illustrés dans la figure 17, les Clso des différents extraits de la plante M.
pulegium varient entre 0,048 + 0,01 et 0,239 £ 0,01 mg/mL. Ces valeurs sont inferieures a celles
des trois extraits de L. angustifolia Mill qui varient entre 0,271 £ 0,01 et 0,362 + 0,01 mg/mL.
Ces dernieres valeurs sont toujours supérieures a celle de ’acide ascorbique (0,012 +0,01

mg/mL).

En effet, I’extrait hydroMeOH de M. pulegium représente la valeur la plus basse (0,048 £ 0,01
mg/mL) contrairement a I’extrait hexane de L. angustifolia Mill qui a révélé la valeur la plus
grande (0,362 + 0,01 mg/mL). La Clsp la plus faible indique I’activité anti-oxydante la plus

forte.

Le travail de Cheraif et al. (2020) sur les HEs de M. pulegium et de L. angustifolia Mill a trouvé
que les valeurs de la Clso de M. pulegium et de L. angustifolia Mill (3,07 et 27,36 mg/mL ;

respectivement) sont plus élevées a celles de nos résultats.
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Les résultats de la recherche de Jebali et al. (2021) sur I’extrait méthanolique de M. pulegium de
la région de Bizert Tunisie peuvent étre comparables & ceux de notre travail. Ou, ils ont trouvé
une Clsg (0,016 mg/mL) approximative a celle de I’extrait hydroMeOH de la méme plante
(0,048 mg/mL). En revanche, dans une autre étude réalisée par Slimani et al. (2022) sur L.
angustifolia Mill, ils ont trouvés une Clso (1,86 mg/mL) supérieure a celle du méme extrait dans

la présente étude (0,362 mg/mL).

Le léger potentiel antioxydant exposé par les deux plantes peut s'explique par les composés
présents dans les extraits, principalement les acides phénoliques porteurs des groupes
d’hydroxyle attachés directement au cycle aromatique qui leur permette dagir en tant
qu'antioxydants puissants par transfert d'électrons ou d'atomes d'hydrogene, avec plus d'un
groupe hydroxyle. Néanmoins, le test de réduction du DPPH a un effet significatif avec une
valeur liée a la méthode d’extraction et le solvant utilisé (Haddadi et al., 2005 ; Caillet et
Lacroix, 2007).

111.4.1.2- Pouvoir réducteur du fer (FRAP)

Le pouvoir réducteur des extraits de deux plantes ; M. pulegium et L. angustifolia Mill, a été
évalué en utilisant la technique de FRAP selon la méthode décrite par Ferriera et al. (2007).

Les résultats de I’activité réductrice de deux plantes et de I’acide ascorbique sont représentés

dans la figure 18.
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Figure 17. Pouvoir réducteur de l'acide ascorbique et des trois extraits de M. pulegium (A) et de L.
angustifolia Mill (B).

D'apres les résultats illustrés dans la figure 18, les absorbances de I'ensemble des extraits de M.
pulegium et de L. angustifolia Mill sont proportionnelles a I’augmentation de la concentration.
Cela indique que le pouvoir réducteur de ces derniers est dose-dépendante : c’est-a-dire que la
capacité¢ de réduction du fer est proportionnelle a I’augmentation de la concentration des

extraits.
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L'équation de régression linéaire de la courbe du standard (AA) ainsi les différentes courbes des
extraits peuvent étre utilisées pour déterminer les CEsp. La valeur la plus basse de ces derniéres

indique le pouvoir réducteur le plus élevé (Fidrianny et al., 2015; Kusmardiyani et al., 2016).

Les CEso des trois extraits de deux plantes ainsi que de l'acide ascorbique sont portés dans la

figure 19.
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Figure 18. Valeurs des CEsy d’acide ascorbique et des trois extraits de deux plantes ; M. pulegium et

L.angustifolia Mill.

Les résultats illustrés dans la figure 19 montrent une variation considérable des valeurs de la
CEs, des extraits de deux plantes et de l'acide ascorbique, allant de 0,11 £ 0,01 jusqu’al,68 + 0,01
mg/mL pour M. pulegium et de 0,11 + 0,01 jusqu’a 3,32 = 0,00 mg/mL pour L. angustifolia
Mill. La capacité de tous les extraits a réduire le fer est largement inférieure a celle de I’acide
ascorbique. L’huile essentielle de L. angustifolia Mill a possédé la CEso la plus élevée (3,32 +
0,00 mg/mL) ; en revanche I’extrait hydroMeOH de M. pulegium a enregistré la CEsy la plus
basse (0,28 + 0,00 mg/mL).

Le travail de Kharoubi et al. (2021) contribué sur 1’étude de L. angustifolia Mill a trouvé que les
CEso d’huile essentielle et de lacide ascorbique (0,25+ 0,00 et 4,11 *= 0,01 mg/mL;

respectivement) sont plus loin de celles obtenues dans le présent travail.

Les deux travaux réalisés par Baali et al. (2019) et Hariri et al. (2020) sur M. pulegium ont
trouvé que la CEso d’huile essentielle est de 7,38 + 0,2 et 0,071 + 0,3 mg/mL; respectivement.
Leurs valeurs sont incomparables a notre CEsg (1,68 £ 0,00 mg/mL).

De ce fait, Shimada et al. (1992) ont rapporté que la déférence dans des résultats obtenus peut étre
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liée a la présencede composés phénoliques, tels que l'isothymol et le carvacrol, en raison des

substitutions hydroxyle dans le cycle aromatique, qui possede une puissante liaison hydrogene.

I11.4.2- Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne se traduit par I’apparition d’une zone d’inhibition (ZI) autour des
puits qui contient les extraits obtenus ; hydroMeOH, hexane et huile essentielle de deux plantes
étudiées a différentes concentrations. Le diametre de la ZI différe d’une bactérie a une autre et

d’un extrait a un autre. Le tableau 9 en globe les résultats obtenus.
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Tableau 9. Zones d’inhibition de I’activité antibactérienne d’extraits des plantes, d’ATB et duDMSO.

Bactéries
Plantes Extraits [C] Gram Gram -
mg/mL +
B. cereus S. aureus E. coli P. aeruginosa
12,5 740,49 - - 9+0,64
25 8+0,57 11,5+0,07 - 13+0,92
50 840,57 19+0,14 - 11+0,42
Hydro-MeOH | 44 110,14 | 20+0,00 i 12,5+0,35
200 17,5+0,21 24,5+0,35 - 16+0,57
12,5 10+0,71 - - -
Hexane 50 10,5¢0,35 | 18+1,27 - 12+0,85
100 12+0,42 15+0,71 - 12,5+0,35
200 13+0,42 20+0,00 - 15,5+0,07
25 11+0 13+ - -
HE (%) 50 12+0 15+ - 10+0,00
100 15+0 18+ - 12+0,00
12,5 840,57 - - 10+0,71
25 8+0,00 - - 11+0,78
Hydro-MeOH 50 10+0,00 - - 10+0,28
100 12+0,00 16,5+0,21 - 12,5+0,35
200 17,5+0,07 | 20+0,00 - 16+0,57
L 12,5 740,49 - - -
Lo 25 9+0,49 - - 10+0,00
angm‘;o“a Hexane 50 11,5¢0,28 | 14+0,14 i 12+0,00
100 14,5+0,21 | 18+0,28 - 15+0,00
200 19+0,07 21+0,14 - 16+0,00
25 14+ 0,00 14+0,00 15+0,00 IT (24h)
HE (%) 50 230,00 200,00 200,00
100 62+0 ,00 240,00 24+0,00
12,5 - - - -
25 - - - 8+0,00
Hydro-MeOH 50 - 12+0,00 - 11+0,00
100 12+0,00 15+0,00 - 15+0,00
200 20+0,00 20+0,00 11+0,00 20+0,00
12,5 - - - -
o 25 - 10+0,00 - 7+0,00
Combinaison Hexane 50 14+0,00 14+0,00 - 12+0,00
100 15+0,00 17+0,00 - 13+0,00
200 17+0,00 20+0,00 10+0,00 15+0,00
25 940,00 20+0,00 - IT (24h)
HE (%) 50 100,00 25+0,00 -
100 20+0,00 36%0,00 -
ATB CHL 30 35 32 36 30
ug/disque
DMSO 20 pl - - - -

(-) pas d’inhibition, IT (24h) inhibition totale durant les premieres 24 h seulement.

44




L. angustifolia Mill M. pulegium

Combinaison

Résultats et discussion

B. cereus
Hydro-MeOH hexane

—

Figure 19. Zones d’inhibition d’extraits des plantes, d’ATB et du DMSO sur la bactérie B.cereus.
1: [C] =200mg/mL / 100%, 2: [C] =100mg/mL / 50%, 3: [C] =50mg/mL / 25%, 4: [C] =25mg/mL,
5:[C]=12,5mg/mL
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S. aureus
Hydro-MeOH

Figure 20. Zones d’inhibition d’extraits des plantes, d’ATB et du DMSO sur la bactérie S. aureus.
1: [C] =200mg/mL / 100%, 2: [C] =100mg/mL / 50%, 3: [C] =50mg/mL / 25%, 4: [C] =25mg/mL,
5: [C] =12,5mg/mL.
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E. coli

L. angustifolia Mill M. pulegium

Combinaison

Figure 21. Zones d’inhibition d’extraits des plantes, d’ATB et du DMSO sur la bactérie E.coli.
1:[C]=200mg/mL / 100%, 2 : [C]=100mg/mL / 50%, 3 : [C]=50mg/mL / 25%,
4:[C]=25mg/mL, 5 : [C]=12,5mg/mL .
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P. aeruginosa
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Figure 22. Zones d’inhibition d’extraits des plantes, d’ATB et du DMSO sur la bactérie P.aeruginosa.

1:[C]=200mg/mL / 100%, 2 : [C]=100mg/mL / 50%, 3 : [C]=50mg/mL / 25%, 4:
[C]=25mg/mL, 5 : [C]=12,5mg/mL
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Les valeurs obtenues des Zls indiquent que les extraits hydroMeOH, hexane et huile essentielle
de chaque plante, ainsi leurs combinaisons restent efficaces dans 1’inhibition de développement
bactérien des quatre souches testées ; B. cereus, S. aureus, E. coli et P. aeruginosa, avec des ZIs

différentes.

En effet, toutes les souches bactériennes étudiees sont assez sensibles a I'ATB ; chloramphénicol
(CHL) avec des ZIs de 35 = 0,00 mm, 32 £ 0,00 mm, 36 + 0,00 mm et 30 £ 0,00 mm
respectivement. En revanche, le DMSO n’a aucune activité antibactérienne contre les quatre

bactéries ; absence totale des Zls.

Par ailleurs, plus la concentration de I’extrait augmente plus les diamétres d’inhibitions sont
importants. Nous avons remarqué que les bactéries a Gram (+) sont les plus sensible aux extraits
testés que les bactéries a Gram (-). Ou la valeur de la ZI la plus élevée est de ’'HE de L.
angustifolia Mill (62 = 0,00 mm) sur labactérie B. cereus. Cette valeur est significativement

supérieure a celle de I’ATB (35 mm).

Les diametres des ZIs de I’extrait hydroMeOH de M. pulegium (17,5+0,21 ; 24,5 + 0,35 ; 16+0,57
mm) sont plus élevés que ceux de L.angustifolia Mill; contrairement a I’hexane, les valeurs de L.
angustifolia Mill sont les plus élevees (19+0,07 ; 21+0,14 ; 16+0,00 mm) contre les mémes

bactéries ; B. cereus, S. aureus et P. aeruginosa ; respectivement.

En outre, la bactérie E. coli est résistante a tous les extraits de M. pulegium, a I’hydro MeOH et
I’hexane de L. angustifolia Mill et aussi a la combinaison des HEs. En revanche, elle est tres
sensible a ’HE de L. angustifolia Mill (24£0,00 mm) et moyennement sensible aux deux
combinaisons ; hydroMeOH et Hexane (110,00 et 10£0,00 mm, successivement) de deux

plantes.

D’un autre coté, et d’aprés nos résultats, I’HE de L. angustifolia Mill est plus efficace que I’'HE
de M. pulegium. De plus, la combinaison des HEs a enregistré un effet plus important que les

autres combinaisons ; hydroMeOH et I’hexane, sur les quatre souches testées.
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Plusieurs études récentes (Mansour et al., 2021 ; Jebali et al., 2022) ont révélé que les bactéries
a Gram + sont plus sensibles aux huiles essentielles et extraits végétaux que les bactéries a
Gram -. Ceci est d0 aux différences structurales de leurs couches externes ; ces composants
chimiques exercent leur activité antimicrobienne sur les micro-organismes par la perturbation

de I’intégrité membranaire (Knobloch et al., 1989).

Chez les bactéries a Gram -, la membrane externe constitue une barriére de perméabilité
efficace, riche en lipopolysaccharide dont les charges négatives de surface empéchent la
diffusion des molécules hydrophobes (Nikaido et al., 2003). Toutefois, quelques composés
phénoliques de faible poids moléculaire peuvent adhérer a ces bactéries par fixation aux
protéines et aux lipopolysaccharides membranaires a 1’aide de leurs groupes fonctionnels
(Dorman et al., 2000). A I’opposé, les bactéries a Gram + composées d’une paroi exclusivement
de peptidoglycane épais semblent étre plus favorables a la pénétration des phytomolécules qui

atteindraient facilement leurs cibles intracellulaires.

Nos résultats correspondent aussi a ceux d’une étude récente de Jebali et al. (2022) ; indiquant
que les extraits des feuilles de I’espéce M. pulegium a révélé un effet plus intéressant sur quatre
souches a Gram + et a Gram - . Les diamétres des ZIs les plus performants ont été obtenus
contre les bactéries a Gram+, allant de 22 mm (Clostridium tetani) (p < 0,05) a 33 mm (S.
aureus) (p <0,05). Alors que la valeur la plus faible a été observée contre les bactéries a Gram -
telle que Klebsiella pneumoniae (1Z = 19 mm) (p < 0,05). Cette variation des résultats peut étre
liée a la variation des teneurs en phénols et en flavonoides. Ces composés sont connus pour

leurs activités antimicrobiennes, antivirales, anti-oxydante et anti tumorale (EI Arch, 2003).

Pour les HEs, et contrairement a nos résultats, I’étude de Boulahia et al. (2020) sur I’huile
essentielle des fleurs de L. angustifolia Mill n’a pas montré une activité antibactérienne
intéressante. Le travail de Hemaidi (2020) a également indiqué que ’'HE de M. pulegium a
presque développé une faible activité antimicrobienne. Cette faible efficacité est due a la
composition chimique différente des huiles essentielles et probablement aux pertes des
composeés volatils de I'huile essentielle durant le stockage et/ou I’extraction, ou au cours de la
période d'incubation ou quelques composants volatils de 1’huile peuvent s’évaporer, ce qui

diminuerait sa concentration, et par la suite son activité antibactérienne.
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Nos résultats sont en accord avec ceux du travail de Boulahia et al. (2020) qui ont révelé que E.
coli (Gram -) s’est avérée sensible surtout aux HEs de L. angustifolia Mill. 1l est postulé que les
différents composants des huiles essentielles montrent différents degrés d'activité contre des
bactéries G- et G+ (Dorman et Deans, 2000) et que la composition chimique des huiles
essentielles peut varier selon plusieurs facteurs intrinséques et extrinséques. En outre, les
résultats obtenus par Badache et Bakiri (2019) ont montré que I’huile essentielle de M.
pulegium a développé un effet sur E. coli avec un diametre plus important (22,83 mm) ce qui est
différent de notre résultat. Ceci est peut-étre di a la composition chimique de I’huile essentielle

(piperitone, sabinene, limonene, etc.) qui est différente de la notre.

Tableau 10. Concentration minimale inhibitrice (CMI) des extraits végétaux obtenus sur les souches

bactériennes testées.

CMI
Plante Extrait Concentration
(mg/mL)
Gram + Gra
m -
B. cereus S. aureus E. coli P. aeruginosa
M. pulegium |Hydro-MeOH 12,5 25 - 12,5
Hexane 12,5 25 - 25
HE 25% 25% - 50%
L. angustifolia | Hydro-MeOH 12,5 100 - 12,5
Mill Hexane 12,5 50 - 25
HE 25% < 25% 50% IT (24h)
Combinaison |Hydro-MeOH 100 50 25 25
Hexane 50 25 25 25
HE 25% 25% - < 25%

D’aprés le tableau ci-dessus, nos extraits hydroMeOH de deux plantes exercent une inhibition
modérée sur B. cereus et P. aeruginosa ; et une faible activité sur E. coli (souche moins sensible

a la majorité des extraits) (Tableau 10).

Les valeurs de la CMI sont variées de 12,5 a 100 mg/ml pour les extraits hydro-MeOH et
Hexane, et de <25 a 50 % pour les huiles essentielles.
La CMI la plus faible (12,5 mg/mL) a été enregistrée par les extraits hydroMeOH et hexane de

M. pulegium et de L. angustifolia Mill sur la bactérie B. cereus. En outre, I’extrait hexane de
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deux plantes a aussi montré la CMI la plus faible sur P. aeruginosa. Tandis que, la CMI la plus
élevée (100 mg/mL) a été développée par I’extrait hydroMeOH de L. angustifolia Mill et la

combinaison hydroMeOH sur S. aureus et B. cereus ; consécutivement.

A partir de nos résultats, I’efficacité des extraits étudiés sur I’inhibition bactérienne selon les
valeurs de la CMI peut aussi étre classée en deux catégories ; forte (12 ,5 mg/mL et < 25%) et

faible (100 mg/mL et 50%) pour les deux extraits et I’HE, respectivement.

Les extraits de L. angustifolia Mill et de M. pulegium ont exercé une activité bactériostatique
sur les quatre souches testes.

Nos résultats sont différents & ceux obtenus par I'étude de Barchan et al. (2015) qui ont montré
qu’il y a une nette différence en terme d’activité antibactérienne entre les extraits hexane et
aqueux par le test de diffusion en puits. Ou la détermination des CMI a mis le point d’avantage
sur cette différence et a permis de démontrer que les extraits apolaires (hexaniques et
dichlorométhaniques) sont bactériostatiques avec des CMI bien déterminées alors qu’aucun
effet bactériostatique n’était enregistré par les extraits apolaires (aqueux et méthanoliques) dont
les CMI sont toutes supérieures a 12 mg/mL. Ceci est peut étre en relation avec la
concentration et la richesse des extraits apolaires en composés antibactériens par rapport a ceux
polaires.

Notre résultat est aussi similaire a ceux de Baali (2019) qui a révélé que les deux HEs de M.
pulegium et de L. stoechas ont montré des propriétés antibactériennes remarquables montrant

les valeurs de CMI les plus faibles contre les bactéries Gram+ ; B. subtilis et S. aureus.

L’étude d’Ersilia en 2018, ayant aussi rapporté une activité bactériostatique limitée d'extraits de
plantes, dont le Mentha, contre Staphylococcus aureus. Leur activité bactériostatique variait de
15,93 a 19,46% pour les extraits alcooliques a des concentrations comprises entre 10 et 100
pg-mL~!. Par rapport aux extraits aqueux, les extraits alcooliques, notamment éthanoliques sont

susceptibles de réduire le développement des bactéries Gram+ ou Gram - (Bayoub, 2010).
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V- Conclusion et perspectives
Dans le présent travail, différents aspects de deux plantes ; M. pulegium et L. angustifolia
Mill, de la famille Lamiaceae ont été étudiés ; propriétés phytochimiques, activités anti-

oxydantes et antibactériennes des trois extraits hydroMeOH ; Hexane et HE.

Les résultats de criblage phytochimique confirment la richesse de ces deux plantes en

polyphénols et en tannins, avec une présence modérée de coumarines et de sucres.

L’extraction des métabolites bioactifs a partir de la partie aérienne des deux plantes a
permis d'obtenir un rendement assez intéressant, alors que les teneurs en polyphénols et en
flavonoides totaux étaient conséquentes.

Par ailleurs, les trois extraits de deux plantes ont révélé des pouvoirs antioxydants intéressants
par les deux méthodes adoptées ; DPPH et FRAP. Ou I’extrait hydroMeOH de M. pulegium
est considéré comme le plus efficace possédant les valeurs les plus approximatives a celles

du standard ; acide ascorbique.

En outre, une activité antibactérienne trés importante des extraits obtenus sur les quatre
souches bactériennes testées a été remarquee, en utilisant la méthode de diffusion en puits. En
effet, les bactéries a Gram + se sont avérees plus sensibles que les bactéries a Gram - a la
majorité des extraits obtenus. Ainsi, la combinaison des extraits a donné un effet antibactérien
remarquable sur toutes les souches testées. De plus, les extraits de L. angustifolia Mill, plus
précisément 1’extrait hexane et ’'HE ont développé une activité inhibitrice plus élevée que
celle de M. pulegium, a I’exception de I’extrait hydroMeOH.

Sachant que notre pays possede une biodiversité immense, dont chaque plante se caractérise
par un réservoir assez important de metabolites secondaires avec des propriétés
thérapeutiques et pharmacologiques particulieres qui nécessitent d’étre exploitées. De ce fait,

il serait intéressant de se fixer comme perspectives de:

- Développer des médicaments et des produits a base de plantes, dotées d’une activité
anti-oxydante.

- Développer les agents antioxydants qui peuvent constituer une alternative aux certains
additifs synthétiques pour les utilisés dans le secteur agroalimentaire ainsi que dans
des applications thérapeutiques et cosmétiques ;

- Exploiter ces plantes comme nouvelle source d’antibiotiques dans le domaine
pharmacologique et médicale ;

- Combiner certaines huiles essentielles pour plus d'efficacité.
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Résumé

Notre travail porte sur le criblage phytochimique, le dosage colorimétrique des composés
phénoliques et les activités biologiques anti-oxydante et antibactérienne de trois extraits,
hydro MeOH, hexane et huiles essentielles de deux plantes aromatiques appartenant a la
famille lamiacéae; Mentha pulegium et Lavandula angustifolia Mill de la région de
Constantine. En effet, le criblage phytochimique par plusieurs méthodes qualitatives basées
sur les techniques de précipitation et/ou de coloration a I’aide des réactifs spécifiques, a
révélé la présence de différents groupes phytochimiques en particulier les métabolites
secondaires, dans les deux plantes tels que les polyphénols, les flavonoides et les tannins
qui étaient les plus dominants. En outre, les rendements des deux extraits hexane de M.
pulegium et L. angustifolia Mill ont enregistré les valeurs les plus élevés égales a
5,37+0,64 et 9,9+0,2 % respectivement. Par ailleurs, les teneurs en polyphénols (PT) et en
flavonoides totaux (FT) quantifiés par le Folin-Ciocalteu et 1’AlCl3 respectivement, ont
également été effectuées. Les résultats obtenus ont révélé que les valeurs des polyphénols
totaux ont été significativement plus importantes de celles des flavonoides. Ou les valeurs
les plus performantes des PT et des FT ont été enregistrées par 1’extrait hydro MeOH du
M. pulegium (83,95+0.01 mg EAG/g MS et 37,13+0.00 mg EQ/g MS ; respectivement). Le
méme extrait précédent a développeé le pouvoir antioxydant le plus pertinent en utilisant les
deux techniques; DPPH et FRAP, enregistrant I'ICsp et L’ECso les plus
faibles (1C50=0,048+0,01 et ECs0=0,28+0,01mg/mL, respectivement). L’activité
antibactérienne in vitro des extraits obtenus et leurs combinaisons, évaluée par la méthode
de diffusion en puits, a aussi démontré des diamétres d’inhibition trés intéressants contre
les bactéries test ; B. cereus, S. aureus, E. coli et P. aeruginosa. De ce fait, les bactéries a
Gram + sont les plus sensibles que les bactéries a Gram—. Les valeurs d’inhibition les plus
élevées ont éte enregistrées pour ’HE et ’extrait d’hexane de L. angustifolia Mill et
I’hydro MeOH de M. pulegium ; 62+0,00; 19£0,07 et 17,5+£0,21 mm a une concentration
de 100% et 200 mg/mL (CMI= 25% et 12,5mg/mL ; respectivement) sur B.cereus. En
outre, la combinaison des HEs de deux plantes étudiées, I’'HE de L. angustifolia Mill et
I’extrait hydro MeOH de M. pulegium ont développé un effet antibactérien trés intéressant
sur S. aureus avec des Zls égales a 36+0,00; 24+0,00 et 24,5£0,35 mm a des
concentrations de 100% et 200mg/mL (CMI =25% et 12,5mg/mL); consécutivement.
L’ensemble des résultats de ce travail nous a permis de mettre en évidence I’intérét des
plantes médicinales, en particulier les especes de la famille Lamiaceae. Ces résultats
peuvent étre considérés comme point de départ pour ’'usage de ces plantes et leurs extraits
en santé et en d’autres domaines ; agroalimentaires, cosmétique et pharmaceutique.

Mots clés : Mentha pulegium, Lavandula angustifolia Mill, criblage phytochimique,
composeés phénoliques, huiles essentielles, pouvoir anti-oxydant et
antibactérien.
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The present study focuses on the phytochemical screening, the colorimetric assay of phenolic
compounds and the biological activities; antioxidant and antibacterial of three extracts,
hydroMeOH, hexane and essential oils of two aromatic plants belonging to the Lamiaceae
family; Mentha pulegium and Lavandula angustifolia Mill from the Constantine region. Indeed,
the phytochemical screening by several qualitative methods based on precipitation and/or
staining techniques using specific reagents revealed the presence of different phytochemical
groups, in particular secondary metabolites, in the two plants such as polyphenols, flavonoids
and tannins which were the most dominant. In addition, the yields of the two hexane extracts of
M. pulegium and L. angustifolia Mill recorded the highest values equal to 5.37 and 9.9%
respectively. In addition, the contents of polyphenols (PT) and total flavonoids (TF) quantified
by Folin-Ciocalteu and AICI3 respectively, were also carried out. The obtained results revealed
that the values of total polyphenols were significantly higher than those of flavonoids. Where,
the best performing values of PT and FT were recorded by hydroMeOH extract of M. pulegium
(83.95 mg EAG/g MS and 37.13 mg EQ/g MS; respectively). The same previous extract
developed the most relevant antioxidant power using both techniques; DPPH and FRAP,
recording the lowest 1Cso and ECso (1C50=0.048 and ECs0=0.28 mg/mL, consecutively). The in
vitro antibacterial activity of the obtained extracts and their combinations, evaluated by the well
diffusion method, also demonstrated very interesting inhibition diameters against the test
bacteria; B. cereus, S. aureus, E. coli and P. aeruginosa. Therefore, Gram + bacteria are more
sensitive than Gram — bacteria. The highest inhibition values were recorded for EO and hexane
extract from L. angustifolia Mill and hydroMeOH from M. pulegium; 62+0.00, 19+0.07 and
17.5£0.21 mm at a concentration of 100% and 200 mg/mL (MIC= 25% and 12.5 mg/mL;
respectively) on B. cereus. In addition, the combination of HEs from two plants studied, the HE
of L. angustifolia Mill and the hydroMeOH extract of M. pulegium developed a very interesting
antibacterial effect on S. aureus with Zls equal to 36+0, 00; 24+0.00 and 24.5+0.35 mm at
concentrations of 100% and 200 mg/mL (MIC =25% and 12.5 mg/mL); consecutively. All the
results of this work allowed us to highlight the interest of medicinal plants, in particular species
of the Lamiaceae family. These results can also be considered as a starting point for the use of

these plants and their extracts in health and in other fields; food, cosmetics and pharmaceuticals.

Key words: Mentha pulegium, Lavandula angustifolia Mill, phytochemical screening, phenolic

compounds, essential oils, antioxidant and antibacterial ability.
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Annexe : Composition et préparation des milieux de cultures

Bouillon nutritifpH=7,2

TIYPLONE « oottt 10,0 g
EXtrait de VIAnde .......ooeueeieeee 5049
Chlorure de SOIUIT . ... v e 5049

Gélose nutritive (GN) pH=7.2

Peptone. ... .c.oiei 10g
Extrait de viande ............oooiiiiiiiii 59
Chlorure de sodium ..........coooviiiiiiii e 5¢g
GEIOSE ... 15¢

Eaudistillée............oooiii e, 1000 m
Stériliser par autoclavage a 121° C pendant 15 min. (Guiraud, 1998).

Mueller Hinton (MH) pH=7.4

Infusionde viande ...........ccooviiiiiiiii e 3009
Hydrolysat de caseine ............ccooiiiiiiiiiii e 17,5¢g
AmiIdon de MaTS .......oiiiiiiiiiiii e 1,5¢g
N 2 ) 179

Fau diStillée ....coooiee e e eeieeereeeeeeeene. 1000 M

Stériliser par autoclavage a 121° C pendant 15 min.

Gélose Sabouraud Chloramphénicol (SAB+) pH=6,4

Peptone de viande (bovin ou porcin) ..........ccoevvviiiiiiiiiiiiiinnnnn, 3g
Peptone de caséine (bovin) ..., 3g
Peptone de S0ja ......oouiieiiii 3g
Extraitde levure ... 2¢g
Extraitdemalt ....... ..o lg
GIUCOSE ..ttt 19¢
Phosphate monopotassique. ..........cevuevuiiieiiiiiiiiniiieennnn, 0.5g
Phosphate disodique...........cooviiiiiiiiiiiii 0.5g
A AT I5¢g

Eaudistillée............ooooiiiiii e, 1000 ml
Stériliser par autoclavage a 121° C pendant 15 min. (Delarras, 2007).
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Mc Farland
Bariumchloride(BaCI2 2H 2 O )1%......ooviiiiiiiiiiiiieieea 0.5ml
Sulfuric ACIA(H2SO4) 1% . cuviriiiie e 99.5ml

Milieu Chapman pH=7.4

Peptone. ..o 10,0 g/l
Extrait de viande de beeuf................cooii 1 g/l
Chlorure de sodium..........coviiiiiiiiii i, 75,0 g/l
Mannitol..... ..o 10,0 g/l
Rouge de phénol...........coooiiiiiiii e, 0,025 g/1
N ) 150¢g

Stériliser par autoclavage a 121° C pendant 15 min.

Milieu MacConkey pH= 7.4

Pancréatique Digest de Gelatine..................ccoovviiiiniin.. 17 g/l
Peptones (viande et cas€ine)...........covveiiiiiiiiiiiiiiiiiniann... 3¢l
582 Tt 10 ] 10 g/l
Sels biliaires NO. 3. .o, 1.5g/1
Chlorure de sodium..........ccooiiiiiiiiiiiii e, S5¢g/l
Rougeneutre........o.ooooiiiiiiii e 0.03 g/l
Crystal VIOlet. .. ..o 0.001 g/l
N2 13.5g/1

Stériliser par autoclavage a 121° C pendant 15 min

Gélose au cétrimidepH = 7,1

Peptone de gélatine.............oooviiiiiiii i, 16,0 ¢
Peptone de caséine ...........c.ooeeviieiniiniiniieiiiiiiieiiaeae, 10,0¢
Bromure de tétradonium (cétrimide)..................ocooeininiii 0,2¢g
Acidenalidixique .........ooviiiii i 15,0 mg
Sulfate de potassium ..........c.coeviiiiiiiiiiiiii e, 10,0 g
Chlorure de magnésium..............cooviviiiiiniiiieie e, 1,49
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Extraction des métabolites bioactifs a partir de Mentha pulegium et Lavandula angustifolia Mill et
mise en évidence leurs activités biologiques; anti-oxydante et antibactérienne.

Résumé

Notre travail porte sur le criblage phytochimique, le dosage colorimétrique des composés phénoliques et
les activités biologiques anti-oxydante et antibactérienne de trois extraits, hydro MeOH, hexane et huiles
essentielles de deux plantes aromatiques appartenant a la famille lamiacéae; Mentha pulegium et
Lavandula angustifolia Mill de la région de Constantine. En effet, le criblage phytochimique par plusieurs
méthodes qualitatives basées sur les techniques de précipitation et/ou de coloration a 1’aide des réactifs
specifiques, a révélé la présence de différents groupes phytochimiques en particulier les métabolites
secondaires, dans les deux plantes tels que les polyphénols, les flavonoides et les tannins qui étaient les
plus dominants. En outre, les rendements des deux extraits hexane de M. pulegium et L. angustifolia Mill
ont enregistré les valeurs les plus élevés égales a 5,37+0,64 et 9,9+0,2 % respectivement. Par ailleurs, les
teneurs en polyphénols (PT) et en flavonoides totaux (FT) quantifiés par le Folin-Ciocalteu et I’AICI3
respectivement, ont également été effectuees. Les résultats obtenus ont révélé que les valeurs des
polyphénols totaux ont été significativement plus importantes de celles des flavonoides. Ou les valeurs
les plus performantes des PT et des FT ont été enregistrées par I’extrait hydro MeOH du M. pulegium
(83,95+£0.01 mg EAG/g MS et 37,13+0.00 mg EQ/g MS ; respectivement). Le méme extrait précédent a
développe le pouvoir antioxydant le plus pertinent en utilisant les deux techniques; DPPH et FRAP,
enregistrant 1’'ICsop et L’ECso les plus faibles (1C5=0,048+0,01 et ECs0=0,28+0,01mg/mL,
respectivement). L’activité antibactérienne in vitro des extraits obtenus et leurs combinaisons, évaluée par
la méthode de diffusion en puits, a aussi demontré des diamétres d’inhibition trés intéressants contre les
bactéries test ; B. cereus, S. aureus, E. coli et P. aeruginosa. De ce fait, les bactéries a Gram + sont les
plus sensibles que les bactéries a Gram—. Les valeurs d’inhibition les plus élevées ont été enregistrées
pour ’'HE et D’extrait d’hexane de L. angustifolia Mill et I’hydro MeOH de M. pulegium ; 62+0,00;
19+0,07 et 17,5+£0,21 mm a une concentration de 100% et 200 mg/mL (CMI= 25% et 12,5mg/mL ;
respectivement) sur B.cereus. En outre, la combinaison des HEs de deux plantes étudiees, 'HE de L.
angustifolia Mill et I’extrait hydro MeOH de M. pulegium ont développé un effet antibactérien trées
intéressant sur S. aureus avec des ZIs égales a 36+0,00 ; 24+0,00 et 24,5+0,35 mm a des concentrations de
100% et 200mg/mL (CMI =25% et 12,5mg/mL); consécutivement. L’ensemble des résultats de ce travail
nous a permis de mettre en évidence I’intérét des plantes médicinales, en particulier les espéces de la
famille Lamiaceae. Ces résultats peuvent étre considérés comme point de départ pour I’usage de ces
plantes et leurs extraits en santé et en d’autres domaines; agroalimentaires, cosmétique et
pharmaceutique.

Mots clés: Mentha pulegium, Lavandula angustifolia Mill, criblage phytochimique, composés

phénoliques, huiles essentielles, pouvoir anti-oxydant et antibactérien.

Laboratoires d’accueil: Laboratoire de biochimie et de zoologie, FSNV- Université Frére Mentouri Constantine 1-

Jury d’évaluation :

Président : Dr. NEMOUCHI Sara M.C.B Université Fréres Mentouri Constantine 1.
Rapporteur : Dr. CHERFIA Radia M.C.B Université Fréres Mentouri Constantine 1.
Examinateur :  Dr. HALMI Sihem M.C.B Université Fréeres Mentouri Constantine 1.

Année universitaire : 2021- 2022




