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Zesume

Les travaux présentés dans cette these entrent dans le cadre de la valorisation des ressources naturelles a base de plantes
utilisées dans la médecine traditionnelle au Maroc. Nous avons réalisé dans une premiére étape une enquéte
ethnopharmacologique, entre Décembre 2012 et Mai 2013, dans 11 stations différentes de la Province de Guercif (Nord-Est du
Maroc). Le nom des plantes, leurs modes de préparation et d’administration ainsi que leurs parties utilisées ont été inventoriés
pour différents usages locaux en médecine traditionnelle. Notre enquéte a permis d’identifier une centaine de plantes utilisées,
correspondant a 49 familles botaniques. Rosmarinus officinalis, Origanum compactum, Artemisia herba-alba, Thymus sp.,
Mentha pulegium, Nigella sativa, Lavandula sp., Visnaga daucoides, Aristolochia longa et Cenchrus spicatus sont les taxa les
plus utilisés par la population locale. Les résultats de cette étude ont montré que la feuille constitue la partie la plus utilisée, et
généralement, les remedes sont préparés sous forme de décoction. Sur I’ensemble des maladies traitées, le diabéte et les maux
digestifs sont les plus fréquents.

Nous avons déterminé, dans un premier temps, la composition chimique des huiles essentielles extraites des six plantes
étudiées par CPG-MS, ainsi que le dosage des composés phénoliques et flavonoides dans les extraits méthanoliques,
éthanoliques et aqueux. L’analyse chimique des huiles essentielles a révélé que les composés majoritaires identifiés sont : le
Camphor pour Achillea odorata ssp. pectinata, le 2-Undecanone pour Ruta montana, le 1,4-Methano-1H-Indene, octahydro-1
pour Cistus ladanifer ssp ladanifer, le B-Pinéne et le Germacréne D pour Teucrium polium ssp polium, le Piperitenone oxide
pour Mentha suaveolens et le Geranial pour Micromeria graeca. Par ailleurs, la teneur en composés phénoliques varie entre
19,45 et 112,04 mg EAG/g d’extrait alors que la teneur en flavonoides varie entre 0,32 mg et 190,18 mg ER/g d’extrait pour les
différents extraits.

Par la suite, nous nous sommes focalisés sur la valorisation de six plantes de la région de Taza: Achillea odorata
ssp. pectinata  (Asteraceae), Ruta montana . (Rutaceae), Cistus ladanifer ssp. ladanifer (Cistaceae), ainsi que
Teucrium polium ssp. polium, Mentha suaveolens et Micromeria graeca., trois espéces de la famille des Lamiaceae. Pour ce
faire, nous avons étudié, dans un premier temps, 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles et des extraits méthanoliques,
éthanoliques et aqueux de ces plantes par la méthode de diffusion par disque et la méthode de microplaque. Nos résultats ont
montré que toutes les huiles essentielles sont douées d’un effet antimicrobien le plus important, suivies par celui des extraits
méthanoliques et éthanoliques tandis que les extraits aqueux sont les moins actifs vis-a-vis des souches testées et dont les
diamétres d’inhibition variant entre 7 mm et une inhibition totale avec des CMI qui varient entre 0,19 et 12,5mg/ml. Dans un
deuxiéme temps, nous nous sommes intéressés a rechercher I’activité antioxydante des huiles essentielles ainsi que celle des
extraits méthanoliques, éthanoliques et aqueux des plantes en utilisant le test de piégeage du radical DPPH et le test déterminant
le pouvoir réducteur par la méthode de FRAP. Les résultats obtenus ont montré que les extraits méthanoliques, éthanoliques et
aqueux présentent une activité antioxydante plus prononcée que les huiles essentielles. Le pourcentage d’inhibition du radical
DPPH varie entre 12,54 et 97,6%, et le pouvoir réducteur varie entre 0,1 et 60mg EAA/ g d’extrait.

A la lumiére de ces résultats, deux tests ont été¢ réalisés dans le but d’une contribution a leurs applications dans
I’amélioration de la qualité des produits alimentaires ainsi que la protection contre les phytopathogénes. En effet, I’addition des
concentrations (CMI, 4CMI) de I’huile essentielle de la plante Achillea odorata ssp. pectinata aux deux modeles de systemes
d’alimentation, le jus des choux d’une part et, la soupe d’orge, d’autres part, inoculés avec les souches Bacillus subtilis DSM
6633 et Proteus mirabilis, a réduit la croissance pour les deux microbes, ces résultats nous permettent de proposer 1’usage de
I’huile essentielle de cette plante a la place de certains conservateurs de synthése dans le domaine de 1’industrie agro-
alimentaire. Par ailleurs, les résultats du traitement des semences et des plantules de la variété Campbell 33 de la tomate avec
des concentrations (CMI, 4CMI) de I’huile essentielle de Cistus ladanifer et de Mentha suaveolens ainsi qu’avec les extraits
méthanoliques et éthanoliques des plantes Cistus ladanifer et Achillea odorata ont montré que ces extraits ont un pouvoir
protecteur remarquable sur la culture des semences de la tomate et le contréle du chancre de celle-ci, causé par Clavibacter
michiganensis ssp. Michiganensis 1616-3.

Mots clés : Médecine traditionnelle au Maroc, enquéte ethnopharmacologique, Huile essentielle, extrait de plante, activité
antimicrobienne, activité antioxydante, composition chimique, agro-alimentaire, phytopathogeéne.


http://www.tela-botanica.org/page:eflore_bdtfx?referentiel=bdtfx&niveau=2&module=fiche&action=fiche&num_nom=58994&type_nom=nom_scientifique&nom=ruta%20montana
http://www.tela-botanica.org/bdtfx-nn-42243-synthese?referentiel=bdtfx&niveau=2&module=recherche&action=rechercheAvancee&type_nom=nom_scientifique&gen=Mentha
http://www.tela-botanica.org/bdtfx-nn-42243-synthese?referentiel=bdtfx&niveau=2&module=recherche&action=rechercheAvancee&type_nom=nom_scientifique&gen=Mentha&sp=suaveolens

Abstract

The work presented in this thesis falls within the framework of the valorization of the natural resources based on plants
used in the traditional medicine in Morocco. In a first step, we carried out an ethnopharmacological survey, between December
2012 and May 2013, in 11 different stations in the Province of Guercif (North-East of Morocco). The names of the plants, their
modes of preparation and administration and their parts used have been inventoried for various local uses in traditional
medicine. Our survey made it possible to identify about a hundred plants used, corresponding to 49 botanical families.
Rosmarinus officinalis, Origanum compactum, Artemisia herba-alba, Thymus sp., Mentha pulegium, Nigella sativa,
Lavandulassp., Visnaga daucoides, Aristolochia longa and Cenchrus spicatus are the taxa most used by the local population.
The results of this study showed that the leaf is the most commonly used part, and generally the remedies are prepared as a
decoction. Diabetes and digestive ailments are the most frequent of all the diseases treated.

We determined the chemical composition of the essential oils extracted from the six plants studied by CPG-MS, as well
as the determination of phenolic compounds and flavonoids in methanolic, ethanolic and agqueous extracts. Chemical analysis of
essential oils revealed that the major compounds identified were: Camphor for Achillea odorata subsp. pectinata, 2-Undecanone
for Ruta montana, $-Pinene and Germacrene D for Teucrium polium subsp. polium, 1,4-Methano-1H- Indene, octahydro-1 for
Cistus ladanifer subsp. ladanifer, Piperitenone oxide for Mentha suaveolens and Geranial for Micromeria graeca. In addition,
the phenolic content varies between 19.45 and 112.04 mg EAG/g of extract whereas the flavonoid content varies between 0.32
and 190.18 mg ER/g of extract for the various plant extracts.

Subsequently, we focused on the upgrading of six plants from the Taza region: Achillea odorata subsp. pectinata
(Asteraceae), Ruta montana. (Rutaceae), (Lamiaceae), Cistus ladanifer subsp ladanifer (Cistaceae) and Teucrium polium subsp.
polium, Mentha suaveolens, and Micromeria graeca, three species of the Lamiaceae family. In order to do this, we first studied
the antimicrobial activity of essential oils and methanolic, ethanolic and aqueous extracts of these plants by the disk diffusion
and the microplate methods. Our results showed that all the essential oils are endowed with a most important antimicrobial
effect, followed by that of the methanolic and ethanolic extracts while the aqueous extracts are the least active with respect to
the strains tested and whose diameters of the inhibition were varying between 7 mm and total inhibition with MIC which vary
between 0.19 and 12.5 mg / ml. Furthermore, we investigated the antioxidant activity of essential oils as well as of the
methanolic, ethanolic and aqueous extracts from plants using the DPPH radical scavenging test and the FRAP reducing power-
determining test. The results obtained showed that the methanolic, ethanolic and aqueous extracts had a more pronounced
antioxidant activity than the essential oils. The percentage inhibition of the DPPH radical varies between 12.54 and 97.6, and the
reducing power varies between 0.1 and 60 mg EAA / g extract.

In the light of these results, two tests were carried out with the aim of contributing to their applications in improving the
quality of food products as well as the protection against phytopathogens. Indeed, the addition of the concentrations (CMI,
4CMI) of the essential oil of the plant Achillea odorata to the two models of feeding systems, cabbage juice and barley soup,
which are previously inoculated with the Bacillus subtilis DSM 6633 and Proteus mirabilis strains, reduced growth for both
microbes. These results allow us to propose the use of the essential oil of this plant in place of certain synthetic preservatives
used in the field of agro-food industry. In addition, the results of the treatment of tomato’s (Campbell 33 variety) seeds and
seedlings with Cistus ladanifer and Mentha suaveolens essential oil concentrations (CMI, 4CMI) as well as methanolic and
ethanolic extracts of the plants Cistus ladanifer and Achillea odorata have shown that these extracts have a remarkable
protective effect on tomato seed culture and control of the latter caused by Clavibacter michiganensis ssp. Michiganensis 1616-
3.

Key words: Traditional medicine in Morocco, ethnopharmacological survey, Essential oil, plant extract, antimicrobial
activity, antioxidant activity, chemical composition, agro-food, phytopathogen.
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DMSO : DimethylSulfoxide
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MHA : Mueller-Hinton Agar
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MHB : Muller-Hinton bouillant

MHB : Muller-Hinton bouillant

ml : millilitre
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MTT :3-(4,5- diméthythiazol)-2-yl-2,5-diphenyltétrazolium bromide)
PM : Proteus mirabilis

PS : Pseudomonas aeruginosa CECT 118

PSS 2636-40 :Pseudomonas savastanoi pv. Savastanoi2636-40
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SA : Staphylococcus aureus CECT 976

UFC : Unité Formant Colonie

ZI : zone d’inhibition
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INTRODUCTION GENERALE

La protection des cultures agricoles et la conservation des qualités organoleptiques et
sanitaires des produits alimentaires représentent un enjeu majeur pour les industries agricoles
et agro-alimentaires (Catherine et al., 2012 ; Kotan et al., 2013) . Le contrdle des problémes
phytosanitaires et alimentaires d’origine microbienne impliquent principalement la maitrise de

la croissance des microorganismes phytopathogenes et pathogeénes.

Dans le cas des maladies infectieuses provoquées par les bactéries phytopathogenes, la
stratégie de lutte repose sur les traitements phytosanitaires en utilisant les pesticides et les
antibiotiques. Cependant, 1'usage des produits chimiques, peu biodégradables, dans le
traitement phytosanitaire est associé aux effets dangereux pour I’environnement et les étres
vivants. Le risque de développement de la résistance aux antibiotiques a poussé 1’Union
Européen a interdire 1’usage de ces produits (Isman, 2000 ; Balestra et al., 2009). De méme,
les prix onéreux des produits chimiques limitent 1’utilisation de ces produits (Brent et

Hollomon, 1998 ; Roy et Dureja, 1998).

En ce qui concerne la sécurité alimentaire, la conservation des produits alimentaires est
assurée par des composés synthétiques appelés « additifs alimentaires » ; au cours de ces
derniéres années, I’utilisation de ces produits est mise en question pour leurs effets néfastes
(Friedman et al., 2002 ; Burt, 2004 ; Chanthaphon et al., 2008).

Par conséquent, les recherches se sont intensifiées dans le but de trouver de nouvelles
substances antimicrobiennes. La plupart de ces recherches s’intéressent a la satisfaction d’un
consommateur qui demande tout ce qui est naturel (Catherine et al., 2012) ; d’ou la nécessité

de trouver des substances antimicrobiennes naturelles.

Dans ce cadre, plusieurs recherches ont montré le pouvoir antimicrobien des produits
naturels. En effet, I’étude menée par Kotan et al., (2010) a proposé 1’usage des composés
carvacrol et thymol, les extraits organiques (en utilisant 1’hexane, le choloroform et 1’acetone)
de Satureja spicigera ainsi que ses huiles essentielles et celles du Thymus fallax comme des
agents antibactériens contre les phytopathogenes. De méme Talibi et al., (2011) ont montré
I’activité antibactérienne in vitro et in vivo des extraits aqueux de plantes médicinales et
aromatiques appartenant a 15 familles botaniques contre la souche Clavibacter michiganensis

ssp.michiganensis.



L’investigation de 1’activité antibactérienne de la plante Psidium guajava a montré que
les extraits methanoliques des feuilles de cette plante ont une activité inhibitrice significative
contre deux phytopathogénes Xanthomonas sp. et Pectobacterium sp. (Sarah et al. 2012).

De méme Kotan et al., (2013) ont montré 1’efficacité des extraits de la plante Satureja
hortensis contre les souches phytopathogeénes ; cette étude a montré aussi que I’extrait mixte
de I’Hexane-Méthanol est un désinfectant de semences inoculées artificiellement par les

bactéries.

Pour améliorer les conditions de la bioconservation des produits alimentaires, Mytle et
al., (2006) ont montré que I’huile essentielle de la plante Syzgium aromaticum est douée
d’une activité antimicrobienne ; ces auteurs ont propos¢ 1’usage de cette huile comme additif

alimentaire dans la bioconservation des Poulets de Frankfort.

Une étude de D’activité antibactérienne des extraits de la plante Myrtus communis a
montré que, parmi les extraits testés, 1’extrait méthanolique est doué d’une forte activité
antibactérienne contre des souches contaminantes des produits alimentaires (Amensour et al.,
2010). Da Silveira et al., (2014) ont proposé 1’usage de I’huile essentielle de Laurus nobilis

comme un additif alimentaire pour améliorer la conservation des saucisse du Tuscan.

Par sa position biogéographique, le Maroc présente de trés grandes diversités
écologique et floristique. Sur plus de 4500 taxa de plantes vasculaires, natifs ou naturalisés,
800 a 951 taxa sont endémiques (Bellakhdar, 1997 ; Benrahmoune Idrissi et Dubruille, 2003;
Fougrach et al., 2007). Il est parmi les pays méditerranéens ayant connu un usage
remarquable des plantes médicinales. En effet, Bellakhdar (1997) a rapporté que la
pharmacopée marocaine tient son origine d’un savoir-faire transmis par différents groupes
ethniques qui se sont installés au pays, aprés leur émigration de plusieurs régions, y compris
les Arabes du Moyen-Orient, les Andalous et les Juifs d'Europe. Cette richesse floristique et
ethnopharmacologique offre une importante opportunité de recherche des phytomolécules

antimicrobiennes.

C’est dans cette optique que s’inscrit notre travail qui est une contribution a 1I’étude

éthnobotanique et de 1’activité antimicrobienne et antioxydante des extraits des plantes.
Les objectifs de notre travail sont :

1- La prospection ethnopharmacologique des plantes médicinales de la Province de
Guercif (Nord-est du Maroc).



2-

L’etude de I’activité antimicrobienne et antioxydante des huiles essentielles, et
d’extraits méthanoliques, éthanoliques et aqueux des plantes sélectionnées suite
aux résultats de la prospection éthnopharmacologique.

La détermination de la composition chimique des huiles essentielles, et la teneur
en polyphénols totaux, en flavonoides d’extraits méthanoliques, éthanoliques et
aqueux des plantes étudiées.

L’application des extraits doués d’une activité antimicrobienne dans 1’amélioration
de la qualité de deux modéles alimentaires « jus des choux » et « soupe d’orge » et

la protection contre 1’agent causal du chancre bactérien de la tomate.
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I.1. Les plantes médicinales
I.1.1. Introduction

Toutes les plantes qui contiennent une ou plusieurs substances, pouvant étre utilisees
pour leurs effets thérapeutiques ou qui sont des précurseurs impliquées a la synthese de

drogues utiles, sont dites « plantes médicinales » (Sofowora, 2010).

La phytothérapie ou médecine traditionnelle est utilisée depuis longtemps par
différentes cultures et civilisations, en Egypte, Moyen-Orient, Inde et Chine (Ybert et De
Laage de Meux, 2001). Cette ancienne relation de I’Homme avec la nature, ayant promu les
plantes médicinales, a joué un réle trés important dans la découverte des médicaments
(Akerele, 1990 ; Patwardhan, 2005). La plupart des médicaments sont d’origine végétale ;
beaucoup d'autres sont des analogues synthétisés sur la base de composés végétaux
(Patwardhan, 2005 ; Verma et Singh, 2008).

D’aprés ’OMS, les trois quarts de la population mondiale utilisent les plantes
médicinales comme source de remede (Gilani et Atta-ur-Rahman, 2005). En outre, dans les
pays en voie de développement qui souffrent d'un retard de la modernisation du systeme
médical, le recours a 1’usage des remedes a base des plantes est trés répandu (Heywood,

1992).
1.1.2. Les phytomolécules d’origine végétale

Les plantes synthétisent un ensemble de molécules appelées « métabolites
secondaires », ces structures jouent un role trés important dans 1’interaction des plantes avec
leur environnement, puisqu’elles possedent des propriétés biologiques tres remarquables telles
que leurs pouvoirs antibactériens, antifongiques et antiviraux (Hartmann., 2007 ; Mazid et al.,
2011). Ces phytoactifs sont classés selon leurs caractéristiques chimiques, 1’origine de la
plante ou l’origine biosynthétique du composé. Il existe trois classes principales de
métabolites secondaires douées des activités antimicrobiennes et antioxydantes : les
alcaloides, les terpénes, et les composés phénoliques, comme décrit par les travaux de
Croteau et al., ( 2000).

1.1.2.1. Les alcaloides

Ce sont des composés basiques hétérocycliques avec un atome d’azote comme
hétéroatome ; ils constituent un des groupes de métabolites secondaires le plus produit par les

plantes. Selon Wansi et al., (2013) plus de 20 000 alcaloides sont isolés a partir des sources



naturelles avec différentes structures, qui sont souvent doués des activités biologiques. On
retrouve en effet des molécules comme la quinine, des drogues (cocaine), des anticancereux
(la vincristine et le taxol), des molécules utilisées comme poisons (strychnine) et des

stimulants (caféine).
1.1.2.2. Les terpenes

Ce sont des produits avec un squelette hydrocarboné (composé organique) issus du
métabolisme de la plante. Ils sont produits par différentes voies métaboliques a savoir la
glycolyse, le cycle de Krebs et la voie du shikimate ainsi que la voie du méthyléerythritol
phosphate (Soualeh et Soulimani, 2016). Ces métabolites secondaires sont issus du méme
précurseur qui est I’isopréne (CH,=C(CH3)CH=CH,) . lls se caractérisent par des molécules
insaturées, cycliques et acycliques (Charlwood et Banthorpe, 1991). Les terpenes
comprennent des phytohormones (acide abscissique et gibbérellines), des pigments, des
stérols et une grande partie des composants des huiles essentielles (Hopkins, 2003). Ces
derniéres sont les plus étudiées pour leurs effets biologiques. Les terpenes sont doués de

plusieurs activités biologiques dont I’activité antimicrobienne.
1.1.2.3. Les composés phénoliques
1.1.2.3.1. Les tanins

Ce sont des composés phénoliques de structures variées, utilisés depuis longtemps pour
leurs propriétés de rendre la peau imputrescible (Shahat et Marzouk, 2013). En 1962, Bate-
Smith et Swain ont défini les tanins comme des composés phénoliques hydrosolubles ayant
un poids moléculaire compris entre 500 et 3000 Da, ces molécules ont la capacité de se

précipiter avec les alcaloides, la gélatine ainsi qu’avec d’autres structures protéiques (Haslam,
1989).

D’aprés Griffiths (1991), les tanins sont subdivises en deux grandes classes : les tannins
condenses et les tanins hydrosolubles (Figures 1 et 2). Les tanins condensés sont des dimeres
d’acide gallique condensés sur un dérivé glycosyle ; ils comprennent 1’acide gallique et les
produits de condensation de son dimére, 1’acide hexahydroxydiphénique. Comme leur nom

I’indique, ils sont facilement hydrolysables par les acides et les enzymes.

Les activités biologiques des tanins ont été largement étudiées. Certaines plantes a
tanins présenteraient des effets antitumoraux (Yoshizawa et al., 1987 ; Ashiwada et al., 1992)
antibactériens (Amarowicz et al., 2008) et antiviraux (Buzzini et al., 2008). Kunyanga et al.
(2011) ont rapporté des activités antioxydantes et antidiabétiques des tanins.
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Figure 1: les structures caractéristiques des tannins hydrolysables : (1) acide gallique ; (2);
acide hexahydroxydiphenique ; (3) acide ellagique ; (4) pentagalloylglucose ; (5) 2-O-digalloyl-
1,3,4,6-tetra-O-galoyl--D-glucopyranose ; (6) tellimagradine Il (Koleckar et al., 2008)
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Figure 2 : les structures les plus fréquentes des tannins condensées : (1) (+)-catechine; (2) (-)-
epicatechine; (3) (+)-gallocatechine; (4) (-)- epigallocatechine; (5) (-)-epigallocatechin gallate
(Koleckar et al., 2008)



1.1.2.3.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des métabolites secondaires végétaux, formés par Les acides
aminés aromatiques : phénylalanine, la tyrosine et malonate. Structuralement les flavonoides
possedent un squelette de base a 15 atomes de carbone (Santos Buelga et Scalbert, 2000) dont
deux cycles aromatiques « A » et « B » (Figure 3) sont liés par une chaine en Cj (Pietta,
2000 ; Heim et al., 2002).

Figure 3 : Structure générale du noyau des flavonoides (Pietta, 2000)

De point de vue pharmacologique, les flavonoides sont connus pour leurs effets
antifongiques, antibactériens et antioxydants (Dixon et Pasinetti, 2010), chimio-préventifs et
anticancéreux (Konan et al., 2012 ; Cijo et al., 2016). Selon le degré d’oxydation et la nature
des radicaux portés sur le cycle C, on distingue les classes des flavonoides suivantes : les
flavones, les flavanones, les isoflavones, les flavonols, les flavanonols, flavan-3-ol et

anthocyanidines (Figure 4).
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Figure 4 : Structure chimique de certaines classes des flavonoides (Pietta et al., 2000)
8



I.2. Apercu sur les plantes aromatiques et médicinales au Maroc

Le Maroc présente une tres grande diversité écologique et floristique du fait de sa
position biogéographique. Sur plus de 4500 taxa de plantes vasculaires, natifs ou naturalisés,
800 a 951 taxa sont endémiques (Bellakhdar, 1997 ; Benrahmoune Idrissi et Dubruille, 2003;
Fougrach et al., 2007). C’est 1’'un des pays méditerranéens qui représente une pharmacopée
remarquable. Selon Bellakhdar (1997), cette pharmacopée s’est enrichie de multiples apports
culturels transmis par différents groupes ethniques, qui se sont installés au pays, apres leur
émigration de plusieurs régions, y compris les Arabes du Moyen-Orient, les Andalous et les
Juifs d'Europe.

Ces dernieres années, beaucoup de recherches ont été réalisées sur le savoir-faire de la
médecine traditionnelle marocaine. D’une part, plusieurs travaux sont menés dans plusieurs
régions du Maroc afin d’inventorier et d’identifier les différentes plantes utilisées comme
remeédes par les populations des zones étudiées. En effet, les recherches rapportées par
Bellakhdar (1978, 1982, 1991 et 1997), Kahouadji (1986 et 1995), Ziyyat et al.
(1997), Ennabili et al. (2000), Tabuti. (2006), Acherkouk et al. (2011), Acherkouk (2013),
Fakchich et Elachouri (2014 ) ont documenté le recours des populations interviewées a la
médecine traditionnelle pour traiter différentes maladies tel que les troubles du systeme

endocrinien, les troubles du systéeme digestif, des troubles dermatologiques ...etc.

Les plantes médicinales présentent un intérét socio-économique important au niveau
national. En effet, une étude menée par Ennabili et al., (2006) a montré que le revenu des
espéces commercialisées varie de 500 MAD/ha/an chez Origanum compactum a 10500
MAD/ha/an concernant Cannabis sativa. Alors que le prix de certaines PAM commercialisées
dans la région de Rissani varie de 8 MAD/kg pour Artemisia herba-alba a 225 + 35,4
MAD/kg pour Carthamus tinctorius, contre 1 et 6,5 £ 0,70 MAD / kg pour Daucus sativa et
Vicia faba, respectivement (EI Mansouri et al., 2011). Selon khabbach et al., (2012) Prunus
dulcis et Olea europaea, offrent plus de revenus, moyennant respectivement 1,825 +2,142 et
3,788 +2,602 MAD/fellah/an.

1.2.1. Activité antimicrobienne des extraits des plantes medicinales
1.2.1.1. Résistance aux antibiotiques

La découverte des agents antimicrobiens au 20°™ siécle a marqué une étape capitale de
la lutte contre les maladies infectieuses, ces médicaments ont permis de sauver des vies

humaines et animales qui étaient, a une époque, menacées (Kumar et al., 2005). Cependant,



I’apparition des effets indésirables de ces médicaments et la progression rapide du phénomeéne
de la résistance des microorganismes ont rendu peu a peu ces agents inefficaces et les
maladies que I’on croyait avoir combattues ré-émergent (Abdennebi, 2000 ; Levy et Marshall,
2004).

Aujourd’hui la résistance aux antimicrobiens, qui est définie comme 1’aptitude des
microbes a résister aux traitements antimicrobiens, est 1’une des préoccupations séricuseS de

la santé publique.

1.2.1.2. Activité antimicrobienne des extraits de plantes medicinales originaires du

Maroc

Les phytoactifs produits par les plantes ont un potentiel antimicrobien important pour la
lutte contre les maladies infectieuses. Plusieurs chercheurs marocains ont contribué a I’étude
du pouvoir antimicrobien des extraits des plantes médicinales marocaines. En effet, les
résultats de I’étude de I’activité antibactérienne et antifongique des huiles essentielles des
feuilles d'Eucalyptus camaldulensis ont montré que la concentration de 1/500 (v/v) de cette
huile inhibe la croissance des souches Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Aspergillus
niger (Farah et al., 2001). Les recherches menées par ElI Arch et al., (2002) sur I’activité
antimicrobienne de I’huile essentielle de Mentha rotundifolia, ont montré que la concentration
de 1/1000 (v/v) en huile essentielle de cette plante inhibe la croissance de toutes les bactéries
et les champignons.

De méme Bouhdid et al., (2008) ont rapporté que I’huile essentielle de la plante
Origanum compactum génére des diamétres de zones d’inhibition qui varient entre 10 et
32mm. Dans une autre étude portant sur 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles de
Thymus algeriensis et Thymus ciliatus du Maroc, Amarti et al., (2010) ont montré que I’huile
essentielle du Thymus ciliatus est douée d’une forte activité antibactérienne et antifongique
dont une faible dose de 1/3000 (v/v) de cette huile inhibe la croissance de Staphylococcus
aureus et des champignons Aspergillus niger, Penicillium expansum et Penicillium digitatum.
Les études réalisées par Talibi et al., (2011) ont montré la sensibilité de la souche Clavibacter
michiganensis ssp.michiganensis, agent causal du chancre bactérien de la tomate, aux extraits
aqueux de plusieurs plantes marocaines. Les diameétres des zones d’inhibition les plus
importants sont générées par Lavandula coronopifolia (Z1=48,8mm), suivis par Rubus
ulmifolius (Z1=40,5mm) et Rosa canina (Z1=40,4).
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Dans le méme contexte les études meneées par Bouichi et al., (2015) ont montré que les
huiles essentielles de Thymus ciliatus, Origanum compactum, Romasmarinus officinalis et
Artemisia vulgaris sont efficaces in vitro contre la souche Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi (PSS 2064-10), agent causal de la tuberculose de I’olivier. Les huiles essentielles
de ces plantes inhibent la croissance de cette bactérie avec des pourcentages qui varie entre
20,25% et 56,25%.

1.2.2. Activité antioxydante des extraits des plantes médicinales
1.2.2.1. Généralités sur le stress oxydant

L’oxygéne est un élément essentiel pour la vie, cet élément est indispensable au
fonctionnement normal de toutes les cellules aérobies de 1I’organisme (Pincemail et al., 2002 ;
Haleng et al., 2007). La production de I’oxygéne par des voies métaboliques non controlées
participe a la formation d’espéces réactives de 1’oxygene (ERO) tels que les radicaux libres
superoxide O,e-, hydroxyl HOe, alkoxyl RO« et peroxyl RO,e, ces radicaux sont impliqués
dans le stress oxydant (Foyer et al., 1994).

Un déséquilibre, résultant d’une production accrue des espéces oxygénées de 1I’oxygéne
(EOA) et d’une altération a la baisse des défenses antioxydantes, peut causer
I’endommagement de molécules comme les lipides, I’ADN, et les protéines (figure 5)

(Koechlin-Ramonatxo, 2006).
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Figure 5:Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de 1’oxygene
impliqué en biologie (Favier 2003)
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1.2.2.2. L’activité antioxydante des extraits de plantes médicinales originaires du
Maroc

Depuis quelques années, le « stress oxydant » a envahi le monde des sciences
biologiques et médicales. Par conséquent, les recherches se sont intensifiées dans le cadre de
dépasser cette situation. La biodiversité de la flore marocaine a poussé plusieurs chercheurs
marocains a mener des études sur le potentiel antioxydant des extraits de plantes utilisées dans
la pharmacopée marocaine. En effet, les résultats de I’étude menée par Amensour et al. (2010)
sur le pouvoir antioxydant des extraits de Myrtus communis ont montré que les concentrations
de 500pg/ml de I’extrait méthanolique et 1000ug/ml des extraits éthanolique et aqueux de
cette plante inhibe a 100% le radical ABTS. De méme Marmouzi et al. (2016) ont montré que
les extraits d’acétate d’éthyl de Chenopodium quinoa inhibent plus de 90% du radical DPPH.
Une autre étude menée par Dahmane (2013) a montré que les concentrations 1,82mg/ml,
1,04mg/ml et 0,82 mg/ml et 0,36mg/ml des huiles essentielles des plantes d’Artermisia herba
alba, d’Artemisia. Arborescens, Rosmarinus tournefortii et Syzygium aromaticum ont inhibé
le DPPH a 50%.

1.3. Monographie des plantes étudiées

1.3.1. Les plantes d’étude

Les six especes étudiées appartiennent aux familles suivantes :

> 1- Asteraceae (Achillea odorata L ssp. pectinata).

» 2- Rutaceae (Ruta montana L.).

» 3- Lamiaceae (Teucrium poliumssp. polium, Mentha suaveolens et Micromeria
graeca)

» 4- Cistaceae (Cistus ladanifer ssp. ladanifer).

Les espéces Ruta montana L., Teucrium polium ssp. polium, Mentha suaveolens, Cistus
ladanifer ssp. Ladanifer sont notées dans le catalogue des plantes vasculaires du Nord du
Maroc (Valdés et al., 2002), et dans la flore relevée du Pré-Rif de Taza (Khabbach, 2012).

1.3.2. Aspects botaniques, chimiques et pharmacologiques des plantes
1.3.2.1. la plante Ruta montana .

a. Aspect botanique et systématique
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La place du taxon Ruta montana (synonyme : Ruta graveolens var. montana ) (TB,

2017a), dont la classification est la suivante :

o Cladus : Plantae

e Cladus : Spermatophyta.

o Division : Angiospermae.

e Classe : Dicotyledoneae.

o S/Classe :Dialypétales.

e Ordre : Rutales

e Famille : Rutaceae.

« Genre : Ruta.

o Espéce : Ruta montana L.

Figure 6 : Photo de Ruta montana Figure 7: Photo des fruits de Ruta
prise dans la région de Taza montana prise dans la région de Taza
La plante Ruta montana (figures 6 et 7) appartient a la famille des Rutaceae, qui est

une grande famille d'arbres, d'arbustes et de quelques plantes herbacées, de distribution
presque cosmopolite mais surtout présente dans les régions chaudes du globe. C'est la famille
des agrumes, elle est de grande importance. Citrus est le genre le plus cultivé, citons le citron
(citrus limon), I'orange (C. sinensis) et la mandarine (C. reticulata) ; en plus de nhombreuses
especes qui sont également cultivées pour leurs huiles essentielles (huile de bergamote utilisée
en parfumerie, huile de néroli utilisée dans I'eau de cologne) et d'autres qui sont utilisées
comme arbustes d'ornement. 1l se trouve également dans cette famille la rue (Ruta
graveolens), plante extrémement toxique, qui fut longtemps utilisée en thérapeutique. Les
Rutaceae se caractérisent par des feuilles alternes et sans stipules, par la présence de glandes
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a huile essentielle, et des fleurs qui présentent 4 ou 5 sépales, 4 ou 5 pétales, 8 a 10 etamines,

4 ou 5 carpelles soudés et des fruits en baie (HF, 2017).

L’espéce Ruta graveolens var. montana a été identifié au Maroc dans le Circum
méditerranéen (Ouest Rif ,Centre Rif Targuist, Zerhoun, PréRif, Tazzeka, Aknoul Kert,
Gareb ; Valdés et al., 2002). En effet, c’est une plante des lieux arides de la région
méditerranéenne, en Afrique septentrionale, dans 1’aire qui comprend la Mauritanie, 1’ Algérie,
la Tunisie, la Libye, I’Egypte, les Tles canaries et madere et dans le continent Européen, en
Espagne et en Portugal, I’ltalie septentrionale, la Gréce, la Turquie, la Provence, le
Languedoc, Roussillon, ainsi que 1’Asie Mineure et le Caucase. C’est une plante de 20 a 40
cm, glauque, glabre, glanduleuse dans le haut, dont les feuilles sont oblongues dans leur
pourtour, finement découpées en segments linéaires-obtus, le terminal un peu plus large, les
fleurs de couleur jaune, petites, bradées et sépales lancéolés en aléne, longuement acuminés,
les pétales spatules, entiers, ondulés, non ciliés, les grappes fructiferes denses (Inflorescence
est sous forme racéme de racémes), droite, a pédicelles plus courts que la capsule (fruit) qui
est petite, subglobuleuse, déprimée, a 4 lobes arrondis. C’est une Hémicryptophyte
hermaphrodite (< 1m) érigé (formation végétale hémicryptophytaie), qui fleurit de Mai a
Septembre (BDPFA, 2012 ; TB, 2017a ; DL/RJB/CSIC, 2017).

b. Emplois et utilisations en médecine traditionnelle

Ruta montana est utilisée traditionnellement dans le traitement de certains problémes
psychiques (Ennabili et al., 2000), dans le traitement du diabete (Tahraoui et al., 2007) ainsi

que dans le traitement des abces (Boukhira et al., 2013),

c. Aspect chimique

L’importance du genre Ruta dans la medecine traditionnelle a poussé certains auteurs
a caractériser et a isoler quelques métabolites secondaires a partir des especes de ce genre. En
effet, les recherches menées par Touati et al., (2000) ont permis d’isoler a partir de 1’espéce
Ruta montana les alcaloides suivants : 2-(nonan-8-one)-(1H)-4-quinolone ; 2-(nonan-8-one)4-
methoxy-quinoline ; 2-(nonan-8-one)-N-methyl-4-quinolone. D’autres études ont permis
d’isoler a partir des racines de Ruta graveolens les composés acridones a savoir : 1’epoxyde
rutacridone, gravacridondiol et rutacridone. Par ailleurs, I’analyse chimique de 1’huile
essentielle de Ruta chalepensis L. a montré la présence des composés majoritaires suivants :
2-undecanone (77.18%), 2-decanone (8.96%) et le 2- dodecanone (2.37%) (Mejri et al..,
2010).
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1.3.2.2. la plante Achillea odorata. ssp. pectinata

a. Aspect botanique et systématique

La place de cette plante dans la systématique (TB, 2011a) est la suivante :
o Cladus : Plantae
e Cladus : Spermatophyta.
o Division : Angiospermae.
o Classe : Dicotyledoneae.
o S/Classe : Asteridae.
o Ordre : Asterales.
o Famille : Asteraceae.
e Genre : Achillea.
o Espece : Achillea odorata.

o S/ Espéce: Achillea odorata L. ssp. pectinata.

Il s’agit donc d’une plante de la famille des Asteraceae, qui est I’un des taxons les plus
importants du regne végétal, il compte approximativement 900 genres avec plus de 13 000
especes, il est représenté principalement dans les régions tempérées et froide du globe, ces
especes sont principalement et ordinairement des herbes vivaces ou non, mais pouvant étre
aussi des arbustes ou sous-arbrisseaux, rarement des plants aquatiques ou des plantes
grimpantes ou encore des épiphytes. Les feuilles sont alternes moins souvent opposées ou
radiales, rarement verticillées, toujours exstipulées, bractées, simples ou parfois composées.
Les fleurs ont la caractéristique commune d'étre réunies en capitules, c’est-a-dire serrées les
unes aux autres, elles sont épigynes, hermaphrodites, plus rarement unisexuées, les especes
étant alors monoiques ou dioiques. Les Asteraceae sont réparties en fonction de leurs fleurs en
deux types : I'un ayant des fleurs a corolles ligulées et I'autre a corolles tubulées (BO, 2017 ;
Boutaoui, 2012 ; Hamimed , 2009).
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Figure 8: Photo d’Achillea odorata Figure 9: Photo d’une fleur d’Achillea odorata
L.ssp. pectinata prise dans la région de Taza L. ssp. pectinata prise dans la région de Taza

La plante Achillea odorata (figures 8 et 9) est une plante des bords des chemins de la
région méditerranéenne, vivace a souche courte, noueuse, stolonifére ; elle présente des tiges
de 12 a 30 cm, dressees ou ascendantes, pubescentes et des feuilles d'un vert grisatre,
pubescentes, a contour oblong, dont les inférieures et celles des rosettes sont pétiolées,
bipennatiséquées, alors que les caulinaires sont sessiles, petites, atteignant rarement 2 a 12 cm
de longueur, pennatiséquées, et a segments entiers ou incises, ceux-ci au nombre de 8-12 de
chaque c6té, presque égaux, rapprochés, linéaires, a lobes mucronulés. L’involucre est ovoide,
poilu, a folioles offrant une marge brunatre, des capitules petites, en corymbe subglobuleux,
compact ; elle fleurit de Juin a Juillet, les fleurs sont d'un blanc sale ou un peu jaunatre, a
ligules courtes (TB, 2011a). Le taxon Achillea odorata L ssp pectinata est noté dans la flore
identifiée dans le Pré-Rif de Taza (khabbach, 2012).

b. Emplois et utilisations en médecine traditionnelle

Peu d’étude ont rapporté 1’usage traditionnel de la plante Achillea odorata. selon
Khabbach et al. (2012), le décocté de cette plante est utilisé dans la région de Taza (Nord du
Maroc) en médecine traditionnelle dans le traitement du rhume et comme insecticide. En
Algérie Achillea odorata est utilisée dans le traitement du rhumatisme, dans le traitement des
blessures, dans la régulation de la pression artérielle et dans le traitement ainsi que guérir les

problemes gastriques (Boutennoun et al., 2014).
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c- Aspect chimique

La caractérisation des plantes du genre Achillea a permis d’isoler plusicurs composés
organiques. En effet, les études menées sur la plante Achillea millefolium L. par Innocenti et
al., (2007) n’ont permis d’isoler pour la premiére fois a partir de genre Achillea que les
composés dihydrodehydrodiconiferyl alcohol 9-O-$-D-glucopyranoside — glycosyl-neolignan
et six derivés du flavone, apigenin, apigenin-7-O-4-D-glucopyranoside, luteolin, luteolin-7-O-
S-D-glucopyranoside, luteolin-4'-O-f-D-glucopyranoside, rutin, et deux dérivés d’acide
caféique, I’acide 3,5-dicaffeoylquinic et ’acide chlorogenic. L’étude des huiles essentielles du
genre Achillea a fait I’objet de nombreuses études dont plusieurs compositions chimiques ont
¢été décrites selon I’espéce ou ’origine de la récolte. En effet, I’analyse de la composition
chimique des feuilles et des fleurs de ’espéce A. millefolium L., récoltée en Portugal a montré
la présence des composés majoritaires suivants: 1,8-Cineole (25-29%), trans-sabinene
hydrate (10-15%) et sabinene (3.1-5,4%) (Figueiredo et al., 1992). Alors que I’étude de la
composition chimique de I’huile essentielle de la partie aérienne de cette méme espece
originaire du Kazakhstan a montré qu’elle contient le Camphor (16.0%), 1,8-cineole (8.7%),
borneol (6.2%), B- eudesmol (6.1%), a-terpineol (5.9%), and a-bisabolol (5.5%) comme

composés majoritaires (Suleimenov et al., 2001).

L’analyse chimique de I’huile essentielle de la partie aérienne de la plante A. tenuifolia
Lam. originaire d’Iran a montré la présence des composés majoritaires suivants : Camphor
(18.0%), 1,8 Cineole, (+) limonene (9.0%) et Spathulenol (7.0%) (Rustaiyan et al., 1999).

1.3.2.3. la plante Teucrium polium ssp. polium

a. Aspect botanique et systématique

La plante Teucrium polium ssp. Polium (figures 10 et 11) dont les Synonymes sont
Teucrium polium ssp. album (Mill.) Breistr et Polium album Mill (TB, 2011b), occupe la
place suivante dans la classification :

e Cladus : Spermatophyta.

e Division : Angiospermae.
e Classe : Dicotyledoneae.

e Ordre : Lamiales

e Famille : Lamiaceae

e Genre : Teucrium.

e Espece : Teucrium polium.
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o Sous-Espece : Teucrium polium ssp. Polium.

Figure 10: Photo de Teucrium Figure 11 : Photo de la fleur Teucrium
polium prise dans la région de Taza polium prise dans la région de Taza
C’est une plante de la famille des Lamiaceae qui est une famille trés diversifiée avec
224 genres et environ 4000 espéces, elle est aussi bien répandue dans les zones tropicales que
dans les zones tempérées du monde ; la plus grande diversité est rencontrée selon cet ordre :
le bassin méditerranéen, I'Asie centrale, le continent Ameéricain, les lles du pacifique,
I'Afrique équatoriale et la Chine (Kabouche, 2005). En effet, les grandes Lamiaceae
(anciennement Labiatae) se trouvent dans le monde entier, avec une grande diversité en
Californie, au Mexique et en Méditerranée, ces plantes vivent dans une grande variété
d'habitats, bien qu’adaptées a la sécheresse, c’est 'une des rares familles (habituellement)
reconnues sur la base de traits végétatifs (NPC, 2014) ; au Maroc, elle a été identifié a I’ouest

du Rif, a Aknoul, a Imzorene, au Gareb et a Benisnassen. (Valdés et al., 2002),

Les Lamiaceae sont des plantes généralement herbacées diversement velues (de
glabres a laineuses), qui s’identifient selon Hervé Sauquet par les caractéristiques suivantes :
tiges quadrangulaires (tige carrée), feuilles souvent lancéolées, dentées, opposées-décussées,
et fleurs a symétrie bilatérale, a deux levres, regroupées en glomérules, zygomorphes a corolle
gamopétale bilabiée (5 pétales soudés, formant un tube a la base et deux lévres au sommet),
4 étamines, ovaire divisé en quatre au fond du calice (2 carpelles soudés, secondairement
divisés) (TB, 2016).

Le genre Teucrium comprend des agrégats, formés par le regroupement de plusieurs
espéces souvent confondues, étant habituellement tres proches l'une et I'autre. Ainsi, Teucrium
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polium est considérée étre I'une des 20 espéces appartenant a l'agrégat appelé Teucrium
polium Aggr (UICN-Med, 2017) ; ce genre Teucrium, encore denommé les germandrées,
regroupe environ 260 especes de plantes herbacées ou de sous-arbrisseaux (Naghibi et al.,
2005). L’espéce Teucrium polium est une plante vivace trés polymorphe (TB, 2011b ; UICN-
Med, 2017), de 10 a 35 cm de haut, qui présente les caractéristiques morphologiques

suivantes :

» Tiges ligneuses, ascendantes, blanches-tomenteuses

> Feuilles blanches, sessiles, linéaires-lancéolées ou oblongues, en coin et entiéres a la
base, crénelées dans le haut, enroulées aux bords, tomenteuse des deux cotés, avec des
moulages a dents rondes roulées vers le bas ; les supérieures ecartées.

> Fleurs dans les capitules latéraux qui ont une corolle blanche ou jaune, rarement

purpurines, en tétes blanches, assez grandes, globuleuses ou ovoides, agglomérées ou
en panicule, serrées, brievement tomenteuses (inflorescence globulaire), et un calice
en forme de cloche avec 5 triangulaires ou acuminés subéquats; briévement
tomenteux, a dents courtes, non carénées, subaigués, la supérieure obtuse - corolle a
lobes supérieurs pubescents.

» Fruits de couleur brun clair a noisettes brunes avec une surface en treillis.

Cette plante émet une agréable odeur aromatique, elle fleurit d'avril a juin (UICN-Med,
2017), elle se développe habituellement dans les régions appartenant aux bioclimats semi-
arides et arides ; elle préfére le soleil et un sol 1éger et bien drainé, elle pousse sur les coteaux,
les sables et dans les endroits arides (UICN-Med, 2017). Teucrium polium est une espéce trés
variable ; de nombreuses sous especes ont été décrites dont certaines sont parfois érigées au

rang d'espece (Naghibi et al., 2005).

La sous-espéce Teucrium polium ssp. polium , est une plante de la région méditerranéenne
des lieux sablonneux ou rocailleux, c’est une chaméphyte hermaphrodite (< 1m) frutescente
qui forme des chaméphytaie, et qui présente un cyme capituliforme (fleurs blanches), des
akenes, dont la floraison se fait de Mai a Septembre (TB, 2011b).

b.Emplois et utilisations en médecine traditionnelle

L’espéce Teucrium polium est utilisée dans la région orientale du Maroc comme un
antidiabétique (Bnouham et al., 2002). La population locale de Séfrou (Moyen Atlas-Maroc)

I’utilise dans le traitement des brulures, des abcés et des blessures (Boukhira et al., 2013).
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c- Aspect chimique

Un des traits les plus caractéristiques de la famille des lamiaceae réside dans le fait
que plusieurs genres renferment des terpénes qui sont responsables de I'odeur aromatique de
ces plantes ; qui sont utilisés dans la médecine traditionnelle et comme condiment dans les
plats de cuisine (Kabouche ,2005).

De point de vue chimique, cette famille a fait I'objet d'intenses investigations dans le
but disoler différents types de composés. Parmi les genres qui sont concernés, nous
citons: Ajuga, Rhabdosia, Teucrium, Salvia, Scutellaria, Stachys, Leonurus, Ballota, Coleus,
Thymus, Phlomis ; ces études ont permis d'isoler un grand nombre de métabolites secondaires
tels que les stérols, flavonoides, iridoides, sesquiterpenes, diterpénes et triterpenes3-7
(Kabouche, 2005).

La plante Teucrium polium contient plusieurs diterpénoides, possédant le squelette de
Clérodane ou du 19-norcléro-dane, tels que: picropoline, 6-acétyl-picropoline, Isopicropoline,
teucrine P1, teucrine P2, montanine- B, la 19-acétyl-gnaphaline, la téupoline I, la téupoline II,
Diosphéneol ; les diterpénes de noyau furanique qui provoquent une cytolyse aigué hépatite
(UICN-Med, 2017).

Pour ce qui est de la composition chimique de 1’huile de Teucrium polium, les résultats
ont montré une grande variation dans la composition chimique des huiles essentielles extraites
de cette plante. En effet, en Iran, la composition chimique de cette espéce est caractérisee par
la présence des composés majoritaires suivants : a-pinene (12,52 %), B-pinene (7,09 %), 1,8-
cinéol (3,60 %), linalol (10,63 %), carvacrol (5,23 %), d-cadinéne (3,66 %) et D-germacréne
(5,03 %) (Moghtader et al., 2009).

1.3.2.4. la plante Mentha suaveolens

a. Aspect botanique et systématique

Mentha suaveolens Ehrh (figures 12 et 13) (synonyme M. rotundifolia var melillensis
Sennen, Diagn, Nauv 113 (1936)) est une espéce de Lamiaceae, c’est une plante
hémicryptophyte, hermaphrodite (<1m), méditerranéen-atlantique, stolonifere, qui forme des
hémicryptophytaies, elle est caractérisée par une inflorescence sous forme glomérules
spiciformes, des fleurs de couleur blanche, rose et des akenes (TB, 2017b) ; sa place dans

la classification est :
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e Cladus : Plantae

o Cladus : Spermatophyta.

« Division : Angiospermae.
o Classe : Dicotyledoneae.

e S/Classe :Lamiidees.

e Ordre : Lamiales.

o Famille : Lamiaceae.

e Genre : Mentha.

o Espece : Mentha suaveolens

Selon des analyses phylogénétiques morphologiques, le nombre de chromosomes et
les principaux constituants de I'huile essentielle, le genre Mentha (menthe) est parmi les
genres les plus importants de la famille des Lamiaceae, il est trés diversifié (Bozovi¢ et al.,
2015) et représenté par environ 19 especes et 13 hybrides naturels, qui sont principalement
des plantes vivaces, qui poussent spontanément dans les endroits humides et les régions
tempérées d'Europe, d'Asie, d'Afrique, d’Australie et d’Amérique du Nord. Par ailleurs, les
menthes sont en croissance rapide, envahissantes et tolerent généralement un large éventail

des agro-climatiques (Kumar et al., 2011, Bozovi¢ et al., 2015).

Figure 12: Photo de Mentha suaveolens Figure 13: Photo de la fleur Mentha
prise dans la région de Taza suaveolens prise dans la région de Taza

Les menthes sont également connues pour certaines caractéristiques (NPC, 2014) :
> Fleurs souvent en pointes fourmillées, irréguliéres a deux lévres avec (parfois) 5
sépales et 5 pétales (plusieurs autres familles ont des fleurs a deux lévres).
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» 2 ou 4 etamines (hombre similaire dans plusieurs autres familles).

» Un ovaire supérieur segmenté en 4 lobes (la seule autre famille avec cette
caractéristique est Boraginaceae).

» Une seule graine.

> Des tiges carrées sur la nouvelle croissance (pas I'ancienne) mais, plusieurs autres
familles ont également cette caractéristique (y compris Rubiaceae)

> Elles ont des feuilles parfumées opposées, un trait commun avec d’autres familles.

L'identification de Mentha est difficile (NPC, 2014 ; Bozovi¢ et al., 2015), car outre
une grande plasticité phénotypique ; la plupart des especes sont capables de s'hybrider les
unes avec les autres.

Selon Sarié-Kundali¢ et al. (2009) et Bozovié et al. (2015), la littérature actuelle suggeére la
classification du genre Mentha en trois lignes de base, nommeées : capitatae, spicatae et

verticillatae :

> Les capitatae comprennent toutes les especes avec des inflorescences compactes, le
type espéce est M. aquatica.

> Les spicatae ont un pic, comme le montrent M. spicata, M. longifolia et
Mentha suaveolens.

> Les verticillatae sont représentées par M. arvensis, avec une inflorescence
verticalement divisée en verticilles.

Selon la Flora Europaea et la Flora d'ltalia par Bozovi¢ et ses collaborateurs (2015),
Mentha suaveolens est une herbe herbacée et vivace avec une odeur douce qui pousse jusqu'a
100 cm de hauteur , avec une tige érigée, quadrangulaire, et a peine voilée a densément blanc-
tomentose, elle est monopodialement ramifiée, avec des entre-noeuds courts ; le feuillage est
vert clair avec face, ridée, sessile ou trés courte, pétiolées ovales-oblongues a suborbiculaires,
de 3a4,5cm de long et de 2 a 4 cm de large, obtus, cuspidés ou rarement aigus, les feuilles
sont les plus larges prés de la base, serré, avec 10 a 20 dents, poilues au-dessus,
habituellement gris ou blanc-tomentose a lanate ; une rame prostrée (suceur rampant)
poussant de l'aisselle des feuilles a la base de la tige fleurissante se propage au-dessous du
niveau du sol puis donne la racine et tourne vers le haut pour donner un nouveau coup ; de
nombreux verticillasters, habituellement encombrés, forment un pic terminal de 4a 9 cm de

long, composé d'un certain nombre de fleurs blanches ou rosées(Bozovic¢ et al., 2015)
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Cette espece est originaire de I'Europe du Sud et de I'Ouest, s'étendant vers le Nord
aux Pays-Bas, cultivée en pot-herbe et naturalisée dans le Nord et le centre de I'Europe ;
trouvée généralement le long des ruisseaux, des tourbieres et des endroits humides (Bozovié¢
et al., 2015). Selon ces auteurs, huit especes sont signalées dans la flore italienne : M.
requienii, M. pulegium, M. arvensis (et hybrides), M. aquatica (et hybrides) et le groupe M.

spicata qui comprend M. spicata, M. longifolia, M. microphylla et Mentha suaveolens.

Mentha suaveolens est également notée au Sud-ouest de 1’ Asie (Turquie), au Nord de
I’Afrique et au Macaronésie (sauf Cap Vert) (Valdés et al., 2002). Au Maroc elle a été
identifiée a Tanger, I’Ouest du Rif, Loukkos, Targuist, Zerhoun, Aknoul, Imzorene, Kert,
Gareb, Mamora et Pré-Rif (Valdés et al., 2002).

b. Emplois et utilisations en meédecine traditionnelle

La poudre ou l’infusé de Mentha suaveolens est utilisée dans le traitement des
bronchites, elle est utilisée aussi comme antispasmodique, analgésique et antidiarréique
(Bellakhdar, 1996 ; 1997). L’étude menée par El Mansouri et al. (2011) a montré que la
population locale de 1’Oasis de Rissani utilise Mentha suaveolens dans le traitement du cancer

de sein et contre le frisson.

Les espéces Mentha sont connues, depuis I'antiquité pour leurs propriétés médicinales
et aromathérapeutiques ; les anciens égyptiens, romains et grecs utilisaient la menthe poivrée
comme aromatisant et comme médicament, tandis que les huiles essentielles de menthe ont
été employées comme parfums, ardbmes, déodorants et produits pharmaceutiques ; au moyen
age, on utilisait des feuilles de menthe en poudre pour blanchir les dents (Kumar et al., 2011 ;
Bozovi¢ et al., 2015).

Les feuilles, fleurs et tiges de Mentha spp. Sont fréeqguemment utilisés dans les tisanes
ou comme additifs dans les mélanges d'épices commerciaux pour de nombreux aliments pour
offrir I'arbme et la saveur ; en outre, les menthes ont été utilisés comme remede populaire
pour le traitement des nausées, des bronchites, des flatulences, de I'anorexie, des ulcérations
colite et les plaintes de foie, en raison de leur effets anti-inflammatoire, carminative,
antiémetique, diaphorétique, antispasmodique, analgésique, stimulant, emmenagogue et

anticatarrhal (Bozovic¢ et al., 2015).

Différents espéces des menthes sont également utilisées pour le traitement

rhumatisme, la dysenterie, la dyspepsie, les allergies cutanées, les frissons, la jaunisse, les
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infections, constipation, spasmes, calculs de la vessie, pierres biliaires, diarrhée, maux de
dents, maux d'estomac, dyspnée, gastrodynie, et comme stimulant, diaphorétique, diurétique,
reconstituant, tonique de I'estomac, anti-infectieux, sédatif, insectifuge, antimycobactérien,
antifongique, antiallergique, virucide, radioprotecteur, cyclooxygénase, inhibiteur, anti-
inflammatoires et hémostatiques (Naghibi et al., 2005 ; Ahmad,2012 ; Bozovi¢ et al., 2015).

c. Aspet chimique

Les menthes sont également classées sur la base du composé monoterpene dominant
dans I'huile essentielle résultant de trois voies métaboliques différentes, ainsi, la production de
linalol et d'acétate de linalyle est typique pour la voie linalol ; menthol, menthone et

menthofuran sont des constituants du menthol (Bozovi¢ et al., 2015).
1.3.2.5. La plante Micromeria graeca
a. Aspect botanique et systématique

Micromeria graeca (figures 14 et 15), est une Lamiaceae, dont la place dans la
classification (TB, 2017c), est :

e Cladus : Plantae

o Cladus : Spermatophyta.

« Division : Angiospermae.
o Classe : Dicotyledoneae.

e S/Classe :Lamiidees.

e Ordre : Lamiales.

o Famille : Lamiaceae.

e Genre : Micromeria.

o Espece : Micromeria graeca.
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Figure 14 : Photo de Micromeria Figure 15: Photo de la fleur de Micromeria
graeca dans la région de Taza graeca dans la région de Taza

Le genre Micromeria, distribué depuis la région macaronésienne-méditerranéenne
jusqu’a I’Afrique de sud (Brduchler et al., 2005, 2008; Chater and Guinea, 1972), il a été
décrit par Bentham en 1829 (Valverde, 1991 ; Radulovi¢ et Blagojevi¢, 2012) ; il appartient au
Lamiaceae, tribu Mentheae, subtribu Menthinae et est considéré comme faisant partie du
«Complexe Satureja». En tenant compte de la diversité morphologique apparente, de
nombreux taxonomistes ont divisé ce complexe en plusieurs genres, principalement Satureja
L., Clinopodium L., Calamintha Mill., Acinos Mill et Micromeria Benth (Bréuchler, 2008) ;
d'autres les groupent en un seul genre Satureja, en incluant leurs espéces dans ce groupe
(\Valverde, 1991, Brauchler, 2008). Ces différents points de vue sur les limites génériques de

la "Satureja Complexe™ a entrainé une confusion taxonomique importante (Brauchler, 2008).

Des études récentes sur la phylogénie et le statut générique de Satureja utilisant des
analyses cladistiques des données moléculaires ont beaucoup contribué a une meilleure
comprehension du groupe (Brduchler, 2008). C’est un genre largement diffusé : en Europe, et
en particulier dans la Méditerranée et la Macaronésie, en Afrique du Nord et en Afrique sub-
saharienne, 1’ Asie tempéré et I’Amérique (40 especes de Satureja en Amérique du Sud et 21
en Amérique du Nord, toutes appartenant aux genres Micromeria et Gardoquia) (Valverde,

1991).

b. Emplois et utilisations en médecine traditionnelle

Novais et al. (2004) ont rapporté que la plante Micromeria graeca est utilisée dans la
médecine traditionnelle Portugaise contre les douleurs de la vessie, contre la grippe et comme
antipyrétique.
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c. Aspet chimique

Plusieurs chercheurs se sont intéressés a 1’étude des compostions chimiques des huiles
essentielles des plantes appartenant au genre Micromeria. Selon Durua et al. (2004) 1’huile
essentielle extraite par hydodistillation et par entrainement a la vapeur, de Micromeria cilicica
est caractérisée par la présence des composes majoritaires suivants : pulegone (66,55% et
64,10%), cis-p-menthone (21,71% et 25,31%), trans-p-menthone (9,59% et 5,59%), nerol
(0,35% et 2,49%) et 3-octonol (0,81% et 0,25%).

L’étude de la composition chimique de 1’huile essentielle de Micromeria dalmatica a
montré 1’abondance des composés suivants piperitenone (41.46%), pulegone (19.02%),
piperitenone oxide (14.49%), D-limonene (6.23%) et p-menthone (5.06%) (Bukvicki et al.,
2015).

1.3.2.6. La plante Cistus ladanifer ssp. ladanifer
a. Aspect botanique et systématique

Cistus ladanifer ssp. ladanifer (figure 16) est une espece de la famille des Cistaceae
(TB, 2017d) qui occupe la place suivante dans la classification :

e Cladus : Plantae

o Cladus : Spermatophyta.
o Division : Angiospermae.
o Classe : Dicotyledoneae.
e S/Classe : Malvidae

e Ordre : Malvales

e Famille : Cistaceae.

e Genre : Cistus.

o Espéce : Cistus ladanifer.

Figure 16: Photo de Cistus ladanifer ssp.
ladanifer prise dans la région de Taza

Les Cistaceae sont des plantes herbacées, arbustes ou subarbustes, dont les feuilles
sont simples, alternes, opposées ou verticillees, parfois agglomérées ou sous forme de

faisceaux ; les inflorescences principalement en cyme, les fleurs sont solitaires actinomorphes
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hermaphrodites avec 5 (ou 3) sépales et 5 (ou 3) pétales et plusieurs étamines, a de nombreux,
généralement ; ovaire tricarpellé, triloculaire & uniloculaire, avec peu d’ovules placés sur

placentas pariétaux; capsule déhiscente par 3 valves, la déhiscence est apicale.

Cette famille compte cing ou six genres avec environ 200 espéces de large distribution
dans le monde, mais surtout dans I'némisphére nord et en particulier dans la région
Méditerranéen (Graciela, 1992 ; Graciela et Rezedowski, 1994).

Les Cistes sont des arbrisseaux qui appartiennent presque tous au centre de I'Europe et
aux différents pays qui avoisinent le bassin Méditerranéen ; sur vingt-cinq especes connues
maintenant, onze croissent naturellement dans les départements méridionaux de la France ; un
plus grand nombre en Espagne, au Portugal, et la plupart de ces plantes se retrouvent dans le
Levant et dans le nord de I'Afrique ; une seule espéce a été trouvée jusqu'a présent au cap de
Bonne-Espérance (DL/RJB/CSIC, 2017).

Le genre Cistus est caractérisé généralement (plusieurs espéces) par une écorce et des
feuilles exsudent une matiére visqueuse, gommo-résineuse, rousse-brunatre, d'une odeur
aromatique, connue sous le nom de Ladanum, et employée en médecine comme tonique et
astringente (DL/RJB/CSIC, 2017). Dans les Tles de I'Archipel, et principalement dans celle de
Candie, c'est sur le Ciste de Créte (Cistus creticus, Lin.) que les Grecs recueillent le ladanum ;
et ils emploient, pour faire cette récolte, un instrument assez semblable a un rateau, mais qui ,
au lieu de dents, est garni de plusieurs laniéres de cuir, pendant les grandes chaleurs, et par un
temps calme, ils font passer a plusieurs reprises ces laniéres sur les Cistes (DL/RJB/CSIC,
2017).

Cistus ladanifer est une Chaméphyte hermaphrodite (> ou = a 1m) frutescents,
méditerranéen occidental, qui forme des magnochaméphytaies dans la région méditerranéenne
(Bois et coteaux secs) ; il s’agit d’un arbrisseau dépassant souvent 1 metre, trés odorant,
verdatre, a rameaux glutineux, avec des feuilles sessiles, lancéolées, vertes et glabres en
dessus, tomenteuses-blanchétres en dessous, des fleurs de 6 a 8 cm de longueur, blanches ou
tachées de pourpre au-dessus de l'onglet (Macule rose), pédonculées, solitaires, a 3 sépales,
presque égaux, suborbiculaires, glabres, tuberculeux, plus longs que le pédoncule glabre et a
pétales 3-4 fois plus longs que le calice, le style trés court , un capsule subglobuleuse,
tomenteuse, a 10 loges , des graines presque lisses, I’inflorescence est un cyme unipare

hélicoide ; la floraison se produit de Mai a Juin (TB, 2017d).
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b. Emplois et utilisations en médecine traditionnelle

La plante Cistus ladanifer est employée contre 1’acidité gastrique (Bellakhder, 1997).
Cette plante est utilisée dans la médecine traditionnelle Portugaise dans le traitement des

bronchites et comme antiseptique (Novais et al., 2004).
c. Aspects chimiques

La plante Cistus ladanifer est une espéce mediterranéenne typique, largement répartie
sur Ouest de I'Espagne, dont les feuilles et les tiges sécretent un exsudat abondant de
métabolites secondaires ; I’exsudat de C. ladanifer se compose fondamentalement de
composés d'origine phénolique et terpenique, les phénoliques et les terpénoides sont
impliqués dans de nombreux processus Végétaux, en biotiqgues et abiotiques
environnementaux ; la synthése de ces composés devrait étre considéré comme un mécanisme
de défense de la plante contre le stress; ainsi des études antérieures ont montré que les
composés phénoliques synthétisés par C. ladanifer, en particulier six flavonoides d'aglycone,
représentent entre 0,6% et 3,4% (selon la saison) du poids sec de la feuille ; leur synthése est
nettement saisonniere : ils représentent la majorité des produits synthétisés en été, alors que
leur présence est minime en hiver (Alias et al., 2012). D'autre part, les terpenes majoritaires
I'exsudat de C. ladanifer sont trois diterpénes (acide D1: 6-acétoxy-7-0xo-8-labden-15-oic,
D2: 7-oxo-8-1'acide labden-15-oique ; D3 : acide oxocatifique) (Alias et al., 2012).

En outre, il a été démontré que la présence de ces composés pourrait étre impliquée
dans l'activité allélopathique de cette espece ; bien que les changements dans les
concentrations de terpénes et les taux d'émission ont un grand intérét écologique, les facteurs

qui contrélent les concentrations de terpenes sont moins connus (Alias et al., 2012).
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PARTIE Il : MATERIEL ET METHODES
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I1.1. Prospection ethnopharmacologique des plantes médicinales de la
Province de Guercif (Nord-est du Maroc)

11.1.1. Zone d’étude

Située au NE du pays, en partie dans le Rif du c6té nord, et en partie dans I'Atlas du
coté sud, la Province de Guercif a été récemment créée, suite a un démembrement de la
Province de Taza de 1’ex-région Taza-Al Hoceima-Taounate (BO, 2009 ; HCP, 2013).
Actuellement, elle dépend de la Région de I’Oriental, et composée de 10 Communes, dont la
seule Commune urbaine de Guercif. D’une superficie de 7310 km?, cette Province est
délimitée au Nord par les Provinces de Nador et Driouach, a 1’Ouest par la Province de Taza,

a I’Est par la Province de Taourirt, et au Sud par la Province de Boulemane (INDH, 2016)

La région orientale est influencée par deux sortes de climat, un climat méditerranéen
au Nord, avec une pluviométrie annuelle moyenne excédant 400 mm, et un climat continental
au Sud, ou les précipitations ne dépassent pas 100 mm (HCP, 2012).

La province de Guercif comporte trois principales zones géographiques : la chaine du
Rif et les collines du Pré-rif au Nord, la chaine du moyen Atlas au Sud, et la plaine de Guercif
au Centre. La plaine de Guercif, zone de transition entre la moyenne Moulouya et la basse
Moulouya, est composée de quatre sous-plaines: Jel a I’ouest, Tafrata a I’Est, Sangal au Nord
et Mahrouf au Sud (Ahamrouni, 1996 ; INDH, 2016).

Selon le Recensement général de la Population et de I’Habitat (2014), la population de
la Province de Guercif est de 216 717 habitants, regroupant deux ethnies : arabe et amazigh
(HCP, 2013 ; APDN, 2016). Malgre que la population de Guercif soit pauvre, avec un taux de
vulnérabilité a la pauvreté de 21% (2007) selon les données du Haut Commissariat au Plan, la
Province dispose des potentialités importantes, a savoir le secteur du textile et habillement, la

mécanique-métallurgie, et I’industrie agroalimentaire (HCP, 2012 ; Saad Alami, 2015).

En mati¢re d’agriculture, 1’activité agro-pastorale constitue la principale ressource
économique pour la population rurale. Les productions fourragére et arboricole viennent en
premier lieu, et sont suivies par les céréales, les Iégumineuses et les produits maraichers. Il y a
lieu de citer aussi I’élevage du bétail. L’oléiculture connait un grand développement grace a
I’augmentation de la superficie cultivée, et constitue, par suite, la ressource fondamentale des
agriculteurs (Saad Alami, 2015 ; INDH, 2016).
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11.1.2. Méthodologie

Cette prospection ethnopharmacologique des plantes aromatiques et médicinales a été
effectuée durant la période “Décembre 2012 a Mai 2013 dans 11 stations de la Province de
Guercif (Figure 17).
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Figure 17. Localisation des statiolns de prospection (S), Province de Guercif (Source
modifiée : APDN, 2016). Légende : Berkine (S;), Ras Laksar (S;), Rchida (S3), Lamrija (Sa),
Guercif Centre (Ss), Taddart (Sg), Mezguitem (S;), Saka (Sg), Bni makbal (Sg), Sebbab (Sio),
Bni bouyloul (S1;).
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Pour la collecte des données sur le terrain, nous avons utilisé une fiche questionnaire
adaptée (voir annexe 1), en particulier selon Khabbach et ses collaborateurs (2012) qui ont
travaillé sur la Province de Taza, limitrophe a notre zone d’étude. Pour chaque station
prospectée, un certain nombre de paramétres ont été retenus pour les interviewes (sexe et
age), les plantes utilisées (noms locaux et noms botaniques), les parties utilisées (feuille,
racine, fleur...), les indications thérapeutiques correspondantes, les symptomes traitées, et les

modes de préparation des remédes (décoction, infusion, macération...).

Dans le but d’avoir un inventaire floristique le plus complet possible des plantes
médicinales de la Province de Guercif, nous avons mené un échantillonnage stratifié
(Kahouadji, 1986), en se basant sur des descripteurs culturels et ethniques (Arabe et Amazigh)
de la zone d’étude, et des descripteurs du milieu (climat, sol et végétation) pour situer les
différentes stations d’enquétes. Les plantes recensées et collectées, au niveau de la zone
d’étude, ont été identifiées et herborisées (Laboratoire des Ressources naturelles et
Environnement, Faculté Polydisciplinaire, Université Sidi Mohamed Ben Abdellah, Taza) en
utilisant des clés de détermination et les bases de données disponibles, (Quézel & Santa,
1962-1963 ; Valdes et al., 2002 ; African Plant Database, 2016 ; Tela-botanica, 2016).

L’information ethnobotanique rassemblée a été inscrite sur 299 fiches de données

brutes puis transférée dans une base de données, traitée et analysée.

11.1.3. Materiel végétal

11.1.3.1. Criteres de sélection des plantes

Notre enquéte ethnopharmacologique nous a permis de recueillir des informations
importantes aupres des populations sur [’usage des différents modes des préparations
traditionnelles et des parties de plantes utilisées. En plus, une recherche bibliographique
approfondie a permis de séléctionner les especes qui ont été peu ou pas étudiées auparavant.
Ceci nous a conduit a sélectionner les plantes suivantes Ruta montana, Achillea odorata ssp.
pectinata, Teucrium polium ssp. polium, Mentha suaveolens, Cistus ladanifer ssp.ladanifer;
tout en signalant que la plante Micromeria graeca, a été récoltée et collectée de facon

indépendante des résultats de la prospection ethnopharmacologiques.
11.1.3.2. Collecte de la matiére végétale

La récolte du matériel végétal des plantes sélectionnées, a été faite dans différentes

stations de la Province de Taza, conformément aux normes scientifiques, qui visent la
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conservation des ressources naturelles, souhaitant surtout assurer la régénération naturelle de

ces plantes. Nous avons pris en considération fidelement quelques principes de choix des

sites de collecte et de I’identification botanique des plantes. Des directives de bonnes

pratiques de collecte des plantes médicinales, relatives au matériel de collecte, aux conditions

de collecte, au traitement post-collecte (triage, séchage) et normes de séchage, ont été

développées par I’OMS en 2003 et par 1’Organisation des Nations unies pour l'alimentation et

I'agriculture (FAO) et le Fonds international de développement agricole (FIDA) en 2010 dans

ce domaine ; (Lkhoumsi et al., 2014) ; ainsi hous avons procédeé a :

>

Bien identifier la zone de collecte et éviter les zones a risque, notamment de ne pas
collecter les plante aromatiques et médicinales sur les versants exposés a 1’érosion ; et
ne revenir sur le méme site qu’une seule fois par an ; en présence d’un spécialiste
expérimenté, le Docteur Abdelmajid KHABBACH, pour reconnaitre sur place la
plante a collecter, et éviter le mélange des especes, et en se renseignant sur quelques
travaux antérieurs disponibles et qui présentent des monographies des espéces
sélectionnées (Khabbach, 2013 ; Khabbach et al., 2011, 2012 et 2014).

Utiliser du matériel approprié et propre pour couper les plantes (sécateur), surtout ne
jamais utiliser des sapes ou des pioches pour ce type de collecte, tout en évitant de

blesser ou d’endommager les plantes.

Se précautionner de ne jamais cueillir toutes les plantes d’une parcelle donnée. En
effet, il faut tenir & ne pas collecter plus de 20% a 30% des individus sur I'étendue

exploitée (parcelle) pour assurer la régénération de I’espece.

Respecter le stade optimal de collecte, dans notre cas récolte en début floraison car la

matiére collectée est destinée a la distillation (Huile Essentielle ou autres composes).

Prendre en considération les taux de collecte recommandés en récoltant de faibles
quantités de biomasse, tout en évitant I’arrachement de la plante entiére, observant les

conditions propices de collecte, et en ne collectant que les individus adultes.
Ne pas collecter les espéces menacées et en danger.
Rassembler séparément chaque espece dans un recipient distinct.

Procéder a un premier tri et nettoyage de la matieére premicre (en éliminant toutes les
espéces végétales autres que 1’espéce recherchée, les pierres, les agrégats de sol, les

plantes contaminées de la matiére végétale récoltée, etc...), et a poser la matiere a
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sécher sur un support propre pas directement sur le sol pour éviter toute
contamination, et ainsi altération de la qualité physico-chimique de la phytomasse

collectée.

» Sécher la matiére collectée a I’ombre, en effet un séchage rapide présente un risque de
perte des huiles essentielles (Lkhoumsi et al., 2014), néanmoins un seéchage trop long
pourrait développer des altérations microbiologiques (développement de bactéries et

moisissures) au niveau de la matiére a sécher.

11.1.4. Identification des plantes étudiées et préparation des extraits a
tester

La grande partie des plantes spontanées de la flore recensée, dans cette étude, a été
identifiée en se basant sur les flores disponibles, ou in situ, par le Dr Abdelmajid
KHABBACH. Certaines espéces ont été déterminées et authentifiées par le botaniste, le
Professeur Abdeslam ENNABILI aprés avoir eu recours a des investigations microscopiques.

11.1.4.1. Etude de la micromorphologie des parties aériennes des plantes par
Microscope électronique a balayage (MEB)

Nous avons réalisé des observations par MEB des parties des plantes utilisées dans
I’extraction des huiles essentielles dans le but de localiser et d’identifier avec grande précision
les organes producteurs de ces produits volatiles. En effet apres séchage des plantes,
I’observation des parties aériennes a été réalisée a l'aide d'une microscopie électronique a
balayage(MEB), Marque : FEI Company, Modeéle : Quanta 200 équipé d'une sonde EDAX

pour micro-analyse.
11.1.4.2. Extraction des huiles essentielles

Aprés séchage, I’extraction des huiles essentielles a partir des parties aériennes des
plantes est réalisée par hydrodistillation en utilisant 1’appareil de Clevenger. Afin d’étudier la
cinétique des rendements en huile essentielle, les rendements sont calculés pendant Oh, 1h, 2h,

3h, 4h et 6h. Apres leur récupération, les huiles essentielles ont été conservées a 4°C.

11.1.4.3. Extraction par macération

Une quantité de 100g de chaque plante a été macérée pendant une durée de 72h dans
1000ml d’eau distillée, de méthanol ou d’éthanol. Apres filtration, les extraits méthanoliques
et ethanoliques ont été concentrés a 1’aide d’un évaporateur rotatif tandis que les extraits

aqueux ont éteé lyophilisés. Tous les extraits sont conservés par la suite a 4°C.
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11.1.4.4. Détermination du rendement d’extraction

Le rendement en huiles essentielles ou en extraits (R), est défini comme étant le rapport
entre la masse de 1’huile essentielle ou extrait obtenue apres extraction (M') et la masse de la

matiere végétale utilisée (M). Il est calculé en utilisant la formule suivante :

R =M’/ M)x100

R : rendement en huile essentielle ou en extrait de chaque plante étudiée;
M' : masse de I’huile essentielle ou de 1’extrait obtenu en gramme;

M : masse de la partie utilisée en gramme et qui vaut 100 g.

11.2. Contribution a I’étude phytochimique des extraits des plantes

11.2.1. Détermination de la composition chimique des huiles
essentielles par la Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a la
Spectrométrie de Masse

Le couplage de la chromatographie en phase gazeuse a la spectrométrie de masse
(CPG-MS) est une technique d’analyse qui permet de séparer les constituants d’un mélange
dont la spectrométrie de masse associée permet d’obtenir le spectre de masse de chacun des

constituants et bien de les identifier.

La composition chimique des huiles essentielle des plantes Ruta Montana, Achillea
odorata L. ssp. pectinata (lamk) Brig, Tecurium Polium, Mentha Suaveolens, Micromeria
graeca et Cistus Ladanifer a été analysé a l'aide d'un chromatographe en phase gazeuse
Hewlett Packard modele HP6890 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) équipé d'une
colonne capillaire DB-5MS (30m x 0,25 mm id, épaisseur de film 0,25 pum, Agilent
Technologies, USA) et couplé a un détecteur de masse sélective HP Modele 5973. La
température était initialement maintenue a 50 ° C, puis augmentée de 7 °C / min a 300°C. La
température de l'injecteur était de 290°C. L'hélium purifié a été utilisé comme gaz vecteur
avec un débit de 1 ml / min, et le rapport de division était de 60: 1. Les spectres de masse ont
été obtenus en mode EIl a une énergie d'ionisation de 60 eV et la gamme de masse était de 35
a 400 m/z. Un echantillon de 10 pL de chaque huile essentielle dilué dans 990 pl d’hexane pur
dont 1 pl a été injecté pour l'analyse. L'appareil a été géré par un systéeme informatique de
type "HP ChemStation Software™ G1701BA version B.01.00 et les données ont été réécrites

avec le méme logiciel.
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11.2.2. Identification des composes majoritaires

L'identification des composés a été effectuée par comparaison de leurs indices de
Kovats (calculés par rapport aux temps de rétention d’une série d’alcanes linéaires (C9-C31))
et leurs spectres de masse rapportés dans la littérature (Adams, 2005) et par correspondance
informatique avec des bases de données de référence standard (NIST98, Wiley275 et CNRS).

11.2.3. Détermination quantitative des métabolites secondaires
11.2.3.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif de Folin-Ciocalteu selon
Lister and Wilson (2001). Brievement, un volume de 0,5 ml de 1’échantillon est mélangé avec
2,5ml du réactif de Folin-Ciocalteu (dilué dix fois dans le méthanol). Puis un volume de 4ml
du carbonate de sodium (7,5% wi/v) est ajouté. Le mélange est incubé par la suite dans un
bain-marie pendant 30min a 45°C. L’absorbance est mesurée a 765nm. Les résultats sont

exprimés en mg équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait.

11.2.3.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides est réaliseé en utilisant la méthode colorimétrique décrite par
Dewanto et al. (2002). En effet, 1ml de 1’échantillon ou de Rutine est ajouté a 6,4ml d’cau
distillée. Un volume de 0,3ml de NaNO, (5 %) est additionné, aprés 5 min, un volume de
0,3ml d’AICl3 (10 %) est ajouté. Le mélange a été laissé au repos pendant 6 min. Ensuite, 2ml
de la soude (1M) a été ajouté. La solution a été bien mélangée et laissée au repos pendant 30
min. Les absorbances ont ét¢ mesurées a une longueur d’onde égale a 510 nm. Les résultats
sont exprimés en Rutine équivalence par gramme d’extrait de plante (mg RE/g d’extrait de
plante).

11.3. Activité antimicrobienne des extraits des plantes etudiees

11.3.1. Les microorganismes testés

Les huiles essentielles, les extraits méthanolique, éthanolique et aqueux, sont testés sur
six souches bactériennes pathogenes pour I’Homme (Gram+, Gram-), ainsi que deux autres
souches phytopathogénes et une levure. Ces microorganismes, préalablement conservées dans
20% de glycérol, sont revivifiées dans les milieux de culture décrits ci-dessous. Les différents

microorganismes utilisés et leurs origines sont présentés dans le tableau I.
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11.3.1.1. Milieux de cultures et conditions d’incubation

Les souches Staphylococcus aureus CECT 976 (SA), Bacillus subtilis DSM 6633 (BS),
Listeria innocua CECT 4030 (LI), Escherichia coli K12 (EC), Pseudomonas aeruginosa
CECT 118 (PA) et Proteus mirabilis (PM), sont cultivées sur milieu solide Mueller-Hinton
Agar (MHA) et sur milieu liquide Mueller-Hinton bouillant (MHB), les souches Clavibacter
michiganensis ssp. michiganensis 1616-3 (Cmm); Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
2636-40 (PSS) et la levure Candida albicans ATCC 10231 (CA) sont cultivées sur le milieu
solide LPGA et sur milieu liquide LPG (annexe 2).

Les souches sont incubées pendant les durées et aux températures suivantes :

24h a 37°C pour les souches SA, BS, LI, EC, PA, PM.
- 48ha37°C pour la levure CA.

- 48h a 25°C pour la souche PSS.

- 72h a 25°C pour la souche Cmm.

11.3.1.2. Préparation des inoculums

Une a trois colonies de chaque microorganisme sont introduites dans un volume de
5ml d’eau physiologique (0,9%NaCl) stérile, les concentrations sont ajustées par
spectrophotométre & 10° UFC/mI pour les bactéries pathogeénes pour I’Homme ; 10*UFC/m
pour la souche Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis 1616-3 ; 10°spores/ml pour
Candida albicans ATCC 10231 et 10’UFC/mI pour la souche Pseudomonas savastanoi pv.
Savastanoi (PSS2636-40).
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Tableau I: Les microorganismes utilisés et leurs origines

Les microorganismes Origine

Gram (+) :

Staphylococcus aureus CECT 976

Bacillus subtilis DSM 6633 ] ] )

Listeria innocua CECT 4030 Laborgtowe de B'OI(,Jg'e et

pour ’Homme Gram (2) - Sar!te de la Fagulte des
Gram (1) sciences de Tetouan.

Escherichia coli K12

Pseudomonas aeruginosa CECT 118

Proteus mirabilis

Les souches pathogénes

Clavibacter michiganensis ssp. Laboratoire de
Les souches michiganensis 1616-3 ; Phytobacteriologie et
. Pseudomonas savastanoi pv. Biocontrole, INRA de
phytopathogénes savastanoi (PSS2636-40) Meknes
Laboratoire
La Levure Candidat albicans ATCC 10231 d’Agroalimentaire et

Santé, Faculté des Sciences
et Techniques de Settat

11.3.1.3. Les antibiotiques et les antifongiques utilisés (contrdle positif)

Pour les souches bactériennes, les disques d’antibiotiques Gentamicine 15ug et la
Vancomycine 30ug (testées sur les souches pathogénes pour ’Homme) sont utilisés comme
contrle positifs pour les essais de diffusion par disque, la Streptomycine 25ug (testée sur les

phytopathogénes), /’Amphotericin 10ug et le Ketoconazole 15ug (testés sur la levure).
11.3.1.4. La solubilisation des produits a tester

Les huiles essentielles, les extraits méthanoliques et éthanoliques sont solubilisés dans
10% DMSO alors que I’extrait aqueux est solubilis¢é dans I’eau distillée. L’activité
antimicrobienne du DMSO a été préalablement testée a 10%, a ce pourcentage il est sans effet

sur la croissance des souches microbiennes testées.
11.3.2. Méthodes microbiologiques

11.2.2.1. Evaluation de P’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion par

disque

Cette technique, reconnue comme fiable et reproductible, permet d’évaluer

qualitativement 1’activité antimicrobienne des extraits de plantes (Huiles essentielles et
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extraits dans différents solvants). Nous avons appliqué cette méthode décrite par Kelen et
Tepe (2008), avec quelques modifications (figure 18). Brievement, cette méthode consiste a
déposer des disques stériles sur un tapis microbien ensemencé sur le milieu adéquat de chaque
souche, ces disques sont chargés avec un volume de 12,5ul de I’huile essentielle pure et de

20ul d’une concentration des extraits organiques a tester de 1’ordre de 60mg/ml.

Apres avoir laissé la diffusion des produits a tester dans les milieux gélosés pour une
durée de 2 heures a température ambiante du laboratoire, les boites de pétri sont incubées dans
les conditions décrites ci-dessus. Aprés I’incubation, 1’absence de la croissance bactérienne se
traduit par un halo autour du disque, dont le diamétre de la zone d’inhibition, exprimé en mm,

est mesuré (y compris le diameétre de disque de 6mm, figure 18).

Des répétitions de trois boites de Pétri par produits testés a été réalisee.
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Boite de Pétri

Milieu nutritif ensemencé par
I'inoculum bactérien

Dépot et chargement du
disque par le produit a tester

Incubation

Z1 : zone d’inhibition

Figure 18 : Illustration de la technique de diffusion en disque

40



11.3.2.2. La détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) par la
méthode de microplaque (MTT-assay)

C'est la méthode quantitative qui permet de tester I'efficacité des huiles essentielles et
des extraits de plantes en déterminant la CMI correspondante. Cette derniere est définie
comme étant la concentration la plus faible de la substance antimicrobienne qui inhibe la

croissance des microorganismes.

La détermination des CMI des huiles essentielles et des extraits a été réalisee
seulement pour les extrait jugés tres actifs et dont la zone d’inhibition est supérieure ou égale
a 15mm (Ponce et al., 2003). Cette technique a été réalisée selon le protocole de Gulluce et al.
(2007), avec quelques modifications (figure 19). Brievement, le milieu de culture préconisé
pour cette technique est MHB pour les bactéries pathogeénes a I’Homme et LPG pour les
bactéries phytopathogenes et la levure. Un inoculum est préparé a partir d'une culture jeune
(18h) de chaque souche microbienne en boite de pétri sur milieu MHA ou LPGA. La
concentration microbienne de cet inoculum est ajustée comme décrite ci-dessus. Un volume
de 100ul de MHB et LPG est distribué dans chaque puits de la microplaque a I'exception du
puits n°1 dans lequel nous déposons un volume de 200uL contenant une concentration en
produit a tester de 25mg/ml dans DMSO 10%. Ensuite, une dilution successive de demi en
demi est réalisée en passant 100ul du premier puits au deuxieme puis au troisieme, du
troisieme au quatriéme et ainsi de suite jusqu'au puits n°9. Les concentrations finales de la
gamme ainsi généreée sont comprises entre 25 et 0,097 mg/ml. Les 100ul du dernier puits
(N°9) sont éliminés. Les puits n°11 et n°12 servent comme contrdle de la croissance et de
I’effet de DMSO 10%. Enfin, Un volume de 10ul de la suspension microbienne est ajouté a
chaque puits a I’exception du puits n°10 qui est considéré comme puits contrdle de la stérilité
(Figure 18). Les plaques ont été scellées et placées dans une étuve pour des durées et aux
températures déja indiquées ci-dessus. Apres I’incubation un volume de 25uL d'un indicateur
de croissance ou de viabilité des microorganismes est ajouté dans chaque puits, il s'agit du
Tétrazolium [MTT: 3-(4,5- diméthythiazol)-2-yl-2,5-diphenyltétrazolium bromide (Sigma)]
préparé a une concentration de 0,5 mg/ml dans de I'eau distillée stérile. La microplaque est

réincubée et les puits ou une croissance a eu lieu présentent une couleur bleue violette.
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Figure 19 : Illustration de la méthode de la détermination de la concentration minimale inhibitrice
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11.3.2.3.La détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB) et des
concentrations minimales fongicides (CMF)

Les CMB et CMF sont déterminées en ¢talant 20ul, prélevés a partir des puits n’ayant
montré aucune croissance microbienne visible, sur milieu de culture MHA ou LPGA (voir
figure 20).

Apres ’incubation des boites, la CMB et la CMF correspondent a la plus faible
concentration en produit testé capable de tuer plus de 99,9 % de I’inoculum microbien initial
(soit moins de 0,01 % de survivants). Elle déduit 1’effet bactéricide ou bactériostatique d’une

huile essentielle ou de I’extrait par les différents solvants.

CMB/CMF Ensemencement sur MHA et incubation & 37°C pendant 24h

O D@
OO0

Figure 20: Illlustration de la méthode de la détermination de la Concentration Minimale Bactéricide et
de la Concentration Minimale Fongicides

11.4. Activité antioxydante

11.4.1. Activité de piégeage du radical DPPH
Le DPPH* (1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl) est un radical libre stable a température ordinaire,

il est de couleur violacée qui absorbe a 517nm. En présence de composés antioxydants, tel

que les polyphénols, le radical DPPH* est réduit et change de couleur en virant au jaune. Les
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absorbances mesurées a 517 nm, a 1’aide d’un spectrophotométre UV-VIS, servent a calculer
le pourcentage d’inhibition du radical DPPH*, qui est proportionnel au pouvoir anti-
radicalaire de 1’échantillon (Bo Huang et al., 2011).

Le protocole adopté dans notre travail est celui de Bo Huang (2011) avec quelques
modifications. Une solution de DPPH* a 0,2mM est préparée dans le méthanol. Un volume de
2.5ml du produit testé a différentes concentrations (2.5ug/ml et 100ug/ml) est mélangé avec
0,5ml de solution DPPH*, apres agitation, a température ambiante pendant 30 minutes.

L’absorbance est mesurée a 517nm.

L’acide ascorbique, le Trolox et le L'hydroxytoluéne butylé (BHT) sont utilisés

comme controles positifs.

Le calcul de I’activité antioxydante se fait selon la formule :

AAR % = [(Abs Control négatif — Abs Echantillon)/ Abs Control négatif] X 100

Ou: - AAR: Pourcentage de I’activité anti-radicalaire (AAR%)
- Abs Echantillon : Absorbance de I'échantillon

- Abs Contr6le négatif : Absorbance du contrdle négatif
11.4.2. Pouvoir réducteur des ions ferriques (FRAP)

Le pouvoir réducteur d’un produit est li¢ a son effet antioxydant. L activité réductrice
des extraits des plantes médicinales est déterminée selon la méthode d’Oyaizu (1986), basée
sur le pouvoir réducteur du Fe** en Fe**. Un ml de I’échantillon a tester est mélangé avec
2,5ml de tampon phosphate (0,2M, pH 6,6) et 2,5ml de ferricyanure de potassium. Le
mélange est incubé au bain marie a 50°C pendant 20 minutes. Apres refroidissement, 2.5mL
de I’acide trichloracétique (10%) est ajouté afin de stopper la réaction. Par la suite, la solution
est centrifugée pendant 10min a 3000Trs/min. 2,5 ml du surnageant est mélangé avec 2.5ml
de ’eau distillée et 0,5 ml de chlorure ferrique 0,1%. L’absorbance est mesurée a 700nm.
L’acide ascorbique est utilis¢ comme référence pour tracer la courbe d’étalonnage avec une
gamme de concentration entre 50pg/ml et 450ug/ml.

Le pouvoir réducteur est exprimé en milligrammeéquivalence d’acide ascorbique (mg
AAE/g HE ou Extrait).
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11.5. Tests de bioconservation

11.5.1. Etude de la toxicité¢ aigué de I’huile essentielle d’Achillea odorata ssp.

pectinata

Nous avons choisi de réaliser une étude de la toxicité aigiie de 1’huile essentielle
d’Achillea odorata ssp. pectinata, cette étude se révele nécessaire pour déterminer le niveau
de la toxicité de cette huile essentielle. La méthode de la toxicité choisie est celle de la classe
de toxicit¢ aigu€¢ décrite dans la ligne Directrice code 423. Il s’agit d’une méthode qui
consiste a une utilisation des animaux d’un seul sexe, un suivi de la mortalité et/ou de 1’état
moribond des animaux. En plus d’une utilisation minimale d’animaux, cette méthode permet

de classer les substances selon leur ordre de toxicité.

L’expérience est effectuée sur des souris (n=6) ayant un poids corporel entre 20 et 30
g, ces souris sont mises a jeun 24h avant I’administration par voie orale de 1’huile essentielle
d’Achillea odorata a I’aide d’une sonde gastrique a la dose maximale de 2 g/kg (OCDE), a
raison de 0,5ml par 20g de poids corporel de souris. Les souris traitées sont gardées en
observation pendant 14 jours.

Une fiche individuelle étant établie pour chaque animal afin d’observer et de noter
toute modification au niveau de poids, le taux de mortalité et toutes modifications physiques

et comportementales.
11.5.2. Modeéles de bioconservation alimentaires utilisés

Nous avons choisi de tester I’effet protecteur de 1’huile essentielle de la plante Achillea
odorata ssp. pectinata, qui a montré un pouvoir antimicrobien remarquable, sur deux modéles

alimentaires, ces deux modeles sont préparés selon Catherine et al., (2012).
11.5.2.1. Modeéle des choux (Cabbage food model system)

Le chou acheté du supermarché local de Taza, a été découpé en morceaux fins est
mixé avec 1’eau distillée (1:2, w/v). Le pH du jus a été ajusté a 7,2 puis un volume de 50ml est
introduit dans des flacons de 250ml qui seront stérilisés par la suite. Aprés refroidissement,
I’huile essentielle de la plante Achillea odorata ssp. pectinata est ajoutée avec deux
concentrations (CMI, 4CMI), ainsi le jus sera inoculé séparément avec une concentration
égale a 10° UFC/mI des deux souches Bacillus subtilis DSM 6633 et Proteus mirabilis. Les

flacons sont incubés pendant 28 jours a une température de 37°C.
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11.5.2.2. Model de I’orge (Barley food model system)

La soupe de ’orge a été préparée en mixant la poudre de I’orge avec ’eau distillée
(10%, w/v), le pH est ajusté a 5,6. La soupe est distribuée avec un volume de 50ml dans des
flacons de 250 ml, apres la stérilisation et le refroidissement de la soupe deux concentrations
de I’huile essentielle d’Achillea odorata ssp. pectinata sont ajoutées (CMI, 4CMI) a la soupe
d’orge, puis celle-ci a été inoculée par une concentration de 10°UFC/ml des deux souches
Bacillus subtilis DSM 6633 et Proteus mirabilis. Les flacons sont incubés pendant 28 jours a

une température de 37°C.
11.5.2.3. Analyse microbiologique

Les souches Bacillus subtilis DSM 6633 et de Proteus mirabilis sont dénombrées sur
milieu Plate count Agar, apres 1 jours, 3 jours, 5 jours, 7 jours, 14 jours, 21 jours et 28 jours

d’incubation a 37°C. Les résultats sont exprimés en log UFC/ml.

11.6. La lutte contre I’agent pathogéne de la tomate . Clavibacter
michiganensis ssp. michiganensis

11.6.1.Les extraits testés

Nos résultats de 1’activité antibactérienne des extraits des six plantes contre la souche
Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis, nous ont permis de sélectionner les extraits qui
ont montré la plus importante activité antimicrobienne in vitro. En effet, les extraits choisis
sont huiles essentielles de Cistus ladanifer subsp. ladanifer et de Mentha suaveolens, ainsi
que les extraits méthanoliques et éthanolique des plantes Cistus ladanifer subsp. ladanifer et
Achillea odorata ssp. pectinata. Tous les extraits sont testés a des concentrations

correspondantes a CMI et a 4CMI.
11.6.2. Désinfection des graines de tomate

Les semences de tomate de la variété Campbell 33 ont été désinfectées par trempage
pendant 3 min dans une solution d’hypochlorite de sodium 3% pendant 3min. Les semences,
ainsi désinfectées, sont lavées quatre fois avec de ’eau distillée stérile. Elles sont ensuite

séchées a température ambiante sous une hotte a flux laminaire pendant 12 h.

11.6.3. Inoculation des semences de la tomate

Les semences de tomate de la variété Campbell 33, desinfectées préalablement, ont été
inoculées par la souche Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis comme décrit par

Kotan et al. (2014), avec quelques modifications. En effet, les semences sont mélangées avec
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la suspension bactérienne, ajustée & 108UFC/ml, additionnée de 2% de sucrose (en raison d’un
gramme de semences par 10 ml du mélange). Le mélange est mis sous agitation 80tr/min
pendant 2h a 25°C. Les semences sont ensuite séchées sous une hotte a flux laminaire pendant

une nuit.

11.6.4. Effet du traitement des semences par les extraits sur la
population de ’agent pathogéne

Les semences inoculées ont été trempées dans les extraits choisis (CMI et 4CMI) a
raison de 20 graines par extrait et le mélange est laissé sous agitation pendant une heure.
Apreés séchage, des échantillons de 6 semences par traitement sont pris au hasard pour le
dénombrement de 1’agent pathogéne. Par la suite les semences ont été mises dans le tampon
phosphaté salin (PBS) sous agitation pendant 20 min. Le dénombrement, par dilution, du
nombre de la population de la souche Cmm a été réalisé sur le milieu LPGA aprés 72h a 25°C.
Trois répétitions sont réalisées pour chaque extrait. Un témoin est réalisé de la méme maniére
avec des semences inoculées et non traitées par les extraits des plantes. Les résultats du

dénombrement sont exprimeés en log UFC par graine.

11.6.5. Effet des traitements par les extraits sur la germination des
semences inoculées par Cmm

Un échantillon de 6 semences correspondant a chaque traitement a été déposé dans des
boites de pétri contenant un papier filtre stérile. Un volume de 10ml d’cau distillée stérile est
ajouté a chaque boite de pétri, les boites sont fermées a I’aide d’un parafilm pour éviter
I’évaporation de 1’eau. Puis elles sont incubées dans 1’étuve pendant deux semaines a une

empérature de 25°C.

Un témoin est réalisé dans les mémes conditions avec des semences inoculées et non
traitées. De méme des tests négatifs sont réalisés pour vérifier la présence ou I’absence d’un
éventuel effet négatif des extraits de plantes et de DMSO-10% sur le pouvoir germinatif des
semences de tomate. Trois répétions sont réalisées pour chaque traitement. Le pourcentage de
germination est déterminé en calculant le nombre des semences qui ont germé pour chaque

traitement.

11.6.6. Etude du pouvoir protecteur de I’extrait méthanolique de
Cistus ladanifer ssp. ladanifer contre le chancre de la tomate

Nous avons utilis¢ dans ce test des plantules d’un mois, issues de la germination des
semences de la tomate de la variéte Campbell 33. Les plantules sont mises en culture dans des

bassines contenant un mélange stérile du sol/tourbe (2/1), 15 plantules de méme taille sont

47



choisies pour ce test. Nous avons constitué 3 lots: un lot négatif, un lot témoin positif et un lot
de test de la concentration de 4CMI de I’extrait méthanolique de Cistus ladanifer subsp.

ladanifer. L’expérience est répétée trois fois avec cing plantules par lot.

Témoin positif : témoin inoculé par la suspension bactérienne du Clavibacter michiganensis

ssp. michiganensis (L0®UFC/ml) sans traitement.
Témoin négatif : témoin sain, n’a subi aucun traitement ni infection.

Lot test : traité séparément deux fois (avant 2 et 4 jours d’inoculation) par la concentration
4CMI d’extrait méthanolique de Cistus ladanifer subsp. ladanifer, les plantules sont inoculées
par trempage des racines dans une suspension bactérienne du Clavibacter michiganensis ssp.

michiganensis (10°UFC/ml) pendant 20min, puis elles sont remises dans leurs bassines.

L’évaluation des symptomes est réalisée chaque semaine pendant un mois.
L’estimation de I’incidence de la maladie (IM) ainsi que de la réduction de cette incidence
(R1) par les traitements est faite en calculant le pourcentage des plantes avec symptdmes dans

chaque expérience en adoptant les formules suivantes:
IM (%) = (nombre de plantes avec symptdéme / nombre total des plantes) x 100
RI (%) = [(IM témoin - IM traitement)/ IM témoin] x 100
11.5.7. Analyse statistique
Toutes les données ont été analysées par one-way ANOVA en utilisant le
GraphPadprism version 6. Les moyennes sont comparées par le test Tukey P<0,05. Les

données des activités antimicrobiennes, des activités antioxydantes, et des dosages des

phénols et des flavonoides sont des moyennes de trois répétitions + SD.
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PARTIE Il : RESULTATS ET DISCUSSION
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Chapitre 1. Prospection ethnopharmacologique des plantes
médicinales de la Province de Guercif (Nord-Est du Maroc)

1.1. Interviewés
1.1.1. Age

L’analyse des données recuillies lors de la prospection ethnopharmacologique montre
qu’a I’échelle de la Province de Guercif, la fréquence d’utilisation des plantes médicinales par
les interviewes agés de [41-50 ans] est de 25,75% (15,05% chez les femmes et 10,7% chez
hommes) (Figure 21). Cette classe d’ages est suivie par celle [31-40] avec une fréquence
d’utilisation de 24,41% (12,04% chez les femmes et 12,37% chez hommes) ; viennent ensuite
les tranches d’ages [>60] et [51-60], respectivement, avec des fréquences d’utilisation 22,73%
et 22,4%. Enfin, la faible fréquence d’usage des plantes médicinales est observées chez les

intervieweés plus jeunes (<30 ans).

Les personnes les plus agées ont alors plus de connaissances relatives aux plantes
médicinales et a leurs utilisations, en comparaison avec la classe d’ages jeunes. Ce qui
présente un danger pour la conservation du savoir-faire local, comme il a été rapporté par des
travaux antérieurs (Ennabili et al., 2000 ; Mehdioui et Kahouadji, 2007).
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Figure 21. Répartition des fréquences des enquétés selon les tranches d’age. F, femmes ; H, hommes.
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1.1.2. Sexe

Dans la Province de Guercif, aussi bien les hommes que les femmes sont concernés
par la médecine traditionnelle; cependant, les femmes s’y intéressent plus (55 % contre 45 %),
comme il a été montré par des études antérieures (Ziyyat et al.,1997 ; Jouad et al., 2001 ; El
Mansouri et al., 2011 ; Khabbach et al., 2012). Cela pourrait étre due a ce que les femmes se
chargent du séchage, du stockage et de la préparation des recettes pour les soins des membres
de la famille (Jouad et al., 2001).

1.2. Flore médicinale

1.2.1. Diversité

Le tableau Il montre que la population de la Province de Guercif recourt a une centaine
d’especes, appartenant a 49 familles botaniques, pour ses remedes quotidiennes. Les familles
les plus représentées sont les Lamiaceae (32,8%), les Asteraceae (10,1%), les Apiaceae
(5,33%), les Poaceae (4,6%), les Fabaceae (3,73%), les Myrtaceae (3,5%), les
Chenopodiaceae (3,15%). Les autres familles restantes ne comptent qu’une ou deux especes
chacune (Tableau Il). En effet, des études a 1I’échelle nationale ontmontré que la flore utilisée
en médecine traditionnelle est dominée en général par les Lamiaceae et les Asteraceae
(Ennabili et al., 2000 et 2006; Hsein et al., 2007; Mehdioui & Kahoudji, 2007; EI Mansouri et
al., 2011 ; Khabbach et al., 2012). Entre autres, des études réalisées a la péninsule ibérique
ont montré aussi que ces deux familles botaniques sont parmi celles les plus exploitées
(Novais et al., 2004 ; Parada et al., 2009). La flore médicinale utilisée par la population locale
comprend t la flore spontanée (56%), la flore cultivée (15%), alors que 29% est constituée de
la biomasse de plantes importée et commercialisée dans la zone d’étude; nous
rencontrons par ailleurs cette méme distribution dans des zones voisines (Khabbach et al.,
2012 ; El-Hilaly et al., 2003).
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Tableau Il. Liste synoptique d’utilisations traditionnelles des espéces de plantes inventoriées dans la

Province de Guercif.

Noms Usage Partie Mode de Type/ Fréquence
- TaXOn - . -y 7 Ve - - -
vernaculaires traditionnel [utilisée | préparation | Origine (%)
Lamiaceae 32,8
Rosmarinus officinalis ) .
Azir,Yazir L Pr/Di ; Cos ; Di PA M ; H.E (Cos) SP 6,4
) Gri; Di; CA; I'; D (miel cas
Zaétar/sahtar Origanum spp. Fe SP 5,47
D/IN CA)
Zaitra Thymus spp. Di ; Pr/Di Fe D SP 3,23
Fliou Mentha pulegium L. Gri ; Fié. PA 1;:D SP 2,97
Lhalhal/ Ikhzama Lavandula spp. Diu ; Do/Ré Fe l; IM/CO 2,57
Mentha suaveolens ] )
Mchichtro Fié¢ ; Gri; G/IN PA 1;:D SP 2,17
Ehrh.
Chendgora Ajuga iva (L.) Schreb CA PE D SP 1,65
Gri ; Fié ; HTA
Mardadouch Origanum majorana L. Al Fe D;lI IM/CO 1,65

Salmia Salvia Officinalis L. Di; D/IN PA | SP/CU 1,32
Marriwa Marrubium vulgare L. | Di; CA; IN/D. PA D;l SP 1,25
Sahtar Origanum spp. Pr/Di ; D/IN Fe |;HE SP 1,25

Calamintha sylvatica o
Manta Gri; Fié PA | SP 1,18
Bromf.

Jadda Teucrium polium L. Ble Ra P SP 1
Naénad Mentha spicata L. Mas Fe H.E CuU 0,39
Lahbak Ocimum basilicum L. Ant/M PE Cu/po Ccu 0,26

Asteraceae 10,1
Artemisia herba-alba )
Chih Di ; Fié ; Gri PA | SP 3,63
Asso.
Dittrichia viscosa (L.) | Fié; Di; Cicc;
Bagraman . Fe D SP 2,17
Greuter Pr/Di
) Chamaemelum fuscatum | So/Ch ; Diu ;
Babounje FL D SP 1,71
(Brot.) Vasc. D/IN
Chiba Artemisia absinthium L. Di Fe D;l CuU 1
Tenghila Centaurea calcitrapa L. Pr/Di ; An EP P SP 0,46
Laasfoure Carlina lanata L. So/Ch; Pr/Di | FL; EP ;P (EP) SP 0,39
Chwiha Achillea odorata L. RH ; D/IN Fe; PA D;l SP 0,33
Lhek Cynara cardunculus L. Dia S>¢  FL D SP 0,19




Addad Atractylis gummifera L. | Fa/Acc ; acné Ra D aFa/do SP 0,19
Apiaceae 5,33
. Visnaga daucoides CA; Di; Diu;
Bouchnikha Fr D SP 2,31
Gaertn. IN/D
Nafad,basbas/ . Di ; Am/Vi;
Anethum foeniculum L. Fr D SP 1,12
chmar D/IN
Habat Hlawa/ Pimpinella anisum L. All ; In/Fé, Gr, 1/D IM/CO 0,72
Lkamoune Cuminum cyminum L. G/IN ; Di Fe D IM/CO 0,59
Ammoides pusilla .
Nounkha . Diu ; IN/D PA | SP 0,49
(Brot.) Breistr.
Apium graveolens ssp.
Lkraffus dulce (Mill.) Schibl. & | Ca/Ré; Diu Gr ;D CuU 0,13
G. Martens
Poaceae 4,6
Cenchrus spicatus (L.) ]
Illane Fra; Pr/Di Gr I;D;P IM/CO 2,24
Cav.

Njem Cynodon dactylon L. Di Ra D SP 0,66
Bachna Phalaris canariensis L. D/IN Gr D; Al IM/CO 0,59
Zouan Phalaris paradoxa L. Asthme Gr P IM/CO 0,46

. soies
Dra Zea mays L. Diu; D/IN D CuU 0,39
(INF/fe)
El khortale Avena sativa L. Di; HTA; Cho Gr ;P CuU 0,26
Fabaceae 3,73
Trigonella foenum- Di; CA;
Lhalba Gr M IM/CO 2,04
graecum L. Pe/AP
Slaighwa, o )
Ceratonia siliqua L. An ; DIES Fr P (miel ) SP 1,05
Ikharoube
Arq sous Glycyrrhiza glabra L. All ; D/IN Ra P;I1;D IM/CO 0,33
Assoja Glycine max (L.) Merr. Mus Gr D;P IM/CO 0,19
Kerssana Vicia ervilia (L.) willd. Di Gr M CuU 0,06
Termas Lupinus albus L. Di Gr M IM/CO 0,06
Myrtaceae 3,5
Di ; Diu;
Raihan Myrtus communis L. Fe ;D IM/CO 1,78
Ga/ln
Syzygium aromaticum HTA ; Di;
Qoronfoul Gr Pl IM/CO 1
(L) Merr. & L.M.Perry IN/D
Kalitous Eucalyptus spp. Mig ; Di Fe In (Mig) ; D (Di) SP 0,72
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Chenopodiaceae 3,15
. Chenopodium o
Mkhinza . Di ; Fié. FL I SP 1,51
ambrosioides L.
Hammada scoparia .
Remt N INT ; Di; CA PA | SP 1,51
(Pomel) Iljin
Chejra li maydiha Fredolia aretioides .
. Ant; Di ; Diu PA | IM/CO 1,13
rih Coss. & Dur.
Thymelaeaceae 2,97
Lazaze Daphne gnidium L. INT Fe D;l SP 1,65
Thymelaea hirsuta (L.) )
Lmatnane Di; INT Fe I ;P SP 1,32
Endl.
Ranunculaceae 2,96
. . . Di ; CA ; toux ;
Sanouj/lhaba sawda Nigella sativa L. Al Gr M ;P IM/CO 2,77
Oudan Lhalouf Ranunculus bullatus L. | Gri; TR/RM Ra D IM 0,19
Aristolochiaceae 2,31
Aristolochia fontanesii
Hantal/ berztem ] CA Ra P (miel) SP 2,31
Boiss. & Reut.
Zygophyllaceae 2,23
Harmal Peganum harmala L. CA ; Di Gr P;l SP 1,84
Tetraena alba (L. f.) )
Aggaya ) ) INT ; Di TI | IM/CO 0,39
Beier & Thulin
Apocynaceae 2,04
Defla Nerium oleander L. Di; CA Fe 1;D; M SP 2,04
Oleaceae 1,85
] Olea europaea L. ssp. Di; HTA;
Zitoune Fe | CuU 1
europaea hypo Cho
Olea europaea L. ssp.
o ] europaea ]
Zebouj,zitoun Ibari . o Di Fe D SP 0,85
var. silvestris (Mill.)
Lehr
Linaceae 1,45
Lktan Linum usitatissimum L. | Di; Cho ; All. Gr I; P (miel) IM/CO 1,45
Brassicaceae 1,38
o ) Di ; toux ;
Hab Rchad Lepidium sativum L. ) Gr D IM/CO 0,25
D/IN; Di ;Pn
Laft Lmahfour Brassica rapa L. Fié Gr D Cu 0,13
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Caryophyllaceae 1,37
. Silene vulgaris
Taghicht DG/Pb RT P SPT 0,85
(Moench) Garcke
. ) Corrigiola telephiifolia
Serghina / tasrghint CA Ra | ;D SP 0,52
Pourr.
Urticaceae 1,32
Harriga Iharcha Urtica dioica L. Di; RH; HTA Fe ;P SP 0,66
Harriga Malssa Urtica urens L. Di; RH; HTA Fe | SP 0,66
Zingiberaceae 1,25
L Zingiber officinale HTA; Di;
Zanjabil, . Ra P IM/CO 1,25
Roscoe Pr/Di
Burseraceae 1,19
Loubane dacare Boswellia sacra Flueck. Di Gr | IM/CO 1
Salabane Boswellia spp. Di Gr D SP ; IM/CO 0,19
Cistaceae 1,18
Touzalt Cistus ladanifer L. Lo/Lib Lv; Sd | SPT 1,18
Alliaceae 1,18
HTA,; Di; Gri;
Touma Allium sativum L. Ant PU D;HE CU ; IM/CO 0,72
n
Lbassla Allium cepa L. Ga/ln PU D CuU 0,46
Euphorbiaceae 1
Euphorbia resinife .
Daghmous CA ; Di; Kyste PA P SP 1
O.Berg
Rutaceae 1
Fidjl,Aouremi Ruta montana (L.) L. Di; HTA;RH | PA; Gr D;I;P(Gn SP 1
Punicaceae 0,92
] EC de
Roman Punica granatum L. CA; DIES . D Cu 0,92
r
Rosaceae 0,79
Prunus dulcis (Mill.)
Louz PR/SP Fr Al CuU 0,79
D.A.Webb.
Anacardiaceae 0,79
Dro/Tro Pistacia lentiscus L. CA Tl ; Fe D SP 0,79
Illecebraceae 0,73
Harras Herniaria hirsuta L. Diu; Do/Ré Fe D SP 0,73
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Ihajar/lkhyata

Cupressaceae 0,72
Lardar Tetraclinis articulata Di ; CA; Mig, Ly D:1:In SpT 0.72
(Vahl) Mast. ; Int/Sw

Cactaceae 0,72
Lhandia Opuntia maxima Miller Kyste ; RH Fr; Fe Al ; H.E SP 0,72
Papaveraceae 0,59
Belladmane Papaver rhoeas L. RH ; D/IN Cap/Lk I SP 0,59
Polygonaceae 0,59
Homaida Rumex palustris Sm. Di Fe D SP 0,59
Asparagaceae 0,52
Sekum Asparagus spp. Di RT | SPT 0,52
Capparaceae 0,52
Lkbar Capparis spinosa L. |Di;RH ; D/ES Fr D;P SP 0,52
Plantaginaceae 0,33
Messaca Plantago major L. Inf/Cu ; Cic Fe Ap/EX/Di SP 0,33
Rubiaceae 0,33
El foua Rubia tinctorum L. An Ra D SP 0,33
Arecaceae 0,33
Tamer Phoenix dactylifera L. Dia Fr Jus (lait) IM/CO 0,33
Aloaceae 0,33
Sibr Aloe ferox Mill. Di Gr P IM/CO 0,33
Cucurbitaceae 0,33
Handal, Hdejja Citrullus colocynthis L. Di; CA Fr I; P (miel) SP 0,33
Agavaceae 0,19
Sabra (sabare) Agave sisalana Perrine teigne Fe Ex/Li SP 0,19
Moraceae 0,19
Lkarmous ; chriha Ficus carica L. D/ES Fr Al Cu 0,19
Rhamnaceae 0,19
Sadra Ziziphus lotus (L.) Lam. Di ; D/IN Ra M SP 0,19
Solanaceae 0,19

Khodanjal )
(Bodanajal) Solanum melongena L. Gri; G/IN Ra | IM/CO 0,19
Globulariaceae 0,19
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Ain Larnab Globularia alypum L. Di Fe D SP 0,19
Hyacinthaceae 0,13
. . Drimia maritima (L.) .

Gargaét tib (dib) Calmant ; Gri Fr P SP 0,13

Stearn
Juglandaceae 0,13
Lgargaa Juglans regia L. PR/SP Fr Al IM/CO 0,13
Fagaceae 0,06

. ] EC de
Lbalout Quercus ilex L. Di . D SP 0,06
r
Gentianaceae 0,06
Centaurium erythraea ]

Gassat Lhaya Di PA | IM/CO 0,06

Rafn
Cannabaceae 0,06
El kife Cannabis sativa L. CA; So/Ch Gr | IM/CO 0,06
Ericaceae 0,06
Sasnou Arbutus unedo L. Di ; Diu Fe D IM/CO 0,066

Légende : Al, alimentation ; All, allergie ; Am/Vi, amélioration de la vision ; An, anémie ; Ant,
antidote ; Ant/M, anti-moustiques ; Ap/Ex/Di, application externe direct. Bai/Li, baisse de libido ; Ble,
blessures ; CA, cancer ; Ca/Ré, calculs rénaux (lithiase rénale); Cap/lk, capsule (Lkbala); Cho,
Pcholestérol ; Cic, cicatrisante ; Cos, cosmétique ; Cu/Po, culture en pot; CU, Cultivée; D,
décoction ; D/ES, douleurs stomacales ; D/IN, douleurs intestinales ; Di, diabéte ; Dia, diarrhée ; Diu,
diurétique ; Do/Ré, douleurs rénales ; EC, écorce ; EP, épines ; Ex/Li, extraction du liquide ; Fa/Acc,
facilite I'accouchement ; Fa/Do, faible dose ; Fe, feuilles ; Fié, fievre ; FL, fleures ; Fr, fruits ; Fra,
fracture ; G/IN, gonflement intestinal (syndrome de l'intestin irritable) ; Ga/ln, gastro-intestinal ; Gr,
graines ; Gri, grippe ; H.E, Huiles essentielles ; HTA, hypertension artérielle ; I, infusion ; ; IM/CO,
importée et commercialisée ; In, inhalation ; IN/D, infection dentaire ; In/Fé, infertilité féminine ;

INF/fe, inflorescences femelles ; Inf/Cu, infection cutanée ; INT, intoxication

(toukal) ; M, macération ; Mas, massage ; Mig, migraine ; Mus, musculation ; P, poudre ; PA, partie
aerienne ; PE, plante entiere ; Pe/AP, Perte de l'appétit ; Pn, pneumonie ; Pr/Di, problemes digestifs ;
PR/SP, production de sperme ; PU, pulpe ; Ra, racines ; RH, rhumatisme ; So/Ch, soins pour cheveux ;

SP, Spontanée ; TI, tiges ; TR/RM, troubles du cycle menstruel.
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1.2.2.Utilisation en médecine traditionnelle

L’analyse des résultats montre que Rosmarinus officinalis, Origanum compactum,
Artemisia herba-alba, Thymus sp., Mentha pulegium, Nigela sativa, Lavandula stoechas,
Visnaga daucoides et Aristolochia longa sont les espéces les plus utilisées en médecine
traditionnelle dans la Province de Guercif (Figure 22). Cela pourrait étre dd a leur abondance
dans I’environnement immédiat de la population locale. Khabbach et al. (2012), ayant
travaillé sur la Province de Taza, zone limitrophe de la zone d’étude, ont montré aussi que
Origanum compactum, Rosmarinus officinalis et Artemisia herba-alba sont les plantes les

plus utilisées dans la médecine traditionnelle.

Figure 22. Fréguence (%) des plantes utilisées en médecine traditionnelle, Province de Guercif.

1.2.3.Parties utilisées

Dans notre zone d’étude, les feuilles sont les parties les plus utilisées, avec un
pourcentage de 28%. Elles sont suivies par les graines (22%), les fruits (15%), les parties
aériennes (13%) et les racines (12%). Alors que les autres parties (fleurs, pulpe, tige, plante
entiére et épines) ne dépassent pas 4% chacune (Figure 23).

D’autres études ont démontré que les feuilles sont parmi les les parties des plantes les
plus exploitées a ce propos, a savoir la partie aérienne, les feuilles et les fruits (Ennabili et al.,
2000 et 2006 ; Mehdioui et Kahouadji, 2007 ; ElI Mansouri et al., 2011 ; Khabbach et al.,
2012). Cette fréquence d’utilisation des parties de la plante dépendent en général de la

disponibilité de la plante (abondance et facilité de cueillette). Toutefois, des comparaisons a
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ce propos sont a prendre avec précaution, vu la diversité et la précision des parties retenues
par chaque auteur : partie souterraine (rhizome, racine, bulbe...), partie aérienne (branche,
tige feuillée, sommité florale...), feuille (bourgeons, feuilles triées...), fleur (inflorescence,

fleur, sommité florale...) fruit (infrutescence, fruit, graine..), tige, bois, etc.
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Figure 23. Fréquence (%) des parties de la plante utilisées en médecine traditionnelle, Province de
Guercif.

1.3. Remedes

1.3.1. Indication thérapeutique

Cette étude nous a permis de répertorier un certain nombre de maladies chroniques
traitées par la population locale de Guercif a 1’aide des plantes médicinales (Tableau I11). Les
résultats obtenus montrent que la plupart des plantes interviennent dans le traitement :

v" Des maladies du systeme endocrinien, avec un pourcentage de 35%,

v' des maladies digestives (17%),

v des maladies du systeme immunitaire (13%)
v Systéme urino-génital (10%)
v

Maladies du systeme circulatoire (9%),
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Tableau I11: Importance des maladies traitées traditionnellement dans la zone

d’étude.

Classification des systéemes Maladies Fréquence %

Diabete

. o Cancer
Systéme endocrinien 35
Kyste

Perte de I'appétit

Douleur intestinal

Gonflement intestinal

. . . Gastro-intestinal
Systeme digestif . 17
Intoxication "Toukal"

Problémes digestifs

Douleur stomacale

Grippe

Diarrhée

o o Fiévre
Systeme immunitaire i 13
Antidote

Asthme

Toux

Baisse de libido

Calcule rénal

Douleur rénal

Diurétique

Systéme urino-génital Production des spermes 10

Facilite I'accouchement

Infertilité féminine

Trouble du cycle

menstruel

Anémie

Systéme circulatoire Hypertension artériel 9

Cholestérol

. ) Blessure
Systeme dermatologique _ 8
Cicatrisante
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Cosmétique

Infection cutané

Allergie

Soins des cheveux

Acné

Teigne

Rhumatisme

Systéme articulatoire et Fracture

squelettique Musculation

Message

. Migraine
Systeme nerveux 1
Calment

Systeme Oto-rhino-laryngale Infection dentaire 1

Systeme ophtalmologique Amélioration de la vision 0,5

Autres Antimoustique 0,5

Certaines especes sont utilisées dans le traitement traditionnel de plusieurs maladies, a
savoir Rosmarinus officinalis, Origanum compactum et Artemisia herba-alba, notamment

dans le traitement d’infections métaboliques, digestives et respiratoires.

Des études antérieures ont rapporté 1’usage des plantes médicinales d’origine
marocaine par les populations locales dans le traitement de diverses maladies (Bellakhdar,
1978 et 1997 ; Bellakhdar et al.,1982 et1991 ; Ennabili et al., 2000 et 2006 ; ElI Mansouri et
al., 2011 ; Khabbach et al., 2012).

1.3.2. Mode de préparation

Les résultats ont montré que la décoction constitue le mode de préparation le plus
fréquent (34%), suivi en particulier par I’infusion (31%) et la poudre (17%) (Figure 24).
D’autres auteurs ont majoritairement rapporté la décoction en tant que mode de préparation
avec des fréquences variables : 29% dans le Rif occidental (Bachar et al. 2016), 47% dans
Province d’Essaouira (Mehdioui et Kahouadji, 2007) et 65,6% dans la Province de Taza
(Khabbach et al., 2012). La prédominance de ce mode de préparation est justifiée, entre

autres, par la “désinfection” de la plante et le “réchauffement” du corps du malade (Bachar et
al., 2016).
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Figure 24. Fréquence (%) des modes de préparation des recettes utilisées par la population
locale, Province de Guercif.

1.4.Conclusion

Le présent travail nous a permis d’inventorier une centaine d’especes végétales
utilisées en médecine traditionnelle dans la Province de Guercif. La fréquence d’utilisation
des plantes médicinales est trés liée au profil des interviewés ; les plus jeunes méconnaissent
en général ce savoir-faire. Les femmes et les hommes ont un savoir médicinal partagé, avec

une légere différence au profit des premieres en termes d’utilisation des plantes médicinales.

Les plantes médicinales les plus utilisées dans la région étudiée sont Rosmarinus
officinalis, Origanum compactum, Artemisia herba-alba, Thymus ssp., Mentha pulegium,
Nigela sativa, Lavandula ssp., Visnaga daucoides et Aristolochia longa. En médecine

traditionnelle, les feuilles représentent majoritairement les parties de la plante utilisées.

De plus, les plantes médicinales sont tres utilisées pour traiter principalement les
maladies métaboliques et les infections digestives. La décoction est la forme galénique la plus
pratiquée par la population locale.

Cette étude nous a permis d’apprécier et de connaitre les pratiques de médecine
traditionnelle a base de plantes, transmises par la population de la Province de Guercif, et
constituera une base de sélection de certaines plantes pour valider expérimentalement leurs

utilisations comme remede.
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Chapitre 2. Contribution a I’étude phytochimique des
extraits des plantes étudiées

1.1. Introduction

L'objectif de ce chapitre est d’étudier la cinétique de I’extraction des huiles
essentielles, de déterminer la composition chimique des huiles essentielles ainsi que la
détermination des teneurs en polyphénols et en flavonoides des extraits méthanoliques,
éthanoliques et aqueux des plantes Ruta Montana, Achillea odorata ssp. pectinata, Teucrium
polium ssp. polium, Mentha suaveolens, Micromeria graeca et Cistus ladanifer ssp. ladanifer.
Les huiles essentielles ont été extraites par hydrodistillation puis identifiées par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse (CPG/MS). La
détermination des teneurs en polyphénols et en flavonoides a été réalisée, respectivement, par
les méthodes utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu et le réactif de trichlorure d’aluminium.
Par ailleurs, I’ultrastructure des parties végétales des six plantes utilisées dans ce travail, a été
examinée par microscopie électronique a balayage (MEB) en vue d’expliquer les rendements
en huiles essentielles pour ces plantes mais aussi pour confirmer la détremination de 1’identité

botanique des plantes étudiées, comme c’est le cas de 1’espeéce Micromeria graeca.
1.2. Micromorphologie des parties des plantes utilisees

Les caractéres micromorphologiques, les types et la distribution des trichomes des
parties végétales (feuille, tige, fleur) ont été examinés, chez les espéces étudiées : Ruta
montana, Achillea odorata L. ssp. pectinata (lamk) Brig, Teucrium polium ssp. polium,

Mentha suaveolens, Micromeria graeca, et Cistus ladanifer ssp. ladanifer.

Chez la famille des Lamiaceae a laquelle appartiennent trois espéces étudiées, les
poils glanduleux sont morphologiquement en général capités ou peltés (EI Beyrouthy et al.,
2008 ; Guitton, 2010) ; Ces trichomes sécréteurs sont typiquement composés de quelques
cellules épidermiques basales qui par division donnent de une a plusieurs cellule(s) de pied de
taille variable surmontées d‘une a plusieurs cellules de téte sécrétrices (Yann Guitton, 2010) ;
ainsi, les poils peltés sont eux-mémes constitués d’une cellule basale, d’un petit stipe et d’une
téte large comprenant plusieurs cellules sécrétrices arrangees en une seule couche et les poils
capités sont eux constitués d’une cellule basale, d’un stipe uni ou pluricellulaire et une téte

comprenant une ou deux cellules (EI Beyrouthy et al., 2008, Yann Guitton, 2010).
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Les poils peltés sont considérés depuis longtemps comme poils glanduleux, puisque
I’huile essentielle est renfermée dans le poil et n’est libérée que si les parois externes sont
brisées (EI Beyrouthy et al., 2008). En effet les plantes sans poils peltés ne sont pas
aromatiques, pour plusieurs espéces, mais dans d’autres cas, comme chez le genre
Rosmarinus, d’autres poils sont responsables de la sécrétion (EI Beyrouthy et al., 2008).), tels

que des poils capités qui s’ajoutent ici aux poils peltés.

En outre, la composition chimique de I’huile essentielle des deux types de poils a

donné des résultats quantitativement et qualitativement différents (El Beyrouthy et al., 2008).

Alors que, les poils non glanduleux ou tecteurs sont trés différents en ce qui concerne
leur morphologie, anatomie ou microstructure ; ils peuvent étre unicellulaires ou
pluricellulaires, ramifiés ou non ramifiés; les poils pluricellulaires non ramifiés peuvent
aussi étre uniseériés, biseriés ou plurisériés ; ces poils different aussi selon leur longueur, leur
taille et la forme des cellules, ils peuvent aussi étre symétriques ou asymétriques ; leur largeur
est parfois identique ou uniforme ou bien trés différente dans chaque partie du poil ; la téte du
poil varie aussi : elle est parfois eépineuse, se termine comme un couteau, ressemble a une
bougie, etc... Ces poils peuvent aussi étre verrugueux ou non verrugueux, a paroi lisse ou
raide. Les poils ramifiés pluricellulaires peuvent avoir des ramifications simples ou elles-

mémes ramifiées, égales, opposees, etc... (EI Beyrouthy et al., 2008).

Les poils glanduleux ou secréteurs sont distribués sur les différents organes
reproductifs ou végeétatifs des plantes aromatiques et particulierement chez les Lamiaceae, ce
sont des organes primaires de sécrétions et leurs structures varient selon les espéces (El
Beyrouthy et al., 2008)

Les trichomes glandulaires qui constituent un autre type de structure de sécrétion et/ou
d‘accumulation des composés terpéniques volatils ont particulierement été étudiés chez

certaines familles botaniques telles que les Solanacées et les Lamiacées (Yann Guitton, 2010).

La typologie du trichome est basée sur une combinaison caractéristique des poils des
¢chantillons d’un taxon. Elle est complexe puisque plusieurs critéres doivent étre examings :
morphologie, origine, taille, lieu, capacité de sécrétion, mode de sécrétion, fonction, etc ; elle
distingue avant tout les poils glanduleux, ou poils sécréteurs, et les poils non glanduleux, ou
poils tecteurs (expansion de cellules épidermiques assurant la protection et diminuant la

transpiration de la plante, EI Beyrouthy et al., 2008).
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Le trichome concerne toutes les parties d’une plante : végétatives (feuilles, tiges,
racines) et reproductives (sépales, pétales, étamines, graines et fruits). Les poils et surtout les
glanduleux sont des organes tres importants chez les Lamiaceae et particulierement chez les
Teucrium (EI Beyrouthy et al., 2008).

La littérature concernant la description du trichome est assez abondante et porte non
seulement sur la morphologie, mais aussi 1’ultrastructure, la différenciation et le mode de

sécrétion (EI Beyrouthy et al., 2008).

L’anatomie des poils est trés importante pour différencier les espéces et la description
du trichome est trés pertinente pour I’identification d’une espéce, en effet, en plus de
I’examen macroscopique, nous avons eu recours a I’examen microscopique en collaboration
avec 1’équipe de recherche (Pr A. Ennabili et Dr A. Khabbach) pour déterminer la
nommenclature exacte d’un spécimen du genre Micomeria, ainsi nous avons utilisé des photos

MEB pour confirmer qu’il s’agit de Micromeria graeca.

Des études récentes (EI Beyrouthy et al., 2008 ; Kremer et al., 2012, 2013 et 2014 ;
Paolini et al., 2009 ; Taleb-Toudert, 2015), ont mis en lumiere les traits micromorphologiques

des structures sécrétrices des huiles essentielles de certaines especes végétales.

Les figures (25-37) laissent voir les glandes sécrétrices (trichomes sécréteurs), les
poils (trichomes tecteurs) et la distribution des trichomes chez ces différentes espéces. Ces
trichomes glandulaires sont le site de la biosynthése (Sécrétion et accumulation) de I'huile

essentielle (Kremer et al., 2014).

En général, les investigations micromorphologiques ont montré que deux types de
trichomes (non glandulaire et glandulaire) ont été observés chez ces especes étudiées. Les
trichomes non glandulaires (NG) dont la longueur varie nettement selon 1’espéce et la partie
étudiée. Les trichomes glandulaires que nous avons pu distinguer sont les poils peltés (glandes

peltées) dans les différentes parties végétales de ces différents taxons.
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Gr X1000

Figure 25 : Micrographies MEB de trichome des tiges non traités de Ruta montana

Gr X500 25 il Grxs00

Gr X2000

>

Figure 26 : Micrographies MEB de trichome des feuilles non traitées de Ruta montana. (P, Glande
peltée ; NG, non glandulaire ; C, Distribution des trichomes sur la feuille).
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Figure 27 : Micrographies MEB de trichome des feuilles non traitées de Mentha suaveolens. (P,
Glande peltée).

Figure 28 : Micrographies MEB de trichome des feuilles non traitées de Cistus ladanifer ssp.
ladanifer (P, Glande peltée ; NG, non glandulaire).
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Figure 29 : Micrographies MEB de trichome des feuilles non traitées de Cistus ladanifer ssp.
ladanifer (P, Glande peltée)

Gr X1000

Figure 30 : Micrographies MEB de trichome des feuilles non traitées de Mircomeria graeca. (S,
stomatographie ; P, Glande peltée)
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Figure 31 : Micrographies MEB de trichome des feuilles non traitées de Mircomeria graeca. (P,
Glande peltée ; NG, non glandulaire)

Gr X500 Gr X1000 Gr X1000

Figure 32 : Micrographies MEB de trichome des tiges non traitées de Mircomeria graeca. (A, B,
Distribution des trichomes sur la tige ; P, Glande peltée ; NG, non glandulaire).

69



Gr X1000

GrX2000 Gr X2000

Figure 33 : Micrographies MEB de trichome des feuilles Teucrium polium ssp.polium (P, Glande
peltée ; NG, non glandulaire ; C, Distribution des trichomes sur la feuille ).

Figure 34 : Micrographies MEB de trichome des tiges Teucrium polium ssp.polium (B, Distribution
des trichomes tecteurs sur la tige ; NG, non glandulaire).
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Gr X1000 Gr X2000

Figure 35 : Micrographies MEB de trichome des feuilles d” Achillea odorata ssp.pectinata . (P,
Glande peltée ; C, Distribution des trichomes sur la feuille).

.« Gr X1000

Figure 36 : Micrographies MEB de trichome des tiges d’Achillea odorata ssp.pectinata. (B,
Distribution des trichomes tecteurs sur la tige ; NG, non glandulaire).
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Mirographies MEB de trichome des fleurs d’Achillea odorata ssp.pectinata (B,
Distribution des trichomes sur la corole /calice ; P, Glande peltée )

Figure "

1.3. Rendement et composition chimique des huiles essentielles

I.3.1. Cinétique de I’extraction des huiles essentielles

Lors de cette étude, un suivi de la cinétique a été réalisé sur I’extraction des huiles
essentielles des plantes étudiées, par hydrodistillation. Trois essais ont été effectués pour
chacune des plantes.

Les courbes de rendement en huiles essentielles obtenues, présentées dans la figure 38,
sont constituées de trois étapes. En effet, Une premiere correspond au chauffage de la matiére
végétale puisqu’aucune extraction d’huile essentielle n’est observée. La seconde étape est
caractérisée par une augmentation de la température dont le point d’ébullition de I’eau se
traduit par I’extraction d’huile plus ou moins importante selon la plante. Une derniere étape
correspond a D’extraction du rendement maximum possible a étre atteint a la fin de
I’hydrodistillation, cette derni¢re étape est observée aprés 4 heures d’extraction. Par

conséquence, nous avons fixé la durée de I’hydrodistillation a 4 h.

La plante Achillea odorata L.ssp.pectinata (lamk) Brig a fourni un taux en huile
essentielle de 1,04+0,01%, suivie par Mentha suaveolens, Ruta montana et Cistus ladanifer
ssp. ladanifer, Mircomeria graeca et Teucrium polium ssp.polium qui ont fourni un taux de
0,66+0,02%, 0,37+0,03%, 0,26+0,02%, 0,24+0,02% et 0,18+0,02%, respectivement.
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Figure 38 : La cinétique de rendement en huile essentielle par hydrodistillation des six plantes étudiées.

HEA : huile essentielle d” Achillea odorata L ssp. pectinata; HER : huile essentielle de Ruta montana ;
HE+ : huile essentielle de Teucrium polium ssp. polium ; HEys : huile essentielle de Mentha
suaveolens ; HEyg : huile essentielle de Micromeria graeca et HE : huile essentielle de Cistus
ladanifer subsp. ladanifer

1.3.2. Composition chimique de I’huile essentielle de Ruta Montana

L’analyse par GC-MS de I’huile essentielle du Ruta montana a permis d’identifier 27

composes qui représentent environ 99,98% (Tableau IV et figure 39) , cette huile est

composée  principalement  du  2-undecanone  (63,97%), Camphor  (3,82%),

cyclopropanecarboxylic acid, undec (3,66%), caryophyllene oxide (3,38%),3-Heptene,7-
phenyl- (3,38%), 2-undecanol (3,25%), 1,3-benzodioxole,5-(2,2-dimethyl) (3,09%),
tetramethyl succinimide (3%), Tridecanone-2 (1,2%), Bornyl acetate (1,16%), dodecanone-2
(1,14%), B trans-caryophyllene (1,1%).

Les autres composés tel que 10,10-dimethyl 2,6- dimethylenebicy (0,78%), isoledene

(0,73%); 1,3-cyclopentadine, 1,2,3,4,5-pen (0,7%), Borneol (0,66%), 2-pentene, 4-methyl-
(0,65%), 2-nonen-4-one (0,59), Decanone-2 (0,46%), Trimethyl-tetrahydronaphtalene
(0,45%), isomaturnin (0,44%), Geranial (0,42%), gamma-Gurjunene (0,42%), cyclohexan-1-
ol (0,41%), trimethyl-6,10,14-pentadecanone-2 (0,41%), Globulol (0,4%), %), Para cymene

(0,31%) sont identifiés comme des composés mineurs.

Nos résultats sont similaires avec d’autres études qui ont montré que 2-undecanone est

le composé majoritaire de I’espéce Ruta montana avec des pourcentages différents. En effet
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Kambouche et al., (2008) ont identifié la présence du 2-undecanone avec un pourcentage de
32,8%. De méme Belkassam et al. (2011) et Boutoumi et al. (2009) ont trouvé que ce produit

est présent, respectivement, avec 60,19% et 67-67,4%.

Cette premiére étude de la composition chimique de I’huile essentielle de 1’espéce
Ruta montana du Maroc a montré que cette plante est caractérisée par la présence du
Camphor 3.82%, 7-phenyl,3 heptene 3.38%, 2- undecanol 3.25%. Ces composés sont absents
dans la composition chimique de la méme espéce récoltée en Algérie. Kambouche et al., 2008
ont montré que Nonan-2-one 29.54%, 2-Nonanol acétate 18.2% constituent en plus du 2-
undecanone 32.18% des composé majoritaire alors qu’ils sont absents de la composition

chimique du Ruta montana de notre étude.

Ces variations qualitatives et quantitatives rencontrées dans la composition chimique
des huiles essentielles entre Ruta montana marocaine et algérienne, pourrait étre dues a
certains facteurs tel que I’environnement, la saison de la récolte et les facteurs écologique

(Amar et al., 2012 ; Bennaoum et al., 2017).

1.3.3. Teneur en polyphénols et en flavonoides des extraits

méthanoliques, éthanoliques et agueux du Ruta montana

La détermination des teneurs en polyphénols a été réalisée par la méthode du Folin-
Ciocalteu, les résultats sont exprimés en milligramme équivalence d’acide gallique par g
d’extrait de plante (mg EAG/g d’extrait). Les résultats, présentés dans le tableau V, montrent
que I’extrait méthanolique de Ruta montana est le plus riche en polyphénols (88,47 + 8,99 mg
EAG/g d’extrait), suivie par I’extrait éthanolique (58,46 £ 4,68 mg EAG/g d’extrait) puis
I’extrait aqueux (19,45 + 2,14mg EAG/g d’extrait).

La détermination de la teneur en flavonoides a été réalisée par la méthode de
trichlorure d’aluminium, les résultats sont exprimés en milligramme équivalence de Rutine
par gramme d’extrait de plante (mgER/g d’extrait). Les résultats ont montré que 1’extrait
¢thanolique est ’extrait le plus riche en flavonoides (8,29 + 0,97mg ER/ g d’extrait), alors que
les extraits méthanoliques et aqueux ont une faibles teneures en flavonoides 1,86 + 0,17 mg
ER/g d’extrait et 0,32 + 0,02 mgR/g d’extrait, respectivement.
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Tableau IV : La composition chimique de 1’huile essenticlle de Ruta Montana

Numéro Composés RT* IKY %
1 Para cymene 11,89 1022 0,31
2 Camphor 16,51 1146 3,82
3 Borneol 17,42 1170 0,66
4 3- cyclohexen-1-ol 17,74 1179 0,41
5 Decanone-2 18,14 1190 0,46
6 Geranial 20,84 1266 0,42
7 Bornyl acetate 21,43 1283 1,16
8 2-undecanone 21,81 1294 63,97
9 2-undecanol 22,09 1302 3,25
10 Trimethyl-tetrahydronaphtalene 24,8 1383 0,45
11 dodecacone-2 25,11 1392 1,14
12 trans-caryophyllene (beta) 25,95 1419 1,1
13 cyclopropanecarboxylic acid, 26.26 1498 3,66

undec

14 1,3-cyclopentadine, 1,2,3,4,5-pen 27,77 1476 0,7
15 Tridecanone-2 28,3 1493 1,2
16 tetramethyl succinimide 29,36 1529 3
17 caryophyllene oxide 30,92 1581 3,38
18 gamma Gurjunene 31,28 1593 0,42
19 (-)-isoledene 31,7 1607 0,73
20 2-pentene, 4-methyl 31,88 1614 0,65
21 imethyleneioy 32,49 1635 | 078
22 Globulol 33 1653 0,4
23 3-Heptene,7-phenyl 33,41 1668 3,38
24 2-nonen-4-one 35,95 1761 0,59
25 1,3-benzodioxole,5-(2,2-dimethyl 37,43 1816 3,09
26 trimethyl-6,10,14-pentadecanone-2 38,01 1839 0,41
27 Isomaturnin 45,74 2262 0,44

Total 99,98

“temps de rétention

Yindice de Kovats
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Figure 39 : Profil chromatographique de 1’huile essentielle de Ruta Montana (les
numéros des pics peuvent s’identifier dans le tableau 1V)
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Nos resultats ne sont pas similaires avec ceux rapportées par El Guiche el al. ( 2015),
qui ont montré que la plante Ruta montana contient une faible teneuren polyphénols égale a
7,09 ug GAE/mg DM, par contre elle est plus riche en flavonoides avec une teneur de 44,67
MgRE/ mg DM. De méme Djeridane et al., (2006) ont montré que les teneur en polyphénols et
en flavonoides de cette plante sont tres faible 3,13 + 0,30 mg GAE/g dw et 1,62 + 0,40 mg

RE/g poids sec, respectivement.

En comparaison avec d’autre espéce du genre Ruta, nos résultats sont en accord avec
I’étude menée par Kacem et al. (2015) sur Ruta chalepensis a montré que les extraits
éthanoliques, méthanoliques et aqueux sont riches en composes phénoliques dont les teneurs
sont respectivement 178 ; 152 ; et 120 mg GAEs/g d’extrait. Aussi ces auteurs ont montré que
I’extrait éthanolique est plus riche en flavonoides (23,88 mg CEs/g d’extrait) alors que les
teneurs en flavonoides des extraits méthanoliques et aqueux sont moins important 8,23 et 4,01

mg CEs/g d’extrait.

Tableau V: Teneurs en polyphénols et en flavonoides des extraits méthanolique, éthanolique et aqueux de la plante
Ruta montana

Extrait éthanolique | Extrait méthanolique | Extrait aqueux

Rendement (w/w) 15% 11% 9%

Teneur totale en Polyphénols b \ ]
[MgEAG/g d’extrait] 58,46+4,68 82,61+2,43 19,45+2,14
Teneur totale en Flavonoides 8 2040 97° 1,8610,17" 0.3240.02°

[MgER/g d’extrait]

Chaque valeur est une moyenne de trois mesures + écart type

La différence des lettres (a-c) affectée sur la méme ligne indique une différente significative (P<0,05)
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1.3.4. La composition chimique de I’huile essentielle d’Achillea
odorata ssp. pectinata

L’analyse chromatographique de I’huile essentielle de la partie aérienne d’Achillea
odorata ssp. pectinata a identifié 22 composés avec un pourcentage de 99.99%, dont elle
contient principalement (Tableau VI et figure 40): Camphor 45,01%, Bornyl Acetate
(15,07%), Borneol (11,33%), Beta Eudesmol (4,74%), Camphene (3,58%), Cineole
(Eucalyptol) (2,96%), Terpinolene (2,3%), cyclopentene,3-ethylidenel-1methyl (2,05%),
Nerol (1,69%), Alpha pinene (1,61%), Geranyl bromide (1,56%), Terpineol-4 (1,44%),
Limonene (1,42%), 2(1H) -pyridinone (1,07%) en plus d’autres composés qui sont présents
mais avec des teneurs relativement faibles tel que Cis-Jasmone (0,82%), 2-(2-methylpropyl) —
Phenol (0,72%), cyclohexene,1,5,5-trimethyl-1- met (0,59%), Beta Farnesene (E) (0,49%),
Eugenol (0,47%), Beta Pinene (0,45%), Bicyclo[2.2.1] heptan-3-one (0,35% ) et le

Benzenepropanoic acid, tridecyl es (0,27%).

L’analyse de la composition de la sous-espece Achillea odorata ssp. pectinata du
Maroc n’a été pas étudiée auparavant. En Algérie, une analyse de la variété Achillea odorata
L. ssp. Pectinata (Lamk) var. microphylla (Willd.) Willk. a montré qu’a la période de
floraison, le composé majoritaire est le camphor avec un pourcentage de 22,9 a 26,3%, suivie
par le 1,8-cineole (15,7 a 17,8%) puis le a-pinéne (11,3 a 12,5%) (Bekhechi et al., 2011).

Nos résultats sont similaires a ceux trouvés par Bekhechi et al., 2011. En effet, le
composé majoritaire est le camphor dont la sous-espéce marocaine est en 1’occurrence plus
riche par ce composé avec un pourcentage de 45,01% contre 26,3%. Par ailleurs, les
composés : Bornyl Acetate (15,07%), Borneol (11,33%), B-Eudesmol (4,74%) sont présents
dans I’huile essentielle de la sous-espéce marocaine alors qu’ils sont absents dans la
composition de I’huile essentielle de ’espéce algérienne. On note également que cette
derniére est plus riche en 1,8-cineole (15.7 a 17,8%) et o-pinéne (11,3 & 12,5%) en

comparaison avec leur teneur dans 1’huile essentielle de notre sous-espéce.

En comparaison avec Achillea millefolium ssp. millefolium , plante du genre Achillea,
les résultats ont montré que 1’huile essentielle d’Achillea millefolium ssp. millefolium est
caractérisée par la présence des composés majoritaires Eucalyptol (24,6%), camphor (16,7%),
alpha Terpineol (10,2%). L’huile essenticlle de Achillea clavennae L. est composée de
camphor (29,5%), myrcene (5,5%), 1,8-cineole (5,3%), B-caryophyllene (5,1%) et linalool
(4,9%) (Candan et al., 2003). L’analyse de la composition chimique de deux espéces du genre

Achillea a montré qu’Achillea clavennae est compose du camphor (41,9%) et 1,8-cineole
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(22,5%), alors que I’huile d’Achillea holosericea est caractérisée par le borneol (30,2%) et
camphor (14,8%) (Bezi¢ et al., 2003).

On note que d’un point de vue qualitatif, les composés les plus répandus dans les
huiles essentielles des plantes du genre Achillea sont I’eucalyptol, le camphor et le borneol

alors que qualitativement ils sont différents.

La différence dans la composition chimique des huiles essentielles d’Achillea odorata
L. ssp. pectinata (lamk) Brig pourrait s’expliquer par des facteurs climatiques et

géographiques.

1.3.5. Teneur en polyphénols et en flavonoides des extraits

méthanoliques, éthanoliques et agueux d’Achillea odorata ssp. pectinata

Les résultats de dosage des polyphénols d’Achillea odorata L. ssp. pectinata (lamk)
Brig (Tableau VII) montrent que 1’extrait méthanolique est le plus riche en polyphénols
(84,94 * 2,33 mg EAG/g d’extrait) par rapport a I’extrait aqueux (80,17 + 4,57 mg EAG/g
d’extrait) et ’extrait éthanolique (68,91 + 4,57 mg EAG/g d’extrait).

En ce qui concerne les flavonoides, I’extrait méthanolique est le plus riche par ces
composés (89,69 + 1,68 mg ER/g d’extrait) suivie par I’extrait aqueux (76,66 *+ 11,42 mg
ER/g d’extrait), alors que I’extrait éthanolique est le plus faible en teneur des flavonoides
(6,72 + 1,21mg ER/g d’extrait).

Nos résultats concernant la richesse de 1’espéce Achillea odorata L. ssp. pectinata
(lamk) Briqg en polyphénols et en flavonoides confirment ceux rapportés par Boutennoun et al.
(2014), ces auteurs ont rapporté que la teneur en polyphénols et en flavonoides de I’extrait
méthanolique des feuilles de I’espéce Achillea odorata est de 448,8 + 1,04 mg GAE/g CE et
97,77 £ 0.91 mg QE/g CE.
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Tableau VI: La composition chimique de I’huile essentielle de la sous-espéce Achillea odorata ssp.
pectinata

Numéro Composés RTX IKY %
1 Alpha pinene 8,55 930 1,61
2 Camphene 9,14 947 3,58
3 Beta Pinene 10,14 975 0,45
4 Limonene 12,07 1027 1,42
5 Cineole (Eucalyptol) 12,19 1030 2,96
6 Camphor 16,59 1148 45,01
7 2(1H) pyridinone 16,79 1153 1,07
8 Bicyclo[2.2.1] heptan-3-one 17,06 1161 0,35
9 cyclopentene,3-ethylidenel-1methyl 17,37 1169 2,05
10 Borneol 17,47 1172 11,33
11 Terpineol-4 17,75 1179 1,44
12 Terpinolene 18,29 1194 2,3
13 cyclohexene,1,5,5-trimethyl-1- met 19,49 1226 0,59
14 Geranyl bromide 20,23 1246 1,56
15 Bornyl acetate 21,45 1279 15,07
16 Phenol,2-(2-methylpropyl) 21,76 1287 0,72
17 Eugenol 23,67 1349 0,47
18 Nerol 24,57 1376 1,69
19 Cis-Jasmone 25,03 1390 0,82
20 E-Beta Farnesene 26,97 1451 0,49
21 Benzenepropanoic acid, tridecyl es 31,55 1602 0,27
22 Beta Eudesmol 33,01 1654 4,74

Total 99,99

“temps de rétention

Yindice de Kovats
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Figure 40 : Profil chromatographique de 1’huile essentielle d’Achillea odorata ssp. pectinata (les numéros
des pics peuvent s’identifier dans le tableau VI)
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TableauVII: Teneurs en polyphénols et en flavonoides des extraits méthanolique, éthanolique et aqueux Achillea

odorata ssp. pectinata

Extrait éthanolique

Extrait méthanolique

Extrait agqueux

Rendement 6,50% 7,13% 3,21%
Teneur totale en Polyphénols c a b
[MgEAG/q extrai] 68,91 + 4,57 84,94 + 2,33 80,17 + 4,57
Teneur totale en Flavonoides 6,72 +1,21° 8969 + 1.68° 76,66 + 11,42b

[MgER/qg extrait]

Chaqgue valeur est une moyenne de trois mesures + écart type

La différence des lettres (a-c) affectée sur la méme ligne indique une différente significative (p<0,05)

1.3.6. La composition chimique de I’huile essentielle de Teucrium

polium ssp. polium

L’huile essentielle est constitué de 30 composés avec un pourcentage de 98,85%

(Tableau VIII et Figure 41), Les composes majoritaires sont le B-pinéne (19,82%),

Germacrene D (18,33%), o-cadinol (6,83%), o-pinene (6,76%), Limonene (5,71%),
Bicyclo[4.4.0] dec-1en,2-isopropy (5,05%), Delta Cadinene (4,51%), Spathulenol (4,15%),
Bicyclogermacrene (3,21%), Myrcene (2,9%), Camphor (2,45%), (E) Farnesene (1,93%), 2-
Methyl-1-nonene-3-yne (1,83%), B-Bourbonene (1,45%), bicyclo[7.2.0] undec-4-ene,4,11,11
(1,39%), a-Gurjunene (1,13%), 6-muurolene (1,13%), Borneol (1,1%), gamma-Cadinene
(1,04%), Allo aromadendrene (1,02%), (-) Isoledene (1,02%).

D’autres composés sont également présents, mais a des teneurs moins importantes tel
que le a-elemene (0,99%), Trans-Pinocarveol (0.89%), a-Muurolene (0,83%), Italicene
(0,76%), E,Z-3-Ethylidenecyclohexane (0,71%), nephtalene, 5-butyl-1,2,3,4-tetra (0,68%), B3-
Selinene (0,66%), a-copaene (0,59%) , Cadina-1,4-diene (0,56%), et Para cymene (0,55%).

Nos résultats sont similaires qualitativement et different quantitativement avec ceux
rapportés par Fertout-Mouri et al. (2016), ou le D-germacréne (18,92 %), bicyclogermacréne
(11,04 %), B-pinéne (9,03 %), a-pinéne (3,21 %), d-cadinéne (2,67 %) et spathulénol (4,21 %)

étaient majoritaires.

D’autres études ne concordent pas avec les notre. En effet, I’analyse chimique de

Teucrium polium récoltée en Jordanie a montré la présence d’autre composé majoritaire qui
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est le 8-cedren-13-ol (24,80%), B-caryophllene (8,70%), germacrene-D (6,83%), sabinene
(5,24%), a-humulene (4,34%), allo-aromadendrene (4,54%) et le 5-cadinene (3,51%) (Aburjali
et al., 2006).

Par ailleurs, I’¢tude de la composition chimique de I’huile essenticlle du Teucrium
polium récoltée en Turquie a montré que cette plante est caractérisée par le beta-pinene
(18,0%), P-caryophyllene (17,8%), a-pinene (12,0%), caryophyllene oxide (10,0%), myrcene
(6,8%) et le germacrene-D (5,3%) (Cakir et al., 1998).

La détermination de la composition chimique de I’huile essentielle de T. polium ssp.
valentinum endémique de 1I’Espagne a permis d’identifier les composés suivants : a-pinene
(15,8%), sabinene (7,2%), B-pinene (11,7%), trans-pinocarveol (4,3%), terpinen-4-ol (4,5%)
et le B-bisabolene (2,5%) ; (Perez-Alonso et al., 1993).

On note que le B-pinene, a-pinéne et germacrene-D sont les composés les plus trouvés
dans la composition chimique du 1’espéce Teucrium polium récoltée dans plusieurs régions de
part le monde, alors que les autres composes different d’une zone a une autre. Ces résultats
montrent 1’influence de l’origine géographique, du climat et de la nature du sol sur la
composition et la qualité de I’huile essentielle du Teucrium polium (Djabou et al., 2012 ;
Sadeghi et al., 2014). En outre, nos résultats ont montré que la composition chimique de la
sous-espece Teucrium polium ssp. polium du Maroc est caractérisée par la présence d’une
teneur riche en B-pinene (19,82%) et en Germacren-D (18,33%).

1.3.7. Teneur en polyphénols et en flavonoides des extraits
methanoliques, éthanoliques et aqueux de Teucrium polium ssp. polium

D’apres le tableau 1X, on note que I’extrait méthanolique est le plus riche en teneur
des polyphénols (94,21 + 0,23 mg EAG/g d’extrait), suivis par la teneur de I’extrait aqueux

(87,32 £ 2,61 mg EAG/g d’extrait) puis I’extrait éthanolique (75,99 + 1,9 mg EAG/g

d’extrait).

83



Tableau VI11: Composition chimique de I’huile essentielle de Teucrium polium ssp. polium

Numéro Composés RTX RIY %
1 alpha pinene 8,55 930 6,76
2 beta pinene 10,16 975 19,82
3 Myrcene 10,59 987 2,9
4 para cymene 11,89 1022 0,55
5 Limonene 12,08 1027 571
6 Trans-Pinocarveol 16,27 1139 0,89
7 Camphor 16,51 1146 2,45
8 Borneol 17,42 1170 1,1
9 2-Methyl-1-nonene-3-yne 18,28 1194 1,83
10 apha copaene 24,52 1375 0,59
11 Beta Bourbonene 24,78 1382 1,45
12 Allo aromadendrene 27,22 1459 1,02
13 E,Z-3-Ethylidenecyclohexane 27,42 1466 0,71
14 Germacrene D 27,9 1481 18,33
15 Beta Selinene 28,14 1488 0,66
16 Bicyclogermacrene 28,34 1495 3,21
17 Alpha Muurolene 28,41 1497 0,83
18 Alpha Gurjunene 28,63 1504 1,13
19 Gamma Cadinene 28,86 1512 1,04
20 Delta Cadinene 29,02 1517 451
21 (E) Farnesene 30,28 1559 1,93
22 Spathulenol 30,76 1575 4,15
23 bicyclo[7.2.0] undec-4-ene,4,11,11 31,33 1595 1,39
24 nephtalene, 5-butyl-1,2,3,4-tetra 31,9 1614 0,68
25 Cadina-1,4-diene 32,64 1626 0,56
26 Bicyclo[4.4.0] dec-1en,2-isopropy 32,64 1641 5,05
27 Isoledene 32,77 1645 1,02
28 Alpha cadinol 33,03 1655 6,83
29 Italicene 33,86 1684 0,76

30 alpha elemene 34,1 1692 0,99
Total 98,85

“temps de rétention

Yindice de Kovats
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Figure 41 : Profil chromatographique de I’huile essentielle de Teucrium polium ssp. polium (les numéros
des pics peuvent s’identifier dans le tableau VIII)
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Cependant, I’extrait éthanolique est le plus riche par sa teneur en flavonoides
(136,59+3,51 mg ER/g d’extrait), suivis par la teneur en flavonoides de 1’extrait méthanolique
(118,64+0,78 mg ER/g d’extrait) et une teneur moindre dans I’extrait aqueux (110,11+5,64
mg ER/g d’extrait).

La forte teneur en polyphénols dans les extraits méthanolique et aqueux de Teucrium
polium ssp. polium est similaire avec celle trouvée par Goulass et al. (2012). En effet, ces
chercheurs ont montré que les extraits aqueux et méthanolique de cette plante sont les plus
riches en polyphénols avec des valeurs égalent a 164 mgGAE/g d’extrait et 144mgGAE/g
d’extrait, respectivement. Dans une autre étude, Tepe et al. (2011) ont montré que 1’extrait

d’éthanol 75% contient une teneur en polyphénols de 107,8+1,4 mgGAE/g d’extrait.

Cependant, Djeridane et al. (2006) ont montré que la plante Teucrium polium contient
des faibles teneurs en polyphénols (4,92+0,21 mgGAE/g poids sec) et en flavonoides
(4,63+0,1 mgRE)/g poids sec).

La différence dans la teneur en polyphénols des extraits de I’espéce Teucrium polium
récoltée de plusieurs sites différents pourrait étre due selon Stefkov et al. (2009) a la saison

de récolte.

Tableau IX: Teneurs en polyphénols et en flavonoides des extraits méthanolique, éthanolique et aqueux de

Teucrium polium ssp. polium

Extrait éthanolique

Extrait méthanolique

Extrait aqueux

Rendement 2,31% 3,12% 1,16%
Teneur totale en Polyphénols ¢ a b
ImOEAG/S extont] 75,89 + 1.9 94,21 + 0,23 8732 £ 26
Teneur totale en Flavonoides 136,59 + 3,52° 118,64 + 0,78" 110,11 + 5,64

[MgER/qg extrait]

Chague valeur est une moyenne de trois mesures + écart type

La différence des lettres (a-c) affectée sur la méme ligne indique une différente significative (p<0,05)
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1.3.8. La composition chimique de I’huile essentielle de Mentha
suaveolens

L’analyse chimique de I’huile essentielle du Mentha Suaveolens par GC-MS (Tableau
X et figure 42) a permis d’identifier 17 composés volatiles. Ces composés représentent
99,28% dont les constituants principaux sont piperitenone oxide (39,11%), Germacrene-D
(13,6%), - trans-caryophyllene (9,5%), piperitone oxide (8,03%), 1-4- Terpineol (6,11%), 6-
terpinene (5,33%), 4-methyl-5-ethylthiazole (4,69%) et le 1-Butanone, 1-bicyclo[4.1.0] hept-7
(3,61%). Les résultats ont montré la présence d’autres composés en faibles pourcentages, il
s’agit du Borneol (1,51%), gamma-Gurjunene (1,16%), Epi-bicyclosesuiphellandrene
(1,12%), E-p Farnesene (1,11%), a-Humulene (1,09%), Cis piperitone oxide (1,08%), B-
elemene (0,93%), Copaene (0,89%) et le delta Cadinene (0,41%).

Nos résultats sont similaires avec d’autres études qui ont montré que le composé
majoritaire de Mentha suaveolens est le piperitenone oxide avec des pourcentages différents
(Oumzil et al., 2002; Koliopoulos et al., 2010).

L’analyse chimique de I’huile essenticlle de Mentha suaveolens récolté dans
différentes régions du Maroc a montré une différence qualitative et quantitative dans la
composition chimique de cette plante. En effet, Benayad (2013) a montré que Mentha
suaveolens récolté dans la région de Rabat est caractérisée par le Piperitenone (33.03%),
pulegone (17.61%) et piperitone (9.18%) alors que Kasrati et al. (2013) ont montré que les
huiles essentielles de 1’espéce sauvage et celle cultivée sont composées principalement du
Menthone (39,4 a 10,8%), pulegone (62,3 a 34,3%) and 1’isomenthone (9,3 a 7,8%),

respectivement.

Cette différence est confirmée par les résultats de [’analyse de la composition
chimique de I’espece Mentha suaveolens originaire de la Corse et qui ont montré que les
produits majoritaires sont: le pulegone (44,4%) et le cis-cis-p-menthenolide (27,3%) (Sutour
et al., 2008)

Notre étude a montré que I’huile essentielle de ’espece qui a fait 1’objectif de notre
analyse chimique est caractérisee par la présence de Germacrene-D (13,6%), beta-trans-
caryophyllene (9,5%), Terpinen-4-ol acetate (6,11%), o-terpinene (5,33%), 4-methyl-5-
ethylthiazole (4,69%), 1-Butanone, 1-bicyclo[4.1.0] hept-7 (3,61%) qui sont absents de la

composition chimique de 1’huile essentielle de cette plante dans la littérature.
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Cette variation de la composition chimique de I’huile essentielle pourrait étre
expliquée par une différence dans les conditions environnementales, I’origine et la saison de

récolte, etc... (Hussain et al., 2010).

1.3.9. Teneur en polyphénols et en flavonoides des extraits
meéthanoliques, éthanoliques et agueux de Mentha suaveolens

Les résultats présentés dans le tableau XI montrent que parmi les trois extraits de
Mentha suaveolens, 1’extrait méthanolique est le plus riche en polyphénols (112,04 £ 2,98 mg
EAG/g d’extrait), puis vient I’extrait éthanolique dont la teneur est de I’ordre de 101,07 +
4,34 mg EAG/g d’extrait, alors que 92,70 + 5,82 mg EAG/g d’extrait sont trouvés dans

I’extrait aqueux.

Par ailleurs, la teneur de I’extrait méthanolique en flavonoides et de 1’ordre de 99,77 +
5,4 mg ER/g d’extrait, suivis par une teneur de 89,02 *+ 4,23 mg ER/g d’extrait aqueux, par

contre la teneur trouvée dans 1’extrait éthanolique est 68,66 + 2,94 mg ER/g d’extrait.

Nos résultats ne sont pas similaires avec ceux rapportés par Moldovan et al. (2014), en
effet ces auteurs ont montré que 1’extrait éthanolique 70% de M. suaveolens var. variegata est
faible en polyphénols et en flavonoides avec des teneurs, respectivement, de 7,60 + 0,10 g
GAE/100 g matériel végétal et 0,40 £ 0,04 g RE/100 g matériel végétal.

En comparaison avec les plantes de genre Mentha, une étude menée par Barchan et al.
(2014) a montreé que les extraits méthanolique et aqueux des espéces Mentha spicata, Mentha
pulegium et Mentha piperita sont riches en polyphénols avec des teneurs qui varient entre
167,2 £ 0.41 et 305,4 + 1,32ug TAE/mg dont I’extrait aqueux de Mentha spicata contient la

plus forte teneur en polyphénols.
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Tableau X: Composition chimique du Mentha suaveolens

Numéro Composés RT* IKY %
1 gamma terpinene 13,63 1068 5,33
2 Borneol 17,43 1171 1,51
3 1-4-Terpineol 17,75 1179 6,11
4 cis piperitone oxide 20,25 1249 1,08
5 piperitone oxide 20,36 1252 8,03
6 Piperitenone oxide 24,06 1361 39,11
7 Beta elemene 24,97 1388 0,93

1-Butanone, 1-bicyclo[4.1.0
8 hept_7y [4.101] 5 17 1304 3,61
9 4-methyl-5-ethylthiazole 25,55 1406 4,69
10 trans-caryophyllene (beta) 25,96 1419 9,5
11 E-Beta Farnesene 26,98 1451 1,11
12 Alpha Humulene 27,08 1455 1,09
Epi-
13 bicyclosesui%hellandrene 27,28 1461 112
14 Germacrene D 27,9 1481 13,6
15 Delta Cadinene 29,01 1508 0,41
16 Gamma Gurjunene 31,28 1546 1,16
17 Copaene 33,01 1654 0,89
Total 99,28
“temps de rétention
Yindice de Kovats

Tableau XI: Teneurs en polyphénols et en flavonoides des extraits méthanolique, éthanolique et agueux de Mentha

suaveolens
Extrait éthanolique | Extrait méthanolique | Extrait aqueux
Rendement 1,13% 2,64% 3,26%
Teneur totale en Polyphénols a a a
[MgEAGIq extrai] 101,07 £+ 4,34 92,70 + 5,82 112,04 + 2,98
Teneur totale en Flavonoides 68,66 + 2,94 99,77 + 5,04° 89,02 + 4,23°
[mgER/g extrait]

Chague valeur est une moyenne de trois mesures + écart type

La différence des lettres (a-c) affectée sur la méme ligne indique une différente significative (p<0,05)
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Figure 42: Profil chromatographique de I’huile essentielle de Mentha suaveolens (les numéros
des pics peuvent s’identifier dans le tableau X)
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1.3.10. La composition chimique de I’huile essentielle de Micromeria

graeca

L’analyse par GC-MS nous a permis d’identifier 10 composés dans 1’huile essentielle
de Micromeria greaca majoritaires représentant 99.95% (Tableau XII et figure 43). les
composés majoritaires de cette huile sont Geranial (36,93 %), Z-Citral (18,25%), 1,8-epoxyl-
p-menth-2-ene (13,01%), Nerol (11,96%) et Bicyclo[5.2.0] nonane,2-methylene- (10,14 %) et
deux composés inconnu avec un taux de 5,43% et 2,8%, respectivement. Trois d’autres

composés inconnu sont présents en faible pourcentage 0,57 ; 0,47 et 0,39%

Nos résultats sont différents de ceux rapportés par une étude menée sur deux
échantillons de I’espece Micromeria graeca (Tzakou et Couladis., 2001). Cette étude a
montré que Caryophyllene oxide (17,0%) et epi-bisabolol (12,8%) alors que le deuxiéme
échantillon est riche en linalool (18,1%) et chamigrene (12,5%). L’investigation de la
composition chimique de I’huile essentielle de Micromeria graeca, récoltée a partir de deux
sites différents en Croatie, par Vuko et al. (2012) a montré que le composé majoritaire des

deux échantillons est alpha-bisabolol avec des pourcentage des 13,9% 15,5%.

En comparaison avec les espéces du genre Micromeria, une étude menée sur
Micromeria hedgei Rech. f., récoltée en Iran, a permis d’identifier parmi les composés
majoritaires deux composés présents dans nos résultats de I’analyse de la composition
chimique de Micromeria graeca. En effet, I’huile essentielle de Micromeria hedgei Rech. F
est riche en geranial (18,04 et 22,68%), neral (13,81 et 15,99%), geraniol (13,15 et 10,74%),
nerol (7,69 et 6,02%), E-caryophyllene (6,52-3,80%), carvacrol (6,20 et 5,27%), geranyl
acetate (5,79 et 3,06%), caryophyllene oxide (4,73 et 3,88%), thymol (3,13 et 3,63%) and o-
humulene (3,27 et 3,27%) (Alizadeh et al. 2017). De méme, le geranial a été identifié parmi
les composés majoritaires de la composition chimique de I’huile essentielle de Micromeria
debilis Pomel, récoltée en Algérie et dont les composés majoritaires sont B-Pinene (19,3%),
geranial (8,7%), linalool (6,5%), Germacrene D (11,4%) et (E)-B-caryophyllene (8,0%)
(Gherib et al., 2016).

Une étude menee par Tabanca et al. (2001) portant I’analyse de la composition
chimique de I’huile essentielle de la sous-espece Micromeria cristata Ssp. phrygia a permis
d’identifier les composés majoritaires & savoir le borneol (27 a 39%), camphor (9 & 15%),
caryophyllene oxide (4 a 6%) et trans-verbenol (4 a 6%). Formissano et al. (2007) ont montré

que Micromeria fruticulosa (Bertol.) Grande est caractérisée par la présence des composés
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majoritaires cimme le Gamma-terpinene (14,5%), beta- caryophyllene (12,6%), p-cymene
(8,9%), alpha-pinene (8,2%) et béta- bisabolene (7,2%).

L’huile essentielle des plantes de genre Micromeria est caractérisé par la présence
d’autres composés spathulenol (23,7 a 39.5%), piperitone oxide (7,7 a 12,1%) et piperitone
(7,3 a 8,9%) dans I’huile essentielle de Micromeria longipedunculata Brauchler (Kremer et
al., 2014).

Signalons que les composés, Z-Citral (18,25%), 1,8-epoxyl-p-menth-2-ene (13,01%)
et Bicyclo[5.2.0] nonane,2-methylene- (10,14 %) sont identifiés pour la premiére fois dans la
composition chimique d’une plante appartenant au genre Micromeria, en 1’occurance 1’espéce

Micromeria graeca que nous avons étudié et récolté da,s la région de Taza.

La différence en composition chimique des plantes du genre Micromeria pourrait étre

attribuée aux facteurs environnementaux, la saison de récolte ou la technique d’extraction.

1.3.11. Teneur en polyphénols et en flavonoides des extraits
methanoliques, éthanoliques et agueux de Micromeria greaca

Le dosage des polyphénols de trois extraits de Micromeria greaca (Tableau XIII) a
montré que I’extrait méthanolique contient la teneur la plus élevée en polyphénols (111,36 *
4.29 mg EAG/g d’extrait), suivis par 1’extrait aqueux avec une teneur de 92,23 + 9,38 mg
EAG/g d’extrait, alors que la faible teneur est trouvée dans 1’extrait éthanolique (42,3 + 2,19

mg EAG/g d’extrait).

L’analyse quantitative des flavonoides montre que I’extrait le plus riche par ces
composés I’extrait méthanolique (190,18 + 6,81 mg ER/g d’extrait), suivis par 1’extrait
aqueux avec une teneur de l’ordre de 117,30 * 3,73 mg ER/g d’extrait. La teneur en

flavonoides dans ’extrait éthanolique est la plus faible 12,25 + 0,87 mg ER/g d’extrait.

En comparaison avec d’autre plante du genre Micromeria, on note que le taux élevé
des polyphénols et en flavonoides dans I’extrait méthanolique de Micromeriagreaca confirme
les résultats rapporté par Formisano et al. (2014), ces auteurs ont montré que 1’extrait
méthanolique e la plante Micromeria myrtifolia est riche en polyphénols et en flavonoides
avec des teneurs, respectivement, de 221,8 0 ,05 mgGAE/l et 13,20 £ 0,04 mg en
équivalence de Quercetine/L.

De méme Vladimir-Knezevi¢ et al. (2014) ont rapporté de forte teneurs en

polyphénols et en flavonoides dans trois especes appartenant au genre Micromeria, ces
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auteurs ont montré que les teneurs en polyphénols de Micromeria croatica, Micromeria
juliana, et Micromeria thymifolia sont 13,06 £ 0,08% , 10.75 = 0.58% et 9.69 = 0.58%,
respectivement. Par ailleurs, les teneurs en flavonoides de ces plantes sont moins importantes
et varient entre 0,01 + 0,002 et 0,09 + 0,020 %.

Tableau XII: La composition chimique de I'huile essentielle de Micromeria graeca

Numéro Composés RT IK" %
1 Inconnu 7,39 - 5,43
2 1,8-epoxyl-p-menth-2-ene 10,6 987 13,01
3 Inconnu 14,76 1108 2,8
4 Inconnu 17,86 1184 0,47
5 Z-Citral 19,8 1252 18,25
6 Geranial 20,84 1266 36,93
7 Inconnu 24,26 13,67 0,39
8 Nerol 24,57 1376 11,96
9 Bicyclo [5.2.0] nonane,2-methylene- 30,91 1581 10,14
10 Inconnu 32,95 1652 0,57

Total 99,95

“temps de rétention

Yindice de Kovats
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Figure 43: Profil chromatographique de I’huile essentielle de Micromeria graeca (les numéros
des pics peuvent s’identifier dans le tableau XII)
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Tableau XII1: Teneurs en polyphénols et en flavonoides des extraits méthanolique, éthanolique et aqueux de

Micromeria graeca

Extrait éthanolique | Extrait méthanolique | Extrait aqueux
Rendement 1,23% 1,63% 2,10%
Teneur totale en Polyphénols c a b
[MgEAGIq extrait] 42,3+2,19 111,36+4,29 92,23+9,38
Teneur totale en Flavonoides 12,25+0,87° 190,18+6,81° 117,3+3,73"
[mgER/g extrait]

Chaque valeur est une moyenne de trois mesures + écart type

La différence des lettres (a-c) affectée sur la méme ligne indique une différente significative (p<0,05)

1.3.12. La composition chimique de I’huile essentielle de Cistus
ladanifer ssp. ladanifer

L’analyse de de la composition chimique de ’huile essentielle de la sous espéce Cistus
ladanifer ssp. ladanifer a permis d’identifier 28 composés représentant 98,47% du total
(Tableau X1V et figure 44). L’identification de ces composés a montré que 1’huile essentielle
de cette plante est constituée par les composés majoritaires qui sont : 1,4-methano-1H-Indene,
octahydro-1 (28,82%), Gamma Gurjunene (14,61%), Cadina-1,4-Diene (5,87%), Borneol
(5,35%), Allo Aromadendrene (4,09%), Delta Cadinene (4,05%), Calamenene (3,92%),
Aromadendrene (3,25%), Bornyl Acetate (2,71%), Naphthalene,1,2,3,7 (2,46%), Torreyol
(2,28%), 1,4-dimethyl-7-(1-methylethyl) azul (2,12%), 2-2-6-trimethyl-cyclohexanone
(1,78%), Valerenol (1,75%), Naphthalene,1,2,3,4,4a,5,6,8a-oct (1,65%), 2-butanone,4-(4-
methoxyphenyl) (1,48%), Epizonaren (1,37%), 1-methyl [2.2] paracyclophan-1-en (1,29%),
cyclohexene,5-methyl-3-(1-methyle)  (1,17%),  4,5-Dehydro-isolongifolene  (1,14%),
Anthracene, 9-cyclohexyltetradecah (1,13%), Camphene (1,09%).

D’autres composés sont également présents mais avec des pourcentages mineurs tel
que : Gamma terpinene (0,97%), 6,10,11,11-tetramethyl-tricyclo 6 (0,95%), Thymol, (0,95%)
Camphor (0,89%), Bicyclo[1.3.0] hexan-3-ol, 4-methyl (0,76%), Alpha Calacorene (0,57%).

Plusieurs études sont menées sur la composition chimique de I’huile essentielle de
I’espéce Cistus ladanifer. Nos résultats ont identifiés pour la premiére fois la présence des
composés comme le 1,4-methano-1H-Indene, octahydro-1 (28,82%) et Gamma Gurjunene

(14,61%) et Cadina-1,4-Diene (5,87%) dans I’huile essentielle de cette Sous espéce.
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Cependant, certains composés sont identifiés dans la composition chimique de I’huile
essentielle de Cistus ladanifer par d’autres études a différents pourcentage. En effet, le bornyl
acetate a été identifi¢ dans I’huile essentielle de cette plante par d’autres chercheurs a un
pourcentage de 3,1 a 16,7% (Mariotti et al., 1997 ; Oller-Lopez et al., 2005 ; Greche et al.,
2009 et Verdeguer et al., 2012 ). Le borneol (entre 3,5% et 11,1%) et 1’alpha-Cadinene (entre
2,3% et 6,4%) sont présents dans I’huile essentielle de Cistus ladanifer récoltée dans deux
sites différents du Maroc : la région orientale et la région de Tanger, au nord du Maroc dont
les pourcentage de borneol sont de 3,5% et 11,1%, respectivement, et ceux de I’alpha-
Cadinene avec des valeurs de 2,3% et 6,4% (Greche et al., 2009 ; Zidane et al., 2013).

D’aprés Oller-Lopez et al. (2005), le compose allo-aromadendrene est identifié a un
pourcentage de 2,1% dans I’huile essentielle de Cistus ladaniferus var. maculatus, sous
espece récoltée dans la région Chefchaouen-Maroc. Par ailleurs, les mémes auteurs (Oller-
Lopez et al., 2005) ont montré que le composé majoritaire de 1’huile essentielle Cistus
ladaniferus var. maculatus est le viridiflorol (7,6%), ce méme compose viridiflorol (19.6%)
est aussi majoritaire de 1’huile essentielle de Cistus ladanifer L. var. albiflorus (Greche et al.,
2009) et de I’huile essentielle de Cistus ladanifer originaire du Portugal (entre 13.6 et 17.4%)
(Gomes et al., 2005). Selon Guinoiseau (2010) I’espece Cistus ladanifer de la Corse est
caractérisée par la présence d’un compsé majoriatire, 1’alpha-Pinéne (52,6%). Ces trois

composés sont absents dans la composition chimique de la plante, objet de notre étude.

Cette variation de composition chimique de I’huile essentielle de Cistus ladanifer
d’une région a une autre pourrait étre expliquée par certains facteurs tels que les facteurs

géographiques, climatiques et la période de la récolte (Perry et al., 1999).

1.3.13. Teneur en polyphénols et en flavonoides des extraits
methanoliques, éthanoliques et aqueux de Cistus ladanifer ssp. ladanifer

Le tableau XV représente les résultats de dosage des extraits méthanolique,
éthanolique et aqueux de Cistus ladanifer, on note que I’extrait aqueux est plus riche en
polyphénols (76,98 + 4,6mg EAG/g d’extrait) que I’extrait méthanolique (59,8 + 4,99 mg
EAG/g d’extrait) et I’extrait éthanolique (53,5 + 6,28 mgEAG/g d’extrait).

Les résultats de dosage de flavonoides montrent qu’ils sont présents seulement dans

I’extrait aqueux (35,51 + 2,04 mg ER/g d’extrait).
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Nos résultats ont montré que les trois extraits de Cistus ladanifer ssp. ladanifer sont
caractérisés par une forte teneur en polyphénols. Ces résultats sont similaires avec ceux
trouvés par 1’équipe de Zidane et al., (2013). Ces chercheurs ont rapporté la présence d’une
forte teneur en polyphénols dans les extraits méthanolique, éthanolique et aqueux, des feuilles
de Cistus ladanifer, avec des valeurs respectivement de 47,96 + 0,13 et 65,76 = 0,1 et
83,31+0,14 mg équivalence d’acide Férulique/g de poids sec. Cependant, ces méme
chercheurs ont rapporté que ces extraits sont riches, contrairement & nos résultats, par les
flavonoides dont les teneurs sont 51,13 + 0,5; 61,1 + 0,53 et 16,44 mg/ équivalence de

Quercetine/g poids sec.

Une autre étude menée par Andrade et al. (2009) a trouvé que 1’extrait éthanolique de
Cistus ladanifer contient une teneur en polyphénols trés élevée par rapport a nos résultats,
égale & 255,19 + 7,12 mg GAE/g d’extrait.

Contrairement a nos résultats, Amensour et al. (2010) ont rapporté que I’extrait
méthanolique et éthanoliques de Cistus ladanifer ont une teneur moins importante en
polyphénols de 18,43 + 2,74 mgEAG/g d’extrait et 11,87 + 0,53 mgEAG/g d’extrait, ces
auteurs ont aussi montré que les extraits méthanolique et éthanolique de cette plante sont
riches en flavonoides avec des valeurs, respectivement, de 64,33 £ 0,44 mg ER/g d’extrait et
61,40 £ 0,17 mg ER/g d’extrait, respectivement.

Cette variation de la teneur en polyphénols et en flavonoides observés pourrait étre

expliquée par la saison de récolte, la technique utilisée ou la durée d’extraction.
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Tableau X1V: La composition chimique de I’huile essentielle de Cistus ladanifer ssp.

ladanifer
Numéro composés RT RIY %
1 Camphene 9,13 946 1,09
2 2-2-6-trimethyl-cyclohexanone 12,27 1032 1,78
3 Bicyclo[1.3.0] hexan-3-ol, 4-methyl 16,27 1139 0,76
4 Camphor 16,5 1145 0,89
5 Borneol 17,43 1171 5,35
6 Gamma terpinene 17,74 1179 0,97
7 cyclohexene,5-methyl-3-(1-methyle 18,29 1194 1,17
8 Bornyl Acetate 21,43 1283 2,71
9 Thymol 21,6 1288 0,95
10 Delta Cadinene 29,01 1517 4,05
11 Calamenene 29,11 1520 3,92
12 Alpha Calacorene 29,7 1540 0,57
13 6,10,11,11-tetramethyl-tricyclo[6. 30,57 1569 0,95
14 4,5-Dehydro-isolongifolene 30,76 1575 1,14
15 Valerenol 30,92 1581 1,75
16 2-butanone,4-(4-methoxyphenyl) 31,07 1586 1,48
17 Gamma Gurjunene 31,3 1594 14,61
18 1-methyl [2.2] paracyclophan-1-en 31,44 1598 1,29
19 Allo Aromadendrene 31,59 1604 4,09
20 1,4-methano-1H-Indene, 31,75 1609 28,82
octahydro-1
21 Cadina-1,4-Diene 32,24 1626 5,87
22 Epizonaren 32,55 1637 1,37
23 Torreyol 32,68 1642 2,28
24 Naphthalene,1,2,3,4,4a,5,6,8a-oct 32,76 1645 1,65
25 Aromadendrene 33,01 1654 3,25
26 Naphthalene,1,2,3,7 33,33 1665 2,46
27 1,4-dimethyl-7-(1-methylethyl)azul 33,49 1671 2,12
28 Anthracene, 9-cyclohexyltetradecah 41,01 2059 1,13
Total 98,47

*temps de rétention

Yindice de Kovats
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Figure 44: Profil chromatographique de I’huile essentielle de Cistus ladanifer (les
numéros des pics peuvent s’identifier dans le tableau XI1V)

Tableau XV: Teneurs en polyphénols et en flavonoides des extraits méthanolique, éthanolique et aqueux de Cistus
ladanifer ssp. ladanifer

Extrait éthanolique | Extrait méthanolique | Extrait aqueux
Rendement 5,70% 6,21% 9,65%
Teneur totale en Polyphénols
[MGEAG/g extrait] 53,5+6,28b 59,8+4,99b 76,98+4,66a
Teneur totale en Flavonoides Nd Nd 35.51+2,04

[mgER/g extrait]
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1.4. Conclusion

Nous avons consacré ce chapitre d’une part a I’étude de la cinétique d’extraction des huiles
essentielle des plantes Ruta Montana, Achillea odorata L. ssp. pectinata (lamk) Brig,
Teucrium Polium ssp.polium, Mentha Suaveolens, Micromeria graeca, et Cistus Ladanifer. Et
d’autre part a la détermination de la composition chimique des huiles essentielles des plantes
étudiées par la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse et la
teneurs en polyphénols et en flavonoides des extraits méthanoliques, éthanoliques et aqueux
des plantes étudiées par la méthode de réactif de Folin Ciocalteu et celle de trichlorure

d’aluminium, respectivement.

Les résultats de 1’¢tude de la cinétique d’extraction des huiles essentielles ont montré que la
durée idéale pour extraire le maximum d’essence a partir des plantes étudiées par

hydrodistillation est quatre heures.

Les résultats obtenus grace a la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie
de masse montrent que chaque huile essentielle est caractérisée par les produits majoritaires.
En effet, I’huile essentielle de la plante Ruta montana contient 63,97% du composé
undecanone-2. Le comphor constitue 45,01 % de la composition chimique de I’huile
essentielle de la plante Achillea odorata L. ssp. pectinata (lamk) Briq. Les composés
majoritaires de 1’huile essentielle de Teucrium Polium ssp.poliumsont beta pinene (19,82%) et
germacrene D (18,33%). Le produit dominant de la composition chimique de I’huile de
Mentha Suaveolens (39,11%). Le geranial (36,93%) et 1,4-methano-1H-Indene, octahydro-1
(28,82%) sont les produits majoritaires des deux plantes Micromeria graecaet Cistus

Ladanifer, respectivement.

Les teneurs en polyphénols déterminées par la méthode de Folin-Ciocalteu nous a permis de
noter que 1’extrait méthanoliques, éthanoliques et aqueux des plantes étudiées sont une source
importante en polyphénols. Toutefois, il est important de signaler que les extraits
méthanoliques de Mentha suaveolens et de Micromeriagraeca contiennent la plus forte teneur

en polyphénols.

La quantification des flavonoides par la méthode de Trichlorure d’aluminium a montré que
I’exception des extrait éthanoliques et méthanoliques de Cistusladanifer, ne contient pas de
flavonoide, les extraits contient une teneur variable en flavonoides selon I’extrait. on note que
la forte teneur en flavonoides est trouvé dans 1’extrait Ethanolique de Teucrium polium

ssp.polium.
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Chapitre 3. Activité antimicrobienne des extaits des
plantes étudiées

I.1. Introduction

L’objectif de ce chapitre est d’étudier I’activité antimicrobienne des extraits des six
plantes médicinales et aromatiques sélectionnées Ruta Montana, Achillea odorata L. ssp.
pectinata (lamk) Brig, Teucrium polium ssp.polium, Mentha suaveolens, Micromeria graeca,
et Cistus ladanifer ssp.ladanifer contre des souches pathogénes pour I’lHomme et des souches
phytopathogénes. L’étude de leur pouvoir antimicrobien a été réalisée par la technique de
diffusion par disque pour la détermination des diameétres des zones d’inhibition et par la
méthode de microplaque pour la détermination des concentrations minimales inhibitrices
(CMI).

L’activité antimicrobienne des extraits testés se manifeste par 1’apparition des zones
d’inhibition autour des disques.

1.2. Activité antimicrobienne de Ruta montana.

Les résultats des zones d’inhibition et des concentrations minimales inhibitrices et
bactéricides de I’activité antimicrobienne des quatre extraits de la partie aérienne de Ruta
montana contre des souches Gram positive et Gram négative et un champignon sont
présentés, respectivement, dans les tableaux (XVI et XVII) et les figures (45, 46 et 47). Les
résultats ont montré que I1’huile essentielle présente 1’activité antimicrobienne la plus
importante, suivie par I’extrait méthanoliques et 1’extrait éthanoliques alors que 1’extrait

aqueux n’a aucun effet sur les souches testées.

En effet, ’huile essentielle inhibe totalement la croissance de la souche Clavibacter
michiganensis ssp. michiganensis 1616-3, son effet antimicrobien contre les autres souches
est traduit par des diameétres d’inhibition qui varient entre 9 + 2,64mm et 27,33 + 0,57mm.
Selon Ponce et al., (2003), les souches Pseudomonas savastanoi pv. Savastanoi (PSS2636-
40), Candidat albicans ATCC 10231, Bacillus subtilis DSM 6633, et Proteus mirabilis sont
extrémement sensibles a cette huile essentielle avec des zones d’inhibition correspondantes a
27,33 £ 0,57mm, 21,66 = 0,57mm, 21,33 + 1,52mm et 16,66 + 1,15mm, respectivement. Par
contre les souches Staphylococcus aureus CECT 976, Listeria innocua CECT 4030 et
Pseudomonas aeruginosa CECT 118 sont moins sensibles avec, respectivement, des
diamétres d’inhibition de 12 + 1mm, 10,33 + 1,52mm et 9 £ 2,64mm.
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Tableau XVI : Activité antimicrobienne des extraits de Ruta montana

Souches bactériennes

Diamétre de la zone d'inhibition des extraits (mm)”*

Types d'extraits

Antimicrobiens

Huile Méthanolique | Ethanolique | Aqueux | Gentamicin | Vancomicym | Streptomycin | Amphotericin | Ketoconazole
essentielle

S.aureus CECT 976 12+1° 10,66+0,57° - - 34,33+0,57° | 30,66+0,57° NT# NT NT
B.subtilis DSM 6633 21,33+1,52* | 17,33+0,57° - - 25,66+0,57° | 27,66+0,57° NT NT NT
L.innocua CECT 4030 10,33+1,52° - - - 17,66+0,57° | 25,33+0,57° NT NT NT
E.coli K12 - - - - 20,33+0,5% 8+00" NT NT NT
P. aeruginosa CECT 118 9+2,64° - - - 19+1° - NT NT NT
P.mirabilis 16,66+1,15° | 19,33+0,57° - - 28,66+0,57° | 24,33+0,57° NT NT NT
C.Michiganense 1616-3 Totale ? 18,33+0,57" | 13,66+0,57° - NT NT 24,66+057° NT NT
P.Savastanoi (PSS2636-40) | 27,33+0,57* | 13,33+0,57° | 11,33+0,57° - NT NT 26,33+0,57° NT NT
C.albicans ATCC 10231 21,66+0,57° - - - NT NT NT 18,66+1,15" | 20,66+0,57°

Diamétre de la zone d’inhibition (mm) produite autour des disques. Les valeurs indiquées sont la moyenne de trois répétitions + Ecart type. La différence en lettres (a-c)

indique la signification (P<0.05) des tests dont chaque ligne est indépendante de I’autre.

YPas d’effet

Z non testé
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Tableau XVII: Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et concentrations minimales bactéricide (CMB) des extraits de Ruta montana (mg/ml)

Types d'extraits
Souches bactériennes Huile essentielle Méthanolique Ethanolique Aqueux
CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
S.aureus CECT 976 - - - - - - -
B.subtilis DSM 6633 0,39 6,25 12,5 12,5 - - -
L.innocua CECT 4030 - - - - - - -
E.coli K12 - - - - - - -
P. aeruginosa CECT 118 - - - - - - -
P.mirabilis 0,78 6,25 12,5 25 - - -
Cm.michiganense 1616-3 0,39 6,25 12,5 25 - - -
P.Savastanoi (PSS2636-40) 1,56 1,56 - - - - -
C.albicans ATCC 10231 6,25 >25 - - - - -

() : non déterminé
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Pour I’extrait méthanolique, les résultats ont montré que cet extrait exerce un pouvoir
antimicrobien qui varie d’une souche a une autre. En effet, cet extrait est actif contre Proteus
mirabilis (19,33 £ 0,57), Bacillus subtilis DSM 6633 (17,33 + 0,57mm) et Clavibacter
michiganensis ssp. michiganensis 1616-3 (18,33 £ 0,57mm), PSS2636-40 (13,33 £ 0,57mm)
et Staphylococcus aureus CECT 976 (10,66 = 0,57mm), alors que les autres souches ont

montré une résistance vis-a-vis de cet extrait.

En conclusion, les résultats ont montré que I’extrait éthanolique exerce un effet
antimicrobien moins important que 1’huile essentielle et ’extrait méthanolique avec des
diamétres d’inhibition qui ne dépassent pas 13,66 + 0,57mm et 11,33 + 0,57mm,
respectivement, contre Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis 1616-3 et PSS2636-4),

alors que I’extrait aqueux n’a montré aucune activité contre les souches testées.

Par ailleurs, les extraits organiques n’ont aucun effet sur la levure Candida albicans
ATCC 10231.

La souche Escherichia coli K12 a montré une résistance vis-a-vis ’huile essentielle et

les extraits organiques de Ruta montana.

Les valeurs des CMI confirment les résultats des zones d’inhibition pour les
microorgasimes test. Pour I’huile essentielle les CMIs varient entre 0,39mg/ml et 6,25mg/ml.
La valeur la plus intéressante de CMI=0,39mg/ml est observée contre les deux souches
Bacillus subtilis DSM 6633 et Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis 1616-3, alors
que la CMI de I’huile contre Candida albicans ATCC 10231 est égale a 6,25mg/ml. Les CMI
de I’extrait méthanolique contre Bacillus subtilis DSM 6633, Proteus mirabilis et Clavibacter

michiganensis ssp. michiganensis 1616-3 sont de 12,5mg/ml.

Par ailleurs, les rapports CMB/CMI indiquent que I’huile essentielle exerce un effet
bactéricide contre la souche PSS2636-40 (CMB/CMI=1) et un effet bactériostatique contre les
autres souches testées (CMB/CMI>4) par contre I’extrait méthanolique exerce un effet

bactéricide contre toutes les souches sensibles a cet extrait.

Nos résultats de 1’activité antimicrobienne des extraits de Ruta montana sont en accord
avec les résultats d’autres études menées sur les extraits de cette plante. En effet, les études
menées par Daoudi et al.,(2016) ont montré que I’huile essentielle et le décocté de Ruta
montana récolté au Maroc sont actifs contre Staphylococcus aureus et Proteus mirabilis dont
les diameétres des zones d’inhibition varient entre 16,33 et 27,3 mm. Entre outre, ces extraits

sont inactifs contre la souche E. coli. Aussi I’étude menée par Hammami et al. (2015) sur
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I’activité antimicrobienne des extraits des feuilles du Ruta montana, récoltée en Tunisie,
contre des champignons phytopathogénes a montré que I’huile essentielle et les extraits
organiques réduisent la croissance de ces champignons avec des pourcentages qui varient
respectivement entre 40,0-80,0 % et 5,0-58,0 %.

Les résultats trouvés par Djjari et al., (2013) ne sont pas similaires avec les notres. En
effet, cette étude a montré que les souches Escherichia coli (SH) et Pseudomonas aeruginosa
ATCC27853 20 sont sensibles a 1’huile essentielle de Ruta montana, récolté en Algérie, avec

des diametres des zones d’inhibition de 19mm et 20mm, respectivement.

En comparaison avec I’étude de I’activité antimicrobienne des extraits des plantes du
genre Ruta : Ruta. chalepensis var. bracteosa, Ruta graveolens, Ruta angustifolia et Ruta
tuberculata, récoltés en Algérie, les résultats ont montré que les huiles eesentielles de ces
plantes ont une activité antifongique plus importante que ’activité antibactérienne. En effet
toutes les huiles essentielles sont actives contre les souches fongiques testées tel que Candida
albicans dont les diamétres des zones d’inhibition varient entre 15 et 37mm, alors que pour
I’activité antibactérienne, seule 1’huile essentielle de Ruta chalepensis var. bracteosa est
active contre Staphylococcus aureus et Salmonella typhi avec des diamétres d’inhibition de
17 et 15mm, respectivement ; les autres huiles essentielles n’ont pas montré d’activité
antimicrobienne importante contre les souches bactériennes testees et dont les diametres des

zones d’inhibition varient entre 6 et 12mm (Haddouchi et al., 2013).

En outre, selon Orlanda et al. (2015), les résultats de ’activité antibactérienne de Ruta
graveolens L ., récolté au Brésil, ont montré que 1’huile essentielle de cette espéce est douée
d’un pouvoir antibactérien remarquable contre les souches Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, Micrococcus flavus, Escherichia coli et Micrococcus luteus avec des zones
d’inhibition, respectivement, de 25,60 + 0,03mm, 22,00 + 0,06mm, 19,00 £ 0,02mm, 17,70 £+
0,04mm et 17,00 + 0,05mm.

Ces différences en résultats relatives au pouvoir antimicrobien entre les extraits testés
pourraient étre expliquées par la différence en composition chimique entre 1’huile essentielle

et les différents extraits organiques.
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Figure 45: Effet antibactérien des huiles essentielles Figure 46 : Effet antibactérien des huiles essentielles de

de Achillea odorata (A); Cistus ladanifer ssp. Achillea odorata L ssp. pectina (A) et Ruta montana (R)
ladanifer (C) et Ruta montana (R) contre la souche contre la souche Pseudomonas savastanoi pv.
Bacillus subtilis DSM 6633 Savastanoi (2636-40)

Figure 47: Effet antibactérien de I’huile essentielle Figure 48: Effet antibactérien de 1’huile essentielle de
de Cistus ladanifer ssp. ladanifer (C) et Ruta Mentha suaveolens (M) contre la souche Clavibacter
montana (R) contre la souche Proteus mirabilis michiganensis ssp. michiganensis 1616-3
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Figure 49: Effet antibactérien de 1’huile essentielle de
Micromeria graeca contre la souche Staphylococcus Cistus ladanifer ssp. ladanifer contre la souche
aureus CECT 976 Staphylococcus aureus CECT 976

1.3. Activité antimicrobienne d’Achillea odorata ssp. pectinata

Les résultats des zones d’inhibition, des CMI et des CMB sont présentes
respectivement dans les tableaux (XVII et XIX) et les figure (45 et 46). Ces derniers
montrent que 1’huile essentielle d’Achillea odorata L ssp. pectinata, 1’extrait éthanolique ainsi
que D’extrait méthanolique ont un pouvoir antimicrobien remarquable avec des zones
d’inhibition différentes selon la souche et le produit testé. En effet, tous les microorganismes
sont sensibles a 1’huile essentielle de la plante. Elle inhibe totalement la croissance de la
souche Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis 1616-3. Les souches PSS2636-40
(43mm), Bacillus subtilis DSM 6633 (31+1mm), Proteus mirabilis (30,33£2,08mm), Candida
albicans ATCC 10231 (25,33+0,57mm) sont extrémement sensibles & cette huile essentielle,
alors que les autres souches sont moins sensibles avec des zones d’inhibition égalent a
12+1,52mm pour les trois souches Staphylococcus aureus CECT 976, Listeria innocua CECT
4030 et Pseudomonas aeruginosa CECT 118, une faible zone égale a 9,33+1,52mm a été est

contre Escherichia coli K12.
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Tableau XVIII: Activité antimicrobienne des extraits d’Achillea odorata L ssp. pectinata

Souches bactériennes

Diamétre de la zone d'inhibition des extraits (mm)”*

Types d'extraits

Antimicrobiens

Huile Méthanolique | Ethanolique | Aqueux | Gentamicin | Vancomicym | Streptomycin | Amphotericin | Ketoconazole
essentielle

S.aureus CECT 976 12+1,52° -y - - 34,33+0,57° | 30,66+0,57° NT# NT NT
B.subtilis DSM 6633 31+1° 7,33+0,57° | 22,33+0,57° - 25,66+0,57% | 27,66+0,57° NT NT NT
L.innocua CECT 4030 12+1° - - - 17,66+0,57° | 25,33+0,57° NT NT NT
E.coli K12 9,33+1,52° - - - 20,33+0,5" 8+00° NT NT NT
P. aeruginosa CECT 118 12+1° - - - 19+1° - NT NT NT
P.mirabilis 30,33+2,08° | 15,33+0,57° | 22,83+0,57° - 28,66+0,57° | 24,33+0,57° NT NT NT
C.Michiganense 1616-3 Totale® 20,66+0,57° | 34,66+0,57° - NT NT 24,66+057¢ NT NT
P.Savastanoi (PSS2636-40) | 43,66+1,52° | 20,66+0,57° | 29,66+0,57° - NT NT 26,33+0,57° NT NT
C.albicans ATCC 10231 25,33+0,57° | 12,33+0,57° | 11,66+0,57" - NT NT NT 18,66+1,15° | 20,66+0,57°

X cpes
Diamétre de la zone d’inhibition (mm) produite autour des disques. Les valeurs indiquées sont la moyenne de trois répétitions * Ecart type. La différence en lettres (a-€)

indique la signification (P<0.05) des tests dont chaque ligne est indépendante de I’autre.

YPas d’effet
Z non testé
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Tableau XIX: Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et concentrations minimales bactéricide (CMB) des extraits d’Achillea odorata L.

ssp. pectinata (mg/ml)

Types d'extraits
Souches bactériennes Huile essentielle Méthanolique Ethanolique Aqueux
CMI CMB CMI | CMB | CMI | CMB | CMI | CMB

S.aureus CECT 976 - - - - - - - -
B.subtilis DSM 6633 0,19 3,12 - - 6,25 12,5 - -
L.innocua CECT 4030 - - - - - - - -
E.coli K12 - - - - - - - -
P. aeruginosa CECT 118 - - - - - - - -
P.mirabilis 0.19 0.19 25 25 25 25 - -
C.Michiganense 1616-3 0,19 12,5 6,25 12,5 1,56 3,12 - -
P.Savastanoi (PSS2636-40) 1.56 1,56 6,25 6,25 3,12 6,25 - -
C.albicans ATCC 10231 6,25 12,5 - - - - - -

(-) : non déterminé
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Pour D’extrait éthanolique les diameétres des zones d’inhibition sont compris entre
11,66 + 0,57mm et 34,66 + 0,57mm. L’effet inhibiteur de la croissance bactérienne le plus
important est manifesté sur la souche Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis 1616-3
une zone d’inhibition de 34,66 + 0,57mm, suivi par PSS2636-40 avec 29,66 + 0,57mm,
Proteus mirabilis (22,83 + 0,57mm) et Bacillus subtilis DSM 6633 (22,33 + 0,57mm). En ce
qui concerne 1’extrait méthanolique, les zones d’inhibition varient entre 7,33 £ 0,57mm et
20,66 = 0,57mm. Cet extrait donne une zone d’inhibition de 20,66+0,57mm contre les deux
souches phytopathogenes Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis 1616-3 et PSS2636-

40 et une zone d’inhibition de ’ordre de 15,33 + 0,57mm contre Proteus mirabilis.

Par ailleurs, aucun effet des extraits méthanolique et éthanolique n’est observé vis-a-
vis les souches Staphylococcus aureus CECT 976, Listeria innocua CECT 4030,
Pseudomonas aeruginosa CECT 118, et Escherichia coli K12. En ce qui concerne I’extrait

aqueux, celui-ci n’a montré aucun effet antimicrobien.

Les valeurs de CMI de I’huile essentielle de cette plante varient entre 0,19mg/ml et
6.25mg/ml, la plus intéressante CMI est observée contre Proteus mirabilis. Pour les extraits

éthanoliques et méthanolique les CMI varient entre 1.56mg/ml et 25mg/ml.

Les rapports CMB/CMI indique que I’huile essentielle d’Achillea odorata L
ssp. pectinata exerce un effet bactéricide contre les souches Proteus mirabilis, PSS2636-40 et
Candida albicans ATCC 10231(CMB/CMI<4), et un effet bactériostatique contre Bacillus
subtilis DSM 6633 et Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis 1616-3. Les extraits
éthanolique et méthanolique exercent un effet bactéricide contre les souches jugées

extrémement sensibles a ces deux extraits.

Les résultats de la faible sensibilité des souches Staphylococcus aureus CECT 976,
Pseudomonas aeruginosa CECT 118 vis-a-vis de I’huile essenticlle d’Achillea odorata
confirment les résultats de ’activité antibactérienne d’Achillea odorata L. ssp. Pectinata
(Lamk) var. microphylla (Willd.) Willk., récoltée en Algérie comme décrit par Bekhechi et al.

(2011), sauf que cette derniére huile essentielle est active sur Escherichia coli (17mm).

En comparaison avec les études menées sur les plantes du genre Achillea, les résultats
de lactivité antibactérienne de I’huile essentielle testée contre la souche Clavibacter

michiganensis ssp. michiganensis 1616-3 confirme les résultats rapportés par Kotan et al.
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(2009) dont le diamétre de la zone d’inhibition induite par 1’huile essentielle d’Achillea

millefolium est de 22mm.

Nos résultats sont aussi similaires avec ceux menées par El-Shazly et al. (2003) sur
1I’étude de I’activité antimicrobienne des extraits d’Achillea fragrantissima (Forssk.) Sch. Bip.
Ces résultats ont montré que I’huile essentielle d ’Achillea fragrantissima est trés active vis-a-

vis Bacillus subtilis (30mm) et candida albicans (30mm).

Contrairement a nos résultats I’huile essentielle d’Achillea clavennae L. qui est active
contre les souches Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli avec des diamétres des zones
d’inhibition égale a 18mm et 15mm, respectivement. Cependant, elle est moins active contre
Bacillus subtilis (ZI= 6,5mm) et Proteus mirabilis (Z1=12,6mm) (Bezi¢ et al., 2003).

I.4. Activité antimicrobienne de Teucrium polium spp. Polium

Les résultats présentés dans le tableau XX montrent que I’huile essentielle exerce un
effet antimicrobien contre tous les microorganismes testés avec des zones d’inhibition qui
varient entre 7,33 + 0,57 mm et 52 £ 1mm. Les diametres les plus importants sont manifestés
vis-a-vis de la souche Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis 1616-3 (Z1=52 + 1mm),
Bacillus subtilis DSM 6633 (Z1=23 + 2mm), PSS2636-40 (Z1=22 + 1mm) et Proteus mirabilis
(Z1=21,33 £ 2,08mm). Les autres souches sont moins sensibles a cette huile essentielle dont le

diamétre des zones d’inhibition est inferieure a 12mm.

Les extraits méthanolique et éthanolique ont un effet antimicrobien moins important
avec des diamétres d’inhibition variant entre 8,33 = 0,57mm et 14,33 + 0,57mm. A
I’exception de son faible effet vis-a-vis de P. mirabilis (DI=9 + Omm), I’extrait aqueux

n’exerce aucun effet sur les autres microorganismes.

Les valeurs de CMI varient entre 0,19mg/ml et 0,78mg/ml (Tableau XXI). Le rapport
CMI/CMB indique que I’huile essentielle de cette plante exerce un effet bactéricide vis-a-vis
de Proteus mirabilis et PSS2636-40 alors qu’elle a un effet bactériostatique contre les deux

souches Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis 1616-3 et Bacillus subtilis DSM 6633.

L’étude de I’activité antimicrobienne du Teucrium polium (récoltée en Algérie) a été
rapportée par Kabouch et al. (2005). Ces auteurs ont montré d’une part, contrairement a nos
résultats, que I’huile essentielle de cette plante est fortement active sur les souches
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Z1=30mm), Escherichia coli ATCC 25922 (ZI=28mm),

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (22mm), alors qu’elle est inactive sur la souche
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Bacillus subtilis. D’autre part, I’activité antibactérienne exercée par 1’huile essentielle contre

la souche Proteus mirabilis (Z1=22mm) est similaire a ce que nous avons trouvé (ZI=21mm).
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Tableau XX: Activité antimicrobienne des extraits de Teucrium polium ssp. polium

Souches bactériennes

Diamétre de la zone d'inhibition des extraits (mm)*

Types d'extraits

Antimicrobiens

Huile

essentielle Méthanolique | Ethanolique | Aqueux | Gentamicin | Vancomicym | Streptomycin | Amphotericin | Ketoconazole
S.aureus CECT 976 9,66+1,52° Y - - |34,33+0,57"| 30,66+0,57° NT# NT NT
B.subtilis DSM 6633 23+2° 8,33+0,57" 9+1° - |25.66+0,57°| 27,66+0,57° NT NT NT
L.innocua CECT 4030 11,33+1,52° - - - |17,66+0,57"| 25,33+0,57° NT NT NT
E.coli K12 10,33+1,52° - - - 20,3310,5° 8+00° NT NT NT
P. aeruginosa CECT 118 9,33+0,57° - - - 19+1° - NT NT NT
P.mirabilis 21,33+2,08% | 12,66+0,57° [12,33+0,57°| 9+0° |28,66+0,57%| 24,33+0,57° NT NT NT
C.Michiganense 1616-3 52+1° 14,33+0,57° |13,33+0,57°| - NT NT 24,66+057° NT NT
P.Savastanoi (PSS2636-40) 22+1° 8,66+0,57° | 8,33+0,57° - NT NT 26,33+0,57° NT NT
C.albicans ATCC 10231 7.33+0,57° - - - NT NT NT 18,66+1,15° | 20,66+0,57°

X cpes
Diamétre de la zone d’inhibition (mm) produite autour des disques. Les valeurs indiquées sont la moyenne de trois répétitions = Ecart type. La différence en lettres (a-e)

indique la signification (P<0.05) des tests dont chaque ligne est indépendante de I’autre.

YPas d’effet
Z non testé

113




Tableau XXI: Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et concentrations minimales bactéricide (CMB) des extraits de Teucrium polium

subsp. polium (mg/ml)

Types d'extraits
Souches bactériennes Huile essentielle Méthanolique Ethanolique Agueux
CMI CMB CMI | CMB | CMI | CMB | CMI | CMB

S.aureus CECT 976 - - - - - - - -
B.subtilis DSM 6633 0.39 3.12 - - - - - -
L.innocua CECT 4030 - - - - - - - -
E.coli K12 - - - - - - - -
P. aeruginosa CECT 118 - - - - - - - -
P.mirabilis 0,78 1,56 - - - - - -
C.Michiganense 1616-3 0,78 6,25 - - - - - -
P.Savastanoi (PSS2636-40) 0.19 0,19 - - - - - -

C.albicans ATCC 10231

() : non déterminé

114




Belmekki et al. (2013), ont trouvé que I’huile essentielle de Teucrium polium est
active sur les souches testées dont la zone d’inhibition la plus importante est observée contre
Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Escherichia coli ATCC 25922 (ZI=16mm), suivis par
Bacillus cereus ATCC 11778 et Enterococcus faecalis ATCC 29212 (15mm), alors que la
souche la moins sensible est Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (ZI1=9mm). Cette étude a
montré aussi qu’a une dose de 10ul/ml, I’huile essentielle inhibe Aspergillus flavus d’un

pourcentage de 25,9%.

Une étude de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles du Teucrium polium
récoltée de différnts sites de la région de Settif (Nord-Est de 1’Algérie, a montré que le
pouvoir antimicrobien des huiles essentielles extraites de cette plante n’est pas semblable. En
effet, parmi les I’huiles essentielles testées, celle issue de Teucrium polium récoltée du site
«Beni Aziz » est la plus active contre Escherichia coli ATCC 25922 (ZI=33,5mm),
Staphylococcus aureus ATCC 6538 (ZI=17mm) et Saccharomyces cerevisiae ATCC 763
(ZI=18,Imm). Aussi I’huile essentielle de Teucrium polium du site «Boutaleb» est
significativement active contre Bacillus cereus ATCC 10876 (ZI1=48,7mm) (Lograda et al.,
2014).

Une autre étude menée par 1’équipe de Darabpour et al. (2010) sur les effets
antimicrobiens des extraits éthanolique et méthanolique de Teucrium polium a donné des
résultats similaires a les notres. En effet, ils ont montré que les souches Escherichia coli,

Proteus mirabilis et Staphylococcus aureus ne sont pas sensibles aux extraits testés.
1.5. Activité antimicrobienne de Mentha suaveolens

Le tableau XXII montre que I’activité antimicrobienne exercée par 1’huile essentielle
extraite a partir de Mentha suaveolens est plus important que celle des extraits organiques. En
effet, la souche Candida albicans est la plus sensible a I’huile essentielle de Mentha
suaveolens avec un diamétre d’inhibition égale a 49,66+0,57mm, suivis par la souche
Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis 1616-3 (Z1=43+1mm, voir figure 48), puis
Bacillus subtilis DSM 6633 (Z1=28+2,64mm), Pseudomonas savastanoi pv. Savastanoi 2636-
40 (Z1=24+1mm), Staphylococcus aureus CECT 976 (Z1=19,33+1,52mm), Listeria innocua
CECT 4030 (Z1=18,66£1,52mm) et Proteus mirabilis (15,33+1,52mm).

On note également que les extraits méthanolique et éthanolique exercent un pouvoir
antibactérien contre Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis 1616-3, respectivement,
(Z21=15,33 £ 0,57mm) et (14 = 1mm).
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Tableau XXI1 : Activité antimicrobienne des extraits de Mentha suaveolens

Souches bactériennes

Diamétre de la zone d'inhibition des extraits (mm)*

Types d'extraits

Antimicrobiens

Huile

essentielle Méthanolique | Ethanolique | Aqueux | Gentamicin | Vancomicym | Streptomycin | Amphotericin | Ketoconazole
S.aureus CECT 976 19,33+1,52° -Y - - |34,330,57°| 30,66+0,57° NT* NT NT
B.subtilis DSM 6633 28+2,64° 10+1° 10,33+0,57¢ - 25,66+0,57° | 27,66+0,57 NT NT NT
L.innocua CECT 4030 18,66+1,52° - - - 17,66+0,57% | 25,33+0,57" NT NT NT
E.coli K12 14,33+1,52° - - - 20,3310,5b 8+00° NT NT NT
P. aeruginosa CECT 118 11,33+1,52° - - - 19+1° - NT NT NT
P.mirabilis 15,33+1,52° | 10,33+0,57" - - 28,66+0,57¢ | 24,33+0,57° NT NT NT
C.Michiganense 1616-3 43+1° 15,33+0,57° | 14+1° - NT NT 24,66+057° NT NT
P.Savastanoi (PSS2636-40) 24+1° - - - NT NT 26,33+0,57° NT NT
C.albicans ATCC 10231 49,66+0,57° - - - NT NT NT 18,66+1,15° | 20,66+0,57°

Diamétre de la zone d’inhibition (mm) produite autour des disques. Les valeurs indiquées sont la moyenne de trois répétitions + Ecart type. La différence en lettres (a-c)

indique la signification (P<0.05) des tests dont chaque ligne est indépendante de I’autre.

YPas d’effet
Z non testé
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Tableau XXII1 : Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et concentrations minimales bactéricide (CMB) des extraits de Mentha

suaveolens (mg/ml)

Types d'extraits
Souches bactériennes Huile essentielle Meéthanolique Ethanolique Aqueux
CMI CMB CMI | CMB | CMI | CMB | CMI | CMB

S.aureus CECT 976 6,25 6,25 - - - - - -
B.subtilis DSM 6633 0.78 12.5 - - - - - -
L.innocua CECT 4030 6.25 6.25 - - - - - -
E.coli K12 - - - - - - - -
P. aeruginosa CECT 118 - - - - - - - -
P.mirabilis 0.78 0.78 - - - - - -
C.Michiganense 1616-3 0,78 1,56 12,5 12,5 - - - -
P.Savastanoi (PSS2636-40) 0.78 0,78 - - - - - -
C.albicans ATCC 10231 1,56 12,5 - - - - - -

() : non déterminé
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Les valeurs de CMI de I’Huile essentielle de Mentha suaveolens varient entre
0,78mg/ml et 6,25mg/ml. L’extrait méthanolique a une CMI égale a 12,5mg/ml (Tableau
XXII). Le rapport CMB/CMI indique que 1’huile essentielle de cette plante exerce un effet
bactéricide contre les souches Staphylococcus aureus, Listeria innocua, Proteus mirabilis et
PSS263-40, un effet bactériostatique contre Bacillus subtilis ainsi qu’un effet fongistatique
contre Candida albicans ATCC10231. L’extrait méthanolique exerce un pouvoir bactéricide

contre Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis.

Nos résultats de I’activité antimicrobienne des extraits de Mentha suaveolens
confirment ceux trouvés par d’autres études. En effet, Sutour et al. (2008) ont montré que les
deux souches Staphylococcus aureus et Bacillus cereus sont sensibles a I’huile essentielle de
Mentha suaveolens ssp. Insularis (Req.) Greuter avec des zones d’inhibition de 18mm et
16mm, respectivement. Aussi une étude menée par El Kashoury et al. ( 2014) ont montré que
les extraits organiques de Mentha suaveolens ne sont pas tres actifs contre les souches
pathogenes testées.

Au contraire nos résultats sont différents de ceux rapportés par Petretto et al. (2014).
En effet, ces chercheurs ont montré que I’huile essentielle de Mentha suaveolens ssp.

Insularis n’est pas active contre les souches pathogenes pour I’Homme que nous avions testé.

En comparaison avec 1’activité antimicrobienne des plantes du genre Mentha,
plusieurs chercheurs ont montré I’efficacité des huiles essentielles des plantes appartenant au
genre Mentha. En effet, I'huile essentielle de Mentha pulegium d'origine méditerranéenne est
douée d’un fort effet antibactérien contre toutes les souches bactériennes testées (Teixeira et
al. 2012). De méme, Ait-Ouazzou et al. (2012) ont montré que I’huile essentielle de Mentha
pulegium a montré les meilleurs effets bactériostatique et bactéricide en comparaison avec les

huiles essentielles d'autres plantes aromatiques et médicinales.
1.6. Activité antimicrobienne de Micromeria graeca

En ce qui concerne I’activité antimicrobienne des extraits de Micromeria graeca
contre les souches pathogenes et phytopathogenes, le tableau XXIV montrent que ces
derniéres sont sensibles seulement a I’huile essentielle avec des degrés variables. En effet,
I’huile essentielle de cette plante inhibe totalement la croissance de la souche Clavibacter
michiganensis ssp. michiganensis 1616-3 et a I’exception de la faible sensibilité de la souche
Pseudomonas aeruginosa CECT 118, les autres souches sont extrémement sensibles a I’huile

essentielle de cette plante, cette activité est manifestée par des diamétres de zone d’inhibition
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qui varient entre 9,33 £ 1,52 et 49 £ 1mm. Les diamétres des zones d’inhibition sont,
respectivement, 49 + 1mm pour Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi , 44,33 £ 0,57mm
pour la levure Candida albicans ATCC10231, 28,33 + 1,52mm pour Bacillus subtilis
DSM6633, 22+1mm pour Staphylococcus aureus CECT976 (Figure 49), 20 £ 2mm pour
Proteus mirabilis, 19,33+1,15mm pour Listeria innocua CECT4030 et 17,66 = 1,52mm pour
Escherichia coli K12.

Les extraits méthanolique, éthanolique et aqueux n’ont montré aucun effet

antimicrobienne contre les souches testées.

Les valeurs des CMI (Tableau XXV) varient entre 0,19mg/ml et 12,5mg/ml. Le
rapport CMB/CMI indique que I’huile essentielle de Micromeria graeca exerce un pouvoir
bactéricide vis-a-vis Staphylococcus aureus CECT976, Listeria innocua CECT4030,
Escherichia coli K12, Proteus mirabilis et Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, un
pouvoir fongicide contre Candida albicans ATCC10231, alors qu’elle a un effet
bactériostatique contre Bacillus subtilis DSM6633.

En comparant avec des especes appartenant au genre Micromeria, on note que nos
résultats sont similaires avec ceux trouves par Gherib et al. (2016). Ces auteurs ont montré
que I’huile essentielle de la plante Micromaria debilis Pomel est douée d’une forte activité
antimicrobienne vis-a-vis de tous les microorganismes étudiés. En effet, cette huile exerce un
effet antimicrobien avec des zones d’inhibition correspondantes a 50mm, 39mm, 19mm et
18mm , respectivement , contre les souches Candida albicans, Proteus mirabilis, Escherichia

coli et Listeria monocytgenes.

Par ailleurs, Duru et al. (2004) ont rapporté que 1’huile essentielle de Micromeria
cilicica, 20ul/disque, est douée d’une activité antimicrobienne importante contre les souches
testées, les zones d’inhibition variant entre 13 et 34mm avec la levure Candida albicans qui

est la souche la plus sensible avec une zone d’inhibition égale a 34mm.

Contrairement a nos résultats, les souches testées sont sensibles aux extraits
organiques de la plante Micromeria nervosa avec un diametre de zone d’inhibition variant
entre 6,lmm et 27mm (Ali-Shtayeh et al. 1997). Les études portées sur [’activité
antimicrobienne de 1’huile essentielle de la plante Micromeria inodora ont montré que les
souches Gram positive sont plus sensibles a I’huile essentielle de cette plante tandis que ceux

des Gram négative et les levures ne sont pas sensibles a ces produits (Benomari et al. 2016).
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Tableau XXIV: Activité antimicrobienne des extraits de Micromeria graeca

Diamétre de la zone d'inhibition des extraits (mm)”*

Souches bactériennes Types d'extraits Antimicrobiens

esslgmilglle Méthanolique | Ethanolique | Aqueux | Gentamicin | Vancomicym | Streptomycin | Amphotericin | Ketoconazole
S.aureus CECT 976 22+1° Y - - |34,33+0,57°| 30,66%0,57° NT* NT NT
B.subtilis DSM 6633 28,33+1,52° - - - 25,66+0,57° | 27,66+0,57° NT NT NT
L.innocua CECT 4030 19,33+1,15° - - - 17,66+0,57" | 25,33+0,57° NT NT NT
E.coli K12 17,6611,52b - - - 20,33+0,5° 8+00° NT NT NT
P. aeruginosa CECT 118 9,33+1,52 - - - 19+1° - NT NT NT
P.mirabilis 20+2° - - - 28,66+0,57° | 24,33+0,57° NT NT NT
C.Michiganense 1616-3 Totale® - - - NT NT 24,66+057° NT NT
P.Savastanoi (PSS2636-40) 49+1° - - - NT NT 26,33+0,57° NT NT
C.albicans ATCC 10231 44,33+0,57° - - - NT NT NT 18,66+1,15" | 20,66+0,57"

X cpes
Diamétre de la zone d’inhibition (mm) produite autour des disques. Les valeurs indiquées sont la moyenne de trois répétitions = Ecart type. La différence en lettres (a-c)

indique la signification (P<0.05) des tests dont chaque ligne est indépendante de I’autre.

YPas d’effet
Z non testé
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Tableau XXV : Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et concentrations minimales bactéricide (CMB) des extraits de Micromeria graeca

(mg/ml)
Souches bactériennes Types d'extraits
Huile essentielle Meéthanolique Ethanolique Aqueux
CMI CMB CMI | CMB | CMI CMB | CMI | CMB

S.aureus CECT 976 1,56 1,56 - - - - - i
B.subtilis DSM 6633 1,56 >25 - - - - - -
L.innocua CECT 4030 12,5 12,5 - - - - - i
E.coli K12 6,25 12,5 - - - - - -
P. aeruginosa CECT 118 - - - - - - - -
P.mirabilis 3,12 3,12 - - - - - -
C.Michiganense 1616-3 0,19 12,5 - - - - - -
P.Savastanoi (PSS2636-40) 0,78 0,78 - - - - - -
C.albicans ATCC 10231 3,12 12,5 - - - - - -

(-) non déterminé
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1.7. Activité antimicrobienne de Cistus ladanifer ssp. ladanifer

Les résultats de [D’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle et des extraits
méthanolique, éthanolique et aqueux sont présentes dans le tableau XXV et figure (45, 47 et
50). On note que, a I’exception des deux souches Pseudomonas aeruginosa CECT118 et
Escherichia coli K12, I’huile essentielle de cette plante est active sur la plupart des souches
testées avec des degrés difféerents. En effet, la souche Clavibacter michiganensis ssp.
michiganensis 1616-3 est la plus sensible a cette huile avec un diamétre d’inhibition 41,33 +
0,57mm, suivie par Proteus mirabilis avec un diametre de 25,66+3,05mm, puis la souche
Staphylococcusaureus CECT976 avec 22 £ 2,64mm et la souche Pseudomonas savastanoi pv.
Savastanoi avec 19,66 + 0,57mm et Bacillus subtilis DSM6633S avec 15,33 £ 1,52mm.
L’effet antimicrobien de cette huile essentielle est moins manifeste contre Listeria innocua
CECT 4030 (Z1=12 = 1mm) et Candida albicans ATCC 10231 (Z1=10,66 £ 0,57mm).

Les diametres des zones d’inhibition de I’effet antimicrobien de 1’extrait méthanolique
varient entre 10,66 £ 0,57mm et 27 £ 00mm. Cet extrait inhibe d’une maniére remarquable la
croissance des souches Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis 1616-3, Proteus
mirabilis, Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, Staphylococcus aureus CECT976,
Candida albicans ATCC10231 avec des diamétres des zones d’inhibition, respectivement, de
27 £ 00mm, 22,66 + 0,57mm, 20,33 + 0,57mm, 19,66 + 0,57mm, 18,33 + 0,57mm.

L’extrait éthanolique inhibe au moins la croissance de cinq souches avec des zones
d’inhibition qui varient entre 15,33 + 0,57 et 23,33 + 1,52mm. On note également qu’aucun
effet est observé contre les souches Listeria innocua CECT4030, Escherichia coli K12,

Pseudomonas aeruginosa CECT118 et Proteus mirabilis.

L’extrait aqueux est moins actif que I’huile essentielle et les extraits organiques de
cette plante, il exerce un effet antibactérien contre Clavibacter michiganensis ssp.
michiganensis 1616-3 avec une zone d’inhibition égale a 15,33 £ 0,57mm.

Les valeurs de CMI présentées dans le tableau XXVII varient entre 0,19mg/ml et
25mg/ml. Les rapports CMB/CMI indiquent que 1’huile essentielle exerce un effet bactéricide
contre toutes les souches jugées trés sensibles a I’exception de la souche Bacillus subtilis

DSM 6633 dont I’effet est bactériostatique.
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Tableau XXVI : Activité antimicrobienne des extraits de Cistus ladanifer subsp. ladanifer

Diamétre de la zone d'inhibition des extraits (mm)”*

Souches bactériennes Types d'extraits Antimicrobiens

esslgmilglle Méthanolique | Ethanolique | Aqueux | Gentamicin | Vancomicym | Streptomycin | Amphotericin | Ketoconazole
S.aureus CECT 976 22+42,64% | 19,66+0,57" | 20,33%0,57° Y 34,33+0,57° | 30,6620,57° NT* NT NT
B.subtilis DSM 6633 15,33+1,52* | 10,66+0,57° | 15,33+0,57° - 25,66+0,57° | 27,66+0,57° NT NT NT
L.innocua CECT 4030 12+1° - - - 17,66+0,57° | 25,33+0,57° NT NT NT
E.coli K12 7,66+0,57° - - - 20,3310,5b 8+00° NT NT NT
P. aeruginosa CECT 118 - - - - 19+1 - NT NT NT
P.mirabilis 25,66+3,05% | 22,66+0,57" - - 28,66+0,57° | 24,33+0,57° NT NT NT
C.Michiganense 1616-3 41,33+0,57% 27+00° 23,33+1,52° - NT NT 24,66+057¢ NT NT
P.Savastanoi (PSS2636-40) | 19,66+0,57% | 20,33x0,57* | 20,6620,57% | 15,33+0,57° NT NT 26,33+0,57° NT NT
C.albicans ATCC 10231 10,66+0,57* | 18,33+0,57° |16,66+0,57° - NT NT NT 18,66+1,15" | 20,66+0,57"

Diamétre de la zone d’inhibition (mm) produite autour des disques. Les valeurs indiquées sont la moyenne de trois répétitions + Ecart type. La différence en lettres (a-c)

indique la signification (P<0.05) des tests dont chaque ligne est indépendante de 1’autre.

YPas d’effet
Z non testé
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Tableau XXVII : Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et concentrations minimales bactéricide (CMB) des extraits de Cistus ladanifer subsp. ladanifer

(mg/ml)
Types d'extraits
Souches bactériennes Huile essentielle Méthanolique Ethanolique Agueux
CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB

S.aureus CECT 976 6,25 6,25 0,78 >25 1,56 25 - -
B.subtilis DSM 6633 0.78 12.5 - - 3,12 25 - -
L.innocua CECT 4030 - - - - - - - -
E.coli K12 - - - - - - - -
P. aeruginosa CECT 118 - - - - - - - -
P.mirabilis 0.19 0.19 3,12 3,12 - - - -
C.Michiganense 1616-3 0,78 0,78 1,56 3,12 3,12 3,12 - -
P.Savastanoi PSS2636-40) 0,19 0,19 6,25 6,25 6,25 6,25 3,12 >25
C.albicans ATCC 10231 - - 12,5 >25 25 >25 - -

(-) non détermine
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L’extrait méthanolique exerce un effet bactéricide contre Proteus mirabilis,
Clavibacter michiganensis 1616-3 et Pseudomonas savastanoi PSS2636-40, alorsqu’il a un
effet bactériostatique contre Staphylococcus aureus CECT976 et Candida albicans
ATCC10231.

L’effet bactéricide de [I’extrait éthanolique est observé contre Clavibacter
michiganensis 1616-3 et Pseudomonas savastanoi PSS2636-40, alors que son effet
bactériostatique est observé contre Candida albicans ATCC 10231, Staphylococcus aureus
CECT 976 et Bacillus subtilis DSM 6633.

Les résultats de I’activité antimicrobienne des extraits de Cistus ladanifer ssp.
ladanifer de notre étude sont similaires avec ceux trouvés par Benayed et al. (2013). Ces
auteurs ont montré que cette huile essentielle est douée d’une forte activité antibactérienne
contre Staphylococcus aureus (Z1=27mm) et Yersinia enterocolitica (ZI=25mm). Les extraits
méthanolique et aqueux inhibent la croissance de la souche Staphylococcus epidermis avec

des zones d’inhibition, respectivement, de 23mm et 20mm.

De méme 1’activité antimicrobienne de 1’espéce Cistus ladanifer a été rapportée par
Guinoiseau et al. (2010). Les résultats de cette étude ont montré que les souches testées sont
sensibles a I’uile essentielle de cette plante avec des diamétres d’inhibition comprises entre 11

et 28,2mm.

1.8. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons étudi¢ 1’activité antimicrobienne des extrais de six
plantes médicinales utilisées dans la médecine traditionnelle marocaine. Nos résultats ont
montré que la plupart des extraits testés sont actifs contre les souches étudiées, cette activité
dépend de type d’extrait testé. Nos résultats ont montré aussi que le pouvoir antimicrobien des
extraits des plantes ne dépend pas de type des microorganismes.
Parmi les extraits testés, les huiles essentielles sont les plus actives contre la plupart des
souches pathogénes et phytopathogenes testées. Ceci pourrait étre expliqué par la richesse des
huiles essentielles en composés doués de 1’activité antimicrobienne.
Ces résultats nous ont permis de sélectionner les extraits actifs des plantes étudiées, d’une
part, pour les testés dans la bioconservation de deux modeles alimentaires « soupe d’orge » et
« jus des choux ». Et d’autre part dans le contrdle des infections des semences de tomate par

’agent causale du chancre de la tomate.
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Chapitre 4. Activité antioxydante des extaits des plantes

étudiées

I.1. Introduction

L’objectif de cette partie de these est de tester I’activité antioxydante des huiles
essentielles, des extraits methanoliques, éthanoliques et aqueux des plantes Ruta Montana,
Achillea odorata L. ssp. pectinata (lamk) Brig, Teucrium polium ssp. polium, Mentha
suaveolens, Micromeria graeca et Cistus ladanifer ssp. ladanifer, utilisées dans la médecine
traditionnelle marocaine. Cette étude a été réalisée par deux techniques: le piégeage du
radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH') et la technique du pouvoir réducteur des ions
ferriques (FRAP).

1.2. Piégeage du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

Les profils de I’activité antiradicalaire, évaluée par le test DPPH sont présentés dans la
figure 51. Les résultats ont montré une variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la
concentration des huiles essentielles et des extraits testés (2,5-100pg/ml). Pour des fins

comparatives trois antioxydants standards sont utilisés : Trolox, acide Ascorbique et le BHT.

Les résultats révelent que les produits testés exercent une activité antiradicalaire dose-

dépendante.

En ce qui concerne les antioxydants standards, les résultats ont montré que la dose
5ug/ml du Trolox et de I’acide ascorbique provoque significativement (P<0,05) une réduction
du radical DPPH d’un pourcentage de 90,52 + 1,04% (ICs50=1,40 = 0,04pg/ml) et 90,04 £
1,77% (1C50=1,82 £ 0,02ug/ml), respectivement. La méme dose du BHT provoque seulement
une réduction d’un pourcentage égale a 36,18 £ 4,22% (1C50=5,79 + 0,02ug/ml).

Une diminution de la concentration du radical DPPH a été détectée en présence des
extraits de de Micromeria graeca. En effet, une concentration de 25pg/ml d’extrait
méthanolique de cette plante provoque une diminution significative (P<0,05) du radical
DPPH qui est égale a 92,71 + 0,29% (1C50=8,47 + 0,03pg/ml), la méme dose de 1’extrait
aqueux donne une inhibition de 64,97 + 0,3% (IC5,=16,72 + 0,08%g/ml) alors que I’extrait
éthanolique ne donne qu’une inhibition de 24,45% (IC5p>100ug/ml).
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Figure 51 : Activité de piégeage du radical DPPH des extraits des plantes : (A) Ruta montana ; (B) Cistus ladanifer
subsp. ladanifer; (C) d’Achillea odorata L. ssp. pectinata; (D) Teucrium polium subsp. polium ; (E) Mentha
suaveolens ; (F) Micromeria graeca:

®- Fyirait éthanolique ; - Extrait aqueux ; ¥ Huile essentielle ; ~—*= Acide ascorbique
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Les trois extraits de Cistus ladanifer subsp. ladanifer ont également un effet dose-
dépendant vis-a-vis du radical DPPH, cet effet varie d’un extrait & un autre. On note qu’une
dose de 25ug/ml de I’extrait aqueux de cette plante a montré un pouvoir réducteur significatif
(P<0,05) qui atteint 90,54 + 0,67% (IC5=2,93 £ 0,02ug/ml), de I’extrait méthanolique
provoque une réduction de 78,75 + 1,11% (I1C5=12,09 + 0,02ug/ml) alors que I’extrait
éthanolique réduit le radical DPPH avec un pourcentage de 44,12 + 1,404% (IC5,=26,06 *
0,05ug/ml). Cependant, 1’huile essenticlle de cette plante conduit a une faible activité, dont
une forte dose de 100pg/ml ne provoque qu’un effet d’inhibition du DPPH de 12,45 + 1,32%
(IC50>100pg/ml).

Concernant la plante Achillea odorata ssp. pectinata, les résultats montrent que ses
extraits méthanoliques et aqueux posseédent une activité plus importante que celle de I’extrait
éthanolique. En effet, a une dose de 50ug/ml, ces deux extraits ont une action inhibitrice
significative (P<0,05) du DPPH qui est égale a 94,61 + 0,59% (IC5,=18,57ug/ml) et 92,51 +
2,39% tandis que le pourcentage d’inhibition du radical DPPH de I’extrait éthanolique
n’atteint que 51 + 1,53% (1C50=49,39 £ 0,43pug/ml). Notons aussi que 1’huile essentielle est
faiblement active contre le radical DPPH puisque, méme a une dose de 100ug/ml, elle ne

réduit que de 12,54 + 1,32 % du radical avec une 1Cs,>100pug/ml.

Les extraits de la plante Mentha suaveolens montrent également un effet dose-
dépendant, a la dose de 50ug/ml les extraits éthanolique, méthanolique et aqueux provoquant
une importance réduction du radical DPPH égale a 94,41 + 0,63% (1C5y=12,57 + 0,03ug/ml),
86,90 + 1,81% (IC5=15,83 £ 0,05pg/ml) et 82,40 + 0,99% (IC5=8,78 = 0,02ug/ml)
respectivement. Alors que le pouvoir réducteur du DPPH de [’huile essentielle est
relativement faible vue que la dose de 100pg/ml de cette huile, ne présente qu’un pouvoir qui
ne dépasse pas 22,99 + 6,43% (I1C5o>100ug/ml).

Parmi les extraits de Teucrium polium subsp. polium, I’extrait méthanolique est
significativement (P<0,05) le plus actif contre le radical DPPH. En effet, la dose 50ug/ml de
cet extrait provoque une inhibition du DPPH de 92,64 + 0,82% (1C50=5,52 + 0,09ug/ml),
contre un pourcentage, a la méme dose, de 64,91 + 0,62 (1C5,=19,40 + 0,03) pour I’extrait
aqueux, alors que cette dose de I’extrait éthanolique atteint seulement 21,96 = 0,95
(IC50>100pg/ml). Cependant, le pourcentage de réduction du DPPH par I’huile essentielle de
cette plante n’atteint que 24 + 1% (IC50>100ug/ml).
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Le pouvoir réducteur du radical DPPH des extraits et de I’huile essentielle de Ruta
montana est dose-dépendant, mais il reste faible par rapport aux extraits des autres plantes. En
effet, a la dose de 100ug/ml le pouvoir réducteur de I’extrait éthanolique, d’extrait
méthanolique, d’extrait aqueux ainsi que celui de I’huile essentielle n’atteint que 64,37 +
0,89% (ICs0=71,45 + 0,04ug/ml), 53,49 + 2,84% (IC5,=82,12+0,03ug/ml), 43,61 + 1,05%
(ICs50>100) et 20,46 £ 2,31% (1C50>100ug/ml), respectivement.

L’activité antiradicalaire des plantes étudiées a été rapportée par certains chercheurs.
Une étude menée par Knezevi¢ et al. (2014) sur ’activité anti-DPPH de ’extrait éthanolique
de Micromeria graeca (L.) Benth. ex Reich. a montré, contrairement a nos résultats, que cet
extrait a une importante activité antiradicalaire avec une 1Cso= 8,79 + 0,01pg/ml. Cette méme
étude a indiqué que I’extrait méthanolique de I’espéce Micromeria croatica (Pers.) Schott a

un effet antiradicalaire moins important avec une 1Csp= 29,48 + 0,51ug/ml.

Par ailleurs, les études menées sur la plante Cistus ladanifer ont montré que les
extraits de cette plante sont doués d’une forte activité de piégeage du radical DPPH. En effet,
Guimardes et al. (2010) ont rapporté des résultats similaires a les notres concernant 1’activité
antiradicalaire de Cistus ladanifer et dont 1’ICsq est supérieur a 100pg/ml (1C5,=36,28 * 0,36
mg/ml). Nos résultats confirment aussi ceux rapportés par Benayad (2013), puisque I’extrait
aqueux et D’extrait méthanolique de Cistus ladanifer ont présenté une forte activité
antioxydante, cette activité atteint 100% pour une concentration de 10 pg/mL pour les deux
extraits. Contrairement a nos résultats, Sanchez-Vioque et al. (2013) ont rapporté que les
extraits éthanoliques de cette plantes, préparés par deux technique d’extractions différentes
(soxhlet et ultrason), présentent une activité antiradicalaire avec 1Cso= 94,4 pg/ml I’extrait
préparé par Soxhlet alors que celui préparé par extraction a laide des ultrasons n’a montré

aucune activité.

Peu d’études ont rapporté 1’activité antioxydante de I’espeéce Achillea odorata. En
effet, Boutennoun et al. (2014) ont montré que des doses de 100 et 200ug/ml I’extrait hydro-
méthanolique des feuilles d’Achillea odorata exercent une inhibition du radical DPPH avec
un pourcentage de 65,24% et 88,34%, respectivement, qui sont des valeurs supérieures a

celles obtenues avec le standard a-Tocopherol (53,39% et 75,17%).

Nos résultats sur I’activité de piégeage du radical DPPH concordent avec ceux
rapportés par Lopez et al. (2007). D’apres ces auteurs les extraits aqueux et méthanolique de

Mentha suaveolens Ehrh. ont une forte activité antioxydante avec des valeurs de 1C5,=30,64 +
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5,59%g/ml et 1C5,=37,82 + 0,46pg/ml. De méme Ahmad et al. (2011) ont rapporté que
I’extrait méthanolique de la plante Mentha suaveolens a présenté une inhibition du radical
DPPH avec un pourcentage de 82%. Cependant, une autre étude a donné une valeur
d’1C50=169,86 + 0,14 pg/ml pour I’extrait éthanolique de suaveolens var. variegata, une valeur

qui est tres élevée par rapport a celle que nous avons trouvé (Moldovan et al., 2014).

Pour la plante Teucrium polium, nos résultats sur D’activité antioxydante sont
similaires avec ceux rapportés par les travaux de Sharififar et al. (2009), les études de ces
auteurs ont montré que 1’extrait méthanolique de cette plante est doué d’une forte activité
antioxydante remarquable avec une valeur 1C5,=20,1 + 1,7ug/ml. Ns résultats concordent
avec ceux démontres par une étude menée par Pacifico et al. (2012), cette étude a montré que
I’extrait méthanolique de Teucrium polium réduit le radical DPPH par un pourcentage de
88,1% dont 1C50=26,6ug/ml. Au contraire les résultats menes par Tepe et al. (2011) ont
montré que ’extrait aqueux de Teucrium polium exerce un effet dose-dépendant contre le

radical DPPH, une dose égale a Img/ml réduit le DPPH avec un pourcentage de 83,95%.

En ce qui concerne la plante Ruta montana, la méme faible activité antioxydante de
I’huile essentielle de cette plante récoltée de deux sites différents est rapportée par Amar et al.
(2012) dont une dose de 1M réduit d’une maniére faible le radical DPPH qui n’atteigne que
8,16% et 11,62% pour les deux échantillons. Par ailleurs et contrairement a nos résultats,
Kambouche et al. (2008) ont rapporté que la dose 16,7ul/ml en huile essentielle de cette
plante réduit 50% du radical DPPH.

1.3. Pouvoir réducteur des ions ferriques (FRAP)

Le pouvoir réducteur d’un composé est associé a la présence des composes
antioxydants qui provoquent la réduction de la forme complexe du ferricyanure a la forme
ferreux. Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide ascorbique par gramme
d’extrait (mg EAA/g d’extrait). Les valeurs du pouvoir réducteur des extraits sont comprises
entre 0,1 et 60,17mg EAA/g d’extrait.

L’extrait méthanolique de la partie aérienne de Micromeria graeca est doté
significativement (P<0,05) d’un pouvoir réducteur de 60,17 + 1,64mg EAA/g d’extrait, alors
que les extraits éthanolique et aqueux ont une faible activité avec des pouvoirs réducteurs
égalent, respectivement, a 3,93 + 1,44 et 2,79 £ 0,72 mg EAA/g d’extrait (figure52).

Parmi les extraits de Mentha suaveolens (figure 53), I’extrait méthanolique et aqueux

ont significativement (P<0,05) un pouvoir réducteur tres important 54,44+552mg EAA/g
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d’extrait et 53,03+1,65 mg EAA/g d’extrait, respectivement, alors que celui de I’extrait
éthanolique donne 22,45 mg EAA/g d’extrait.

L’extrait aqueux de la plante d’Achillea odorata L. ssp. pectinata (figure 54), quant a
lui, exerce un effet réducteur significatif (P<0,05) égal a 34,63 £ 0,96 mg EAA/g d’extrait,
suivi par celui de I’extrait méthanolique avec 28,01 * 1,08 mg EAA/g d’extrait puis I’extrait

éthanolique avec 26,95 £ 0,04 mg EAA/g d’extrait.

Pour Cistus ladanifer subsp. ladanifer 1’extrait aqueux est significativement (P<0,05)
plus actif avec un pouvoir réducteur de 39,53 * 6,04 mg EAA/g d’extrait, suivi par I’extrait
méthanolique a un pouvoir réducteur de 23,69 + 0,48 mg EAA/g d’extrait puis I’extrait
éthanolique avec 21,08 + 0,06mg EAA/g d’extrait (figure 55).

Les extraits aqueux, méthanolique de Teucrium polium subsp. polium ont un pouvoir
réducteur significatif (P<0,05) avec des valeurs égalent a 26,53 + 7,64mg EAA/g d’extrait et
22,47 + 1,10mg EAA/g d’extrait contre un effet réducteur d’une valeur de 6,59 + 0,96mg
EAA/g d’extrait pour I’extrait éthanolique (figure 56).

En ce qui concerne la plante Ruta montana (figure 57), les résultats ont montré que
I’extrait éthanolique a montré un effet significatif (P<0,05) de 15,29 + 0,54mg EAA/g
d’extrait suivi par I’extrait méthanolique avec 8,67 + 2,89 mg EAA/g d’extrait alors que

I’extrait aqueux a montré un effet faible de 2,19 + 0,44mg EAA/g d’extrait.

Les résultats que nous avons obtenus par le test du FRAP confirment les résultats de
d’autres études. En effet, nos résultats confirment ceux rapportés par De Marino et al. (2012)
qui ont montré que 1’extrait aqueux de Teucrium polium est doué d’un pouvoir réducteur du
Fe?* en Fe?* important de 307 mg AAE/g d’extrait. De méme Tepe et al. (2011) ont trouvé
que I’extrait aqueux exerce un pouvoir réducteur dose-dépendant, dont la concentration
1mg/ml donne une absorbance de 0,600 (sachant que le pouvoir réducteur augmente avec

I’augmentation de la densité optique de la solution test).

Boutennoun et al. (2014) ont montré que le pouvoir réducteur de I’extrait hydro-
méthanolique (20:80) d’Achillea odorata, est dose-dépendant.

Nos résultats sont similaires avec les résultats trouvés par Amensour et al. (2010), ou
cette équipe a montré que les pouvoirs réducteurs des extraits méthanoliques (DO70=0,842 +
0,019) et aqueux (DO7¢0=0,897 + 0,056) de Cistus ladanifer a la dose 500ug/ml sont

significativement supérieur a celles de 1’extrait éthanolique (DO7¢p=0,274 + 0,001).
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Figure 52: Pouvoir réducteur des ions ferriques (FRAP) par les extraits de Micromeria graeca, exprimé en
mg EAA/g d'extrait

Les lettres différentes (a-b) indiquent un effet significatif (P<0,05)
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Figure 53 : Pouvoir réducteur des ions ferriques (FRAP) par les extraits de Mentha suaveolens, exprimé en mg
EAA/g d'extrait

Les lettres différentes (a-c) indiquent un effet significatif (P<0,05)
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Figure 54: Pouvoir réducteur des ions ferriques (FRAP) par les extraits d’Achillea odorata L ssp. pectinata,
exprimé en mg EAA/g d'extrait

Les lettres différentes (a-c) indiquent un effet significatif (P<0,05)

mg EAA/g d'extrait

Figure 55 : Pouvoir réducteur des ions ferriques (FRAP) par les extraits de Cistus ladanifer subsp. ladanifer,
exprimé en mg EAA/g d'extrait

Les lettres différentes (a-c) indiquent un effet significatif (P<0,05)
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Figure 56 : Pouvoir réducteur des ions ferriques (FRAP) par les extraits de Teucrium polium subsp. polium,
exprimé en mg EAA/g d'extrait

Les lettres différentes (a-d) indiquent un effet significatif (P<0,05)
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Figure 57: Pouvoir réducteur des ions ferriques (FRAP) par les extraits de Ruta montana, exprimé en mg
EAA/g d'extrait

Les lettres différentes (a-c) indiquent un effet significatif (P<0,05)
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1.4. Conclusion

Dans ce chapitre nous avons testé 1’activité antioxydante des huiles essentielles, des
extraits méthanoliques, éthanoliques et aqueux des plantes plantes Ruta Montana, Achillea
odorata L. ssp. pectinata (lamk) Brig, Teucrium polium ssp. polium , Mentha suaveolens,
Micromeria graeca et Cistus ladanifer ssp. ladanifer par deux tests : le test de piégeage du

radical libre DPPH et le test du pouvoir réducteur des ions ferrique.

Cette ¢tude nous a permis de conclure que I’activité antiradicalaire est dose
dépendante. On note également que pour les deux tests, les extraits méthanoliques,
éthanoliques et aqueux semblent présenter un intérét réel par leurs activités antioxydante plus

manifeste que les huiles essentielles.

Parmi les extraits actifs, I’extrait aqueux de Cistus ladanifer ssp. ladanifer a montré
une activité antiradicalaire intéressante (1Cs0=2,93+0,02 pg/ml), alors que pour le test de
FRAP I’extrait méthanolique de Micromeria graeca a montré la plus intéressante activité avec
60,17£1,67 mg d’équivalence d’acide ascorbique par gramme d’extrait de plante. Cela laisse
supposer que ces extraits sont riches en composeés actifs capable de piéger les radicaux libres

et de réduire les ions ferriques.
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Chapitre 5. Contribution a I’application de I’huile
essentielle d’Achillea odorata ssp. pectinata dans la

bioconservation des produits alimentaires

I.1. Introduction

Suite a I’augmentation des intoxications d’origine alimentaire, la sécurité alimentaire
constitue une préoccupation majeure pour les consommateurs et les industries alimentaires
(Sandri et al., 2007). L’usage des produits de synthése pour la conservation des produits
alimentaires est parmi les stratégies employées depuis longtemps. A nos jours, 1’impact
d’utilisation de ces produits chimiques comme des additifs alimentaires est souvent critiquée
(Chanthaphon et al., 2008). Le recours a ’'usage des sources naturelles est une approche
proposée pour assurer la qualité de conservation des produits alimentaires (Brul et al., 1999 ;
Kumudavally et al., 2011 et Hyldgaard et al., 2012). En effet, les plantes médicinales
constituent une source importante des composés antimicrobiens (Cowan, 1999 ; Tepe et al.,
2004 et Mandic et al., 2008).

Durant ces dernieres années, plusieurs recherches sont menées sur 1’activité
antimicrobienne des plantes médicinales contre les microorganismes contaminant des produits
alimentaires (Holley et Patel, 2005; Burt, 2004 et Gill et al., 2002).

C’est dans cette optique que nous nous sommes intéressés dans ce chapitre a évaluer
I’activité antibactérienne de I’huile essentielle de la plante Achillea odorata ssp. pectinata, qui
a montré un effet antibactérien le plus important parmi les six plantes étudiées dans notre test
in vitro, dans deux mode¢les de systémes d’alimentation, le jus du chou d’une part et, la soupe

d’orge, d’autres part.

Les travaux, décrits dans ce chapitre, consistent dans un premier temps a évaluer la
toxicité de 1’huile essentielle d’Achillea odorata ssp. pectinata sur des souris albinos, puis
dans un second temps de tester I’effet antibactérien de deux concentrations de 1’huile
essentielle de cette plante a savoir CMI et 4CMI sur deux modeéles de systémes d’alimentation
inocules par les souches bactériennes pathogénes pour I’Homme, a savoir Proteus mirabilis et
Bacillus subtilis DSM 6633.
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1.2. La toxicité aigiie de I’huile essentielle d’Achillea odorata ssp.

pectinata

Les résultats de 1’étude de la toxicité aigiic de 1’huile essentielle d’Achillea odorata
ssp. pectinata ont montré que I'administration orale d'une seule dose (2000 mg / kg de poids
corporel) de I’huile essentielle de cette plante a des souris n'a pas causé de déces dans les
quatorze jours qui suivent le début du traitement. Nous n’avons observé également ni signes
de toxicité ni changements de poids corporel significatifs. Ces observations révelent que la
valeur de dose létale moyenne orale (DLsp) de I’huile essentielle de la plante testée est
supérieure a 2000 mg / kg de poids corporel chez la souris. Par conséquence, cette huile

essentielle est classée dans la catégorie 2, dont la DLsg est supérieure & 2000 mg/kg.

|.3. Effet de I’huile essentielle sur les souches et Proteus mirabilis et
Bacillus subtilis DSM 6633 dans la bioconservation : modéle alimentaire
« Jus des Choux »

Les résultats de la figure 58, représentant 1’effet antibactérien in vivo des
concentrations (CMI et 4CMI) de I’huile essentielle d’Achillea odorata ssp. pectinata,
montrent que ’addition des concentrations (CMI, 4CMI) de I’huile essentielle cette plante
réduit la concentration de la souche Proteus mirabilis lors de la bioconservation du jus du
chou, cette réduction est dose-dépendante. En effet, la réduction de la concentration de la
souche Proteus mirabilis par 4CMI est significative (P<0,05) a partir de 1*' jour jusqu’a la fin
de la bioconservation. Alors la concentration CMI stabilise la croissance des bactéries aux
environs de la concentration 10°UFC/ml, puis au 14°™ jour la concentration atteint 10°

ufc/ml.

La figure 59 représente 1’effet des concentrations CMI et 4CMI sur la souche Bacillus
subtilis DSM 6633 ensemencée dans le modéle alimentaire de bioconservation « jus du
chou ». En effet, on note la présence de deux phases, la premiére est caractérisée par une
réduction significatif (P <0,05) exercée par CMI et 4CMI de I’huile essentielle d’Achillea
odorata sur la concentration de la souche (lil s’agit du 1* jour pour CMI et entre 1% jour et
cinquiéme jours pour 4CMI), puis une deuxiéme phase caractérisee par une croissance

bactérienne dont la concentration des bactéries est semblable a celle du témoin.
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Figure 58: Effet antibactérien des concentrations (CMI et 4CMI) de I’huile essentielle d’Achillea odorata
contre la souche Proteus mirabilis dans le modele alimentaire de bioconservation « Jus des Choux»
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Figure 59: Effet antibactérien des concentrations (CMI et 4CMI) de I’huile essentielle d’Achillea odorata
contre la souche Bacillus mirabilis DSM 66333 dans le modéle alimentaire de bioconservation « Jus des

Choux»
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1.4. Effet de I’huile essentielle sur les souches et Proteus mirabilis et
Bacillus subtilis DSM 6633 dans la bioconservation : modéle alimentaire « la

soupe d’orge »

Les résultats présentés dans la figure 60 montrent que les concentrations (CMI ; 4CMI) de
I’huile essentielle de la plante Achillea odorata ssp. pectinata stabilisent la concentration de
la bactérie Proteus mirabilis durant la période de la bioconservation du modéle alimentaire

utilisant la soupe d’orge, dont I’effet est dose-dépendant.

En effet, la réduction de la concentration de la souche est significative (P <0,05) pour
les deux concentrations testées. On note ainsi qu’aprés trois jours du début du test, la
concentration de la souche Proteus mirabilis est maintenue & une valeur d’environ 10%ufc/ml
jusqu’a la fin du test. De méme la concentration CMI de I’huile essentielle d’Achillea odorata

inhibe la croissance des bactéries en gardant leurs concentrations aux environs de 10°ufc/ml.

En ce qui concerne D’effet des différentes concentrations vis-a-vis la souche
bactérienne Bacillus subtilis DSM 6633, présenté dans la figure 61, les résultats ont montré
que la concentration 4CMI de I’huile essentielle de plante Achillea odorata réduit
significativement (P <0,05) la concentration de la souche bactérienne testée dans les 14
premier jours de la bioconservation, puis elle augmente & 10%ufc/ml. Tandis qu’aucun effet
sur la croissance bactérienne n’est observé apres 1’addition de la concentration CMI de cette
huile essentielle dont I’évolution de la concentration est semblable au témoin durant toute la

période de la bioconservation du modéle alimentaire « la soupe d’orge ».

101
—— 4CMI

8 - == CMI

—— Temoin

Log ufc/ml

Temps (J)

Figure 60: Effet antibactérien des concentrations (CMI et 4CMI) de I’huile essentielle d’Achillea odorata
contre la souche Proteus mirabilis dans le modeéle alimentaire de bioconservation « soupe d’orge »
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Figure 61 : Effet antibactérien des concentrations (CMI et 4CMI) de I’huile essentielle d’Achillea odorata
contre la souche Bacillus subtilis DSM 6633 dans le modele alimentaire de bioconservation « soupe d’orge»

1.5. Conclusion

nos objectifs dans cette partie de thése était 1’étude de la toxicité aigiie de 1’huile
essentielle d’Achillea odorata et de I’activité antibactérienne de deux concentrations (CMI et
4CMI) de I’huile essenticlle de cette plante dans deux systémes de bioconservation
alimentaires, a savoir la « Soupe d’orge » et le «jus de chou », prélablement inoculés
artificiellement par les souches Proteus mirabilis et Bacillus subtilis DSM 6633.

Les résultats de la toxicité aiglie ont montré que I’huile essenticlle n’a pas d’effet
toxique sur les souris albinos. Par ailleurs, les résultats de test de bioconservation ont montré
que I’effet antibactérien est dose-dépendant. En effet, I’addition de la concentration 4CMI de
I’huile essentielle testée dans le systéme alimentaire « soupe d’orge » inoculé par les souches
Proteus mirabilis et Bacillus subtilis DSM 6633 a réduit d’une maniére remarquable la

concentration de ces souches.

Ces résultats indiquent que I’huile essentielle de la plante Achillea odorata pourrait

étre utilisée dans la conservation naturelle des produits alimentaires.
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Chapitre 6. Contribution a la lutte contre I’agent
pathogene de la tomate (Clavibacter michiganensis ssp.

michiganensis)

I.1. Introduction

L’objectif de ce chapitre consiste en la recherche des traitements a base des substances
naturelles pour le contréle des maladies causés par Clavibater michiganensis ssp.
michiganensis (souche Cmm), agent causale du chancre bactérien de la tomate. Durant cette

étude nous avons testé :

- L’effet des extraits des plantes sur la population de la souche Clavibacter
michiganensis. ssp. Michiganensis a la surface des semences.

- L’effet des extraits des plantes sur le pourcentage de la germination des semences
inoculées ou non par Clavibacter michiganensis. ssp. michiganensis 1616-3.

- L’effet de I’extrait méthanolique de Cistus ladanifer ssp. ladanifer sur la réduction de

I’incidence du chancre de la tomate.

|.2. Effet des extraits des plantes sur la population de la souche Cmm

a la surface des semences

Les résultats des figures 62 et 63 montrent que les traitements des semences inoculées
par la souche Cmm par les concentrations (CMI et 4CMI) ont réduit significativement
(P<0,05) le nombre de la population de cette souche en comparaison avec le témoin, et en
plus cette réduction est dose-dépendante. En effet, la meilleure réduction du nombre de la
population de la souche Cmm est observée avec les traitements par la concentration 4CMI des
huiles essentielles des plantes Cistus ladanifer ssp. ladanifer et Mentha suaveolens ainsi que
I’extrait méthanolique du Cistus ladanifer, dont le nombre de la population de la souche
pathogéne est réduit respectivement du 5,94logUFC/semence (témoin) a 3,98, 4,14 et 4,58
logUFC/semence. Les traitements des semences par les autres extraits n’ont pas d’effet

significatif sur le nombre de la population de Cmm.

Nos résultats sont similaires avec ceux rapportes par Talbi et al. (2011). Ces auteurs
ont montré que le traitement des semences de tomate, inoculées artificiellement par la souche

Clavibater michiganensis ssp. michiganensis, par les extraits aqueux des plantes Lavandulla
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coronopifolia, Rubus ulmifolius., Rosa canina, Cistus monspliensis, Pistacia atlantica,
Anvillea radiate, Lavandula stoechas et Cistus crispu, a eu un effet significative sur la

réduction de la population du pathogéne a la surface des semences traitées
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Figure 62 : Effet de la concentration CMI des extraits des plantes sur la population de la souche Clavibater
michiganensis ssp. michiganensis a la surface des semences de tomates inoculées.

HEc : Huile essentielle de Cistus ladanifer ; HEy, : huile essentielle de Mentha suaveolens ; EtOH, : Extrait
éthanolique d’Achillea odorata; MethOH,: extrait méthanolique d Achillea odorata; EtOHc:Extrait
éthanolique de Cistus ladanifer et MethOHc : Extrait méthanolique de Cistus ladanifer

Les lettres différentes (a-b) indiquent des résultats significativement différents P<0,05
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Figure 63: Effet de la concentration 4CMI des extraits des plantes sur la population de la souche
Clavibater michiganensis ssp. michiganensis & la surface des semences de tomates inoculées.

HE : Huile essentielle de Cistus ladanifer ; HEy, : huile essentielle de Mentha suaveolens ; EtOH,4 : Extrait
¢thanolique d’Achillea odorata ; MethOH, @ extrait méthanolique d’Achillea odorata ;EtOH. :Extrait
éthanolique de Cistus ladanifer et MethOHc : Extrait méthanolique de Cistus ladanifer

Les lettres différentes (a-c) indiquent des résultats significativement différents P<0,05
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1.3. Effet des extraits des plantes sur le pourcentage de la germination

des semences

Ce test est réaliseé pour Vérifier si nos extraits ont un effet négatif sur la germination
des semences de la tomate « Campbell 33 ». Les résultats présentés dans les figures 64 et 65,
relatifs a 1’effet des concentrations (CMI et 4CMI) sur la germination des semences et ont
montré que les concentrations (CMI et 4CMI) testées des huiles essentielles des plantes Cistus
ladanifer ssp. ladanifer et Mentha suaveolens inhibent significativement (P<0,05) par rapport
au témoin de la germination dont 4CMI inhibie totalement la gérmination des semences de la
tomate, alors que les autres extraits n’ont pas donné un effet négatif sur le taux de la
germination. Notons aussi que le DMSO, utilisé pour faire des dilutions des huiles

essentielles (a 10%), n’a montré aucun effet sur le taux de la germination.

% de germination

100

50

Figure 64 : Effet de la concentration CMI des extraits sur le pourcentage de germination des
semences non inoculées.

HEc: Huile essentielle de Cistus ladanifer ssp. ladanifer; HEy, : huile essentielle de Mentha
suaveolens ; EtOHA : Extrait éthanolique d’Achillea odorata ; MethOH, @ extrait méthanolique
d’Achillea odorata ; EtOHc:Extrait éthanolique de Cistus ladanifer et MethOHc: Extrait
méthanolique de Cistus ladanifer.

Les lettres différentes (a-b) indiquent des résultats significativement différents P<0,05
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Figure 65: Effet de la concentration 4CMI des extraits sur le pourcentage de germination des
semences non inoculées.

HEc : Huile essentielle de Cistus ladanifer ; HEy, : huile essentielle de Mentha suaveolens ;
EtOH, : Extrait éthanolique d’Achillea odorata ; MethOH, : extrait méthanolique d’Achillea
odorata; EtOH( : Extrait éthanolique de Cistus ladanifer et MethOHc : Extrait méthanolique
de Cistus ladanifer

Les lettres différentes (a-b) indiquent des résultats significativement différents P<0,05

|.4. Effet des extraits des plantes sur le pourcentage de la germination

des semences inoculées par Clavibacter michiganensis. ssp. michiganensis

Les résultats ont montré qu’aprés 2 semaines de traitement, les semences de la tomate
ont germé avec des pourcentages de germination variable (Figures 66 et 67). En effet, les
pourcentages de germination des semences inoculées et traitées par les concentrations des
extraits méthanoliques et éthanoliques des plantes Cistus ladanifer ssp. ladanifer et Achillea
odorata L ssp. pectinata sont significativement supérieurs de celui du témoin non traité. On
note également que cet effet est dose-dépendant, dont les traitements par la concentration
4CMI de les extraits méthanoliques de Cistus ladanifer et d’Achillea odorata ont montré les
plus importants pourcentages de germination avec des taux de 77,77% et 72,22%,

respectivement.
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Figure 66: Effet de la concentration CMI des extraits sur le pourcentage de germination des
semences inoculées par la souche Clavibater michiganensis ssp. michiganensis.

EtOHA: Extrait éthanolique d’Achillea odorata; MethOHa: extrait méthanolique d’Achillea
odorata ; EtOHc: Extrait éthanolique de Cistus ladanifer et MethOHc: Extrait méthanolique de
Cistus ladanifer

Les lettres différentes (a-c) indiquent des résultats significativement P<0,05
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Figure 67: Effet de la concentration 4CMI des extraits sur le pourcentage de germination des
semences inoculées par la souche Clavibater michiganensis ssp. michiganensis.

EtOHA: Extrait éthanolique d’Achillea odorata; MethOHa: extrait méthanolique d’Achillea
odorata ; EtOHc: Extrait éthanolique de Cistus ladanifer et MethOHc : Extrait méthanolique de
Cistus ladanifer

Les lettres différentes (a-c) indiquent des résultats significativement P<0,05
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L’effet bénéfique des traitements par les extraits des plantes sur les semences de
tomate inoculées par la souche Cmm est rapporté par plusieurs chercheurs. En effet, le
traitement par 1’extrait aqueux de Lavandula coronopifolia augmente le pourcentage de
germination des semences inoculées par la souche pathogene (Talbi et al., 2011). De méme
Kotane et al., (2013) ont montré la possibilit¢ d’utilisation de I’extrait mixte Hexane-

Méthanol de Satureja hortensis comme désinfectants des semences de la tomate.

1.5. Etude du pouvoir protecteur de I’extrait méthanolique du Cistus

ladanifer ssp. ladanifer contre le chancre de la tomate

Au cours de cette expérience, nous avons testé I’effet de I’extrait méthanolique de la
plante Cistus ladanifer ssp. ladanifer sur I’apparition des symptomes du chancre de la tomate.
Les résultats (figures 68 et 69) montrent que les symptdmes sont observés apres deux
semaines dans le cas du témoin positif. Alors que ces symptomes n’apparaissent dans le lot
traité qu’aprés quatre semaines. On note également que I’extrait méthanolique de la plante
Cistus ladanifer réduit significativement 1’incidence de la maladie (IM) du chancre de la

tomate avec 58,14%. Le pourcentage de réduction de cette incidence (RI) est 41,66%.

La possibilité d’usage des plantes médicinales dans le controle du chancre de la tomate
est confirmée par d’autres recherches. En effet, Balestra et al. (2009) ont montré 1’efficacité
des extraits des plantes Allium sativum et Ficus carica dans le contrble in vivo des maladies
qui touchent la tomate qui sont causées par les souches Pseudomonas syringae pv. Tomato,
Xanthomonas vesicatoria et Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis. Une étude récente
a montré ’efficacité significative des extraits d’Origanum onites dans la réduction des
symptdmes du chancre induit chez la tomate causé par Clavibacter michiganensis ssp.
Michiganensis (Kotan et al., 2014).
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Figure 68 : Effet de I’extrait méthanolique de Cistus ladanifer (4CMI) sur I’incidence du
chancre de la tomate.

Les lettres différentes (a-c) indiquent des résultats significativement P<0,05
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Figure 69 : Aspects morphologiques de I’effet de 1’extrait méthanolique de Cistus ladanifer (4CMI)
sur I’incidence du chancre de la tomate. (A), plantule inoculée et traitée ; (B) plantule inoculée et non
taitée.

1.6. Conclusion

Les tests entamés dans ce chapitre avaient pour objectif d’étudier I’effet des extraits
des plantes étudiées pour le contréle ou la suppression de la population de Clavibacter
michiganensis ssp. michiganensis 1616-3, agent causale du chancre de la tomate, de la surface
des semences de celle-ci (variété Campbell 33). Nos résultats ont montré que la concentration
4CMI de I’huile essentielle et de I’extrait méthanolique de Cistus ladanifer subsp. ladanifer et
de I’huile essentielle de Mentha suaveolens ont réduit d’une maniére significative la
population de I’agent pathogéne a la surface des semences de la tomate inoculées

artificiellement.

Pour le test de germination, les résultats ont montré que les extraits méthanoliques et
éthanoliques des plantes Cistus ladanifer subsp. ladanifer et Achillea odorata ssp. pectinata a
la concentration de 4CMI améliorent les pourcentages de germination des semences
inoculées par rapport aux semences non traitées, tandis que les huiles essentielles ont montré

un effet néfaste sur la germination des semences de la tomate.

Nous avons également conclu que I’extrait méthanolique de la plante Cistus ladanifer
subsp. ladanifer réduit significativement 1’incidence de la maladie (IM) du chancre de la
tomate. Nos résultats pourraient contribuer au développement de futurs biopesticides naturels
pour le controle des maladies causées par la souche Clavibater michiganensis ssp.

michiganensis 1616-3.
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DISCUSSION GENERALE

« Sensibilité des bactéries Gram positive et des bactéries Gram negative

Dans cette étude, nous avons évalué I’effet antimicrobien des extraits de Ruta Montana,
Achillea odorata ssp. pectinata, Teucrium polium ssp. polium, Mentha suaveolens,
Micromeria graeca et Cistus ladanifer subsp. ladanifer utilisées dans la médecine
traditionnelle marocaine, contre des souches pathogénes pour I’Homme et des souches
phytopathogeénes. L’étude de leur pouvoir antimicrobien a été réalisée par la technique de
diffusion par disque pour la détermination des diamétres des zones d’inhibition et par la
méthode de microplaque pour la détermination des concentrations minimales inhibitrices

(CMI) et des concentrations minimales fongicides (CMF).

Nos résultats indiquent que les extraits testés sont actifs a la fois sur les bactéries
Gram” et les bactéries Gram™. Cependant, dans la littérature les bactéries gram™ sont plus
sensibles aux extraits de plantes que les bactéries Gram(-) (Cosentino et al., 1999 ; Karaman
et al., 2003). La faible sensibilité des bactéries gram négative est due a la présence d’une
surcouche qui empéche la perméabilité des produits a I’intérieure de la cellule (Cox et al.,
2001 ; Bagamboula et al., 2004 ). Selon Wilkinson et al. (2003) les bactéries a gram positif ne

sont pas toujours plus sensibles aux extraits naturels que ceux a gram négatif.

En effet, les études menées par Oumzil el al. (2002) ; Delaquis et al. 2002 ; Gulluce et
al. (2007) ; et Derwich et al.(2010) ont montré qu’il n’y a pas de sélectivité de 1’effet
antimicrobienne des extraits entre les bactéries gram positive et gram négative, de méme
aucune différence de sensibilité n’est observée lors de 1’étude de I’activité antibactérienne de

50 huiles essentielles entre les souches gram positive et gram négative (Deans et al., 1987).

Aussi Wan et al. (1998) ont montré que les souches gram négative Aeromonas hydrophila et

Pseudomonas fluorescenssont aussi sensibles que les souches gram positive testées.

Cette différence de la sensibilité des souches gram™ et gram™ pourrait étre attribué
selon Dorman et Deans (2000) a la spécificité de chaque composé présents a la composition
chimique de chaque huile essentielle qui présentent différents degrés d'activité contre gram
positives et gram-négatives, ces auteurs ont montré que les souches gram négative sont plus
sensibles a certains composés volatiles que les souches gram positives, et réciproque, il est

donc possible que la variation de la composition chimique d’une huile a Une autre Soit
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suffisante pour provoquer une variabilité du degré de susceptibilité des bactéries gram-
négatives et Gram-positives.

o Corrélation entre la composition chimique des extraits et leurs activités

antimicrobiennes

Nos résultats ont montré que parmi les 24 extraits testés, les huiles essentielles sont les plus
actives. Cette importante bioactivité, observée chez les souches Gram® et les souches Gram’, est
liee a la composition chimique de ces huiles essentielles (Teixeira et al., 2012). L’analyse par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse nous a permis

d’identifier plusieurs composés doués de 1’activité antimicrobienne.

En effet, ’analyse de la composition chimique de 1’huile essentielle de Ruta montana
a montré que le composé majoritaire est 2-Undecanone (63,97%). Ce dernier composé est
rapporté antimicrobien (Gibka et al., 2013 ; Orlanda et al., 2015).

L’huile essentielle d’Achillea odorata ssp. pectinata a montré aussi une remarquable
activité antimicrobienne qui pourrait étre attribuée a la richesse de cette huile essentielle en
Camphor, Bornyl acétate, Borneol et Cineol (Eucalyptol). En effet, 1’activité antimicrobienne
du Camphor et du 1,8-Cineol a été rapportée par (De Vincenzi et al., 1996 ; Pattnaik et al.,
1997; Tzakou et Couladis., 2001; Mourey and Canillac, 2002; Viljoen et al., 2003 ; Lopes-Lutz
et al., 2008). Les résultats des études menées par Knobloch et al., (1989) ; Tabanca et al.,

(2001) ont montré I’activité antimicrobienne du Borneol.

L’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle de la plante Teucrium polium ssp.
polium pourrait étre attribuée a sa forte teneur en Beta-pinéne, la présence du Germacrene D et
alpha-pinéne. En effet, le Germacrene D exerce un pouvoir antibactérien et antifongique
(Kalodera et al., 1997 ; Kazarinova et al., 2002 ; Simic et al., 2002 ; Kiran et al., 2006).
L’activité antibactérienne des composés Beta-pinene et Alpha-pinéne est rapporté par Wang et
al., (2012).

L’huile essentielle de Mentha suaveolens a montré aussi une activité antimicrobienne
tres importante. Cette activité pourrait étre attribuée a ses composés majoritaires. En effet,
I’huile essentielle de Mentha suaveolens est riche en Piperitenone oxide, Germacrene D et
piperitone oxide. Les effets antibactériens et antifongiques de ces composés sont rapportés par
Karaman et al., (2003) ; Kitic et al., (2002) ; Sahin et al., (2002).

Les résultats de 1’activité antimicrobienne indiquent que I’huile essentielle du

Micromeria graeca est dotée d’une importante bioactivité, cette derniére pourrait étre due a la
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composition chimique de cette huile. En effet, les études menées par Kim et al. (1995) ; Inouye
et al. (2001) ; Saddig et Khayyat, (2010) ont montré I’activité antibactérienne du Citral. du
méme Da Silva et al. (2008) ont montré le pouvoir antifongique du citral contre Candida spp
(Da Silva et al. 2008). Le Nerol est rapporté par Dorman et al. (2000) comme un agent

antibactérien.

A son tour I'huile essentielle de Cistus ladanifer subsp. ladanifer a montré un
remarquable effet antimicrobien, cet effet pourrait étre attribué a ses composés majoritaires. En
effet, le borneol et I’aromadendrene sont deux composés connus par leur pouvoir antibactérien
et antifongique (Tabanca et al. (2001) ; Moreira et al., 2003 ; Mulyaningsih et al., 2010 et
2011).

En ce qui concerne I’activité antimicrobienne des extraits méthanoliques, éthanoliques
et agueux, on note les extraits méthanoliques sont les plus actifs, suivis par les extraits
¢thanoliques, alors que, a ’exception de 1’effet antibactérien de I’extrait aqueux du Cistus
ladanifer subsp. ladanifer contre la souche PSS, les extraits aqueux n’ont montré aucune
activité¢ antimicrobienne. Cela suggere que le méthanol et 1’éthanol solubilisent le maximum
des molécules bioactives. La détermination des teneurs des extraits testés en composés
phénoliques a montré que tous les extraits sont riches par ces composés. La présence des
composés phénoliques explique 1’activité antimicrobienne des extraits méthanoliques et
éthanoliques. Cependant la difféerence en activité antimicrobienne entre les extraits
méthanoliques, éthanoliques et aqueux pourrait étre expliquée selon certains auteurs par le fait
que I’activité antimicrobienne des composés phénoliques est liée a leur poids moléculaire. En
effet, les molécules de haut poids moléculaires sont trop grandes pour établir des ponts
hydrogenes pour traverser la paroi bactérienne tandis que les molécules de faibles poids
moléculaires pénétrent facilement par la paroi bactérienne (Field et Lettinga, 1992 ; Amensour
et al., 2010).

e Corrélation entre I’activité antioxydante et la composition chimique des extraits

de plantes étudiées :

Par leurs activités antioxydantes, les substances naturelles présentent un intérét
socioéconomique trés important (Barla et al., 2007 ; Bektas et Ozturk, 2007; Chang et Sung,
2008). Ces nombreuses recherches ont rapporté 1’activité antioxydante des extraits de plantes,

selon certains auteurs cette activité pourrait étre due a la présence des composés phénoliques
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(Velioglu et al., 1998). Pour cela les polyphénols et les flavonoides ont un grand intérét
scientifiques (Li et al., 2009).

Certains  études ont rapporté la corrélation positive entre la teneur en composés
phénoliques et I’activité antioxydante (Shyu et al., 2009; Wijekoon et al., 2011; Voon et al.,
2012). D’autre études ont montré qu’il n y a pas de corrélation entre la teneur en composés

phénoliques et I’activité antioxydant (Kéhkonen et al., 1999 ; Ismail et al., 2004).

Selon Tawaha et al. (2007) une teneur de composés phénoliques supérieur a 20mg/g est
considérée tres élevée. Nos résultats ont montré que la forte teneur de certains extraits en
composes phénoliques corréle avec leur activité de piégeage du radical DPPH, alors que
d’autres (Exemple : les extraits de Ruta montana) ne sont pas en corrélation entre leur forte

teneur en composés phénolique et leur activité antiradicalaire du DPPH

Nos résultats ont montré, a la fois, I’existence d’une corrélation positive entre les
teneurs des extraits des plantes Cistus ladanifer subsp. ladanifer, Micromeria graeca,
Achillea odorata subp. pectinata, Teucrium polium subp. polium et Ruta montana en
composés phénoliques et leur activité antioxydante. Ainsi ’existence d’une corrélation
négative entre la teneur des extraits de Mentha suaveolens en composés phénoliques et leur

activité de piégeage du radical DPPH.

La forte corrélation entre la teneur en composés phénoliques des extraits des plantes et
leurs activités de piégeage du radical DPPH pourrait étre attribuée a la richesse de ces extraits
par des composés phénoliques doués d’une forte activité antioxydante, par contre 1’absence

de cette corrélation pourrait étre attribuée a :

- la présence des produits non phénoliques tels que les sucres, les acides aminés qui
réagit avec le Folin-Ciocalteu en donnant un taux phénolique apparent élevé (Prior et
al., 2005 ; Djeridane et al., 2006).

- laréaction avec le radical DPPH différe d’un composé phénolique a un autre. En effet,
L’activité antiradicalaire dépend du nombre et de I’orientation du groupe hydroxyl du
composé phénolique (Rice-Evans et al., 1996 ; Heim et al., 2002). Shahidi et Naczk
(2004) suggerent que les composés phénoliques simples sont moins actifs que ceux

qui contiennent des groupes ortho et para di hydroxyle ou hydroxy et methoxy.

- Pinteraction antagoniste entre les composes phénoliques et ceux non phénoliques

(Babbar et al., 2011).
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Nos résultats ont montré une faible activité antioxydante des huiles essentielles des
plantes étudiées. Certains chercheurs ont étudié¢ I’activité antioxydante de certains composés
majoritaires de nos huiles essentielles. En effet, Wu et al. (2006) ont montré que méme a une
concentration de 1,2mg/ml le camphor n’a inhibé que 15% de DPPH. De méme une
investigation de I’activité antioxydante des composés eucalyptol, camphor, beta-pinene,
borneol, terpinen-4-ol, et alpha-pinenea montré qu’aucun composé testé n’a montré d’activité

antioxydante Candan et al. (2003).

L’étude de Dactivité de piégeage du DPPH par les huiles essentielles d’Artemisia
absinthium, d’Artemisia santonicum et d’Artemisia spicigera et leurs composés majeurs : le
camphor et 1’eucalyptol, a montré que toutes les huiles ont montré une activité antioxydante
alors que le camphor et 1’eucalyptol testés individuellement n’ont pas montré une activité

antioxydante assez importante (Kordali et al., 2005).

Alors qu’en utilisant les deux techniques : Le dosage acide Aldéhyde / carboxyliqueet
la peroxydation lipidique avec une incubation de 30jours et 18h, respectivement, Lee et al.
(2001) ont montré 1’eucalyptol et terpinen-4-ol sont doués d’une activité antioxydante. On
note que le temps d’incubation pourrait influencer sur ’activité antioxydante des huiles

essentielles.

Cavar et al. (2012) ont rapporté I’activité antioxydante de I’huile essentielle
d’Artemisia annua, riche en comphor et 1,8-Cineole, dont 1C5,=27,07+0,18 mg/ml. La faible
activité antioxydante des huiles essentielles de nos plantes pourrait s’expliquer par les faibles

concentrations testées par rapport aux autres études.

L’absence des composés phénoliques dans les compositions chimiques des huiles
essentielles des plantes étudiées tel que Carvacrol, Thymol, and Eugenol qui sont des
composés doués d’activité antioxydante (Masteli¢ et al., 2008) pourrait expliquer nos

résultats.
o L’activité antibactérienne des huiles essentielles dans les systémes alimentaires

L’étude de [D’activité antibactérienne de 1’huile essentielle d’Achillea odorata
subp.pectinata dans deux systéemes alimentaires « Soupe d’orge » et « jus de chou » a montré
qu’il y a une différence entre ces résultats et ceux in vitro. Nos résultats sont similaires & ceux
rapportés dans la littérature dont ’effet antibactérien dans les systémes alimentaires est réduit

par rapport aux tests in vitro (Catherine et al., 2012).
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Plusieurs auteurs ont attribué cette différence a certains facteurs. Ultee et al. (2000 et
2001) ont rapporté que I’interaction des huiles essentielles avec les constituants des systémes
alimentaire exige I’addition des fortes doses des huiles pour avoir un effet antibactérien
significatif.

Selon (Mejlholm et Dalgaard, 2002) I’affinité des huiles essentielles aux acides gras
diminue leur interaction avec les bactéries qui se trouvent dans la phase aqueuse. Ultee et al.
(2000 et 2001) ont suggéré que I’interaction des huiles essentielles avec les constituants des
systémes alimentaire exige 1’addition des fortes concentrations en huiles pour avoir un effet

antibactérien significatif.

Le pH du milieu pourrait modifie 1’activité antibactérienne dans le systéme alimentaire.
En effet, Burt et al. (2004) ont rapporté qu’une valeur faible de pH, 1'hydrophobicité des huiles

essentielle augmente, ce qui facilite leur pénétration a la cellule cible.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Le but de cette ¢tude a été¢ de tester 1’activité antimicrobienne et antioxydante des
extraits des plantes Achillea odorata L ssp. pectinata (Asteraceae), Ruta montana (L.)
(Rutaceae.), Teucrium polium ssp. polium, Mentha suaveolens et Micromeria greaca

(Lamiaceae) ainsi que Cistus ladanifer ssp. ladanifer (Cistaceae).

Tout d’abord, nous avons réalis¢ une enquéte ethnopharmacologique a la province de
Guercif, cette enquéte a permis d’identifier une centaine de plantes utilisées, correspondant a
49 familles botaniques. Rosmarinus officinalis, Origanum compactum, Artemisia herba-alba,
Thymus sp., Mentha pulegium, Nigella sativa, Lavandula stoechas, Visnaga daucoides,
Aristolochia longa et Cenchrus spicatus sont les taxa les plus utilisés par la population locale.
Les résultats de cette étude ont montré que la feuille constitue la partie la plus utilisée, et
généralement, les remedes sont préparés sous forme de décoction. Sur I’ensemble des

maladies traitées, le diabete et les maux digestifs sont les plus fréquents.

Dans une deuxieme étape nous avons sélectionné six plantes (cing plante suite aux
résultats de I’enquéte et une plante au hasard) dont nous avons étudié 1’activité
antimicrobienne sur des souches pathogenes pour I’Homme et des souches phytopathogénes
par la technique de diffusion sur disque et la technique de microplaque. Les résultats ont
montrés que les huiles essentielles sont les substances les plus actives que les autres extraits
contre les souches bactériennes testées dont les diametres des zones d’inhibition varient entre

7 mm et une inhibition totale et les CMIs varient entre 0,19 et 12,5mg/ml.

Dans une troisieme €tape nous avons étudié¢ [’activité antioxydante des extraits des
plantes sélectionnées par la technique de piégeage du radical DPPH et le test du pouvoir
réducteur (FRAP). Les résultats ont montré que les extraits organiques sont plus actifs que les
huiles essentielles dont les extraits méthanoliques, éthanoliques et agueux ont une activité
antioxydante plus prononcée que les huiles essentielles. Le pourcentage d’inhibition du
radical DPPH varie entre 12,54% et 97,6%, et le pouvoir réducteur varie entre 60mg EAA/ g

d’extrait.

Dans le but d’expliquer les résultats des activités biologiques réalisées, nous avons
déterminé dans une quatriéme étape par chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie
de masse la composition chimique des huiles essentielles et la teneur en polyphénols totaux et
en flavonoides des extraits des plantes testées. Les résultats ont montré que les composés

majoritaires sont B-Pinene et le Germacrene D pour Teucrium polium ssp. polium, le Camphor
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pour Achillea odorata subp. pectinata, le Piperitenone oxide pour Mentha suaveolens, le 2-
Undecanone pour Ruta montana, le 1,4-Methano-1H-Indene, octahydro-1 pour Cistus
ladanifer et le Geranial pour Micromeria. Par ailleurs, la teneur en composés phénoliques
varie entre 19,45 et 112,04 mg EAG/g d’extrait, la teneur en flavonoides varie entre 0,32 et

190,18 mg ER/g d’extrait.

Dans une cinquiéme étape nous avons opté, d’une part, a étudier la toxicité de I’huile
essentielle de la plante Achillea odorata ssp. pectinata et son action antibactérienne de deux
concentrations (CMI et 4CMI) dans deux modé¢les des systemes d’alimentation, « le jus du
chou » et « la soupe d’orge » inoculés avec les souches Bacillus subtilis DSM 6633 et Proteus
mirabilis. Et d’autre part, d’évaluer 1’effet protecteur des concentrations (CMI, 4CMI) de
I’huile essentielle de Cistus ladanifer subsp. ladanifer et de Mentha suaveolens ainsi qu’avec
les extraits méthanoliques et éthanoliques des plantes Cistus ladanifer et Achillea odorata

contre la souche Clavibacter michiganensi ssp. michiganensis 1616-3.

Les résultats ont montré que de I’huile essenticlle d’Achillea odorata ssp. pectinata
n’est pas toxique.L’étude de I’effet antibactérien dans les deux systémes alimentaires a
montré que cet effet est dose-dépendant dont 1’addition de la concentration 4CMI de I’huile
essentielle testée dans le systeme alimentaire « soupe d’orge » inoculé par les souches Proteus
mirabilis et Bacillus subtilis DSM 6633 a réduit d’une maniére remarquable la concentration

de ces souches.

Nos résultats de I’étude de I’effet protecteur des extraits contre souche Clavibacter
michiganensi ssp. michiganensis 1616-3 ont montré que la concentration 4CMI de I’huile
essentielle et de I’extrait méthanolique de Cistus ladanifer subsp. ladanifer, et de 1’huile
essentielle de Mentha suaveolens ont réduit d’une maniére remarquable le nombre de I’agent
pathogéne a la surface des semences de la tomate inoculées artificiellement. Les résultats ont
montré aussi que les extraits méthanoliques et éthanoliques des plantes Cistus ladanifer
subsp. ladanifer et Achillea odorata subsp. pectinata a la concentration (4CMI) améliorent
les pourcentages de germination des semences inoculées par rapport aux semences non traités.
Tandis que les huiles essentielles ont montré un effet néfaste sur la germination des semences

de la tomate.

En outre, la concentration de 4CMI 1’extrait méthanolique de Cistus ladanifer subsp.

ladanifer a réduit 1’incidence de la maladie du chancre de la tomate.
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Le présent travail nous a permis de contribuer & la valorisation de six plantes
médicinales : Ruta montana (Rutaceae.), Achillea odorata ssp. pectinata (Asteraceae), ,
Teucrium polium ssp.polium, Mentha suaveolens et Micromeria graeca (Lamiaceae) ainsi

que Cistus ladanifer (Cistaceae).

Cette étude nécessite d’étre complétée par un certain nombre de travaux. Ainsi, on se

propose de :

1- Approfondir I’étude phytochimique et continuer la recherche sur les six plantes
étudiées afin d’isoler, de purifier et d’identifier les molécules impliquées dans les
activités biologiques testées.

2- Caractériser le mode d’action antimicrobienne des molécules isolées

3- Etude de I’efficacité des extraits des plantes en combinaison

4- Elargir I’étude des activités biologiques des extraits des six plantes

5- Tester ’efficacité des extraits des plantes dans le controle du chancre bactérien de la

tomate dans le champ.
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ANNEXES

Annexe 1 : Fiche questionnaire de la prospection ethnopharmacologique

FICHE D‘EHQL’ETE

ZOME FEnguéte:
s [JF [m

agE: ] araso [] aAzisra0) [ ] asper-son [ ] asrsi-son [ ] As>eo
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Annexe 2 : Composition chimique des milieux utilisés
Milieu Muller Hinton Agar : pour un litre

Infusion de viande bovine 029
Hydrolysat acide de caséine 17,59

Amidon soluble
Agar

1,59
15,09

Milieu Muller Hinton liquide : pour un litre

Infusion de viande bovine 029
Hydrolysat acide de caséine 17,59
Amidon soluble 1,59

Autoclaver 20 minutes a 115°C

Milieu LPGA : pour un litre

Extrait de levure 059
Peptone 059
Glucose 10g
Agar 15-18¢
Milieu LPG : pour un litre

Extrait de levure 059
Peptone 05¢g
Glucose 109

Solution d’eau physiologique 0,9% NaCl

NaCl
Eau distillée

09g
1000ml

Solution tampon PBS: pour un litre

NaCl 08g
KCI 0,29
NazHPO4 2H20 1,139
KH2PO4 0,29
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