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RESUME

Ce mémoire présente une étude approfondie sur deux huiles essentielles extraites de plantes
médicinales courantes : Lavandula angustifolia Mill (lavande vraie) et Mentha spicata L

(menthe verte). L'étude se structure autour de trois axes principaux.

Le premier axe est consacré a 'aspect théorique de 1'étude. Il définit les huiles essentielles et
décrit les méthodes d'extraction, avec un accent particulier sur la distillation a la vapeur d'eau,
la technique la plus couramment utilisée pour préserver les composés volatils. Cette section
aborde également la composition chimique de chaque huile essentielle et explore leurs
propriétés biologiques bien établies, telles que leurs effets antioxydants, antibactériens et

antifongiques, en plus d'autres caractéristiques pertinentes.

Le deuxieme axe se concentre sur l'aspect expérimental mené au Centre de Recherche en
Biotechnologie de Constantine (CRBT). L'objectif de cette phase était d’évaluer l'activité
biologique des huiles essentielles extraites, en particulier leur capacité a inhiber la croissance
bactérienne, leur activité antioxydante et leurs effets antifongiques. Ces tests ont permis
d'obtenir des données précieuses sur l'efficacit¢ de ces huiles dans des applications

thérapeutiques potentielles.

Le troisieme axe de cette étude a consisté en la formulation d'une créme cosmétique
naturelle, intégrant les huiles essentielles de lavande vraie et de menthe verte, sur la base des
résultats des tests biologiques. Il s'agit d'une créme de jour congue pour traiter diverses
problématiques cutanées, en exploitant les propriétés apaisantes, antibactériennes et
protectrices des huiles essentielles. Cette formulation vise a offrir une alternative naturelle et

efficace aux produits cosmétiques traditionnels.

Ainsi, ce mémoire s'inscrit dans une démarche pluridisciplinaire, associant la chimie
analytique, la microbiologie, la pharmacologie et la biotechnologie végétale. Il met en lumicre
I'importance de I’utilisation des plantes médicinales dans le développement de solutions
cosmétiques et thérapeutiques durables, tout en contribuant a la valorisation des ressources

végétales locales.

Mot clés: Huiles essentielles, activité antioxydante, activité antibactérienne, activité

antifongique, créme naturelle
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ABSTRACT

This thesis presents a comprehensive study on two essential oils extracted from widely used
medicinal plants : Lavandula angustifolia Mill (true lavender) and Mentha spicata L

(spearmint). The study is structured around three main axes.

The first axis focuses on the theoretical aspects of the study. It defines essential oils and
describes the methods of extraction, with a particular emphasis on steam distillation, the most
commonly used technique for preserving volatile compounds. This section also addresses the
chemical composition of each oil and explores their well-established biological properties,
such as antioxidant, antibacterial, and antifungal effects, in addition to other relevant

characteristics.

The second axis concerns the experimental work carried out at the Center for Biotechnology
Research of Constantine (CRBT). The objective of this phase was to evaluate the biological
activity of the extracted essential oils, particularly their antibacterial, antioxidant, and
antifungal properties. These tests provided valuable data on the potential therapeutic efficacy

of these oils.

The third axis of the study involved the formulation of a natural cosmetic cream,
incorporating the essential oils of true lavender and spearmint, based on the results of the
biological assays. This day cream was designed to address various skin issues, leveraging the
soothing, antibacterial, and protective properties of the essential oils. The formulation aims to

offer a natural and effective alternative to traditional cosmetic products.

Thus, this thesis is situated within a multidisciplinary framework, integrating analytical
chemistry, microbiology, pharmacology, and plant biotechnology. It highlights the
significance of using medicinal plants in the development of sustainable cosmetic and

therapeutic solutions, while contributing to the valorization of local plant resources.

Keywords : Essential oils, antioxidant activity, antibacterial activity, antifungal
activity, natural cream.
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Introduction Générale

Depuis D’antiquité, 1’étre humain a toujours puisé dans la nature une source essentielle
d’alimentation et de soins. L’observation minuticuse des plantes et I’expérimentation
empirique ont permis de découvrir leurs nombreuses propriétés médicinales et aromatiques.
Ces savoirs traditionnels, transmis de génération en génération, ont constitué¢ le fondement des
médecines populaires dans de nombreuses civilisations a travers le monde. Ces pratiques
ancestrales, bien que basées sur 1’expérience, ont souvent révélé une efficacité remarquable,
notamment grace aux composé€s bioactifs présents dans les plantes. Avec le développement
des sciences biologiques, chimiques et pharmacologiques, ces connaissances traditionnelles
ont été revisitées et approfondies a 1’aide d’outils modernes tels que la chromatographie, la
spectrométrie de masse et les tests biologiques in vitro. Cette approche scientifique a permis
d’identifier précisément les molécules actives, en particulier les huiles essentielles, qui sont
des mélanges complexes de composés volatils aux propriétés thérapeutiques variées. Ces
huiles essentielles ont démontré leur efficacité dans plusieurs domaines, notamment
pharmaceutique, cosmétique et alimentaire, suscitant un intérét croissant pour leur utilisation
dans des solutions naturelles, efficaces et respectueuses de 1’environnement.(1) Dans ce
contexte, ce mémoire se concentre sur deux plantes médicinales et aromatiques largement
reconnues pour leur richesse en huiles essentielles et leurs vertus thérapeutiques : la menthe
verte (Mentha spicata L) et la lavande vraie (Lavandula angustifolia Mill). Ces deux especes
sont non seulement appréciées pour leur parfum et leur usage culinaire, mais aussi pour leurs
propriétés antioxydantes, antibactériennes, antifongiques, ainsi que pour leurs effets apaisants
et protecteurs sur la peau. Ces caractéristiques en font des candidats idéaux pour le
développement de produits naturels a visée thérapeutique et cosmétique. L objectif principal
de ce travail est d’extraire les huiles essentielles de ces deux plantes en optimisant les
méthodes d’extraction afin de préserver la qualité et la concentration des composés actifs. Par
la suite, une évaluation rigoureuse de leurs activités biologiques sera réalisée, incluant des
tests antioxydants (DPPH, ABTS), antibactériens (méthode de diffusion sur gélose),
antifongiques et enzymatiques (notamment I’inhibition de 1’alpha-amylase). Ces analyses
permettront de mieux comprendre le potentiel pharmacologique de ces huiles et d’établir un
lien entre leur composition chimique et leurs effets biologiques. Par ailleurs, ce mémoire
intégre une application pratique sous la forme de la formulation d’une créme cosmétique
enrichie en huiles essentielles de menthe verte et de lavande vraie. Cette formulation vise a

combiner les propriétés apaisantes, antibactériennes et protectrices des huiles dans un produit
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innovant, naturel et adapté aux besoins actuels en matic¢re de soins de la peau. La stabilité, la
texture, ainsi que I’efficacité de cette créme seront également évaluées selon des protocoles
standardisés. Ce travail pluridisciplinaire s’inscrit a la croisée de la chimie analytique, de la
microbiologie, de la technologie pharmaceutique et de la biotechnologie végétale. Il met en
lumicre le potentiel des ressources végétales locales, souvent sous-exploitées, dans une
démarche scientifique rigoureuse et appliquée. En valorisant ces plantes médicinales, ce
mémoire contribue a la promotion de solutions naturelles, durables et respectueuses de
I’environnement, répondant aux attentes croissantes des consommateurs pour des produits
plus sains. Enfin, cette étude ouvre des perspectives pour des recherches futures, notamment
dans 1’optimisation des procédés d’extraction, la caractérisation détaillée des composés
bioactifs par des techniques avancées, ainsi que 1’évaluation in vivo des effets thérapeutiques

des formulations développées.
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Chapitre I : Partie théorique
I.1 Les Plantes Aromatiques et Médicinales et leurs Métabolites Secondaires

I.1.1 Introduction aux Plantes Aromatiques et Médicinales (PAM)

Les plantes aromatiques et médicinales (PAM) désignent des espéces végétales valorisées
pour leurs propriétés thérapeutiques, préventives ou aromatiques. Ces propriétés sont
attribuées a la présence de métabolites secondaires, ou composés bioactifs, tels que les huiles
essentielles, les alcaloides, les flavonoides, les tanins et les saponines. Leur usage, attesté
depuis I’ Antiquité dans les pharmacopées traditionnelles, s'étend aujourd'’hui a des domaines
d'application modernes comme la phytothérapie, l'aromathérapie, la cosmétologie, ainsi

qu'aux industries pharmaceutique et agroalimentaire.(2)

Figure I 1.: Image des plantes aromatiques et médicinales.(3)

A Téchelle mondiale, les PAM représentent une composante majeure de la biodiversité
végétale. Selon 1'Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS), plus de 21 000 especes sont
recensées pour un usage médicinal, ce qui témoigne de leur importance cruciale dans les
systémes de santé, qu'ils soient traditionnels ou contemporains. Cette diversité floristique est
particulierement prononcée dans les régions tropicales et subtropicales, ou les conditions
écologiques favorisent une spéciation importante. A titre d'exemple, I'Inde intégre environ 2
500 especes dans ses systémes de médecine traditionnelle (Ayurveda, Unani, Siddha). De
méme, les PAM jouent un rdle central dans les pharmacopées et les savoirs traditionnels en
Afrique, en Amérique du Sud et en Asie du Sud-Est. Toutefois, cette biodiversité¢ est
actuellement menacée par des pressions anthropiques telles que la surexploitation, la

déforestation et le changement climatique. Ce constat souligne I'urgence de mettre en ceuvre
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des stratégies de conservation et de gestion durable afin d'assurer la pérennité de ce capital

biologique.(4)

Les plantes aromatiques et médicinales assument un role fondamental au carrefour des
équilibres écologiques, du développement socio-économique et de la préservation des
patrimoines culturels.

Sur le plan écologique, elles contribuent a la résilience des écosystémes en participant a la
régulation des cycles biogéochimiques, a la protection des sols et au maintien de la
biodiversité. Elles soutiennent également des interactions essentielles avec la faune
pollinisatrice et les communautés microbiennes du sol.

Sur le plan économique, les PAM constituent une source de revenus significative pour les
communautés rurales et les économies nationales. Leur valorisation, sous forme de mati¢re
premicere (plantes séches) ou de produits transformés (huiles essentielles, extraits), soutient le
développement de filieres industrielles structurées (pharmaceutique, cosmétique,
agroalimentaire). En France, par exemple, la filiere a connu une expansion notable, avec une
augmentation des surfaces cultivées de plus de 77 % entre 2010 et 2021 (France AgriMer,
2021).

Enfin, sur le plan culturel, les PAM sont indissociables des savoirs vernaculaires et des
pratiques médicinales ancestrales. Elles constituent un pilier des médecines traditionnelles,
des rituels de soin et des usages culinaires, enrichissant ainsi le patrimoine culturel immatériel
de I'humanité. Par conséquent, la préservation et la valorisation de ces plantes représentent un
enjeu multidimensionnel, engageant a la fois la santé publique, la durabilité des écosysteémes

et la sauvegarde des identités culturelles.(5)

Figure I.1 : Image montrant différents types de graines des plantes médicinales et

aromatiques.(6)
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La flore algérienne, intégrée au bassin méditerranéen, se distingue par sa richesse
exceptionnelle en plantes aromatiques et médicinales (PAM), résultant d'une diversité
¢cologique remarquable. Cette biodiversité est particulierement manifeste dans les zones
montagneuses et forestiéres, qui abritent une multitude d'espeéces endémiques et rares. Par
exemple, une étude a recensé 525 espéces endémiques en Algérie, dont 112 ont été étudiées
pour leurs propriétés phytochimiques, soulignant ainsi le potentiel thérapeutique de la flore
locale. De plus, les foréts algériennes offrent un considérable potentiel de production en
PAM, représentant un atout économique majeur pour les différentes wilayas. Cette richesse
botanique, combinée aux savoirs traditionnels ancestraux, positionne I'Algérie comme un

acteur clé dans la valorisation et la conservation des PAM en Méditerranée.(7,8)

En Algérie, la phytothérapie occupe une place prépondérante dans les pratiques de santé
traditionnelles, s'appuyant sur une richesse floristique exceptionnelle et des savoirs ancestraux
transmis de génération en génération. Les plantes aromatiques et médicinales (PAM) sont
utilisées pour traiter une variété de maux, allant des affections bénignes aux maladies plus
graves, en particulier dans les zones rurales ou I'accés aux soins médicaux modernes peut étre
limité. Les formes d'administration les plus courantes incluent les tisanes, les décoctions, les
infusions, les cataplasmes et les inhalations, mettant en ceuvre différentes parties des plantes
telles que les feuilles, les fleurs, les racines ou les graines. Par exemple, dans la région de
I'Edough, une enquéte ethnobotanique a révélé que les populations locales utilisent une
diversit¢ de plantes pour leurs propriétés thérapeutiques, avec une prédominance des
préparations sous forme de tisanes et d'applications cutanées. Ces pratiques, profondément
enracinées dans la culture locale, témoignent d'une connaissance approfondie des ressources
végétales et de leurs bienfaits pour la santé, constituant ainsi un patrimoine immatériel

précieux a préserver et a valoriser.(9)

1.1 Les Métabolites Secondaires Végétaux

Les métabolites secondaires végétaux sont des composés organiques produits par les plantes a
partir des métabolites primaires, mais qui ne sont pas directement impliqués dans les
fonctions vitales telles que la croissance, le développement ou la reproduction. Contrairement
aux métabolites primaires, qui sont universels et essentiels, les métabolites secondaires sont
souvent spécifiques a certaines espeéces et jouent des rbles écologiques cruciaux. Ces
substances participent a la défense de la plante contre les agents pathogénes, les insectes

herbivores et les stress environnementaux. Elles peuvent également servir a attirer les

pollinisateurs ou a inhiber la croissance des plantes concurrentes (allélopathie).
7
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On distingue plusieurs grandes classes de métabolites secondaires, notamment les alcaloides,

les phénols (comme les flavonoides, les tanins, les acides phénoliques) et les terpénoides.

Leur diversit¢ chimique et fonctionnelle en fait des cibles de choix dans les domaines

pharmaceutique, cosmétique et agroalimentaire.(10)

(> Alcaloides

- Voie de l'ornithine, lysine R\N/ o

- Voie de la phénylalanine, tyrosine |
\_- Voie du tryptophane... w__J
(" » Terpénoides }

- Voie du mévalonate ( /—<
/ = + Sucres
\. soprine ) Aglycones —» Hétérosides
(= génines)

( » Polyphénols o A
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~ / /

Figure 2 : Les grandes classes des métabolites secondaires.(11)

Les progres des techniques analytiques et des approches moléculaires ont aujourd'hui permis
de confirmer et de préciser la diversité et I'importance des composés phénoliques végétaux. Ils
constituent des éléments essentiels dans les interactions des plantes avec leur environnement
biologique et physique (relations avec les bactéries, les champignons, les insectes, résistance
aux U\~, mais participent aussi fortement aux critéres de qualité (couleur, astringence,
amertume...) qui orientent le choix de 'homme dans la consommation et l'utilisation de
végétaux et des produits qui en dérivent par transformation. Ce chapitre offre un exposé
complet des connaissances actuelles sur les composés phénoliques végétaux, tant d'un point
de vue fondamental (analyse et dosage de ces composés, régulation de leur métabolisme, roles
dans la biologie et la physiologie de la plante et dans ses interactions avec l'environnement)
qu'appliqué (importance des composés phénoliques dans la santé et les activités humaines,
propriétés sensorielles, nutritionnelles, antioxydantes, etc.). Cette référence en la matiére
s'adresse tout autant aux étudiants de 2°™ et 3°™ cycles qu'aux chercheurs et enseignants en

biologie, biochimie, physiologie, écologie et agronomie.(12).
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Figure 3 : Les voies métaboliques des plantes : biosynthése, régulation et applications pour

I’Homme.(13)

1.2 Les Huiles Essentielles (HE)

1.2.1 Définition des Huiles Essentielles

Une huile essentielle se définit comme un liquide volatil et aromatique extrait de diverses
parties de plantes aromatiques, telles que les fleurs, les feuilles, les écorces, les racines ou les
graines. Malgré son appellation, cette substance ne renferme aucune mati¢re grasse. La
composition principale de I'huile essentielle comprend des molécules telles que les terpénes,
les alcools, les cétones et les aldéhydes, qui sont responsables de ses propriétés

spécifiques.(14)

Figure 4 : Image d'huiles essentielles utilisées en aromathérapie.(15)
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1.2.2 Localisation cellulaire des voies MVA et MEP chez les plantes

1.2.2.1 Voie du Mévalonate (MVA)

e La voie MVA est localisée dans le cytosol et le réticulum endoplasmique des cellules
végétales.

e Elle est responsable de la synthése de I'isopentényl diphosphate (IPP) et du diméthylallyl
diphosphate (DMAPP), précurseurs des sesquiterpénes (Cis), des triterpeénes (Cso), des
stérols et des ubiquinones.

e C(Cette voie est essentielle pour la production de composés isoprénoides non

plastidiques.(16)

1.2.2.2 Voie du Méthylérythritol Phosphate (MEP)

e La voie MEP se déroule dans les plastides, principalement les chloroplastes.

e Elle produit I'IPP et le DMAPP nécessaires a la biosynthése des monoterpénes (Cio), des
diterpénes (Cao), des caroténoides, des chlorophylles et des phytohormones.

e Des ¢études ont confirmé la localisation des enzymes de la voie MEP dans les

chloroplastes.(17)
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Figure 5 : Voie de biosynthese des principaux diterpénoides composant I'exsudat des TGS du

tabac.(18)
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1.2.3 Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

e Volatilité : les huiles essentielles sont composées de substances volatiles qui s'évaporent
rapidement a température ambiante. Cette volatilité est due a leur faible poids moléculaire
et a leur pression de vapeur élevée. Par exemple, le citral a une pression de vapeur de 22
Pa a 20 °C, tandis que le carvacrol présente une pression de 35 Pa a 20°C. La volatilité
influence la durée de perception de I'arome et la stabilité¢ des HE.

e Densité : la densité des HE varie généralement de 0,850 a 1,050 g/cm?®. Par exemple,
I'huile essentielle de cannelle a une densité de 1,050 g/cm?, tandis que celle de citronnelle
est d'environ 0,889 g/cm?.

e Indice de réfraction : l'indice de réfraction des HE se situe généralement entre 1,450 et
1,531. Par exemple, 1'huile essentielle de clou de girofle a un indice de réfraction compris
entre 1,5230 et 1,5310, indiquant une concentration élevée en composés aromatiques.

e Viscosité : les HE présentent une faible viscosité, ce qui leur confére une texture fluide.
Certaines huiles, comme celle de citronnelle, montrent un comportement thixotrope, c'est-
a-dire que leur viscosité diminue sous agitation.

e Solubilité : les HE sont insolubles dans 1'eau mais solubles dans la plupart des solvants
organiques tels que 1'éthanol, 1'éther et l'acétone. Par exemple, l'huile essentielle de
citronnelle est soluble dans 1 a 2 volumes d'éthanol a 80 %.

e Rotation optique : certaines HE sont optiquement actives, c'est-a-dire qu'elles peuvent
dévier le plan de polarisation de la lumiere. Par exemple, 1'huile essentielle de cardamome
présente une rotation optique comprise entre +16° et +41°, reflétant la présence de

composés chiraux.(19)

1.2.4 Composition chimique générale des huiles essentielles

1.2.4.1 Composés majoritaires : les terpénoides
Les terpenoides représentent souvent plus de 90 % de la composition totale des huiles
essentielles. On distingue principalement :
» Monoterpénes (Cio)
e Hydrocarbures : a-pinéne, limonene, -myrceéne
e Oxygénés : linalol, 1,8-cinéole, géraniol, menthol, citral
e Roles : ardmes frais et 1égers, grande volatilité, effets antiseptiques,
anti-inflammatoires.
> Sesquiterpenes (Cis)
11
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e Hydrocarbures : -caryophylléne, humuléne
e Oxygénés : farnésol, patchoulol, spathulénol
e Roles : moins volatils, ardmes plus persistants, propriétés anti-

inflammatoires, antitumorales.(20, 21)

1.2.4.2 Composés secondaires et spécifiques
» Phénylpropanoides (issus de la voie du shikimate)
e Exemples : eugénol (clou de girofle), cinnamaldéhyde (cannelle),
anéthol (anis)
e Propriétés : antimicrobiennes, antioxydantes, parfois
photosensibilisantes.
» Composés soufrés
e Présents dans les huiles d’ail ou d’oignon (ex. : diallyl disulfure) — a
forte activité antimicrobienne.
»  Coumarines et lactones
e Moins volatiles, souvent responsables de I’activité anti-inflammatoire

sédative ou digestive.(22)

)

a-Cédréne Cédrol Totarol

a-Acorénol B-Acorénol

Figure 6 Structure des composés majoritaires de 1 huile essentielle de /a sciure de bois.(23)

1.2.5 Facteurs influencant la composition des huiles essentielles

La composition chimique des huiles essentielles est affectée par divers facteurs :

12
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1.2.5.1 Facteurs endogénes (intrinséques a la plante)

e Espéce et variété botanique : Chaque espece possede un profil
chimique distinct.

e Chémotype : Des variations chimiques au sein d'une méme espece
dues a des facteurs génétiques et environnementaux.

e Organe végétal utilisé : Feuilles, fleurs, tiges, racines peuvent
produire des huiles aux compositions différentes.

o Stade de développement : La maturité¢ de la plante au moment de la

récolte influence la concentration des composés.

1.2.5.2 Facteurs exogénes (environnementaux et agricoles)

Climat : Température, humidité, ensoleillement et précipitations influencent la
biosynthese des composés volatils.

Type de sol (conditions édaphiques) : La composition minérale et la texture du sol
affectent la qualité de I'huile.

Pratiques culturales : Irrigation, fertilisation, méthodes de récolte et de séchage ont

un impact significatif.

1.2.5.3 Méthodes d'extraction

Technique utilisée : Distillation a la vapeur, extraction par solvants, expression a
froid, etc., peuvent altérer la composition chimique.
Conditions d'extraction : Température, pression, durée influencent la qualité et la

quantité des composés extraits.

1.2.5.4 Facteurs post-récolte

2

Stockage : L'exposition a la lumiére, a I'oxygene et aux variations de température peut
entrainer la dégradation de certains composés.
Durée de conservation : Avec le temps, certaines molécules peuvent s'oxyder ou se

transformer, modifiant ainsi le profil chimique de 1'huile.(24,25)

Présentation des Espéces Etudiées

2.1. La Lavande Vraie (Lavandula angustifolia Mill)

13
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2.1.1 Description botanique
Lavandula angustifolia Mill est un sous-arbrisseau vivace, aromatique, originaire du bassin
méditerranéen.

e Taille : Atteint généralement 30 a 60 cm de hauteur.

e Tiges : Quadrangulaires, ligneuses a la base, dressées.

e Feuilles : Opposées, simples, étroites, de couleur gris-vert, mesurant environ 2 a 6 cm

de long.
e Fleurs : Petites, de couleur violette a bleu lavande, regroupées en €pis terminaux.
e Floraison : De juin a aoft.

e Fruits : Tétrakénes contenant des graines brunes et lisses.(26)

Figure 7 Image de plante la lavande vraie.

2.1.1 Origine de la lavande vraie

La lavande vraie est une plante aromatique vivace appartenant a la famille des Lamiacées.
Elle est originaire des régions montagneuses et ensoleillées du bassin méditerranéen
occidental, notamment du sud de la France, de I’Espagne et de I’ltalie. Elle pousse
naturellement sur des pentes seches et rocailleuses, souvent sur des sols calcaires bien

drainés.(27)

2.1.2 Répartition Géographique de la lavande vraie en Algérie
En Algérie, bien que la lavande vraie ne soit pas indigene, elle est cultivée dans certaines

régions, notamment dans les zones a climat méditerranéen caractérisées par des étés chauds et
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secs et des hivers doux et humides. Les conditions climatiques et édaphiques de ces régions
sont propices a la culture de la lavande, permettant ainsi la production des huiles essentielles

de qualité. (28,29)

2.1.3 Usages Traditionnels
La lavande vraie est utilisée depuis I’Antiquité dans la médecine traditionnelle. Son huile
essentielle possede des propriétés antioxydantes, antimicrobiennes et anti-inflammatoires.
Elle est traditionnellement employée pour :

e soulager les briilures et les affections cutanées,

e calmer I’anxiété et favoriser le sommeil,

e traiter les troubles digestifs mineurs.(30)

Figure 8 : Image de plante la lavande vraie (Lavandula angustifolia Mill) .

2.1.4 Importance économique de la lavande vraie
La lavande vraie représente une culture a haute valeur économique, principalement en raison
de:

¢ la demande croissante en cosmétiques naturels,

e son usage répandu en aromathérapie,

e savaleur dans la production de parfums, de produits pharmaceutiques et de savons.
Elle est cultivée dans plusieurs pays méditerranéens, y compris en Algérie, dans des zones au

climat sec et ensoleillé, propices a la production d’huile essentielle de haute qualité.(31)

15



Chapitre I : Partie théorique

2.1.5 Composition chimique de I’huile essentielle de lavande vraie (Lavandula
angustifolia Mill)

L’huile essentielle de lavande vraie est principalement composée de monoterpenes et de leurs

dérivés oxygénés, avec des variations quantitatives selon 1’origine géographique, les

conditions climatiques, le stade de développement de la plante et les méthodes

d’extraction.(32).

2.1.5.1 Constituants principaux 2(33)

Tableau 1: Composition chimique de I’huile essentielle de lavande vraie.

Composé Famille chimique Pourcentage approximatif
Linalol Alcool monoterpénique 20-45 %
Acétate de linalyle Ester monoterpénique 25-47 %
Lavandulol Alcool monoterpénique <2 %
Acétate de lavandulyle Ester monoterpénique <2 %
1,8-cinéole Oxyde monoterpénique 1-2,5%
Camphre Cétone monoterpénique 1,2 %

2.1.6 Propriétés Biologiques

e Activité antimicrobienne

L'activité antimicrobienne de 1'huile essentielle de Lavandula angustifolia Mill est largement
rapportée dans la littérature scientifique. Elle s'exerce contre un large éventail de bactéries
pathogenes, incluant des souches a Gram-positif et a Gram-négatif. Son efficacité est
notamment établie contre des especes telles que Staphylococcus aureus, Escherichia
coli et Salmonella poona. Des études quantitatives, utilisant la méthode de diffusion sur
disque, ont permis de mesurer cette activité inhibitrice. Par exemple, des diametres
d'inhibition de 24 mm et 22 mm ont été respectivement observés pour Bacillus subtilis et pour

des isolats cliniques de Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (MRSA). (34)
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e Activité anti-inflammatoire

Le potentiel thérapeutique de Lavandula angustifolia a également été exploré pour ses
activités analgésique et anti-inflammatoire. Des essais pharmacologiques menés in vivo ont
validé I'efficacité de plusieurs de ses préparations. En particulier, 1'extrait hydroalcoolique, la
fraction riche en polyphénols et 1'huile essentielle ont démontré une réduction significative de
lI'inflammation dans le modéle de 1'cedéme de la patte induit par la carraghénine. De méme,
ces extraits ont entrainé une diminution de la réponse nociceptive dans le test des contorsions
induites par l'acide acétique.(35)

e Activité antioxydante

Les propriétés antioxydantes des extraits et de I'huile essentielle de Lavandula
angustifolia ont fait I'objet de nombreuses investigations scientifiques. L'évaluation de leur
capacit¢ a neutraliser les especes radicalaires a ¢té réalisée au moyen de protocoles
standardisés, incluant les tests de piégeage du radical DPPH" (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle)
et du cation radical ABTS"" (acide 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)), ainsi
que la mesure du pouvoir réducteur du fer (FRAP). Les résultats confirment que ces
préparations exercent une activit¢ de piégeage de radicaux et un pouvoir réducteur
significatifs. Il a notamment été démontré que certains extraits éthanoliques présentent une
ICso (concentration inhibitrice médiane) inférieure a celle de l'acide ascorbique, un
antioxydant de référence, validant ainsi leur haute efficacité. (36)

e Activité antifongique

L'huile essentielle de Lavandula angustifolia a montré une activité antifongique contre
Candida albicans. Elle inhibe la croissance, la formation de tubes germinatifs et I'élongation
des hyphes de C. albicans. Par exemple, une concentration de 2% d'huile essentielle a tué
100% des cellules de C. albicans ATCC 3153 en 15 minutes.(37)

e Inhibition enzymatique (a-amylase)

L'inhibition de l'enzyme a-amylase par Lavandula angustifolia demeure un champ de
recherche peu exploré dans la littérature scientifique. Néanmoins, une investigation notable a
initié I'exploration de ce potentiel thérapeutique en s'intéressant a I'extrait éthanolique de la
plante et a ses principaux constituants. Cette €tude a adopté une approche intégrée,
comprenant :

e Une caractérisation du profil phytochimique des extraits.

e Une évaluation in vitro de leurs activités biologiques.

17



Chapitre I : Partie théorique

Des analyses prédictives in silico par amarrage moléculaire pour €lucider les interactions

au niveau du site actif de I'enzyme. (38)

2.2 La Menthe Verte (Mentha spicata L)

2.2.1 Description botanique

Taille : Plante herbacée vivace atteignant généralement une hauteur de 30 a 100 cm. Elle
se propage rapidement grice a ses rhizomes souterrains, formant des colonies denses.
Tiges : Tiges dressées, quadrangulaires (section carrée), parfois 1égérement pubescentes.
Elles sont robustes et peuvent étre glabres ou glabrescentes.

Feuilles : Feuilles opposées, simples, de forme ovale a lancéolée, mesurant environ 2 a 6
cm de long et 0,5 a 1,5 cm de large. Les bords sont dentés (serrés), et la surface peut étre
glabre ou légérement pubescente. Les feuilles dégagent une odeur caractéristique de
menthe due a la présence d'huiles essentielles riches en carvone.

Fleurs : Fleurs petites, de couleur rose pale a blanche, regroupées en épis terminaux
denses mesurant de 4 a 10 cm de long. Chaque fleur est tubulaire, avec un calice a cing
dents et une corolle a quatre lobes presque égaux.

Floraison : La floraison se produit principalement de juillet a octobre, selon les
conditions climatiques.

Fruits : Le fruit est un tétrakéne, composé de quatre petites nucules ovoides, qui restent

souvent enfermées dans le calice persistant apres la floraison.(39-41).

Figure 9 : Image de plante la Menthe Verte.
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2.2.2 Origine de la Menthe Verte :

Originaire du Proche-Orient et du sud de I’Europe, la menthe verte pousse aujourd’hui dans le
monde entier, principalement dans les zones humides et ensoleillées. Ses feuilles sont utilisées
pour traiter de nombreux maux, notamment les troubles digestifs, le rhume, ainsi que diverses

affections cutanées et buccales, entre autres.(42)

2.2.3 Répartition Géographique de la Menthe Verte en Algérie

La menthe verte (Mentha spicata L.) est largement répandue en Algérie, s'adaptant a divers

climats et régions du pays. Sa présence a ¢té documentée dans plusieurs zones, notamment :

e Ghardaia : Située dans le nord du Sahara algérien, cette région abrite des cultures de
menthe verte. Une étude a analysé l'huile essentielle extraite de plantes cultivées a
Ghardaia, révélant des composés majeurs tels que le carvone (44,06 %) et le 1,8-cinéole
(15,32 %).(43)

e El Bayadh : Dans l'ouest de I'Algérie, des spécimens de Mentha spicata ont été récoltés
pour étudier leur rendement en huile essentielle et leur composition chimique.(44)

e Béjaia : Située sur la cote méditerranéenne, cette région a vu des études sur les feuilles de
Mentha spicata, mettant en évidence des composés tels que le carvone (48,5%), le
limoneéne (20,7 %) et le 1,8-cinéole (5,4%).(45)

e Bouira : Dans le nord du pays, des échantillons de menthe verte ont été collectés dans la
région montagneuse de Bir Ghebalou pour des études biologiques.(46)

e Tébessa et El Tarf : Ces régions de I'est de 1'Algérie ont fourni des spécimens de Mentha

spicata pour des recherches sur leurs activités anti-inflammatoires.(47)

Ces ¢tudes démontrent que Mentha spicata est présente dans diverses régions algériennes,
s'adaptant a des conditions climatiques variées.
Sa répartition géographique étendue reflete sa capacité d'adaptation et son importance dans la

flore médicinale du pays.

Usages traditionnels de la Menthe Verte
La menthe verte est traditionnellement employée pour traiter divers maux :

e Troubles digestifs : utilisée comme carminatif et antispasmodique pour soulager les
ballonnements et les douleurs abdominales.

e Affections respiratoires : utilisée pour apaiser la toux, I'asthme et le rhume.
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e Problémes cutanés : appliquée pour traiter certaines affections de la peau.
e Diabéte : utilisée dans certaines cultures pour aider a réguler la glycémie.(48)
Ces usages sont soutenus par des études scientifiques qui ont mis en évidence les propriétés

antimicrobiennes, antioxydantes, anti-inflammatoires et antidiabétiques de la plante.(41)

2.2.4 Importance économique de la Menthe Verte

La menthe verte a une valeur économique significative :

e Industrie agroalimentaire : utilisée comme ardme naturel dans les thés, les confiseries,
les chewing-gums et les boissons.

e Cosmétique et parfumerie : son huile essentielle est incorporée dans les produits de
soins, les dentifrices et les parfums.

e Pharmaceutique : exploitée pour ses propriétés thérapeutiques dans la fabrication de
médicaments a base de plantes.

En Algérie, des études ont montré que 'huile essentielle de Mentha spicata, notamment celle

extraite de la région de Laghouat, posséde des activités antioxydantes et antimicrobiennes

significatives, renfor¢ant ainsi son potentiel économique.(49)

2.2.5 Composition chimique de I’huile essentielle de la Menthe Verte (50,51)

Tableau 2 Tableau comparatif de la composition chimique de I’huile essentielle de la menthe

verte (Mentha spicata) dans deux pays.

Composé principal Kermanshah, Iran (%) Argentine (%)
Carvone 78,76 60,72 - 68,09
Limonéne 11,50 14,23 - 16,41
1,8-cinéole _ 1,69 -2,73
B-Myrcene _ 0,35-2,33
Menthone 1,01 B
Menthol 1,00 _
Cis-dihydrocarvéol/carvone 1,43 1,82 -2,31
Trans-carvéol _ 1,09 - 1,19
B-Bourbonéne 11,23 2,44 -3,17
B-Caryophylléne 1,04 1,42 -1,82
a-Pinéne . 0,12-3,14
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2.2.6 Propriétés biologiques
e Propriétés digestives
La menthe verte stimule la production de bile, facilitant la décomposition des graisses et
I’absorption des nutriments. Son action antispasmodique réduit les ballonnements et les gaz
intestinaux en relaxant les muscles de 1’estomac. Elle soulage également les nausées et les
maux d’estomac.(52,53)
e Activité antimicrobienne
Effet sur les bactéries : L’huile essentielle de menthe verte inhibe la croissance de bactéries
pathogenes (ex. Staphylococcus aureus), avec des diameétres d’inhibition allant jusqu’a 15
mm.(54,55)
e Pouvoir antioxydant
Les extraits de menthe verte neutralisent les radicaux libres via :
— La méthode DPPH : 77,75 % d’inhibition a 43,02 mg/mL.(54)
o Effets anti-inflammatoires et neurologiques
— Anti-inflammatoire : Réduit I’inflammation des muqueuses et de la peau.(56,57)
— Systéme nerveux : A faible dose, elle stimule le systéme nerveux ; a haute dose, elle
devient convulsivante.(55)
— Application : Soulagement des céphalées et des bronchites (expectorant).(57,58)
e Activité antifongique
— Une étude démontre que I’huile essentielle de Mentha spicata inhibe la croissance de
Candida albicans avec un diametre d’inhibition allant de 14,3 a 44,3 mm.(55)
— Les extraits a base de Mentha pulegium (menthe pouliot) ont aussi un effet
antifongique sur Fusarium spp., intéressant pour la conservation des céréales.(59)
e Activité enzymatique alpha-amylase
— Bien que les résultats spécifiques sur Mentha spicata soient moins nombreux, des
extraits de plantes aromatiques comme la menthe sont connus pour inhiber 1’enzyme
alpha-amylase, ce qui peut aider @ moduler la digestion des glucides et avoir un effet
antidiabétique.
— Certaines études sur des extraits de Mentha spicata ont montré un potentiel
d’inhibition enzymatique, notamment via leurs composés phénoliques et terpenes,
mais il faut consulter les études spécifiques pour des données quantitatives

précises.(55)

21



Chapitre I : Partie théorique

3  Extraction, Caractérisation et Evaluation Biologique des Huiles Essentielle

3.1 Méthodes d'Extraction des HE

Les huiles essentielles, composés aromatiques volatils extraits des plantes, jouent un role
central en aromathérapie, en cosmétique et dans I’industrie agroalimentaire. Leur qualité
dépend étroitement des méthodes d'extraction employées, chacune influengant la composition

chimique et les propriétés biologiques finales.

3.1.1 Distillation a la vapeur d'eau

e Principes et mécanismes

La distillation a la vapeur d'eau, introduite par les Arabes au IX¢ siécle, reste la méthode la

plus répandue pour I'extraction des huiles essentielles. (60,61)

Le procédé implique un alambic ou la vapeur traverse la matiere végétale, rompant les

structures cellulaires et entrainant les molécules volatiles. La condensation ultérieure dans un

essencier sépare l'huile essentielle de 1'hydrolat. (60,62)

e Avantages :

— Adaptée a la majorité des plantes (lavande, romarin, eucalyptus).

— Préservation relative des composés thermostables grice a des températures controlées
(100°C) (61,62)

e Inconvénients :

— Risque de dégradation des composés sensibles comme certains terpénoides.

— Rendements variables selon la teneur en huile de la plante (ex. : 200 kg de lavande pour 1

kg d'huile). (63)

Figure 10 : Schéma illustrant la méthode d'extraction par entrainement a la vapeur d'eau.(64)

3.1.2 Expression a froid

e Procédé mécanique
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Réservée aux zestes d'agrumes (citron, orange), cette méthode utilise des presses hydrauliques

pour percuter les poches a essence sans chauffage. Le résultat est une « essence » plutot

qu'une huile essentielle, riche en limonéne et citral. (60,62)

Avantages :

Aucune altération thermique, préservant les notes aromatiques fraiches.
Rapidité d'exécution avec des machines automatisées modernes.
Inconvénients :

Limité aux plantes a poches superficielles.

Risque de contamination par les pesticides sur les zestes non bio(60,62)

3.1.3 Extraction au CO: supercritique

Innovation technologique

Ce procéd¢ utilise du dioxyde de carbone sous pression (73,8 bars) et température (31°C)

critiques, lui conférant des propriétés hybrides solvant/gaz. Il pénétre les tissus végétaux,

dissout les huiles, puis se vaporise sans résidu.(60,62)

Avantages :

Extraction intégrale des molécules lourdes (cires, résines).(62)

Absence de dégradation thermique, idéale pour les composés sensibles.(60)
Inconvénients :

Investissement initial élevé en équipements spécialisés.

Colits opérationnels limitant son usage aux huiles haut de gamme (vanille, rose).(65)

[ | ffl >

Matiere a
traiter

A

Figure 11 : Schéma illustrant la méthode d’extraction au CO: supercritique(66)

[
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3.1.4 Extraction par solvants volatils

Procédés chimiques

Des solvants comme l'hexane ou I'é¢thanol dissolvent les huiles, ensuite séparées par

¢vaporation(60,62). Bien qu’efficace pour les fleurs délicates, cette méthode souléve des

inquiétudes :

Résidus de solvants potentiellement toxiques dans I'extrait final.(62)
Altération du profil aromatique par sélectivité des solvants.(60)
Utilisations actuelles :

Production de concrétes et absolues en parfumerie.(67)

Extraction de composés non volatils (résines, gommes),(62)

Produst & traster
Condenseur

Ueneratesrs mro-onces

1 i

I Encerme micro-ondes l

R

Transfert par vis sans fin

Tempesansre finale

sodvant Extrut

Figure 12 : Schéma illustrant la méthode d’extraction par solvants volatils.(68)

3.1.5 Hydrodistillation (Clevenger) :

Le principe (appareil de Clevenger)

L’hydrodistillation a 1’aide de 1’appareil de Clevenger est une méthode classique et
largement utilisée pour I’extraction des huiles essentielles a partir de plantes aromatiques.
Le procédé consiste a chauffer la matiere végétale, immergée ou non dans 1’eau, jusqu’a
¢bullition. La vapeur d’eau entraine les composés volatils (essentiellement des huiles

essentielles), qui sont ensuite condensés dans un réfrigérant.
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L’appareil de Clevenger permet la récupération continue de 1’huile essentielle par
séparation gravimétrique dans un tube gradué, ce qui offre a la fois une efficacité
d’extraction et une mesure précise du rendement. Cette méthode est adaptée a une large
gamme de plantes et permet de préserver les composés thermosensibles lorsqu’elle est

bien controlée. (69)

water --f——— ch _, - clevenger
-
waler ————————p- o

Essential oil « - - - =} ”
water - « - - -

5, steam containing
ﬁ essential oil

Mixture of ... _ g
sample and water

- - -- Heating mantle

Figure 13 : Schéma illustrant la méthode d’extraction par Hydrodistillation (Clevenger).(70)

e Parametres influencant le rendement et la qualité

— Temps d’hydrodistillation

Un temps optimal est nécessaire pour extraire un maximum d’huile sans dégrader les
compos¢s.

Pour Rosmarinus officinalis, 210 minutes ont été identifiées comme optimales pour un bon
rendement (~2,3 %).

— Température de chauffage

Elle influence la vitesse de production de vapeur et la qualité de I’huile.

Une température autour de 250°C est idéale ; au-dela (350°C), des problémes de reflux et de
dégradation peuvent survenir.

— Rapport eau/matiére végétale

Un rapport suffisant (environ 10,5 x 100 ml d’eau pour 100 g de plante) garantit une

immersion compléte et une bonne extraction.
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Trop peu d’eau réduit I’efficacité, trop d’eau augmente la consommation énergétique inutile.
— Durée et conditions de séchage de la matiere végétale

Un séchage d’environ 8 jours avant extraction améliore le rendement en huile essentielle.
Le séchage influence la teneur en eau et la libération des composés volatils.

— Interactions entre paramétres

L’effet du temps d’hydrodistillation dépend de la température de chauffage.

L’effet du séchage varie selon le rapport eau/maticre végétale. (71)

» Justification du choix de cette méthode

Parmi les différentes méthodes d’extraction des huiles essentielles que nous avons explorées,
telles que I’hydrodistillation, D’extraction par solvants volatils, 1’extraction au CO:
supercritique ou encore ’expression a froid, notre choix s’est porté sur 1’hydrodistillation.
Cette technique nous a semblé la plus adaptée a notre contexte de travail en raison de sa
simplicité de mise en ceuvre, de la disponibilité du matériel nécessaire (notamment 1’appareil
de Clevenger) et de I’absence de solvants chimiques ou de conditions extrémes de pression.
Contrairement a d’autres procédés plus colteux ou techniquement exigeants. Comme
I’extraction au CO: supercritique, ou potentiellement problématiques sur le plan sanitaire,
comme 1’extraction par solvants, I’hydrodistillation offre une solution fiable, accessible et
suffisamment efficace pour extraire les composés volatils d’un grand nombre de plantes
aromatiques. C’est donc une méthode que nous avons jugée en méme temps pertinente,

¢conomique et adaptée a nos objectifs.
3.2 Méthodes de Caractérisation Chimique des HE

3.2.1 Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG / GC)
La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une méthode clé pour la caractérisation
chimique des huiles essentielles. Son principe repose sur la séparation des différents
composés volatils présents dans I’huile essentielle, permettant ainsi d’identifier et de

quantifier chacun d’eux.
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Chromatogrararae
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Figure 14 : Schéma illustrant la méthode de Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG /
GC).(72)

3.2.1.1 Principe appliqué aux huiles essentielles :

L’échantillon d’huile essentielle est injecté dans un injecteur chauffé ou il est vaporisé
sans dégradation.

Les composés volatils sont entrainés par un gaz vecteur inerte (comme [’hélium) a travers
une colonne chromatographique contenant la phase stationnaire.

Chaque molécule interagit différemment avec la phase stationnaire selon ses propriétés
chimiques (polarité, taille, solubilité), ce qui modifie son temps de rétention dans la
colonne.

A la sortie de la colonne, les composés sont détectés un a un par un détecteur (souvent un
détecteur a ionisation de flamme ou un spectrométre de masse).

Le détecteur envoie un signal électrique proportionnel a la quantité¢ de chaque composé,

générant un chromatogramme ou chaque pic correspond a un composant spécifique.

Cette méthode permet de dresser un profil chimique précis de I’huile essentielle, essentiel
pour vérifier sa qualité, sa pureté, et identifier son chémotype. Elle est largement utilisée
dans le contrdle qualité et la recherche pour assurer la constance et 1’authenticité des

huiles essentielles.(73-75)

3.2.2 Couplage CPG-Spectrométrie de Masse (CPG-SM / GC-MS) :

Le couplage chromatographie en phase gazeuse — spectrométrie de masse (CPG-SM)
représente une méthode analytique de choix pour I’étude des huiles essentielles. Cette

technique permet non seulement la séparation, mais également 1’identification et la
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quantification précise des constituants volatils, souvent trés complexes, qui composent ces

extraits naturels.

3.2.2.1 Principe de la méthode CPG-SM appliquée aux huiles essentielles

Séparation par chromatographie en phase gazeuse (CPG)

L’¢échantillon d’huile essentielle, généralement préalablement dilué, est introduit dans un
injecteur chauffé, ou il est vaporisé sans altération. Les composés volatils ainsi générés
sont transportés par un gaz vecteur inerte — le plus souvent de ’hélium — a travers une
colonne capillaire contenant une phase stationnaire adaptée. Chaque molécule interagit
différemment avec cette phase selon ses caractéristiques physico-chimiques (telles que la
polarité ou la volatilité), ce qui entraine une séparation temporelle : chaque composé
atteint le détecteur a un moment précis, appelé temps de rétention.

Identification par spectrométrie de masse (SM)

A la sortie de la colonne, les composés séparés sont dirigés vers le spectrométre de masse.
Ils y subissent une ionisation, en général par impact ¢lectronique a 70 eV, entrainant leur
fragmentation en ions spécifiques. Le spectrometre enregistre alors le rapport
masse/charge (m/z) de ces fragments, produisant un spectre de masse caractéristique
propre a chaque molécule.

Comparaison aux bases de données spectrales

Les spectres de masse obtenus sont comparés a des bibliotheques de référence reconnues,
permettant d’identifier les composés avec une grande fiabilité. Cette identification est
d’autant plus robuste qu’elle est croisée avec les temps de rétention ou les indices de

Kovats, renforgant la précision et la reproductibilité de 1’analyse.(75,76)

3.2.2.2 Identification des composés dans les huiles essentielles

Grace a sa haute résolution, la CPG-SM permet d’identifier la grande majorité¢ des
composants volatils présents dans les huiles essentielles, représentant souvent plus de 99
% de leur composition. Parmi ces constituants, on retrouve une diversité de familles
chimiques telles que les monoterpénes, les sesquiterpénes, les alcools, les cétones, les
esters, ainsi que d’autres dérivés oxygénés.

Chaque pic du chromatogramme correspond a un composé distinct, dont 1’identité est
confirmée par son spectre de masse. A titre d’exemple, I’analyse des huiles essentielles

extraites de Tetraclinis articulata a permis d’identifier avec précision entre 22 et 28
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composés, dont plusieurs constituants majeurs tels que I’a-acorénol, le cédrol ou encore le
camphre .

e Enfin, cette méthode se révele particulicrement utile pour la mise en évidence de
chimiotypes spécifiques, définis par la prédominance de certains composés. Cette
caractérisation chimique approfondie est essentielle pour la valorisation des huiles

essentielles en tant qu’agents biologiques ou thérapeutiques (77,78)
3.2.3 Indices de Rétention (IR) :

Les indices de rétention (IR) sont des valeurs normalisées utilisées en chromatographie en
phase gazeuse (GC) pour identifier les composants des huiles essentielles. Ils permettent de
comparer le temps de rétention d'un composé avec ceux d'une série d'alcanes standards, ce qui

facilite son identification méme en présence de variations instrumentales.

» Calcul de l'indice de rétention (IR)
L'indice de rétention d'un composé est calculé a partir de son temps de rétention (t_R) et des
temps de rétention des alcanes standards (T _n et T n+1) qui l'entourent, selon la formule de

Kovats :

(Tr-Tn)
(Tn+1-Tn)

IR =100 x |n +
Ou:
e n est le nombre de carbones de 1'alcane précédent
e Tr est le temps de rétention du composé
e Tn et Tn+1 sont les temps de rétention des alcanes adjacents avec n et n+1 carbones
respectivement.

Par exemple, une molécule €lue entre les alcanes C10 et C11 aura un IR entre 1000 et 1100,

selon sa position exacte.(79-81)

3.2.3.1 Utilisation des indices de rétention pour l'identification
P

Les IR sont utilisés pour comparer les composés détectés a des bases de données ou a la
littérature (ex. base NIST, livre de Robert P. Adams) afin d'identifier les molécules présentes

dans une huile essentielle.

L'IR est plus robuste que le simple temps de rétention, car il normalise les variations liées aux

conditions chromatographiques.(80—82)
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Pour une identification fiable, il est conseill¢ d'utiliser plusieurs colonnes chromatographiques

(ex. DB-5 et Solgel-Wax) car certains composés peuvent coé¢luer sur une seule colonne.

L'TR est souvent combiné avec la spectrométric de masse (GC-MS) pour confirmer

l'identification des composants.
3.3 Introduction aux Activités Biologiques Etudiées et Méthodes d'Evaluation in vitro

3.3.1 Le Stress Oxydant et I'Activité Antioxydante

e Le stress oxydatif désigne un état de déséquilibre biologique résultant d’une production
excessive d’especes réactives de I’oxygene (ERO), dépassant les capacités de défense des
systémes antioxydants endogeénes. Ces ERO — connues également sous le terme anglais
Reactive Oxygen Species (ROS) — sont des molécules instables, souvent des radicaux
libres, capables d’interagir avec divers constituants cellulaires, tels que les lipides, les
protéines et I’ADN, entrainant ainsi des altérations structurelles et fonctionnelles
potentiellement déléteéres pour la cellule.(83—-85)

e Origine et role physiologique des ERO/ROS

Les ERO sont naturellement générées au cours du métabolisme cellulaire, notamment dans les
mitochondries lors de la phosphorylation oxydative. A faibles concentrations, ces espéces
réactives jouent un role important dans la signalisation intracellulaire, la régulation de
I’expression génique ainsi que dans la réponse immunitaire, en particulier au sein des cellules

phagocytaires.

Cependant, une production excessive ou un dysfonctionnement des mécanismes de
détoxification peut conduire a une accumulation de ces molécules, entrainant un stress
oxydatif dommageable. Les principales ERO impliquées sont 1’anion superoxyde (O:"), le
radical hydroxyle ("OH) et le peroxyde d’hydrogeéne (H20:), chacun possédant un fort pouvoir
oxydant.(83,84,86)
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Figure 15 : L'effet du stress oxydant.(87)

e Conséquences biologiques et pathologiques

Lorsqu’elles sont présentes en exces, les ERO peuvent induire des dommages oxydatifs sur
les macromolécules cellulaires, tels que la peroxydation des lipides membranaires,
I’oxydation des résidus protéiques et les cassures de I’ADN. Ces lésions compromettent
I’intégrité et le fonctionnement des cellules, pouvant entrainer des réponses cellulaires comme
I’apoptose ou, dans certains cas, la nécrose.

Le stress oxydatif est aujourd’hui reconnu comme un facteur clé dans le développement et la
progression de nombreuses pathologies chroniques. Parmi celles-ci figurent les maladies
cardiovasculaires, les cancers, les affections neurodégénératives (telles qu’Alzheimer et
Parkinson), le diabete, les états inflammatoires chroniques, ainsi que le vieillissement
prématuré des cellules.

Ainsi, comprendre les mécanismes du stress oxydatif et le role des ERO représente un enjeu
majeur en biologie cellulaire et en médecine, tant pour la prévention que pour le

développement de stratégies thérapeutiques ciblant les processus oxydatifs.(85,86,88)

3.3.1.1 Mécanismes de défense antioxydante

Les mécanismes de défense antioxydante jouent un réle fondamental dans la neutralisation
des espéces réactives de 1’oxygeéne (ROS), permettant ainsi de limiter les dommages oxydatifs
au niveau cellulaire. On distingue principalement deux grandes catégories de ces systemes :
les mécanismes enzymatiques et non enzymatiques, qui fonctionnent souvent de maniere

complémentaire :
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3.3.1.1.1 Défenses enzymatiques

Parmi les enzymes antioxydantes les plus importantes, on retrouve :

La superoxyde dismutase (SOD) : elle transforme 1’anion superoxyde (O2") en peroxyde
d’hydrogene (H202) et en dioxygene (O2).

La catalase (CAT) : elle intervient ensuite pour décomposer le H>O> en eau (H20) et en
0., évitant ainsi son accumulation toxique.

La glutathion peroxydase (GPx) : elle réduit le H>Ozet les hydroperoxydes lipidiques
grace au glutathion réduit (GSH), jouant ainsi un rdle crucial dans la protection des
membranes cellulaires.

La glutathion réductase (GR) : elle permet de régénérer le GSH a partir de sa forme

oxydée (GSSG), assurant la continuité du cycle antioxydant.

Ces enzymes sont localisées dans différents compartiments cellulaires (comme les

mitochondries, le cytosol ou les membranes), ce qui garantit une défense ciblée et efficace

contre les ROS.(89-91)
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acide hypochloreux

oxygene singulet acide urique, Vu C, GSH
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Figure 16 : Mécanismes physiologiques de la défense antioxydant.(92)

3.3.1.1.2 Défenses non enzymatiques

En parall¢le, I’organisme dispose de molécules antioxydantes non enzymatiques, qu’on peut

regrouper selon leur solubilité :

» Antioxydants hydrosolubles :
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e Lavitamine C (acide ascorbique), qui agit directement en neutralisant les radicaux libres.

e Le glutathion (GSH), un puissant réducteur qui collabore étroitement avec la GPx dans les
réactions de détoxification.

» Antioxydants liposolubles :

e La vitamine E (a-tocophérol), qui protege les lipides membranaires de la peroxydation.

e Les caroténoides (comme le B-caroténe ou le lycopéne), efficaces dans le piégeage des
radicaux libres.

e Les flavonoides (quercétine, anthocyanes), qui possédent une double action : chélatante

vis-a-vis des métaux et inhibitrice des enzymes pro-oxydantes.(93,94)

3.3.1.2 Importance des antioxydants naturels

Les antioxydants naturels occupent une place centrale dans les mécanismes de défense de
I’organisme face aux radicaux libres — des espeéces moléculaires instables générées a la fois
par les processus métaboliques endogénes et par [’exposition a divers facteurs
environnementaux tels que la pollution, le stress ou encore les rayonnements

ultraviolets.(95,96)

3.3.1.3 Protection contre le stress oxydatif et le vieillissement prématuré

Les radicaux libres, en exces, provoquent un déséquilibre redox au sein des cellules,
entrainant un stress oxydatif susceptible d’endommager les membranes cellulaires, les
protéines structurales, ainsi que ’ADN. Cette situation favorise le vieillissement cellulaire
accéléré et la survenue de pathologies chroniques. Les antioxydants, par leur capacité a
stabiliser ces radicaux en leur cédant un électron, interrompent la chaine de réactions
oxydatives. Ce mécanisme est particulierement pertinent dans la préservation de 1’intégrité

cutanée et la prévention du vieillissement de la peau.(95-97)

3.3.1.4 Prévention des maladies dégénératives et chroniques

Une abondance d'é¢tudes épidémiologiques et expérimentales souligne le role protecteur des
antioxydants dans la prévention de maladies cardiovasculaires, de certains cancers, ainsi que
de troubles inflammatoires et neurodégénératifs liés a 1’dge. Les vitamines C et E, en
particulier, sont associées a une diminution du risque d'accidents vasculaires cérébraux et de
carcinogenese. Par ailleurs, des antioxydants endogenes tels que le glutathion, synthétisé par
I’organisme, contribuent activement a la détoxification cellulaire et a la modulation des

réponses inflammatoires.(98,99)
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3.3.1.5 Renforcement du systéme immunitaire

Au-dela de leur action anti-radicalaire, les antioxydants jouent un réle immunomodulateur. Ils
participent au maintien de l'intégrité des cellules immunitaires, réduisant les dommages
oxydatifs et améliorant la résistance de 1’organisme face aux agressions virales et

bactériennes.(99).

3.3.1.6 Principales sources alimentaires d’antioxydants naturels

Les antioxydants d’origine naturelle sont principalement fournis par une alimentation variée

et équilibrée, riche en produits végétaux et, dans une moindre mesure, en produits animaux.

Les principales catégories comprennent :

e Vitamines : vitamine C (agrumes, fraises, poivrons), vitamine E (oléagineux, huiles
végétales), vitamine A et ses précurseurs (béta-caroténe présent dans les carottes,
épinards). (96,97,99)

e Minéraux : sélénium (noix du Brésil, poissons), zinc (graines, fruits de mer).(95,97)

e Composés phytochimiques : polyphénols (thé vert, fruits rouges, vin rouge), flavonoides
(quercétine dans les pommes et les oignons, anthocyanes dans les baies), curcumine
(curcuma), lycopene (tomates, pasteque). (97)

e Autres : astaxanthine (présente dans certains crustacés), glutathion (synthétisé par le foie

et trouvé dans certains aliments riches en soufre).(97,99)

3.3.1.7 Méthodes d'évaluation

3.3.1.7.1 Le test DPPH

Le test DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) est une méthode couramment utilisée pour

évaluer l'activité antioxydante d'une molécule ou d'un extrait végétal.

» Principe du test DPPH

e Le DPPH est un radical libre stable, de couleur violette, qui présente une forte absorption
a 517 nm en spectrophotométrie UV-visible.

e Lorsqu'un antioxydant (souvent un compos¢ phénolique) est ajouté, il peut transférer un
atome d'hydrogéne au radical DPPH, le réduisant en DPPH-H, qui est de couleur jaune
pale.

e (Cette réaction de réduction entraine une diminution de l'absorbance a 517 nm, mesurable

par spectrophotométrie.
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e La vitesse et I'ampleur de la diminution d'absorbance dépendent de la nature et de la
concentration de l'antioxydant testé.

e En pratique, on prépare une solution de DPPH a concentration connue, puis on ajoute
I'échantillon antioxydant. On mesure l'absorbance a intervalles réguliers jusqu'a
stabilisation.

e Le pourcentage d'inhibition du radical DPPH est calculé par la formule :

A0 — A1

PI =100 X
A0

Ou A0 est I'absorbance du DPPH seul (t¢émoin) et A1 l'absorbance avec l'antioxydant.
e On peut déterminer la concentration efficace (CEso) qui correspond a la concentration

d'antioxydant nécessaire pour neutraliser 50 % des radicaux DPPH.(100-103)
</ > NO, </ >
H
~
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Figure 17 : Changement de couleur du DPPH lors de la réaction avec un antioxydant.(104)

3.3.1.7.2 Principe de test ABTS

Le test ABTS (2,2'-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)) constitue une méthode
couramment utilisée pour évaluer le pouvoir antioxydant des extraits naturels, des denrées
alimentaires ou de composés purs. Ce test repose sur la formation du radical cation ABTS",
caractérisé par une coloration bleu-vert intense et une forte absorption a une longueur d’onde
de 734 nm. La capacité¢ antioxydante d’un échantillon est déterminée par sa faculté¢ a

neutraliser ce radical, ce qui se traduit par une diminution mesurable de 1’absorbance.

(105,106)
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Figure 18 : Principe du test antioxydant bas¢ sur 1'oxydation de I'ABTS.(107)

> Ktapes du protocole

e Génération du radical ABTS™

Le radical cation est généré par oxydation de I’ABTS en présence de persulfate de potassium
(K2S205). Typiquement, une solution d’ABTS a 7 mM est mélangée a une solution de
persulfate de potassium a 24,24 mM. Ce mélange est incubé a température ambiante, a 1’abri
de la lumicére, pendant une durée de 12 a 16 heures, permettant ainsi la formation compléte du
radical.

¢ Dilution de la solution radicalaire

La solution contenant le radical ABTS" est ensuite diluée avec un tampon approprié (souvent
le PBS, pH 7,4) de maniere a obtenir une absorbance initiale comprise entre 0,7 et 1,2 a 734
nm.

e Réaction avec ’antioxydant

L’échantillon a analyser est introduit dans la solution d’ABTS™". Les composés antioxydants
présents vont réduire le radical cation, ce qui induit une décoloration proportionnelle a
’activité antioxydante de I’échantillon.

e Mesure spectrophotométrique

L’absorbance est mesurée a 734 nm, généralement apres un temps de réaction compris entre 6
et 20 minutes, selon les conditions expérimentales choisies.

e Calcul de I’activité antioxydante

L’activité antioxydante est exprimée en équivalents Trolox (TEAC), un standard de référence,
a partir d’une courbe d’étalonnage réalisée avec des concentrations connues de Trolox.

(106,108,109)
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3.3.1.7.3 Principe de test FRAP

Le test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) est une méthode de référence permettant

d’évaluer la capacité antioxydante d’un échantillon, en mesurant sa capacité a réduire le fer

ferrique (Fe*'), complexé avec le TPTZ (2.,4,6-tripyridyl-s-triazine), en fer ferreux (Fe?*'-

TPTZ). Ce dernier forme un complexe bleu intense, dont I’absorbance maximale est observée

a 593 nm. La réaction se déroule dans un milieu acide (pH 3,6), condition essentielle pour

assurer la solubilité du fer et favoriser le transfert électronique.(110)

Composition du réactif FRAP

e Le réactif FRAP est constitué de trois composants principaux :

Un tampon acétate a pH 3,6,

Une solution de TPTZ dissoute dans de 1’acide chlorhydrique,

Et du chlorure de fer(Ill) hexahydraté (FeCls-6H-0).

Meécanisme de la réaction et mesure de I’activité antioxydante

e Lorsqu’un antioxydant est présent dans 1’échantillon, il agit en réduisant les ions Fe** du
complexe Fe**-TPTZ en ions Fe**. Cette réduction entraine la formation du complexe
Fe**-TPTZ, responsable de la coloration bleue mesurable par spectrophotométric a 593
nm.

e L’intensité de la coloration est directement proportionnelle a la capacité réductrice de
I’échantillon, c’est-a-dire a son pouvoir antioxydant.

» Expression des résultats

e Les résultats du test FRAP sont exprimés en équivalents ferreux (Fe*"), généralement en
millimoles de Fe** par gramme ou par litre d’échantillon. L’évaluation repose sur une
courbe d’étalonnage construite a partir de solutions standards de sulfate ferreux

(FeSO4-7TH,0).(111, 112)
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3.3.2 Les Infections Fongiques et 1'Activité Antifongique

Les infections a champignons constituent un probléme de santé publique significatif,

entrainant un nombre de décés annuel dépassant 1,5 million a 1'échelle mondiale,

principalement attribuables aux mycoses systémiques et aux candidoses invasives. Leur

pertinence clinique est de plus en plus cruciale en raison de I'émergence de résistances aux

antifongiques, ce qui complique la gestion thérapeutique.(113,114)

Figure 19 : Infections fongiques

3.3.2.1 Impact épidémiologique et clinique

Prévalence alarmante : Plus de 300 millions de personnes touchées annuellement par des
mycoses séveres, avec 4,1% d'incidence pour les infections invasives dans certaines
populations hospitaliéres.(113)

Populations a risque :

Patients immunodéprimés (VIH, chimiothérapie)

Utilisateurs prolongés d'antibiotiques a large spectre(115)

Porteurs de dispositifs médicaux invasifs(113)

Morbidité significative : Les infections systémiques atteignent fréquemment poumons,

foie et systtme nerveux central, avec une létalité atteignant 40-60% dans les

candidémies.(114,116)
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3.3.2.2 Mécanismes de résistance aux antifongiques

Tableau 3 : Mécanismes de résistance aux antifongiques

Mécanisme Exemple clinique Impact thérapeutique

Réduction de la

Surexpression des pompes a Candida glabrata résistant ‘
concentration
efflux aux azolés ' .
intracellulaire(117,118)
o . Mutations ERG11 chez C. Résistance au
Modification de la cible _
albicans fluconazole(116,118)
‘ _ Résistance aux
Biofilm protecteur Candida spp. sur cathéters ‘ ‘
échinocandines(114,117)
Utilisation de voies Echappement aux

Détournement métabolique _ .
alternatives chez Aspergillus polyenes(118)

3.3.2.3 Recherche de nouveaux antifongiques naturels

La recherche de nouveaux agents antifongiques naturels s’oriente de plus en plus vers
I’exploration des substances bioactives produites par les micro-organismes et les plantes.
Parmi les sources les plus prometteuses, les bactéries isolées de divers types de sols,
notamment les actinomycetes, font 1’objet d’études approfondies en raison de leur capacité a
synthétiser des composés antifongiques efficaces contre une large gamme de champignons

pathogénes.(119)

Parallelement, la biodiversité végétale constitue un réservoir inestimable de métabolites
secondaires, tels que certains pigments naturels ou composés phénoliques, présentant un fort
potentiel antifongique. Ces substances, souvent issues de plantes médicinales ou aromatiques,
sont au coeur de nombreuses investigations visant a identifier des alternatives durables aux

traitements chimiques.(120,121)
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Les avancées récentes dans le domaine de 1’éco-extraction ont également permis de valoriser
des composés d’origine végétale, comme ceux extraits du bois de vigne, pour la formulation
de solutions antifongiques naturelles destinées notamment a la conservation agroalimentaire.

Ces techniques, respectueuses de [’environnement, permettent de limiter 1’usage

d’antifongiques de synthese tout en assurant une protection efficace des denrées.(120)

Enfin, les interactions mutualistes entre insectes sociaux et micro-organismes symbiotiques
offrent un nouveau champ d’exploration pour 1’identification de molécules antifongiques
inédites. Ces systémes naturels, optimisés par 1’évolution, inspirent le développement de

nouveaux agents antimicrobiens.

Dans un contexte de résistance croissante des champignons aux antifongiques conventionnels,
ces approches innovantes apparaissent comme des alternatives prometteuses, alliant efficacité,

innocuité et durabilité.(116)

Figure 20 : Image des antifongiques naturels.(122)

3.3.2.4 Les approches courantes pour évaluer I’activité antifongique

Les approches courantes pour évaluer 1’activité antifongique sont :

e Me¢éthode de diffusion en milieu gélosé : un disque ou un puits contenant I’extrait
antifongique est déposé sur une gélose ensemencée avec le champignon. Apres
incubation, la zone d’inhibition autour du disque est mesurée pour évaluer 1’efficacité
antifongique. Cette méthode est simple et rapide, utilisée notamment avec des milieux

comme Sabouraud ou PDA.(123,124)
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e M¢thode de microdilution en milieu liquide (détermination de la CMI/CMF) : consiste a
préparer des dilutions en série de 1’agent antifongique dans un milieu liquide, puis a y
inoculer le champignon. Aprés incubation, on détermine la concentration minimale
inhibitrice (CMI) ou minimale fongicide (CMF), c’est-a-dire la plus faible concentration
empéchant la croissance visible ou tuant.

e Le champignon. Cette méthode est quantitative et standardisée (norme CLSI).(125-127)

Ces deux méthodes sont complémentaires pour caractériser 1’efficacité¢ antifongique d’un

composé ou d’un extrait naturel.

3.3.3 Les Infections Bactériennes et 1'Activité Antibactérienne :

3.3.3.1 Problématique de I'antibiorésistance.
Le phénomene de l'antibiorésistance constitue un enjeu sanitaire majeur dans le secteur
cosmétique. La formulation des produits intégre systématiquement des agents biocides
(conservateurs, antiseptiques) afin d'assurer leur stabilité microbiologique et de prévenir toute
contamination. Toutefois, une exposition continue ou sublétale a ces agents exerce une
pression de sélection favorisant 1'émergence de souches bactériennes résistantes. Ce risque est
aggravé par l'existence de mécanismes de résistance croisée, notamment I'hyperexpression des
pompes d'efflux, qui peuvent conférer simultanément une résistance aux biocides et a
plusieurs classes d'antibiotiques.(128)
Les conséquences de ce phénomene sont doubles. Premiérement, la prise en charge
thérapeutique des infections cutanées associées a des produits contaminés devient plus
complexe, augmentant le risque d'échec clinique. Deuxiemement, ['utilisation de ces biocides
peut induire une dysbiose du microbiome cutané. Cette altération de 1'écosystéme microbien
endogéne compromet la fonction barriere de 1'épiderme et crée une niche écologique
favorable a la prolifération de pathogenes opportunistes et résistants.(129)
La résistance bactérienne dans le contexte cosmétique représente donc un enjeu a double
dimension :
e Sur le plan clinique : Un risque accru d'infections cutanées d'origine exogene, dont le
traitement est complexifié par la multirésistance des souches bactériennes impliquées.
e Sur le plan de la formulation : La nécessité¢ de concilier la sécurité microbiologique
du produit fini avec la prévention de la sélection de résistances et la préservation de

I'homéostasie du microbiome cutané.(128,130)
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Ce contexte souligne l'impératif de renforcer les cadres réglementaires et les stratégies de

surveillance post-commercialisation. Il met également en lumicre la nécessité de développer

des systémes de conservation alternatifs, notamment des agents d'origine naturelle ou des

approches biotechnologiques innovantes, afin de garantir la sécurité des consommateurs tout

en maitrisant la pression de sélection et en prévenant l'expansion de l'antibiorésistance.(131)

Figure 21 : Infection bactérienne

3.3.3.2 Recherche de nouveaux antibactériens naturels

La recherche de nouveaux agents antibactériens naturels repose aujourd’hui sur plusieurs

approches innovantes et complémentaires, visant a répondre a la crise croissante de

I’antibiorésistance.

L’une des pistes les plus prometteuses concerne la découverte de nouvelles molécules
issues du sol. Des chercheurs francais ont ainsi récemment identifié la lariocidine, une
molécule antibiotique extraite d’un échantillon de terre. Cette derniére se distingue par son
efficacité contre des bactéries multirésistantes, tout en préservant D’intégrité du
microbiote, car elle agit en désarmant les bactéries pathogenes plutét qu’en les éliminant
de maniére non sélective.(132,133)

Les peptides antimicrobiens naturels, produits par certains micro-organismes, constituent
une autre voie d’intérét. Déja exploités en milieu clinique pour certains d’entre eux a
I’image des polymyxines ces peptides font actuellement 1’objet de recherches
approfondies en vue de développer des alternatives naturelles aux antibiotiques

conventionnels.(130)
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e Les huiles essentielles et extraits végétaux attirent ¢galement une attention croissante.
Certaines especes, comme Tussilago farfara ou Tanacetum vulgare, ont montré un
potentiel antibactérien notable, y compris contre des souches résistantes, ce qui ouvre la
voie a de futures applications en santé humaine ou en dermocosmétique.(134)

e Les progres récents dans le domaine de I’intelligence artificielle (IA) permettent de
modéliser et de tester virtuellement des millions de composés, naturels ou synthétiques,
pour identifier plus rapidement des candidats prometteurs. Cette approche a récemment
permis la découverte d’une nouvelle classe d’antibiotiques actifs contre Staphylococcus
aureus résistant a la méthicilline (SARM), illustrant le potentiel transformateur de ces
outils technologiques.(135)

e Une stratégie émergente consiste a cibler non pas la viabilité bactérienne elle-méme, mais
les facteurs de virulence. Certaines molécules, qu’elles soient naturelles ou issues de
synthése, sont capables d’inhiber des protéines clés comme la protéine Mfd, essentielle a
la capacité des bactéries a résister aux traitements. Cette approche permet de désarmer les
agents pathogénes sans exercer une pression sélective forte, limitant ainsi le risque de

résistance.(136)

3.3.3.3 Les approches courantes pour évaluer la sensibilité bactérienne aux
antibiotiques
Les approches courantes pour évaluer la sensibilité bactérienne aux antibiotiques sont :

e Antibiogramme par diffusion en milieu gélosé : des disques imprégnés
d’antibiotiques sont déposés sur une gélose ensemencée avec la bactérie.
L’antibiotique diffuse, créant une zone d’inhibition dont le diametre est mesuré. Ce
diamétre est inversement proportionnel a la concentration minimale inhibitrice (CMI)
et permet de classer la bactérie en sensible, intermédiaire ou résistante.(137—-139)

e Méthode de microdilution en milieu liquide (détermination de la CMI/CMF) :
consiste a exposer la bactérie a des dilutions croissantes d’antibiotiques dans un milieu
liquide. Aprés incubation, on détermine la plus faible concentration empéchant la
croissance visible (CMI) ou tuant la bactérie (CMF). Cette méthode est quantitative,
standardisée, souvent automatisée (ex. Vitek2), et permet un rendu rapide des
résultats.(138,140-142)

Ces deux méthodes sont complémentaires et largement utilisées en microbiologie clinique
pour guider I’antibiothérapie.
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3.3.4 L'Hyperglycémie et I'Activité Inhibitrice de 1'Alpha-Amylase :

3.3.4.1 Role de I'alpha-amylase dans la digestion des glucides

L'alpha-amylase joue un role fondamental dans la dégradation des glucides complexes lors de
la digestion. Son action débute deés la cavité buccale, étant produite a la fois par les glandes
salivaires sous forme d'amylase salivaire et par le pancréas sous forme d'amylase
pancréatique. Elle catalyse la rupture des liaisons a-1,4 des polysaccharides, en particulier de
I'amidon, afin de les convertir en molécules plus petites telles que les oligosaccharides et le
maltose. Ce processus de dégradation se poursuit dans l'intestin gréle sous l'action de
'amylase pancréatique, ce qui entraine la libération de glucose, une forme que les cellules

intestinales peuvent absorber.(143—145)
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Figure 22 : Réle de I'a-amylase et de 1'a-glucosidase dans la digestion et le métabolisme

de I'amidon.(146)

3.3.4.2 Lien entre I’alpha-amylase et la glycémie postprandiale

Suite a l'ingestion d'un repas contenant une grande quantité¢ de glucides, I'activité¢ de l'alpha-
amylase a un impact direct sur la rapidité et I'ampleur de la libération du glucose dans la
circulation sanguine, ce qui influence le profil de la glycémie apres le repas. Une forte activité
enzymatique favorise la dégradation de l'amidon, ce qui se traduit par une augmentation
rapide de la glycémie. En revanche, une activité réduite entraine une digestion plus lente, ce

qui influence le pic de glycémie apres les repas.

Diverses recherches ont démontré que les personnes ayant une concentration réduite d'alpha-
amylase ont une propension a connaitre des pics de glycémie plus prononcés suite a la
consommation d'amidon. Cette situation peut étre attribuée a une digestion moins efficiente

des glucides complexes, ce qui peut perturber 1'équilibre du glucose dans l'organisme et
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favoriser, sur le long terme, 1'émergence d'une résistance a l'insuline - un élément crucial dans

la progression du diabete de type 2.(143,147)

3.3.4.3 Intérét de I’alpha-amylase dans la gestion du diabéte de type 2

La gestion de la glycémie apres les repas est un aspect crucial du traitement du diabéte de type
2 (DT2). La modulation partielle de l'activit¢é de l'alpha-amylase est une stratégie
thérapeutique largement reconnue visant a retarder la dégradation des glucides complexes, ce
qui permet de limiter 1'absorption rapide du glucose et de réduire les pics de glycémie
postprandiale. Cette stratégie aide a prévenir les complications liées a I'hyperglycémie

chronique.(144,145,148)

Des médicaments tels que l'acarbose, le miglitol et le voglibose, qui agissent en tant
qu'inhibiteurs de 1'alpha-amylase et de I'alpha-glucosidase, sont employés a cet effet. En
retardant la transformation de l'amidon en glucose, ces thérapies favorisent une régulation
plus efficace de la glycémie apres les repas chez les individus atteints de diabete. Toutefois,
leur utilisation peut provoquer des effets indésirables sur le systeme digestif tels que des
flatulences et des diarrhées, qui sont dus a la fermentation des glucides non digérés dans le

colon.(145)

En outre, on explore actuellement des solutions alternatives d'origine naturelle, telles que des
inhibiteurs dérivés de plantes comme le haricot commun (Phaseolus vulgaris) ou la margose
(Momordica charantia). Ces substances suscitent un intérét croissant en tant que
compléments ou alternatives aux thérapies conventionnelles, démontrant des résultats
prometteurs dans la diminution de la glycémie postprandiale et la prévention du diabete de

type 2.(144,145,149)

3.3.4.4 Recherche d'inhibiteurs naturels de 1'alpha-amylase.

> Plantes et composés bioactifs identifiés
e Abies numidica (sapin d’Algérie) : Des biomolécules extraites des aiguilles,
notamment la quercétine, la rutine, I’hyperoside et 1’astragaline, ont montré une forte
activité inhibitrice sur I’alpha-amylase. La rutine est particulierement efficace selon
des études in silico (modélisation moléculaire) et pourrait étre un candidat prometteur

pour le traitement du diabéte de type 2.(150)
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Trigonella foenum-graecum (fenugrec) et Tetraclinis articulata : Ces deux plantes
de la médecine traditionnelle nord-africaine ont démontré une inhibition compétitive
dose-dépendante de I’alpha-amylase avec des valeurs ICso respectives de 57,74 et
104,93 pg/ml, indiquant une bonne capacité a ralentir la digestion des glucides.(151)

Punica granatum (grenade), Vitex glabrata, et Prosopis cineraria : Des extraits de
ces plantes ont montré une inhibition plus forte de 1’alpha-amylase que 1’acarbose
(médicament de référence), avec des ICso allant de 10,60 a 40,29 pg/ml. Ces résultats
confirment leur usage traditionnel antidiabétique et leur potentiel pour réduire

I’hyperglycémie postprandiale.(152)

» Composés phénoliques et flavonoides

Plusieurs polyphénols et flavonoides ont été identifiés comme inhibiteurs puissants de
I’alpha-amylase, notamment la catéchine, I’hespérétine, le kaempférol, la quercétine,
la rutine, et la silibinine. Ces composés agissent souvent via des interactions
hydrophobes, des liaisons hydrogéne et des forces de Van der Waals avec
I’enzyme.(150,153)

Par exemple, la lutéoline extraite de Taraxacum mongolicum a montré une inhibition
de I’alpha-amylase avec un ICso de 42,33 ug/ml, tandis que la quercetagetin-7-O-B-D-
glucopyranoside de Tagetes minuta a présenté une inhibition plus forte que 1’acarbose

(ICs0 = 7,8 pM),(153)

3.3.4.5 Principe du test d’inhibition de I’activité de I’alpha-amylase

Le test d’inhibition de I’alpha-amylase consiste a mesurer la capacité d’un extrait ou composé

a réduire ’activité enzymatique de I’alpha-amylase, enzyme responsable de 1’hydrolyse de

I’amidon en sucres simples.

> Ktapes et principe :

L’alpha-amylase est incubée avec un substrat (généralement 1’amidon) en présence ou
non d’un inhibiteur potentiel.
Apres incubation, la quantité de sucres réducteurs libérés (comme le maltose ou le

glucose) est mesurée.
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e C(Cette quantification se fait souvent par une méthode colorimétrique utilisant le réactif
DNSA (acide 3,5-dinitrosalicylique), qui réagit avec les sucres réducteurs pour former
un composé coloré mesurable par spectrophotométrie.

e Plus I'inhibition est forte, moins il y a de sucres libérés, donc I’intensité de la couleur
diminue.

e Alternativement, des substrats chromogéniques (libérant un produit coloré lors de
I’action enzymatique) peuvent étre utilisés, la diminution de la coloration indiquant

I’inhibition de ’activité enzymatique.(154,155)

il e ) Reducing
HO—CH; HO—-{IH: + H,0 a - amylase suaars
R O\ oH O\ oR ugan
£\ AN AN ./"‘o (Maltose)
OH OH OH
Starch
O OH O OH
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Figure 23 : Principe de I’essai a ’acide 3,5-dinitrosalicylique (DNS) pour la détection des

sucres réducteurs issus de ’hydrolyse de I’amidon par I’a-amylase.(156)

» Meéthodes courantes

e (Quantification des sucres réducteurs libérés :

— Apres incubation de I’amidon avec I’alpha-amylase (avec ou sans inhibiteur), on ajoute un
réactif spécifique (souvent DNSA : acide 3,5-dinitrosalicylique).

— Ce réactif réagit avec les sucres réducteurs pour former un composé coloré dont I’intensité
(absorbance) est mesurée par spectrophotométrie.

— Plus I’inhibition est forte, plus I’absorbance est faible.(154,155,157)

e Utilisation d’un substrat chromogénique
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— Des substrats synthétiques (comme 1’amidon teint¢ a 1’iodine ou des dérivés p-
nitrophénylés) sont utilisés.

— La libération d’un produit coloré ou fluorescent est proportionnelle a I’activité
enzymatique.

— L’inhibition se traduit par une diminution de la coloration mesurée.(154,157)

e Calcul de ’inhibition

— Le pourcentage d’inhibition est calculé en comparant 1’activité enzymatique en présence
et en absence d’inhibiteur.

— La concentration d’inhibiteur nécessaire pour réduire de 50 % Dactivité enzymatique

(ICs0) est souvent déterminée pour comparer 1’efficacité des inhibiteurs.(157,158)

Ce type de test est largement utilisé pour le criblage d’inhibiteurs naturels de 1’alpha-amylase

dans la recherche antidiabétique.

4 dermo-cosmétiques naturels : a la croisée du soin cutané et de la cosmétique verte

4.1 Introduction aux dermo-cosmétiques naturels

La dermo-cosmétique naturelle est une approche qui combine les bienfaits de la nature et les
avancées scientifiques pour prendre soin de la peau en profondeur. Elle utilise des actifs
naturels issus de plantes, comme les huiles végétales, huiles essentielles, hydrolats ou aloe
vera, reconnus pour leurs propriétés protectrices, apaisantes et régénérantes. Ces produits sont
formulés pour respecter la physiologie de la peau, en favorisant son fonctionnement naturel et
en prévenant les agressions extérieures (pollution, soleil, sécheresse) tout en apportant des

soins adaptés a chaque type de peau.

La dermo-cosmétique naturelle vise a allier efficacité et sécurité¢, en s’appuyant sur des
ingrédients que la peau peut reconnaitre et assimiler facilement, souvent issus de filieres
durables et biologiques. Elle s’inscrit dans une démarche de santé et de beauté, privilégiant
des formulations douces, sans substances agressives ni ingrédients synthétiques inutiles, pour

une meilleure tolérance cutanée et un respect global de 1’organisme,(159,160)

4.2 Principaux actifs utilisés dans les dermo-cosmétiques naturels
Les dermo-cosmétiques naturels s’appuient sur des ingrédients d’origine végétale et naturelle

reconnus pour leurs bienfaits sur la peau. Voici les principaux actifs fréquemment utilisés :
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e Acide hyaluronique : Hydratant puissant capable de retenir jusqu’a 1000 fois son poids
en eau, il hydrate en profondeur, repulpe la peau et améliore son élasticité.(161,162)

e Acide azélaique : Extrait de céréales comme ’orge ou le blé, il purifie la peau, régule le
sébum, réduit les imperfections et apaise les inflammations liées a ’acné.(161,162)

e Céramides : Lipides naturels qui renforcent la barriere cutanée, aidant a protéger et
réparer la peau.(161,162)

e Glycérine : Humectant naturel qui attire I’humidit¢ dans la peau, favorisant une
hydratation durable.(161,162)

e Huiles végétales (ex : squalane végétal issu de 1’olive, huile de karité) : Nourrissantes,
réparatrices et protectrices, elles apportent douceur et souplesse a la peau.(159,163)

e [Extraits de plantes et hydrolats (aloé vera, mauve, orchidée, concombre) : Apaisants,
antioxydants et hydratants, ils contribuent a la santé et a I’éclat de la peau.(162—164)

e Peptides végétaux : Stimulent la production de collagéne, améliorant la fermeté et
I”¢lasticité cutanée.(162)

e Niacinamide (vitamine B3) : Anti-inflammatoire, hydratante et protectrice, elle aide a
uniformiser le teint et renforcer la barriére cutanée.(162)

e Acides exfoliants naturels (acide glycolique, acide salicylique) : Favorisent le
renouvellement cellulaire et améliorent la pénétration des autres actifs.(162)

o Actifs éclaircissants naturels (acide kojique, arbutine, acide ascorbique ou vitamine C) :
Utilisés pour réduire les taches pigmentaires et uniformiser le teint.(162)
Ces actifs naturels sont choisis pour leur efficacité, leur douceur et leur compatibilité avec

la peau, tout en respectant la naturalité des formulations dermo-cosmétiques.

4.3 Intérét des huiles essentielles en dermo-cosmétiques.
Les huiles essentielles présentent un intérét majeur en dermo-cosmétique naturelle grace a
leurs propriétés multiples et leur efficacité concentrée. Ce sont des extraits naturels de plantes

riches en composés actifs volatils, offrant des bienfaits ciblés pour la peau.

» Intéréts principaux des huiles essentielles en dermo-cosmétique :
e Propriétés antibactériennes et purifiantes : Elles aident a nettoyer la peau en
profondeur, limitent 1’apparition des imperfections et purifient les peaux a tendance

acnéique (ex : arbre a thé, lavande, eucalyptus).(165)
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o Effets apaisants et réparateurs : Certaines huiles essentielles comme la camomille
ou la lavande calment les irritations, réduisent les rougeurs et favorisent la
cicatrisation, idéales pour les peaux sensibles ou fragilisées.(162,165)

e Action anti-age et antioxydante : Elles protégent la peau du vieillissement cutané en
neutralisant les radicaux libres, stimulent la régénération cellulaire et améliorent la
fermeté (ex : huile essentielle d’encens, verveine).(165-167)

e Polyvalence et naturalité : Elles remplacent des molécules chimiques potentiellement
nocives, offrant une alternative plus écologique et douce pour la peau, avec une
efficacité concentrée en quelques gouttes seulement.(167)

¢ Bienfaits sensoriels : Leur parfum naturel procure une expérience olfactive agréable,

contribuant au bien-étre global lors de ’application des soins.(165,168)

En résumé, les huiles essentielles sont des actifs naturels puissants en dermo-cosmétique,
apportant des propriétés antibactériennes, apaisantes, cicatrisantes et anti-age, tout en offrant
une expérience sensorielle unique et une alternative plus naturelle aux ingrédients

synthétiques.

4.4 Applications thérapeutiques et dermatologiques des produits dermo-cosmétiques
naturels

Les produits dermo-cosmétiques naturels ont des applications thérapeutiques et

dermatologiques variées, grace a leurs ingrédients actifs issus de plantes et ressources

naturelles qui apportent des effets bénéfiques sur la peau.

» Applications thérapeutiques et dermatologiques principales :

e Traitement des troubles cutanés inflammatoires : De nombreux extraits végétaux et
huiles essentielles possédent des propriétés anti-inflammatoires, apaisantes et
cicatrisantes, utiles dans la prise en charge des dermatites, eczémas, psoriasis ou
rougeurs.(169,170)

e Action antimicrobienne et purifiante : Certains actifs naturels, comme les huiles
essentielles de tea tree ou de géranium, ont des effets antibactériens, antifongiques et
antiviraux, aidant a lutter contre 1’acné, les infections cutanées et les déséquilibres
microbiens.(171,172)

e Anti-age et protection antioxydante : Les composés naturels riches en antioxydants

(polyphénols, flavonoides, vitamines) protégent la peau du stress oxydatif, retardent le
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vieillissement cutané, améliorent la fermeté et I’¢élasticité, et favorisent la régénération
cellulaire.(172)

e Réparation et cicatrisation : Certains extraits végétaux stimulent la réparation
cutanée et la cicatrisation des plaies, briilures ou Ié€sions, contribuant a restaurer la
barriére cutanée et la santé de la peau.(169,170)

e Hydratation et renforcement de la barriére cutanée : Les actifs naturels comme les
céramides bio-mimétiques, les huiles végétales et certains polysaccharides améliorent
I’hydratation, renforcent la barriére protectrice de la peau et préviennent la sécheresse.

e Amélioration de la pénétration des actifs : L’utilisation de nanotechnologies
(nanoémulsions, liposomes) permet d’optimiser la délivrance des principes actifs

naturels dans la peau, augmentant leur efficacité thérapeutique et cosmétique.(173)
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Chapitre II: Matériel et méthodes

I1.1 Matériels
I1.1.1 Matériels végétales
Dans le cadre de cette étude, deux especes de plantes aromatiques ont été sélectionnées pour
leurs études:

e Lavandula angustifolia Mill (Lavande vraie).

e Mentha spicata L (Menthe verte).
La menthe verte (Mentha spicata L.) a été récoltée manuellement au début du mois de mars
dans la région d’El Khroub, située dans la wilaya de Constantine (Nord-Est de I’ Algérie), une
zone caractérisée par un climat semi-aride favorable a la croissance de diverses plantes
aromatiques.
En ce qui concerne la lavande vraie (Lavandula angustifolia Mill.), elle a été achetée
directement sous forme séche auprés d’un herboriste local au marché de Tanja a El Khroub au
début du mois de mars, garantissant ainsi une matiere végétale de qualité préte a ’emploi.
4.4.1 Les parties utilisées :
Mentha spicata L. (Menthe verte)
Parties utilisées :

— Feuilles, Tiges fines.
Lavandula angustifolia Mill. (Lavande vraie)
Parties utilisées :

— Les Fleurs séches.
L’identification botanique des deux especes a été réalisée et validée au niveau du Centre de

Recherche en Biotechnologie de Constantine (CRBT), par le Professeur Bezzi Tarek.

4.5 Les réactifs

Tableau 4 : Réactifs utilisés dans les déférentes activités biologiques

L’activité Les réactifs
Extraction Eau distillée
Les activités anti-oxydantes DPPH, méthanol, ABTS, TCA, chlorure

ferrique FeCls, tampon phosphate,

ferricyanure de potassium, Eau distillée,
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persulfate de potassium, les huiles

essentielles des plantes.

l'activité antibactérienne les huiles essentielles des plantes, disques de
papiers Whatman (6mm), un antibiotique de
référence (Gentamicine), un milieu de culture

gélosé (Muller Hinton).

l'activité antifongique L'eau distillée, la pomme de terre, la glucose,
I’agarose, I’huile essentielle des plantes,
disque mycélien de 6 mm, le champignon

Fusarium oxysporum.

l'activité enzymatique Enzyme a-amylase, amidon, HCI, solution

KI, huile essentielle des plantes.

Les standards a-tocophérol, BHA, BHT.

La créme Eau distillée, Hydrolat de menthe verte,
Glycérine végétale, Huile de sésame, Beurre
de karité, Emulsifiant Cutina GMS, HE de
lavande vraie, HE de menthe verte,

conservateur Cosgard.

L’activité Organisme vivant

l'activité antibactérienne Le Staphylococcus aureus ATCC 25923 et
Escherichia coli ATCC 25922.

l'activité antifongique Fusarium oxysporum

4.6 Appareils

= Balance de précision.

= Tubes a essais, éppendorfs,

= Microplaques.

= Spectrophotometres a microplaques.

= Micropipettes.
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= Bain marie.

= Etuve.

= Agitateur magnétique.

=  Thermométre digital.

= Béchers en verre (100 mL, 250 mL).
= Spatules en inox.

= Contenants stériles pour le conditionnement final.
= (Clevenger.

= Pipette Pasteur.

= Boite de Petri.

= Autoclave.

= Papier aluminium.

= Broyeur.

=  Polystat

5 Méthodes
5.1 Extraction des huiles essentielles

5.1.1 Préparation des plantes
> La menthe verte
Le matériel végétal a été lavé abondamment a 1’eau distillée afin d’éliminer toute
trace d’impuretés, de poussieres ou de contaminants externes.
Le séchage a été effectué a température ambiante, dans un endroit sec, bien aéré et a
I’abri de la lumiere directe du soleil afin de préserver les composé€s phytochimiques

sensibles a la lumiére et a la chaleur.
Une fois complétement séchée, la plante a été broyée mécaniquement a I’aide d’un

broyeur adapté jusqu’a I’obtention d’une poudre homogene, constituant ainsi le

matériel végétal prét a étre utilisé pour I’extraction.
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» Lalavande vraie
Dans le cas de la lavande vraie, les fleurs ont été utilisées directement a I’état sec, sans
étre broyées. Les parties indésirables ont été soigneusement ¢liminées, ne conservant

que les ¢léments intacts et adaptés aux manipulations expérimentales.
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5.1.2 Extraction par hydrodistillation (Clevenger)
+ Etape 01

e La menthe verte
Le matériel végétal préalablement broyé a été¢ pesé apres son introduction dans le
ballon destiné a I’appareil de Clevenger. Le poids obtenu était de 40,89 g, représentant
la quantité de plante s¢che utilisée pour 1’extraction de I’huile essentielle
e Lalavande vraie

Les fleurs ont été utilisées directement a 1’état sec et pesées apres son introduction
dans le ballon destiné a I’appareil de Clevenger. Le poids obtenu était de 40,58 g,
représentant la quantité de plante séche utilisée pour 1’extraction de I’huile essentielle.

+ FEtape 02
L’eau distillée a ¢été ajoutée au matériel végétal de maniére a 1’immerger
completement. Cette condition est nécessaire pour garantir une extraction optimale des
composés volatils lors du procédé d’hydrodistillation.

+ FEtape 03
Apres 1’ajout de I’eau distillée au matériel végétal, le ballon rond a été placé sur un
chauffe-ballon. Celui-ci a ensuite été¢ raccordé¢ au tube de connexion, puis reli¢ au
condenseur a circulation d’eau. Enfin, le tube de collecte du dispositif de Clevenger a
¢été installé et connecté au Polystat, assurant ainsi le refroidissement optimal de I’eau
circulant dans le condenseur.

+ Etape 04
Le chauffage du ballon a été réalis¢ de maniere progressive, jusqu’a ce que l’eau
commence a bouillir. La vapeur ainsi produite entraine les composé€s volatils présents
dans la plante. Ce mélange de vapeur et d’huiles essentielles passe ensuite par le tube
de raccordement pour atteindre le condenseur, ou il se refroidit et se condense avant de
retomber sous forme liquide.

+ Etape 05
Le mélange liquide formé, composé d’hydrolat et d’huile essentielle, s’accumule
progressivement dans le tube de collecte du dispositif de Clevenger. En raison de la
différence de densité entre les deux phases, 1’huile essentielle, moins dense, se sépare
naturellement et flotte au-dessus de la couche aqueuse. L’hydrodistillation est
poursuivie jusqu’a I’arrét complet du flux d’huile, soit une durée moyenne d’environ
trois heures et demie pour chaque plante traitée.

57



Chapitre II: Matériel et méthodes

+ Etape 06

+ A la fin du processus de distillation, I’huile essentielle est délicatement récupérée a
I’aide d’une pipette de Pasteur. Elle est ensuite transférée dans un flacon en verre
préalablement enveloppé dans du papier aluminium, afin de la protéger de la lumicére.
Le flacon est hermétiquement fermé, puis conservé a une température comprise entre
4°C et 10°C, dans des conditions permettant de limiter I’exposition a la lumicére, a la
chaleur et a Dl’air, afin de préserver les propriétés physico-chimiques de 1’huile

essentielle.
5.2 Les activités biologiques

Les travaux expérimentaux ont été effectués dans le Laboratoire 05 spécialisé en biochimie,

situé au Centre de Recherche en Biotechnologie de Constantine (CRBT).
5.2.1 Préparation des échantillons

HE_L : Huile essentielle de la lavande vraie.

HE_M : Huile essentielle de la menthe verte.

Deux extraits d’huiles essentielles (HE L et HE M) ont été préparés a différentes
concentrations. La procédure a débuté par la pesée de 4 mg de chaque extrait a I’aide d’une
balance analytique afin d’assurer une précision maximale. Ensuite, chaque extrait a été dilué
dans 1 ml de méthanol (MEOH) a I’intérieur de tubes Eppendorf séparés (un tube par extrait).
Le mélange a été soigneusement homogénéisé¢ afin d’obtenir des solutions uniformes et bien

solubilisées, garantissant ainsi la fiabilité¢ des analyses ultérieures.

Pour chaque extrait, une série de six dilutions successives a été réalisée conformément a

I'équation (1/2), ou n représente le nombre de dilutions.

A cet effet, 0,5 ml de méthanol (MeOH) a été ajouté dans six tubes Eppendorf de 1 ml

chacun.

e Au début de ’expérience : un volume de 1 mL de méthanol contenant 4 mg
de I’huile essentielle a été ajouté dans le tube 1. Dans les autres tubes
Eppendorf(2-7), un volume de 0,5 ml de méthanol a été préalablement

distribué.
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e Aprés dilution : un volume de 0,5 ml de I’échantillon a différentes
concentrations a été réparti dans les tubes 1 a 6. Dans le dernier tube (tube 7),

un volume de 1 ml de ’échantillon non dilué a été conservé.
o Calcule des déférentes concentrations des dilutions

Le dernier tube : V=1ml, C=1/2°%=1/64

Tableau 5: Les différentes concentrations des dilutions des extraits par rapport a la

concentration initiale.

Les tubes 1 2 3 4 5 6 7
Les 1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64
concentrations

5.2.2 Remarque :
Les échantillons que nous avons préparés ont été utilisés pour évaluer a la fois I’activité

antioxydante et 1’activité enzymatique.

5.2.3 Les activités antioxydantes

L’évaluation de ’activité antioxydante a constitué¢ une étape essentielle pour caractériser le
potentiel protecteur des substances naturelles face au stress oxydatif, notamment dans les
domaines de la cosmétique et de I’agroalimentaire. Dans ce cadre, nous avons étudié I’activité
antioxydante de deux huiles essentielles (HE L, HE M) extraites de plantes différentes. Pour
ce faire, nous avons réalisé trois types de tests in vitro reconnus et complémentaires, a savoir
les méthodes ABTS, DPPH et FRAP. Ces protocoles ont permis de quantifier la capacité de
chaque huile a neutraliser différents radicaux libres ou a réduire des composés oxydants, tout

en tenant compte de la nature lipophile des échantillons analysés.

5.2.3.1 L’activité de piégeage de radical libre DPPH
» Principe
Le principe du test DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) repose sur la capacité des
antioxydants a piéger le radical libre stable DPPH- . Ce radical, de couleur violette

(Amax = 517 nm), subit une réduction en présence d’un antioxydant, ce qui entraine un
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changement de couleur du violet au jaune pale. La diminution de 1’absorbance a 517
nm est proportionnelle a la capacité de I’échantillon a neutraliser les radicaux libres,
permettant ainsi d’évaluer quantitativement 1’activité antioxydante de la substance
testée.(174)

> Protocole
Une solution de DPPH a été préparée en dissolvant 6 mg de DPPH dans 100 mL de
méthanol (MeOH). La solution a ensuite été¢ conservée a une température de -20°C, a
I’abri de la lumiére afin d’éviter toute dégradation. L’absorbance a été mesurée a 517
nm a I’aide d’un spectrophotométre adapté aux microplaques, chaque puits contenant
un volume total de 200 pl.(175)

+ Test en microplaque :
Un volume de 40 pl de chaque extrait, préparé¢ a différentes concentrations, a été
introduit dans les puits d’une microplaque de 96 puits. A chaque puits, 160 pl de
solution de DPPH A ensuite été ajouté. Dans les puits témoins, 1'extrait a ét¢ remplacé
par du méthanol. Le mélange a été homogénéisé puis incubé a température ambiante
pendant 30 minutes, a 1’abri de la lumiére.
La lecture de I’absorbance a été réalisée a 517 nm a 1’aide d’un Spectrophotomeétre a
microplaques.
Les standards utilisés dans les mémes conditions réactionnelles sont : le BHA, le BHT
et ’a-Tocopherol.
Les résultats sont exprimés en 1CS0.
L’IC50 correspond a la concentration de I’extrait nécessaire pour inhiber 50 % de
I’activité radicalaire de DPPH dans le milieu réactionnel. Une valeur d’IC50 plus

faible reflete une capacité antioxydante plus importante.

A (témoin) : est I’absorbance de la réaction sans extrait (du blanc).

A (extrait) : est ’absorbance de la réaction apres avoir ajouté I’extrait.

PI (%) DPPH = A témoin—A extrait % 100

A témoin
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5.2.3.2 Activité du piégeage du cation radical ABTS*

» Principe
L’ABTS, ou acide 2,2’-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique), est un
composé¢ utilis¢é pour évaluer 1’activité antioxydante d’un échantillon. Le test
antioxydant a I’ABTS repose sur la génération d’un radical cationique ABTS" (de
couleur bleue, absorption maximale a 734 nm) par oxydation de I’ABTS avec un agent
comme le persulfate de sodium. Les antioxydants présents dans 1’échantillon réduisent
ce radical, entrainant une diminution de 1’absorbance mesurée par spectrophotométrie.
Cette diminution est proportionnelle a la capacité antioxydante de 1’échantillon,
souvent exprimée en équivalents Trolox (TEAC).(176)

> Protocole
L’évaluation de I’activité antioxydante par le radical ABTS a ¢été réalisée selon la
méthode décrite par (Re et al, 1999), avec quelques ajustements mineurs.(177)

+ Préparation du radical ABTS% :

Une solution mere d'ABTS (7mm) a été préparée puis mélangée avec une solution de
persulfate de potassium (2,45 mm). Le mélange a été incubé a 1’abri de la lumicre, a
température ambiante, pendant une durée de 12 a 16 heures, afin d’assurer la formation
compléte du radical cationique ABTS+.
+ Dilution de la solution radicalaire :
La solution obtenue a ensuite été diluée avec de 1’eau distillée jusqu’a atteindre une
absorbance initiale de 0,70 + 0,02 & une longueur d’onde de 734 nm, mesurée par
spectrophotométrie.
+ Test en microplaque :
Un volume de 40 pl de chaque extrait, préparé a différentes concentrations, a été
introduit dans les puits d’une microplaque de 96 puits. A chaque puits, 160 ul de la
solution diluée d’ABTS+ A ensuite été ajouté. Dans les puits témoins, 1'extrait a été
remplacé par du méthanol. Le mélange a été homogénéisé puis incubé a température
ambiante pendant 10 minutes, a I’abri de la lumiére.
La lecture de I’absorbance a été réalisée a 734 nm a 1’aide d’un Spectrophotometres
des microplaques.
Les standards utilisés dans les mémes conditions réactionnelles sont : le BHA et le

BHT.
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Les résultats sont exprimés en 1C50.
L’IC50 correspond a la concentration de 1’extrait nécessaire pour inhiber 50 % de
I’activité radicalaire de I’ABTS dans le milieu réactionnel. Une valeur d’IC50 plus

faible refléte une capacité antioxydant plus importante.

A (témoin) : est ’absorbance de la réaction sans extrait (du blanc).

A (extrait) : est ’absorbance de la réaction apres avoir ajouté I’extrait.

PI (%) ABTS = A témoin—A extrait % 100

A témoin
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5.2.3.3 Activité du pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP)
» Principe

Le test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) selon Oyaizu (1986) évalue
I’activité antioxydant par la capacité des composés a réduire le fer ferrique (Fe**) en
fer ferreux (Fe?") dans un milieu acide. Cette réduction est mesurée par la formation
d’un complexe coloré dont I’absorbance augmente proportionnellement a la capacité

réductrice de 1’échantillon.(178)

> Protocole
La préparation du test de réduction ferrique s’effectue en plusieurs étapes successives.
Tout d’abord, un tampon phosphate est préparé a un pH de 6,6, servant de milieu
réactionnel. Ensuite, une solution de ferricyanure de potassium a 1 % est élaborée en
dissolvant 1 g de K3Fe(CN)s dans 100 ml d’eau distillée. Par la suite, une solution
d’acide trichloroacétique (TCA) a 10 % est préparée a raison de 1 g de TCA dans 10
ml d’eau. Enfin, une solution de chlorure ferrique (FeCls) a 0,1 % est obtenue par

dissolution de 0,1 g de FeCls dans 100 ml d’eau distillée.(179)
+ Test en microplaque :

L’essai est réalis¢ dans des microplaques de 96 puits. Chaque puits recoit
successivement 10 pl d’extrait d’huile essentielle (HE L ou HE M) a différentes
concentrations, suivis de 40 pl du tampon phosphate (pH 6,6) et 50 pl de la solution
de ferricyanure de potassium (1 %). L’ensemble est incubé a 50 °C pendant 20

minutes.

Apres incubation, la réaction est stoppée par 1’ajout de 50 pl de la solution de TCA

(10 %), suivi de 10 pl de la solution de FeCls (0,1 %) et enfin 40 pl d’eau distillée.

Un témoin est également préparé selon les mémes conditions expérimentales, a
I’exception de (HE L ou HE M) qui est remplacé par du méthanol (MeOH).
L’absorbance est mesurée a 700 nm a I’aide d’un spectrophotometre.

Les standards utilisés dans les mémes conditions réactionnelles sont : I’acide

ascorbique et I’a-tocophérol.

Les résultats ont été¢ exprimés en Ao.s (ug/ml), correspondant a la concentration de

I’échantillon nécessaire pour atteindre une absorbance de 0,50.
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Remarque :
La capacité réductrice des extraits a été évaluée selon la méthode originale proposée

par Oyaizu (1986), avec quelques ajustements apportés au protocole expérimental.
5.2.4 L’activité enzymatique

5.2.4.1 Activités inhibitrice de alpha amylase
» Principe

L’a-amylase est une enzyme qui hydrolyse les liaisons a-1,4-glycosidiques dans les
polysaccharides comme I’amidon, produisant des sucres réducteurs tels que le maltose.
L’activité enzymatique est généralement évaluée en mesurant la quantité de ces sucres libérés
a I’aide d’un réactif colorimétrique tel que le DNS (3,5-dinitrosalicylique), dont I’intensité

d’absorbance a 540 nm est proportionnelle a I’activité de 1’enzyme.(180)
» Protocole

L’évaluation de l'activité inhibitrice de 1’a-amylase par les extraits testés a été réalisée
selon une méthode colorimétrique modifiée, en utilisant I’amidon comme substrat et une

lecture a 630 nm. Le protocole expérimental s’est déroulé selon les étapes suivantes :
+ Pré-incubation de I’extrait avec I’enzyme :

Dans chaque puits d’une microplaque de 96 puits, 25 pl d’huile essentielle (a différentes

concentrations) sont ajoutés a 50 pl d’une solution d’a-amylase (1 U/ml).

Le mélange est ensuite incubé a 37 °C pendant 10 minutes afin de permettre I’ interaction

entre I’enzyme et 1’inhibiteur potentiel.
+ Début de la réaction enzymatique :

Apres I’incubation, 50 pl d’une solution d’amidon a 0,1 % (préparée dans un tampon

adapté) sont ajoutés a chaque puits pour amorcer la réaction enzymatique.
Le tout est incubé une seconde fois a 37 °C pendant 10 minutes.
%+ Arrét de la réaction :

Pour stopper I’activité enzymatique, 25 pl d’acide chlorhydrique (HCI 1 M) sont ajoutés a

chaque puits.
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4+ Révélation de la réaction :

Ensuite, 100 pl de réactif IKI (iodine-potassium iodide) sont ajoutés. Ce réactif forme un
complexe bleu avec I’amidon résiduel non hydrolysé, permettant I’évaluation indirecte de

’activité enzymatique restante.
Deux rangées complétes de puits dans la microplaque sont réservées aux blancs.

Ces blancs ne contiennent pas d’enzyme et servent a corriger 1’absorbance de fond liée
aux extraits ou aux réactifs. Ils permettent ainsi d’éliminer toute interférence non

enzymatique, assurant une mesure précise de I’inhibition réelle de 1’a-amylase.
+ Mesure spectrophotométrique :

L’absorbance est mesurée a 630 nm a l’aide d’un lecteur de microplaques. Une
absorbance plus ¢élevée indique une plus grande quantité d’amidon non dégradé, donc une

inhibition plus importante de I’enzyme.(181)

5.2.5 Activité antibactérienne

» Principe
Le principe de I’activité antibactérienne repose sur la capacité d’une substance a
inhiber la croissance ou a tuer les bactéries. Les agents antibactériens agissent
principalement par :

— Inhibition de la synthese de la paroi cellulaire.

— Augmentation de la perméabilité de la membrane bactérienne.

— Inhibition de la synthese protéique.

— Perturbation du métabolisme des acides nucléiques ou d’autres processus
métaboliques essentiels.
Ces mécanismes conduisent a [D’arrét de la croissance bactérienne (effet
bactériostatique) ou a la destruction des bactéries (effet bactéricide).(182)

> Protocole

+ Souches bactériennes utilisées

Dans le cadre de cette étude, deux souches bactériennes de référence ont été
sélectionnées pour évaluer 1’activité antibactérienne :
Staphylococcus aureus ATCC 25923, représentant les bactéries a Gram positif

Escherichia coli ATCC 25922, représentant les bactéries a Gram négatif
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Ces souches pathogeénes standardisées, largement utilisées en microbiologie,
permettent une comparaison fiable et reproductible des résultats obtenus.

+ Repiquage des souches bactériennes
Dans des conditions aseptiques, une colonie bien isolée et morphologiquement
représentative de la souche a été prélevée a I’aide d’un ensemenceur stérile ou d’une
pipette Pasteur. Celle-ci a été ensuite ensemencée en stries sur une boite de Petri
contenant un nouveau milieu de culture solide.
Les boites ont été incubées a 37 °C pendant 24 heures. Lorsque les cultures obtenues
présentaient les mémes caractéristiques que la souche d’origine, elles ont été jugées
conformes et utilisées pour la préparation de I’inoculum destiné aux essais
microbiologiques.

+ Préparation des milieux de culture et des disques d’imprégnation

Le milieu de culture solide Mueller-Hinton a été préparé puis versé a chaud dans des boites de
Pétri stériles de 90 mm de diamétre, en veillant a obtenir une épaisseur uniforme d’environ 3
mm. Les boites ont ensuite été laissées a refroidir et a se solidifier a température ambiante, sur
une surface horizontale ou sous une hotte a flux laminaire, tout en maintenant les couvercles

fermés afin de prévenir toute contamination.

Parallelement, des disques de papier filtre Whatman N°3, d’un diamétre de 6 mm, ont été

découpés puis stérilisés par autoclavage a 120 °C pendant 20 minutes.

+ Application des échantillons
Aprés stérilisation, les disques ont été manipulés dans des conditions aseptiques. A 1’aide
d’une micropipette, 25 pl d’huile essentielle pure non diluée ont ét¢ déposé€s sur quatre
disques stériles : deux disques pour chaque extrait (HE L et HE M).
Ces disques ayant recu I’ajout d’huile essentielle ont ensuite été placés délicatement, a 1’aide
d’une pince stérile, sur la surface des milieux de culture Mueller-Hinton solidifiés.
Les deux disques ayant recu HE L ont été placés chacun sur une boite distincte, ensemencée
respectivement avec Staphylococcus aureus et Escherichia coli.
La méme procédure a été suivie pour les deux disques traités avec HE M, appliqués
également sur des milieux contenant les deux souches bactériennes. Enfin, la gentamicine a
été utilisée comme antibiotique de référence afin de comparer les résultats d’activité

antibactérienne obtenus pour les deux extraits testés.
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L’activité antibactérienne des huiles essentielles a ¢ét¢ déterminée par la mesure du diametre

des zones d’inhibition autour des disques, a I’aide d’une régle millimétrée.(183)

5.2.6 Activité antifongique
» Principe

Le principe de I’activité antifongique repose sur la capacité d’une substance (naturelle
ou de synthése) a inhiber la croissance ou a détruire les champignons pathogénes. Les
antifongiques agissent principalement en ciblant des structures ou fonctions
essentielles de la cellule fongique :

— Inhibition de la synthése de I’ergostérol (composant majeur de la membrane
plasmique) par les azolés.

— Formation de pores dans la membrane via liaison a I’ergostérol (polyénes).

— Inhibition de la synthése des glucanes de la paroi cellulaire (échinocandines).

— ou inhibition de la synthése des acides nucléiques (flucytosine).
La conséquence est une altération de la membrane ou de la paroi, entrainant la mort ou
I’arrét de la croissance du champignon.(184)

» Protocole
+ Préparation de gélose PDA (Potato Dextrose Agar)

La gélose PDA est un milieu de culture couramment utilisé pour I’isolement et la
numération des levures et des moisissures, notamment dans les échantillons
alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques. Sa préparation repose sur
I’enrichissement d’un extrait de pomme de terre avec du glucose et de 1’agar.
Pour un litre d’eau distillée, les proportions utilisées sont les suivantes : 200 g de
pommes de terre, 20 g de glucose, et 20 g d’agar.
La préparation débute par la mise en suspension de 200 g de pommes de terre
épluchées et coupées dans 700 ml d’eau distillée, puis chauffées jusqu’a ébullition a
une température de 300°C. L’extrait obtenu est ensuite filtré afin d’éliminer les résidus
solides, et le filtrat est complété avec de 1’eau distillée pour atteindre un volume total
d’un litre. Le glucose et I’agar sont ensuite ajoutés au mélange, lequel est porté de
nouveau a ¢bullition sous agitation constante pendant au moins une minute afin
d'assurer une dissolution homogene des composants.
Le milieu ainsi obtenu est réparti dans des tubes ou des flacons, puis stérilisé a
I’autoclave a 121 °C pendant 20 minutes. Apres stérilisation, la gélose est maintenue

dans un bain-marie pendant environ une heure pour la rendre a nouveau liquide, puis
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elle est versée dans des boites de Pétri dans une zone stérile, a proximité d’un bec
benzeéne, afin de prévenir toute contamination microbienne de 1’air ambiant. Une fois
les boites remplies a une épaisseur de 4 a 5 mm, elles sont laissées a température

ambiante jusqu’a solidification compléte.

+ Application des échantillons.

La méthode de contact direct a ét¢ mise en ceuvre afin d’évaluer la sensibilit¢ du
champignon Fusarium oxysporum vis-a-vis des huiles essentielles HE L et HE M.
Apres solidification du milieu de culture (PDA), un disque mycélien de 6 mm de
diametre est prélevé et placé de maniere aseptique au centre d’une boite de Pétri de 8
cm de diameétre contenant 20 ml de gélose. Par la suite, un volume de 25 pl d’huile
essentielle pure, non diluée et a concentration fixe, est appliqué directement sur le
disque fongique.

Parallelement, des témoins ont été préparés : des témoins négatifs constitués
uniquement de gélose PDA avec le mycélium, sans ajout d’huile essentielle. Chaque
huile essentielle a été testée sur trois boites de Pétri (répétées trois fois), de méme que
chaque condition témoin a ¢été répétée trois fois, dans le but de garantir la
reproductibilité et la fiabilité des résultats obtenus.

Les résultats de D’activité antifongique contre Fusarium oxysporum peuvent étre

observés généralement apres une période d’incubation de 5 a 7 jours a 25+ 2 °C.

5.3 Fabrication d’une créme de jour apaisante, antibactérienne et protectrice

» Composition de la créme

Phase aqueuse : Eau distillée, Hydrolat de menthe verte, Glycérine végétale.
Phase huileuse : Huile de sésame, Beurre de karité, Emulsifiant Cutina GMS Ajouts a

froid HE de lavande vraie, HE de menthe verte, Conservateur Cosgard.

> Procédé de préparation :

Chauffer séparément la phase aqueuse et la phase huileuse a environ 70 °C.

Ajouter lentement la phase aqueuse a la phase huileuse sous agitation constante pour
former une émulsion.

Laisser refroidir jusqu'a 40 °C. 4. Ajouter les huiles essentielles et le conservateur.

Homogénéiser jusqu’a obtention d’une texture lisse.
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Chapitre III : Résultats et Discussions

Chapitre III : Résultats et Discussion

Introduction

Ce chapitre présente et analyse l'ensemble des résultats obtenus concernant les activités
biologiques des huiles essentielles de lavande vraie (Lavandula angustifolia, HE L) et de
menthe verte (Mentha spicata L, HE M). L'objectif était d'évaluer leur potentiel antioxydant,
antimicrobien (antibactérien et antifongique) et anti-enzymatique (inhibition de 1'a-amylase)
afin d'explorer leur potentielle valorisation, notamment dans le domaine dermo-cosmétique.
Chaque activité a été évaluée en comparaison avec des molécules de référence (standards)

afin de positionner I'efficacité de nos extraits.
6 Résultats d’évaluation des activités biologiques
6.1 Activité antioxydante

Le stress oxydatif est impliqué dans de nombreux processus délétéres, dont le vieillissement
cutané. La capacité des extraits a neutraliser les radicaux libres est donc une propriété
recherchée. Pour obtenir une vision compléte du potentiel antioxydant, trois méthodes
complémentaires basées sur des mécanismes différents ont été utilisées : le piégeage du

radical DPPH’, le piégeage du radical cation ABTS' et le pouvoir réducteur du fer (FRAP).
6.1.1 L’activité de piégeage de radical libre DPPH

L'activité anti-radicalaire des huiles essentielles a d'abord été évaluée par le test DPPH. Cette
méthode mesure la capacité des extraits a céder un atome d'hydrogene pour neutraliser le
radical stable DPPH, ce qui se traduit par une décoloration de la solution de violet au jaune.
Les résultats, exprimés en Concentration Inhibitrice 50% (IC50), sont présentés dans le

Tableau 6 et illustrés par la Figure 31.

Les deux huiles essentielles ont montré une activité anti-radicalaire tres faible, avec des
valeurs de IC50 quasiment identiques et tres élevées : 244,25 + 2,37 pg/mL pour I'huile de
lavande (HE L) et 244,29 + 2,06 png/mL pour 'huile de menthe (HE M). En comparaison, les
témoins positifs ont montré une efficacité bien supérieure, avec des IC50 de 6,14 £+ 0,41
pg/mL pour le BHA, 12,99 + 0,41 ug/mL pour le BHT et 13,02 + 5,17 pg/mL pour l'a-
Tocophérol. L’IC50 de nos extraits est environ 20 a 40 fois plus ¢élevée que celle des
standards.
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Tableau 6 : Inhibition de DPPH par les Huile Essentielles HE M et HE L.

Pourcentage Inhibition (%) de DPPH

Huile 1 s e [ 125 25 50 100 pe | 200 we | 400 0
Essenticlle | 625 1€ | 1235 ng | 25 ng ug ug ng ng
pg/ml
546+ | 648+ | 405+ | 499+ | 613+ | -5.66+ | 464+ | 24425+
HE_L
072 | 095 | 072 | 199 | 100 | 112 | 443 237
350+ | 3.62+ | 041+ | 307+ | -1.04+ | 3.66+ | 820+ | 24429+
HE_M
304 | 618 | 588 | 1150 | 266 | 611 | 101 2.06
76.55+ | 79.89+ | 8173+ | 84.18% | 87.13 % | 8936+ | 90.14+ | 6,14+
BHA
048 | 026 | o010 | o1 017 | 019 | 0.00 0,41
49.09 | 72.63 % | 88.73 = | 94.00= | 9497+ | 9538« | 95.02 & | 12,99~
BHT
076 | 206 | 089 | 031 | 008 | 041 | 023 0,41
(l_
3721+ | 81,53+ | 89.23+ | 89.38+ | 89.45+ [ 89,09+ | 89.50+ | 13,02+
Tocoph
182 | 151 | o2 | 019 | 022 | 023 | 033 5.17
érol
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Figure 24 Histogramme montre les valeurs de I’ICso du test DPPH.

HE L. HE M

Figure 25 Résultats du test DPPH
sur microplaques.
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6.1.2 Activité du piégeage du cation radical ABTS**

En présence d'un antioxydant, le radical cation ABTS'+ subit une réduction par capture d'un

atome d'hydrogéne (H"), ce qui entraine la formation du composé ABTSH*. Ce processus de

réduction se manifeste par un changement progressif de couleur de la solution, passant d'un

bleu turquoise initial. On mesure 'absorbance a une longueur d'onde précise de 734 nm. Les

résultats obtenus, sous forme du tableau 7 et de figures 33 et 34, ont été soumis a une analyse

comparative avec les antioxydants standards BHA et BHT, qui ont été utilisés comme témoins

positifs.
Tableau 7 : Huile Essentielle Pourcentage Inhibition % de I’ABTS""
Pourcentage d’inhibition % de I’ ABTS™"
Huile
Essentiell IC50
ssenticlle l 625 ug | 12,5ng | 25pg | 50pg | 100 pg | 200 pg | 400 pg
pg/ml
450+ | 9,16+ | 24,56+ | 17,04+ | 36,18+ [ 38,95+ | 69,09+ | 157,27 £
HE L
2,63 5,37 7,45 9,67 9,71 3,77 7,92 6,18
6,65+ | 13,51+ ] 3,68+ | 1423+ | 32,65+ | 52,97+ | 66,27+ | 145,46 =
HE M
3,73 5,45 8,64 9,17 4,48 12,37 8,16 18,23
4922 + | 5922+ | 78,55+ ] 90,36 + | 92,18+ [ 93,37+ | 94,87+ 1,59+
BHT
0,75 0,59 3,43 0,00 1,27 0,86 0,87 0,03
83,42+ | 93,52+ 93,58+ |93,63+]93,63+]9420+| 9539+ 1,03 +
BHA
4,09 0,09 0,09 0,16 0,95 0,90 2,62 0,00
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ABTS

160 -
140 -
120 - =HE L
100 - -
80 mHE M
60 - BHT

40 -
20 - m BHA
0 L -

HE L HE M BHT BHA

Figure 26 histogramme montre les valeurs de I’IC50 du test ABTS"+.

Figure 27 Résultats du test ABTS sur
microplaques,
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Afin d'enrichir l'analyse, la capture du radical cation ABTS™" a été évaluée. Ce test, qui
interagit avec des composés hydrophiles et lipophiles, permet d'obtenir une perspective plus
globale de l'activité. Les résultats sont exposés dans le Tableau ABTS et la Figure

correspondante.

Tout comme lors du test DPPH, les huiles essentielles ont démontré une activité modérée. La
concentration inhibitrice médiane (ICso) de I'Huile essentielle de menthe (HE M) s'élevait a
145,46 + 18,23 ng/mL, ce qui était légerement inférieure a celle de 1'huile essentielle de
lavande (HE L) mesurée a 157,27 £+ 6,18 ng/mL. Ces deux valeurs demeurent trés élevées en
comparaison des valeurs de référence pour le BHA (1,03 + 0,00 pg/mL) et le BHT (1,59 +

0,03 pg/mL), qui ont démontré une activité plus de 100 fois supérieure.

6.1.3 Activité du pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP)

Le test FRAP est une méthode analytique permettant d’évaluer la capacité réductrice des
composés antioxydants. Ce test repose sur la transformation du fer ferrique (Fe’*"),
initialement de teinte jaune, en fer ferreux (Fe?"), caractérisé¢ par une coloration bleu-vert.
Cette réaction d’oxydoréduction est quantifiée par mesure de I’absorbance a une longueur

d’onde de 700 nm.

Les résultats (tableau 8, figure 35, figure 34 ) ont été comparés avec les standards o-

Tocopherol et I’acide ascorbique.

FRAP

160
140
120

100 = HE L
80 -

60
20 | \ EHE M

| .
20 - : W A ascorpique

Y & S a-Tocopher

Figure 28 Histogramme montre les valeurs de 1’ Ao s de test FRAP.
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Tableau 8 : Les absorbances du pouvoir réducteur par les extraits HE L, HE M.

Absorbances de FRAP
Aos
Huile essentielle | 6,25 pg | 12,5 pg | 25 pg | 50 pg | 100 pg | 200 pg | 400 pg
png/ml
0,10+ | 0,11+ | 0,14+] 0,14t | 0,14+ | 0,14+ | 0,18+ | 55,03+
HE L
0,01 0,05 0,03 | 0,01 0,04 0,06 0,02 4,14
0,11+ | 0,13+ | 0,14£] 0,10+ ] 0,10+ | 0,15+ | 0,16+ | 141,87+
HE M
0,01 0,05 0,04 | 0,02 | 0,02 0,03 0,02 6,4
Acide
0,35+ | 0,46+ | 0,84+ 0,93+ | 1,18« | 1,37+ | 1,44+ | 6,77+
ascorbiqu
0,05 0,03 0,12 | 0,30 | 0,34 0,20 0,21 1,15
e
a-
0.11= | 0.16+ | 0,21+ 0,35t ] 0,73+ | 1,37+ | 1,81+ | 34,93+
Tocopher
0,00 0.00 0,03 | 0,03 | 0,03 0,08 0,09 2.38
ol
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Figure 29 Résultats du test FRAP sur microplaques.
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Le test FRAP mesure la capacité d'un antioxydant a réduire 1'ion ferrique (Fe**) en ion ferreux
(Fe**), un mécanisme basé sur le transfert d'un seul électron (SET). Les résultats, présentés
dans le Tableau 8 et la Figure 35, sont exprimés en Ags (concentration nécessaire pour
atteindre une absorbance équivalente a 50% de 1'activité du meilleur standard, ou une valeur
seuil).

Ici, les résultats sont différents. L'huile essentielle de lavande (HE L) a montré un pouvoir
réducteur notable avec une Aos de 55,03 + 4,14 pg/mL. L'huile de menthe (HE M) était bien
moins efficace, avec une Aos de 141,87 = 6,4 ng/mL. Fait intéressant, I'extrait de lavande
s'est montré plus réducteur que I'a-Tocophérol (Aos = 34,93 + 2,38 pg/mL, . L'acide
ascorbique (Aos = 6,77 £ 1,15 pg/mL) reste le composé le plus puissant. L'ordre d'efficacité
est donc : Acide ascorbique > a-Tocophérol > Lavande (HE_L) > Menthe (HE_M).

6.2 Résultats de 'activité antibactérienne

Afin d'évaluer le potentiel antimicrobien des extraits essentiels provenant des plantes
médicinales sélectionnées, nous avons réalisé des tests d'activité antibactérienne in vitro
contre des souches bactériennes pathogénes, a savoir Escherichia coli (E. coli) et
Staphylococcus aureus (S. aureus). Ces tests ont permis de déterminer 1'efficacité des deux
extraits, l'huile essentielle HE L, correspondant a 1’huile essentielle de Lavandula
angustifolia Mill (lavande vraie), et l'huile essentielle HE M, correspondant a I’huile
essentielle de Mentha spicata L. (menthe verte), a inhiber la croissance microbienne. Cette
évaluation est une étape fondamentale dans la valorisation de ces huiles essentielles pour des

applications dermiques.

Les résultats obtenus sont présentés ci-dessous et analysés en fonction du diametre des zones
d'inhibition mesurées autour des disques imprégnés des extraits. Une comparaison a
également été effectuée avec un antibiotique de référence, permettant ainsi d’apprécier la

puissance relative des extraits.
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Tableau 9 : Diametres des zones d’inhibition (en mm) des huiles essentielles (HE L et

HE M) et de la gentamicine contre différentes souches bactériennes.

Souche Type de
HE_L (mm) HE_M (mm) la gentamicine
bactérienne bactérie
Escherichia coli 10 mm 10 mm 19 mm Gram —
Staphylococcus
14 mm 16 mm 19 mm Gram +
aureus
20 Gentamicine Gentamicine
18
16
14
17 | mHE L
10 - =HE M
2 = Gentamicine
4 -
2 4
0 T 1
E coli S. aureus

Figure 30 Histogramme montre les diameétres des zones d’inhibition des
HE L, HE M et de la gentamicine.
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Une boite de
Petri contenant
la bactérie E.
Coli

Une boite de
Petri contenant
la bactérie S.
aureus

Figure 31 Image représente les résultats de
I'évaluation de l'activité antibactérienne des huiles L
et M.

L'activité antibactérienne a été évaluée par la méthode de diffusion sur disque contre une
souche a Gram-négatif (Escherichia coli) et une souche a Gram-positif (Staphylococcus
aureus). Les diamétres des zones d'inhibition sont rapportés dans le Tableau 9 et la Figure
[37].

Les deux huiles ont montré une activité identique contre E. coli, avec une zone d'inhibition
de 10 mm. Contre S. aureus, 'activité était plus prononcée : 14 mm pour la lavande (HE L)
et 16 mm pour la menthe (HE_M). L'antibiotique de référence, la gentamicine, a produit une

zone d'inhibition de 19 mm pour les deux souches.

6.3 Résultats de I'activité antifongique

Dans le cadre de la recherche de nouvelles alternatives naturelles aux antifongiques de
synthése, I’évaluation de ’activité antifongique des extraits végétaux constitue une approche
prometteuse. Cette étude vise a tester le potentiel antifongique de deux extraits d’origine
végétale, 1’huile essentielle HE L, correspondant a 1’huile essentielle de Lavandula
angustifolia Mill. (lavande vraie), et ’huile essenticlle HE M, correspondant a [’huile

essentielle de Mentha spicata L. (menthe verte). Contre une souche fongique pathogene
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sélectionnée. L’analyse repose sur la méthode de diffusion en milieu solide, permettant de

quantifier I’effet inhibiteur des extraits a travers la mesure du diamétre des zones d’inhibition.

Les résultats obtenus permettent de comparer 1’efficacité relative des deux extraits étudiés
(HE L et HE M) et de mettre en évidence leur capacité a limiter la croissance du champignon
ciblé. Cette étape expérimentale s’inscrit dans une logique de valorisation des ressources
phytothérapeutiques locales et de développement de produits antifongiques naturels,

susceptibles de présenter moins d’effets secondaires et de réduire le phénoméne de résistance.

e Nom du champignon étudié : Fusarium oxysporum
e C: Diametre de croissance du champignon dans le témoin (mm)

e T : Diametre de croissance du champignon dans 1’échantillon traité¢ (mm)

Pourcentage d’inhibition de la croissance fongique (%) calculé selon la formule suivante :

(c-17

X1
C 00

Inhibition % =

Tableau 10 : Résultats de 1’activité antifongique des extraits végétaux.

Diamétre Diameétre traité
Sou.che H“‘?"' témoin (mm) (mm) Inhibition (%)
fongique essentielle
C T
Fusarium
HE L 16 00 100
oxysporum
Fusarium
HE M 16 00 100
oxysporum
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Figure 32 Image illustrant le résultat de I’activité antifongique de HE M (huile
essentielle de la Menthe verte)

Figure 33 Image illustrant le résultat de I’activité antifongique de HE L (huile essentielle de

lavande vraie).
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L'activité contre le champignon phytopathogeéne Fusarium oxysporum a été testée par la
méthode de diffusion en milieu solide. Comme le montrent le Tableau 10 et les images des
boites de Petri (Figure 39 et 41), les résultats sont particuliérement nets.

Les deux huiles essentielles, de lavande (HE L) et de menthe (HE M), ont provoqué
une inhibition totale de la croissance mycélienne, soit un pourcentage d'inhibition de 100%.
Le diametre de croissance dans les boites traitées (T) était de 0 mm, contre 16 mm pour le

témoin (C).

6.4 Résultats de I'activité enzymatique

Dans le cadre de notre étude visant a explorer le potentiel de valorisation des huiles
essentielles naturelles a des fins dermo-cosmétiques, une attention particuliére a été portée a
I’évaluation de I’activité enzymatique des Huiles essentielles HE L et HE M, a travers leur

capacité a inhiber I’enzyme a-amylase.

Ce dernier constitue une enzyme clé intervenant dans le métabolisme des glucides. Son
inhibition est considérée comme un indicateur pertinent de propriétés biologiques bénéfiques,

notamment dans les domaines de la santé et de la cosmétologie.

Par conséquent, un test in vitro a été réalisé afin d’évaluer I’efficacité de chaque extrait a
inhiber I’activité de I’a-amylase, en se basant sur la comparaison des valeurs d’ICso obtenues.
Les résultats présentés ci-apres permettent d’estimer I’efficacité relative de chaque extrait, et
ont ét¢ comparés a celle d’'une substance de référence bien connue, 1’Acarbose, utilisée

comme standard positif en raison de son action inhibitrice reconnue sur cette enzyme.

Les résultats (tableau 11, figure 42, figure 41) ont été comparés aux standards Acarbose.

Tableau 11: Résultats de I’activité enzymatique (a-amylase).

Pourcentage d’inhibition % des deux huiles essentielles

ICso
Huile essentielle
pg/ml
HE L 813,88
HE M 20494,22
Acarbose 4 16810
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o-amylase
25000 -
20000 -
mHE L
15000 - 2 HE M
10000 - B Acarbose
5000 -
O T T 1
HE L HE M Acarbose

Figure 34 Histogramme montre les valeurs de 1I’'ICso de test enzymatique (a-amylase)

ExtLL ExtM Blanc

Figure 35 Résultats du test enzymatique (a-amylase) sur microplaques

L'inhibition de 1'a-amylase, une enzyme clé de la digestion des glucides, a été évaluée. Les
résultats, exprimés en ICso, sont présentés dans le Tableau 10 et la Figure 42.

Les résultats sont remarquables et inattendus. L'huile essentielle de lavande (HE L) a montré
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une puissante activité inhibitrice avec une IC50 de 813,88 pg/mL. De manicre surprenante,
cette activité est environ 20 fois supérieure a celle de 1'Acarbose (IC50 = 16 810 pg/mL), un
médicament de référence utilis€é comme inhibiteur de l'a-amylase. En revanche, I'huile
essentielle de menthe (HE M) a montré une activité trés faible (IC50 = 20 494,22 pg/mL),

comparable a celle de 1'Acarbose.

7 Discussion des résultats d’évaluation des activités biologiques

7.1 Activité antioxydante

7.1.1 L’activité de piégeage de radical libre DPPH

Une IC50 élevée indique qu'une forte concentration d'extrait est nécessaire pour neutraliser
50% des radicaux DPPH’, ce qui confirme une faible activité de piégeage par don
d'hydrogéne. Cette faible performance des huiles essentielles dans le test DPPH est un
résultat fréquemment rapporté dans la littérature. Les principaux constituants des huiles
essentielles de lavande (ex: linalol, acétate de linalyle) et de menthe (ex: carvone, limonene)
sont des monoterpénes qui, bien que possédant certaines propriétés antioxydantes, sont des
donneurs d'atomes d'hydrogéne beaucoup moins efficaces que les composés phénoliques
(comme le BHA et le BHT) dont la structure est optimisée pour la stabilisation de radicaux.
L'encombrement stérique du radical DPPHe peut également limiter son acces aux sites actifs
des molécules de nos extraits. Ces résultats suggerent que le mécanisme principal d'action

antioxydante de ces huiles n'est probablement pas le don d'hydrogene.
7.1.2  Activité du piégeage du cation radical ABTS**

Les résultats du test ABTS confirment ceux du DPPH : les huiles essentielles de lavande
et de menthe sont de faibles piégeurs de radicaux in vitro comparées aux antioxydants
phénoliques de synthese. La légere supériorité de la menthe sur la lavande dans ce test,
bien que faible, pourrait étre attribuée a des différences de composition chimique
mineures. Le radical ABTS'™ étant moins soumis a l'encombrement stérique que le
DPPHe, les ICso sont globalement plus basses, mais 1'ordre de grandeur reste le méme. Ces
deux premiers tests suggerent que si ces huiles possédent une activité antioxydante, celle-
ci pourrait s'exprimer via un autre mécanisme que le piégeage direct de radicaux, ou étre
plus pertinente dans un systéme biologique complexe que dans ces tests chimiques
simples.
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7.1.3 Activité du pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP)

Contrairement aux tests de piégeage de radicaux, le test FRAP révele une activité
réductrice significative pour 1'huile de lavande. Cela suggére que les composés de
I'HE L agissent plus efficacement via un mécanisme de transfert d'électron
(SET) qu'un mécanisme de don d'hydrogene (HAT). La nette différence entre la lavande
et la menthe dans ce test est un résultat clé, indiquant que leurs compositions chimiques
les prédisposent & des mécanismes d'action antioxydante différents. La capacité de 1'huile
de lavande a réduire les ions métalliques comme le Fe** est une propriété trés intéressante,
car ces ions peuvent catalyser des réactions produisant des radicaux libres (réaction de
Fenton).  Cette  activit¢  pourrait donc  contribuer a une  protection

antioxydante indirecte dans un contexte biologique.

7.2 Discussion des résultats de I'activité antimicrobienne

Les résultats démontrent une activité antibactérienne modérée pour les deux huiles,
avec une sélectivité marquée contre la bactérie a Gram-positif (S. aureus). Cette
différence de sensibilité est classique et s'explique par la structure de la paroi bactérienne.
La membrane externe des bactéries a Gram-négatif, riche en lipopolysaccharides, forme
une barriere hydrophile qui limite la pénétration des composés lipophiles des huiles
essentielles. La paroi des Gram-positifs, plus simple, est plus perméable. L'huile de
menthe s'est révélée 1égérement plus efficace contre S. aureus, ce qui est en accord avec
plusieurs études attribuant une forte activité antibactérienne a la carvone, son composant

majoritaire.

Ces activités, bien qu'inférieures a celles de la gentamicine, sont significatives et
confirment le potentiel de ces huiles comme agents antimicrobiens d'appoint, notamment
dans des formulations topiques pour lutter contre des bactéries impliquées dans des

affections cutanées comme S. aureus.

7.3 Discussion des résultats de I'activité antifongique
Ce résultat est le plus spectaculaire de I'étude antimicrobienne. Les deux huiles
essentielles possédent une trés puissante activité antifongique contre Fusarium
oxysporum. Cette forte efficacité est probablement due a la capacité des composés
terpéniques a perturber l'intégrit¢ de la membrane cellulaire fongique, a inhiber la

synthése de la paroi et a interférer avec les processus métaboliques vitaux du champignon.
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Cette activité fongicide totale positionne les huiles de lavande et de menthe comme
d'excellents candidats pour des applications ou un contrdle fongique est nécessaire, que ce
soit en agriculture (alternative aux fongicides de synthése) ou en cosmétique

(conservateurs naturels, traitement d'affections fongiques cutanées).
7.4 Discussion des résultats de I'activité enzymatique

C'est sans doute le résultat le plus significatif de cette étude. L'huile essentielle de lavande
est un inhibiteur de l'a-amylase bien plus puissant que 1'Acarbose in vitro. Cette
découverte est majeure. L'inhibition de cette enzyme ralentit la dégradation de 1'amidon en
sucres simples, ce qui peut aider a réguler la glycémie post-prandiale. Bien que cette
application soit surtout explorée dans le contexte du diabéte, elle a aussi un intérét en
dermo-cosmétique. En effet, des niveaux élevés de glucose peuvent entrainer la glycation
des protéines de la peau (collagéne, élastine), un processus qui accélere le vieillissement

cutané en provoquant rigidité et perte d'élasticité.

La capacité de I'huile de lavande a inhiber fortement I'a-amylase ouvre des perspectives
trés prometteuses pour son utilisation dans des produits "anti-age" ou "anti-glycation". La
tres faible activité de I'huile de menthe, malgré sa proximité botanique, souligne une fois
de plus la spécificité d'action liée a la composition chimique fine de chaque huile. Des
¢tudes plus poussées seraient nécessaires pour identifier le ou les composés de la lavande

responsables de cette inhibition exceptionnelle.

7.5 Résultats d’une créme dermo- cosmétique

A la lumiére des résultats prometteurs révélés par les huiles essentielles de la menthe verte
(Mentha spicata L) et de la lavande vraie (Lavandula angustifolia Mill), notamment en ce qui
concerne leurs activités biologiques évaluées — en particulier I’activité antioxydante (test
FRAP) ainsi que les propriétés antibactériennes et antifongiques —, il a été envisagé
d’exploiter ces potentialités dans le développement d’un produit cosmétique thérapeutique
naturel figure 43. Ainsi, une créme de jour a effet apaisant, antibactérien et protecteur contre
les rayons solaires a été formulée. Cette préparation repose essentiellement sur les huiles
essentielles extraites par hydrodistillation a 1’aide de D’appareil de Clevenger, qui en

constituent les principaux agents actifs.
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Conclusion

Ce travail a permis de caractériser et de comparer le profil d'activités biologiques des huiles
essentielles de Lavandula angustifolia Mill (HE L) et Mentha spicata L (HE M). Les

résultats mettent en lumicre des profils trés distincts et complémentaires :

Activité anti-oxydante : Les deux huiles sont de faibles piégeurs de radicaux (DPPH,
ABTS), mais l'huile de lavande se distingue par un pouvoir réducteur (FRAP) significatif,

suggérant un mécanisme d'action par transfert d'électron.

Activité antimicrobienne : Les deux huiles sont modérément actives contre les bactéries
(avec une meilleure efficacité contre S. aureus) et extrémement efficaces contre le

champignon Fusarium oxysporum, montrant une inhibition totale.

Activité anti-enzymatique : C'est le résultat le plus saillant. L'huile de lavande est un
inhibiteur de I'a-amylase exceptionnellement puissant, dépassant de loin l'efficacité du

médicament de référence, I'Acarbose.

En conclusion, si les deux huiles sont d'excellents antifongiques, l'huile de lavande se
démarque par son potentiel multifonctionnel unique, combinant une activité antioxydant
réductrice et une puissante inhibition enzymatique. Ces propriétés la positionnent comme un
ingrédient de trés grand intérét pour des applications cosmétiques et potentiellement
thérapeutiques, justifiant pleinement la poursuite des recherches pour isoler ses composés

actifs et valider ces effets dans des modeles plus complexes.
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Conclusion Générale

Au terme de ce travail, qui s’est articulé autour de 1’extraction des huiles essentielles de deux
especes végétales reconnues pour leurs propriétés thérapeutiques et aromatiques — a savoir la
menthe verte (Mentha spicata L) et la lavande vraie (Lavandula angustifolia Mill) — nous
avons cherché a explorer leur potentiel en biotechnologie, notamment dans les applications

cosmétiques a visée thérapeutique.

Le premier chapitre a permis de poser le cadre théorique, englobant les notions générales sur
les plantes médicinales et aromatiques, les propriétés des métabolites secondaires, en
particulier les huiles essentielles, ainsi qu’une revue détaillée des différentes activités
biologiques (antioxydante, antibactérienne, antifongique et enzymatique). Une attention
particuliére a été accordée aux especes étudiées, en termes de classification botanique,

composition chimique, et usages traditionnels et modernes.

Le deuxiéme chapitre a porté sur la partie expérimentale, avec I’extraction des huiles
essentielles par hydrodistillation a I’aide de I’appareil de Clevenger. Une série de tests

biologiques ont été réalisés pour évaluer leur efficacité, notamment :

- Les tests antioxydants (DPPH, FRAP, ABTS),
- Les tests antimicrobiens (bactéries et champignons),

- L’évaluation de I’activité enzymatique.

Les résultats ont révélé une efficacité remarquable des huiles essentielles extraites, en
particulier celles de la lavande et de la menthe, dans la lutte contre le stress oxydatif et les
agents pathogeénes microbiens, ce qui a motivé leur incorporation dans la formulation d’un

soin cosmétique a visée thérapeutique.

Le troisiéme chapitre a présenté les résultats des analyses biologiques, confirmant I’activité
notable des huiles, surtout dans le test FRAP (activité antioxydante) ainsi que leur pouvoir
antimicrobien. A partir de ces données, une créme de jour apaisante, protectrice et
antimicrobienne a ét¢ développée, a base d’ingrédients 100 % naturels, sans aucun additif

synthétique nocif, ce qui la rend idéale pour les peaux sensibles ou irritées.
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Cette creme a €té testée sur deux groupes d’utilisateurs :

- Premier groupe : individus souffrant d’acné ou d’irritations cutanées légéres — une

amélioration visible a été observée (appuyée par des images documentées).

Deuxiéme groupe : personnes présentant des rougeurs ou irritations dues a une exposition
solaire — un effet apaisant et régénérant a été constaté apres application réguliere.

La créme présente plusieurs qualités prometteuses :

- Effet apaisant et hydratant di a 1’eau distillée de menthe et de lavande,
- Pouvoir antibactérien et antifongique des huiles essentielles,
- Formulation propre, naturelle et exempte de substances chimiques agressives,

- Valorisation des ressources végétales locales (plantes aromatiques d’Algérie).

Malgré les résultats encourageants, certaines limitations liées au temps n’ont pas permis de

mener a bien des essais complémentaires, tels que :

- L’¢évaluation de la stabilité physico-chimique de la créme a long terme,
- Des tests approfondis sur son efficacit¢ en tant que créme protectrice solaire (UV
protecteur),

- Des études cliniques a plus grande échelle sur un nombre plus important de participants.

En conclusion, ce travail représente une contribution préliminaire prometteuse dans le
domaine de la biotechnologie cosmétique. Il constitue un modele susceptible d’étre optimisé
et élargi a des traitements dermatologiques variés, voire a une production a visée commerciale

selon les normes actuelles.
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RESUME

Ce mémoire présente une étude approfondie sur deux huiles essentielles extraites de plantes
médicinales courantes : Lavandula angustifolia Mill (lavande vraie) et Mentha spicata L. (menthe
verte). L'étude se structure autour de trois axes principaux.

Le premier axe est consacré a l'aspect théorique de 1'étude. Il définit les huiles essentielles et décrit les
méthodes d'extraction, avec un accent particulier sur la distillation a la vapeur d'eau, la technique la
plus couramment utilisée pour préserver les composés volatils. Cette section aborde également la
composition chimique de chaque huile essentielle et explore leurs propriétés biologiques bien établies,
telles que leurs effets antioxydants, antibactériens et antifongiques, en plus d'autres caractéristiques
pertinentes.

Le deuxiéme axe se concentre sur l'aspect expérimental mené au Centre de Recherche en
Biotechnologie de Constantine (CRBT). L'objectif de cette phase était d’évaluer l'activité biologique
des huiles essentielles extraites, en particulier leur capacité a inhiber la croissance bactérienne, leur
activité antioxydante et leurs effets antifongiques. Ces tests ont permis d'obtenir des données
précieuses sur l'efficacité de ces huiles dans des applications thérapeutiques potentielles.

Le troisiéme axe de cette étude a consisté en la formulation d'une créme cosmétique naturelle,
intégrant les huiles essentielles de lavande vraie et de menthe verte, sur la base des résultats des tests
biologiques. Il s'agit d'une créme de jour congue pour traiter diverses problématiques cutanées, en
exploitant les propriétés apaisantes, antibactériennes et protectrices des huiles essentielles. Cette
formulation vise a offrir une alternative naturelle et efficace aux produits cosmétiques traditionnels.

Ainsi, ce mémoire s'inscrit dans une démarche pluridisciplinaire, associant la chimie analytique, la
microbiologie, la pharmacologie et la biotechnologie végétale. Il met en lumiére 1'importance de
’utilisation des plantes médicinales dans le développement de solutions cosmétiques et thérapeutiques
durables, tout en contribuant a la valorisation des ressources végétales locales.

Mots-clefs : huiles essentielles, Lavandula angustifolia Mill, Mentha spicata L, activité antibactérienne,
activité antioxydante, activité antifongique.

Laboratoires de recherche :
Laboratoire (05) de Centre de Recherche en Biotechnologie de Constantine. (CRBT)

Présidente : BOUSBAA. Ratiba (Professeure - Université Freres Mentouri, Constantine 1).
Encadrant 1 : KITOUNI. Rachid (MCA- Université Fréres Mentouri, Constantine 1).
Encadrant 2 : BOUTITI. Ameur (MCA - Université Salah Boubnider, Constantine 3).

Examinatrice : LOUALI Yamouna (MCB - Université Fréres Mentouri, Constantine 1).




