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Résume

L’objectif de cette étude était de prouver ol la capacité d’huile essentielle de menthe
poivrée de (Tablat a médéa) a tuer le charancdmédafin de trouver des alternatives
naturelles aux insecticides chimiques et leur affii® sur plusieurs types de bactéries.

Au cours de cette étude, nous avons extraiti€lassentielle en utilisant la méthode de
hydrodistilation .

L’expérience principale est de déterminer I'effe I'huile essentielle sur I'insecte considéré
en utilisant différentes doses. Nous avons expétiénkhuile essentielle sur Etophilus
granarius en utilisant trois méthodes : par inhalation, gartact et par ingestion.

Nous avons également utilisé différentes comagans sur plusieurs types de bactéries. Les
résultats obtenus ont montré une efficacité sigaiifve d’huile essentielle, ou nous avons
observé que le taux de mortalité dans les essatsinificatif, surtout en concentration D3

Les mots clésMentha x piperata L, huile essentiellesitophilus granarius.

Abstract

The aim of this study was to prove or deny theitghdf essential oils of peppermint
from( Tablat.médéa) to kill the wheat weevil in erdo find natural alternatives to
chemical insecticides and their effectiveness eerse types of bacteria.

During this study, we extracted the essential siihg the following method:

The main experiment is to determine the efféthe essential oil on the subject insect
using different doses. We experimented with theer@sal oil on the usingitophilus
granarius. three methods: inhalation, touch and digestion.

We also used different concentrations on sevepadyf bacteria.

The results obtained showed significant effickmyessential oil, where we observed

that the number of deaths in the trials was sigaift , especially in concentration three.

Key words: Menthe x piperita L, Huiles essentiellesitophilus granarius.




SOMMAIRE

Remerciement.

Résume.

Sommaire.

Listes des figures.

Liste des tableaux.

Liste des abréviations

INtroduCtion GENETAIE....... .. ieiii it e e e et e e en ]
CHAPITRE | : LES PLANTES MEDICINALES

00 O {0 To [ T 1o ] o ISP P PP 3
[.2. Plante MEICINGIE ........ooiiiiiiiiii e e e e e e e e e 3
20t I I 7= ] 711 o o PP PP PP 3
[.2.2. L'usage des plantes MEICINAIES . ... eereiriiiiiiiiiiiiiiiieeeee e e e et seeeeeereaaaaaaaaeeeas 3
[.3. la plante de MENTNE . .......oooiiiiiit e e et e e e e e e e e e e e e et e e eas 4
G T I o 1151 (o [ [ L= PO PPPPURPUPRPR 4
1 T2 I T 1 711 T o OO 6
1 Tt I O = Tox (= 153 1o [ =P PPPRRR 6
0 T I =TS o1 (0] o] 1] (1R 6
[.3.3. Usages de [ MENTNE ............... oot e e e e e e e e e eeeeeaennes 7
[.3.4. Usages médicinales de 1a Plante . .. 7
[.3.5. La menthe en automMEdICatiON . ........cooiiiiiiiiiiiiiieee e 7
[.3.6. Les autres usages de lamenthe . ..o 8
[.3.7. DIffEreNtES VANELES . ..ooiiiiiiiii et cccce ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 8
(G 78S Y/ =011 7= 15 L] o 1= 1 = N SR 8
(IRC R C 700 I T3 1711 o o OO PPPPPPPP 9
G 783 B2 I 1Yo o] o) o 10
[.3.8.3. Systématique €t SYNONYIMES . ......ceeammmmrreeeeeeeeerirrrreeeinrienn e eeeeaaseeaaaaaaeeeeeees 11
1.3.8.4. COMPOSItiON CRIMIQUE . ... e 11
[.3.8.5. Actions pharmacCoOlOQIQUES . ........commmmeeeeeeeieeiiieeiiriieiiissas e e e e e e anaeaaaeeaaeeaeaaeeeenes 12
[.4. LeS huileS @SSENTIEIIES . ... ceeeeee ettt 13
[.4.1. Définition d’huiles @SSENLIEIIES . ....couueiiiiiie e 13

[.4. 2. COMPOSItION CRIMIQUE . ... oottt e e e e e eee e e e e e e e e e e e e e eeeeeennnes 14



SOMMAIRE

[.4. 3. Propriétés des huiles essentielles .............uuvuiiiiiiiiiiie e 14
I.4. 3.1. Propriétés organoleptiques des huilesndEdles ... 14
[.4. 3.2. LeS Proprités PRYSIQUES ......ccceeeeeeii et e e e eee e e e e e e e e e e e e e e eeeeannnes 14
[.4. 3.3. LeS Proprietés ChIMIQUES . .....oi ettt n e e e e e e 14
l.4. 3.4. Les chémotypes des huiles eSSentilleS ... 14
[.4.4.Huiles essentielles de la MeNthe . ..o 15
l.4. 4.1. La composition d’huile essentielleMentha x piperita L (menthe poivrée) . ......... 15
[.4. 4.2.Les chémotypes de [a MeNnthe . ... 15

CHAPITRE || : EXTRACTION D’HUILE ESSENTIELLE DE MENTHE

Il. Les techniques d'extraction d’huiles esserdtiell..............cccoooiiiiiiiiiiiiiiiiies e 16
| R [ 1 o Yo [T £ PSSR 16
[1.2.1. Les étapes de I'obtention d’'une huile efisla . ............ccevvviiiiiiiiiiii s 16

| 2272 I )Y/ [ {0 o 151111 F=1 1o PP PR 16
[1.2.3. Entrainement @ la VAPEUI 0’ AU . ...cccccceiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e e e e e e e e e e e s eeeaaaaaae e 19
[1.2.4. EXtraction par MICrO-ONAES . .......ioeeeeiiiieiiiiiiieia e e e e e e e eeene e srenaen s 19
[1.2.5. Extraction par COSUPET CIILIQUE . .......uiiiiiieeeeeeeeeieeemmmmm s e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeennnn s 20
[1.2.6.L’extraction par I'appareil de SOXNIEt..........oooiiiiiiiiii e 21
[1.2.7. Détente instantanée control€e (DIC) ..ot 22
[1.3. Les méthodes d’analyse des huiles esserttielle...........cccceeeeeeiiiiiiiiici e 23
[1.3.1. Identification des constituants d’'un MElANG............cccoiriiiiiiiiiiiiii e 23
[1.3.2. La Chromatographie en Phase Gazeuse (CRG).........ccccceeeeiiiieiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee, 23

[1.3.3. Chromatographie en phase gazeuse coupéspectrométrie de masse (CPG/SM) . 25

.3.4. La résonance magnétique nucléaire RMN...............iiiiiiiiiiiiieeeieeeeceeeeeveeeeeeeeeenns 25

CHAPITRE Il : GENERALITE SUR SITOPHILUS GRANARIUS

10 O T 0 To [ T i [0 ] PSP PPPPPPI 26
[11.2. CharanGon dU DI ......... .. e 26
e T3 =3 = 0 = o [ = PP 26
1 1Y/ T 1 o T ] (oo [P PUPURR 27

1 T @3 Y od L= o L= Y T SR 27



SOMMAIRE

1 BT o £237= 1o ] TP PPPOPPPPP 27
[11.7. Un coléoptére qui se développe dans e Dlé.............ceeeieiiiieiieiiiiiieeeeeeeeeeeeeiae, 28
[11.8. Développement de Charancon de BI€. .. eevvveveeeiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeee e 28

CHAPITRE IV : MATERIELS ET METHODES

Y I [0 To [ Tod 1 0] o PO 29
V. 2. MAtEriel VEQELAI ....ooeviiiieieie ettt r e e e e e e e e as 29
V. 2. 1. Caracteristique gENEIal . .......ccomeeeeeeeee e e e e e e eeees 29
Y = L= oo ]| = OSSP 29
N T = Tox o F- Vo [ PP PPUPPUPRPRRR 29
[V. 3. Materiel @NiMAlES . ........euiiiiiiiiieeeeeiiieeee e e e e e e e s e e s aenee s 30
IV.4. APPAREILLAGE ET PRODUITS . ..ottt 31
RV I B AN o = 1= | F= o =R 31
IV.4.2. Produits chimiques ULIHISES .........commeeeeeeiiiiiiiiiiiie e ee e e e e eee s 31
IV.4.3. Formule du TWEEN (80) .....uuuuiiii e e eeeee ettt e e e eeeeaa e e e e e e e e e e e eeeees 31
V.5, METHODES . ....ooiiiiiiitiiiie ettt e e e e et e e e e s s st e e e e nnnnseeeeeesannnnneeeaaeans 31
IV.5.1. L'NydrodiStillation . ........ccooiiii i e e e e e e e e e 31
IV.6. ETUDE SUR STOPHILUS GRANARIUS. ......ootiiiiiiiiiiiiiie e 32
IV.6.1. Teste DIOIOGIQUES . ....coeeieeieiiitceeeee s e e e et e e e e e e e e aee e 32
IV.6.2.1. Effet les huiles essentiellesMentha X piperital ......ccccccoeviviiiiieiiiiiiieeeeiiiiiinnnns 32
IV.6.2.2. Evaluation de la toxicité des huiles essdles par effet inhalation. .................. 32
IV.6.2.3 : Evaluation de la toxicité des huilesezggelles par effet contact . .................... 35
IV.6.2.4 : Evaluation de la toxicité des huilesezdgelles par effet ingestion . ................. 37
V.7 : EXPression des FESUITALS . ........coceeeeeeiiiiiiiiiiee e e e rrrrre e e e e e e e e e s e 39
IV .7.1. Détermination du tauxX de MOTAlIte . ..ccee..veeeiiiiiiiiiieiei e 39
IV.7. 2.Analyse statistique des résultats .............coooeriiiiiiiiiiiiiiiie e 39
IV.8. Etude de I'activité antiDaCterieNNe . .o .. 40

IV 8. L. PrOtOCOIE ... e e e e e e e e e e e e e e anans 40



SOMMAIRE

CHAPITRE V: RESULTATS ET DISCUSSIONS

V.1. Rendement des huiles eSSentielles ... 43
V.2.Evaluation de l'activité insecticide des huitssentielles sulitophilus granarius....... 43
V.2.1. Evaluation de I'effet inhalation . .....cccc..cooooiiiiiiii e 43
V.2.2. Evaluation de l'effet insecticide de HE D@ayestion . .........ccceeeviiierieieiiiieees e 44
V.3.2. Evaluation de I'effet insecticide de HE gantact . ...........cccooeeeeiieiiiiiiiiiees e 45
V.4.Analyse statistique (analySe de VANANCE). . uurruuniiiiieeeeeeiieeiieeeiiiiiivieeeeeeeennes 46
V.5. ACTIVITE ANTIBACTERIENNE . ..o 50
V.6. ACHIVITES INSECHCIARS . ..uiiiiiiiiiiiitiieii ettt e e e e e e e s e s s ennnneraeeeees 51
V.6.1.Traite ment par iNNAIALION ...........i e 51
V.6.2. Traite Mment Par CONTACT..........oeiieeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeenees 51
V.6.3.Traitement Par iNGESTION..........uviieiieee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 51
V.6.4.ACtiVité antimiCrODIENNE . ......ooii i eeee e 52

CONCIUSION GENETAUE ...t e ettt e e e e e et e e e e e e e e enenns 53



LISTE DESFIGURES

Listedesfigures

Figure Titre Page
Figure0l | Une variété de plante de menthe. 06
Figure02 | Mentha x piperita L. 09
Figure 03 | Les étapes de I'extraction des huiles essentielles. 16
Figure 04 | L’extraction des huiles essentielles pare d’hydsbitation. 17
Figure 05 | Alambic traditionnel. 18
Figure 06 | Appareillage de I'entrainement a la vapeur d’eau. 19
Figure 07 | Montage d'extraction par micro-ondes. 20
Figure 08 | Appareillage d’extraction avec fluide supercritiqoe,). 21
Figure09 | Les différents types d’extraction par solvants titsda 22
Figure 10 | Appareil de CPG avec ionisation de flamme. 24
Figurell | La face dorsale d8itophilus granarius. 27
Figure12 | Menthex piperitalL. sécher (originale ). 30
Figure13 | L'élevage en masse de charancon de blé (originale). 30
Figure 14 | la face dorsale et ventrale de charancon d{iiginalé). 30
Figure 15 | Hydrodistillation( Clevenger ) (Originale). 32
Figure 16 | Dispositif expérimentale résumer les étapes dedtadtalation. 34
Figure 17 | les différentes étapes de teste contacte par Iestassentielles. 36
Figure 18 | les différentes étapes de teste ingrstion parddesessentielle. 38
Figure19 | Le Taux de mortalités des adultesSit@philus granarius en 44

fonction de temps par effet inhalation des huikseatielles du

mentha x piperita L.
Figure20 | Taux de mortalités des adultesSitophilus granarius en fonction 45

de temps par ingestion des huiles essentiellesetitha x piperita L.
Figure2l1 | Taux de mortalités des adultesSitophilus granarius en fonction 46

de temps par contact des huiles essentiellas@dha x peperita L.
Figure22 | Activité insecticide des huiles essentiellesyimtha x piperita.L en 49

model G.L.M
selon la dose, la méthode d’application.

Figure 23 | Résultats de I'étude antibactérienne d’huile egskat(mentha x 50

piperita L.) sur les deux souch&bD etPM.




LISTE DESTABLEAUX

Liste des tableaux

N° Tableaux Titre page
Tableau 01 | Classification taxonomie de Mentha x piperitaL 1753 09
Tableau 02 | Caractéristique générale Mentha x piperita L 29
Tableau 03 | Appareillage utilisé pour I'extraction de la plante 31
Tableau 04 Produitset réactifs chimiques utilisés la partie 31

expérimentale.
Tableau 05 Les doses et le temps choisis pour le test d’inioala 33

Tableau 06 Les doses et le temps choisis pour le test contact 35
Tableau 07 Les doses et le temps choisis pour le test ingestio 37
Tableau 08 | Classification du germ€itobacter diversus 40
Tableau 09 | Classification du germe proteus mirabilis. 40
Tableau 10 Composition qualitative et quantitative du milieu 41

Mueller Hinton.
Tableau 11 |taux de mortalités (%) d’inhalation. 43
Tableau 12 |taux de mortalités (%) contact. 44
Tableau 13 |taux de mortalités (%) ingestion. 45
Tableau 14 |Tableau 14 :Analyse de la variance de la mortalité d’huile etisle | 48
vis-a-visStophilus granarius.
Tableau 15 Résultats de l'activité antibactérienne pour lascbes testées. 50




LISTE DES ABREVIATIONS

Liste des abréviations

CC : Chauffage classique.

CCM : Chromatographie sur Couche Mince.

C ‘Degré Celsius.

CD: Citobacter diversus.

CLHP : Chromatographie en phase liquide a haut®meance.
CGP : Chromatographie en phase Gazeuse.

CMB: concentration minimale bactéricide.

CMI : concentration minimale inhibitrice.

CO2 : Dioxyde de carbone.

CPG/SM : Chromatographie en phase gazeuse coaifdéspectrométrie de masse.
D : dose.

DIC : Détente instantanée controlée.

FID : détecteur aionisation de flamme.

g/L : Gramme par litre.

h : houes.

HD : Hydrodistillation.

HE : huile essentielle.

IRTF: Infra-Rouge par Transformée de Fourier.

M. piperita : mentha x piperita L.

M C % : Pourcentage de mortalité corrigé.
M-H : Mueller Hinton.
ml : millilitre.

Mt : Pourcentage de mortalité dans le lot témoin .



LISTE DES ABREVIATIONS

M2 : Pourcentage de mortalité dans le lot traité.
m 1: masse de 'huiles essentielles en gramme.

m 2 : masse d’échantillon en gramme.
Na CI : Chlorure de sodium.

N&SO, : Thiosulfate du sodium.

PM : Proteus mirabilis.

R: répétition.

R(%) : rendement en huiles essentielles exprimen
RMN : Résonance Magnétique Nucléaire.

SM : Spectrométrie de masse.

UV: Ultra-violet.

KL : micro litre.



INTRODUCTION GENERALE

Depuis des milliers d'années, I'humanité aisetildiverses plantes trouvées dans son
Environnement, afin de traiter et soigner toutetesode maladies, ces plantes représentent un
réservoir immense de composés potentiels attrilawss métabolites secondaires qui ont
'avantage d'étre d'une grande diversité de striatbimique et ils possédent un trés large
éventail d'activités biologiques. Cependant I'éatatun de ces activités demeure une tache tres
intéressante qui peut faire l'intérét de nombreésades [1].

Actuellement, les plantes aromatiques progressige applications de leurs huiles
essentielles dans les soins de découverte sang® que leurs utilisations dans d’autres
trés domaines d’intérét économique. Leurs nombresages font qu’elles connaissent une

demande de plus forte sur les marchés mondiaux [2].

Il existe un grand nombre d’huiles essentiellesnces dans le monde et plusieurs milliers
d’entre elles ont été caractérisées. Cependantcedenombre, une faible proportion
seulement présente un intérét commercial. Cadapjue par la composition chimique des
huiles, les différentes utilisations possiblekear cout de production [3].

L’huile essentielle de la menthe poivré occupe elle seule 6 place avec une production
mondiale estimé a 2092 tonnes /an cette placeapgelée a se promouvoir davantage, vu
I'évolution positive de la demande mondiale dedpits naturels au détriment de ceux de

synthese et vu aussi la diversité de leurs domalfaplications [5].

Malgré la biodiversité immense du continent african général et de I'Algérie en particulier,
il y a eu peu d'efforts consacrés au développementagents thérapeutiqgues de ces plantes.
C'est pourguoi nous nous sommes intéressés a ktadigenthe poivrée, trés fréquemment
employées dans le pourtour méditerranéen. Ce trestaiéparti en deux grandes parties:

- Une partie théorique qui inclue troisapttres.

- Le premier chapitre description généddda plante choisieMentha x piperita L,
en présentant leurs caractéristiques botaniquelguet composition chimique en mettant
accent surtout sur le contenu en molécules bivast et présenterons une revue
bibliographique sur les huiles essentielles etcrjg$on général des huiles essentielles de
Mentha x piperitalL

- Le deuxieme chapitre : comptant les teghes d’extraction.

- Le troisieme chapitre de ce mémoire essaoré a une description détaillée.

- Sur linsecte utilisé dans I'étude esClearangon du blé.
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- La partie pratique est subdivisée en dhapitres.

> Le premier chapitre
+ méthodes et les techniques utilisées pour la edaisde ce travail, a savoir:
L'extraction des huiles essentielles par hydrdtittn
v Effet les huiles essentielles Mentha x piperita L utilisé trois méthodes :
1) effet inhalation.
2) effet contact.
3) effet ingestion.
v Etude de I'activité antibactérienne.
» Le deuxieme chapitre :

Consacré aux résultats et discussions




CHAPITRE | LES PLANTES MEDICINAS

l.1. Introduction :

En Afriqgue de I'Ouest, comme dans le reste diiment, plus de 80 % de la population a
recours a la médicine traditionnelle et aux plane&dicinales pour ses soins de santé
primaire.

Le manque de médicaments essentiels, l'insoffesales soins de santé, le colt élevé des
médicaments et les habitudes socioculturelles agmilgtions expliquent le recours aux
pratiques traditionnelles a base de plantes médasn

L’art de guérir par les plantes est connu etiguaten Afrique depuis bien longtemps, car il
exploite des savoirs transmis oralement de géo@ran geénération a certaines catégories
d'individus initiés que sont les tradipraticiens s@nté et les herboristes. Les plantes
médicinales et les connaissances relatives auxteglamédicinales et aux médecines
traditionnelles sont un patrimoine important dutowemt africain.

Et ces plantes, on ne les cherche pas, il y part@ut. Il suffit de tendre la main pour les
cueillir. Aussi quel est notre étonnement toutes fleis que nous entendons dire: “ Tel
médicament manque ", alors que la plupart du temepsemede dont I'absence est déplorée,
est dans la cour du dispensaire ou de I'hépital.

l.2. Plante médicinale :
1.2.1. Définition :

Une plante médicinale est une plante utiliséar pges propriétés thérapeutiques. Cela
signifie qu'au moins une de ses parties (feuiigs, tracine etc...) peut étre employée dans le
but de se soigner. Elles sont utilisées depuis ainsgn7.000 ans avant notre ére par les
Hommes et sont a la base de la phytothérapie.

Leur efficacité reléve de leurs composés, trésbreux et trés variés en fonction des
especes, qui sont autant de principes actifs difitst
A noter qu'il a été observé chez des grands sitm@®nsommation de certaines plantes a
usage thérapeutique [6].

1.2.2. L'usage des plantes médicinales :

L’'usage des plantes en médecine est tres anciea.f@me découvert que les animaux
sauvages utilisent instinctivement certaines plptair se soigner.

Aujourd’hui, pour que la médecine traditionnellegse porter ses fruits a une large échelle, et
de maniéere encore plus efficace, il lui faut rericama médecine dite «<modesné.es herbes

ont été utilisées dans plusieurs domaines y congpngdecine, la nutrition,

'assaisonnement, la teinture, les cosmeétiquesj gire dans d’autre domaines d’industrie.
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Un certain nombre des plantes médicinales sontrentiisées de nos jours sous forme de
décoctions et d’'infusion, mais la plupart d’entlesont été délaissées aux profits
pharmaceutiques de synthése. Cependant, les ceancés actuelles, permettent d’analyser
ces plantes et souvent de comprendre I'activitégmiéées par nos Certaines plantes sont
utilisés comme traitement de rhume et de la fi¢vtarrubium vulgareet Rosmarinus
officinalis), trouble d’estomad\Mentha spicatpdans les traitements des maladies rénales
(Coriandrumsaturon) et plusieurs d’entre elles sont utilisées pourdaifets analgésique,
antipyrétiques et anti inflammatoires.

Quelques especes Helichrysumont été utilisées pendant 2000 ans passéesne forme
de thé grace a leurs effets régulateur de la bitéueétique. En nutrition plusieurs espéces
sont utilisées comme épice, colorant, boissonnoore pour leur effet aromatique
Hippomaratram microcarpurast utilisées ont nutrition par la population Twdqu].

1.3. la plante de menthe :

[.3.1. Historique :

La menthe est I'une des plantes médicinaleslles qélébres que I'on connait depuis le plus
longtemps. On a retrouvé en effet des feuilles dathe séchées vieilles d'environ 3000 ans
dans les pyramides égyptiennes. Tandis que less@teles Hébreux s’en parfumaient, les
Romai ns en glissaient dans leur vin et leurs saute Moyen Age, on découvre vraiment
ses vertus thérapeutiques soit en calmants, atitjgep ou encore en anesthésiques,
puisqu’elle est prescrite aux personnes souffrgobes anesthésier la douleur [8].

Le terme « menthe » est apparu dans la langueeb. Il vient du latin mentha, qui I'a
emprunté au grec Minthé. La Iégende veut que ceafutorigine, le nom de la menthe
trouverait ses origines dans la mythologie grecduedieu des enfers Hades faisait la cour a
Mintha, une nymphe du fleuve des enfers, seulersantemme Perséphone, trés jalouse,
décida de transformer la belle nymphe en plantepdierant la ramener a sa forme humaine,
Hades lui donna son odeur si caractéristique [9].

Originaire d’Asie et de I'Europe médiévale, la nfentest un aromate connu pour sa
prolifération rapide. Libérant un parfum trés fertagréable, elle embaumait les temples grecs
et les demeures des Hébreux. Elle éloignait égalelas puces et assaisonnaient les mets.

La menthe, référencée dans la Bible, était #eheh grande quantité par les hébreux qui en
faisaient leur passe-temps favori, au détriment diéficultés sociales et humanitaires

soutenues par Jésus.
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Ses atouts ne s’arrétent pas la : riche en vitar@inen fer et en manganese, elle posséede
également des vertus antiseptigues notamment des raspiratoires et se révele également
stimulante et anti -oxydante.

De nos jours, elle est frequemment utilisée dralation pour combattre les rhumes et la
toux, en infusion pour favoriser la digestion ou lemin de bouche a base de menthol
('essence, gu’elle contient), pour rafraichir Itiae [10].

On retrouve un peu partout dans les jardinsielste la famille des labiacées, elle existe
sous plus de mille variétés a travers le globe sAcsnnue sous des noms tels que sente bon,
menthe pouliot ou encore menthe anglaise, elleesgiloyée a différentes fins. Souvent
utilisée dans la préparation de plats, la menthe&galement considérée comme une plante
aux vertus meédicinales.

Renfermant tout son ardme, ses feuilles sonérgéament les parties qui sont les plus
utilisées.

Au Maghreb, la plante est employée pour la atitde d"une boisson traditionnelle : le thé
a la menthe. Sa préparation consiste en une imfulddhé vert et d"une poignée de feuilles de
menthe.

La menthe poivrée est la plus utilisée en piwi@pie, pour ses propriétés, connues de la
tradition et étudiées scientifiquement.

La menthe est cultivée en France surtout pournir I'industrie pharmaceutique, en
particulier dans les régions de Milly-la-Forét et@hemillé, pres d'’Angers. Elle contient une
forte quantité de menthol, a I'origine de la sensate fraicheur ou de froid (car stimulant les
mémes récepteurs que ceux qui dans la bouche sosibkes au froid). La menthe poivrée
contient aussi des terpenes. L'odeur est caraaégsde la saveur camphrée. L'essence de
menthe verte est moins soutenue car elle est pusre en menthol, remplacée par la
carvone, principe actif du carvi. Par ailleursuifé essentielle de menthe est tres utilisée en
aromathérapie (surtout la menthe poivrée), en phétapie et dans la médecine japonaise
(surtout la menthe des champs). Elle ne doit pasndise en contact avec les muqueuses tant

gu'elle n'est pas diluée [11].
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[.3.2. Définition :

La menthe est une plante aromatique aux medtipropriétés. Sur le plan médicinal elle
révéle des capacités antidouleur, antiseptique igestive, tandis qu’en cuisine la menthe
apporte une petite touche de fraicheur a nos repas.

La menthe est une plante vivace, vivace du everivre donc une herbacée qui vit
longtemps en général supérieur a deux ans, quujirplilisieurs floraisons et qui résiste aux
rigueurs de la mauvaise saison, que ce soit lel@é¢hiver ou la sécheresse des périodes de

canicule [12].

Figul.Une variété de plante de menthe

[.3.2 1. Caractéristiques :

La menthe est une Plante herbacée vivace &dd-de haut, a tige droite quadrangulaire,
feuilles pétiole, lancéolées, dentées, vertes.r§lmauves, roses ou blanches.
Odeur : Trés fine, trés aromatique.
Saveur: Chaude, piquante, acre, trés aromatique, ldiskars la bouche une impression de
fraicheur agréable.
Composants chimique: Menthol, Menthone, Menthéne, Carvone, Pulégdnmonene,
Tanin...
1.3.2.2. Les propriétés :

La menthe, riche en vitamine C, en fer, en raaRrge, a des vertus digestives,
antiseptiques, stimulantes. Elle est conseilléer pesl femmes enceintes, allaitantes, et les
personnes présentant des troubles digestifs, etssax maux de ventre.
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» De par sa forte teneur en antioxydants, elle dmunéria limiter les risquesde maladies
cardiovasculaires ainsi que celles liées au ssiiment.

» La menthe se révele étre un insecticide naturiglasfé.

> Appliguée au niveau des ouvertures de votre haditakelle devient une barriere

contre les moustiques.

1.3.3. Usages de la menthe :

En générale une plante médicinale est uneelaiisée pour ses propriétés thérapeutiques.
Cela signifie qu'au moins une de ses parties (&uige, racine etc.) peut étre employée dans
le but de se soigner. Elles sont utilisées depuisnains 7.000 ans avant notre ére par les
Hommes et sont a la base de la phytothérapie [13].

Leur efficacité releve de leurs composés, tresibreux et tres variés en fonction des
especes, qui sont autant de principes actifs difitst

A noter qu'il a été observé chez des grandgesina consommation de certaines plantes a
usage thérapeutique.

1.3.4. Usages médicinales de la plante :

La menthe est avant tout une plante bienfaitagant un pouvoir positif sur la santé.
D aprés certaines sources, la menthe fut utilisél@ayen Age par de nombreuses personnes
telles que les chirurgiens pour ses propriétés aates.

Mélangée a de I'opium, elle servait a apaiser letades. Considérée comme une herbe
aromatique, la menthe est, depuis toujours, un m&fkcace de lutter contre les troubles
digestifs. En effet, idéale en infusion, elle perae contrdler les problémes gastriques et peut
aider en cas d’indigestion. Stimulante et relaxaite peut aussi s’employer pour faciliter le
sommeil et conduire a un état de relaxation.

Certaines recherches ont méme montré que laepdamait des propriétés antibactériennes.
Ce qui explique pourquoi les arabes en mettent Baaa qu’ils boivent pour que celle-ci se
conserve plus longtemps. Il est aussi possibl€ @® servir en inhalation apres avoir réalisé
une décoction avec celle-ci. Ses caractéristigaémichissantes seraient idéales pour les
voies respiratoires et auraient des effets décoiogesints [14].

1.3.5. La menthe en automédication :

La menthe offre I"opportunité de lutter d’'unedia naturelle contre divers maux sans effets
secondaires. Trés employée en phytothérapie, lahmgrossede de nombreuses facultés anti-
oxydantes et serait, selon des chercheurs, efficametre le mauvais cholestérol.

L"automédication n’est pas déconseillée car I'emgés propriétés de la plante permet
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d’obtenir de bons résultats sans aucun effet riégajeur sur la santé. Néanmoins, il faut
guand méme éviter les abus car une prise trop qaesé en infusion peut entrainer des
insomnies surtout si elle est consommeée le soirp&urt confectionner soi -méme de I"huile
de massage avec de la menthe, elle s"avere idéaldutter contre les douleurs [15].

1.3.6. Les autres usages de la menthe :

Employée dans pratiquement toutes les cultlaesenthe est une plante aux saveurs et aux
bienfaits multiples. Le menthol, essence conteraues @elle-ci, permet la réalisation de divers
produits cosmeétiques et alimentaires. Elle estialésie comme un excellent ingrédient en
cuisine et permet de réaliser des recettes etalees fraiches remplies de saveurs. Elle peut
aussi convenir a des préparations telles que ladsatle fruits ou se marier a d autres
ingrédients pour former un dessert. Au-dela deoss@mmation directe, la plante serait aussi
efficace contre les insectes et permettrait plusqudierement de lutter contre les moustiques
responsables de la malaria. C’est ce qu’ont déénguielques chercheurs indiens au cours
d’une expérience réalisée sur des mares rempliesvés de ces moustiques.

1.3.7. Différentes variéteés :

La menthe est I'une des plantes les plus renaamious la connaissons généralement
pour son odeur, ses qualités gustatives et se$algeren phytothérapie. Comme d’autres
plantes la menthe posséde elle aussi de nombreaséges. Nous ne pouvons pas aborder
toutes les variétés de menthe, je vous proposeods attarder sur 4 d’entre elles, qui me
semblent les plus intéressantes :

1 «Mentha x piperita L

2 « Menthe des chamg®dentha arvensis).

3 * Menthe pouliobu Menthe 'Flio'(Menthapulegium).
4 « Menthe vertdMenthaspicata).

1.3.8. Mentha x piperita L:

La menthe poivrée est la variété de menth@ua répandue. En France elle est cultivée

dans I'Essonne et le Mai ne et Loire, notammentr gandustrie pharmaceutique. On la
trouve généralement sur des terrains humidesist @fa nature argileuse et calcaire.
Selon les différentes sources, cette plante vivaesurerait de 10 a 60 cm de haut. Ses tiges
sont velues et violacées et ses feuilles ovaldsmtelées prennent des teintes vertes foncées a
bleu ou rouge. Ses fleurs sont roses, un peu ¥éslat regroupées en épis au sommet de la
plante [16].
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Figure 2Mentha x piperita L

1.3.8.1.Définition :

LaMentha x piperita Lest une plante herbacée de la famille des Lansad@est une

menthe issue d'une hybridation spontanée, hexapleidre la menthe aquatique et la menthe

verte (Menthaaquatica et Menthaspicata), cultiréArgleterre a partir duvii © siécle.

En raison de la saveur poivrée de ses feuilles,esft assez peu utilisée en cuisine et réservée

a unusage medicinal. Son huile essentielle edisédi dans l'industrie alimentaire pour

parfumer bonbons, dentifrices, chewing-gums, cenfs et boissons alcoolisées.

Tableau 01 :Classification taxonomie de Mentha x piperita L1753 :

Rang

Nom Scientifique

Division

Magnoliophyta

Régne

Plante

Classe

Magnoliopsida

Ordre

Lamiales

Famille

Lamiaceae

Genre

Mentha

Espéce

Mentha x piperita

nom binominal

Mentha x piperital.1753

—

Y]
—
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1.3.8.2. Description :

LaMentha x piperita Lest une plante herbacée, vivace a drageons, hgaphyte. Elle

se dresse de 10 cm jusqu'a 75 cm, voire 1 m detnaut

Les tiges et les rameaux sont rougeatresciiosecarrée. Marie-Pierre Arvy, Francois

Gallouin, Epices, aromates et condiments, Belif320

Les feuilles sont opposées et décussées. Ce desnfeuilles simples, pétiolées, 4 a
10 cm de long, velues et d'un vert foncé sur lee fagpérieure, se teignant de nuances
rougeatres au soleil et de rouge cuivré a I'oniblles sont ovales-lancéolées a marge dentée.
Elles sont recouvertes de poils sécréteurs a piezkliulaire et a téte constituée d'une seule

cellule ou de 8 cellules rayonnantes formant uteerénflée ovale, dans laquelle s'accumule.

La plante fleurit mais ne produit pas de graihes inflorescences sont des épis terminaux
tres raccourcis, comparables a des capitules. leessfsont petites, violet pale, presque
régulieres. Elles comportent un calice tubuleuxrc@arus par de nombreuses nervures
saillantes. Faiblement velu, il est terminé parehtd lancéolées et acuminées. La corolle est
formée de 4 lobes presque égaux. La lévre supériémrarginée, est issue de la soudure des 2
pétales dorsaux. La levre inférieur est forméelgm3 pétales ventraux. Les 4 étamines sont

saillantes. Sur un disque nectarifére, reposearetles.

La floraison s'effectue de juillet a septemles fruits sont des tetrakénes. La plupart des

graines avortent.
Trois variétés botaniques & x piperita L. sont reconnues:[17]

é var. piperita, menthe poivrée noire et pubesceBiteck and hairy Peppermints)
synonymes : M. nigricans Mill. 1768, M. odorataiSial 1798

é var. crispa (Benth.) W. Koch, menthe frisée (Curigtyl
synonyme : M. aquatica L. var. crispa (L.) Benth.

é var. officinalis Sole, menthe blanche (White Peppet)
synonyme : M. kahirina Forssk. 1775 ; les hybridelses en linalol / acétate de linalyle
appartiennent a cette variété.

é Les variétés horticoles les plus cultivées sont:

* menthe Mitcham, forme rubescens de la variétéin#is

* menthe blanche, forme palescens de la variétérudfis

* menthe de Hongrie, forme rubescens de la variétésyis

10

—
| —
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* menthe citronnée, menthe a odeur de citron, Meiithtec (Ehrh.)
* autres variétés : menthe 'Chocolat' originaire devBlge, 'Proserpine’ originaire

d'Autriche etc..
1.3.8.3.Systématique et synonymes :

Les études taxonomiques du genre Mentha omtugirdepuis 1753 (marquant le début de
la nomenclature moderne avec Linné) plus de 3 @d@sn Il est possible qu'environ 95 % de
ces noms soient des synonymes ou des appellaliégiimes’. La systématique du genre est
en effet, particulierement difficile en raison defacilité des hybridations, compliquée par le

polymorphisme, la culture, la polyploidie, et lapagation végétative.

Les études phylogénétiques contemporaines sthatosur I'existence de 18 espéces et
11 hybrides dénommés, répartis en quatre sectibas.menthe poivrée est dans la

section Mentha.

La menthe aune trentaine de synonymes bienigtabl

Mentha xadspersa Moench
Mentha xbalsamea Willd.
Mentha xbanatica Heinr.Braun
Mentha xbraousiana Pérard
Mentha xcitrata Ehrh.

Mentha xconcinna Pérard

o & & o o o o

Mentha xcrispula Wender
1.3.8.4.Composition chimique :

La feuille de menthe poivrée contient de nomabnaétabolites secondaires aromatiques :
des acides-phénols (jusqu'a 7 %), des flavonoiglgsasides de la lutéoline, de I'apigénine),
des monoterpéenes et des triterpénes. Le métabotisméerpenes est fortement influencé par

les facteurs environnementaux.

On extrait des feuilles une huile essentielledistillation a la vapeur d'eau. Sa composition
varie fortement avec les conditions climatiquediucales et la date de la récolte. Elle est

principalement constituéede.

é menthol : 30 a 40 %, parfois jusqu'a 64 %, pour culeure a basse altitude (300 m)

a Jammu au nord de l'Inde.

11
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é (-)- menthone de 15 a 25 % dans la menthe Mitcimaans moiti€é moins dans le cas de
la menthe blanche. Le menthone est issu d'une tryddu menthol.

é acétate de menthyle, de I'état de trace jusqu'afante concentration de 30,2 % a
haute altitude, dans le nord de I'Inde; il providnine estérification du menthol

é menthofurane, composé hépatotoxique, parfois absaig pouvant atteindre 10 %
pour la variété 'Chocolate' cultivée en Corée ;dts a jours courts produisent de
grandes guantités de ce COMpose. Une concentratidaible
de pulégone + menthofurane est nécessaire pour awveihuile essentielle ayant une
valeur commerciale. La (+)-pulégone, présente dengeune plante, disparait
rapidement.

é (+)-isomenthone, (+)-néomenthol, (-)-pipéritonepieene-4-ol B-viridiflorol, etc.

Le profil chimique de I'huile essentielle évolwaitt au cours de la croissance de la plante.
Une analyse faite tous les 30 jours, aprés la ptantation des stolons, a montré que la
concentration en menthone augmentait régulieremesgu'au 150jour (pour le cultivar

'Kukrail’) alors que la concentration en menthataé toujours €levée. La concentration en
menthofurane croissait régulierement jusqu'a 2,44 260 jours puis montait a 4,99 % a 180
jours. Les auteurs de cette étude indienne, contlgee les cultivars de menthe poivrée

doivent étre récoltés aprés 150 jours.

Les esters mentholiques de (5 a 10 %) sont nsgiles de la flaveur mentholée et
rafraichissante de I'huile de menthe. Les feuilesbonne qualité destinées a un usage

pharmaceutique donnent de 10 a 30 ml d'huile esflergar kg de feuilles seches.
1.3.8.5. Actions pharmacologiques :

Malgré un usage traditionnel multimillénaire ldementhe, et les tres nombreuses études in
vitro, les études cliniques dé xpiperita L. restent encore tres limitées et n‘'ont guére e&plor

la pharmacologie de la drogue.

» Capacité antioxydant obtenue par diverses méthodes. L'indice ORAC ¢@rg Radical
Absorbance Capa city) ou « capacité d'absorptienradicaux oxygénés » d'une solution
agueuse de feuilles de menthe poivrée est élev@meopour beaucoup d'aromates.
L'indice FRAP de « capacité de réduction du plademions ferriques en ions ferreux »,
situe encore les feuilles seches de menthe poemée la sauge et le thym mais dans

I'ordre inverse.

12
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La composition chimique étant trés variable aurs des saisons, il en est de méme de la
capacité antioxydant.ont observé la fourchette @ mol/g.

» Activité antivirale et antibactérienne. Des extraits agueux de feuilles de menthe poivrée
manifestent une activité antivirale contre les vignippaux Influenza virus A, les virus de
la maladie de Newcastle, le virus de I'herpées HB¥. nombreuses études ont établi
I'activité antibactérienne de la menthe poivrée.

» Activité anti tumorale. Dans une étude portant sur 120 plantes comestibisant a tester leur
aptitude a inhiber la promotion du cancer par dlacokadaique (AO), la menthe poivrée s'est

retrouvée parmi les 8 plantes ayant une forte it€tpour s'opposer a I'AO [18].

l.4. Les huiles essentielles :

L’huile essentielle est une substance odoraol&ile qui est extraite des végétaux par une
distillation a la vapeur d’eau.

Est un liquide concentré et hydrophobe des codgeasomatiques (odoriférants) volatils
d'une plante. Il est obtenu par extraction mécanigntrainement a la vapeur d'eau ou
distillation.

L’huile essentielle est de plus en plus souwgifisée dans les cosmétiques. Elle possede de
nombreuses propriétés qui permettraient de soiguiée sorte de troubles ou de désagréments
grace a leurs propriétés antibactériennes et atitses [19].

1.4.1. Définition d’huiles essentielles :

Les huiles essentielles (HE) sont des substamdeantes et volatiles, extraites de plantes
sous forme liquide. Contrairement a ce que ce maligie, il n’y aucun corps gras dans les
huiles essentielles. Elles proviennent d’'une siéxrataturelle élaborée par certains végétaux
pour se protéger des insectes et des maladies,amsss pour éliminer les substances issues
de leur métabolisme.

L’huile essentielle est un produit odorant, galement de composition complexe, obtenu a
partir d’'une matiere premiere végétale botaniquendgfinie, soit par entrainement par la
vapeur d’eau, soit par distillation seche, ou par procédé mécanique approprié sans
chauffage. L’huile essentielle est le plus sousgmarée de la phase aqueuse par un procéde

physique n’entrainant pas de changement signifidatsa composition [20].

13
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l.4. 2. Composition chimique :

C'est un mélange de molécules variées, compreean particulier des terpenes
(hydrocarbures non aromatiques), c'est-a-dire égrie l'isoprene et non du benzéne, et des
composeés oxygéneés (alcools, aldéhydes, cétones) gxi].

l.4. 3. Propriétés des huiles essentielles :
l.4. 3.1. Propriétés organoleptiques des huiles esgielles :

Les huiles essentielles ont des propriétés atgptigues communes comme le fait d’étre
liquides a température ambiante, d’étre volatikesrgrainables a la vapeur d’eau. Elles sont
aussi tres odorantes et incolore ou jaune pale pawrf les huiles essentielles de cannelle,
girofle, camomille matricaire, vétiver et bouleaula couleur est relativement foncée [22].

l.4. 3.2. Les Propriétés physiques :

Les huiles essentielles ont aussi des proprighgsiques communes. Elles ne sont pas
solubles dans I'eau mais en revanche elles le dans$ les solvants organiques et huiles
végétales. Leurs densités sont inférieures a «saub les huiles essentielles de cannelle,
girofle, sassafras et ail. Elles sont sensiblésxddiation, conservation limitée, a la lumiere et
a la chaleur. Les huiles essentielles ont des esdoe réfractions élevés et des pouvoirs
rotatoires [23].

l.4. 3.3. Les Propriétés chimiques :

Les caractéristiques chimiques des huiles @sflestsont magiques. Il en résulte que les
huiles essentielles constituent des mélanges coeplie composés organiques possédant des
structures et des fonctions chimiques trés diveralesutissements de ces biosynthéses, en
particulier celle des isoprénoides (Monoterpénesquiterpénes, diterpénes, triterpénes,
caroténoides) [24].

l.4. 3.4. Les chémotypes des huiles essentielles :

Le chémotype d'une huile essentielle est ufé¥erdce précise qui indique le composant
biochimique majoritaire ou distinctif, présent déhsile essentielle.

C'est I'elément qui permet de distinguer ungehessentielle extraite d'une méme variété

botanique mais d'une composition biochimique d#fifée [25].

14
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l.4.4.Huiles essentielles de la menthe :
l.4. 4.1. La composition d’huile essentielle delentha x piperita L(menthe poivrée) :
La plus utilisée en aromathérapie, contient :
- 30 a 50% de menthol,
- 15 a 25% de menthone (ou cétone du menthol
- ainsi que des fractions variables de paiégnéomenthol, pipéritone [26].
l.4. 4.2.Les chémotypes de la menthapiperita L :
» Monoterpénols Menthol (32.90%); Neomenthol (3.20%); Terpinenet40.96%);

Néoisomenthol (0.44%); trans-thuyanol (0.34%); LohéD.17%)

» Cétones Menthone (27.07%); Isomenthone (4.19%); Puleda@r#®1%)

» Oxydes 1,8-cinéole (4.96%).

> Esters Acétate de menthyle (4.70%); Acétate de néomémiidy34%); Acétate
d’isomenthyle (0.24%).

» Monoterpénes Limonéne (2.75%)B-pinene (1.20%)q-pinene (0.84%); Sabinene
(0.53%);y-terpinene (0.40%); p-cyméne (0.30%).

» Sesquiterpenesp-caryophyllene (1.80%)

Les pourcentages pouvant varier légéerement d’'ua laiutre, sont donnés a titre indicatif.
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ll. Les techniques d'extraction d’huiles essentiés :
[I. 1. Introduction :

Les différentes techniques d’extraction deslelsuiessentielles ou extraits aromatiques
doivent d'une part, tenir compte des caractéristquet d’autre part, apporter des
performances quantitatives satisfaisant une fateahde toujours plus exigeante.

Basée sur différents phénomenes physiques : lflalien, I'extraction ou la séparation, ces
techniques seront présentées selon le principleguel elles sont basées [27].
[1.2.1. Les étapes de I'obtention d’une huile esséalle :

Les étapes de I'extraction des huiles esdirgtid’origines végétales restent identiques
guelque soit le « type » d’extraction utilisé. dt @écessaire dans un premier temps d’extraire
de la matiere végétale les molécules aromatiquestit@ant I'huile essentielle, puis dans un
second temps de séparer ces molécules du miliedigidliation, comme il est représenté dans

la (Figure 03) [27].

1. Chauffage de Ia 2. Séparation des molécules
matrice : destruction des et de la matrice
parois

\ / Libération des

molécules aromatiques
/

Figure 03: Les étapes de I'extraction des huiles essenti¢R&q.

[1.2.2. L’hydrodistillation :

Mot composeé de hydro- en grec « eau » et ééilldiion qui vient du latirstilla, « goutte »
et dedistillare (latin savant), « tomber goutte a goutte ». Ce ¢utéa'extractiodate de
I'époque de la révolution industrielle (au XIXe di&).
Dans ce cas, le matériel végétal est en contamttdavec I'eayFigure 4). Le procédé consiste
a immerger directement le matériel végétal a tréiteact ou éventuellement broyé) dans un
récipient rempli d’eau qui est ensuite porté al@mn. Les vapeurs hétérogenes sont
condenseées sur une surface froide et I'huile esdlense sépare par différence de densité[28].
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Parfois un additif ionique est ajouté, il s’agitigsent de NaCl qui permet d’augmenter la

force ionique de I'eau et donc d’obtenir un meitleendement en huile essentielle [29].

TR RN (AT gt
R

Figure 04: L’extraction des huiles essentielles pare d ’hyéstiltation [30].

Légende :
(1) Chauffe-ballon ; (2) eau en ébullition ; (3)i&rmometre ; (4) réfrigérant a eau
(5) arrivée et sortie d’eau ; (6) éprouvette gradu@’) matériel végétal ; (8) huile essentiel ou
essence.

L’alambic traditionnel utilisé dans les atedi@rtisanaux et les ménag€wyfre 05 a pour
inconvenient la non métrise de la température dipient contenant le mélange (eau matériel
végétal), ce qui peut modifier la couleur, 'odaifou la composition de I'huile essentielle

au cours de la distillation [31].
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:
]

Figure 05 : Alambic traditionnel [30].

Remarques :
Cette technique est généralement indiquée psuhuddes essentielles dont les constituants

chimiques sont thermorésistants.

Lors de la distillation des huiles essentiefiessieurs phénomenes sont a la base d’échange
de matiére entre les phases solide, liquide eturapkou I'influence d’'un grand nombre de
parameétres sur la qualité et le rendement de éheskentielle [32].

La durée de distillation est un outil intéregspour obtenir une composition souhaitée
d’huile essentielle [31] ; La durée d’extractiontiomle est celle qui correspond a la durée
minimale permettant d’extraire toutes les fractjariest-a-dire une durée qui se termine dés
gue la rentabilité de I'extraction commence a dumin

Les expérimentations montrent que la duréeistédlation est plus longue pour les organes
de plantes ligneuses que pour les herbacées. Qiétézence est fortement liee a la
localisation des structures d’élaboration ou deksige des huiles essentielles pouvant étre

superficielles ou internes [33].
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[1.2.3. Entrainement a la vapeur d’eau :

L’entrainement a la vapeur d’eau est 'une des ou#h officielles pour I'obtention des
huiles essentielles. A la différence de I'hydrataion, cette technique ne met pas en contact
direct I'eau et la matiére végétale a traiter. ®gdpeur d’eau fournie par une chaudiéere
traverse la matiére végétale située au dessus dhillee Durant le passage de la vapeur a
travers le matériel, les cellules éclatent et Bbélhuile essentielle qui est vaporisée sous
I'action de la chaleur pour former un mélange «-edwile essentielle ». Le mélange est
ensuite véhiculé vers le condenseur et 'esseavi@nt d’étre séparé en une phase aqueuse et
une phase organique :

L’huile essentielle". L’'absence de contact diretre I'eau et la matiere végétale, puis entre
'eau et les molécules aromatiques évite certaimpmeénes d’hydrolyse ou de dégradation
pouvant nuire a la qualité de I'huile [27].

tew

e

Yapeur

d'eau

Plantes Jromal pues

I

=
e

e

!
!
vapeur d'eau chargée

d'HLE. ' ' 2 [
: i

eau froide |

eau chaude ~ : .
pas
nnY,

N4

aeau + H.E

huile essentielle

sl ou hydrolat
Figure 06: Appareillage de I'entrainement a la vapeur d.eau

[1.2.4. Extraction par micro-ondes :

Gonzler, Gedye et dautres en 1986, furent lesmpers a présenter une technique
d’extraction par micro-ondes en vue d’'une analysematographique 34|
Ce procédé consiste a irradier par micro-ondesadmadtiere végétale broyée ou non au
préalable en présence d’'un solvant absorbant feriees micro-ondes (le méthanol) pour
I'extraction de composés polaires ou bien en pEsediun solvant n’absorbant pas les micro-
ondes (hexane) pour I'extraction de composés apslai

L’ensemble était chauffé sans jamais atteindébullition durant de courtes périodes
entrecoupées par des étapes de refroidissemenesApme étape de séparation par
centrifugation, les échantillons étaient directetmejectés sur colonne chromatographique.
Golmakani et al Ont mis en évidence les avantagd$gdro distillation assistée par micro-
onde duThymus vulgarisL : un temps d’extraction plus court (75 min cortlepour HD); un
rendement amélioré (2.44% contre 2.39% pour HD)reimpact environnemental moindre
[35]. (Figure 07)
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Entrée dans I'ean Sortie de I'ean
g™
Réﬁigérame—.-i" )

Huile essentielle .""
Eau aromatique d
i

Agitateur E——— Réacteur
Matiére végétale 2 «— four

5 (==
Thermomeétre =

73  Transformateur

Figure 07: Montage d'extraction par micro-ond¢S6]
[1.2.5. Extraction par CO, super critique :

L'appareil permet d’émettre en contact le matégletal et le C@et de varier les conditions
de Le CQ est le fluide le plus employé pour I'extractionndatieres premiéres aromatiques.
Température et de pression pour que ce fluide e¢gsa6t comme un gaz (viscosité,
diffusion), tantét comme un liquide (densité, pouve solubilisation). Les composés
solubles seront alors extraits et séparésire 08). On ajuste donc ces parametres selon la
nature des produits que I'on veut extraire, cenqus permet d'étre tres sélectif et d'obtenir les
différents constituants de maniére séquentielléciBons que cette technologie est celle qui

altere le moins l'extrait végétal .Les avantagesedprocédé sont les suivants :

Le CQ est totalement inerte chimiquement, il est najureh toxique et de bon marchée, On
utilise des basses températures pour la mise ereceuv

En fin de cycle, la séparation entre le sohdiextraction et le soluté pour obtenir I'extrait
est facile (simple détente qui raméne le,G0’état gazeux), avec une récupération quasi-
totale et peu codteuse.

Les frais de fonctionnement, a I'échelle piloie de laboratoire, sont réduits (le £6xst
continuellement recyclé).

L'extraction au CQ supercritique est une technique intéressante pporée de nouvelles
notes olfactives (méthode d'extraction plus conepleét moins dégradante que la vapeur
d'eau). Cependant son installation industriellaerelteuse et I'appareillage est encore

envahissant [37].
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\ /[ X
eHTL e.‘(
SCHEMA DE PRINCIPE
D’EXTRACTION PAR CO2 SUPERCRITIQUE

age
CO2 liquide

Condensateur

»
| LYI

- CO2 & I'étst supercrtique + extrait

Figure 08:Appareillage d’extraction avec fluide supercriti@0,).
[1.2.6.L’extraction par I'appareil de Soxhlet:

Il s’agit d'une extraction solide-liquide résie dans un appareil qui porte le nom de son
inventeur : Franz von Soxhlet. Cet extracteur esstitué d’'un corps en verre dans lequel est
placée une cartouche poreuse en cellulose, d’'ua siython et d’'un tube d’adduction. Le
montage se compose d’un ballon contenant le solamtraction, surmonté d’'un extracteur
dans lequel est insérée la cartouche contenantateenm solide végétale, généralement sous
forme de poudre. Un réfrigérant, qui joue le rble kkflux, est adapté au-dessus de
I'extracteur. Dans le ballon, le solvant est mainteen ébullition constante, grace a un
chauffe-ballon avec agitation magnétique intégedie, d’éviter des a-coups d’ébullition qui
provoquent une remontée du liquide contenu dansaln et non de vapeurs pures de
solvant. Quand le ballon est chauffé, celles-cispats par le tube adducteur, se condensent
dans le réfrigérant et retombent dans le corpsedéracteur, faisant ainsi macérer le solide
dans le solvant (chauffé par les vapeurs se trdueandessous). Le solvant condensé
s’accumule dans I'extracteur jusqu’a atteindredmmiet du tube-siphon, qui provoque alors
le retour du liquide dans le ballon, accompagnéstéstances extraites. Le cycle peut alors
recommencer et le solvant contenu dans le ballemrighit donc progressivement en

composés solubles.
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Cette technique est loin d’étre exclusive aux ks aromatiques d’origine végétale [38].
Elle est frequemment utilisée pour I'extractionligedes [39], ou de divers autres catégories

de molécules. De plus, cette technique d’extraciicgté récemment combinée aux micro-
ondes et aux ultra-sons [40].

=

1

=

[

Hydrodistillation - Extraction
Simultanée

Appareil de Soxlhet

Lickens-Nickerson

Figure 09: Les différents types d’extraction par solvants titsla[41]

[1.2.7. Détente instantanée contrélée (DIC) :

Cette méthode d’extraction est née des étudemigueés menées par le Professeur Allaf
(1989) sur lI'expansion par extrusion et suivies tol/aux expérimentaux. La Détente
Instantanée Controlée est fondée sur la thermodgu@nde l'instantanéité et des processus
d’autovaporisation couplée a I'évolution hydro-tihhermécanique de nombreux polymeéres a
usages alimentaire, cosmétique, pharmaceutiqee,. pt2].

Des brevets ont été déposeés et de nombreux trardurise en ceuvre cette innovation
technologique. Son [utilisation s’est avérée eftie et présente un large spectre de
potentialités dans de nombreux domaines d’activi#s citera notamment ses applications
pour la préservation du bois archéologique. I'éyevdu blé, le séchage, la débactérisation , la
texturation I'amélioration de I'extraction entreutees des produits lourds tels que les

flavonoides [43]; des composés volatils a partirlalenatiere végétale et ce pour divers

organes tels que les grains [44], les fleurs le bbes feuilles ou les zestes des agrumes [45].
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[1.3. Les méthodes d’analyse des huiles essentislle
[1.3.1. Identification des constituants d’'un mélang :

De maniere schématique, deux démarches anadgtiqe distinguent en fonction de
I'objectif recherche. La premiére est I'analysaisturale qui consiste a élucidé la structure
d’'une molécule qui n'a encore jamais étre décritasdla littérature. La seconde est
d’identifier et de quantifier un produit déja conaudont les caractéristiques spectrales sont
répertoriéesL’analyse structurale :L’analyse structurale nécessite la purificationatable
du compose par des distillations fractionnées our idfférentes techniques
chromatographiques (CCM, CC, CLHP, CGP) permetiatitenir une quantité suffisante de
produit pur afin de réaliser une étude spectrosgapcompléete par Spectrométrie de masse
(SM), Infra-Rouge par Transformée de Fourier (IRTBjtra-violet (UV) et Résonance
Magnétique Nucléaire (RMN-1H et RMN-13C, RMN bidins®onnelle) [46], A partir de la
combinaison de ces méthodes complémentaires, pastible d’établir avec une certitude
suffisante la structure de la molécule du constitirrconnu.

11.3.2. La Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG) :

La CPG est une méthode d’'analyse par séparatios’'gpplique aux composes gazeux ou
susceptibles d'étre vaporises par chauffage saognggbsition [47]. C'est la technique de
séparation la plus utilisée dans le domaine ddsshessentielles, car elle permet d’effectuer
l'individualisation des constituants a partir d’@ctillons de I'ordre du milligramme voire du
microgramme. Les progres technologiques réalisas Badomaine des colonnes capillaires,
des phases stationnaires et des détecteurs (Ft2potribue a rendre la CPG incontournable
pour l'analyse des huiles essentielles. Chaquetitasust est caractérisé par des indices
calcules a partir dune gamme d’alcanes ou plusmant d’esters méthyliques linéaires, a
température constante (indice de Kovats) [48] eoyprogrammation de température (indices
de rétention) [49] Les temps de rétention, bien specifiques d’'un compose, ont tendance a
varier d’une analyse a l'autre, notamment du faitveeillissement des colonnes. Les indices
de rétention polaire (Ir p) et apolaire (Ir a) soatnparés a ceux d’échantillons authentiques
contenus dans des bibliotheques de référence ékxbau laboratoire, dans des bibliotheques
commerciales [50], ou répertoriés dans la littéeat Cependant, une reproductibilité parfaite
des indices de rétention est difficile a obtenir net peut étre observée que sur des
chromatogrammes réalisés sur une peériode courte des conditions expeérimentales
rigoureusement identiques. Les variations les phogortantes sont observées lorsqu’on

compare les indices de rétention obtenus au latioratavec ceux de la littérature,
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particulierement pour ce qui concerne la colonnkiipo [51]. Dans le domaine des huiles
essentielles, il a été montré que 230 sesquitespdaeméme masse moléculaire présentent
des indices de rétention compris dans un intengdleseulement 300 unités (49). Il s’ensuit
une grande incertitude dans l'identification desstituants. De plus, les nombreux cas de
coélution montrent que la comparaison des indi@gétention et méme la méthode des
surcharges ne suffisent pas a identifier formell@men composé. Le développement des
phases stationnaires chirales (colonne de cyclddes) et de la CPG multidimensionnelle a
permis de surmonter certaines difficultés rencastrdans la séparation et l'identification des
composés dans les huiles essentielles [52]. AlasiCPG bidimensionnelle (CPG/CPG),
mettant en ligne deux colonnes capillaires, permaetséparation, l'identification et la
quantification de composés minoritaires pouvaniumréavec des composés plusabondants.
L’échantillon est injecte dans une pré-colonnespes composés qui coeluent sont transféres
dans une deuxiéme colonne pour étre sépares.

L’efficacité de cette méthode est illustrée par hddtr et coll. [53] qui ont appliqué la CPG
bidimensionnelle a I'étude d'une huile essentietle vétiver Vetiveria zzanioides).
L'utilisation de colonnes chirales en CPG bidimensielle permet I'analyseenantiomerique
des constituants d'un mélange complexe. Dans debream cas, la détermination de la
distribution énantiomérique est utilisée pour leedéon d’adultérations dans les aromes [54],
[55]. Enfin, la GPG/CPG chirale a étre utilisée panig et coll [56]. pour identifier le (-)-d-
amorphéne dans une huile essentielle de vétiver.

Les techniques de couplage de la CPG avec desideelsnspectroscopiques (SM, IRTF) ont

permis une approche beaucoup plus précise de tifation (Figure 10).

détecteur DIF
régulateur de débi\\ - /‘
| 9 (L)
=
Air H, He

colonne
exploitation

™~ gaz vecteur des données

\| Y
gaz pour DIF

Figure10: Appareil de CPG avec ionisation de flamme.
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11.3.3. Chromatographie en phase gazeuse couplée la spectrométrie de masse
(CPG/SM) :

La simplicité du couplage entre ces deux tearsq les progrés accomplis dans le
traitement en temps réel du signal, la constitutierbanques de données de spectres de masse
et le développement des algorithmes de comparaste le spectre d’'un composé inconnu
avec ceux répertoriés dans la banque sont a Ierige la généralisation de l'usage de la
CPG/SM dans les laboratoires d’analyse des com@ueésatiques.

D’un point de vue analytique, d'important progrés été réalisés en couplant la CPG avec un
spectrometre de masse (SM). En effet, le couplad@&/EM en mode impact électronique
(IE), dit CPG/SM-(IE), est la technique utiliséerentine pour I'analyse dans le domaine des
huiles essentielles. Le principe de la spectromé&td masse consiste a bombarder a l'aide
d’électrons une molécule qui sera fragmentée ;difgrents fragments obtenus, chargés
positivement constituent le spectre de masse dendéécule. Cette technique permet
d’identifier un composé en comparant son spectreux contenus dans des bibliotheques de
spectres informatisées ou sous format papier agtegrau laboratoire ou commerciales [57].
[1.3.4. La résonance magnétique nucléaire RMN :

La RMN permet de sonder la structure moléculare faisant interagir I'aimantation
naturelle des noyaux avec un champ magnétiqgue. EN,R'interaction entre le noyau
atomique et le champ magnétique est quantifiéedesune fréquence particuliere (appelée
frequence de Larmor) permet cette interaction. eCetiquence dépend du type de noyau
observé (proton, carbone, azote, etc.), mais ages$environnement chimique de ce noyau,
c'est-a-dire des autres noyaux présents autoude®télectrons impliqués dans la liaison
chimique. La fréquence de résonance permet donendenter a la structure de la molécule.

La résonance magnétique nucléaire est un axtgpionnel pour déterminer la structure
d’'une molécule naturelle ou synthétique. Grace @iarsité des parametres mesurables, elle
permet d’aborder I'ensemble des probléemes posésgxamen d’'une molécule en solution.
L'originalité de la RMN par rapport aux autres teitjues spectroscopiques réside dans le fait
d’apporter une information précise et individuefler la trés grande majorité des atomes
constitutifs de la molécule, de fournir la possiéild’identifier les connexions entre atomes
des diverses entités, squelette, groupes fonctioratdinalement de permettre de les situer
dans l'espace les uns par rapport aux autres.ratégte présentée pour la détermination de
structure par RMN est tres efficace pour les mdécde dimension moyenne. Les méthodes
de base de la RMN monodimensionnelle et bidimemsla sont le plus souvent suffisantes

pour atteindre I'objectif fixé [58].
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[11.1. Introduction :

Les charancons, malgré leur joli nom, causengrdves dommages aux cultures. Au total,
il y a environ 50 000 especes et il est parfoidialé pour une personne inexpérimentée
d'identifier chacune d'entre elles. Une place mit$¢i dans la famille est occupée par le
charancon du blé. Sa patrie historique est I'ldt) elle s'est répandue dans le monde entier.

Dans certains pays, l'organisme nuisible est uetalgy quarantaine. [59]

l1l.2. Charangon du blé :

Ce coléoptere est un ravageur nuisible car lds eent pondus dans les graines des céréales
et bien entendu, plus particulierement dans ledite)y) son nom « charancon du blé ». Les
larves créent de nombreux dégats dans les culpoasant provoquer des famines dans
certains pays. On trouve donc ces insectes dansiltes les garde-manger et les paquets
alimentaires et il faut agir vite pour ne pas émgahi...[60]

l11.3. Systématique:
Ordre : Coléoptere.
Famille : Dryophthoridae.
Nom scientifique Stophilus granarius.
Espéece semblableStophilus zeamais (distinguable seulement par les piéces génitales d
male) Occasionne parfois des infestations conjsiatecStophilus granarius .
Alimentation : graine, pate, blé , céréale, farldagumineuse...
Habitat : placards de cuisine, silos a grains, ucef, magasin d’alimentation,
boulangerie...
Spécificités : le charancon est reconnaissables & $aches rougeatres ce qui permet de le
distinguer des autres insectes granivores telsngjtes alimentaires, Cucujide des grains
[60].
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Figure 11 : La face dorsale d&tophilus granarius.

l11.4. Morphologie :
Longueur de l'adulte : de 2,5 a 4,6 mm.
Description : Les élytres arborent 4 taches vaidantougeatre au jaune. Le charangon
posséde un rostre long et une paire d’antennesesud
Couleur : brun rouge a brun foncé.

La larve : blanche et apode (sans pi¢63).

l11.5. Cycle de vie :
Reproduction : une femelle pond de 100 a 400 caarfs da vie (elle pond environ 4 ceufs
par jour).
Durée de vie de I'adulte : 4 & 5 mois.
Cycle : 5 a 14 semaines selon les conditions.
Condition de développement optimale : 25 a 35°Aueatidité de 70 %.
Ses prédateurs : araignée, oiseaux, guépes parasigiens, coléopteres Histérides du
genre Carcinops.

111.6. Prévention :

Enfermer les aliments dans des bocaux hermétiques.

Sortez vos placards de cuisine au frais si poss#niées charancons craignent le froid.
Faites bouillir les produits infestés pour fairenomter les larves et les tuer.

Nettoyer vos placards, passer l'aspirateur et fermwes sacs poubelle afin d'éviter la

contagion des larves.
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- Colmater les fissures des murs et des plinthesatatour du garde-manger.

« Supprimer 'humidité qui favorise le développemeées larves.

[11.7. Un coléoptére qui se développe dans le blé :

Ce petit insecte ne dépasse pas les 2 a 3enlondueur. Il est d’'un brun assez fonce. Il
possede un long rostre (le rostre étant le nom@awmx pieces buccales de certains insectes)
et une paire d’antennes pliée en forme de coude.

Les quatre taches rougeétres présentes sur sessétgractérisent bien le charancon du blé.

Il est donc facilement reconnaissable grace a tedstail.

111.8. Développement de Charangon de blé:

Les larves grandissent dans les grains. teuleur est blanche et leur forme ressemble
a un C.Il leur faut une température de 27 a 31 6@ jgue leur développement soit optimal.
Leur cycle évolutif se déroule en cing a huit semasi Plus 'humidité du milieu ambiant est
importante, plus vigoureuse sera la croissancelatees de charancon du blé. Dans des
conditions optimales, (température de 30 °C et Hiki relative de 70 %),
les larves atteignent leur maturité en 25 jours. tEmps normal, les charancons se
développent dans les pays tropicaux. C’est sousatiasdes que se trouvent les meilleures
conditions de vie pour cet insecte. Mais le blénoe maintes marchandises, voyage autour
du monde et ces transports internationaux I'oréamép jusqu’a nos entrepdts. Les charangons
ont ainsi colonisé certaines régions tempéréesfddrartie le Québec.
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IV. 1. Introduction :

L'objectif de ce travail est la détermination deSvaluation de la toxicité des huiles
essentielleMentha x piperita Lsur charancons de blé et I'activité antibactéréel'extrait
d’huile essentielle de IMentha x piperita L. de l'utilisation dans la lutte biologique et
I'activité antibactérienne.

Ce travail a été effectué au sein du laboratifENS (EI kouba)
Le laboratoire s'occupe de I'extraction, d@uililes essentielles et extraits végétaux des

plantes aromatiques.

IV. 2. Matériel végétal :

IV. 2. 1. Caractéristique générale :

Tableau 02 :Caractéristique générale Meentha x piperita L:

Produit Menthe x piperita L
Origine Tablat (Médéa)
Nature Huile essentielle 100 % pure et naturelle
Nom botanique Mentha x piperita L
Méthode d’extraction hydrodistillation ( Clevenger)
Odeur herbacée, fraiche, mentholée
IV. 2.2. Récolte :

La récolte de la plant&lentha x pepireta ) a été realisée dans différentes régions (tablat.
Médéa) dans le Sud Est Algérien, durant la péradidat du mois mars 2019 jusqu'au mois de
mai.

IV. 2.3. Séchage :

La plante fraichement récoltée, est lavée et laisgeéhée a I'ombre dans emroit sec et

aéré, a 'abri de la lumiére et cela pendant 15 jours (Figure 12).
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Figure 12 :Mentha x piperita L sechgoriginale)
IV. 3. Matériel animales :
Les adultes de charancons de &éophilus granarius) utilisés pour les tests proviennent
des élevages de masse entretenus au sein du lateods biologie d’université de D. Yahia
Fares de Médéa aux niveaux de LycEigure 13)

Figure 13 L'élevage en masse de charancon dedigifale).

Figure 14 :la face dorsale et ventrale de charancon d{dniginale)
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IV.4. APPAREILLAGE ET PRODUITS :

VI1.4.1. Appareillage:

Les tableaux (03, 04) ci—dessous, regroupentitiEgahts appareils utilisés dans la partie
pratique.

Tableau 03 :Appareillage utilisé pour I'extraction de la plant

Appareillage

» Balance analytique
» Clevenger

* Vortex

* Micropipette

* Boite de Pétri

IV.4.2. Produits chimiques utilisés :

Tableau 04:Produits et réactifs chimiques utilisés la pagtpérimentale.

Produits

- Tween (80)
- NaySO,

IV.4.3. Formule du Tween (80) :

Synonyme(s) polysorbate 80.

Nom systématique polyoxyéthyléne (20) sorbitan monooléate.
Nom(s) : Tween 80.

N° CAS : 9005-65-6.

Formule brute : CssH124026.

Masse molaire :1310.00 g.mét.

Aspect : liquide visqueux jaune foncé.

IV.5. METHODES::
IV.5.1. L’hydrodistillation :

La partie aérienne de la plante (feuillesjéarécoltées dans la région de tablat(Médéa) au
mois Avril (2019). Les huiles essentielles (HE) @&té isolées par hydrodistillation. En
utilisant un appareillage de type Clevengmagure 15). L'extraction a duré 3heures pour un

mélange de 100g de matériel végétal seche avd®ead distillée, I'ensemble est ensuite porté
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a ébullition dans un ballon & 3 cols ou fiole dlitre surmonte d'une colonne de 60cm de
longueur reliée a un réfrigérant. Les vapeurs aesgl'huile et qui traversent le réfrigérant,
se condensent et chutent dans une ampoule a dechi@au et I'huile se séparent par
différence de densité. Les huiles essentielleseifieupar décantation a la fin de la distillation
a été filtrée en présence de sulfate de sodiumS@ pour éliminer les traces d'eau
résiduelles et I'huile essentielle Mentha x piperita Lsera par la suite récupérée et stockée a
4° C a l'obscurité dans un flacon en verre appéoprermétiquement fermé et couvert d'une
feuille d'aluminium pour la préserver de l'air etldlumiére. La quantité d'essence obtenue est

pesée pour le calcul du rendement.

L

Figure 15 : Hydrodistillation(Clevenger)Originale)
IV.6. ETUDE SUR SITOPHILUS GRANARIUS:
IV.6.1. Teste biologiques :

Dans ce travaille on a évaluer la toxicité de predleMentha x piperita Lsur les
charancons de blé, si produis sont : les huilentigdles, on a utiliser trois méthode, et pour

chacun on tester quatre dose et témoin avecéditiéps.
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IV.6.2.1. Effet les huiles essentielles déentha x piperita L:
IV.6.2.2. Evaluation de la toxicité des huiles essgelles par effet inhalation:

L’évaluation de l'effet par inhalation s’effeet dans des boucaux en verre, une dose
d’huile essentielle est disposée a l'aide d'unermapepéte sur du coton suspendue par file a
la face interne de couver cercle, apres introddés10 couples (males et femelles) de
charancons adultes dans chaque flagoatre doses utilisées et témoin, et pour chaqee d
trois répétition. chaque dose retenue 6 tempspdekon ont été testés, il s’agit de 6 h, 12 h,
24 h, 48 h, 96 h et 192 (Figure 16).

Tableau 05 :Les doses et le temps choisis pour le test d’itioala

Dose (ul /cnr) Répétition Temps
D; =0.26 R1

6 h

R2

R3

R1 12h
D,=0.13 R2

R3
R1
Ds= 0.06 R2 24 h
R3
R1
D4,=0.03 R2 48 h
R3
R1
D= témoin R2

R3

96 h

192 h
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Les différentes étapes sont regroupées dans @&is expérimentale suivantgigure 16)

10 individus de charancons de blé

introduire dans chaque flacon.

Une bout de coton inhibé avec une
dose d’HE puis fixer par une file

a l'intérieur du flacon.

Fermier rapidement les flacons p

Empécher la volatilisation d’HE.

Figure 16 : Dispositif expérimentale résumer les étapes dedtadtalation.
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IV.6.2.3 : Evaluation de la toxicité des huiles eestielles par effet contact :

Pour chague essai, une solution de twedb%®0) de 1 ml, contenant chacune des huiles
essentielles est dispersé d’'une maniere homogenessooites de pétri qui contient le papier
absorbant et les charancons de blé. Les essai$éorépétés 3 fois pour chaque dose. Toutes
les boites ont été infestées par 10 individus adudharancons de blé. Quatre doses utilisées
120 pL, 60 pL, 30 pL, 15 pL, et témoin, et pourgiiedose retenue 6 temps d’exposition

MATERIELS ET METHOBS

ont éteé testeés, il s'agit de 6 h, 12 h, 24 h, 486h et 192 hTableau 06)

Tableau 06 :Les doses et le temps choisis pour le test contact.

Dose (ul/ml)

Répétition

Temps

D]_: 120

R1

R2

R3

D2: 60

R1

R2

R3

D3: 30

R1

R2

R3

D4 =15

R1

R2

R3

D témoin

R1

R2

R3

6h

12h

24h

48h

96h

192h
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Les différentes étapes sont regroupées dans l@sig@xpérimentale suivant@igure 17)

Etape (1)

nous préparons tween E (80) a 5%

Dilutions des huiles essentielles pure par tyveen

I

Etape (2)

Nous en préparer quatre dose
D1 1ml de tween (80) + 120uL D’HE
D2 1ml de tween (80) + 60 uL D’HE

D3 1ml de tween (80) + 30 uL D’HE

D4 1ml de tween (80) + 15 uL D’HE

Mettre le papier absorba a I'intérieur dans chaque boite on

de chaque boite pétri mettre 10vidldis de charancons

-
- B

= - >
I

al’aide d’'un atomiseur, on a pulvérisé les
différents doses de solution huile essentielle-

sur insectes fermé les boites.

Figure 17 tes différentes étapes de teste contacte par lesassentielles.

36

—
| —



CHAPITRE IV :

IV.6.2.4 : Evaluation de la toxicité des huiles eestielles par effet ingestion :

Pour chaque essai, une solution de tweg®%®() de 1 ml, contenant chacune des huiles
essentielles est dispersé d’'une maniere homogéenessooites de pétri qui contient 5 g de blé
pour chaque boite et les charancons de blé. Lesmiseent été répétés 3 fois pour chaque
dose.apres avoir pulvérise la solution d’hugele tween sur les grains de blé ,attendez

un peu de temps pour sécher , Toutes les baitegté infestées par 10 individus adultes

charangons de blé. Quatre doses utilisées :

120 pL, 60 pL, 30 pL, 15 pL, et témoin, et pourgudose retenue 6 temps d’exposition

MATERIELS ET METHOBS

ont éteé testeés, il s'agit de 6 h, 12 h, 24 h, 486h et 192 h(Tableau 07)

Tableau 07:Les doses et le temps choisis pour le test ingestio

Dose (uL /ml)

Répétition

Temps

D;-120

R1

R2

R3

D, =60pL

R1

R2

R3

Ds= 30 pL

R1

R2

R3

D,=15 pL

R1

R2

R3

D témoin

R1

R2

R3

6h

12h

24h

48h

96h

192h
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Les différentes étapes sont regroupées dans mEiE expérimentale suivant@igure 18)

Etape (1)
nous préparons tween (80) a 5% Dilutions des si@dsentielles pure par tween

J

Etape (2)

Nous en préparer quatre dose

D; 1ml de tween (80) + 120uL D'HE
D, 1ml de tween (80) + 60 pL D'HE
D3 1ml de tween (80) + 30 uL D'HE

D4 1ml de tween (80) + 15 pL D’HE

Témoin

Nous pesons 5g de blé et les nous pulvérisomsdolution mettre chaque
Mettons dans chaque boije sur le blé et attdons qu’elle || boitel10 individus

Sécher

(1) (2) ©)

Figure 18: les différentes étapeg deste injonctions par les huiles essentielles.
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IV.7 : Expression des résultats :
IV .7.1. Détermination du taux de mortalité :

On procéde a un comptage journalier cumulé deasithes morts du début jusqu’a la fin de
I'expérience.
Les mortalités sont exprimées en pourcentagégarmule suivante :

Mortalité observé % = (nombre de mort / nombre tout) * 100

Les mortalités observées sont ensuite corrigéefa formuled’ ABBOT (1925)
MC% = (M2-Mt/100-M1) *100
Soit :
* Mt : Pourcentage de mortalité dans le lot témoin.

M2 : Pourcentage de mortalité dans le lot traité.

M.C(%): Pourcentage de mortalité corrigé.
IV.7. 2.Analyse statistique des résultats
Pour le traitement des données nous avornséuli logiciel Stasistica. Pour I'analyse de la
variance afin de vérifier une éventuelle efficacdés difféerentes dilutions des huiles
essentielles dslentha x piperata L vis-a-vis les adultes d&tophilus granarius (charangons

de blé) testées et la comparaison entre les tr@ihades des analyses ont été faites en
utilisant la procédure décrite par le Statistica.

Les résultats sont analysés par I'analyseatiance (ANOVA pournalyses Of Variance)
pour vérifier la signification de la variable d'@ét entre toutes les combinaisons des

modalités, dans les conditions paramétriquesdiskaibution de la variable quantitative.

—
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I\V.8. Etude de l'activité antibactérienne :
L’étude de I'activité antibactérienne a été réaipar la méthode dite : Méthode de diffusion
sur milieu de culture (méthode de disque). Poua,cmh a mené des tests microbiologiques

par diffusion en milieu solide.

Tableau 08 :Classification du germé€itobacter diversus.

Réegne Bacteria

Embranchement Proteobacteria

Classe Gammaproteobacteria

Ordre Enterobacyeriales

Famille Enterobacteriaceae

Genre Citobacter

Nom binominal Citobacter diversus

Tableau 09 :Classification du germroteus mirabilis.

Regne Bacteria

Embranchement Proteobacteria

Classe Gamma Proteobacteria

Ordre Enterobacteriales

Famille Enterobacteriaceae

Genre Proteus

Nom binominal Proteus mirabilis

I\V.8.1. Protocole

> Préparation d’inoculum
La revivification des différentes especes bact@asrest faite par passage successif sur gélose
nutritive. Chaque espéce est ensemencée au pealahlne gélose nutritive, pour obtenir
une culture de 18 a 24 h. Ensuite, 4 & 5 coloraegbennes bien isolées sont mises en
suspension dans I'eau physiologique a 0,9 % Na@s ¢ette suspension est ajustée au

standard Mc Farland 0,5 a I'aide d’'un spectrophetive) correspondant a une densité optique
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DO entre 0,08 a 0,1 lue a 625 nm, ce qui correspamke suspension contenant environ de
10 bactéries/ ml et fdevures/ml (Rodrigues et al. 2005).

» Préparation du milieu de culture
Le milieu de culture approprié a cette étude estileu Muller-Hinton préparé comme suit:
38 g de la gélose Muller-Hinton a été dissous dangitre d’eau distillée, puis laissais le
mélange bouillir avec une agitation jusqu'a dissomtucompléete, puis I'auto-claver pendant
20 minutes a 121°C.

Tableau 10 :Composition qualitative et quantitative du miligweller Hinton.

Ingrédients Composition (g/L)

Peptone 17,50
Extrait de viande 2,00
Amidon 1,50
Agar 17,00
pH final a 25°C 7,3£0,1
Eau distillée QSP

» Activité antimicrobienne
L’activité antimicrobienne a été réalisée en uditisla méthode de diffusion de disque sur le
milieu gélose de Muller Hinton (MH) pour les sousheactériennes, cette méthode a été
standardisée par le Comité National des Normes paimoratoires Cliniques (NCCLS)
(Kiehlbauchet al. 2000.

L’ensemencement de ces deux milieux est réaliséquarvillonnage, a I'aide d’un écouvillon
stérile puis I'introduit dans la suspension micestie et essoré contre la paroi interne du
tube, en réalisant des stries paralleles etaussieseque possible a la surface d’'une boite de
Pétri préalablement coulée. L’opération est répgtée fois en tournant la boité 60° et en

tournant I'’écouvillon sur lui-méme.
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Des disques de papierfiltre, de 9 mm de diameheé@ séparément imprégnés ded3o
15 ul de chaque extrait testé (Huléentha x piperita ) déposés a la surface de la boite de
Pétri ensemencé®drigues et al. 200h

» Incubation et lecture
Aprées 24 h d’'incubation a 37°C pour les bactéries 48h d’incubation a 30°C pour les
levures. La lecture de I'activité antimicrobienaeété évaluée en mesurant le diamétre de
la zone d'inhibition de croissance en millimétrasrfée autour du disque (y a compris le
diamétre du disque de 9 mm). Les manipulations p#tées 3 fois pour chaque test
L'échelle d'estimation de I'activité antimicrobiersionnée paviutai et al. (2009)a été suivi.
Ces derniers ont classé la substance testée safiemhétre de la zone d'inhibition (D) de la

croissance microbienne en cing classes :

* Non inhibitrice: D < 10 mm

* Légérement inhibitrice: 11mm D <16 mm

* Modérément inhibitrice: 16 mm D <20 mm
* Fortement inhibitrice: 21 mm D <29 mm

» Tres fortement inhibitrice: B30 mm
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V.1. Rendement des huiles essentielles :
Le rendement en huiles essentielles est débmme étant le rapport entre la masse
d’huile essentielle obtenue et la masse seche tirielaségétal a traiter
R = (my/ my) x 100
R=(2/100) x 100 = 2%
R: rendement en huiles essentielles exprimé en %
m : masse des 'huiles essentielles en gramme
M : masse d’échantillon en gramme
V.2.Evaluation de [lactivité insecticide des huiles essentielles sur
Sitophilus granarius:

V.2.1. Evaluation de I'effet inhalation :

Les résultats obtenus montrent que H.B®dstha x pipeata L a également une activité

insecticide sue les adultes Sophilus granariupar effet inhalatioriFigure 19).

Les résultats obtenus montrent que H.EMimtha x piperata L a également une activité
insecticide contre les adultes 8&ophilus granariugpar effet inhalation. Au bout de 6h
d’exposition la mortalité des adultes était 70%rpawlose de 0.06l /cm® et 63.3 % pour la
dose 0.26l/cm® qui augmentent rapidement dans les heures quisensuEN ce qui concerne
la plus faible dose 0.9Bcm?®la mortalité était 23,3% aprés 6h et au bout d& Bdmortalité
enregistrée était égale a 100% pour les doses @ IB et 0.26l/cm®

La mortalité des individus arrive a 100% au bou#t8lke pour les quatre doses.

Tableau 11: taux de mortalités (%) inhalation :

T (h) taux de mortalités (%)
D, D, Ds D,

6 63,3 46,6 70 23,3
12 73,3 53,3 76,6 31
24 100 100 100 83,3
48 100 100 100 100

43

—
| —



CHAPITRE V : RESULTATS BHECQUSSION

120

100 | p—
_ I
= B0t .
g D1
= —%— D2
£ D3
E 60 —k— D4 ]
O —#— temoin
s
-
=40
i

Ly L | e | | 1 L
] #* * ¥

1] 5 10 15 20 AZIS 30 35 40 45 50
temps (h)
Figure 19 : Le Taux de mortalités des adultesSitophilus granariugn fonction de temps
par effet inhalation des huiles essentielled/santha x piperita L.

V.2.2. Evaluation de l'effet insecticide de HE pamgestion :

Pour l'effet ingestion, les résultats séed mémes que ceux obtenues pour ['effet
inhalation (Figure20). Nous remarquons que le taux de mortalités aprése@res varie entre
0 et 20 %. Aprés 48 heures, la mortalité augmerdgrpssivement jusqu’a 50% pour la dose
D1 avec des faibles mortalités pour les trois dd¥eD; et D, ne dépassent pas 23.3%. Au
bout de 96 heures, le taux de mortalité s’élevgyas60, 66.6 et 80% pour les doses D;
et D1 respectivement. Les deux dosesDD; atteignent approximativement le pourcentage
100% alors que les valeurs enregistrés pour legsd@® et D, étaient 76.6 et 53.3%

respectivement.

Tableau 12: taux de mortalités (%) ingestion :

t(h) taux de mortalités (%)
D, D, Ds D,

6 3,3 0 10 3,3
12 6,6 0 10 6,6
24 13,3 13,3 16,6 6,6
48 48,3 20,68 13,7¢ 6,93
96 78,58 57,17 64,24 14,35
182 96,22 74 81,44 48,11
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Figure20 : Taux de mortalités des adultesSitophilus granariugn fonction de temps par

taux de mortalités (%)

ingestion des huiles essentiellesMentha x piperata L.

V.3.2. Evaluation de I'effet insecticide de HE pacontact :

L’évaluation de la toxicité d’'HE setfgiarle comptage des insectes morts et le calcul
de la taux de mortalité. Les résultats obtenusleé que les HE expérimentées manifestent
une activité insecticide par contagigure 21) forte selon la dose utilisée vis —a —vis de
Sitophilus granariusPour I'H.E testée, I'efficacité est inversemenbportionnelle avec la
dose d’EH déposée sur le papier filtre. Nous estemis le taux de mortalités aprés le
passage 6h ou nous remarquons des taux de neéwtaldévés dépassent 50 % ; apres le
passagel2 h , les taux de mortalités pour lessdoset D, a 100% et ket D, a 63.3% et
86,6% alors que patteint 100% apres 48h. La dosgmontre un taux de mortalité égale a
100% apres 96h.

Tableau 13 taux de mortalités (%) contact :

T(h) taux de mortalités (%)
D, D2 D3 D,
6 53,3 70 93,3 86,6
12 63,3 86,6 53,3 70
24 70 86,6 100 100
48 86,6 100 100 100
96 100 100 100 100
[ =)
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Figure 21: Taux de mortalités des adultesSitphilus granariugn fonction de temps par

contact des huiles essentiellesMentha x pepirita L.

V.4.Analyse statistique (analyse de variance) :

Dans ce test, nous observons augmentatiagrgesive de la mortalité en fonction de la
dose, la méthode d’application.

D’apreés les résultats statistiques, nous consddibuile essentielle delentha x piperita L
nous constatons qu’il existe une différence haetd significatives & < 0,05 entre les trois
méthodes d’'applicationTébleau 14)
En effet, en modele GLM une légére varitbih été décelée entre les trois méthodes
concernant les taux la mortalité d’huile essemieis-a-visSitophilus granariusMéthode de
contacte ont enregistré des taux de mortalité iptpsrtants atteignant

100 %, confirmant leur forte effet insecticide Siophilus granarius(Figure 22)

La dose (B0.26ul/cm3) et (3=0.13pul/cmg) et (D;=0.06ul/cmg) par la méthodes
d’inhalation sont les plus efficace avec une mogevarie entre 75% et 85% suivi par la
faible doses (=0.03ul/cm3) avec un taux mortalité moyenne de 60%. Par ad|dar

mortalité a été haute vis a vis les doses de kg#dentielle appliquer par la méthode contact
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avec une pourcentage 100% pour les dosgs3@ul) et (D,=15pul) et entre 70% et 80% pour
la dose (=120pl) et (D,=60uL)

et la mortalité a été lente vis a vis les dosesiulke essentielle appliquer par la méthode
injection avec un faible pourcentage varie eB@% et 40% au bout de 192 heures

pour la dose (B=120ul ) = 40% et (D=60pul ) = 30% et 20% pour (330ul) et(D=15ul)
L’analyse comparée des effets des substances destéetre que d’exposition, l'activité
insecticide de l'huile essentielle déentha x piperita.L la méthode contacte plus efficace
pour les dose PD; et D, méthode d’'inhalation plus efficace pour dose D

47

—
| —



CHAPITRE V : RESULTATS BHECQUSSION

Tableau 14 :Analyse de la variance de la mortalité d’huile esisle vis-a-visSitophilus granarius.

Descriptives

Intervalle de confiance & 959 Variance
pour la moyenne inter-
Erreur Borne Borne composary
N Moyenne | Ecart-type standard inférieure supérieure Min Max tes
D.1 Inhalation contacte 4 84,1500 18,75180 9,37590 54,3117 113,9883 63,30 100,00
Ingestion Total Modele
Effets fixes Effets aléatoird 5 72,8580 19,32437 8,64212 48,8636 96,8524 53,30 100,00
6 41,0500 39,71579 16,21390 -,6292 82,7292 3,30 96,22
15 63,1460 33,38201 8,61920 44,6597 81,6323 3,30 100,00
29,48917 7,61407 46,5564 79,7356
13,29736 5,9321 120,3599 347,2767
1
D.2 Inhalation Contacte 4 74,9750 29,02555 14,51277 28,7889 121,1611 46,60 100,00
Ingestion Total Modéle 5 88,0440 12,53689 5,60667 72,4774 103,6106 70,00 100,00
Effets fixes Effets 6 27,5250 30,99422 12,65334 -5,0014 60,0514 ,00 74,00
Aléatoires 15 60,3513 36,95034 9,54054 39,8889 80,8137 ,00 100,00
25,75421 6,64971 45,8629 74,8398
19,62455 -24,0863 144,7890 996,1496
1
D.3 Inhalation 4 86,6500 15,64896 7,82448 61,7490 111,5510 70,00 100,00
Contacte
Ingestion 5 98,6600 2,99633 1,34000 94,9396 102,3804 93,30 100,00
Total Modeéle Effets 6 32,6717 31,68358 12,93477 -,5782 65,9215 10,00 81,44
fixes Effets aléatoires 15 69,0620 37,17999 9,59983 48,4724 89,6516 10,00 100,00
21,96556 5,67148 56,7049 81,4191
21,65936 -24,1307 162,2547 1276,837
06
D.4 Inhalation 4 59,4000 37,98833 18,99417 -1,0479 119,8479 23,30 100,00
Contacte Ingestion Total 5 97,3200 5,99266 2,68000 89,8791 104,7609 86,60 100,00
Modéle Effets fixes Effets 6 14,3150 16,95296 6,92102 -3,4760 32,1060 3,30 48,11
aléatoires
15 54,0060 42,13850 10,88011 30,6705 77,3415 3,30 100,00
22,19235 5,73004 41,5213 66,4907
25,61082 -56,1885 164,2005 1820,690
52
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CHAPITRE V :

RESULTATS BHECQUSSION
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Figure22 : Activité insecticide des huiles essentielledimtha x piperita.L en model

G.L.M

selon la dose, la méthode d’application.
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CHAPITRE V : RESULTATS BHECQUSSION

V.5. ACTIVITE ANTIBACTERIENNE :

L’activité antibactérienne de notre huisentielle déentha x piperitaL a été étudiée
sur deux souches bactérienn€itobacter diversugCD) et proteus mirabilisRM).
Les résultats obtenus ont montré que notre hugergielle Mentha x piperita L) a un effet
antibactérien et inhibiteur moyen sur le développetae deus souches.

Cet effet antibactérien d’huile est di a la présede menthol connus pour leur effet
antimicrobien.

PM (0
|
\ \
2. | Y | Al
i
/ \ N
A
.
Q‘I' A 2'./.
Figure 23:Résultats de I'étude antibactérienne d’huile asslém (Mentha x piperita L)

sur les deux souch&D etPM.

Tableau. 15: Résultats de I'activité antibactérienne pour lesouches testées.

fc 1(%) 2(%) 3(%)
Bactéries
Citobacter diversus + ++ 4
proteus mirabilis - + +

(-) : effet antibactériemégatif. (+): effet antibactérierpositive. (++)(+++) : effet antibactérien
puissant.

La Concentration d’huile pour avoir un effet antibactérien pour la bactérie Citobacter

diversus c’est1(%) et pour la bactéri€’roteus mirabilis c’est 2%
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CHAPITRE V : RESULTATS BHECQUSSION

V.6. Activités insecticides :

V.6.1 Traite ment par inhalation

D’apreés les résultats obtenus, nous constatoades extraits de plante test&ehtha x
piperita L.) ont un effet insecticide forte vis-a-vis de chm@ns de blé ; avec un taux

maximum de mortalité de 100 % pddentha x piperita L. apres 24 h.
V.6.2. Traite ment par contact

Nos essais réalisés ont montré que les extlaifdante testeMentha x piperitaL.) ont un
effet insecticide forte avec un taux de mortalig&mum a 100 % au bout de 96 h

d’exposition.
V.6.3 Traitement par ingestion

Les essais montrent que les extraits de plaste ientha x piperitaL.) ont un effet

insecticide forte avec un taux de mortalité éle@® &6 % au bout de 192 h d’exposition.

D’apreés les résultats obtenus, les doses les fflaaas avec un taux de mortalité a 100 %
correspondants a la dose, D, et D, pour I'inhalation respectivemerita dose plus efficace

par contact a un taux de mortalité & 100 % cormedgat a la dose {&t D.

Tandis que pour I'injection, les doses plusceifies ont des taux de mortalité & 96.66, 83.3

respectivement a les dose & D:;.

Cette toxicité peut étre due au fort taux destances que contiendraient ces extraits. Selon
Boscher etal. (1995),le taux de substances varie non seulement d’'yreces I'autre, mais
également a l'intérieur de I'espéce selon I'orgdaeariété, le stade de développement et les

conditions environnementales considérées.

Bonhiol in Boujamaa (2008)a montré que la composition chimique des feuite$e suivant
la position au sommet ou a la base de la plartepdsition, I'heure du jour et la saison.

Nous trouvons parfois des taux de mortalité él@ats une dose faible par rapport a une dose
forte. La non corrélation entre les doses peutddieea I'hétérogénéité des populations de

Mentha x piperita L. traitées.
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CHAPITRE V : RESULTATS BHECQUSSION

D’aprés ces résultats, nous constatons quelicapin par inhalation, contact et injections
de I'extrait aqueux deMentha x piperita L.) a enregistré un taux de moralité fort égalent a
100%, 100% et 96.6% respectivement .

(SADOK.D , BENTUNES.F. 2016)a enregistré des taux de mortalité de 96, 96 et p8Ur
les doses respectives 10, 20 et 30 % apres 72exg@sition.

Par ailleurs, Bouhadiba (2014) a enregistré des daumortalité différents ; en effet, un taux
de 20% a éteé relevé pour la dose de 25%, et 10%23%8a apres 24h d’exposition a I'extrait
polyphénolique

Benazzeddine (20103ouligne que par contact les cing huiles essesgi¢itronnelle,
Romarin, Eucalyptus, Thym et Menthe) manifestentaux de mortalité assez important sur
les deux especes, toutes les huiles ont une atficaes forte qui dépasse 88 % de mortalité

surS. oryzaex I'exception de la Citronnelle qui n'a atteint [g&s70 % de mortalité.

V.6.4 Activité antimicrobienne :

La Concentration d’huile pour avoir un effet antibactérien pour la bactérie Citobacter

diversus c’est1(%) et pour la bactéri€’roteus mirabilisc’est 2%
Ces résultats rejoignent d’'une maniére plusiearsatrx :

Meriem.A et al 2016 a noté des résultats de CMI varient entre 1,2%0e{ul/ml) pour
plusieurs espéces de bactéries de Gram+ et Gram-.
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CONCLUSION GENERALE

Les problemes de la résistance des ravagesrsultures et de la nocivité des insecticides
synthétiques utilisés ont abouti a la nécessitéalever des alternatives plus efficaces et plus
saines. Ainsi, les huiles essentielles sont lesdyt® les plus testés actuellement. Ces
insecticides naturels, dits insecticides de plamessentent plusieurs avantages par rapport
aux composés synthétiques a cause de leur biodégmadapide et la réduction des risques

de I'environnement.

Le but de ce présent travail était d’évaluefféiedes huiles essentielles de la plavieEntha
X piperita L. sur l'aspect toxique, ses étude d’évaluer l'agivinsecticide et I'activité
antibactérienne d’huiles essentiellsentha x piperita L.de régions de (Tablat) sur les
charancons de bl&ifophilus granariug

Au cours de cette étude, le rendement des HE deeclthe séchée obtenu par la méthode
d’hydrodistillation était environ de 2%.

Trois tests sont appliqué sur les individus dejlelles : par inhalation, par contacte et par
injection des HE. Les résultats obtenus montremt lguHE deMentha x piperita L aune
activité insecticide trés importante sitophilus granariusTel que la totalité de la population
examinée a été morte aprés 24 h d'inhalation d’dé fes doses supérieures a QuDEM*

et Les résultats montrent aussi gitephilus granariusne peuvent pas survivre apres 48 h
d’inhalation d’HE de 0.03l /cm®.

L’activité insecticide par effet contacte nremt une mortalité corrigée del100% pour les
concentrations (Ex30ul/ml) et (D=15ul/ml) apres 12h, et 59,22% et 85,11% pesir
doses (=120ul/ml) et (B=60ul/ml) successivement. Mais le taux de mortalé@eient totale
apres 48 h pour (60ul/ml), et apres 96h pour {E120ul/ml).

La mortalité corrigée est faible dans le cas ddfétepar injection par rapport les deux
méthodes précédentes. Et prendre plus de temps gitairdre le maximale, elle attend
96.22% pour (=120ul/ml),76.6% pour (B=60ul/ml),84.33%pour (B=30ul/ml), et 53.3%
pour (D=15ul/ml) aprés 192h.

Pour l'activité antibactérienne, les résultédscette présente étude montrent clairement que

'huile essentielle, est capable d’inhiber la csaisce microbienn€itobacter diversus et
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proteus mirabilis. La CMI pour la bactéri€itobacter diversus est 1% et pour la bactérie
proteus mirabilis est environ 2%.

A lissus de tous ces résultats, nous ne retiersdgue 'HE de notre plante exerce un effet
insecticide efficace sur les charancons de bléié€tuet pourrait par conséquent étre utilisé
dans la lutte biologique contre les bioagresseniraaux.
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