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Introduction

Les plantes aromatiques et médicinales ont desriptép importantes, plusieurs
médicaments pharmaceutiques ont été dérivés deeplares derniers passent dans I'esprit de
la population pour efficacité et tolérance du f#it son origine naturel faisant partie de la
meédecine douce (Hami alt, 2011).

Ces plantes naturelles ont joué un role tres saatif dans la découverte des
médicaments (Newman et Gragg, 2007). Il est repprigu minimum 119 composés dérivés
de 90 especes de plantes peuvent étre considémmecales médicaments importants
(Farnsworth e#l., 1985).

Malgré les remarquables progres en chimie organitpuseynthese du vingtieme siécle,
plus de 25% des médicaments prescrits dans les ipdystrialisés tirent directement ou
indirectement leurs origines des plantes (Newmah. 2000 ; Calixto eal., 2005).

De nos jours, nous comprenons de plus en plus,legirincipes actifs des plantes
meédicinales sont souvent liés aux produits des boétas secondaires. Leurs propriétés sont
actuellement pour un bon nombre reconnues et @pEEs, et donc mises a profit, dans le
cadre des médecines traditionnelles et égalemeamd ameédecine allopathique moderne
(Bourgaud etl., 2001 ; Kar, 2007).

Aujourd’hui, on estime que les principes actifs yaneant des veégétaux représentent
environ 25% des médicaments prescrits. Soit un t#al20 composés d’origine naturelle
provenant de 90 plantes différentes. En Afrigueéispde 6377 especes de plantes sont
utilisées, dont plus de 400 sont des plantes meéde&s qui contribuent pour 90% du
traitement médical. Jusqu’en 2004, on a estimépgee de 75% de la population africaine ont
toujours recours aux plantes pour se soigner. Ds & type de soin est considéré souvent
comme faisant partie de la médecine douce (Kar7R00

La résistance des microorganismes aux antibiotiggesin probléeme majeur de la santé
publigue, comme l‘attestent de nombreuses donnabbéps (Decoussera at., 2010). A
titre d‘exempleStaphylococcus aureus, principal agent pathogéne impliqué dans les tidas
nosocomiales, a acquis de nombreux mécanismessigarece aux antibiotiques des les
années 1960 (Kempf edl., 2011). Ainsi l'augmentation de la résistance auwends
pathogenes d'origine alimentaire et les percept@gatives des consommateurs concernant
l'utilisation de fibres synthétiques bactéricidasprienté la recherche des antimicrobiens
naturels étant provenant du regne végétal (Leoatatl, 2010). En effet, depuis quelques
années, un intérét accru s'‘est porté sur des nmekcliorigine végétale ayant montré des

propriétés antimicrobiennes.




Introduction

Selon Silvy (1992), les céréales et leurs dérivésstituent la principale source de
protéines dans de nombreux pays en voie de déwogt et les pertes causées par ce type
de denrées lors de leur stockage sont estimée8 millibns de tonnes dont 13 millions sont
provoqueés par les insectes. Dans les pays dévela@sépertes avoisinent les 3 %, alors qu'en
Afrique elles atteignent les 30 %. De plus, l'usags répandu des pesticides a entrainé
I'apparition de formes de résistance chez les fesdités (Leonard et Ngamo, 2004).

Les recherches de moyens de limitation de l'utibsade ces insecticides dangereux
prennent de plus en plus dimportance. A cet effethombreux travaux récents se sont
penchés sur la recherche de substances ayant desingansecticides et respectueux de la
santé humaine et de I'environnement (Lahlou, 2004).

Les plantes peuvent fournir des solutions de rephapotentielles aux agents
actuellement utilisés contre les insectes paraglgs'constituent une source riche en produits
chimiques bioactifs. Beaucoup d'efforts a été domacentré sur les matériaux dérivés de
plantes pour les produits potentiellement utilesagm qu'agents commerciaux de lutte contre
les insectes (Kim adl., 2003).

Le role des huiles essentielles et des polyphé&msilsion négligeable (Lahlou, 2004). En
effet, ces substances issues du métabolisme semnéfeent de nouvelles perspectives dans
la recherche de pesticides et antimicrobiens nlatuRour cela, nous avons orienté notre
travail vers la recherche de ces métabolites dans @dspeces de Lamiacéeblentha
longifolia et Ballota nigra et par la suite tester leurs activités antimicrobes vis-a-vis de
Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa et leurs activités insecticides vis-a-vis du
ravageur des denrées entrepodédsolium castaneum.

Notre travail est devisé en 3 parties :

v' la premiere partie est consacrée a la bibliograpéiative aMentha longifolia et

Ballota nigra, les huiles essentielles et les polyphénols.

v la deuxiéme partie abordera le matériel et les auk utilisés.

v la troisiéme partie est consacrée aux résultatsetission et une conclusion.

Notre étude comprend trois parties : la partie ibisdgraphique s’articule autour de deux
chapitres. Dans le premier nous présentons unéésmtsur le métabolisme secondaire. Le
deuxieme chapitre comprend une présentation des ldmuiacées choisies a savoir celle de
Mentha longifolia et Ballota nigra. La partie expérimentale rassemble la présentatéia
région d'étude et les matériels et méthodes usiliké troisieme partie comprend les résultats
obtenus et leurs discussions. Enfin, la présenideést cloturée par une conclusion générale

et des perspectives de recherche.
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Chapitre 1. Métabolisme secondaire Etude bibliographique

I. Métabolisme secondaire des plantes
I.1. Définitions

Les plantes produisent un grand nombre de compgasé@desquels on ne sait pas toujours le
réle qu'ils jouent exactement pour la plante. Gesposés ne sont pas produits directement lors
de la photosynthése, mais résultent des réactiuinigues ultérieures. On les appelle donc des
métabolites secondaires.

Les métabolites secondaires sont un groupe decoiegqui interviennent dans I'adaptation
de la plante & son environnement ainsi qu’a lala#igm des symbioses et d’autres interactions
plantes-animaux. La défense contre les prédatetirsle® pathogenes, comme agents
allélopathiques et pour attirer les agents chadgésa pollinisation ou de la dissémination des
fruits (Judd etl., 2002).

Les métabolites secondaires font I'objet de nommEe recherches. lls ont un intérét
multiple. lls sont mis a profit aussi bien dansndustrie alimentaire, cosmétique que
pharmaceutique. lls sont largement utilisés en agiiér comme vasculo-protecteurs, anti-

inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, antioxytdaet anti-radicalaires (Epifanoatt, 2007).

I.2. Classification des métabolites secondaires
Les métabolites secondaires peuvent étre clagséapuatre grands ensembles comme le

montre la figure 1 (Guignard, 2000) :

Meétabolisme secondaire

FeeEETeIReeE FeeRHbeREee PReeiEveiis |
" | ! !
| | | |
' v ¥ ¢
Composés phénoliques Composés Composés azotés Hétérosides
isopréniques
(Polvphénols) Alcaloides

Figure 1. Différentes classes de métabolites secondaireg(@rd, 2000).
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I.2.1. Terpénoides et stéroides

Les terpénoides, appelés aussi terpenes, exgtenttoutes les plantes, et représentent de
loin la plus vaste catégorie des métabolites sexices] avec plus de 22.000 composés décrits
(Eichhorn, 2007).

Ce sont des substances généralement lipophilesigriient d’une entité simple a cinqg

atomes de carbones isoprenes (figure 2).

Figure 2. Structure d’'un isopréne (Guignard, 2000).
Selon Guignard (2000), les terpénoides peuvert é@nsidérés comme des dérivés de
l'isoprene, selon le nombre d’'unités isopréniquesles constituent, les terpénoides sont classés

en plusieurs classes (tableau 1).

Tableau 1.Liste des principales classes de terpénoides

Nombre de carbone Classe
5 Hémiterpénoides
10 Mono terpénoides
10 Mono terpénoides cyclique
15 Sesquiterpénoides
20 Diterpénoides
30 Triterpénoides
40 Tétraterpénoides
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* Voies de synthése des terpenes

Les terpénoides sont produits via deux voies aghsége, la voie principale est celle de
'acide mévalonique. Cet acide est un précursewr tégpenes, notamment ceux ou il y a
répétition d’unités isoprenes (molécule a cinqg asnde carbone). Les molécules subissent
ensuite différentes cyclisation, des réarrangemetndes transformations (oxydations, réductions
et conjugaisons) conduisant a la synthese de sillde terpénoides différents présents chez les

plantes (Sauvion &ll., 2013).

Voie de mévalonate Voie de méthvle-rythritol-P (MEP)
1 1
1 1
1 1
¥ ¥
Isopentheényl di-p (IPP) Isopenthényl di-p (IPP)
1 1
1 |
1 1
oo
Géranyvl di-P —-——— Monoterpenes Cig

1
¥

. . _ - =% Sesquiterpeénes Cis
Farmésy di-P = e 0

| = =» Triterpénes Cag

|
Y

_ . =» Diterpénes Czg
Géranylgeéranyl di-P =2 _

=» Tetraterpénes Cyp

Figure 3. Voies de synthése des composés isopréniques (NEanadhry etal., 2009).

I.2.2. Composés azotés (dérivés des acides aminakaloides)

Les composeés azotés sont d’'une grande diverditégire. Ils sont souvent caractéristiques
d'un groupe systématique bien défini. Par exemiplenorphine est I'un des 30 alcaloides de
'opium chez les Papavéracées (Molrot-Gaudrylet2009). Ce sont des composés cycliques
contenant de I'azote au moins dans I'un de leuctesy

lIs ont une structure trés variable et sont prizdaipartir de différents acides aminés (a partir
de tryptophane, de tyrosine, de phénylalanine,ydmeé ou d’arginine). Les alcaloides servent

essentiellement a protéger les plantes contrecidsvores (Nabors, 2008).
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1.2.3. Hétérosides

Les hétérosides sont des composeés issus de largatbn d’un ose avec un composé non-
glucidique appelé la génine ou encore la fractigtya@ne. L'origine biosynthétique de ces
génines est tres hétérogene (composeés phénolwprésns monoterpenes, triterpénes, alcaloides
terpéniques, composés soufrés...). La glycosylatiatifie les propriétés de solubilité des
molécules (composés phénoliques glycosylés plusobgtubles, saponines amphiphiles). I
existe quatre familles importantes d’hétérosides :

v les hétérosides cyanogenes

v les glucosinolates

v’ les saponosides

v’ les hétérosides cardiotoniques (Gravot, 2008).

[.2.4. Huiles essentielles
1.2.4.1. Définition

Les huiles essentielles sont un mélange de cormpipahiles, volatils et souvent liquides,
synthétisés et stockés dans certains tissus végspeialisés. Extraites de la plante grace a des
procédés physiques tels I'hydro distillation, I'&ibement a la vapeur ou par expression a froid
dans le cas des agrumes, les huiles essentielésesponsables de I'odeur caractéristique de la
plante. Les produits obtenus par extraction avemtdes procédés ne sont pas repris dans la
définition d’huile essentielle donnée par la nordeel’Association Francaise de Normalisation
(AFNOR) (AFNOR, 2000 ; Bruneton, 1993).

Elles sont présentes en petites quantités parorg@pla masse du végétal, elles sont
odorantes et volatiles, c'est-a-dire qu'elles gévant rapidement dans l'air (Padrini et
Lucheroni, 2003).

1.2.4.2. Localisation et lieu de synthése

Les huiles essentielles peuvent étre stockées tdaissles organes végétaux (Tableau 2) :
fleurs (bergamotier, tubéreuse), mais aussi feu{igronnelle, eucalyptus, laurier noble) et, bien
gue cela soit moins habituel, dans des écorcesiétiar), des bois (bois de rose, santal), des
racines, des rhizomes (curcuma, gingembre), dés fitoute-épice, anis, badiane), des graines
(Bruneton, 1999).
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Tableau 2.Parties de certaines plantes riches en huiles tesdten (Garneau, 2001).

Partie de la plante Exemple
Feuilles Romarin, sauge
Feuilles de conferes Sapin, cedres
Tiges Citronnelle, lemon-grass
Ecorces Cannelier
Racines Angelica, vétiver, gingembre
Rhizomes Acorus, gingembre
Bulbes Oignon
Bois Santal
Fruits Bleuet, citron
Fleurs Jasmin, rose
Graines Aneth

les huiles essentielles sont produites dans |®opadme de cellules sécrétrices et
s’accumulent en général dans des cellules glandalapécialisées, situées en surface de la
cellule et recouvertes d’'une cuticule (Teuschet.e005).

Il existe trois types de structures sécrétricesdes plantes (figure 06) :

Les poils glandulaires épidermiques : les plaptessédant ces poils font partie des familles
des Lamiaceées, des Géraniacées, des Verbénacitegdres..

Les poches sphériques schizogénes : les glandgpelpoche se retrouvent chez des plantes
des familles des Astéracées, Hypéricacées, RosdRékimcées, Rutacées et autres.

Les canaux glandulaires lysigenes : on retrouecd@aux glandulaires dans tous les bois
résineux et en particulier chez les AbiétacéesgtQupressacées; le pin maritime en est un
exemple. Les familles suivantes contiennent aussiagpéces ce type de glandes : les Apiacées
(les fruits), les Dipterocarpacées, les Burséraeéks Anacardiacées (Garneau, 2001).

Les trichomes glandulaires sont les formes les gpandues, ils représentent a la fois le site

de biosynthese et de stockage des huiles essesiti@lombrink eél., 2007in Khenaka, 2011).
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Figure 4. Différentes structures sécrétrices des huiles &sflen

(1) Types de poils épidermiques (1) ; Poil glandula@leUncaria sp; A : poil unicellulaire non ramifié. B : poll
unicellulaire ramifié. C: poils pluricellulaire mafié. D : poil capité. E, F, G, H: poils glandirks. (2) Poils

sécréteurs et protecteurs unisériés pluricellidaii@®x 400) (3) ; Poils protecteurs longs et poisréteurs en
ponctuations brillantes (loupe Gx4,5) de Géranivosd Pelargonium graveolens L) (4) (Boukhatem eal, 2010 ;

Littge etal., 2002 ; Nultsch, 1998).

1.2.4.3. Composition biochimique des huiles esseallies
Selon Bruneton (2008), les huiles essentielles des mélanges complexes et éminemment

variables de constituants qui appartiennent, denfagiasi exclusive, a deux groupes :
v’ les terpénoides
v les composés aromatiques dérivés du phénylpropane.

a- Terpénoides
Selon Guignard (2000), les terpénoides sont Igacipaux composés des huiles

essentielles.
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b- Monoterpenes

Ce sont des composés a 10 carbones, souvent sofabimatiques et biologiquement actifs.
lIs sont largement présents dans les résines ehudss essentielles (exemples du pinéne
constituant majeur de I'essence de térébenthirtl ehenthol). On distingue les monoterpénes

linéaires, des monoterpenes monocycliques et liimesd (Guignard, 2000).

c- Sesquiterpénes

Ce sont des composés a 15 carbones, assez uhéreesd représentés chez les végétaux.
Exemple : le farnésol, un sesquiterpene linéairaaiebreuses huiles essentielles, abondamment
utilisé en parfumerie. On distingue également ésgygiterpénes monocycliques et polycycliques
(exemple : le caryophyllene, un sesquiterpene bouye en partie responsable du piquant du
poivre) (Gravot, 2008).

Hydrocarbures Hydrocarbures

J . e
EOREOR Soma”,

P

Myreéne g-pinene fB-pinene Limonene Cedrene d-gugjuncne
Alcools Alcools
L J{? OH
ANy = I:f ™ 0H [, == \A/‘\lz;.\/\v%\/ou j’/v«_.,;\,»\ S
L™ L)
|
N N N Farnesol Nerolidol
Geraniol Nerol Citronellol Linalol

Ethers
PN

1.8 cinéole cis-roseoxyde

N

Monoterpénes Sesquiterpénes

Figure 5. Différentes structures de quelques mono- et sesgenegBruneton, 2009).
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d- Composés aromatiques

Les dérives du phénylpropane «(C) sont beaucoup moins fréquents que les
précédents. lls sont classés selon la nature aesidas qu’ils portent : acide, ester, aldéhyde,
phénol, éther phénolique (Bruneton, 1999).

Les composés de la dégradation d’acides gras eblaposés de la dégradation des terpenes
sont aussi frequemment retrouvés dans les huikngslles. Tous ces produits émanent de la
photosynthése comme le montre la figure 5. L'agigeuvique, produit du métabolisme des
sucres, se transforme en acétyl coenzyme A. Laermadion ramifiée de trois molécules de ce
coenzyme donne l'acide mévalonique. Cet acide amsforme en deux unités d'isopréne
pyrophosphate (IPP), précurseurs des terpenes.autme voie métabolique, la condensation

linéaire d’'unités d’acétyl coenzyme A, donne lesles gras et les acétogénines (Garneau, 2001).

+UW
CO, + H,O * Photosynthése —» Sucres + Oy

Chlorophyle l

Meétabolisme des sucres

¥ ¥

Acide pymavigue Acrides shikimique

I Phénylpropanes et lignanes l

/N

[Cnumarine] [ Eugénol ]

¥
Acétyl coenzyme A

|

Acide mévalonique l l

[ Acides gras ] [Acémgénjne ]

Figure 6. Biogénese de quelques constituants chimiques dies legsentielles (Garneau, 2001).
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[.2.4.4. Chimiotype

Le chimiotype est la carte d’identité, ou I'empitei digitale, de toute I'huile essentielle.
Celui ci décrit sa spécificité biochimique, a savdés molécules aromatiques et leur
concentration. Elle est induite par le biotopesttrévélatrice des propriétés thérapeutiques.

Le chimiotype peut étre différent au sein d'unemmaéspece, voire pour une méme plante,
comme c’est le cas du thym et du romarin (Huet8720

1.2.4.5. Propriétés physiques et chimiques des hed essentielles

Malgré leurs différences de constitutions, leddsuessentielles possedent en commun un
certain nombre de propriétés :

v’ elles sont généralement liquides a la tempéraimizamte ;
elles sont volatiles et entrainables a la vapeeaw’,
leur densité est généralement inférieure a 1,
peu solubles dans lI'eau et dans la plupart desstdwrganiques et dans les huiles fixes ;
elles sont sensibles a I'oxydation donc de consiervéimitées (Catier et Roux, 2007) ;

AN NN NN

elles sont liposolubles ; solubles dans les sotvanganiques (éther, alcool, huiles fixes)
mais treés peu solubles dans l'eau ;

<\

elles sont douées d'un pouvoir rotatoire puisqa%lsont formées principalement de
composés asymetriques (Bruneton, 1999).

De ces propriétés découlent les principales ptémsia prendre pour les conserver, dans
des flacons de petite taille, bien bouchés, colangsen aluminium et si possible a basse
température (Catier et Roux, 2007).

1.2.4.6. Propriétés biologiques des huiles essettits

Les huiles essentielles ont de nombreuses préprigédicinales, susceptibles de répondre a
tous les besoins de I'étre humain.

Elles sont des antibiotiques naturels, en efiatel des premieres mises en évidernestro
de lactivité antibactérienne des huiles esseetetlatent de la fin du XFX® siécle, lorsque
Buchholtz a étudié la croissance des propriétédbiinbes de I'huile des graines de carvi et de
I'huile de thym en 1875. Toutefois, il aurait fabdtendre le début du XX siécle pour que les

scientifiques commencent a s’y intéresser (Coal .et2000). Dés lors, plusieurs recherches ont

11
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démontré le pouvoir antimicrobien de certaines res=s® sur une large gamme de micro-
organismes, y compris sur des bactéries résistanteantibiotiques.

Le role des huiles essentielles dans la plantes)alsconnu, certains auteurs pensent que la
plante utilise son huile pour attirer les insecén de favoriser la pollinisation ou au contraire
pour se protéger contre les prédateurs et les dgaons parasites (Bruneton, 2008 ; Eichhorn,
2007).

La présence des huiles essentielles dans despapécifique dans certaines especes
végeétales (tableau 1), correspond a un effet gotitges vis-a-vis des parasites présents dans le
bois ou attaquant ce dernier (Guignard, 1996).

En effet, Roger et ses collaborateurs (2002) @émahtré que les constituants terpénoides
d’huiles essentielles végétales peuvent étresétiicomme insecticides d’origine végétale car ils
sont toxiques par contact pour un large éventailsdctes. Parmi ces composés chimiques les
plus influents figurent le thymol, extrait du thgfhymus vulgaris), la pulégone, extrait du clou
de girofle Eugenia caryophyllus).

1.2.4.7. Toxicité des huiles essentielles

Certains constituants aromatiques des huiles gskes possedent de multiples vertus,
cependant elles peuvent présenter une toxicitesafarte dose (essentiellement les cétones mono
terpéniques) ; suivant la citation de Paracels@owt est poison, rien n’est poison, seule la dose
compte ». Généralement, les huiles essentiellesréeg par voie orale ont une toxicité aigué
faible

Ainsi, I'ingestion massive peut conduire a unero®kxicité issue des huiles essentielles a
thyone (thuya, absinthe, sauge) ou a pinocamphBeg.cétones peuvent provoquer des crises

épileptiformes et titaniferes, des troubles seet®(Bruneton, 1999).

1.2.4.8. Méthodes d’extraction des huiles essentie$

Les huiles essentielles sont des produits obtanpartir de matiéres premieres naturelles
principalement d’origine végétale.
La 7 °™ édition de la Pharmacopée européenne indiqueesguluiles essentielles sont obtenues
par :

v Hydro- distillation

12
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v' Distillation seche
v Expression a froid
D’autres méthodes sont destinées a des utilisatioqmrfumerie ou en agroalimentaires.

a- Hydrodistillation ou entrainement a la vapeur d’eau

Le but de cette méthode est d'entrainer avec lawagieau les constituants volatils des
produits bruts. La vapeur détruit la structure delkiles végétales, libére les molécules contenues
et entraine les plus volatiles en les séparantuthstsat cellulosique. La vapeur chargée de
I'essence de la matiére premiere distillée, se emsa dans le serpentin de I'alambic avant d'étre
récupérée dans un essencier (vase de décantationlg®m huiles essentielles). Les parties
insolubles dans I'eau de condensation sont désaptieg donner I'huile essentielle surnageant
(Figure 6) (Benijilali etl., 1986 ; Zhiri et Baudoux, 2005).

Figure 7. Procédé d’extraction des huiles essentielles paaimement a la vape@kKhodjet El
Khil, 2015).

[.2.5. Composeés phénoliques (polyphénols)
1.2.5.1. Définition

Les polyphénols sont des phytomicronutriments Isdtiges par les veégétaux et qui
appartiennent a leur métabolisme secondaire. Hscjpent a la défense des plantes contre les

agressions environnementales (Gee et Johnson,.2001)

13
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lIs sont présents dans presque toutes les plabtg'sccumulent dans toutes les parties de
'organisme (tiges, feuilles, racines, fruits, flsu Les composés phénoliques sont le groupe le

plus étudiés et I'un des plus importants métak®becondaires (Eichhorn, 2007).

1.2.5.2. Classification des polyphénols

L’élément structural fondamental qui caractérise ¢omposés phénoliques est la présence
d’au moins un noyau benzénique auquel est directetfideau moins un groupement hydroxyle
ainsi que des groupes fonctionnels (ester, méthagter, glycoside...) (Bruneton, 1999). Les
composés phénoliques sont commodément classésleselombre d’atomes de carbone dans le
squelette de base (Dacosta, 2003).

Les polyphénols, qui forment une immense famideptls de 8000 composés naturels, sont
divisés en plusieurs catégories : les flavonoidas rgprésentent plus de la moitié des
polyphénols ; les tanins qui sont des produitsadpdlymérisation des flavonoides ; les acides
phénoliques, les coumarines, les lignanes et dauttasses existent en nombres considérables
(Dacosta, 2003).

Les différentes classes de composés phénoliquesiééinies selon le squelette de base au
niveau du tableau 3.

Tableau 3.Différentes classes de composés phénoliques (Maehali., 2005).

Squelette carbonée Classes de composeés phénoliques
Cs Phénols simples
Ce- C, Acides hydroxybenzoiques
Ce- C3 Acides hydroxycinnamiques
Coumarines
Ce C4 Naphtoquinines
Ce- Co- Cs Stilbénes
Ce- Cs- Cs Flavonoides
* Flavonols
e Anthocyanes
* Flavanols
* Flavanones

14
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Isoflavonoides

(Ce- C3)> Lignanes
(Ce- C3)yy Lignines
(Cis)n Tanins

a- Acides phénoliques
Il existe deux principales classes d’acide phéneligles dérivés de I'acide benzoique et les

dérivés de l'acide cinnamique (figure 8) (Machetixle 2005).

o
H o}
OH H
OH

R—0O
R=0CH, R—0 R=H
Acide vanillique Acide gallique
Q
H / o—R
H R=H

Acide cafeique

Figure 8. Structure chimique de quelques acides phénol(P€4.0).

b- Flavonoides

Les flavonoides (du latiflavus, jaune) sont des substances généralement coltnées
répandues chez les végétaux (Guignard, 2000)ofis nsidérés comme des pigments quasi
universels des végétaux. Ce groupe comprend coroma&a@n l'indique des composeés jaunes
mais aussi d’autres couleurs ou incolores. Stratgorent, les flavonoides se répartissent en
plusieurs classes de molécules. En effet, plus5@® &tructures ont été identifiées (Bruneton,
1999).

Les flavonoides sont des dérivés du phénylpropaee ane composition de base-C 3-Cs

(Hopkins, 2003). Il existe environ douze groupesmss de flavonoides (figure 9) dont certains
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ont une trés grande importante biologique et teldgiqgue par exemple les anthocyanes,
pigments rouges ou bleus, les flavones de coulexme ou jaune claire, les flavanes dont les
produits de condensation sont a l'origine d’un geimportant de tanins et les isoflavones qui

jouent un role dans la santé humaine (figure 9)cfMi etal., 2005).

Flavone Isoflavone

Flavanone Flavonol
o ,.rf-h"'-\.
r:|_°" —}—or
e A S A R
RO —F\j\ :r pm.—-ﬁ ﬂ
= [r N \H/ \D“
& o
Anthocyane
2
——or

Figure 9. Structure chimique de quelques classes flavoni(Bescher, 2003).

c- Tanins

Ces extraits contiennent des dérivés phénoliquesse lient aux protéines et donc les
dénaturent. Il existe deux catégories de tanis,tdnins condensés qui sont des polymeéres
d’'unités flavonoides reliées par de liaisons fodadone-carbone. Les tanins hydrolysable sont
des diméres de l'acide gallique, leur structurdase est constituée d’'un glucide (généralement

glucose), dont le radical hydroxyle forme une baiester avec I'acide gallique (Hopkins, 2003).

d- Lignine
Les lignines sont des composés phénoliques compledi renforcent les parois cellulaires

et repoussent les herbivores (Nabors, 2008).
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e- Stilbénes
Les stilbénes se trouvent en petites quantités datimentation humaine. Parmi ces

composés on trouve le resveratrol qui est un amt@@ux présent dans certaines plantes

médicinales (Macheix etl., 2005). (Figure 10)
OH
S

OH l

OH

Figure 10. Structure chimique de trans-resveratrol (Machei&d ,€2005).

1.2.5.3. Voies de synthése des polyphénols
Selon Guignard (2000), il existe deux voies delsse des polyphénols.

a- Voie de I'acide shikimique

Cette voie est tres spécifique des végétaux eduiba la synthese des trois acides aminés
essentiels suivants : tryptophane, phénylalaningresine. L'acide shikimique est accumulé
dans l'anis étoilé d’ou il est extrait industrigllent pour réaliser la synthése de composeés
antigrippaux (Gravot, 2008).

La désamination de la phénylalanine par la PALdo@nau cinnamate, qui est une plaque
tournante de la synthese des composeés aromatiGuegmn@rd, 2000). D’un point de vue évolutif,
I'apparition de cette enzyme chez les végétauxsgue déja chez les bryophytes) constitue une
étape majeure dans la mesure ou elle conditionmmdgaibilité de synthétiser ce pilier de la
croissance érigée qu’'est la lignine. L’acide cinitara, un composé erng3 (un noyau phényl +
un acide propénoique) constitue un carrefour métpl intermédiaire entre le métabolisme
primaire (Gravot, 2008).
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b- Voie de polyacétates
Cette voie conduit a des poly R-cétoesters dguieur variable (polyacétates) qui
engendrent, par cyclisation des composés souvelycyotiques tels que les chromones,

isocoumarines, orcinols, depsides, xanthones efie®nes (Bruneton, 2009).

1.2.5.4. Activités biologiques des composés phémples

Les composés polyphénoliques sont dailleurs des @n plus utilisés en thérapeutique
(Crozier etal., 2010). De nombreux travaux suggérent que legppéhols participent a la
prévention des maladies cardio-vasculaires (Mareaeh, 2005). Leur consommation se traduit
par une augmentation transitoire de la capacitéoxmante du plasma dans les heures qui
suivent le repas.

Certains composés phénoliques ont un réle dapsotaction de la plante contre les agents
photogénes et les herbivores et d’attirer les pighiteurs comme la lignine (Meyeratt, 2008 ;
Nabors, 2008) ou comme les flavonoides qui somqoresables de I'ardbme de plusieurs fleurs et
fruits ainsi que leur coloration. Ces composés nowm réle protecteur, dissuasif vis-a-vis des

micro-organismes pathogénes ou d’insectes rava@elar®t-Gaudry etl., 2009).
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Il. Présentation botaniques des plantes étudiees
II.1. Généralités sur les Lamiacées

La famille des Lamiaceae connue également sonsrfedes labiées, comporte environ 258
genres et 6 900 espéces plus ou moins cosmopatitas, particulierement répandues depuis le
bassin méditerranéen jusqu’en Asie centrale (Batin@010). Les Lamiacées sont rares, par
contre, dans les régions arctiques et en hauteagoet C’est une famille trés homogene ; une
Lamiacée est facile a reconnaitre (Dupont et Gaign2007).

Les Lamiacées sont surtout des plantes méditemnaied qui, au Sahara ne se rencontrent
guere que dans la région présaharienne et daagéd'&upérieur du Hoggar, sauf les trois especes
Marrubium deserti, Salvia aegyptica et Teucrium polium qui sont plus largement répandues et en

particulier, les deux premieres espéces (Ozend®l)20

I1.2. Ballote noire
[1.2.1. Généralités sur la Ballote noire

Le genre Ballota appartient a la famille des laés, dans laquelle les plantes regroupées
dans ce genre sont des herbes ou des arbrisseahispides a feuilles ovales plus au moins
cordiformes (Quézel et Santa, 1968B)florescences en longs épis de faux-verticillegillies
interrompus (Pottier-Alapetite, 1981)

C’est une plante herbacée vivace qui peut atteidfla 80cm de longueur, pubescente,
d'odeur fétide (Pottier-Alapetite, 1981), a tigeadrangulaire de la famille des labié®&al{ota
foetida Lam.,Ballota nigra L) (figurell).

La ballote noire, vulgairement dite marrube ndirelongtemps confondue avec le marrube
blanc (Mongold etal, 1991), ils ont presque la méme forme des feuiltesles, dentées,
cordiformes)malgré cette ressemblance, Ait Youssef (2006) catdgue les feuilles du marrube
blanc sont feutrées, cotonneuses de couleur blaesh@duveteuse); et cette description
distingue probablement les deux especes.

Par ailleurs, la différence entre ces deux espgeqsorte pas seulement sur la présence du
duvet blanc sur les feuilles du marrube blanc, maasssi par leur inflorescences ; les fleurs de
marrube blanc sont groupées en glomérules veéticidlors que celles de la ballote sont groupées

en glomérules unilatéraux ou semi-verticillées (galét Santa, 1963).
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Figure 11.(a) :Ballota nigra. (Blanca efal., 2009).

(b) : A: Systeme floral dBallota nigra, B: les étamines C: les feuillesB&lota nigra (Pinar Shahin edl,

2005)

[1.2.2. Classification botanique
La position systématique de la ballote noire sédasiassification APG 11l est :
Clade des Angiospermes
Clade des "Dicotylédones vraies"
Clade du "Noyau des Dicotylédones vraies"
Clade des Astéridées
Clade des Lamiidées
Ordre ded.amiales
Familles ded. amiaceae
Genre Ballota

Espéce Ballotanigra L., 1753
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11.2.3. Description botanique

C’est une plante vivace érigée, parfois assezehauforte odeur plutét désagréable, a tige
rameuse, de section carrée, porte depuis sa basemdereuses feuilles opposées, pétiolées,
tomenteuses. Les feuilles ont un limbe vert somamandi, a contour crénelé, de consistance
molle. Le réseau des nervures confere a leur fafdieure un aspect ridé. (Pharmacopée
francaise, 1989). Les fleurs, généralement de oouhkauve, sont sessiles, se groupent en
glomérules unilatéraux (semi-verticilles) a l'ailts des feuilles de la partie supérieure de la
tige ; elles sont pourvues de minces bractées s/ecibées. Elle est munie d’'un calice en
entonnoir a 5 dents tres courtes un peu étalé lorsi¢Quézel et Santa, 1963).

La corolle bilabiée, dont le tube ne dépasse pasalice, est rouge violacé ; la levre
supérieure, dressée et légerement concave, prédenteoils blancs appliqués sur sa face

externe. Les filets des 4 étamines sont parall@Rsmrmacopée francaise, 1989).

I1.2.4. Localisation et répartition
Elle pousse généralement dans les lieux incuttéssedécembres (Rombi et Robert, 2007),
elle est tres commune en France et en Europesé&ltetrouve également en Amérique du nord,

Asie occidentale et en Afrique septentrionale (Eo%937).

[1.2.5. Composition chimique
Les constituants caractéristiques des sommitésidke de la ballote noire sont représentés

dans le tableau 4 et quelques structures chimisprEsreprésentées au niveau de la figure 12.
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Tableau 4. Quelgques composés chimiques de la sommité flelgiéa ballote noire (Rombi et
Robert, 2007 et Bruneton, 2009).

Hétérosides Esters d’acide| Flavonoides Ditrpénoides Huile
d’acides caféique essentielle
phénylpropaniques
Verbascoside Acide  (+)-E| Lutéolol Labdane Terpenes et
(actéoside) caféyl-L- Lutéolol-7- Marrubiine sesquiterpenesi:
Forsythoside B malique lactate Ballotinone a-pinéne
Arénarioside Lutéolol-7- Ballonigrine 3-pinéne
Ballotétroside glucosyl-lactate | Balloténol sabinéne
Alyssonoside Apigénol germacréne D
Lavansulifolioside Vitéxine caryophylléne
Angoroside A a-humuléne
copaéne
Ballonigrine 0 \ Ballotenol 3
Rw

2 éHT <

HsC C—O :
Y HOH,C CH, OH

O
Ballotinone O —

Figure 12.Quelques structures chimiques (Rombi et Robert/R00
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[1.2.6. Utilisation

La ballote noire peu utilisée a cause de son msugedit mais vantée cependant par quelques
médecins célébres, dont Boerhaave au XVtibntre I'hystérie et les nervosités. en 1919Dde
Leclerc a révélé un pouvoir sédatif et antispasmqmed remarquable, depuis lors dans bon
nombre de troubles nerveux: psychonévrose (anxiétéabilité, insomnie), affections
psychosomatiques (spasmes gastriques), dans sexigntun certains membres de l'Institut
national francais de phytothérapie ont pus détegmjue les DME (médicinal drug extract) de
Ballota nigra jouent un réle dans les traitements de I'anxiété.

Elle a été utilisée aussi pour soigné les morsdreshien (Iserin, 2007, Mongold et,
1991), elle est sédative et anxiolytique (Nusta e 2007, Mongold etl, 1991),

En Algérie, exactement en Kabylie elle est courammutilisée pour ses propriétés

antivomitives.

[1.3. Menthe
[1.3.1. Généralités sur la menthe

Le genre Mentha comprend 25 a 30 especes qui gauskns les régions tempérées
d'Eurasie, L'Australie et I'Afrique du Sud (Dormeaial., 2003). Il existe plusieurs variétés de
menthes, cultivées ou spontanées, en Algérie llssgonnues et utilisées sont la menthe verte et
le pouliot (Kaddem, 1990).

Elles sont des plantes herbacées vivaces, oderguarvues d'une souche stolonifere. Elle
porte des feuilles opposeées et dressées ou éesnale forme variable. Elles sont dotées des
fleurs de petites tailles, regroupées en épis mm@tules terminaux, de couleurs rosées,
violacées ou blanches, avec un calice en tubenotioghe a cing dents pratiquement égales.

La corolle pourvue de quatre lobes presque egauxXoeme de coupe, leurs fruit set
généralement en akénes groupés par quatre (Ramala@@08).

Les espéces de menthe ont une grande importatedoiad meédicinales et commerciale. En
effet, les feuilles, les fleurs et les tiges de Marspp. sont fréquemment utilisés dans des tisanes
ou comme additifs dans les mélanges d'épices cocmamarpour de nombreux aliments pour
offrir un arbme et la saveur (Morenoatt, 2002 ;Hajlaoui eal., 2009).

En outre, Mentha spp. a été utilisé comme un renmapulaire pour le traitement des

nausées, de la bronchite, la flatulence, anorex@gration colite active, et du foie plaintes en
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raison de ses propriétés anti-inflammatoire, caatives, antiémeétique, sudorifique,
antispasmodique, analgésique, stimulant, emménaggdgcan etal., 2002 ; Moreno e#l.,
2002 ; Hajlaoui eal., 2009 ).

Diverses activités biologiques ont été rapporfgms certaines espéces lentha, comme
antibactérien, antifongique et propriétés insedéisi (Saljoqi etl., 2006 ; Hajlaoui etl, 2008 ;
Najafian et Rowshan, 2013).

11.3.2. EspeceMentha longifolia

C’est une plante vivace a odeur assez agréal@e30-80 cm, généralement rameuse dans le
haut, d'unvert grisatre, entierement couverte d'une pubescencel®zsoyeuseappliquée. Elle
présente des feuilles ovales dentées en sciesefPtrapetite 1981). Les feuilles sessiles,
lancéolées ou ovaeblongues, aigués, dentées e, blanchatres tomenteuse en moins en
dessous. Elle est pourvue des fleurs rosées audilaépigerminaux assez compactalice en

cloche, trés velu, a cing dents linéaires en aéénee une corolle ros€é€oste, 1937).

11.3.3. Noms communs
Menthe a feuilles longues, menthe sylvestre, need#s bois menthe a épi, menthe romaine
(Hamon, 2012).

11.3.4. Classification botanique
La position systématique de la menthe sylvestanda classification APG Il est :
Clade des Angiospermes
Clade des "Dicotylédones vraies"
Clade du "Noyau des Dicotylédones vraies"
Clade des Astéridées
Clade des Lamiidées
Ordre ded.amiales
Famille des Lamiaceae
Genre Mentha
Espece Mentha longifolia L., 1753
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Figure 13.Mentha longifolia - a: (Hamon, 2012). -b: (Costa, 1937).

11.3.5. Répartition et localisation

La menthe sylvestre pousse généralement au badedex, dans les lieux humides
(Lieutaghi, 1996). Elle trés rare en Algérie et barElle pousse ekRurope, Asie occidentale
(Quézel et Senta, 196BptierAlapetite 198)). Elle se retrouve également en Amérique du nord,

Afrique septentrionale et en Australie (Coste, 1937

11.3.6. Composition chimique

Les études réalisées sur la composition chimiquia géante ont montré que les principaux
composés chimiques présents dans huile essentieNé longifolia sont des monoterpénes
(tableau), notamment sont oxygénés tels que puégmenthone, isomenthone, le menthol, le
1,8-cinéole, le bornéol, et I'oxyde de pipériténdhtekaddem eal., 2009).

Le menthol est le composant le plus important nesgble de la plupart des effets
pharmacologiques de la plante (Mimicaakt 2003, Gulluce eal., 2007). Il est une substance
cireuse, cristalline, claire ou de couleur blanae,est solide a température ambiante et fond a
des températures Iégerement élevées. la chroraptugren phase gazeuse de masse et I'analyse
par spectrométrie ont montré que les principaux pmm@s dans ['huile essentielle
de M. longifolia sont: Menthol (de 19,4 a 32,5%), menthone (de 2®8,8%), pulégone (de 7,8
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a 17,8%), le 1,8-cinéole (05/06 a 10/08%), qui @@ roles impérieuses divers effets de cette

plante (Hajlaoui e&l., 2008).

Tableau 5. Structure chimique de quelques constituants a¢ifia menthe sylvestre

Composant

Structure chimique

Références

Menthol (GoH200)

O

OH

(Bayati etal., 2009)

Menthone (GoH150)

(Sousa edl., 1997)

Pulegone (€H160)

-0 -

CHa
HaC —
CH4

(Sousa edl., 1997)

11.3.7. Utilisation

Comme décrits précédemment les espéces de maritpeesque les mémes propriétés dont
la menthe sylvestre est souvent utilisée dans fidttapie domestique, étant valorisé surtout
pour ses propriétés antiseptiques et son bénééffats sur la digestion (Foster et Duke, 1999 ;

Al-Ankari et al., 2004)), et contre les affections respiratoirés, décongestionnant nasal et

d'aromatisant, car a froid elle dégage une odesragréable (Nolen et Friend, 1999).
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|. Présentation de la zone d’étude

Les échantillons des plantes médicinales ont gikeyes a partir d’'un site de la Daira de
Tizi-Rached située a une vingtaine de kilométresluef lieu de la wilaya de Tizi-Ouzou. Les
paramétres géographiques de notre station d’émmtersprésentés dans le tableau 6 et la figure
14.

Tableau 6. Situation géographique et bioclimatique de laiatat’étude (A.P.C de Tizi-Rached,
2010).

Station Longitude (O) Latitude (N) Etage bioclimatique
Tizi-Rached 36°40'18"N 4°11'30 “E Subhumide
o wWiT4 = Université de Tizi-Ouzou
“SIEN Sebaw .’_7_ sy ,,5"3%'":
( wml &:}
*rjwr-!m@‘ —
o d”’{;ﬁ ey e ",‘ .
m elao
J = - Mekla
[0n W ‘
\Fdjan allogl it L
Ait Oumalau
=0 = %
Tkm

Figure 14. Localisation du site de prélévement (Google M@p45)

[l. Matériel utilisé
[I.1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude empbrtale sont des espéces végétales
appartenant a la famille des Lamiacé&saliota nigra et Mentha longifolia (Figure 15), leurs

taxonomie et toutes les données concernant lespglantes ont été détaillées précédemment.
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La partie aérienne (feuilles et tiges) est choimar la réalisation des expérimentations de
cette étude puisque c’est a son niveau que seédrtanmajorité des principales substances
actives, en d’autre terme, c'est le lieu de syrghes de la mise en réserve temporaire des
principaux composés du métabolisme primaire etraimice.

Au laboratoire, la partie aérienne récoltée arigtéee a I'eau du robinet pour éliminer les
impuretés et séchée a 'ombre dans un endroitdied, a une température ambiante et a I'abri de

la lumiere, pour préserver l'intégrité des molésule

Figure 15.Ballota nigra, Mentha longifolia (de gauche a droite) (Original, 2015).

[I.2. Matériel biologique
Pour effectuer les divers tests biologiques (&étiantimicrobienne et insecticide) de nos
huiles essentielles et les composés phénoliquesammns opté pour l'utilisation des :
* Souches
Les deux souches microbienneéRseudomonas aeruginosa, Saphylococcus aureus, ont été
aimablement fournies par le laboratoire de Micrtdg® de la Faculté des Sciences
Biologigues et des Sciences Agronomiques de I'Usit& Mouloud Mammeri.

Cette étude a été accomplie dans le laboratoifei\dele la faculté de Biologie.

* coléopteres
Les especes étudiées sdnitbolium castanum. Les individus testés ont été obtenus a partir
des élevages en masses réalisés au niveau duttateode CIV (U.M.M.T.O) (figure 16).
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Figure 16. Tribolium castaneum observés a la loupe binoculaire (G : 2x10) (LatwratCIV,
UMMTO, 2015).

(a) femelle (b) male (c) larve diribolium castaneum (Original, 2015).

[ll. Méthodes

[1l.1. Extraction des huiles essentielles

[11.1.1. Procédé d’extraction des huiles essentiels
L’extraction est faite par :

v' un montage d’hydrodistillation accomplie a I'aid&urn dispositif de type Clevenger
(Figure 16),elle est réalisée par ébullition pendant 4 heutes thélange de 40 g de
matériel végétal et 500ml d’eau distillée.
chauffe-ballon
ballon (MVS+ eau distillé)
ampoule a décanter
sortie d'eau

réfrigérant

AN NN N N

entrée d'eau
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Figure 17. Montage d’un hydrodistillateur (Original, 2015).

[11.1.2. Séparation des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont séparées du digidliaextraction liquide - liqguide au moyen
de I'éther di-éthylique (€H50C;Hs).

Dans une ampoule a décanter on sépare la phaseiquga(huile essentielle) de
I’hydrolat. Ensuite, les huiles essentielles récépg sont pesées afin de calculer le rendement de
I'extraction par rapport a la masse végétale. Eriles seront conservées dans le réfrigérateur a

I'abri de la lumiére a une température de 4°C.

[11.2. Détermination du taux d’humidité de la matiére végéle utilisée
Le séchage de nos plantes (partie aériennBatleta nigra et Mentha longifolia) a été
réalisé a l'abri de la lumiére, dans de telles @ik les pertes en huiles essentielles sont

négligeables.
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Afin de déterminer la cinétique de séchage ain® tps parameétres de calcul des
rendements des extractions, on prend 20g de chglanée et on fait une dessiccation de la
matiére seche a une température de 103 + 2C° dangtuve isotherme ventilée a la pression
atmosphérique ou il sera suivi pour une périodd@deures. On arréte I'expérience lorsqu’on

atteint la stabilité du poids de nos échantillons.

[11.3. Détermination du rendement en huile essentiée

Le rendement en huile essentielle est le rapmola diuantité éreuillée aprés hydrodistillation
sur la quantité de la plante a traiter exprimé amrgentage.

Le rendement est calculé par la formule suivaBenét, 1960) :

Rue 05 = M'/M x 100

Avec :
Rue : Rendement en huile essentielleZen
M': Masse d’huile essentielle en gramme.

M : Masse de la matiere végétale seche utiliségramme.

[11.4. Propriétés organoleptiques
La qualité d’'une huile essentielle et sa valeur mentiale sont définies par des normes

admises et portant sur les indices physico-chinsigai@rganoleptiques caractéristiques.

IV. Etude histologique

Afin de mettre en évidence les différentes struegtigecrétrices de nos plantes, nous avons
effectué des coupes microscopiques au niveau ddteseet des tiges par la technique de la
double coloration (vert de méthyle-rouge Congogapéalisation des coupes transversales.

Cette méthode a pour but de renforcer le contetstie rendre plus évident les différents
constituants tissulaires. Grace a la réaction ssoee sur les coupes fines d'une solution
d’hypochlorite de sodium, résultant la destructitas organites cellulaire et la conservation des
parois cellulaires. Nous obtiendrons la coloratien rose des membranes cellulosiques
(parenchyme cellulosique, liber et collenchymedretrert les membranes lignifiées ou sclérifiees

(bois, sclérenchyme). Le protocole expérimentalllestré dans la figure 17.

31



Matériel Méthodes

Perfection des coupes transversales a main levée
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Figure 18. lllustration du protocole de coloration des coupistologiquegOriginal, 2015).
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V. Extraction des polyphénols
Il s’agit d’analyses biochimiques de 3 classes ldgohoides : (les C-glycosides, les
Anthocyanes et les aglycones flavoniques), exgaitpartir du matériel végétal sec.

V.1. Protocole expérimental

La technique utilisée a été mise au point par Batéth (1954), reprise par Lebreton
(1967) puis par Jay &ll. en (1975) et enfin améliorée par Laracine (19&lp consiste en
I'extraction et la séparation des flavonoides patrblyse acide et a chaud de la poudre végétale,
et permet d’obtenir deux types de composes :

Une fraction d’aglycones et d’acides phénols paxtfaction préliminaire a I'éther
diéthylique, et une fraction de C-glycosides et mtfocyanes récupérée par I'extraction au n-

butanol.Les différentes étapes d’extraction des polyphésaid illustrées dans la figure 19.
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e hypophasique

e épiphasique

Figure 19 b. Séparation de deux phases par I'éther-diéthyliguis, fraction des aglycones par le
n-butanol.

Figure 19. lllustration du Protocol expérimental d’extractides polyphénols (Original, 2015).
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V.2. Analyses quantitatives des extraits des deuXgmtes étudiées Ballota nigra et Mentha
longifolia)

Le dosage des polyphénols (Anthocyanes, C-glyeostides aglycones) a été effectué par un
spectrophotometre.

V.2.1. Dosage des pro-anthocynes
La lecture des extrais s’établit par spectropimgtivie a 520nm juste aprés I'extraction car
elle se dégrade rapidement a la lumiére. La teabsolue en anthocyanes est calculée par la

formule suivante dont le coefficient correctif, égtle a 6 (Lebreton at., 1967).

T (mg/g) =5,2 1¢ DO.V. d/p

J

Avec :

DO : densité optique

V : volume de la phase méthanoique
d : facteur de dilution

p : poids sec du matériel végétal hydrolysé

V.2.2. Dosage des C-glycosylflavones
La lecture des extraits s'établit également pascspphotométrie a 340nm et la teneur

absolue est exprimée en Orientine et calculéegpfarinule suivante :

T (mg/g) = 2,37 1G3:DO. V. d/ p

Avec :

DO : densité optique

V : volume de la phase méthanoique
d : facteur de dilution

p : poids sec du matériel végétal hydrolysé

V.2.3. Dosage des aglycones flavonique
Les flavonoides ayant un hydroxyle (-OH) libreparsition 3 et 5 réagissent avec les métaux.

Le chlorure d’aluminium (AIG) forme un complexe avec les flavones et/ou legoftals. Pour
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déterminer la teneur en aglycones, on utilise lthode du dosage différentiel, qui est basé sur
deux dilutions :

- la I dilution se fait dans de I'éthanol (extrait éthéréthanol 95°)

- la Z™dilution se fait dans la solution d’Alg(extrait éthéré + AlGldans I'éthanol 95°).

La solution d’AICk est préparée par le mélange de 1g de chlorurandiaium dans 100ml
d’éthanol a 95°.

A partir du résidu sec éthéré repris dans de li&ha 95° et d’autre part avec du chlorure
d’aluminium a 1%, apres réaction pendant 15miretaure des aglycones se fera entre 400 et
435nm au spectrophotometre.

Concernant le dosage des Aglycones flavoniquesnf2Cet des flavonols (435nm), la

formule utilisée est la suivante :

lT(mg/g):1,3 10"ADO. V. d/ p

Avec :

ADO : densité optique au pic différenciel égale & DGC(4 — D.O(Ethanol 95°)
V : volume de la solution éthanolique

d : facteur de dilution

p : poids sec du matériel végétal hydrolysé en g.
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VI. Tests des activités biologiques
VI.1. Activités antimicrobiennes
Dans notre travail I'étude de I'activité antibagdéne des huiles essentielles et des

polyphénols dé/entha longifolia et Ballota nigra ont été évaluées par deux méthodes :
* la méthode de diffusion par disque.
* la méthode de dilution en milieu liquide, qui petnge détermination de la concentration
minimale inhibitrice (CMI) a partir d'une gamme cencentration des huiles essentielles et des
polyphénols.

VI.1.1. Préparation de I'inoculum bactérien

L’activité antibactérienne doit étre réalisée das souches bactériennes jeunes en phase de
croissance exponentielle. La réactivation des oestest effectuée par repiquage a la surface de
la gélose nutritive pré coulée en boite de pésuédr incubée a 37C° pendant 18 a 24h.

Dans de I'eau physiologique stérile, 3 a 5 colomiesilaires bien isolées sont mélangées.
Aprés homogénéisation de la suspension bactéridanstandardisation & 1QUFC/ml a été
réalisée par spectrophotométre réglée sur une éamgdonde de 620nm. La densité optique
obtenue doit &tre comprise entre 0,08 et 0,1 cequespond & une concentration dé 4a.d
UFC/ml selon Mc Ferland.

VI.1.2. Méthodes de la diffusion par disque (Aromatgramme)

Pour évaluer l'activité antibactérienne de nos cosapts (huiles essentielles, polyphénols)
nous avons suivi les étapes suivantes :
v' Aprés coulage des milieux de culture gélosés etifiohtion dans des boites de pétri,
préparés au préalable. Nous avons ensemencé limocien surface de ces boites
(ensemencement en stries) a l'aide des écouvikb@sles. Ensuite, nous avons déposeés des
disques de papier Wattman stériles imbibé de 1®Buhas deux huiles essentielles et 10ul de
chaque classe phénolique, un disque d'antibiotiggé utilisé comme témoin positif la
gentamicine et un disque imprégné de 10ul de DM8@nee témoin négatif. Les essais sont

répétes trois fois.

37



Matériel Méthodes

v' Apres incubation a 37°C dans une étuve pendane@reh, la lecture des résultats a été faite

par la mesure du diametre d’'inhibition expriméaran.

VI.2. Activités insecticides
VI.2.1. Test de répulsivité

Pour évaluer les effets répulsifs de nos huilegrgsdles ainsi que les polyphénols de
Ballota nigra et Mentha longifolia, la méthode de la zone préférentielle sur pajiliee décrite
par Mc Donald etl. (1970), et modifiée par d’autres chercheurs (letldlaga, 2000; Obeng-
ofori et Reichmuth, 1997) est utilisée.

Le test consiste a découper en deux moitiés unepditire Whatman N°1 (d = 9 cm).
Difféerentes doses (5ul, 10ul, 15ul et 20ul) deildessentielle ainsi que les différents dilutions
des polyphénols (1/2, 1/4, 1/8, 1/16), sont prégmravec de I'acétone comme solvant, quatre
répétition ont été réalisé pour chaque dose. Aldail’'une micropipette, une quantité de chaque
solution est uniformément répandue sur une moiiegidque, tandis que l'autre moitié recoit
uniquement de I'acétone.

Aprés évaporation complete du solvant, les deuxiésodu disque sont ressoudées a l'aide
d'une bande adhésive et placées dans une boitétde [Bix adultes delribolium castaneum
sont libérés au centre de chaque papier filtreebbites sont fermées puis placées a I'obscurité
(Figure 19). Quatre répétitions sont réalisées phague dose d’huile essentielle et polyphénols.

Au bout de 4h, le nombre d’'insectes présents spaite traitée uniquement a I'acétagtde
nombre de ceux présents sur la partie traitéeudld’lessentiellsont enregistrés. Le pourcentage

d’insectes repoussés est calculé par la formuieaste (Mc Donald eal., 1970) :

PR (%) = [(Nc- N9J / [(Nc + Nj] x 100.

Avec :
Nc : le nombre d’insectes présent sur la partie duweisgcpité uniquement avec I'acétone
N; : nombre d’insectes présents sur la partie traiée & solution huile + acétone
Le pourcentage de répulsion moyen pour chaque letitlasse phénoliques est calculé et
attribué a I'une des classes répulsives, selodagssement de MC Donald et al (1970) qui est

dans le tableau 7.
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Tableau 7.Pourcentage de répulsivité selon MC Donalal ¢1970)

Classe Intervalle de répulsion Propriétés de la substance traitée
Classe O PR<0,1 Non répulsive

Classe 1 10-20% Tres faiblement répulsive
Classe 2 20-40 % Faiblement répulsive
Classe 3 40 — 60% Modérément répulsive
Classe 4 60 — 80 % Répulsive
Classe 5 80 — 100% Tres répulsive

Figure 20. Dispositif expérimental des tests de répulsivdédinal, 2015).
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Résultatd8scussion

|. Extraction des huiles essentielles
l.1. Détermination de la teneur en eau

Nous avons utilisé la méthode pondérale pour détemia teneur en eau dans les
parties aériennes seches de deux plantes étu@iéss.la détermination de la perte de masse

par dessiccation a I'étuve. Les résultats sonessmtés au niveau du tableau 8.

Tableau 8.Teneur en eau des deux plantes étudiées.

Plantes Humidité (g d’eau/g MVS)
Menthe sylvestre 0, 145
Ballote noire 0,11

[.2. Rendement en huiles essentielles
Les rendements en huile essentielle, qui sont Ealcen fonction de la masse du

matériel végétal sec, pour les deux plantes spnésentés au niveau du tableau.

Tableau 9.Rendement en huile essentielle des deux planidg&és

Huiles essentielle Rendement (%)
M. longifolia 2,34
B. nigra 1,12

Les rendements en huiles essentielles obtenusprgquété calculés en fonction de la
masse du mateériel végétal a I'état sec, variensiBlmment entre les deux plantes étudiées
(tableau 9). La menthe sylvestre a le rendemeptus élevé 2.34 %, tandis la ballote a un

rendement moins important 1,12%.

Les résultats obtenus concernant le rendementuda bssentielleBallota nigra et
Mentha longifolia sont appréciables. Ceci est du aux caractérigtidas especes de la famille
des Lamiacées. Les especes appartenant a cettiée famontrent les rendements les plus
élevés en huiles essentielles. Des différencea gttinterspécifiques peuvent étre observées
en fonction de :

v la période de récolte ;

v leclimat;

v’ l'origine géographique ;

v’ la génétique de la plante ;
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v' la qualité du séchage ;

v et la méthode d’extraction employée.

I.2. Propriétés organoleptiques des huiles esseritiss
Les différentes caractéristiques organoleptiquegue I'aspect, la coulewat I'odeur de
I'huile essentielle des deux espéces ont été ncd@ess sa récupération et sont regroupées au

niveau du tableau 10 et la figure 21.

Tableau 10. Caractéristiques organoleptigues des deux espRalésta nigra et Mentha

longifolia extraites par hydrodistillation

HE de Ballota nigra HE de Mentha longifolia
Aspect Liquide limpide Liquide limpide
Couleur Incolore Jaune claire
Odeur Désagréable Agréable,

Figure 21.Huile essentielle dslentha longifolia (a) etBallota nigra (b).
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Il. Extraction et analyses quantitatives des polyphénsl

L’extraction des polyphénols a partir du broyatfelgilles séchées de la Ballote noire et
la Menthe sylvestre a permis d’obtenir trois clasgkénoliques : celle des Anthocyanes de
couleur rouge brique clair, celle des C-glycosidescouleur rouge brique foncé et celle
Aglycones de couleur jaune verdatre.
Les différentes classes de polyphénols sont coésexu frais dans des tubes ombrés jusqu’a
leur utilisation.

Les résultats des analyses quantitatives parrgpbctometrie des composeés phénoliques
des feuilles deBallota nigra et Mentha longifolia étudiées sont représentés au niveau du
tableau 1let des figures 22, 23.

Tableau 11.Teneurs absolues en différentes classes phénslapRallota nigra et Mentha

longifolia.
Classe phénolique Anthocyanes C-Glycosides Aglycones
Espéce
Mentha longifolia. 0,970mg/g 1,433 mg/g 0,055 mg/g
Ballota nigra 1,941 mg/g 1,033 mg/g 0,023 mg/g

[I.2. Extrais des feuilles deMentha longifolia

Les résultats des analyses quantitatives en caaga®noliques des feuilles Bentha
longifolia sont reportés au niveau de la figure 22. Ces @sulibus indiquent que les teneurs
absolues en substances phénoligues des feuillesVigdha longifolia étudiés sont
majoritairement constitués des C-glycosides etAlghocyanes avec des valeurs de 1,433
mg/g et 0,97 mg/g respectivement, alors que sa ositign en Aglycones est treés faible avec

une valeur de 0,055 mg/g.

42



Résultatd8scussion

Teneurs
absolues

mg/g
1,5 -

0,5 -

0 Composes
phénoliques

Anthocyne C-Glycoside Aglycone

Figure 22.Teneurs absolues en différentes classes phénoligMentha longifolia.

[1.3. Extrais des feuilles deBallota nigra

La figure 23 montre les teneurs absolues des csé@spphénoliques des extraits des
feuilles deBallota nigra analysés. Ces résultats nous indiquent qu’ellas glos riches en
Anthocyanes et en C-Glycosides 1,941 mg/g et 1/888) respectivement pour les deux

classes de polyphénols, tandis que son conteglgnones est tés faibles (0,023 mg/g).

Teneurs
absolues

mg/g
2 -

15 -

0 Composés
Anthocyne C-Glycoside Aglycone  Phénoliques

Figure 23.Teneur absolue en différentes classes phénolicrBalbbta nigra.
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Dans notre présente étude, nous avons quantiii® ¢fasses des flavonoides de deux
plantes de la famille des Lamiacées. Peu d'étudessat intéressées a I'étude des
polyphénols deMentha longifolia et Ballota nigra, en outre les travaux réalisés se sont
intéressé a étudier uniquement les polyphénolantotau les flavonoides totaux, il est
important ainsi de souligner que la méthode uglissnsi que les conditions dans lesquelles
I'extraction ont été effectuée, affectent tousdatenu total en phénols et flavonoides, et par
conséquent affecte les activités biologiques deraabolites (Lee etl., 2003).

Les résultats obtenus lors de cette étude, révetpre les deux plantes étudiées sont
riches en flavonoides, en outre nous avons remameé/ariabilité dans les teneurs pour les
différentes classes phénoliques, mais cette difté&reeste non significative (p>0,05) et cela
est confirmé par le test t, ceci peut s’expligderfait que les deux plantes appartiennent a la
méme famille (lamiacée).

Par ailleurs, les résultats de Rapkef2012), ont révélé une teneur en flavonoidesutota
de Mentha longifolia, de I'ordre de 42,47 mg/g de poids sec. Il en dstméme pour
Stanisavljevic etil. (2012) ont rapporté la présence d’'une forte tepauitavonoides 106,7 +
0,3 mg de rutine /g de l'extrait sec. L'ensemblecds résultats sont en accord avec les
résultats obtenus lors de notre étude, avec uresse de cette plante en substances
phénoliques.

Une étude menée par Yilmazabt, (2015), sur 16 espéces du geBaota dontBallota
nigra, ont déterminé leurs teneurs en flavonoides.ntsmontrés que la majorité des especes
de Ballota est riche en flavonoides. Eggm-Orhan etl, (2010), qui ont travaillé également
sur quelques especesBilota, ont révélé la richesse de ce genre en flavosoide

Ces auteurs considérent que les flavonoides desces ddBallota semblent avoir le

potentiel pour le traitement des maladies liéestaass oxydatif.

lIl. Observations microscopiques des structures sécrétas

Cette étude a permis de localiser les sites stometdes deux espéces végétales. Les
coupes transversales au niveau des feuilles fquarafire la présence de deux types de poils :
les poils sécréteurs a téte vésiculaires, et delsotnes capités, ils sont responsables de la
sécrétion de l'huile essentielle. Nous avons égatenremarqué la présence des poils
protecteurs pluricellulaires qui participent d’aprdaleb-Toudert (2015), a I'équilibre
hydrique de la plante car ils ralentissent I'évapion et protégent les structures sécrétrices

des huiles essentielles.
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Dans I'ensemble, les coupes histologiques de mos ¢blantes semblent posséder la
méme organisation tissulaire.

Les plantes de la famille des lamiacées sont taisées par la présence de deux types de
poils glandulaires sécrétrices qu’on retrouve daementhe et la ballote (Marin at., 2006
;Bottega et Corsi, 2000). Ce sont des trichomesdgikires capités pouvant synthétiser et
contenir I'huile essentielle, elles sont constiti@une seule cellule basale encrée dans
I'épiderme, d’unstipe porteur court unicellulaire ou bicellulaireddune large téte sécrétrice
constituée d'une ou de huit cellules sécrétricepadiées en rosaces. La récupération lors de
I'extraction des huiles essentielles se fait paoture de la cuticule (Wagnet al., 2004 ;
Sharmeet al., 2003).

Chez le genreMentha les trichomes sont généralement représentés parpdis
sécréteurs capités et peltés, fournis par une sglalede sécrétrice, ayant huit cellules
sécrétrice (Fahn, 1979 ; Tomaakt 2009). Nous avons observé ces deux types deinieh
sur la coupe transversale Blientha longifolia (figure 24). Ces observations corroborent avec
celles d’Andro efal, (2011), qui ont analysé les structures sécrétritess différents organes
de Mentha longifolia, ont observé les mémes structures histologiqueselles décrites lors
de notre étude.

Figure 24. Coupes transversales de la feuille Mentha longifolia au microscope optique
x400 (Tc : trichome capités, Tp : trichome pelté).

Les coupes transversales au niveau des feuill8gsltista nigra ont révélé également la
présence de deux types de glandes sécrétricesuiles bssentielles, poils sécréteurs, des
trichomes capités, nous avons noté également $&pcé de poils tecteurs, qui sont largement
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répandues dans la majorité des Lamiacées (figyre85 travaux de Pinar Sahinaki(2005)

viennent confirmé nos observations.

Figure 25. Coupe transversale de la feuille Benigra au microscope optique x400. (Tc:

trichome capités, Tp : trichome pelté, Pt : paiteer).

IV. Résultats des tests de l'activité antibactérieme

Les résultats de l'activité antimicrobienne deddwiessentielles et des polyphénols sont
repris ci-dessous. Dans ces tableaux sont inclue ghart les valeurs en (mm) des diametres
des zones d’inhibition, représentant la grandeunala formé par les microorganismes détruit
par l'activité antimicrobienne et d'autre part lgaleurs des différentes concentrations

minimales inhibitrices (CMI). Les figures 26-30 roie une illustration de la capacité

46



Résultatd8scussion

antimicrobienne de nos substances (huiles esdestigolyphénols) vis-a-viBseudomonas
aeruginosa et Staphylococcus aureus.

Du fait que les différentes classes phénoliqguesttintécupérées par le DMSO ainsi que
la dilution des huiles essentielles, ce dernierté #®sté vis-a-vis des deux souches
bactériennes afin de vérifier son pouvoir antimiten avec une concentration de OLes

résultats obtenus se sont révélés négatifs, cerquie qu'il 'y a aucun effet inhibiteur.

IV.1. Résultats des analyses de I'activité antibaétienne des huiles essentielles
IV.1.1. Résultats de 'aromatogramme

Les résultats de I'aromatogramme des huiles @sient de Mentha longifolia et de
Ballota nigra sont regroupées au niveau du tableau 12. Les rgaiadiquées sont des
moyennes de trois répétitions.

D’aprés les résultats obtenus nous remarquons Iude essentielle deMentha
longifolia a montré une trés forte activité sur les deux BesidbactérienneBseudomonas
aeruginosa (54,33mm),Saphylococcus aureus (58,33mm), tandis que I'huile essentielle de
Ballota nigra a réveélé une activité modérée sur les deux bastéestées (figures 26, 27).

Les résultats de 'aromatogramme montrent queiléhessentielle déBallota nigra a
montré une activité microbienne modérée vis a es deux souches bactériennes avec une
zone d’inhibition moyenne de 10,66mm pour la soughphylococcus aureus et 11 mm pour

la souche d@&seudomonas aeruginosa.

Tableaul2. Diametres des zones d’inhibition de la croissamgerobienne par les huiles
essentielles étudiées.

Diametres d’inhibition (mm)

Souches Huile essentielle
Menthe sylvestre Ballote noire
Pseudomonas aeruginosa
54,33+2,88 11+1,73
Staphylococcus aureus
58,33+1,15 10,66+1,52

Les valeurs représentent la moyenne de troisitiémést
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Figure 26. Zones d’inhibitions de I'huile essentielle Mentha longifolia et Ballota nigra sur

Pseudomonas aeruginosa.

Figure 27.Zones d’inhibitions de I'huile essentielle Mentha longifolia et Ballota nigra sur

Staphylococcus aureus.

IV.1.2. Détermination de la CMI par méthode de dution
Les résultats obtenus par la méthode de diffusiodisque nous ont conduits a confirmer
guantitativement l'activité antibactérienne de ilhwessentielle vis-a-vis des deux souches

bactérienneRseudomonas aer uginosa et Saphylococcus aureus).
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L'évaluation quantitative de l'activité antibaeéne de l'huile a été effectuée par la
détermination de la CMI par la méthode de diluteammilieu liquide. Les résultats obtenus

sont consignées au niveau du tableaul3.

Tableau 13.Concentration minimale inhibitrice (CMI) des hgilessentielles étudiées.

Microorganismes Huiles essentielles CMI (ul/mil)
. Ballota nigra 5,048 x10°
Pseudomonas aeruginosa _
Mentha longifolia 7,322x10°
Ballota nigra 7,321x10°
Staphylococcus aureus __
Mentha longifolia 1,788 x10

L'étude a révélé des valeurs des CMI relativenédavées pour 'huile essentielle de
Ballota nigra, ce qui témoigne d’un pouvoir antibactérien modérmécades valeurs de 7,322
x10° et 1,788 x18 respectivement poutseudomonas aer uginosa et Saphylococcus aureus.

L’huile essentielle ddentha longifolia a présenté un effet sur la croissance bactérienne
apres plusieurs dilutions.

L’huile essentielle deBallota nigra, malgré son potentiel antibactérien modére atteint |
concentration minimale inhibitrice la plus faiblea souche qui s’est montré la plus sensible
estSaphylococcus aureus, avec une CMI de 7,321xPehg/ml, etPseudomonas aeruginosa
dont la croissance a été inhibée & une concentrdé,048 x18mg/ml.

En comparant la susceptibilité des deux souctsesa-vis des huiles essentielles testées,
nous constatons que l'efficacité des deux huiléespegtiguement semblables pour les deux
bactéries.

L'ensemble des résultats montre que les huilesnéisfies étudiées sont douées d’'une
activité antibactérienne vis-a-vis des deux souctiéisées dans cette étude. Cette importante
bioactivité des huiles essentielles étudiées estlation avec leur composition chimique. En
effet, Oussalah et ses collaborateurs (2006) quor@e que l'effet antibactérien des huiles
essentielles est attribué aux monoterpenes.

D’autre part, nous avons constaté que lI'essencéMewha longifolia présente une
efficacité plus importante que celle Ballota nigra. Cette divergence peut étre attribuée a sa
teneur en menthol. Ce composé est connu pour segrigies antibactériennes. Les
terpénoides ont été précédemment rapportés égalgroer étre actifs contre les bactéries
(Ahmed etal., 1993 ; Amaral edl., 1998), les champignons (Harrigarakt 1993), des virus
(Hasegan etl., 2006 ), et les protozoaires. Cependant, le m&wend'action des terpenes
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n’'est pas entierement élucidé, mais est supposkqundpdans la rupture de la membrane par
les composés lipophiles (Cowan, 1999).

En effet, Al-Bayati (2009), a isolé le mentholu{cgest un terpénoides) ddentha
longifolia et a testé ses propriétés antibactériennes. brarénque le menthol est seulement
actif contre les bactéries Gram positif. Il a frémment été rapporté que les bactéries Gram
positif sont plus sensibles aux huiles essentigjles les bactéries a Gram négatif (Mann et
al., 2000).

La bactérie Gram négatifseudomonas aeruginosa a résisté a toutes les concentrations
du menthol et a été inhibée par l'utilisation dudic@ment standard. Plusieurs études ont
rapporté que les bactéries Gram négRséudomonas, et en particuliePseudomonas
aeruginosa, semblent étre moins sensibles a l'action des dedsentielleDorman et al.,
2000). Par contre, dans notre étude nous avons montréngsiehuiles essentielles sont
bioactives contr@®seudomonas aeruginosa, en effet, I'huile essentielle déentha longifolia a
révélé une activité remarquable sur cette souchemth).

En outre, plusieurs mécanismes de résistance atilsioliques sont reportés sur une
variété de genres bactériens. Tout d'abord, I'esgs peut acquérir des génes codant pour
des enzymes, telles que les R-lactamases, quiigéttu’agent antibactérien avant qu'il ne
puisse avoir un effet. Les bactéries peuvent agqdés mutations qui limitent l'accés des
agents antimicrobiens pour le site cible intradelie via la régulation négative de genes
(Tenover, 2004).

Les huiles essentielles commencent a avoir beaudmtérét comme source potentielle
de molécules naturelles bioactives. En effet, descprogres de la science et les moyens
actuels d’'analyse, de nouveaux principes actiideehouvelles propriétés pharmacologiques

ont permis de faire des huiles essentielles d’autitpees médicaments (Lozieseal., 2007).

IV.2. Résultats des analyses de I'activité antibagtienne des polyphénols
Les résultats de I'évaluation de l'activité anttgmienne des polyphénols des deux
plantes étudiées sont représentés par les fig@ea9?2 30, 31, 31, 32 et 33 et les tableaux 14

et 15. Les valeurs indiguées sont les moyennesatdarts types des trois répartitions.
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Tableau 14.Diameétres des zones d'inhibition de la croissanm@ahienne par les composés

phénoliques étudiés

Diamétres d’inhibition (mm)

Ol

Classes :
o Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus
phénoliques : :
Menthe sylvestre | Ballote noire Menthe sylvestre Bhite noire
Anthocyanes 11+2,516 11+1,00 20,66+3,055 11+1,00
C-glycosides 15,333+1,527 13,00+4,932 19,66+3,055 10,33+1,15
Aglycones 12,331,527 11,66+4,723 14,33+0,577 10,66+1,52

Figure 28.Zones d’inhibitions des anthocyaneshentha longifolia etBallota nigra sur

Pseudomonas aeruginosa.

Figure 29.Zones d’inhibitions des c-glycosides Mentha longifolia et Ballota nigra sur

Pseudomonas aeruginosa.
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Figure 30. Zones d’inhibitions des aglycones Mentha longifolia et Ballota nigra sur
Pseudomonas aeruginosa.

Figure 31. Zones d’inhibitions des aglycones d&entha longifolia et Ballota nigra sur
Staphylococcus aureus
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Figure 32. Zones d'inhibitions des c-glycosides Neentha longifolia et Ballota nigra sur
Staphylococcus aureus

Figure 33. Zones d’inhibitions des anthocyanes Mentha longifolia et Ballota nigra sur
Saphylococcus aureus.

Les résultats consignés dans les tableaux 14 emdbtrent que dus les classes
phénoliques des deux plantes étudiées ont réadtivemsent pour les deux souches
microbiennes testées.
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Nous avons remarqué augpie la planteMentha longifolia est douée de propriétés
antimicrobiennes appréciables. En plBs/lota nigra a montré aussi une certaine activité
inhibitrice de la croissance microbienne mais maitéressante.

Les Anthocyanes et les AglyconesMentha longifolia ont révelé une activité moyenne
contre Pseudomonas aeruginosa avec des valeurs del+2,516 mm et 12,33+1,527 mm
respectivement pour les deux classes citées, tangisles C-glycosides ont montrés une
activité élevée avec un diametre de la zone d’itibibde 15mm.

Par ailleurs, Staphylococcus aureus s’avere la plus sensible aux différents flavonside
extraits de la menthe sylvestre. lls ont montré® darte activité spécialement les
Anthocyanes (20,6mm) et les C-glycosides (19,6naioys que les Aglycones révélent une
activité modérée avec une zone d’inhibition dedvm.

Les polyphénols ddallota nigra ont révelé une activité moyenne contre les deux

souches testées avec des valeurs comprises eptiein.

Tableau 15.Concentration minimale inhibitrice (CMI) des comgs$hénoliques étudiés.

CMI (ui/ml)
Composés :
o Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus
phénoliques . -
Menthe sylvestre | Ballote noire Menthe sylvestre Bhite noire

Anthocyane 5,55x10° 1,38x10° 1,38x10° 6,93x10"
C-glycoside 6,64x10" 6,64x10" 1,32x10° 3,32x10"

Aglycone 1,38x10° 1,38x10° 2,77x10° 6,93x10"

D’aprés les résultats obtenus, nous remarquond’eugemble des classes phénoliques

étudiées, ont manifesté des propriétés activelesuteux souches testées.

Le diameétre de la zone d’inhibition differe d’'ubactérie & une autre et d'une classe

phénoliqgue a une autre. Les polyphénoldvidatha longifolia ont révélé une activité élevée

sur Staphylococcus aureus comparée dseudomonas aeruginosa qui n'a eu qu’une activité

modérée, et cela justifie son utilisation dans reteament traditionnelle comme remede

antibactérienBallota nigra a montré une activité moyenne sur les deux souelséses.

Toutes les plantes de la famille des Lamiaceaenwes pour leurs composés

phénoliques, ont prouveé une activité contre diveigo-organismes (Gortzi at., 2007).

Les flavonoides et les tri-terpénoides ainsi qaettes composés de nature phénolique

ou groupes hydroxyles libres, qui sont classés censomposés antibiotiques tres actifs
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(Rojas etal. 1992 ; Marjorie, 1999). La variation de la comfios chimique explique donc
les variations observées dans l'activité antimi@nbe des extraits d’'une méme plante ou de
plantes différentes. Nous avons confirmé cela deetest t, qui a révélé une différence
hautement significative entre I'activité antibacéne des anthocyanes et les c-glycosides des
deux plantes étudiées (0,00x€R01) vis-a-vistaphylococcus aureus. Tandis que, I'analyse
statistique concernant la soucRseudomonas aeruginosa le test t a révélé une différence
significative seulement pour la classe des aglgsdR= 0,3860,05).

Il est bien connu que les composés phénoliquetrilboent a la qualité et la valeur
nutritionnelle en termes de modification de la eow] godt, arbme et saveur et aussi en
fournissant des effets bénéfiques a la santéetlgent aussi dans les mécanismes de défense
des plantes pour lutter contre les espéces réadliwd'oxygéene (ROS) afin de survivre et de
prévenir les dommages moléculaires et les dommagasés par des micro-organismes,
insectes et herbivores (Gomezakf 2006 ; Gurib-Fakim, 2006).
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V. Activités insecticides
V.1. Effet répulsif des huiles essentielles deélentha longifolia et Ballota nigra contre
Tribolium castaneum

Les résultats obtenus mettent en évidence un éffe¢ de nos huiles essentielles. Le
nombre moyen des insectes sont recensés dans cpadieede papier filtre a différentes
doses de nos substances (huiles essentielles hgolgls) testés.

Les résultats obtenus pour le test de répulsmdatrent que I'huile essentielle extraite de
Mentha longifolia présente une répulsivité tres élevée, dés la Bpkée taux de répulsivité
atteint les 73,33%, cet effet croit avec 'augmeaotade la dose. En effet, a la dose de 15ul le
taux de répulsivité est de 100%. L’huile esserdieléBallota nigra a montré une activité
moyennement répulsive avec un taux faible de 13,88%6 la dose 5ul et de 93,33% pour
les doses 15ul et 20 pl (tableau 16 et la figuje 34

Tableau 16.Taux de répulsivité (%) des huiles essentiellstéts a I'égard des adultesTde
castaneum

Doses (ul) Répulsivité

elles 5yl 10ul 15pl 20ul | moyenne(%)
Menthe 73,33 80 100 100 88,33
Ballote 13,33 40 93,33 93,33 60

Les valeurs représentent la moyenne de trois té&peti

Répulsivité
9111'11;;\1 ¢ H Menthalongifolia
126' 4

B Ballotanigra

100 -
80
60 A
40

20

0 - Doses (ul)

sl 10ul 15 2041

Figure 34.Taux de répulsivité de I'huile essentielleMentha longifolia etBallota nigra

contreTribolium castaneum
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La menthe sylvestre s’est révélée trés répulsivee ain taux de répulsivité moyen de
88.33%. Elle est classée dans la classe V (selobdhald et al.1970), tandis que, la ballote
noire a montré une répulsivité moyenne modérée ametaux de 60% (classe lll) (tableau
17).

Tableau 17.Classification de la répulsivité de I'huile esseltd testée selon MC Donald ait
(1970).

Huiles essentielles Classes Effet
Menthe sylvestre Vv Tres répulsive
Ballote noire 1] Modérément répulsive

La présente étude a révélé que les huiles esbentiestées sont bioactives a I'égard de
Tribolium castaneum, et ce en fonction de la dose utilisée.

Peu d’études ont été rapportées préecédemmenesactivités insecticides de I'huile de
Mentha longifolia contre Tribolium castaneum. En outre, nous avons noté I'absence des
travaux sur I'activité insecticide de I'huile &allota nigra, ou sur d’autre espéces Ballota.

Les résultats auxquels nous sommes arrives damssiede répulsivité poukMentha
longifolia concordent avec les résultats de Mahmoodavan&hatarami (2014), qui ont
montré une forte activité ddentha longifolia contreTribolium castaneum, avec un taux de
répulsivité de 86,7% a la dose de 6pl.

Les travaux de Khani et Asghari (2012), ont étuditoxicité de huileMentha longifolia
contre Tribolium castaneum, ils ont montré une forte activité insecticide cette huile a
I'égard deTribolium castaneum. Ceci laisse pensé que cette huile pourrait &iiseucomme
agents de contrdle potentiels pour les insecteslela®es entreposées.

Divers travaux ont été effectués sur d’autres espdu genrdentha qui ont montré une
forte activité contre plusieurs ravageurs de densbdeckés. En effet, Taleb-Toudert, (2015)
en testant I'activité de I'huile delentha spicata sur Callosobruchus maculatus a révele une
répulsivité moyenne de 68,75% a la dose 4ul, eappaah, (2013) a évalué la toxicité des
huiles essentielles extraites de trois espéceMeagha (M. suaveolen, M. piperita et M.
pulgum) surRhyzopertha. dominica et Stophilus. oryzae. lls se sont avérées efficaces quelle
gue soit la dose utilisée avec une mortalité d&4.00

Les activités biologiques des huiles essentisltes attribuées aux monoterpenes. ils sont
utilisés comme des fumigants actifs, répulsifs ietides contre les insectes ravageurs des
denrées entreposées (Papachrist@s. e2004 ; Kellouche edl., 2010 ). En effet, Aggarwal
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etal, (2001) ont montré que le 1-menthol, isolé de I'b@ssentielle de menthe, est fortement
répulsif (82-100%) a la dose de 0.53 ul/50g dengsade niébé vis-a-vis d&maculatus.

Saljoqi etal, (2006) a rapporté que les huiles et les extdatslentha longifolia avaient
une activité insecticide contre plusieurs insed®s.exemple, le menthol extrait a partir des
feuilles deMentha longifolia a révélé une activité insecticide avec un maxinaemmortalité
de 70% six jours apres la pollution de grain ; kenthol serait donc le principe actif de cette
plante.

Les huiles essentielles de ces plantes pourralemenir une alternative viable aux
stratégies de lutte chimique classiques. Cependaniires études doivent étre menées afin
d'évaluer la sécurité de ces huiles avant I'utibsgpratique dans des denrées stockées pour le
controle des insectes.

V.2. Effet répulsif des polyphénols délentha longifolia et Ballota nigra contre Tribolium
castaneum

Les résultats obtenus pour I'action répulsive différentes classes phénoliques des deux
plantes étudiés sUr. castaneum sont regroupés dans les tableaux de 18 a 21 #fjless 35
a 36.

Nous avons remarqué que les aglycones des dentepltestés ne sont pas répulsif a
I'égard deT. castaneum.

V.2.1. Anthocyanes
D’aprés les résultats obtenus, nous remarquorasugiur et a mesure que la dilution
augmente, le taux de répulsivité diminue. La répitt moyenne ddlentha longifolia est de
63,33%, se classe dans la classe V selon Mc Datald (1970), etBallota nigra se classe
dans la classe Il (51,66%) (Tableau 18). Les aythoes de la menthe sylvestre atteint 100%
de répulsivité a la premiere dilution, tandis glaepallote noire, le taux le plus élevé est
enregistré a la dilution 1/2 et 1/8 avec un tau%6l®6%.
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Tableau 18. Taux de répulsivité (%) des anthocyanes testégegarl des adultes dé&.

castaneum.
Taux de répulsivité (%) . L
Répulsivité
—r moyennes

Dilutions (ul)
1/ 16pl 1/8ul 1/4ul 1/2pl (%)
Anthocyanes

Menthe 13,33 46,66 93,33 100 63,33
Ballote 33,33 66,66 40 66,66 51,66

Répulsivité B Menthe sylvestre
(%)
120 + B Ballotenoire
100
&0
60

40

Dilutions(ul)

1/16 nl 1/8 ul 12l

Figure 35.Taux de répulsivité des anthocyanes des deux glétieliées sur les adultes de

Tribolium castaneum.

Tableau 19. Classification de la répulsivité des anthocyamstée selon MC Donald t.

(1970).
Anthocyanes Classes Effet
Menthe sylvestre Vv Répulsive
Ballote noire 1] Modérément répulsive

59



Résultatd8scussion

V.2.2. C-Glycoside
La classe des C-glycosides a montré une faibleitgcvis-a-vis des adultes deibolium
castaneum avec une répulsivité moyenne de 40% et 20% phantha longifolia et Ballota
nigra respectivement. Nous avons enregistré un tauxpigsivité important chez la menthe
sylvestre a la premiere dilution (73,33%).
En effet, la figure 36 montre que la menthe syhee®t la ballote noire agissent en

synchronisation avec les dilutions. Le taux de Igpité diminue en diluant I'extrait.

Tableau 20. Taux de répulsivité (%) des c-glycosides testéde€gard des adultes dE.

castaneum
Taux de répulsivité (%)
Répulsivité
_ moyennes
Dilutions (ul)
) 1/ 16pl 1/8pl 1/4pl /2l (%)
C-glycosides
Menthe 6,66 33,33 26,66 73,33 40
Ballote 40 0 20 20 20

Répulsivité H Menthe
86]':5:'* svlvestre

70 A
60 A
50 +
40
30
20
10
g - ilutions (ul)
116l 18l Iiapnl 12

Figure 36.Taux de répulsivité des c-glycosides des deux etaétudiées sur les adultes de
T. castaneum.
Selon MC Donald etl. (1970), nous avons classé les c-glycosides dansldsses

répulsives qui sont regroupé dans tableau 19.
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Tableau 21. Classification de la répulsivité de c-glycosidestée selon MC Donald et
(1970).

C-glycosides Classes Effet

Menthe sylvestre _ . _
' Il Faiblement répulsive
Ballote noire

D’apreés les résultats obtenus, nous avons pu istmegdes taux de répulsivité trés élevé,
et moyenne (100%entha longifolia, 75%Ballota nigra pour les anthocyanes et 55% et 50%
respectivement pour la classe des C-glycosidesgett coincide avec le fait que les
constituants ou les classes phénoligues majostaiecla menthe sylvestre et la ballote noire
sont des anthocyanes et des C-glycosides.

Ces résultats peuvent étre expligués par une nmésune corrélation entre les teneurs
en polyphénols et I'activité biologique.

Nous n'avons enregistré aucune activité répulsiee aglycones contré. castaneum,
c’est probable que cette classe joue un role dattsattion des insectes polinisateurs, ou elle
est bioactif contre d’autres insectes ravageurs.

Chez les végétaux, certains métabolites secondaieta capacité d’'une part d’attirer
des insectes par émission de certaines substaledayorisent ainsi leur pollinisation, et
d’autre part, ils les repoussent pour se protéGamme porté dans la littérature, les
flavonoides jouent un réle protecteur, dissuasiftoxique vis-a-vis de microorganismes
pathogenes ou des insectes ravageurs (Morot-Gatdry 2009).

Les travaux de Regnault-Rogeratt, (2008) montrent que les polyphénols ubiquitaires
dans la nature, provoquent une perturbation dedtuicité naturelle de l'insecte. La toxicité
des polyphénols est corrélée positivement au poattactif du composé.
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Les produits naturels étaient et restent toujours source inépuisable de structures
complexes et diverses vu le réle que peuvent joedrins composés purs dans beaucoup
d’applications, a savoir lindustrie pharmaceutiguéndustrie alimentaire, lindustrie
cosmetique, la parfumerie et dans le domaine dgrico

Dans notre présent travail, nous nous sommes §H&se a évaluer I'activité
antibactérienne et insecticide des huiles esdlestieet des trois classes phénoliques extraites
de deux especes de la famille des Lamiaddestha longifolia, Ballota nigra.

L'extraction des huiles essentielles par hydrdistn, de la partie aérienne de menthe
sylvestre et ballote noire, a permis d'obtenirr@eslements appréciables. Les teneurs de nos
plantes en flavonoides sont également satisfasante

Par la suite, notre travail s’est consacré a l'olmt@n des coupes histologiques des
feuilles des deux plantes étudiées afin d’'identiiede localiser les structures responsables de
la production et du stockage des huiles esserttielles deux plantes de la famille des
lamiacées Nlentha longifolia et Ballota nigra), détiennent des trichomes glandulaires (poils
sécréteurs) spécifiques a cette famille.

L’évaluation de I'effet antimicrobien de I'huile g=ntielle et les polyphénols déentha
longifolia et Ballota nigra, selon la méthode de diffusion sur disque,permis d’affirmer
gu’elles ont un pouvoir inhibiteur vis-a-vis desugesouches testés indépendamment de leurs
Gram.

L’huile essentielle deMentha longifolia et Ballota nigra ont donnés de bons résultats
pour une inhibition de la croissance bactérienne c@use des infections nosocomiales
provoquées par la soucl8mphylococcus aureus, les infections alimentaires et les troubles
digestifs causés par la soudPseudomonas aeruginosa.

Contre Staphylococcus aureus, I'huile essentielle deMentha longifolia montre une
efficacité inhibitrice avec un diamétre d’inhibmi@llant jusqu’a 58 mm. Pol. aeruginosa,
qui présentent généralement de fortes résistanoes, avons trouvé un diamétre d’inhibition
trés remarquable (54 mm). L’activité de I'huilesestielle de la ballotte noire s’est montrée
moins importante que celle & longifolia sur les deux souches testées.

Les composés phénoliques de nos plantes, ont rsontré activité antibactérienne
moyenne contre les deux souches testés. Les desm@ss zones d’inhibition de nos deux
plantes sont compris entre 10,33-20,66mm [®aureus et 11-15,33mm pou?P. aeruginosa
(les valeurs élevés sont enregistré pour la mesytvestre).

Pour clore ce travall, I'activité insecticide a éwaluée en utilisant le test de répulsivité

de nos substances a I'égardTaéolium castaneum. L’effet répulsif de I'huile essentielle de

62



Conclusion

la menthe sylvestre sufribolium castaneum s’est révélé tres important avec un taux de

répulsivité de 100% dés la dose 15pl.

L’huile essentielle deB. nigra a montré une répulsivité modérée avec un taux de

répulsivité moyen de 60%.

Les anthocyanes des deux plantes sont révélé ussr@bulsifs parmi les autres classes

phénoligues, avec un taux de répulsivité moyen 383846 pourM. longifolia et un taux

modéré pourB. nigra (51,66% ).

En conclusion, I'huile essentielle d& nigra a des activités assez intéressantes sur les

bactéries pathogenes ainsi que sur l'insecte teSaglis que I'huile et dil. longifolia est

pourvue d’'un pouvoir antibactérien et insecticideez remarquable. Il a été constaté que ces

activités varient en fonction de la souche microb&testée et de la dose de I'huile appliquée.

Ces caractéristiques importantes font de cettaglam patrimoine a préserver et a valoriser.

L’orientation des recherches afin d’approfondir kEspects entrevus dans ce travalil,

également I'exploration d’autres propriétés biotpgis de ces deux plantes pourrait étre

réalisée. Ainsi un certain nombre de perspectiees@nt étre envisagées :

v
v
v

évaluation de l'activité antioxydante de ces sulsta.

une étude de I'activité anticytotoxique sur desubet cancéreuses.

déterminer les fractions les plus actives et évadlgimnent de caractériser les molécules
responsables de ces activités.

application des huiles essentielles ou leurs vapelirectement sur les denrées
alimentaires durant le stockage.

soumettre les extraits a une analyse quantitatisavair la chromatographie (HPLC
pour les polyphénols et a une CG/MS pour les heigsentielles).
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Annexe 1. Les différents organes de la ballote noire.

Planche 1. Morphologie de la ballote noire.: Feuilles supérieures,: Feuilles inferieures,

c: latige, d: les fleurs : disposition des fleurs en glomérule unilaté@diginal, 2015).

a b

b .

Planche 2. a : Calicep : corolle deBallota nigra (Original, 2015).
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Planche 3. Les différences morphologiques entres la balloteenet le marrube blanc. a:
fleurs deBallota nigra. b : fleurs duMarrubium vulgare. ¢ : feuilles deBallota nigra. d :
feuilles duMarrubium vulgare (Original, 2015).
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Annexe 2. Les différents organes de la menthe sylvestre.

Planche 1. Morphologie de la menthe sylvestie organisation des fleurb,: corolle et les
étaminesg : calice.Observés a la loupe binoculaire (G : 2x10) (LamratCIV, UMMTO,

2015)
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Theme : Extraction des huiles essentielles et dpslyphénols, de deux Lamiacées :

Evaluation de leurs activités antimicrobiennes etnisecticides.

Notre étude est consacrée pour la valorisatiod'rdele essentielle et les composép

phénoliqgues dévientha longifolia et Ballota nigra, et de tester leurs activités biologiquef

(antibactériennes, insecticides). La partie aégettm ces plantes a été récoltée dans la rég|pn
de Tizi-Rached au mois d’Avril 2015.

L’extraction de I'huile essentielle a été réaliggs hydrodistillation, le rendement e
huile était de 2,34% pour la menthe sylvestre,#2% pour la ballote noire. Les composég
phénoligues ont été obtenus par la technique ddtysk acide a chaud.

Les coupes microscopiques au niveau des feuidletapgechnique de la double coloratio
(Vert de méthyle-rouge Congo) ont révélé la présafe deux types de poils sécréteurs df

huiles essentielles.

L'activité antibactérienne a été testée sur dewxlses bactériennes par la méthode fle
diffusion en disque :Saphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa. Les souches
bactériennes testés ont été trouvés sensiblesiibe ldssentielle. Les composés phénoliqufls
ont révélés une activité acceptable sur les deugtss testés.

Par la suite, I'évaluation de l'activité insectiei par le test de répulsivité contrg
Tribolium castaneum, a montré que I'huile essentielle de la mentheesgte avait une activité
tres intéressante par rapport a celle de la batlote avec un taux de répulsivité de 100%|p
partir d’'une dose de 15ul. Les anthocyanes de latheeet la ballote, ont une activité plug
marquée que celle des c-glycosides. La classeglgsoaes s’est ‘révélée non répulsive s

Tribolium castaneum.

Mots clé: Mentha longifolia, Ballota nigra, huiles essentielles, polyphéndBaphylococcus

aureus, Pseudomonas aeruginosa, Tribolium castaneum.



Theme: extraction of essential oils and polyphenagl®oth Lamiacées: Assessment of their

antimicrobial activities and insecticides.
Summary
Our study is devoted to the enhancerottite essential oil and phenolic compoungs
Mentha longifolia and of Ballota nigra, and tests their biological activities (antibaiztir
insecticides). The aerial part of these plants émsted in the Tizi-Rached region in the mon

of April 2015.

The extraction of the essential oil was condudigdsteam distillation; the oil yield

was 2.34% for théentha longifolia and 1.12% for black horehound. Phenolic compourjils

were obtained by hot acid hydrolysis technique.

The microscopic sections in the leaves by the dowaining technique (Methyl
green-Congo red) revealed the presence of two tgyfesecretory hairs essential oilg
The antibacterial activity has been tested on tactdrial strains by disc diffusion methoc
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa. The bacterial strains tested were founf
sensitive to the essential oil. Phenolic compouralge proven an acceptable activity on bo
tested strains.

Subsequently, the evaluation of the insecticatdivity by the test repellency againg
Tribolium castaneum showed that the essential oilentha longifolia had a very interesting
activity compared to that of black horehound witlmepellency rate 100% from a dose qf
15ul. Anthocyanins peppermint and black horehound heggeater activity than that of c

glycosides. The class of aglycone was' not prowepellent on Tribolium castaneum

Key words: Mentha longifolia, Ballota nigra, essential oils, polyphenol§aphylococcus

aureus, Pseudomonas aeruginosa, Tribolium castaneum.



