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Résumé

Ce travail a été réalise dans le but d’évaluer I’activité antimicrobienne des huiles
essentielles d’Artemisia herba alba et de Mentha pulegium provenant des regions de Biskra et
de Mostaganem. Ces dernieres ont été extraites par entrainement a la vapeur d’eau. Les
rendements d’extraction obtenus des feuilles seches d’Artemisia herba alba et des feuilles
fraiches de Mentha pulegium sont respectivement 0.28% et 0.23%.

L antibiogramme a montré que le Doxycycline (DXT30) a eu I’effet inhibiteur le plus
remarquable avec une zone d’inhibition maximale de 27mm pour la souche de référence
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853. Aucune activité inhibitrice remarquable n’a été
enregistrée par I’Acide calvulanige contre les souches d’E. coli ATCC 25922, de B. cereus
ATCC 10876, P. aeruginosa ATCC27853 et de P. mirabilis ATCC 35659.

En ce qui concerne I’antifongi-gramme, I’Econazole et le Clotrimazol ont provoqueés
I’inhibition des deux souches fongiques testées. L’Econazole a un effet inhibiteur meilleur sur
A. brasiliensis ATCC16404 avec 22mm.

L’evaluation de I’activité antimicrobienne par la méthode de I’antibio-aromatogramme a
montré que I’huile essentielle d’Artemisia herba alba a une grande action inhibitrice sur la
croissance des cing germes testées, a savoir, E. coli, B. cereus, P. aeruginosa, P. mirabilis, et
C. albicans, avec des zones d’inhibition qui varient entre 19 et 33mm. Tandis que les huiles
essentielles de Mentha pulegium ont été efficaces sur E. coli, B. cereus,P. mirabilis,A.
brasiliensis, et C. albicans. Ce dernier est le plus sensible avec une zone d’inhibition de

26mm.

Nous avons conclu le travail par la méthode de contact direct (CMI) qui a confirmé les
résultats obtenus par I’antibio-aromatogramme pour les deux huiles essentielles et cela

confirme I’efficacité de ces huiles essentielles.

Mot clés: Artemisia herba alba, Mentha pulegium, huiles essentielles, activité

antimicrobiennes.
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Abstract

This work was realized in order to evaluate the antimicrobial activity of the essential oils of
Artemisia herba alba and Mentha pulegium from the regions of Biskra and Mostaganem.
These last were extracted by steam distillation of water, the total yields obtained from dry
leaves of Artemisia herba alba and fresh leaves of Mentha pulegium are respectively 0.28%
and 0.23%.

The antibiogram showed that Doxycycline (DXT30) had the most remarkable inhibitory
effect with an maximal inhibition zone of 27 mm for the reference strain Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. No remarkable inhibitory activity by Calvulanic Acid against
Escherichia coli strains ATCC 25922, Bacillus cereus ATCC 10876, P. aeruginosa ATCC
27853, and Proteus mirabilis ATCC 35659.

Regarding to the antifungigram, Econazole and Clotrimazol caused an inhibition of the two
fungal strains tested; it is noted that Econazole has an extreme effect with a 22 mm inhibition
for Aspergillus brasiliensis ATCC 16404.

The evaluation of the antimicrobial activity by the aromatogram method showed that the
essential oil of Artemisia herba alba has a great inhibitory action on the growth of the five
germs tested, namely, Escherichia coli, Bacillus cereus , P. aeruginosa, Proteus mirabilis,
and Candida albicans, with zones of inhibition ranging between 19 and 33mm. While the
essential oils of Mentha pulegium have been effective on Escherichia coli, Bacillus cereus,
Proteus mirabilis, Aspergillus brasiliensis, and Candida albicans which is the most sensitive

with a 26mm inhibition zone.

We concluded the work by the method of direct contact method (MIC) which confirmed the
results obtained by the aromatogram for the two essential oils. This confirms the effectiveness
of these essential oils.

Keywords: Artemisia herba alba, Mentha pulegium, essential oils, antimicrobial activity.
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Introduction

Le monde bactérien est tres vaste et les bactéries peuplent notre environnement. Elles
assurent a la surface du globe, sur le sol et dans les eaux ; d'innombrables fonctions; elles
exercent des actions bénéfiques (ex: bacteries fertilisantes du sol), mais d'autres peuvent

provoquer des infections chez les plantes, les animaux et également chez I'nomme.

Le développement de nouveaux agents thérapeutiques s'avere indispensable pour lutter
contre ces fléaux. Dans ce but, I'investigation des plantes représente un potentiel inestimable
pour la découverte de nouvelles substances, si I'on considére que chacune des plantes peut

contenir des centaines, voire des milliers de métabolites secondaires (Guerib, 2009).

Durant des milliers d’années, les plantes constituent la principale source de remédes pour
I’Homme contre de nombreuses maladies. C’est la méthode la plus populaire d’autotraitement
(Carole, 2008).

L’Algérie recéle d’un patrimoine végétal important par sa richesse et sa diversité dans les
régions cotiéres, les massifs montagneux, les hauts-plateaux, la steppe et les oasis
sahariennes: on y trouve plus de 3000 espéces végetales. Parmi ces ressources naturelles les
plantes médicinales et aromatiques occupent une large place et jouent un grand role dans
I’économie nationale. Elles sont utilisées dans différents domaines : industrie alimentaire,

pharmaceutique et phytothérapie (Duraffourdet al., 1997).

Dans notre pays, de nombreuses plantes aromatiques a vertus thérapeutique sont exploitées
ou les médicaments a base de plantes sont encore largement utilisés ; c¢’est pourquoi, nous
nous sommes intéressés a étudier Artemisia herba alba (Wilaya de Biskra) et Mentha
pulegium L. (Wilaya de Mostaganem). Elles appartiennent aux familles des Astéracées et des

Lamiacées respectivement.

Le présent travail s’inscrit dans le cadre de la recherche des molécules d’origines végétales
jouissantes d’activités biologiques notamment les activités antimicrobienne, afin d’élargir les

perspectives des valorisations des produits naturels.
Notre travail est réparti en deux parties :

e La premiére partie est relative a I’étude bibliographique subdivisée en 3 chapitres. Le
premier chapitre élucide une généralité sur les huiles essentielles. Dans le second



chapitre nous rappelons brievement les connaissances actuelles sur les deux espéces
étudiées. Enfin le troisiéme chapitre s’intéresse a la présentation des microbes a tester.
La deuxiéme partie présente deux chapitres. Le premier chapitre est celui de la partie
expérimentale et le deuxiéme chapitre est celui des résultats et discussion.
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Chapitre I : les huiles essentielles

I.1. La phytothérapie

Le mot phytothérapie vient du grec « phuton » qui signifie « plante » et « therapeueine » qui
signifie « traitement ». Il s’agit de I’utilisation des plantes médicinales et de leurs extraits a
titre thérapeutique (Moatti, 1990 ; Caroline, 2013).

On appelle plante médicinale toute plante renfermant un ou plusieurs principes actifs

capables de prévenir, soulager ou guérir des maladies (Schauenberg et al., 2006).
L’effet thérapeutique reconnu de ces plantes, dépend de la nature chimique des substances
actives qu’elles contiennent ; c’est selon cet effet que les plantes médicinales sont réparties en
groupes. Ainsi, et tenant compte de la possibilité qu’une plante médicinale peut souvent traiter
a la fois plusieurs affections, une méme plante peut faire partie de plusieurs groupes de
plantes médicinales (Rubin, 1988).

Mais les plantes médicinales ne deviennent utiles qu’apres avoir subi un certain nombre de
transformations qui visent a libérer leurs principes actifs et a les rendre assimilables par
I’organisme. Pour cela, plusieurs techniques sont employées tel que les traitements
mécaniques (émulsion, pulvérisation,...), I’expression, la dissolution, la distillation...etc.
(Rubin, 1988 ; Duraffourdet al., 1990). Une fois les principes actifs extraits et leurs effets
étudiés, ils sont présentés sous de nombreuses formes qui dépendent surtout des voies
d’administration justifiées par les maladies a traiter. On les appelle formes galéniques, parmi
lesquelles on trouve les infusions, les sirops, les teintures meres, les huiles essentielles, les
gélules faites de poudres....etc (Valnet, 1983 ; Rubin, 1988 ; Duraffourdet al, 1990 ;
Moatti, 1990 ; Abayomi, 2010).

1.2. L’aromathérapie

L aromathérapie correspond a une branche a part entiere de la phytothérapie. Elle emploie et
contréle les essences végétales a des fins thérapeutiques (Edzard et Max, 2005 ; Florine et
Paul, 2014).

Les essences ou parfums naturels se trouvent chez les plantes sous forme d’huiles
essentielles (Jacques, 2005). Ces derniers constituent ainsi la forme atomique de la plante
(Raphaéle, 2007).
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1.3. Les huiles essentielles
1.3.1. Définition

Le terme « huile essentielle » fut inventé par le médecin suisse Parasculus Von Hohenheim
afin de désigner le composé actif d’un reméede naturel (Porter, 2001).

On les appelle couramment : essences, essences vegetales, huiles ou essences aromatiques,
parfums, huiles volatiles.

Les huiles essentielles sont constitués d’un mélange de substances odorantes, incolores ou
jaunatres, liquides a température ambiante, assez volatiles, trés peu solubles dans I’eau et plus
ou moins solubles dans I’alcool et dans I’éther, plus ou moins fluides, voire resinoides
(Bardeau, 1978 ; Jacques, 2005 ; Bousbia, 2011).

Ces molécules sont présentes en faible quantité dans les plantes aromatiques (Jouault,
2012). Elles sont extraites de différentes parties de vegetaux aromatiques dont les fleurs, les
feuilles, les tiges, les fruits, les graines, les racines, les aiguilles, le bois, I’écorce, les boutons
floraux, les bulbes, le rhizome, les bourgeons et la seve (Pibiri, 2005 ; Jacques, 2005 ;
Laurence, 2013 ; Laurent, 2016).

Cependant, ils sont obtenus :

-soit par entrainement a la vapeur(le plus fréquent) ;

-soit par distillation seche,(quelque cas, dont [I’huile essentielle de cade utilisé en
dermatologie) ;

-soit par un procédé mécanique approprié sans chauffage des agrumes (uniquement pour le

genre Citrus). (Jacques, 2012; Bruneton, 1999).

1.3.2. Répartition botanique

Les huiles essentielles n’existent que chez les végétaux supérieurs: il y aurait, selon
Lawrence, 17500 espéces aromatiques. Les genres capables d’élaborer les constituants qui
composent les huiles essentielles sont dans un nombre limité de familles, ex : Apiaceae,
Asteraceae, Cupressaceae,Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Piperaceae, Poaceae, Rutaceae,
Zingiberaceae,...etc (Bruneton, 1999).

1.3.3.Propriétes des huiles essentielles
1.3.3.1. Propriétés physiques et organoleptiques

Les huiles essentielles sont des liquides volatils & la température ambiante différencie des
huiles « fixes » leurs densité est en général inferieur a celle de I’eau a I’exception de quelques

4
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HEs de certaines espéces végétale comme le sassafras, girofle et la cannelle. Elles ont un
indice de réfraction éleve et la plupart dévient la lumiére polarisée. Solubles dans des solvants

organiques et elles sont liposolubles (Bruneton, 1999).

1.3.3.2. propriétés chimiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles se caractérisent par différentes indices, indice d’acide, indice d’ester,

indice de saponification et indice de carbonyle (Charpentier et al., 2008).

1.3.3.3. propriétés antimicrobiennes

Les propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles différentes en fonction de la matrice a
laquelle elles sont ajoutées, ou du fait du contact avec les macromolécules comme les lipides
ou les protéines qui protegent les micro- organismes de I’action des huiles essentielles
(Malecky, 2008).

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles est principalement liée a leur
composition chimique, en particulier de leurs composés volatils majeurs. Jusqu’a
présent, il n’existe pas d’étude pouvant nous donner une idée claire et précise sur le
mode d’action des HEs. Etant donné la complexité de leur composition chimique,
tout laisse a penser que ce mode d’action est assez complexe et difficile a cerner du
point de vue moléculaire. Il est trés probable que chacun des constituants des HEs ait
son propre mécanisme d’action (Samah, 2012).

A. activité antifongique :

Dans le domaine phytosanitaire et agro-alimentaire, les huiles essentielles ou leurs
composeés actifs pourraient également étre employés comme agents de protection contre les
champignons phytopathogénes et les microorganismes envahissant la denrée alimentaire (Lis-
Balchin, 2003).

Les huiles essentielles agissent sur un large spectre de moisissure et de levure en inhibant la
croissance des levures et la germination des spores, I’élongation du mycélium, la sporulation
et la production de toxines chez les moisissures.

En effet, les composés terpéniques des huiles essentielles et plus précisément leurs
groupements fonctionnels tels que les phénols et les aldéhydes réagissent avec les enzymes
membranaires et dégradent la membrane plasmique des levures (Knobloch et al.,1989).

Ils ont constaté également que les alcools et les lactones sesquiterpeniques avaient une activité

antifongique.
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Les huiles essentielles (carvacrol et thymol) deux especes ont montré, in vitro, une forte
activité antifongique contre tous les champignons de pourriture du bois. Ce grand pouvoir
bioactif observé chez les deux huiles est attribué principalement a leurs teneurs élevées en

phénols terpéniques.

B. activité antibactérienne

Les huiles essentielles ont deux sortes d’activités sur les microorganismes, une activité
Iétale (bactéricide) et I’autre inhibitrice de la croissance (bactériostase) (Kunle et al., 2003).
D’une maniére genérale, I’action des huiles essentielles se déroule en trois phases :

> Attague de la paroi bactérienne par I’huile essentielle, provoquant une augmentation
de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaires ;

» Acidification de I’intérieur de la cellule, bloguant la production de I’énergie cellulaire
et la synthese des composants de structure

» Destruction de matériel génétique, conduisant la mort de la bactérie.

1.3.4. La composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes pouvant contenir plus de 300 composés
differentes (Sell, 2006). Ces composes sont des molécules volatiles appartiennent
principalement a deux grandes familles de composées chimiques : les composés terpénique et

les composés aromatique (Vila etal., 2002).

1.3.4.1. Les terpénoides

Le terme terpénoides désigne un ensemble de substances présentant le squelette des terpenes
(qui sont des hydrocarbonés naturels, de structure soit cyclique soit a chaine ouverte : leur
formule brute est (C5HX)n(Figure n° : 1) avec une ou plusieurs fonctions chimique (alcool,

aldéhyde, cétone, acide, lactone,...etc.)



Chapitre I : les huiles essentielles

CH,
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Figure n° 1: Structure chimique
d'isopréne (C5H8)n

Leur classification et basées sur le nombre de répétitions de I'unité de base isopréne :
hémiterpenes (C5), monoterpénes (C10), sesquiterpenes (C15), diterpénes (C20), sesterepenes
(C25), triterpenes (C30), tetraterpenes(C40) et polyterpénes (Achour Ait Hellal, Khemissi
Haderbache, 2010).

Dans les huiles essentielles, seuls seront rencontres les terpenes les plus volatils. C'est adire,
ceux dont la masse moléculaire n'est pas trop élevée : monoterpénes et sesquiterpénes
(Bruneton, 1999).

- Monoterpeénes :

Les monoterpenes sont volatils entrainables a la vapeur d’eau, d’odeur souvent agréable et
représentent la majorité des constituants des HE, parfois plus de 90%. Ils peuvent étre
acycliques (myrcéne, ocymeéne), monocyclique (terpinéne, p-cimene) ou bicyclique (pinéne,
sabinéne). A ces terpénes se rattachent un certain nombre de substances a fonction chimique :
Alcools (géraniol, menthol), aldéhydes (géranial, citronellal, sinensal), cétones (carvone,
menthone, B- vétinone), et des esters (acetate de géranyle, acétate de linalyle,acétate de

cedryle, acétate a- terpinyle) (Figure n° : 2).
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Carbure monocyclic Carbure bicyclic
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: R =
Alcohol acyclic Phenol
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OH ! 9
P (;l’ Wi

Carbure Alcohol
Farmnesol Caryophyllene

OH

Figure n° 2: Structure Chimiques de quelques composés terpéniques

- Sesquiterpénes :
Il s’agit de la classe la plus diversifiée des terpénes. Elle contient plus de 3000 molécules

comme par exemple : B-caryophyllene, R-bisaboléne, a-humulene, abisabolol,farnesol.

1.3.4.2. les composes aromatiques

Les dérivés du phénylpropane sont beaucoup moins fréquents que les précédents, ce sont trés
souvent des allylphénols, propénylphénols, anéthol, aisaldéhyde, Apiol, (Estragol), Eugénol,
safrole,Asarones, Cinnamaldéhyde, cinnamyl, alcohol.

On peut également rencontres dans les huiles essentielles des composés comme la vanilline
(assez fréquente) ou comme I’authranilate de méthyle ; Les lactones dérivées des acides
cinnamiques (les coumarines), étant, au moins pour les plus simple d’entre, entrainables par la
vapeur d’eau (Bakkali et al., 2008).
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Aldehyde Alcohol Phenol Phenol
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Figure n°3: Structure Chimiques de quelques composés aromatiques

1.3.4.3. Les composés d’origine diverses

Il existe un nombre négligeable de produits résultant de la transformation de
molécules non volatiles issues soit de la dégradation des terpénes non volatils qui
proviennent de I’auto-oxydation par exemple des caroténes ou des acides gras

comme les acides linoléique (Piochon, 2008).

1.4. Facteurs influencant la composition des huiles essentielles

La composition chimique et le rendement en huiles essentielles varient suivant divers
condition: I'environnement, le genotype, l'origine geéographique, la période de récolte, le
séchage, la température et la durée de sechage, les parasites, les virus et les mauvaises herbes
(Olle et Bender, 2010).

Ajouter a la complexité d'huiles volatiles, les proportions des différents constituants d'une
huile essentielle peuvent varier de fagon importante tout au long du développement, aussi les
chimio types ou races chimiques sont tres fréquentes chez les plantes aromatiques
(Besombas, 2008).



Chapitre I : les huiles essentielles

1.5. Procédés d’extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont largement répondues chez les végétaux supérieurs et elles sont
généralement stockées dans les plantes en faible teneur (Guignard, 1995 ; Jouault, 2012).

La partie de la plante utilisée pour obtenir I’huile essentielle doit étre précisée, soit pour le
rendement soit pour la composition chimique de la partie considérée (Mélinda, 2010 ;
Jacques et Francis, 2013).

Ces composés peuvent étre obtenus a partir de matiere premiére végétale botaniquement
définie par différentes techniques d’extraction. Le choix de la méthode la mieux adapté se fait
en fonction de la nature de la matiére végétale a traiter, des caractéristiques physicochimiques
de I’essence a extraire, et de son usage apres extraction (Samate, 2001 ; Jacques et Francis,
2013 ; Laurents, 2016).

La méthode choisie pour I’extraction des huiles essentielles doit étre la plus efficaces et qui
donnerait une huile essentielle de trés bonne qualité, un rendement élevé avec un cout
économique faible, I’huiles essentielle obtenue doit étre limpide, concentrée, d’odeur fine

caractéristique de la partie de la plante utilisée et ne doit contenir aucune trace de solvant.

1.5.1. La distillation

La distillation est un procédé qui utilise la nature volatile des composants aromatiques pour
les séparer du reste de la plante. L association a I’eau s’appuie sur la théorie des liquides
mélangés mais non miscibles, découverte par Berthelot (1863), c’est I’azéotropisme.
La distillation du mélange eau-essence végétale s’effectue a une température inférieure
a100°C a pression atmosphérique normale, minimisant les dénaturations de I'huile essentielle
qu'une température supérieure ne manquerait pas de provoquer.

Selon Piochon (2008), il existe trois différents procédés d’extraction utilisant le principe de

distillation : I’hydrodistillation, I’hydro-diffusion et I’entrainement a la vapeur d’eau.

1.5.1.1. Hydrodistillation

L’hydrodistillation est la méthode la plus employée pour extraire les huiles essentielles.
Cette méthode consiste a immerger directement la partie de la plante a extraire dans I’eau
chauffée jusqu'a I’ébullition pendant 3 heures.

L’huile essentielle est évaporée avec la vapeur d’eau. Ces derniers sont hétérogénes sont
alors condenseées a I’aide d’un réfrigerent. Le distillat est ensuite récupéré dans un erlenmeyer
(Figure n° : 4) (Jouault, 2012).
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L’eau et molécules aromatiques du fait de leurs différences de densité, se séparent en une
phase aqueuse et une phase organique : I’huile essentielle. (Boukhalfa, 2014).

La distillation peut s’effectuer avec ou sans recyclage de la phase aqueuse obtenue lors de la
décantation. La durée de la distillation influe non seulement sur le rendement mais également

sur la composition de I’extrait.

Thermomeétre
( Eau

( A Réfrigérant a I'eau

4 '-‘ Ve Eprouvette

Plante _\&E-é_; Fau =% graduée
S R Chaute == — Huile
bouillante  Bstesiad ] o T
- @) ballon 1 essentielle
/ _— —+— Phase aqueuse
, =) —ﬁ"’="$‘=".——. 1] :
| | P

Figure n° 4 : principe schématisé de I’appareillage d’hydrodistillation

1.5.1.2. distillation par entrainement a la vapeur d’eau

Pour éviter certains phénomenes d’hydrolyse des composants de I’huile essentielle ou des
réactions chimiques pouvant altérer les résultats de I’extraction. Cette technique ne met pas en
contact direct I’eau et la matiere végétale située au-dessus d’une grille.Durant le passage de la
vapeur a travers le materiel, les cellules se distendent et les particules d’huile se liberent, la
vapeur circule et chasse la plupart de ses composes parfumés volatils. Puis traverse un tube
froid ou elle sera condensée. Aprés 3 heures, le distillat est récupéré dans une fiole réceptrice
puis séparé en une phase agqueuse et une phase organique (Franchomme et Pénoél, 1990)
(Figure n° : 5).
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Vapeur d'eau chargée Eau chaude
d’huile essentielle
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Chaleur —— huile essentielle
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Figure n° 5 : Principe schématisé de I’appareillage d’entrainement a la

vapeur d’eau (Luchesi, 2005).

1.5.1.3. hydro-diffusion

Consiste a pulser de la vapeur d’eau a trés faible pression (0,02-0,15 bar) a travers la masse
végétale, de haut vers le bas.la composition des produits obtenus est qualitativement
différente de celle des produits obtenus par les méthodes précédentes. Ce procédé permet un
gain de temps et d’énergie (Bruneton, 1999).

Cette technique exploite ainsi I’action osmotique de la vapeur d’eau. Le principe de cette
méthode réside dans [I’utilisation de la pesanteur pour dégager et condenser le
mélange « vapeur d’eau-huile essentielle » dispersé dans la matiére végétale (Franchomme et
al., 1990) (Figure n°6).
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Figure n° 6 : Principe schématisé de différentes étapes d’hydro-

diffusion.

1.5.2. I’extraction par solvants organiques

Consiste a places dans un extracteur un solvant volatil et la matiére végétale a traiter.Grace
a des lavages successifs, le solvant va se charges en molécules aromatiques, avant d’étre
envoyé au concentrateur pour y étre distillé a pression atmosphérique.

Le produit obtenu est appelé : concréte, cette concréte pourra étre par la suite brassee avec
de I’alcool absolue, filtrée et glacée pour en extraire les cires végétales.
Le solvant choisi, en plus d’étre autorisé devra possédes une certain stabilité face a la chaleur,
la lumiere ou I’oxygéne, sa température d’ébullition sera de préférence basse afin de faciliter
son élimination, et il ne devra réagir chimiquement avec I’extrait (Hernandez-ochoa, 2005).
Parmi les solvants utilisés sont le méthanol, I’éthanol et I’éther de pétrole. L’appareillage le

plus utilisé est celui de Soxhelet (Figure n° : 7) (lucchesi, 2005).
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EXTRACTION PAR SOLVANTS
HEXANE OU BENZENE OU ALCOOL

+( b

FILTRE

"OMNCRE 1!
SOLVANT 2 '

CONCENTREUR
: SOUS VIDE
epuisement des fleurs par des macérations successives

dans le solvant, puis evaporation et concentration sous
vide pour obtenir la “concréte’’, qui traitée par l'alcool,
glacée et filtrée, produira “'I'absolue” '

Figure n° 7 : Technique d'extraction par solvants

1.5.3. L’expression a froid

Les huiles essentielles de fruits d’agrumes sont des produits fragiles en raison de leur
composition en terpenes et aldéhydes. C’est pourquoi, spécifiquement pour cette catégorie de
matiere premiere, est utilisé un procédé totalement différent d’une distillation classique qui est
I’expression a froid (Lucchesi, 2005).

Le principe de cette technique est basé sur la rupture des sacs oléiferes contenues dans
I’écorce des fruits ; cette essence entrainée par un courant d’eau froide. L’émulsion d’essence

et d’eau isolée par décantation ou centrifugation.

1.5.4. Extraction par micro-ondes

Le pouvoir énergétique des micros — ondes a été mis en évidence a la fin de la seconde
guerre mondiale, d’une facon anecdotique par un physicien, le Dr Spencer, suite a I’oubli de
son sandwich sur un émetteur d’ondes, alors que jusqu’ici, les micros — ondes étaient
uniquement utilisées comme vecteur d’information, elles investirent les laboratoires de chimie
dans les années 80 (Mengaletal., 1993).

Les premiers travaux utilisant les micro- ondes pour extraire des composes organiques ont

été publiés par Ganzler, coll., Lane et Jenkins en 1986. Depuis cette date, I’extraction végeétale
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assistée par micro — ondes a été le fruit de nombreuses recherches et de brevets (Figure n° :
8).
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Figure n° 8: Extraction assisté par micro-ondes (Chemat et al., 2006).

1.5.5. I’extraction par le CO; supercritique

Il s’agit du procédé le plus récent d’extraction a froid, des matieres premieres végétales
utilisant le gaz carbonique sous pression et a température supérieur a 35 °C, le dioxyde de
carbone est employé principalement comme un fluide supercritique parce que c’est un solvant
sain, non-combustible, peu couteux, inodore, sans couleur, insipide, non — toxique, et
aisément disponible. Sa viscosité basse lui permet de pénétrer la matrice pour atteindre le
matériel a extraire, et sa basse chaleur latente d’évaporation est un moyen élevé de volatilité
qui peut étre facilement enlevé sans laisser un résidu un de solvant.

Cette technique présent d’avantage énorme car le CO> est naturel, non toxique, disponible
et peu couteux et il s’élimine de I’extrait sans laisser de résidus mais I’unique point de faible
c’est le cout de I’installation (Pellerin, 1991) (Figure n° : 9).
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Figure n° 9: Montage d'extraction par les fluides supercritiques (Pellerin,
1991).

1.6.Méthode de Caractérisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des matiéres premiéres pour les secteurs de I’industrie
pharmaceutique, de [I’agroalimentaire et de la cosmétique. La connaissance
parfaite de la composition chimique de ces substances permettrait aux professionnels des
secteurs précités de pouvoir contréler leur qualité et de les valorisées. L’identification des
composants d’une HE reste une opération délicate qui nécessite la mise en ceuvre
de plusieurs techniques qui sont dans certains cas complémentaires (Joulain, 1994).

La technique incontournable pour individualiser les constituants d’un mélange
reste la chromatographie en phase gazeuse (CPG). Son couplage a un détecteur a
ionisation de flamme (DIF) permet la quantification des constituants et le calcul de leurs
indices de rétention. La CPG est souvent combinée avec une technique d’identification
spectrale, généralement la spectrométrie de masse (SM) ou la Spectrométrie Infrarouge par
Transformee de Fourier(IRTF). Une nouvelle voie d’analyse est le recours a la RMN du
carbone-13 décrite par Formacek et Kubeczka et développée par Casanova et coll
(Julien, 2005). Elle permet d’identifier les constituants d’un mélange complexe sans

individualisation et sans séparation préalable.
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1.6.1. La chromatographie en phase gazeuse (CPG) :

La CPG est une méthode d’analyse par séparation qui s’applique aux composés gazeux ou
susceptibles d’étre vaporisés par chauffage sans décomposition. Les progrées technologiques
réalisés dans le domaine des colonnes capillaires, des phases stationnaires et des détecteurs
ont contribué a rendre la CPG incontournable pour la caractérisation des HES.

La chromatographe en phase gazeuse est constitué de trois modules : un injecteur, une
colonne capillaire dans le four et un détecteur. Le mode d’injection le plus répandu est
I’injection en “*split’” ou injection avec “‘division de flux’’, il est utilisé pour I’analyse de
solutions concentrées. L’injection se fait a haute temperature. L’échantillon est rapidement
introduit dans I’injecteur ou il est instantanément vaporisé et mélangé au gaz vecteur (hélium,
azote, argon, ou hydrogéne). Une électrovanne permet de régler le debit de fuite. Ce procédé
permet de faire en sorte qu’une fraction importante du flux gazeux soit évacuée, diminuant
ainsi la quantité d’échantillon qui pénetre dans la colonne et évitant de saturer la phase
stationnaire (Bouchonnet et Libong, 2002).

Le four contient I’élément clé de la séparation chromatographique la colonne analytique.
Cette colonne peut étre de deux types : colonne remplie ou colonne capillaire. Dans le cas des
HEs, les colonnes capillaires semblent plus adaptées ; elles sont en métal, en verre ou plus
souvent en silice fondue. Les substances de I’échantillon traversent la totalité de la colonne ou
est placée la phase stationnaire.

Les constituants d’un mélange sont séparés en fonction de leur polarité si la phase
stationnaire est polaire, de leur volatilité si cette derniére est apolaire. Leurs différences de
propriétés physicochimiques leur conférent des vitesses d’élution et ils sont donc séparés en
fonction du temps. lls arrivent a I’extrémité de la colonne, ils sont alors détectés et
enregistrés. La chromatographie en phase gazeuse permet donc de séparer un mélange
gazeux complexe par succession continue d’équilibre entre phase mobile gazeuse et phase
stationnaire (Besombes, 2008) (Figure n° 10).

Le développement des phases stationnaires et de la CPG multidimensionnelle a permis de
surmonter certaines difficultés rencontrées dans la séparation et I’identification des composés
dans les HEs. Ainsi, la CPG bidimensionnelles (CPG/CPG), mettant en ligne deux colonnes
capillaires, permet la séparation, I’identification et la quantification de composés minoritaires
pouvant coulure avec les composés plus abondants. L’échantillon est injecté dans la premiere
colonne, puis les composés qui coulent sont transférés dans une deuxieme colonne pour étre

séparés (Paolini, 2005).
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Figure n° 10 : Schéma du Principe de la chromatographie en phase gazeuse
(Besombes, 2008).

1.6.2. La spectrométrie de masse (SM)

Le spectromeétre de masse sert a toutes sortes d’analyser dont le but est de déterminer la
nature, la composition et la structure d’un échantillon. Il existe de nombreux types de
spectrométres de masse ; tous ont en communs trois éléments : une source, un analyseur et un
détecteur. La source est la partie du spectrométre de masse ou sont produits des ions gazeux a
partir des molécules introduites.

En couplage avec le chromatographe en phase gazeuse, ou les composes sont élues arrivent
au spectrometre a I’état gazeux, les sources utilisées sont dites a ‘‘ionisation électronique’
(IE) ou a “‘ionisation chimique’” (IC). La source est maintenue a une température élevée
(généralement comprise entre 100 et 250°C) pour éviter la condensation des substances
(bouchennet et Libong, 2002).Les ions sont ensuite dirigés vers la partie analytique de
I’appareil. Dans le spectrométre de masse, les ions sont séparés selon leur ration «
masse/Charge », a I’aide d’un champ magnétique ou électrique (Besombes, 2008). Le
faisceau d’ions ayant traversé I’analyseur de masse est détecté et transformé en un signal

utilisable.
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1.6.3. Couplage CPG/SM :

La simplicité du couplage entre ces deux techniques, les progrés accomplis dans le
traitement en temps réel dusignal, la constitution de banques de données de spectres
de masse et le développement des algorithmes de comparaison entre le spectre d’un compose
inconnu avec ceux répertoriés dans la banques ont a I’origine de la généralisation de
I’usage de la CPG/SM dans les laboratoires d’analyse des composés aromatiques.

La CPG sur colonne capillaire constitue une excellente méthode d’introduction de
I’échantillon dans le spectrométre de masse. Ainsi, la colonne capillaire est directement
couplée a la source d’ions permettant I’ionisation des constituants. Il existe deux modes
d’ionisation : I’ionisation chimique (IC) et I’ionisation par impact électronique (IE). Ce dernier
mode est le plus répondu dans le domaine des huiles essentielles, le seul qui permet une étude
systématique de la structure des ions moléculaires et fragments formes.

Le principe de la CPG/SM (IE) reside dans la séparation en phase gazeuse de molécules
chargées (ions) en fonction de leur rapport masse/charge (m/z). A la sortie de la colonne, les
molécules arrivent au niveau de la source d’ionisation, elles entrent en collision avec un flux
d'électrons obtenus par effet thermoélectronique a partir d’un filament en rhénium.
Ces électrons leur arrachent un autre électron générant des cations radicalaires, appelés

aussi ions moléculaires M* (Cavalli, 2002) (Figure n° : 11).

Armpb

o

Cluomatog razeme

Figure 11 : Schéma du principe du fonctionnement du couplage
(Besombes, 2008).

1.8. Domaine d’utilisation des huiles essentielles

Traditionnellement, les huiles essentielles sont présentes dans le processus de fabrication de

nombreux produits finis destinés aux consommateurs. Les huiles essentielles peuvent avoir
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d'intéressantes applications dans différents secteurs : elles sont utilisées dans I’agroalimentaire
pour aromatiser la nourriture, dans I’industrie de la parfumerie, de la cosmétique et de la
savonnerie. On les utilise aussi dans la fabrication des adhésifs (colle,scotch ...),dans
I’industrie automobile, dans la préparation des sprays insecticides. L'homéopathie et
I'aromathérapie sont des exemples courants d'usage d'huiles essentielles en médecine douce.
(Bakkali, 2007).

1.8.1. En désinfection de I'air

Les huiles essentielles sont composées d'un grand nombre de molécules volatiles. En
diffusion dans I'air ou diluées dans les produits de nettoyage, elles désinfectent, désodorisent
et parfument agréablement et naturellement l'air. Cette pratique réguliére prévient également

des affections microbiennes en renforgant les défenses immunitaires.

1.8.2. Parfums et Cosmétique

Dans le domaine des parfums et cosmétiques les huiles essentielles sont employées en tant
qu’agents conservateurs grace a leurs propriétés antimicrobiennes et antiseptiques qui
permettent d’augmenter la durée de conservation du produit (Bekkali, 2007).
Ces essences naturelles servent a préserver ces cosmétiques tout en leur assurant une odeur

agréable grace a leurs composés volatils.

1.8.3. En agroalimentaire

Les effets antimicrobiens de différentes espéces d'herbes et d'épices sont connus depuis
longtemps et mis a profit pour augmenter la durée de vie des aliments. Ainsi les huiles
essentielles et leurs composants, actuellement employés comme arébmes alimentaires sont
également connus pour posséder des activités antioxydants et antimicrobiennes sur plusieurs
bactéries responsable de la pollution des aliments et pourraient servir d'agents de conservation
alimentaires (Burt, 2004 ;Tiwariet al.,2009).

Les huiles essentielles ont également des propriétés fongicides. Elles sont utilisées en tant
que pesticides car elles ne sont pas toxiques pour les plantes et sont facilement dégradables et
son trés efficace contre les moisissures responsables des denrées alimentaires lors de leurs
stockages (Fillatre , 2011).
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1.8.4. En traitement des infections

Les huiles essentielles sont trés efficaces sur les germes résistants aux antibiotiques. Ce qui
leur donne une place parmi les moyens thérapeutiques pour guérir, atténuer ou prévenir les
maladies et les infections. Le traitement des affections bactériennes et fongiques de la cavité-
buccale est un exemple parmi d'autres, des domaines d'application de l'activité des huiles
essentielles (Fillatre, 2011 ;Gherib, 2009).

1.9. Toxicité des huiles essentielles

De nombreux ouvrages font référence a la toxicité de nombreux produit sur le marché, la
plupart du temps, sous le terme de toxicité sont décrite des données expérimentales
accumulées en vue d’évaluer le risque que présente leur emploi. La toxicité chronique des
huiles est assez mal connue ; contrairement au risque de toxicité aigué lié a une ingestion
massive, en particulier la neurotoxicité des huiles essentielles a thuyone (thuya, absinthe,
sauge officinale, tanaisie) ou a pinocamphone. Ces cetones induisent des crises épileptiformes
et tétaniformes, des troubles psychiques et sensoriels qui nécessitent I’hospitalisation. Cette
toxicité non négligeable conduit a adopter une attitude prudente face aux pratiques telles que
I’aromathérapie lorsqu’elles utilisent des huiles essentielles pures et a fortes doses, par voie
orale et a fortiori en mélange. Elle oblige a employer un matériel de qualité a bon escient.
C'est-a-dire sur un diagnostic bien posé et selon les posologies parfaitement adaptées a I’état
et a la physiologie propre a chaque patient (Bruneton, 1999).
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I1.1.Le genre Artemisia :

Le genre Artemisia est un membre d’une grande variété de plantes appartenant a la famille
des Asteraceae (Compositae) : qui est avec 23600 espéeces, la famille la plus importante des
angiospermes (Dupont, 2012).

Avec 500 différentes espéces de ce genre Artemisia se trouvent particulierement diversifiées
dans les régions seches, comme le bassin Méditerranéen, I’ Afrique australe, le Mexique et le
Sud-ouest des Etats-Unis, les régions arides d’Amérique du sud (Botineau, 2010 ;Pelikan,
2002).

Un grand nombre d’armoise (environ 250 espéces) sont réparties a travers I’hémisphére Nord.
Plus d’une dizaine d’especes ont été determinées en Algérie ; certains sont rares et disséminées
en hautes montagnes, ou cantonnées dans certaines limites; d’autre sont au contraire
particulierement abondantes et répondues sur de grandes étendues, ex : Artemisia herba alba
(Shih), espéce typique du paysage steppique et saharien. Leur détermination n’est pas tres

délicates, d’autant qu’elles sont pour la plupart, vivaces et aromatiques (Baba Aissa, 2000).

I1.2.Artemsia herba alba Asso

L’Artemisia Herba Alba ; en frangais I’Armoise herbe blanche est une plante Herbacée
mensuelle tres répondu dans les zones arides a semi-aride. C’est une espece du genre Artemisia
(Armoise) qui appartient a la famille des Astéracées. Elle présente une vaste répartition
géographique couvrant, en Algérie, environ 4 millions d’hectares et se développe dans les
steppes argileuses et sols tassés relativement peu perméables. Elle constitue un moyen de lutte
naturel contre I’érosion et la désertification (Bendahou, 2007).

Elle a été décrite par I'historien grec Xénophon, dés le début du IVe siécle av. J.-C., dans les
steppes de la Mésopotamie et répertoriée en 1779 par le botaniste espagnol Ignacio Jordan
Claudio de Asso y del Rio (Francis, 2001).

C’est une plante essentiellement fourrageére, trés appréciée par le bétail comme paturage
d’hiver. Elle présente une odeur caractéristique d’huile de thymol et un golt amer d’ou son

caractere astringent (Nabli, 1989).
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Figure n° 12 : Artemisia herba alba dans son
environnement

11.2.1.Classification
Artemisia est le nom de genre des armoises, il provient de celui de la déesse grecque de
lachasse Artemisia herba-alba signifie herbe blanche.
Phylum: Angiospermeae.
Sous Phylum: Dicotylédones
Ordre: Gampanulatae
Famille: Asteraceae.
Sous-famille: Asterioideae.
Tribu: Anthemideae.
Sous-tribu: Artemisiinae.
Genre: Artemisia.
Espece: Herba-alba (Dupont, 2004).

11.2.2.Dénomination

Nom scientifique : Artemisia herba alba Asso ou Artemisia inculta del (Quezel et Santa,
1963).
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Nom locale :
e en arabe : Chih,Gaisoum, Chih korassani (Seddiek et al,2011 ;Al-Khazraji et
al.,1993).

e entamazight : Ifsi (El Rhaffari, 2008)
Noms en frangais : Armoise blanche (El Rhaffari, 2008).
Noms en anglais: Desert worm wood ou white wormwood (Seddiek et al., 2011; Abass,
2012).

Nom en ltalie : assenzio romano.

11.2.3.Description botanique
11.2.3.1. Partie aérienne:

-Tige : ou partie ligneuse, ramifiée de 30a 50 centimetres de long, tres feuillées avec une
couche épaisse.la touffe des tiges est plus importante selon la pluviométrie (Ozenda, 1985).
-Feuilles : elles sont courtes, alternées, tres divisées, laineuses, blanches, pubescentes et
pennatipartites. Elles diminuent de taille au fur et a mesure que les rameaux s'allongent. Cette
diminution de taille des feuilles entraine une réduction considérable de la surface transparente,
et par conséquent, permet a la plante de résister a la sécheresse (Pourrat, 1974).

-Fleurs : elles sont groupées en grappes, a capitules tres petites (3/1.5mm) et ovoides.
L'involucre est a bractées imbriquées, le réceptacle floral est nu avec 2 a 5 fleurs jaunatres par
capitule toutes hermaphrodites (Pottier, 1981).

Le calice est pentameére et est toujours reduit, la corolle est gamopétale et pentamere et peut se

présenter sous trois formes différentes : tubuleuse, bilabiée ou ligulée (Goris, 1967).

11.2.3.2. Partie souterraine ou racine

Elle se présente sous forme d'une racine principale, ligneuse et épaisse, bien distincte des
racines secondaires et qui s'enfonce dans le sol tel un pivot. La racine pénétre profondément
jusqu'a 40 a 50 centimetres et ne se ramifie qu'a cette profondeur (Aidoud, 1983).

La saison d'automne est considérée comme une période tres favorable pour la bonne
croissance vegétative de I'Artemisia herba alba Asso, la floraison commence en Juin et se

développe essentiellement en fin d'éte (Ghrabi et Al-Rowaily, 2005).
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11.2.4.Distribution géographique

D'aprés Nabli (1989), I'armoise blanche est largement répandue depuis les Tles Canaries et le
Sud-Est de I'Espagne jusqu'aux steppes d'Asie centrale (Iran, Turkménistan, Ouzbékistan) et a
travers I’ Afrique du Nord et le Proche-Orient. Elle pousse dans I'ensemble des pays du bassin
méditerranéen. En Afrique du nord, cette espéce couvre d'immenses territoires évalués a plus
de dix millions d'hectares.

Artemisia herba-alba est absente des zones littorales nord et se raréfie dans I'extréme sud.

11.2.5.Ecologie
En général, I'armoise blanche est rencontrée dans la zone phytoclimatique dans des semi-

aride jusqu'au saharien, sous une pluviosité annuelle de 150 a 350 mm et des hivers frais a
froids ou méme tempéres.
DJEBAILI en 1978, classe les stations représentatives des régions steppiques (Ouest et Est)
selon la période de sécheresse, en quatre catégories :

e La premiere avec une période de sécheresse de 11 a 12 mois (Biskra, ouled djellal,

laghouat, Ain-Sefra et cl- Biodh).

e Ladeuxieme avec une période de sécheresse de 7 a 10 mois (elKantara).

e Latroisieme avec une période de 6 mois de sécheresse (Mécheria).

e Laquatrieme avec 4 a 5 mois de sécheresse (Djelfa, Aflou, et Batna).
Du point de vue édaphique, lI'armoise blanche peut se trouver sur des sols a texture fine allant
du limono-argilo-sableuse a la limoneuse et peut méme occuper les sols pauvres en matiére
organique, les sols rocailleux superficiels, mais rarement les sols gypseux et jamais les sols
salins (Gseyra, 2006).

11.2.6.Composition chimique

L armoise blanche est la principale espece végeétale paturée surtout au printemps et en éte.
Elle constitue une source tres importante pour le cheptel. La biomasse de cette plante constitue
un aliment de substitution pour I’élevage du bétail en période de disette. La matiére seche
apporte entre 6 et 11 % de matiere protéique brute dont 72% est constitué d'acides amines. En
effet La valeur énergétique de I’armoise herbe blanche, tres faible en hiver (0,2 a 0,4 UF/kg
MS), augmente rapidement au printemps (0,92 UF/kg MS) pour diminuer de nouveau en été
(0,6 UF/kg MS). En automne, les pluies de septembre provoquent une nouvelle période de

croissance et la valeur énergétique augmente de nouveau (0,8 UF/kg MS) (Messai, 2011).
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Cette plante présente un équilibre harmonieux entre le calcium (0.5%) et le phosphore (0.07%).
Elle est assez riche en cellulose (26,73%) (Ayed et al, 2007).
D'apres Khafagy et al., (1971), plusieurs métabolites secondaires ont été isolés de I’A. herba-
alba, peut étre les plus importants sont les sesquiterpenes lactones. D'autres études ont été
portées sur les flavonoides et les huiles essentielles.

» Composes polyphénoliques

La plante est riche en composés polyphénoliques, qui sont les meilleurs antioxydants,

flavonoides et tanins. Le terme flavonoide désigne une tres large gamme des composés naturels
appartenant a la famille des polyphénols, ils sont considérés comme des pigments quasiment
universels des végetaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois
des feuilles. Les principaux flavonoides isolés a partir de I'armoise herbe blanche sont : la
hispiduline, la cirsimaritine. Des flavones glycosidiques comme la 3- rutinoside, quercétine et
isovitexine sont aussi mis en évidence (Moufid et Eddouks, 2012).

> Les Sesquiterpenes lactones

Les sesquiterpénes lactones sont parmi les produits naturels trouvés dans les espéces
d'Artemisia et sont en grande partie responsable de I'importance de ces plantes en médecine et
en pharmacie. Plusieurs types de sesquiterpénes lactones ont été trouvés dans les parties
aeriennes de Artemisia herba alba Asso : des eudesmanolides, germacranolides, guainalides, et
xanthonolides (Moufid ; Eddouks, 2012).

» Les huiles essentielles

Les plantes de la famille des Astéracées, auquel appartient I'Artemisia herba-alba, ont fait
I'objet de plusieurs études phytochimiques par intérét économique surtout pour leurs huiles
essentielles (Messai, 2011).

Généralement, I'huile a été largement rapporté a contenir des composés de monoterpénoides,
principalement oxygéne, telle que le 1,8-cinéole, chrysanthenone, chrysanthenol, a B-thujones,

et le camphre comme principales composantes (Mohamed et al., 2010).
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Tableau n° 1: Composants majoritaires d'huiles essentielles d'especes Artemisia herba alba
distribuées dans I’ Algérie. (Chibani, 2013 ;Goudjil, 2016).

Composés %

Meéchria,
L’ouest
d’Algérie

Nord
Sahara

Algérien

M'Sila | Dejelfa

BordjBouArreéridj

Bou

Saada

Biskra
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(2E,32) 3,5-
Heptadienal-2-
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8.58
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11.2.7.Utilisation de la plante

L’Artemisia herba alba Asso est trés utilisé dans la médecine traditionnelle par de nombreuses

cultures au Moyenne-Orient et en I’ Afrique du nord depuis les temps anciens contre plusieurs
maladies. Elle a été utilisée, tout d'abord, comme aromatisant dans le thé et le café, puis elle est
devenue une panacée dans la médecine traditionnelle arabo-musulmane.
Elle est la plus connue en Algérie. Le chih est un remede trés populaire auquel on a souvent
recours: pour faciliter la digestion, calmer les douleurs abdominales et certains malaises du foie
et antidiabétique. Ses racines sont indiquées contre certains troubles nerveux (Baba Aissa,
2000).

L armoise blanche a été reconnue par les populations pastorales et nomades pour ses vertus
purgatives. On I’utilise notamment comme vermifuge chez les ovins (Messai, 2011).

La plante pourrait constituer un bon adjuvant pour combattre I'obésité, le stress oxydatif
(Abass, 2012).

Dans une étude visant a révéler les raisons de I'utilisation de cette plantes, I’extrait de I’huile
essentielle d’Artemisia herba alba Asso a éte testé contre différentes bactéries qui causeraient
des troubles intestinaux, ainsi que sur des lapins afin de déterminer I’activité antispasmodique
de cet extrait. L’huile essentielle d’Artemisia herba alba Asso a montré une activité
antibactérienne contre plusieurs bactéries telle que I'Escherichia coli, Shigella sonnei et la
Salmonelle typhose (Mansour, 2015).

11.2.8.Toxicité

Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisés sans risque dans la
phytothérapie. Comme tous les produits naturels : « ce n’est pas parce que c’est naturel que
c’est sans danger pour I’organisme ».A forte dose, l'armoise est abortive, neurotoxique et
hémorragique. La thuyone constitue la substance toxique et bioactive dans I'armoise et la forme

la plus toxique est I'alpha-thuyone. Elle a des effets convulsivantes (Bouzidi, 2016).
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11.2. Le genre Mentha pulegium.L
11.2.1. Historique

La menthe est I’'une des plantes médicinales les plus célébres que I'on connait depuis

longtemps. On a retrouvé en effet des feuilles de menthe séchées vieilles d'environ 3000 ans
dans les pyramides égyptiennes. Tandis que les Grecs et les Hébreux s’en parfumaient, les
Romai en glissaient dans leur vin et leurs sauces. Au Moyen Age, on découvre vraiment ses
vertus thérapeutiques soit en calmants, antiseptiques ou encore en anesthésiques, puisqu’elle est
prescrite aux personnes souffrantes pour anesthésier la douleur.
Originaire d’Asie et de I’Europe médiévale, la menthe est un aromate connu pour sa
prolifération rapide. Libérant un parfum tres fort et agréable, elle embaumait les temples grecs
et les demeures des Hébreux. Elle éloignait également les puces et assaisonnaient les mets.
(Addadi et Ferradji, 2014)

11.2.1.1. Généralité sur La menthe

La menthe est une plante aromatique aux multiples propriétés. Sur le plan medicinal elle
révele des capacités antidouleur, antiseptique ou digestive, tandis qu’en cuisine la menthe
apporte une petite touche de fraicheur a nos repas.

La menthe est une plante vivace, vivace du verbe vivre donc une herbacée qui vit longtemps
en général supérieur a deux ans, qui produit plusieurs floraisons et qui résiste aux rigueurs de la
mauvaise saison, que ce soit le gel de I'hiver ou la sécheresse des périodes de canicule.
 La menthe, riche en vitamine C, en fer, en manganese, a des vertus digestives, antiseptiques,
stimulantes. Elle est conseillée pour les femmes enceintes, allaitantes, et les personnes
présentant des troubles digestifs, ou sujets aux maux de ventre.

» De par sa forte teneur en antioxydants, elle contribue a limiter les risques de maladies
cardiovasculaires ainsi que celles liées au vieillissement.

* La menthe se révele étre un insecticide naturel efficace.

» Appliquée au niveau des ouvertures de votre habitation, elle devient une barriére contre les
moustiques.

La menthe est I’une des plantes les plus renommeées. Nous la connaissons généralement pour
son odeur, ses qualités gustatives et ses bienfaits en phytothérapie. Comme d’autres plantes la
menthe possede elle aussi de nombreuses variétés. Nous ne pouvons pas aborder toutes les
variétés de menthe, je vous propose de nous attarder sur 4 d’entre elles, qui me semblent les

plus intéressantes :
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1 « Menthe poivrée (Mentha x piperita)

2 « Menthe des champs (Mentha arvensis)

3 « Menthe pouliot ou Menthe 'Flio' (Mentha pulegium)

4 « Menthe verte (Mentha spicata). (Addadi et Ferradji, 2014)

11.2.2. Généralité sur Mentha pulegiumL. ssp. Pulegium:

Les Menthes, du nom latin Mentha, sont des herbacées vivaces, indigénes et tres odorantes
appartenant a la famille des Lamiacées (Jahandiez et Marie, 1934). Sur le plan des principes
chimiques, la plupart des espéces de menthe doivent leur odeur et activité a leurs huiles
essentielles ou essences de menthe (Benayad, 2008).

Autant les menthes sont faciles a reconnaitre a leur odeur tout a fait caractéristique, autant
elles sont difficiles a distinguer les unes des autres, en raison des formes intermediaires et des
origines hybrides qui les relient. Parmi toutes les Lamiacees, les menthes se reconnaissent, en
plus de leur odeur spéciale, a leurs fleurs trés petites, a leurs corolles presque régulieres a
quatre lobes presque égaux et leurs quatre étamines également presque égales (Benayad,
2008).

La menthe pouliot, Mentha pulegium, est I’espéce la plus exploitée pour ses vertus
médicinales et aromatiques (Rana et al., 1997 ; Cantino, 1998).

Elle est représentée par deux sous especes: Mentha pulegiums sp. Vulgaris et Mentha pulegium
ssp. Pulegium (Quézel et Santa, 1962). Cette derniére fera I’objet de notre étude.

Elle fait partie de la sixieme et la derniére série de la famille des labiées (Zaidi et al., 1998) (ou
lamiacées) qui renferme 4000 especes en 200 genres, nombreuses dans les pays
méditerranéens dont 146 espéces en Algérie (Abdel, 2003).

11.2.3. Description botanique

C’est une plante de 10 a 30 cm de hauteur, a inflorescence formée de nombreux verticillés
denses, feuillés et distants (Quézel et Santa, 1963). Sa saveur est fortement aromatique et son
odeur est intense. Le nom de pulegium vient de latin pulex, la puce car la plante a la propriété
d’éloigner les puces (Bekhechi, 2008).

Les tiges a section carrée, sont plus ou moins dressées, verdatres ou grisatres, trés ramifiées.
Les feuilles, opposées et petites, sont ovales ou oblongues presque entieres (légérement

dentelées ou crénelées) et munies d'un court pétiole.
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Les fleurs, qui apparaissent I'été, de mai a fin septembre, sont rose lilas, parfois blanches, et
sont groupées a l'aisselle des feuilles en glomérules largement espacés le long de la tige.
Chaque inflorescence, en cyme, est axillée par une bractée foliacée. Elle englobe jusqu’a 30
fleurs. Deux pre feuilles, réduites, naissent a la base de chaque inflorescence. Le calice,
persistant et finement velu, est en cloche. Il est faiblement bilabié, strié et a 5 dents subégales
(les 2 dents inférieures sont plus étroites). La corolle est gamopétale formée de cing pétales
soudées. Le fruit est constitué de 4 akénes. (Queézel et Santa, 1963 ; Arvy et Gallouin, 2003).

11.2.4 Position systématique
D’aprés Quézel et Santa (1963) et Guignard et Dupont (2004), la systématique de Mentha

pulegium est la suivante :

Régne Végétale

Embranchement Phanérogames ou Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones

Sous-classe Gamopétales

Ordre Lamiales

Famille Lamiacées

Genre Mentha

Espéce Menthapulegium (L.)

Sous espece Menthapulegiumssp. Pulegium
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Figure n° 13 : le genre Mentha

pulegium .L

11.2.5. Caractérisation de I’huile essentielle de la Mentha pulegium L

La menthe pouliot contient une huile essentielle .C’est un liquide jaunatre , d’odeurs tres
fortes, solubles dans I’alcool , composées de 75 & 80% de pulégone liquide incolore d’odeur
aromatique et de menthol de limonéne lévogyre de dipenténe , la menthe pouliot contient
également du tanin , des matiéres cellulosique et pectique , du sucre etc. (Beloued, 1998).
L’huile essentielle de Mentha pulegium.L est caractérisée par prépondérance de la (+)-pulegone
(70-90%) accompagnée d’autres cétones mono terpéniques: isomenthone, menthone,
piperténone (Bremness, 2001).

11.2.6. Propriété et usage

La menthe pouliot a surtout des vertus thérapeutiques, insecticide, que culinaire & cause de
son gout plus amer, utilisée dans sec différents ; nous procure une multitude de modes d’emploi
et recettes.

Il semble que dans le temps des anciens elle était méconnue, utilisée uniquement pour former

des couronnes qu’ils portaient lors des cérémonies religieuses, par contre les chinois
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connaissaient ses propriétés calmante et antispasmodique, Hippocrate la considérait comme

excitante alors que Pline a constater sin effet antalgique (Kebissi, 2004).

11.2.6.1. Parasiticide

On signale que les propriétés de la menthe pouliot sont dues aux principes actifs qu’elle
renferme. La menthe pouliot constitue un des principaux moyens de lutte contre la vermine
(Leclerc, 1976). En la rependant (I’huile essentielle de notre menthe) dans I’air d’une piece elle
éloigne les parasites et insectes piqueurs. On en met dans les niches ou paniers des chiens, prées
des réserves a gains, de salaison et de fromages car I’odeur déplait aux puces et aux petits
rongeurs.

On en brule dans les locaux infestés par les puces, et on I’utilise aussi sous forme de lotion, sur

le pelage des animaux domestique pour les débarrasser de ces nuisibles parasites (Baba, 2000).

11.2.6.2. Bactéricide
Purifie I’eau dans les pays arabes, I’eau devient plus ou moins fraiche car elle est conservée
dans des jarres parfois pendant plusieurs jours. L’ajout d’une poignée de feuilles de menthe

permet d’enrayer le développement des bactéries en plus de rendre I’eau plus désaltérante.
(Noudin et Grumbach, 2000).

11.2.6.3. phyto-aromatheérapie

Mentha pulegium L est utilisée : fraiche, vapeur, en friction en coction, comme huile

essentielle, ou en infusion, en décoction, en cataplasme, ou encore en compresse.

11.2.7. Aires de repartition

Mentha pulegium est trés répandue dans le nord de I’ Afrique, dans la région méditerranéenne
et dans I’Asie (Quézel et Santa, 1963 ; Chalchat et al., 2000).
En Algérie, Mentha pulegium est trés abondante et pousse spontanément (Quézel et Santa,
1963). Elle se rencontre dans les zones humides et généralement marécageuses, pres des routes,

et elle est plus abondante dans les paturages de montagnes (Chalchat et al., 2000).
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11.2.8. Utilisation en médecine traditionnelle

La menthe pouliot, connue sous le nom vernaculaire arabe de « fliyou », est largement
utilisee en médecine populaire dans de nombreuses cultures (Agnihotri et al., 2005 ; Diaz-
Maroto et al., 2007). Les parties aériennes fleuries de cette plante sont traditionnellement
utilisées pour leurs propriétés antimicrobiennes, expectorantes, carminatives et
antispasmodiques dans le traitement du rhume, la bronchite, la tuberculose, la sinusite, le
choléra, les intoxications alimentaires, les flatulences et les coliques intestinales (Zargari, 1990
; Delille, 2007).

Depuis I’antiquité, Les Menthes conservent une grande diversité d’emplois et occupent une
large place dans la thérapeutique. Elles fortifient tout le systeme nerveux, stimulant diffusible
et aussi un sédatif diffusible, la menthe rend d’éminents services contre la nervosité et les

différentes manifestations nerveuses (Benayad, 2008).
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I11. 1. Les micro-organismes :

Les micro-organismes et/ou de leurs produits peuvent causaient des pathologies
dans I’héte, parmi les maladies d’origine microbienne, certaines sont dues a des
champignons, virus, d’autres a des protozoaires, ou des bactéries. (Jean, 2005).

Dans se travaille I’activité antimicrobienne des huiles essentielles des plantes choisis

a été testée sur les MO suivants :

I11.2. Escherichia coli

Escherichia coli (ouE. coli ou colibacille) est une bactérie, organisme procaryote
appartenant a la famille des Entérobactéries. Le colibacille est un bacille, bactérie en forme de
batonnet, Gram négatif (ce que I'on note souvent Gram -). Escherichia coli posséde un
génome a ADN double brin circulaire de 4,6 millions de paires de bases, qui est entiérement
séquencé. Elle se réplique trés rapidement a 37°C, toutes les 20 minutes, ce qui permet de
multiplier facilement de I'ADN ou des protéines d'intérét (Buagnicont, 1995)

E. coli, héte normal de I’intestin de I’lhomme et des animaux souvent retrouvé en petit
nombre dans les urines saines. C’est une bactérie largement répandue dans le milieu extérieur,
sa présence en quantité importante témoigne d’une contamination fécale récente (Nauciel et
Vildé, 2005)

111 .2.1. Classification d’E. coli (Pillet et al., 1986)
Regne : Bacteria
Embranchement : Proteobacteria
Classe : GammaProteobacteria
Ordre : Enterobacteriales
Famille : Enterobacteriaceae
Genre : Escherichia

Espéce : Escherichia coli (pillet et al, 1986)
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111.2.2. Pouvoir pathogene

La majorité des souches d’E. coli sont inoffensives, quelques-unes seulement sont
pathogénes. Les E. coli ont le méme pouvoir invasif que Shigella. lls multiplient a
I’intérieur des cellules et ou ils causent des inflammations avec des diarrhées
(Syndrome schigellose) sanglantes riches en muscus et lecocytes (Nauciel et validé,
2005).

C'est une bactérie communément trouvée dans les intestins des mammiféres et des
humains. Il en existe différentes formes dont certaines sont pathogenes, provoquant
de gastro-entérites ayant des traductions cliniques variables: diarrhées d’allure
banale, diarrhée sanglante. Chez le nourrisson la diarrhée peut entrainer assez
rapidement un état de déshydratation (Nauciel et Vildé, 2005).

Elle peut aussi causer des infections de méningites ou une septicémie (Eyquen et
Montgner, 2000).

Le point de départ de I’infection est le plus souvent le tube digestif des animaux,
notamment les bovins. La contamination se fait ensuite chez I’homme par voie orale,
par ingestion d’aliments contaminés.Une fois a I’intérieur de I’organisme, les
souches pathogeénes vont coloniser la flore intestinale et s’y multiplier.

L’Escherichia coli peut également se transmettre via contact direct par les mains

avec des animaux contamines ou avec des personnes infectées.

111.3. Bacillus cereus

Une bactérie largement répandue dans la nature, présente dans plusieurs réservoirs.
Elle pourrait vivre en symbiose dans I’intestin de différentes especes d’arthropodes
(Bornert, 2000 ; Margulis et al., 1998).

Cette espece saprophyte du sol est également capable de se multiplier et de produire
des spores qui lui permettront de persister dans le sol ou elle est extrémement
représentée (Kotiranta et al., 2000 ; Vilain et al.,2006).

Est une Bacille Gram positif de 1,4 um habituellement observés en paires ou en
chainettes courtes. B.cereus est anaérobie facultatif, mobile et capable de former des
endospores, et ses colonies blanches d’aspect granuleux font entre 2et 7mm de
diametre. Une croissance est observée a des températures se situant entre 10-20 °C

et 35-45°C, la température optimale étant d’environ 37 °C. Le bacille peut produire
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six types de toxines, a savoir cing entérotoxines et une toxine émétique, qui peuvent
étre thermostables ou thermolabiles, selon les souches (Guinebretier et al., 2008).
Responsable d’intoxications alimentaires spontanément résolutives (24-48 heures) de deux

types (syndrome diarrhéique et syndrome émétique) ainsi que d’infections opportunistes

111.3.1. Classification de Bacillus cereus

Regne : Bacteria
Embranchement : Firmicutes
Classe : Bacilli
Ordre : Bacillales
Famille : Bacillaceae
Genre : Bacillus
Espéce : Bacillus cereus(Larpent, 2000)

111.3.2. Pouvoir pathogéne

B. cereus est responsable d’intoxinations se traduisant par des symptomes émétiques et de
toxi-infections caractérisées par des symptomes diarrhéiques. Les maladies a symptomes
émétiques sont causées par I’ingestion d’une toxine, le céréulide, produite dans I’aliment au
cours de la croissance de B. cereus. Les maladies a symptdmes diarrhéiques seraient causées
par I’ingestion de cellules et/ou de spores de B. cereus, suivie d’une production
d’entérotoxines dans I’intestin. Toutefois, B. cereus produit plusieurs autres protéines a effet
toxique in vitro ou sur modéles animaux, et il n’est pas exclu que certaines d’entre elles
contribuent aussi aux symptomes diarrhéiques (Ehling-Schulz et al., 2004).

La principale voie de transmission de cette bactérie a I’Homme est alimentaire. En effet, de
par son abondance dans le sol et la résistance de ses spores, B.cereus peut contaminer

pratiquement toutes les catégories d’aliments et particuliérement les végetaux.
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111.4. Proteus mirabilis

Les Proteus mirabilis sont largement répondus dans I’environnement naturel, y compris
I’eau polluee, le sol et le fumier, on les rencontre aussi dans la viande putride, des abces. (
Kelley Struble et al.,2009).

Les bactéries appartenant a I’espéce Proteus mirabilis .Ont une morphologie des petits
bacilles a Gram neégatif en forme de batonnet, généralement trés mobiles, polymorphes,
mesurant de 0,4 a 0,8 um de diamétre sur 1,0 um a 80 um de longueur, trés flagellé en
alternance entre les nageurs végétatives et cellules grouillantes hyper- flagellé ( Belas,
1996).Proteus mirabilis a la capacité de s'allonger et sécréter un polysaccharide lorsqu'il est

en contact avec des surfaces solides (Liu, 2010).

I11.4.1. Classification de Proteus mirabilis
La classification des bactéries de genre Proteus a changé au cours du XXe siécle. Le genre
Proteus est actuellement défini comme appartenant a la famille des Enterobacteriaceae au sein
de I’ordre Entérobacteriale qui regroupe I’espéce Proteus mirabilis (Pillet et al, 1986).
Regne : Bacteria.
Embranchement : Protoebacteria.
Classe : Gamma Proteobacteria.
Ordre : Entérobacteriale.
Famille : Enterobacteriaceae.
Genre : Proteus.

Espece : Proteus mirabilis

111.4.2. Pouvoir pathogéne

Les Proteus sont des bactéries habituellement saprophyte. Elles ont un pouvoirpathogéene
varié et peuvent se comporter comme des pathogénes opportunistes notamment chez les
individus hospitalisé, immunodéprimés, cathétérismes ou présentant des anomalies des voies

urinaire. (Bonnet et al., 1994).
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111.5. Pseudomonas aeruginosa

Le genre Pseudomonas, regroupe des bacilles Gram négatif en forme de batonnets renflés de
2 a 4 um de longueur et caractérisé par une pigmentation bleue verte. Ils sont des aérobies
stricts, mobile a ciliature monotriche avec un flagelle polaire qui joue un rdle important dans
la pathogénicité. Ces bactéries sont asporulées et peuvent produire des pigments, tels que la
pyocyanine et la pyoverdinine(Bentzmann et Plésiat, 2011 ;Pilet et al., 1979).

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie ubiquiste, qui vit normalement a I’état
saprophytique dans I’eau, I’air, le sol humide et sur les végétaux. Mais elle peut aussi vivre en
commensale dans le tube digestif ainsi que les téguments de I’hnomme et de divers animauxet

on la retrouve plus rarement sur la salive. (Bentzmann et Plésiat, 2011).

I11.5.1. Classification de Pseudomonas aeruginosa
Régne : Bacteria
Division : Proteobacteria
Classe : Gammaproteobacteria
Ordre : Pseudomonadales
Famille : Pseudomonadaceae
Genre : Pseudomonas

Espéece : Pseudomonas aeruginosa (Pillet et al., 1986)

111.5.2. Pouvoir pathogéne

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie pathogéne opportuniste capable d’infecter un
large spectre d’hotes comme les amibes, les nématodes, les insectes, les plantes, les animaux
et I’homme (Silby et al., 2011).

Chez les individus sains , il est peu virulent , mais elle peut provoquer des infections parfois
séveres chez les sujets dont les défenses sont amoindries .Elle peut provoquer des infections
urinaires , bronchiques , oculaires .Elle peut aussi infecter des lésions cutanées ( brulures ),
des plaies traumatiques , elle peut provoquer aussi des otites externes ( pouvant évoluer d’une
maniere invasive chez les sujet agés ), des septicémies , des endocadites ( Nauciel et vildé ,

2005).
I111.6. Candida albicans

Candida albicans, est une levure polymorphe opportuniste, est le pathogéne

fongique le plus commun chez I’humain. Il est responsable, entre autres, de diverses
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candidioses orales et de vaginites, deux infections trés répandues. Elle a une forme
variable ronde a allongee. Commensale dans le tube digestif de I’homme, des
mammiferes et des oiseaux, elle est opportuniste, devient pathogéne en condition
favorable. (Segal, 2005).

111.6.1. Classification de Candida albicans (Jones etal., 2004)
Empire : Eukaryota
Regne : Fungi

Embranchement : Ascomycota

Classe : Saccharomycetes

Ordre : Saccharomycetales
Famille : Saccharomycetaceae

Genre : Candida

Espéece : Candidaalbicans

111.6.2. Pouvoir pathogéne

Candida albicans est un saprophyte, se déerive a un pathogene apres sa grande multiplication
dans un environnement. elle provogque un érythéme cuisant recouvert par fois de dépots

blanchatre crémeux (Bouvenot etal., 1996)

111.7. Aspergillus brasiliensis

Un genre appartenant a la classe des Ascomycetes. Le thalle, hyalin ou coloré,
présente  un mycélium cloisonné portant de nombreux conidiophores dressés,
terminés en vésicule (Roquebert, 1998).

Comprend environ 185 espéces réparties en 18 groupes, morphologiquement,
génétiguement et physiologiquement proches (Roquebert, 1998). Une vingtaine
d’especes est impliquée dans des pathologies animales et humaines. Saprophyte dans
le sol, le compost, les denrées alimentaires, les céréales, on trouve 1-20 spores/m 2.

Les Aspergillus ont une large répartition géographigue, mais sont plus souvent associés aux
régions a climat chaud.ll est fréeqguemment retrouveé dans les céréales, les fruits et les Iégumes

moisis, le fourrage, les produits laitiers et les arachides (Lamrani, 2009).
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111.7.1. Classification d’Aspergillus brasiliensis
Empire :Eukaryota
Regne :Fungi
Division : Ascomycota
Classe : Eurotiomycetes
Sous-classe : Eurotiomycetidae
Ordre: Eurotiales
Famille : Trichocomaceae
Genre : Aspergillus

Espéce : brasiliensis

111.7.2. Pouvoir pathogéne

Certaines A.brasiliensis pourraient produire des ochratoxines A (Samson et al.,2004) , il
peut causer une otite externe invasive dont les conséquences peuvent aller de la perte

définitive de I’audition au décés du patient (Parize, 2008).
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IV.1.Matériel végétale
IV.1.1.La récolte

La cueillette a été faite le mois de Mars 2018 pour Artemisia herba alba et Mentha puleigum

(Figures n° 14). L’échantillonnage a été fait dans une région propre, loin de tout impact de

pollution (Figures n° 15 et 16). Les dates, altitudes et localités indiquées sont dans le

Tableau n° 2.Aprés la récolte, les plantes ont été identifiées au laboratoire de recherche de

génie des procédés de I’université.

(A)

(B)

Figure n° 14: photographie des plantes étudiée (A) : Artemisia herba alba, (B) : Mentha

Tableau n° 2 : Situation géographique des sites de récolte

Nom Région et station | Latitude Longitude Date de récolte
scientifique de recoltes
Artemisia herba | Wilaya de Biskra, | 35.162475 nord | 5.834034 est Mars 2018
alba Daira : El Kantara

Ain Zaatout
Mentha wilaya de | 3550’20 nord | 0°09°58 est Mars 2018
puleigum Mostaganem, dans

foret de Mesra
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Figure n° 15: Carte géographique de la région de Biskra montrant la station de récolte
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Figure n° 16: Carte géographique de la région de Mostaganem montrant la station de récolte
de Mentha puleigum (Google Maps, 2018)
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IV .1.2.Séchage

Le séchage d’Artemisia herba alba a été effectué a I’abri du soleil et a une température
ambiante, ne dépassant pas 40 C° pour ne pas altérer la teneur en huile essentielle, ni la
couleur des feuilles pendant 15 jours (Gseyra, 2006). Par contre la deuxiéme plante Mentha
pulegium été utilisée a I’état frais.

IV.1.3.Détermination de I’humidité

Le contenu en humidité des plantes a été déterminé par le procédé de séchage a I’étuve.
Une quantité de 5g de la matiére a été exposée a une température de 105 C’dans une étuve,
jusqu’a I’obtention d’un poids constant (en général pendant 4 heures) (Twindell et al., 2007 ;
Achak, 2006).

Le taux d’humidité des feuilles a été déterminé selon la formule suivante :

T% = (Poids a — Poids ) x100

Poids a

Considérons:
a : Poids de I’échantillon (feuilles fraiche) en gramme.
B : Poids de I’échantillon (feuilles séches) en gramme.

H% : Taux d’humidité exprime en pourcentage.

1VV.2. Les huiles essentielles

IV.2.1. Procéde d’extraction

L’extraction des huiles essentielles a été réalisée par entrainement a la vapeur d’eau.
L’extraction des huiles essentielles des feuilles fraiches et des feuilles seches d’Artemisia
herba alba et Mentha pulegium respectivement a été réalisée a I’aide d’un vapodistillateur de
type SPRING A 105 12 Litres (Figure n° 17).
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Figure n° 17: Vapodistillation de type SPRING A 105 12 LITRE utilisé
pour I’extraction des huiles essentielles de deux plantes.

Pour ce faire, 1 Kg 400 de matériel végétal est placé sur une grille qui surmonte I’eau en
ébullition. Les vapeurs formées dans I’extracteur traversent la plante, libérent I’huile du tissu
vegeétal et I’entrainent avec elles. Apres condensation dans le réfrigérant, celles-ci chutent et
sont récupérées dans une ampoule de décantation, I’eau et I’huile se séparent par différence de
densité. L’huile obtenue est conservée a une température de 0°C dans des tubes en verre
opaques, fermés hermétiquement pour la préserver de I’air et de la lumiére jusqu’a son usage.

IV.2.2. Calcule du rendement

Le rendement est défini comme étant le rapport entre la masse de I’huile essentielle
obtenue et la masse du matériel utilisé pour cent. Apres récupération d’huile essentielle, le
rendement est calculé par la méthode suivante (AFNOR, 2000).

RHE=M/Mo+100

RHE : Le rendement en huile essentielle(%)
M : la masse de I’huile essentielle en gramme
Mo : la masse de la plante en gramme
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IVV.2.3. Procédure microbiologique

IVV.2.3.1. Les souches testées

L’effet antimicrobien des huiles essentielles d’Artemisia herba alba et Mentha pulegium
été testée sur six souches microbiennes de références provenant du commerce comme le
montre le tableau n°®,

Tableau n° 3 : Liste des souches microbienne testées

Souche Code
Gram négative Escherichia coli ATCC 25922
Proteus mirabilis ATCC 35659
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Gram positive Bacillus cereus ATCC 10876
Levure Candida albicans ATCC 10231
Champignon Aspergillus brasiliensis ATCC 16404

ATCC: American Type Culture Collection.

1V.2.3.2. Milieux de cultures utilisées
Les milieux de culture utilisés pour les différents tests microbiologiques sont les suivants
(annexe) :

e Gélose nutritive (GN) ;

e Bouillon nutritif (BN) ;

e Mueller-Hinton gélosé (MH) ;

e Sabouraud bouillon et gélose et

e milieu Potatoes Dextrose Agar (PDA).

1VV.2.3.3. Activation des souches (Over-night)

Les inoculums sont préparés a partir d’une culture jeune en milieu liquide (bouillon nutritif)
de 18H pour les bacteries, 48H pour les levures et de 3 a 5 jours pour les champignons,
et ce, en les diluant dans de I’eau physiologique stérile, de maniere a obtenir des suspensions
de concentration microbienne déterminée suivant la méthode utilisée pour I’étude de I’activité

antimicrobienne des différents agents testés.
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1V.2.3.4. Calibration au spectrophotomeétre

La standardisation de la turbidité des suspensions microbiennes a été réalisés a I’aide d’un
spectrophotomeétre de type SECOMAM, 1304 UV-VIS réglé sur une longueur d’onde bien
déterminée. Les bactéries ont été standardisés a une turbidité optique comprise entre 0.08 et
0.1 mesurée & une longueur d’onde de 625 nm, ce qui correspond a un nombre de cellule 108
UFC\ml (Pessini et al., 2003).Quant aux levures, une densité optique comprise entre 0.12 et
0.15 mesurée a 600 nm, correspond & une concentration de 10% UFC/m.

Enfin Pour les champignons la turbidité optique est comprise entre 0.08 et 0.1 & une
longueur d’onde de 625nm, ce qui correspond a 10° spores/ml (Braga et al., 2007).

IVV.3. L’antibiogramme et I’antifongigramme des souches testées

Ce test: pour prédire la sensibilité d’une souche a plusieurs ATB, de méme pour
I’antifongigramme, il consiste a déterminer la sensibilité des Fungi a différents antifongiques
(Burnichon, 2003).

Cette sensibilité est exprimée par I’apparition d’une zone d’inhibition autour d’un disque
d’antibiotique ou d’antifongique.

Dans cette étude nous avons cherché la sensibilité des souches aux cingantibiotiques pour

les bactéries et deux antifongiques pour les champignons et levure (Tableau n° 4 et Figure
n° 18).
Une série de 20 ml de Mueller-Hinton et de milieu PDA en surfusion sont coulés dans des
boites Pétri. Apres solidification 1 ml de suspension bactérienne et suspension de levure et de
champignon (standardisée précédemment) est ensemencé, I’excés de I’inoculum est éliminé
du milieu de culture (Shunying et al., 2005).

Les disques d’antibiotiques a tester sont disposés et les disques impregnés d’antifongiques a
la surface de la gélose.

L’incubation s’effectue a 37°C pendant 24 heures pour les bactéries, a 25°C pour le
champignon pendant 5 jours, et a 30°C pour la levure. La lecture se fait par la mesure du

cercle formé autour chaque disque (Zone d’inhibition).
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Tableau n° 4: Les antibiotiques et les antifongiques utilisés.

Les antibiotiques

Nom Sigle Charge de disque
Doxycycline DXT 30 ug
Amikacin AK3 30 ug
Ampiciline AMP 10 ug

Oxacilline OX 5 ug
Acide calvulanige AUG 30 ug

Les antifongiques
Econazole ECO /
Clotrimazole CLO /

Figure n° 18 : Les disques des antibiotiques et des antifongiques

IV.4. Technique d’étude du pouvoir antimicrobienne des huiles essentielles
L évaluation de la sensibilit¢ des souches microbiennes vis-a-vis de I’huile essentielle
d’Artemisia herba alba et de Mentha pulegium été effectuée selon deux méthodes différentes :
1. la méthode de diffusion des disques en milieu gélosé (antibio-aromatogramme) a été
choisie en raison de sa simplicité et son efficacité pour tester la sensibilité des souches

microbiennes et
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2. la méthode d dilution d’agar qui nous permet d’identifier la nature bactériostatique de
I’activité antimicrobienne des huiles essentielles en déterminant les concentrations

minimale inhibitrices(CMI).

IVV.4.1. Technique de I’antibio-aromatogramme (méthode de Vincent)

Cette méthode permet I’estimation qualitative de I’effet inhibiteur de I’huile essentielle vis-
a-vis de la croissance des agents microbiens par la mesure du diamétre d’inhibition autour du
disque Wattman de 6 mm de diametre préalablement imprégné d’un volume détermine
d’huile essentielle.

L’ensemencement des souches microbiennes est effectuée par inondation, a la surface de 20
ml du milieu MH gélosé, par 1 ml d’inoculum de 108 UFC/mI pour les bactéries, 10° spore/ml
pour les champignons, et 108 UFC/mI pour levure, I’excédent de I’inoculum est éliminé de la
boite pétri (Shunying et al., 2005 ; Bansod et Rai, 2008).

Ensuite, des disques (6mm) de papier Whatman imprégnés d’huiles essentielles ont été
déposés en surface du milieu ensemencé (MH pour les bactéries et PDA pour les
champignons et levure) a I’aide d’une pince stérile dans des conditions aseptiques.

Les boites ont étes maintenues a température ambiante pendant 1h pour la bonne diffusion
d’HE dans le milieu de culture (RoZman et Jersk, 2009). Elles sont par la suite incubées a
37°C pendant 24 h pour les bactéries, a 25°C pendant 5 jours pour le champignon, a 30°C
pendant 48 h pour la levure (Hellal, 2011).

On mesure la zone d’inhibition en millimétre autour chaque disque pour les souches

sensible.

IV.4.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Son objectif est d’estimer la plus faible concentration des huiles essentielles pour inhiber la
croissance microbienne (Skandamis et al., 2001, Denis et al., 2011). Elle se realise selon la
méthode rapportée par Remmal et al,. 1993 et setrani et al., 2007.

Des solutions d’Agar a 0.2% ont étés préparées pour leurs utilisations comme diluants et
aussi favoriser I’lhnomogénéisation de I’huile essentielle dans le milieu Mueller-Hinton.

Afin de déterminer la CMI une gamme de dilutions a été préparées dans la solution d’agar
0.2% : 1/10, 1/25, 1/50, 1/100, 1/300, 1/500, 1/1000,1/3000 un volume de 1.5 ml de chaque
dilution a été transférée dans chaque 13.5 ml de milieu Mueller-Hinton,

Les dilutions finales obtenues sont comme suit : 1/100, 1/250, 1/500, 1/1000,1/3 000,
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1/5 000, 1/10 000,1/30000.
Nous avons versé dans chaque boite pétrie la dilution a la méme dilution correspondante
(exemple : 13.5 ml de MH + solution contenant 9ml d’agar (0.2%) [1/10])... etc.
L’ensemencement de souches microbiennes est effectué a I’aide d’une anse de platine a
partir d’un inoculum correspondant a 108 UFC/ml pour les bactéries et levure, 106 UFC/mI
pour les levures et de 108 spores/ml pour les champignons.

L’incubation se fait a 37C° pendant 24h pour les bactéries, a 30 C° pendant 48 h pour les
levures et a 25 C° pendant 7 jours pour les champignons.
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Chapitre V : Résultats et discussion

V.1.Matériel végétal
V.1.1.Taux d’humidité

La valeur du taux d’humidité de Mentha pulegium est présentée dans le tableau n°5 et la

figure n° 19.
Tableau n° 5: Valeur du taux d’humidité de la Mentha pulegium exprimée en pourcentage
(%)
Plante Poids avant séchage | Poids &pres séchage | Taux d’humidité en
en (9) en (9) (%)
Mentha pulegium L. | 5 3 40

La détermination de I’humidité de I’espéce Mentha pulegium a révélé un taux de 40% ce qui
signifie que 60% représentent le taux de matiére séche ayant servi réellement a I’extraction
des huiles essentielles.

On n’a pas pu déterminer le taux d’humidité d’Artemisia herba alba car elle nous a été fourni
a I’état sec.

Taux d'humidité Mentha Pulegium.L

M eau

B Matiére seche

Figure n° 19: Taux d’humidité de Mentha pulegium L

Les résultats obtenus montrent que la plante présente un taux d’humidité important. Ceci étant
probablement d0 au fait que la région de collecte est caractérisée par un taux d’humidité
élevé.
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V.2.Huiles essentielles

V.2. 1.Caractéres Organoleptiques

Les huiles essentielles des plantes étudiées sont trés aromatiques. Elles ont un aspect
liquide. La couleur est jaune clair et jaune foncé pour Mentha pulegium et Artemisia herba
alba respectivement (Tableau n° 6:).

Tableau n° 6: Caractéristiques organoleptiques des deux plantes étudiées.

Les plantes Couleur Aspect Odeur
Artemisia herba alba | Jaune foncé Liquide Forte
Mentha pulegium Jaune clair Liquide Forte agréable

Selon Afnor, (2000), les huiles essentielles sont habituellement liquides & température
ambiante et volatiles, elles sont plus ou moins colorées et leur densité est en général inférieure
a celle de I’eau.

Les différentes caractéristiques propres a chaque huile essentielle permettent de les
définir exactement. Ainsi leur connaissance est un gage de qualité qui autorise leur utilisation
enthérapeutique. De plus, la connaissance de la composition d’une huile essentielle est

primordiale pour une utilisation efficace et sécurisée.

V.2.2.Rendement en huiles essentielles

Les rendements en huile essentielle, des feuilles séches d’Artemisia herba alba et des
feuilles fraiches de Mentha pulegium extraites par entrainement a la vapeur d’eau, ont été
calculées en fonction de la masse du matériel végetal traité (Tableau n°7).

Tableau n°7: Les rendements en huile essentielle d’ Artemisia herba alba et de Mentha

pulegium.L
Artemisia herba alba Mentha pulegium. L
Huile essentielle
Feuilles séches Feuilles fraiches
Rendement (%) 0.28% 0.23%

Les rendements en huile essentielle d’Artemisia herba alba et de Mentha pulegium sont de

0.28% et 0.23% respectivement. Le rendement en huile essentielle d’Artemisia herba alba est
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legerement supérieure a celui de Mentha pulegium. L. Goudjil en 2016 a obtenu un
rendement élevé de 0.54% en huile essentielle avec Artemisia herba alba récolté dans la
région de Djelfa.

En revanche, le rendement en huile essentielle obtenu avec Mentha pulegium est inférieur
a celui obtenu par Lahrech en 2010 dans la région d’Oran qui est de 0.33%. Ce qui confirme

que la région d’origine influe fortement la sécrétion de I’huile d’une plante aromatique.

03 71

0,25 1

0,15 -

0,1 +

0,05 +~

0 ./’, 1 : 1 T IJ/
Mentha Puleguim.L Artémisia herba
alba

Figure n° 20 : Rendement en huile essentielle des deux plantes obtenue exprimee

Il faut noter que le rendement et la composition chimique des HEs dépend de plusieurs
facteurs a savoir I’espéce, le milieu de récolte, la période de récolte, les pratiques culturales et
la technique d’extraction (Lahlou, 2004).

V.3.Etude de la sensibilité aux antibiotiques (antibiogramme)

L’antibiogramme consiste a rechercher la sensibilité des microorganismes testés vis-a-vis
des antibiotiques.

Cette sensibilité est exprimée par I’apparition d’une zone d’inhibition autour d’un disque
d’antibiotique. Le tableau n° 8 ci-dessous reporte les valeurs en (mm) des zones d’inhibitions

atteintes avec les différents microorganismes étudies.
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Les résultats présentés dans tableau n° 8 montrent que les souches bactériennes et
fongiques testées ont présenté différents degrés de sensibilité a la plupart des agents
antimicrobiens employés. Les diameétres des zones d’inhibitions enregistrés varient entre 8 et
27 mm.

Selon Ponce et al., (2003), la sensibilité des microorganismes a été classée par le
diameétre des halos d’inhibition comme suit : non sensible (-) pour les diamétres moins de 8
mm ; sensible (+) pour les diamétres de 9 a 14 mm ; trés sensible (++) pour les diamétres de

15 a 19 mm et extrémement sensible (+++) pour les diamétres plus de 20 mm.

Tableau n° 8 : Résultats de I’effet des antibiotiques sur la croissance des microorganismes

étudiés (en mm).

ATB Doxycycline(D | Amikacine(A | Ampicilli Acide Oxacilli
XT) K) ne calvulani | ne (OX)
Souches (AMP) ge
(AUG)
Escherichia coli 25 (+++) 26(+++) 0(-) 0(-) 0(-)
Bacillus cereus 17(++) 21(++4) 0() 0(-) 0(-)
Proteus mirabilis 9(+) 19(++) 26(+++) 0(-) 0(-)
Pseudomonasaerugi 27(+++) 21(+++) 11 (+) 0(-) 8 (+)
nosa

Les antibiotiques qui ont donné les plus grandes zones d’inhibition sont les suivants :
doxycycline (DXT30) contre Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (27 mm)(Figure n° 21:
(D)) et Escherichia coli ATCC 25922 (25 mm) (Figure n° 21: (A)), amikacine (AK30) contre
Escherichia coli ATCC 25922 (26 mm) (Figure n° 21: (A)), Bacillus cereus ATCC 10876
(21 mm) (Figure n° 21: (C))et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (21 mm) (Figure
n° 21: (D)) et ampicilline (AMP10) contre Proteus mirabilis ATCC 35659 (26 mm) (Figure
n° 21: (B)).Par ailleurs, ceux qui se sont montrés inactifs contre deux bactéries ou plus sont
les suivants : Acide calvulanige (AUG30) vis-a-vis d’E. coli (Figure n°® 21:(A)) et B. cereus
(Figure n° 21: (C)), Oxacilline (OX5) vis-a-vis d’E. coli (Figure n°21: (A)), B. cereus
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(Figure n° 21:(C)) et P. mirabilis (Figure n°21 : (B)) et ampicilline (AMP10) vis-a-vis d’E.
coli (Figure n° 21: (A)) et B. cereus (Figure n° 21: (C)).

(A) (B)

(®) (D)

Figure n° 21: Montre les résultats de I’effet des antibiotiques testés sur la
croissance des bacteéries étudies : Escherichia coli(A), Proteus

mirabilis(B), Bacillus cereus(C) et Pseudomonas aeruginosa(D).
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V.4. Antifongi-gramme

L’éconazole s’est avére actif sur Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 avec 22mm (Tableau
n° 9: et Figure n° 23: (A)). Par contre clotrimazole s’est avéré actif sur Candida albicans
ATCC 10231 avec 22 mm ((Figure n°22 : (A)) (Figure n° 22: (B)).

Tableau n° 9: Montre les résultats des Antifongiques.

ATF Clotrimazole Econazole
Souche
Candida albicans 20 mm 8 mm
Aspergillus brasiliensis 9 mm 22 mm

(A) (B)

Figure n° 22 : Effet d’Econazole (A) et de Clotrimazole (B) sur la croissance de

Candida alhicans

(A) (B)

Figure n° 23: Effet d’Econazole (A) et de clotrimazole (B) sur la

croissance d’Aspergillus brasiliensis
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V.5.Etude de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles

V.5.1.Technique de I’antibio-aromatogramme(méthode de Vincent)
L’évaluation de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles des feuilles séches
d’Artemisia herba alba et de Mentha pulegium par la méthode de diffusion des disques sur
milieu gélosé, nous a permis d’obtenir les résultats présentés dans le tableau n° 10 et
I’histogramme n° 1.

Tableau n° 10: Résultats de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles d’Artemisia

herba alba et de Mentha pulegium exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition en mm

essentielles Feuilles seches Feuilles fraiches
Artemisia herbe alba | Mentha PulegiumL.

Souc5hes

E.coli ATCC 25922 22 17
P.mirabilis ATCC 35659 24 20
B.cereus ATCC 10876 28 12

P. aeruginosa ATCC 27853 19 -
C.albicans ATCC 10231 33 26
A.brasiliensis ATCC 16404 - 12

() : Absence d’inhibition ; ATCC: American Type Culture Collection
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58




Chapitre V : Résultats et discussion

Histogramme n° 1 : Effet des huiles essentielles d’Artemisia herba alba et du Mentha
pulegium L. sur la croissance des souches de références testées en fonction du diametre de la

zone d’inhibition en mm.

Le tableau n°® 10 montre que les souches les plus sensibles ont été Escherichia coli ATCC
25922 ; Proteus mirabilis ATCC 35659, Bacillus cereus ATCC 10876 et Candida albicans
ATCC 10231. En effet, celles-ci ont été inhibées par les deux huiles essentielles testées. Nous
remarquons que les huiles d’Artemisia herba alba ont exercé un pouvoir antimicrobien tres
important comparé a celui des huiles du Mentha pulegium. Les diameétres des zones
d’inhibition varient entre 22 et 33 mm pour la premiére et entre 12 et 26 mm pour la seconde.
Par comparaison entre les souches, la bactérie la moins sensible aux huiles du Mentha
pulegium semble étre Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Aspergillus brasiliensis ATCC
16404 a été la moins sensible aux huiles d’Artemisia herba alba.

Les plus grands diametres ont été enregistré avec les huiles essentielles d’Artemisia herba
alba chez Candida albicans ATCC 10231 et Bacillus cereus ATCC 10876 avec des diamétres
de 33mm et 28mm respectivement (Figure n° 24).

Bouzidi en 2016 a également constaté une grande sensibilité de Candida albicans vis-a-vis
des huiles essentielles extraire de la méme espece d’Artemisia herba alba avec un diameétre
de 30mm.

(A) (B)

Figure n° 24 : Effet des huiles essentielles d’Artemisia herba alba sur
Candida albicans (A : 33mm) et Bacillus cereus (B 28mm).
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Les huiles essentielles d’Artemisia herba alba testées ont provoques un effet inhibiteur
sur Escherichia coli ATCC 25922. La zone d’inhibition obtenue était de 22mm (Figure n°
25). Des études avec les huiles essentielles de la méme espéce et sur la méme bactérie ont
enregistrés des diameétres inférieurs a ceux enregistrés par nos huiles essentielles qui sont

12mm, 10mm et 17mm respectivement pour Goudjil, (2016), Talbaoui et al.,(2012) et
Younsi et al., (2016).

Figure n° 25 : Effet des huiles essentielles d’Artemisia herba alba
sur Escherichia coli ATCC 25922 (22mm)

Proteus mirabilis ATCC 35659 s’est revélée sensible a I’effet des huiles essentielles
d’Artemisia herba alba. Le diamétre de la zone d’inhibition était de 24 mm (Figure n° 26).
Par contre Goudjil en 2016 a obtenu un diametre de 11.13 mm avec les huiles essentielles de

la méme plante collectée de la méme région. Cette différence est peut-étre due a la période et
la région de collecte.
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Figure n° 26: Effet des huiles essentielles d’Artemisia herba

alba sur la croissance de Proteus mirabilis ATCC (24mm).

La croissance de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 a été inhibée en présence des
huiles essentielles d’Artemisia herba alba. Le diamétre enregistré était de 19mm (Figure n°
27). Des résultats semblables ont été obtenus par Younsi et al.,(2016) avec un diamétre de 20
mm. Par contre, le diamétre d’inhibition obtenu par Goudjil en 2016 était de 12.03 avec la
méme bactérie et les mémes huiles essentielles. Zossoungbo en 2013 n’a enregistré aucun
effet inhibiteur des huiles essentielles Artemisia herba alba sur la croissance de P.aeruginosa.
Peut-étre que cette souche appartienne aux souches de Pseudomonas les plus résistantes et
qui ont la capacité a développer des résistances a de nombreux agents antimicrobiens, d’ou

leur implication fréquente dans les infections hospitalieres (Mann et al., 2000).

Figure n° 27: Effet des huiles essentielles d’Artemisia
herba alba sur Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853(19mm)
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Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 a montré une résistance aux huiles essentielles
d’Artemisiaherba alba (Figure n° 28) ;

Figure n° 28: Effet des huiles essentielles d’Artemisia herba
alba sur Aspergillus brasiliensis ATCC 16404

Ces différences de sensibilité des microorganismes contre les huiles essentielles
d’Artemisia herba alba peuvent étre expliquées par la quantité et la qualité des molécules
bioactives ou la nature et la composition de la paroi cellulaire ainsi que la puissance du
systeme enzymatique de la cellule qui contrdle son métabolisme.

Selon Friedman et al., (2002), les facteurs qui peuvent influencer I’activité antimicrobienne

d’une huile essentielle sont :

1 La composition et la solubilité de I’huile essentielle et

1 Le microorganisme et la vitesse de sa croissance.

Les resultats du tableau n°® 10 : montrent que les huiles essentielles de Mentha pulegium ont
un effet mois sur la croissance des microorganismes étudiés que huiles essentielles
d’Artemisia herba alba.

Les résultats du tableau n° 10 : montrent que les huiles essentielles de Mentha pulegium ont
été beaucoup plus actives contre Candida albicans ATCC 10231 et Proteus mirabilis ATCC
35659 avec des diamétres de 26mm et 20mm (Figure n° 29:). Lahrech en 2010 a également
constate une forte sensibilité de Candida albicans vis-a-vis les huiles essentielles de Mentha

pulegium avec un diameétre d’inhibition de 25mm.
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(A) (B)

Figure n°® 29 : Effet des huiles essentielles de Mentha pulegium L.sur
croissance de C. albicans (26 mm) et P. mirabilis (20mm).

Escherichia coli ATCC 25922 s’avere étre tres sensible au pouvoir antimicrobien que
présente les huiles essentielles de Mentha pulegium. Le diameétre d’inhibition enregistré était
del7 mm (Figure n° 30 :). Par contre la souche d’E. coli étudié par Lahrech en 2010 était

moins sensible une zone d’inhibition de 09 mm.

Figure n° 30: Effet des huiles essentielles de Mentha
pulegium sur la croissance Escherichia coli ATCC 25922
(17mm)
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Bacillus cereus s’est avérée moins sensible & I’action antibactérienne des huiles essentielles

de Mentha pulegium avec une zone d’inhibition de 12 mm de diamétre (Figure n° 31).

Figure n°® 31: Effet des huiles essentielles de Mentha
pulegium sur la croissance de Bacillus cereusATCC
10876 (12mm)

L’activité antibactérienne de I’huile essentielle de Mentha pulegium.L est totalement nulle

contre la souche Pseudomonas aeruginosa (Figure n° 32 ).

Figure n° 32: Effet des huiles essentiellesde Mentha
pulegium sur la croissance de Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853
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Aspergillus brasiliensis enregistrée une zone d’inhibition de 12mm avec les huiles
essentielles de Mentha pulegium (Figure n° 33). Un diametre de 14mm a été obtenu par
Lahrech en 2010 sur I’effet des huiles essentielles de la méme espéce sur le méme
champignon.

Figure n° 33: Effet des huiles essentielles de Mentha pulegium sur
la croissance d’A.brasiliensis ATCC 16404

V.5.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice des huiles
essentielles (CMI)

La détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) des huiles essentielles
d’Artemisia herba alba et de Mentha pulegiuma été effectuée seulement sur les germes ayant

présenté une sensibilité par le test d’aromatogramme. Les résultats obtenus sont résumés ci-
dessous (tableaux n° 11 et n° 12).

V.5.2.1. Artemisia herba alba :

Les résultats de la CMI sont représentés dans le tableau n° 11. Nous constatons que les
huiles essentielles des feuilles séches d’Artemisia herba alba ont été efficace contre tout les
souches précédentes.
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Tableau n° 11 : Détermination des CMI des huiles essentielles d’Artemisia herba alba

oncentration | 1/100 | 1/250 | 1/500 | 1/1000 | 1/3000 | 1/5000 | 1/10000 | 1/30000
E.coli ATCC | - - + + + + + +
B.cereus - - + + + + + +
ATCC
P.mirabilis - - - + + + + +
ATCC
P.aerogenosa | - + + + + + + n
ATCC
C.albicans - - - + + + + +
ATCC

v/v : le volume de I’huile essentielle sur le volume de la solution d’agar.

(+) : croissance ;(-) : pas de croissance.

Les résultats ci-dessus (tableau n°11) montrent que P. mirabilis ATCC35659 et C. albicans
ATCC10231 ont été plus sensible vis-a-vis de I’huile essentielle de Artemisia herba alba. La
CMI de cette derniere vis-a-vis des deux souches a été déterminée a 1/500 (v/v), suivi par E.
coli ATCC 25922 et B. cereus ATCC 10876 dont la croissance a été inhibee a la méme
concentration (1/250 v/v). Par ailleurs, P aeruginosa ATCC 27853 a été la souche la moins

sensible, celle-ci n’a pu étre inhibée qu’a la concentration de 1/100 (v/v).
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Figure n° 34: CMI de I’huile essentielle d’Artemisia herba alba sur I’Escherichia
coli

Figure n° 35: CMI de I’huile essentielle d’Artemisia herba alba sur Bacillus
cereus
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Figure n° 36: CMI de I’huile essentielle d’Artemisia herba alba sur Proteus
mirabilis

Figure n°® 37: CMI de I’huile essentielle d’Artemisia herba alba sur Pseudomonas
aeruginosa
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Figure n° 38: CMI de I’huile essentielle d’Artemisia herba alba sur Candida
albicans

V.5.2.1.Mentha pulegium.L :

Tableau n° 12 : determination des CMI de I’huile essentielle de Mentha pulegium.L

ncentration | 1/100 | 1/250 | 1/500 | 1/1000 | 1/3000 | 1/5000 | 1/10000 | 1/30000
souche
E.coli ATCC | - - - + + + + +
B.cereus - - + + + + + +
ATCC
P.mirabilis - - - + + + + +
ATCC
C.albicans - - - + + + + +
ATCC
A.brasiliensis | - - + + + + + +

v/v : le volume de I’huile essentielle sur le volume de la solution d’agar.

(+) : croissance ;(-) : pas de croissance.

D’apres les résultats obtenus dans le tableau n° 12 : nous constatons que E. coli ATCC
25922, P. mirabilis ATCC 35659 et C. albicans ATCC 10231 ont été plus sensible vis-a-vis

de I’huile essentielle de Mentha pulegium.L, La CMI de cette derniere vis-a-vis des deux
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souches a été déterminée a 1/500 (v/v), suivi par B. cereus ATCC 10876 et A. brasiliensis

ATCC 16404 dont la croissance a été inhibée a la méme concentration (1/250 v/v).

Figure n° 41: CMI de I’huile essentielle de Mentha pulegium.L sur Proteus mirabilis
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Figure n° 43: CMI de I’huile essentielle de Mentha pulegium.L sur Aspergillus brasiliensis

Généralement les bactéries agissent différemment a I’action antimicrobienne des huiles
essentielles de Mentha puleguim .L et Artémisia herba alba(Smith —Plamer ,1998),(
Mangena et Muyima,1999).

Nos résultats montrent que les bactéries Gram négative sont généralement les plus sensibles a
I’action des huiles essentielles que les bactéries Gram positif, selon les résultats de (Hussein,
1990) Les bactéries Gram + sont plus sensible aux huiles essentielles que les bactéries que les
bactéries Gram -.
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Pseudomonas aeruginosa qui d’étre tres résistance a tout sorte d’agents antimicrobiens, des
études réalisés par (Pibiri ,2006), dit que L’activité antibactérienne de I’huile essentielle de
Mentha pulegium.L est totalement nulle contre la souche Pseudomonas aeruginosa.

Selon (chang et al , 2001 ) , le pouvoir antimicrobien des huiles essentielles est en relation
directe avec plusieurs paramétres a savoir :

e La nature des composées majoritaires.
e Concentration des ces composés.
e Nature et structure des groupements fonctionnels

e L’interaction probable entre les différents constituants.
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Conclusion

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a I’effet antimicrobien des huiles
essentielles d’Artemisia herba alba et de Mentha pulegiumL.

L’extraction des huiles essentielles de Mentha pulegium L et d’Artemisia herba alba par
hydrodistillation a montré un rendement de 0.23% et 0.28% respectivement.

Les resultats de I’antibiogramme, nous ont permis de constater que les antibiotiques
agissent d’une maniére différente chez les souches testés.L’antibiotique qui a eu I’effet
inhibiteur le plus efficace a été la Doxycycline contre Pseudomonas aeruginosa ATCC27853
et Escherichia coli ATCC25922 avec des zones d’inhibition respectivement de 27 mm et
25mm.

Escherichia coli ATCC25922 et Bacillus cereus ATCC10876 ont résisteé a I’ampicilline.

En ce qui concerne I’antifongique, I’Econazole et le Clotrimazol ont provoqués I’inhibition
des deux souches fongiques testées. Econazole a provoqué un effet inhibiteur important sur la
croissance d’Aspergillus brasiliensis ATCC16404. Le diamétre enregistré était de 22mm.

Toutes les souches testées ont un effet sensibles aux huiles essentielles d’Artemisia herba
alba a I’exception d’Aspergillus brasiliensis ATCC16404. Elle est résistante a I’effet des HEs
d’Artemisia herba alba.

S’agissant des huiles essentielles de Mentha pulegium, elles ont un effet inhibiteur sur la
croissance de toutes les souches testées a I’exception de P. aeruginosaATCC27853.

A propos de la détermination de la concentration minimale inhibitrice les souches P.
mirabilis et C. albicans ont été plus sensible vis-a-vis aux huiles essentielles d’Artemisia
herba alba. La CMI de cette derniére vis-a-vis des deux souches a été déterminée a 1/500
(v/v), suivi par E. coli et B. cereus dont la croissance a été inhibée a la méme concentration
(1/250 v/v). Par ailleurs, P aeruginosa a été la souche la moins sensible, celle-ci n’a pu étre
inhibée qu’a la concentration de 1/100 (v/v).

Pour I’effet des huiles essentielles de Mentha pulegium, nous constatons que E. coli, P.
mirabilis et C. albicans ont été les plus sensible, La CMI de cette derniere vis-a-vis E. coli, P.
mirabilis et C. albicans a été déterminée a 1/500 (v/v), suivi par B. cereus et A. brasiliensis
avec une CMI de 1/250 (v/v).

Les résultats obtenus montrent que les huiles essentielles d’Artemisia herba alba et Mentha
pulegium L. possédent des activités antimicrobienne importante sur la croissance des souches
testées a I’exception d‘Aspergillus brasiliensis et de Pseudomonas aeruginosa

respectivement.
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Annexe |
Milieux de culture

Mueller-Hinton (gélose) (g/)
Infusion de viande de beeuf ................300 cm®
Peptone de cas€ine ...........ccccevevvennnn. 175¢g

Amidondemais .............oceveveenn.... 1.5g

pH=7.4
Sabouraud (gélose) (g/l)

Peptone .......ccceeviiiiiiiiiinnn10 g

GlucoSe Masse .......ccccvvvnvnieninnnnnn, 20 g
AGar oo 159
pH =6

Bouillon nutritif(BN) (g/1)

Peptone.........ccoeeviiiiiiiiiiineeen .05 g

Extraitde viande................ooooe i, 03¢
Chlorure de soduim ................o.ceeee, 059
pH=7.4

Gélose nutritive (g/1)

Extraitde viande .............cccovvivinnnn 0lg
Extraitde levure ............cooeviiiinin, 02g
Peptone.... ..o 05g
Chlorure de sodium.................cooeenee 059
AQar-agar.......oveive i 159

Ph=7,4



Annexes

Potato Dextrose Agar (PDA) (g/l)

Filtrate de pomme de terre...................200 ¢

GIUCOSE ..nveee e e e, 20 ¢
Al . 209
Eaudistillé.............coooiii . 1000 ml
pH=5.6

(Jean-noél Joffin, Guy Leyral 2014)
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