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Introduction




Les plantes médicinales sont utilisées depuis I’antiquité dans toutes les régions du monde comme
traitement de divers maladies et occupes une place trés importante en médecine.

Selon I’organisation mondiale de la sant¢ (OMS), prés de 80 % des populations dépendent de la
médecine traditionnelle, la plupart des plantes sont utilisés empiriquement et sans validation
scientifique de leur efficacité et sécurité (Moutinho, 2013). On trouve des médicaments d’origine
végétale et des médicaments dont au moins une molécule active est d’origine végétale (FAO, 2003).
Les plantes sont souvent caractérisées par la biosynthése des molécules odorantes qui constituent les
huiles essentielles.

Actuellement, les plantes aromatiques possédent un r6le considérable grace a la découverte
progressive des applications de leurs huiles essentielles dans des secteurs trés divers, car elles sont
généralement dotée de propriétés biologiques intéressantes pour 1’évolution des phytothérapeutique.
Ces activités sont trouvé principalement en aromathérapie pour leurs propriétés curatives, ainsi qu’en
cosmétique, en parfumerie, dans 1’agroalimentaire pour leurs propriétés organoleptiques et leur
activités (antioxydant et antimicrobienne).

Une grande partie de I’intérét des recherches actuelles porte sur I’é¢tude de molécules antioxydantes
naturelles qui agissent comme captateurs de radicaux libres. Ces derniers sont produits
quotidiennement par 1’organisme. Ce sont des composés tres réactifs comportant un électron non
apparié et nécessaires a des mécanismes vitaux. La surproduction de ces radicaux peut étre néfaste
pour I’organisme. En effet, ils endommagent de nombreux composants cellulaires aussi divers tels que
les protéines, les lipides ou I’ADN en entrainant un stress oxydatif. Les composés antioxydants font
actuellement 1’objet de nombreuses études car, en plus d’un intérét dans le traitement de certaines
pathologies (Pan et al, 2008). En plus, le développement de la résistance microbienne aux
antibiotiques ont conduit les chercheurs a puiser dans le monde végétal et particulierement les plantes
médicinales (Boudjouref, 2011).

Avec sa situation géographique particulicre, I’ Algérie bénéficie d'une gamme tres variée de climats
favorisant le développement d'une flore riche et diversifiée. En effet, le pays compte un important
potentiel en plantes aromatiques et médicinales, parmi ces plante on trouve la famille des lamiacée

une des familles a fort pouvoir antimicrobienne et antioxydant (Bouhdid et al, 2006)

A cet égard, nous sommes intéressés a étudier la menthe a feuille rondes (Mentha rotundifolia), en
fixant comme principaux objectifs : I’étude de la composition chimique de Ila plante Mentha
rotundifolia, I’extraction des huiles essentiel, et 1’évaluation de leur activités antimicrobienne et

antioxydante.
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|. Synthése bibliographique

I.1.Les plantes médicinales

I.1.1.Définition

Une plante médicinale est une plante utilisée pour ses propriétés thérapeutiques. Cela signifie
qu'au moins une de ses parties (feuille, tige, racine etc.) peut étre employée dans le but de se
soigner. Elles sont utilisées depuis au moins 7.000 ans avant notre ere par les hommes et sont
a la base de la phytothérapie. Leur efficacité releve de leurs composes, trés nombreux et trés
variés en fonction des espéces, qui sont autant des principes actifs différents. A noter qu’il a
été observé chez des grands singes la consommation de certaines plantes a usage
thérapeutique (Bruneton, 1999).

1.1.2.Généralité sur les Lamiacées

Une grande variété de plante aromatique est englobée par la famille des lamiacées ; elle
comprend environ 220 genre et plus de 4000 especes dont le genre Menthe avec ses 25
especes (Arijit et Arpita , 2013).

Les plantes appartenant a ce genre produisent plusieurs métabolites secondaires tels que les

alcaloides, les flavonoides, les phénols, les terpenes et les quinones (Erum et al., 2012).

1.1.3.Le genre Mentha

Les menthes du nom latin mentha ; sont des plantes vivaces herbacées indigénes et tres

odorantes appartenant a la famille des lamiacées (Benayed, 2008).

I.1.3.Répartition mondiale de la menthe

La plupart des menthes sont originaires de I'Europe et de I'Asie. Cependant, en suivant les
flux de migration, les menthes sont présentes sur la quasi-totalité des continents (Figure .1.1),
Selon (Yvan T , 1997) , Mentha rotundifolia est une plante vivace que I’on trouve
fréquemment au bord des chemins, dans les fossés, ou autres lieux humides. Elle se rencontre

dans toute la méditerranée sauf Chypre . (Hadouche et Benmansour ,2008 ).
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Figure 1 : Répartition de la plante Mentha rotundifolia dans le monde
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selon (Beauquesne et al , 1980) on distingue plusieurs especes de la menthe : -Menthe vert
« Menthaviridis ». -Menthe poivrée « Menthapiperita ». -Menthe pouliot « Menthapulegium
». -Menthe a feuilles rondes « Mentharotundifolia ». -Menthe aquatique « Menthaaquatica». -
Menthe des champs « Menthaarvensis ». -Menthe java « Menthajavanica ». -Menthe du
canada « Menthacanadensis ». -Menthe cépue « Menthaspicata ». -Menthe bergamot
«Menthacitrata ». ( Beauquesne et al , 1980).

Dans notre étude nous intéressons a I’espéce Menthe rotundifolia connue sous le nom
Vernaculaire frangais « Menthe a feuilles rondes », arabe « timerssat », Maroc «Timija» ou
«La menthe en épi» (EI Arch et al ,2003).

I.1.4.Description botanique

Cette espece est une plante vivace vigoureuse de 25 a 80 cm de hauteur. Elle ne pose pas de
probléme de détermination en raison de la forme de ses feuilles rondes, épaisses et ridées.
L’ensemble de la plante est couvert de poils denses et blanchatres qui 1a rendent douce au
toucher ; comme toutes les menthes, elle dégage une forte odeur caractéristique qui chez cette

plante rappelle la pomme.




Les feuilles sessiles sont ovales a presque rondes, au plus 4,5 cm de long et 3 cm d’épaisseur
de couleur vert vif et légerement duveteuses. Les fleurs blanches ou mauves claire de 5 mm
de long sont rassemblées en épis terminant les rameaux (Figure 2)

(Bézanger-Beauquesne et al ,1986).

Figure 2 : La plante mentha rotundifolia

I.1.5.Classification botanique de « Mentha rotundifolia»

Selon ( Serin et al ,1995) , la classification botanique de la plante illustré dans le tableau suivant
Tableau 1 : La classification botanique de la plante

Embranchement Phanérogames.
Sous embranchement Angiospermes.
Classe Dicotylédones
Sous classe Gamopétales.
Famille Lamiacées

Genre Mentha

Espéce Mentha rotundifolia




1.1.6.Propriétés et domaine d’application

Mentha rotondifolia posséde des effets sédatifs myorelaxants, anticonvulsivants et non
toxique aux doses thérapeutiques.

Dans la pharmacopée traditionnelle, elle est utilisée comme analgésique en infusion (voies
respiratoire et digestives) et bactéricide pour purifier I’eau. Elle est aussi utilisée contre la
grippe et le thume, contre la nausée, contre les maux des dents et contre la piqure d’insecte

rafraichissant ( Brada , 2007 ) .

1.1.7.Usage médical traditionnel

La décoction des feuilles est tres appréciée dans le traitement des douleurs gastriques, des
diarrhées, des refroidissements et des affections respiratoires. En cataplasme ou en inhalation,

les feuilles sont recommandées en cas de fiévre (Lahsissene et al , 2009).

Les abces et les furoncles sont traités par les feuilles écrasées, ou bien par la décoction des
feuilles. Cette derniére préparation en bain de bouche, supprimerait les douleurs dentaires (
Boukef , 1986).

Aussi, elle est utilisée contre les affections gastriques, pulmonaires, antispasmodiques,

carminatives, insecticides et alimentaires ( Hmamouchi , 1999).

Cette Menthe est trés utilisée en infusion contre les palpitations de I’aorte comme tonifiant.

C’est aussi une plante échauffante ( EI Rhaffari, 2008).
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2. Les hulles essentielles




1.2.Les huiles essentielles

1.2.1.Historique

L’huile essentielle est assez universelle, son utilisation date de plus de 7000 ans (on
trouve les premicres traces chez les aborigéne d’Australie avec fumigation) preuve en est
un alambic en terre cuite retrouve au Pakistan datent de cette époque. On retrouve des
inscriptions datant de 4000 ans en Mésopotamie et des écrits Egyptiens datant de 3500
ans. Les Egyptiens obtenaient les huiles essentielles en pressant les plantes De nos jour,
I’aromathérapie retrouve des sons proposées aux médecins ainsi qu’aux recherche faites

par les scientifique (chimistes, agronomes) ( Yuerdon , 2014)

1.2.2. Définition des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges liquides trés complexe souvent colorées en jaune
pales ou en rouge (Labore, 2000). Elles ont des propriétés et des modes d'utilisation
particuliers et ont donnée naissance d'une branche nouvelle de la Phytothérapie
I’aromathérapie (Afnor , 1986).

1.2.3. Caractéristiques des huiles essentielles

1.2.3.1. Propriétés organoleptiques

Les huiles essentielles généralement sont incolores mais on trouve gquelque une colorées en
jaune, en rouge (essence de cannelle), en bleu (huile volatile de camomille) et en vert (huile
volatile d’absinthe). Les huiles volatiles donnent leur coloration a une substance particuliére
qui est I’azuléne C15H18 de couleur bleu, elles sont divisées en quatre classes

 Huile incolore : sans azuléne ni résine ;

* Huile jaune : avec résine seulement ;

 Huile bleu : avec azuléne ;

* Huile verte brune ou jaune verte : contenant de 1’azuléne en proportion variable (Brunton
1993).




1.2.3.2. Propriétés physiques
Sa densité en général est inférieure a 1 et son Indice de réfraction est assez élevé avec un
Pouvoir rotatoire cannelle (feuilles) de +7° a +13°t vétivers Bourbon de +19° a +30
(Jacqueline , 2009)

1.2.3.3. Compositions chimiques
Comme toute substance, les huiles essentielles se caractérisent par une composition chimique
analysable et trés variable. Le nombre de composants isolés est d’environ des milliers et il en reste
beaucoup a découvrir. Ces constituants appartiennent, de facon quasi exclusive, a deux groupes
caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : le groupe des terpénoides (les composés
terpéniques) et le groupe des composés aromatiques dérivés du phenylpropane, beaucoup moins
fréquents. Elles peuvent également renfermer divers produits issus du processus de dégradation
mettant en jeu des constituants non volatils (Bruneton, 1999).
A . Les composés terpéniques

Les terpenes constituent une famille de composés largement répandus dans le régne végétal. Leur
particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette d’une unité isoprénique a
5 atomes de carbone (C5HS8) reconnue par Wallach dés 1887 . L’isopréne est a la base du concept de
la «régle isoprénique» énoncée en 1953 par Ruzicka. Cette régle considére le diphosphate
d’isopentényle (IPP), désigné sous le nom d’isopréne actif comme le véritable précurseur de la
molécule terpénique. Les systemes enzymatiques responsables de cette conversion (IPP en composes
terpéniques dans les trois compartiments: cytoplasmes, mitochondries et plastes) sont hydrosolubles
ou membranaires. Ces derniers permettent 1’élongation de la chaine isoprénique conduisant a tout
I’éventail des composés terpéniques a 10, 15, 20 et 30 atomes de carbones (Lamarti et al. 1994).
Seuls les terpénes dont la masse moléculaire est relativement faible (mono — et sesquiterpénes) sont
rencontrés dans les huiles essentielles (Bruneton, 1999) et leur confére un caractéere volatil et est a la
base de leurs propriétés olfactives (Pibiri, 2006).

Les terpénes sont constitués d’un mélange d’hydrocarbures et de composés oxygénés. Dans certaines
huiles essentielles, les hydrocarbures prédominent (exemple : I’essence de Térébenthine). Dans
d’autres, la majeure partie de I’essence est constituée de composés oxygénés. Il est a noter que I’odeur
et le gout des huiles essentielles sont donnés par ces derniers. Parmi eux, nous notons d’alcools
(géraniol, linalol), d’esters (acétate de linalyle), de cétones (menthone, camphre, thuyone), les éthers,

les phénols et les peroxydes (Paris et Hurabielle, 1981; Svoboda et Hampson, 2000).




B . Les monoterpenes

Les composés monoterpéniques sont constitués de deux unités d’isopréne, leur formule chimique brute
est C10H16 (Rahal, 2004). Ces composés peuvent étre: monoterpénes acycliques (myrcene,
ociménes), monoterpénes monocycliques (a- et y-terpinéne, p-cymene) et aux monoterpénes
bicycliques (pinénes, 3-carene, camphéne, sabinéne) Selon (Bruneton ,1999), la réactivité des cations
intermédiaires justifie I’existence de nombreuses molécules caractérisées par différentes fonctions:
alcools, cétones, esters, aldéhydes, éthers, peroxydes, phénols.

C .Les sesquiterpenes

Les sesquiterpénes comportent trois unités d’isopréne, leur formule est C15H24 (Belaiche, 1979). lls
peuvent étre également, comme les monoterpenes, acycliques (farnésol), monocycliques (humuléne, a-
zingibéréne) ou polycycliques (matricine, artéannuine, PB,artémisinine). lls renferment aussi des
fonctions comme alcools (farnésol, carotol, Psantalol, patchoulol), cétones (nootkatone, cis-
longipinane-2.7-dione, B-vétivone), aldéhydes (sinensals), esters (acétate de cédryle) (Bruneton, 1999
; Laouer, 2004).

D. Les composés aromatiques

Dérivés du phénylpropane Les huiles essentielles renferment aussi des composés aromatiques dérivés
du phénylpropane (C6-C3), mais qui sont beaucoup moins fréquents que les terpenes et dont la
biogenése est totalement différente (Paris et Hurabielle, 1981). ( Bruneton ,1999) considére que ces
composeés sont trés souvent des allyl- et propenyl phénols, parfois des aldéhydes, caractéristiques de
certaines huiles essentielles d’Apiacées mais aussi de celles du Girofle (eugénol), de la Muscade
(safrol, eugénol), de I’Estragon (eugénol), du Basilic (eugénol), de 1’Accord (asarones) ou des
Cannelles (cinnamaldéhyde eugénol safrol). Nous pouvons également selon le méme auteur,
rencontrer dans les huiles essentielles des composés en C6- C1 comme la vanilline (assez fréquente)
ou comme I’anthranilate de méthyle. Les lactones dérivées des cinnamiques (par exemple les
coumarines) étant, au moins pour les plus simples d’entre elles, entrainables par la vapeur d’eau, elles

seront également présentes dans certaines huiles essentielles

E.Les composés d’origines divers

Ce sont des produits résultant de la transformation de molécules non volatiles entrainables par la
vapeur d’eau. Il s’agit de composés issus de la dégradation d’acides gras et de terpénes. D’autres
composés azotés ou soufrés peuvent subsister mais sont rares. Enfin, il n’est pas rare de trouver dans

les concretes des produits de masses moléculaires plus importantes non entrainables a la vapeur d’eau,




mais extractibles par les solvants : homologues des phénylpropanes, diterpénes, etc... (Bruneton,

1999).

1.2.4. Roles des huiles essentielles chez les plantes

Les huiles essentielles ont des fonctions multiples dans la nature. Actuellement, il est difficile
de préciser dans tous les cas, néanmoins qu'il semble probablement qu'elles aient un réle
écologique, car dans les régions désertiques, elles conservent I'humidité autour de la plante ce
qui empéche la température d'augmenter d'une maniére excessive pendant le jour et de baisser
au cours de la nuit (Belaiche,1979). En effet expérimentalement, il a été établi qu'elles
exercent des interactions sur les végétaux et sur les animaux, ainsi elles constituent un moyen
de communication (Bruneton,1993). Certaines essences attirent les insectes et favorisent la
pollinisation tandis que d'autres servent a la défense des plantes contre des prédateurs
(herbivore, insectes, micro-organismes) (Capo et al , 1990) .

Toute fois la fonction des essences au sein des plantes reste encore un phénoméne assez
obscur (Rai et al, 2003).

1.2.5. Répartition et localisation

Les huiles essentielles sont rencontrées dans diverses familles botaniques, elles sont
largement répondues dans le monde vegétal et se trouvent en quantité acceptable, chez
environ 2000 espéces, reparties en 60 familles (Richter,1993).Ces essences se localisent dans
toutes les parties vivantes de la plantes, dans une méme plante, ces huiles peuvent existées a
la fois dans différents organes, ou la composition chimique peuvent varie d'un organe a un
autre. Les essences sont vaporisées de facon continue au cours de leur formation ( Binet . et
al, 2000).

Ces composés aromatique sont élaborées par des glandes sécrétrices qui se trouvent sur
presque toutes les parties de la plante, au sein du cytoplasme de certaines cellules ou elles se
rassemblent sous forme de petites gouttelettes, ensuite elles sont stockées dans des cavités.
Les cellules sécrétrices sont souvent localisées sur ou a proximité de la surface de la plante ce

qui facilite leur émission (Bruneton., 1999).




1.2.6. Méthodes d’extraction des huiles essentielles :

1.2.6.1. Hydro distillation :

Elle consiste a émergé directement la matiére végétale a traiter dans un alambic rempli d’eau
qui est ensuite porté a 1’ébullition, les vapeurs hétérogenes sont condensées sur la premicre
surface et les huiles essentielles sont séparées par différences de densité (figure 4) (

Bruneton, 1987)
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Figure 3: Montage d’extraction par hydro distillation

1.2.6.2. Entrainement a la vapeur d’eau :

Dans cette méthode de distillation la matiére vegétale située au-dessus d’une grille est
traversée par un contact de vapeur d’eau durant le passage de la vapeur a travers le matériel,
les cellules éclatent et libérent I’huile essentielle qui est vaporisée sous 1’action de la chaleur
pour former un mélange « eau + huile essentielle ». Le mélange de vapeurs est condensé sur

une surface froide et I’huile essentielle se sépare par décantation ( figure 5) (Bruneton, 1993).

La partie contenant les composés hydrosolubles est appelée eau de distillation (ou hydrolat ou

eau florale), on recueille alors un mélange de composition déefini de ces deux produits




(Dastmalchi , 2008). Cette méthode est utilisée dans la distillation a partir des plantes
fraiches telles que la menthe et les plantes qui portent leurs huiles essentielles dans les
feuilles. Puisque la plante fraiche est riche en eau, donc il n’est pas nécessaire de I’immerger

(Bouhadouda et al, 2016)
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Figure 4 : Appareillage utilise pour I’extraction par I’entrainement a la vapeur

1.2.6.3. L’hydro diffusion :
Elle consiste a pulser de la vapeur d’eau a travers la masse végétale, vers le bas. Ainsi le flux
de vapeur traversant la biomasse végétale est descendant contrairement aux techniques

classiques de distillation dont le flux de vapeur est ascendant (figure 6) ( Kessbi , 2011)
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Figure 5: L’extraction par hydro diffusion

1.2.6.4. Extraction a froid

Cette technique d’extraction est utilisée pour I’obtention des essences d’agrumes ou des
hespéridés : bergamote, citron, mandarine, etc.. L huile essentielle est contenue dans le zeste,
partie superficielle de 1’écorce de ces fruits. Autrefois, la méthode dite (a I’écuelle) consistait
a frotter le fruit, manuellement, dans un bol en bois dont I’intérieur était garni de picots. Le
jus était recueilli a ’aide d’une éponge exprimé dans un récipient puis filtré. Actuellement, les
fruits sont compressés a froid ; I’huile essentielle et le jus recueillis sont séparés par
centrifugation. Cette méthode rapide et efficace donne une essence de bonne qualité
(Beneteaud, 2011).

1.2.6.5. Extraction par CO2 supercritique

Le CO; permet I’extraction dans le domaine supercritique et la séparation dans le domaine
gazeux. Il est liquéfié par refroidissement et comprimé a la pression d’extraction choisie,
ensuite, il est injecté dans I’extracteur contenant le matériel végétal. Apres le liquide se détend
pour se convertir a I’état gazeux pour étre conduit vers un séparateur ou il sera séparé en

extrait et en solvant (Chemat et al, 2004)

1.2.6.6. L’extraction par micro-ondes

Sous vide cette technique d’extraction a été développée au cours des dernieres décennies a
des fins analytiques (Wang.L et al, 2006) Est une combinaison de chauffage micro-ondes et
d’une distillation a la pression atmosphérique consiste a placer le matériel végétal seul dans
un réacteur microondes. Le chauffage de I’eau contenue dans la plante permet la rupture des
glandes renfermant I’huile essentielle. Cette étape libere 1’huile essentielle qui est entrainée

par la vapeur d’eau formée a partir de I’eau propre a la plante (Labiode, 2016)

Il est ensuite récupéré a 1’aide des procédés classiques de condensation( refroidissement et

décantation (figure 7)
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Figure 6 : Proceéde d’hydro distillation sous micro-ondes

1.2.7. Conservation des huiles essentielle

Les huiles essentielles doivent étre conservées correctement pour préserver leur qualité. Avec
le temps, elles s’oxydent, ce phénomene étant amplifié par la chaleur, 1’air, la lumiére...etc.,

Il faut les conserver dans un endroit frais, a I’abri de la lumiére, dans du verre brun ou de
I’aluminium vitrifié. Une essence bien distillée se conserve trois ans au moins. (Benbouli,
2005).

Le stockage des matieres premieres avant distillation peut également influencer la
composition et le rendement des huiles essentielles (Fantino ,1990). Avec des pertes
considérables d’huile essentielle lors d’un stockage prolongé au congélateur, mais peu
d’évolution de la composition. Par ailleurs, le temps de stockage des huiles essentielles apres
extraction tend aussi a modifier la composition de ces huiles. D’aprés (Carette , 2000), les
huiles essentielles se conservent entre 12 et 18 mois apres leur obtention, car, avec le temps,

leurs propriétés tendent a décroitre.
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1.3.Les activités biologiques

1.3.1.Activité antioxydant

L’activité¢ antioxydant d’un composé correspond a sa capacité a résister a 1’oxydation. Les
antioxydants les plus connus sont la f-caroténe (provitamine A), I’acide ascorbique (vitamine
C), le tocophérol, la quercétine, la rutine et le picnogénol. La plupart des antioxydants de
synthése ou d’origine naturelle possédent des groupes hydroxyphénoliques dans leurs
structures et les propriétés antioxydantes sont attribuées en partie a la capacité de ces
composés naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OHe) et

superoxydes (Oz¢) (Bartosz, 2003).

1.3.1.1.Stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini comme étant le déséquilibre entre la génération de radicaux
libres et la capacité du corps a les neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs (Boyd et
al.,2003). Il correspond a une perturbation du statut oxydatif intracellulaire (Morel et
Barouki, 1999).

1.3.1.2.Radicaux libreset leur origine

Le radical libre est une espece chimique possédant un électron célibataire sur sa couche
périphériques .Ce sont des derivés instables, incomplétes et toxiques de I'oxygéne qui peuvent
se retrouver dans l'organisme et qui tentent de s'accoupler a des éléments de nos propres
cellules afin de se compléter ils réagissent et dégradent I'ADN, les lipides, les protéines, ils

détruisent alors des cellules saines (Delattre; 2005).

1.3.1.3.Conséquence de stress oxydatif

Le principal danger des radicaux libres vient des dommages qu’ils peuvent provoquer
lorsqu’ils réagissent avec des composants cellulaires importants. Ils s’attaquent alors les
membranes cellulaires dont les acides gras insaturés sont dénaturés , on parle
delipidoperoxydation des membranes cellulaires .Cela déclenche alors une réaction en

chainesur les divers acides gras du voisinages jusqu’a ce qu’ils soient neutralisés ; ils




agressent également les protéines, les microfibrilles de collagéne, 1’acide hyaluronique, les
acides nucléiques des chromosomes et I’ADN lui-méme est transformé entrainant 1’ apparition
d’ une série d’anomalie dont le risque de cancérisation. Cette oxydation provoque des
dommages sur tout 1’organisme, accélérant le vieillissement (maladies cardiovasculaires

etneurodégénératives, cancer, diabéte...) et la dégradation des cellules et des tissus (Favier,

2003).

1.3.1.4. Les Antioxydants

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance qui, présente a faible concentration
par rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou d’inhiber I’oxydation de ce
substrat. (Barnoud et al., 2002).Les antioxydants sont des molécules capables d’interagir
sans danger avec les radicaux libresen piégeant ces derniers et en captant I'électron célibataire,
les transformant en molécules ou ions stables (Benbrook et charle, 2005). Ils sont d'origine
endogene métaboliques comme des enzymes et d'origine exogeénes nutritionnelles (Parihar et
al., 2008)

I.3.1.4.1.Types d’antioxydants

e Antioxydants enzymatiques

Ce sont des enzymes ou protéines antioxydantes (Superoxydedismutase, Catalase et
Glutathion peroxydase) élaborées par notre organisme a I’aide de certains minéraux. Ellessont
présentes en permanence dans 1’organisme mais leur quantit¢ diminue avec 1’dge figure
(Mikaetal., 2004).

» Superoxydedismutase (SOD)

Accélére la dismutation de l'anion superoxyde en peroxyde d’hydrogene, il existe
plusieursisoenzymes de SOD ; SOD ferreux (Fe-SOD), SOD a cuivre (Cu-SOD) et SOD a
manganése(Mn-SOD).

« Catalase

Présente en particulier dans les hématies et les peroxysomes hépatiques. Elle agit en
synergieavec la SOD puisque son réle est d'accélérer la dismutation du peroxyde d'hydrogéne
en eau et en oxygene moléculaire.

* Glutathion peroxydase (GPX)




La glutathion peroxydase joue un rdle trés important dans la détoxification du peroxyde
d’hydrogeéne, de 1’hydroperoxyde résultant de I'oxydation du cholestérol ou des acides gras
encouplant la réduction de ces dérivés réactifs avec 1’oxydation de substrats réducteurs

commele glutathion (GSH) (Piquet et Hubuterne ,2007) ( figure 8)
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Figure 7 : Action des antioxydants au cours du métabolisme (Boubekri, 2014).

e Antioxydants non enzymatiques

Ce sont des antioxydants naturellement présents presque dans tout es les plantes, les
microorganismes, les champignons et méme dans les tissus animaux (Pelli et Lyly, 2003).

Ce type d’antioxydants posséde un avantage considérable par rapport aux antioxydants
enzymatiques. Du fait de leur petite taille, ils peuvent en effet pénétrer facilement au coeur
des cellules et se localiser a proximité des cibles biologiques.On distingue deux types
d’antioxydants non enzymatiques endogénes qui sont presents dans lacellulestels que le
glutathion, I’acide urique ...etc et exogénes qui représentent une famille des composés
phénoliques (Boubekri, 2014).

1.3.2.Activité antimicrobienne

L’essor de chimie a permis I’apparition de nouvelles substances antimicrobiennes. Ces
derniéres sont définies comme eétant des substances utilisees pour détruire les

microorganismes ou empécher leurs croissances, y compris les antibiotiques et autres agents




antibactériennes et antifongiques. Ces substances synthétiques ont été employées couramment
(Rozman et Jersek. 2009)

Néanmoins, le mécanisme d’action des HES sur les cellules bactériennes et fongiques reste

difficile a cerner, compte tenu de la composition complexe des huiles volatiles (Burt ,2004

La variabilité des constituants des huiles suggere qu’elles agissent sur plusieurs sites d’action
dans les micro-organismes, étant donné que chagque composé posséde son propre mode
d’action (Guinoiseau ,2010)

En effet, les huiles essentielles (HES) sont connues pour posseder une activité antimicrobienne
et certaines sont classées comme des substances sires et pourraient donc étre employeées pour
empécher la croissance des microorganismes pathogénes et contaminants. (Gachkaret al
,2007)

1.3.2.1.Activité antibactérienne

Les molécules aromatiques possédant 1’activité antibactérienne la plus importante sont les
phénols, les terpénes ou terpénoides ont aussi des effets contre les bactéries et différents
autres germes cousant des problémes dans le domaine médicale et agroalimentaire. Cependant
le mécanisme de I’action de ces terpénes n’est pas enticrement compris et qu’il peut étre s’agit

de la rupture de la membrane par les composés lipophiles (Cowan, 1999)

1.3.2.2.Activité antifongique

De plus en plus, les essences sont utilisées dans 1’industrie agro-alimentaire comme aromes
également comme conservateurs alimentaires. Les huiles essentielles agissent sur un large
spectre de moisissure et de levure en inhibant la croissance des levures et la germination des
spores, 1’¢longation du mycélium, la sporulation et la production de toxines chez les
moisissures (Ouibrahim ,2014) Comme pour [D’activité antibactérienne, le pouvoir
antifongique est attribué a la présence de certaines fonctions chimiques dans la composition
des HES, Plusieurs travaux ont révelé que le pouvoir inhibiteur était essentiellement dd a la
réactivité de la fonction aldéhyde avec le groupement thiol des acides aminés impliqués dans

la division cellulaire (Kurita et al ,1979 )




D’autres auteurs ont démontré que la formation d’un complexe entre le donneur d’électrons
et I’aldéhyde induit un changement de 1’état ionique de la membrane traduisant par un
déséquilibre d’échange avec le milieu extérieur. Ce déséquilibre entraine la mort cellulaire

(Baser et Buchbauer, 2010)

1.3.2.3.Les mécanismes d’action de ’activité antimicrobienne

Les huiles essentielles ont un spectre d’action tres large puisqu’elles inhibent aussi bien la
croissance des bactéries que celle des moisissures et des levures. Leur activité
antimicrobienne est principalement en fonction de leur composition chimique, et en
Particulier de la nature de leurs composés volatils majeurs (Sipailiene et al 2006)

Les mécanismes impliqués dans le mode d’action antimicrobien des huiles essentielles ne
sont pas encore totalement éclaircis. Leur action peut étre inhibitrice ou Iétale. Elles peuvent
affecter plusieurs cibles en méme temps et leur mécanisme d’action est probablement n’est

pas attribué a un mécanisme spécifique considérant la grande variété des groupes (Burt 2004)
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Figure 8 : Sites d'action antibactérienne des huiles essentielles (Burt, 2004)
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II. Matériel et méthodes

Notre etude a été réalisée au niveau du centre de recherche et de développement (CRD)
Saidal, Gué de Constantine, Alger ainsi qu’au niveau du laboratoire de Biochimie appliquée,

Faculté des Sciences. Université de Boumerdes durant un mois

L’extraction des huiles essentielles par hydrodistillation et I’activité antimicrobienne ont été
réalisées dans le laboratoire des Substances naturelles et celui de Microbiologie de Centre de
Recherche et de Développement (CRD), Saidal, Gué de Constantine, Alger

L’étude phytochimique et I’évaluation de I’activité antioxydante par la méthode de piégeage
des radicaux libres (DPPH) ont été réalisées au niveau du laboratoire de Biochimie appliquée,

Faculté des Sciences. Université de Boumerdes. .

II.1.Matériel

11.1.1. Matériel non biologique
Les verreries, les appareillages et les solutions utilisés au cours de la réalisation de ce

travail sont cités dans I’annexe 01.
11.1.2. Matériel biologique
I1.1.2.1. Matériel végétale

Le matériel végétal qui a servi comme matiere premiére dans notre étude est représenté

par la partie aérienne de Mentha rotundifolia (Figure9). Cette plante a été identifiée au niveau

de I’Ecole Nationale des Sciences Agronomique (ENSA), Alger.

Plante fraiche Plante seche Plante broyée

Figure 9 : Photo de la plante Mentha rotundifolia fraiche seche et broyée




11.1.2.2. Récolte de la plante
La plante mentha rotundifolia a été récoltée durant la fin de mois d avril et dans la région de
Jijel (Figure 10).
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Figure 10 : Situation géographique de la région de Jijel

I1.1.2.3. Séchage de la plante

La partie aérienne de la plante récoltee est sechee a l'air libre, a 'ombre et a la température
ambiante pendant 15 jours pour enlever I’eau qu’elle renferme et d’empécher les
contaminations par les insectes ou le développement des champignons a cause du taux
d’humidité élevé puis elle est broyée en poudre fine a I’aide d’un moulin électrique et
récupérée ensuite dans des sacs en papiers. Elles seront soumises a I’extraction pour récupérer
les huiles essentielles destinés a des tests ultérieures : screening phytochimique , analyse

étude de leur activité biologique (tests antioxydant ,antimicrobienne).

I1.1.2.4. Les souches microbiennes testées
Les germes qui ont été utilisées pour déceler 1’activité antimicrobienne de 1'huile essentielle
de la Mentha rotondifolia sont les suivants : souches de collection internationale ATCC

(American type culture collection)

Les bactéries

e Pseudomonas aeuginosa ATCC9027

e Bacillus subtilis subsp spizizeni ATCC6633




e Staphylococcus aureus:ATCC6538
e Escherichia coli ATCC8739

Les levures

e Saccharomyces cervisiae ATCC9763
e Candida albicans ATCC10231

11.1.2.5. Les milieux de culture

Les milieux de culture utilisés pour la réalisation des tests antimicrobiens sont les suivants :
e La gélose nutritive pour I’isolement et I’entretien des souches bactériennes
e La gélose Mueller Hinton pour I’étude de la sensibilit¢ des bactéries envers les
huiles essentielles

e La gélose Sabouraud pour I’isolement et I’entretien des levures.

11.2.Méthodes

IL..1. Screening phytochimique

Le but de ces tests est la caractérisation des molécules bioactives contenues dans la partie
aérienne de la plante Mentha rotundifolia . Ils sont basés sur des réactions colorimétriques et
de précipitation, la mise en évidence de ces différentes classes de métabolites secondaires que
constitue la plante ,nous a permis d’avoir une idée globale sur ses actions pharmacologiques.
Ce screening a été réalisé sur la poudre Mentha rotundifolia , sur son infusé, sur son décoctéat
ou sur sa macération en se référant aux techniques décrites par Bruneton (1999).

Préparation de I’infusé

Environ 10 g de la poudre végétale sont infusés dans 100 ml d’eau bouillante et gardés

au repos pendant 30 min, puis ils sont filtrés sur une gaze. Le filtrat ainsi obtenu est I’infusé a
10 % (p/v).




I1.2.1.1. Recherche des polyphénols

> Les flavonoides libres

Quelques gouttes de HCI concentré et quelques milligrammes de Mg sont ajoutés a 1 ml de

I’infusé. La réaction donne une coloration rouge orangé en présence des flavonoides.

> Les anthocyanes

L’identification des anthocyanes a ét¢ faite en ajoutant 10 gouttes d’ammoniaque a Sml

d’infusé. La réaction donne une coloration bleu verdatre.

11.2.1.2. Recherche des tanins

> Les tanins totaux

Nous avons pris 5 ml de I’infusé. Aux quels, nous avons ajouté quelques gouttes d’une
solution de FeCls a 5%. La reaction donne une coloration bleu noire ou verdatre en présence

des tanins.

> Les tanins galliques

Nous avons introduit a 1’aide d’une pipette graduée 5 ml d’infusé dans une fiole puis nous
avons ajouté quelques gouttes de FeCls a 1%. Aprés agitation, une coloration bleu foncée

apparait en présence des tannins galliques.

> Les tanins condensés

Cinq millilitres de I’infusé ont été ajoutés a 2g d’acétate d’ammonium plus 3 gouttes de
chlorure ferrique a 1%, puis 1‘ensemble a été agité. L’apparition d’une coloration bleu-noir

indique la présence des tanins catéchiques.




I1.2.1.3. Recherche des quinones libres

Dans un bécher, nous avons humecté 2 g de la poudre par 2 ml d’acide chlorhydrique IN qui
a été mis en contact avec 20 ml de chloroforme pendant 3 heures. Le mélange a été filtré puis
agité avec 5 ml d’ammoniaque (2). L‘apparition d’une coloration rouge indique la présence

des quinones libres.

I11.2.1.4. Recherche des composés réducteurs
Vingt gouttes du réactif de Fehling ont été ajoutés a 1 ml d’infusé a 10 % et 2 ml d’eau

distillée. Une réaction positive est caractérisée par 1’apparition d’un précipité de couleur rouge

brique.

I1.2.1.5. Recherche des glycosides cardiaques
Deux millilitres de I’infusé ont été dissous avec 2 ml de chloroforme et 1’acide sulfurique

concentré a été ajouté avec précaution pour former une couche rougeéatre foncée de couleur

brune a I’interface de 1’anneau stéroide indique la présence de glycosides cardiaques.

I1.2.1.6. Recherche des alcaloides

Nous avons mélangé 5 ml d’infusé, 2 ml de HCI et 1 ml du réactif de Dragendroff. Ce

mélange donne un précipité rouge ou orange en présence des alcaloides.

I1.2.1.7. Recherche des coumarines

Nous avons révélé la présence des coumarines apres 1’ajout de 5 ml de I’infusé avec 0,5 ml de
I’ammoniaque a 25%, Nous avons observé une fluorescence sous une lampe ultra violette

(UV) a 365 nm.




I1.2.1.8. Recherche des saponosides
Nous avons introduit séparément 5 ml d’HC1 0,IN et 5 ml de NaOH 0,1N dans deux tubes a
essai. Ensuite, ces tubes sont agités aprés 1’addition de quelques gouttes de I’infusé. La

formation de mousse indique la présence des saponosides.

I1.2.1.9. Recherche des hétérosides

> O-hétérosides

Nous avons ajouté Sml d’eau distillée et 0,5 ml de HCI] aux résidus de la poudre végétale
épuisée precédemment par CHCIsz. Puis, nous avons chauffe le mélange pendant 15 min.
Aprés refroidissement sous courant d’eau froide et filtration, nous avons ajouté 2,5 ml de
CHCI3 et soutirés la phase organique ainsi formée. Il y aura 1’apparition d’une coloration

marron apres addition de 0,5 ml de I’ammoniaque dilué indique la présence de O- hétérosides.

> C-hétérosides

Nous avons ajouté 10 ml d’eau distillée et 1 ml de la solution de FeCls a 10% a la phase
aqueux obtenue précédemment avec les O-hétérosides. Ce mélange a été chauffé pendant 30
min au bain-marie puis refroidi sous courant d’cau froide. La phase organique a été séparée
apres agitation avec 1’addition de 5 ml de NH4OH dilué a 50 %, L’apparition d’une coloration

rouge plus au moins intense indique la présence de C-hétérosides.

11.2.1.10. Recherche des stérols et triterpenes
Cinq millilitres de I’infusé ont été ajoutés a 5 ml d’anhydride d’acétate, ensuite 1 ml d’H2SO4
a été ajouté au fond du tube sans agitation. La formation d’un anneau rouge brunatre a la zone
de contact des deux liquides et d’une coloration violette de la couche surnageant révelent la

présence des stérols et des triterpénes

11.2. Extraction des huiles essentielles

L’extraction de I’huile essentielle de Mentha rotundifolia effectuée a 1’aide d’un hydro-

distillateur de type Clevenger (Joseph franklin clevenger;1928). Il est constitué d’une




chauffe ballon, un ballon en verre pyrex ou I’on place le matériel végétal et de I’eau distillée,
une colonne de condensation de la vapeur (réfrigérant) et un collecteur en verre pyrex

également qui recoit les extraits de la distillation (Figure 11).

Figure 11 : Photo du principe de la technique d’hydro distillation.

I11.2.2.1. Mode opératoire

100 grammes de la plante de ’espéce Mentha rotundifolia sont mises dans un ballon en verre
pyrex, additionnées de 700 ml d’eau distillée. L’ensemble est porté a ¢bullition, apres
I’apparition de la premiére goutte de distillat a la sortie du tube de condensation de la vapeur,
I’huile essentielle est alors entrainée par la vapeur d’eau. Elle est ensuite condensée en passant
par un condensateur, fixé par un support approprié en position verticale pour
faciliterl'écoulement du distillat. Le distillat obtenu est récupéré dans une ampoule a décanter.
En fin, le distillat est recueilli puis préserves de l'air et de la lumiére puis les conservés dans le

réfrigérateur a une température de 4°C (Figure 12).
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Figure 12: Diagramme représentant les différentes étapes de 1’extraction des huiles

essentielles de la plante
IL1.2.2.2. Détermination du rendement d’extraction
Selon la norme AFNOR(1986), le rendement en huile essentielle (Rd), est défini

Comme étant le rapport entre la masse de 1’huile essentielle obtenue apres extraction (M') et

la masse de la matiere végétale utilisée (M). Il est donné par la formule suivante :

Rd(%)= M’/M.100

Rd: Rendement en huile essentielle exprimeé en pourcentage (%).
M': Masse de I’huile essentielle obtenue en gramme (g).

M: Masse de la matiére végétale seche utilisée en gramme (g).

I1.2.2.3. Conservation des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont récupérées et mises dans des petits flacons opaques, puis

conservées au réfrigérateur a 4°C




I1.2.3. Evaluation des activités biologiques

I11.2.3.1. Evaluation de I'activité anti oxydante

11.2.3.1.1.Piégeage du radical libre DPPH

e Principe

Le DPPH est un radical libre stable de couleur violacée photométrable a 517 nm. La
réduction du radical par un donneur d’atome d’hydrogéne conduit & la formation de 2,2-
DiPhényl-1-PicrylHydrazine de coloration jaune (Figure 13). L’intensité de la couleur est
proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons
(Sahnoune , 2018)

DPPH’ DPPH-H

vioLeT JAuUNE

Figure 13 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH

Mode opératoire

e Préparation des solutions




La solution du DPPH est préparée dans une fiole jaugée de 100 ml par dissolution de 2,4
mg de DPPH dans une petite quantité de méthanol puis complété le volume jusqu’a 100 ml.
Le mélange ainsi obtenu est agité pendant 3h a | obscurité puis incubé a la température
ambiante et aussi a I"obscurité.

On prépare des solutions de 1mg /ml de méthanol et de composés standards (acide
ascorbique), A partir de chaque solution mére, une gamme de dilution est préparée ( 0,8

mg/ml ,0,6 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,2 mg/ ml, 0,1 mg/ ml)

e FEssai au DPPH

Dans chaque tube de dilution déja préparée, nous avons prélevé 50 ul de ’HE et 1’ajouté a
1950 ul de solution méthanolique de DPPH. Aprés agitation, le mélange réactionnel est
incubé dans 1I’obscurité pendant 30 min a la température ambiante. La lecture est effectuée par
la mesure de 1’absorbance a 517 nm par un spectrophotometre contre le blanc qui est constitué
de 2 ml de méthanol.

Le control positif est présenté par deux antioxydants standards a Img /ml , I’acide ascorbique
(vitamine C) et BHT dont I’absorbance est mesurée dans les mémes conditions que

I’échantillon test.

e Expressions des résultats

Le pourcentage de réduction du radical libre DPPH est exprimé par la formule suivante :

% d’Inhibition= [(Abs Control — Abs échantillon) /Abs Control) x 100

e Abs contréle : Absorbance du contréle (solution de DPPH sans huile

essentielle).

e Abs échantillon : Absorbance du DPPH en présence des huiles essentielles

e Détermination d’ICsg




La valeur ICso est la concentration qui assure la réduction de 50 % du DPPH déterminee
graphiquement pour chaque extrait & partir de la courbe du pourcentage de réduction de

DPPH en fonction de la concentration (Samarth et al, 2008).

I1.2.3.2. Evaluation de I'activité anti microbienne

L’activité antimicrobienne de notre I’huile essentielle est réalisée d’abord par la méthode de
diffusion des disques, en raison de sa simplicité et son efficacité pour tester la sensibilité des
bacteéries et des champignons.

Des disques de 9 mm de diamétre (@), avec une capacité d’absorption de la quantité précise

sont déposeés sur la gélose ensemencée en nappe a partir des souches a tester.

La diffusion de ces huiles essentielles, dans la gélose va permettre I’inhibition de la croissance
des germes tout autour des disques, dans le cas d’une éventuelle activité antimicrobienne
positive qui se traduira aprés incubation par une auréole claire et distincte autour du disque
appelés Halo ou zone d’inhibition.
La lecture se fait par la mesure de diamétre des zones d’inhibition pour chacune des souches
(Figure 14).

Boite de Pétri
- Souches test

Milieu de culture gélosé (Agar)

Disque imbibé d’huile essentielle

Zone d’inhibition

Croissance microbienne

Figure 14: Schéma de la méthode des antibiogrammes sur boite de pétri (Pibiri, 2005).




Mode opératoire

a. Revivification des souches microbiennes

La revivification des souches, une étape nécessaire avant leur utilisation car leur activité
biologique est nulle a I’état conservé. Pour I’obtention d’une culture jeune et pure, se fait en
réalisant un repiquage sur la gélose nutritive favorable a leur croissance.

Tout d’abord, la paillasse doit étre bien nettoyée avec 1’eau de javel et les souches de
référence doivent étre sorties de la réfrigeration et laissées sur la paillasse pour revenir a la
température ambiante . Ensuite, nous avons ensemencé par stries les boite coulées par la GN
pour les bactéries et celles coulées par SAB pour les levures. Puis, L’incubation des boites se
fait dans 1’étuve a 37°C pendant 24h pour les bactéries et a 28°C pendant 48 h pour les

levures.

b. Préparation des disques
Les disques sont préparés a partir du papier wattman N3 de 9 mm de diameétre, ensuite elles
sont mises dans une boite Pétri, stérilisés a 1’étuve a 260 nm puis stockés dans la boite de

Pétrie hermétiquement fermé.

. Repiquage des souches microbiennes

Les souches étudiées sont repiquées dans le milieu Muller Hinton pour les bactéries et dans
le milieu SAB pour les levures , par la méthode de strie, puis incubées a 1’étuve a 37°C
pendant 24 heure pour les bactéries et 25°C pendant 48h pour les levures . Cette étape permet
I’obtention d’une culture jeune des colonies isolées qui vont servir a préparer 1’inoculum

d. Préparation de I’inoculum

L’inoculum est préparé a partir des colonies jeunes . A 1’aide d’une anse de platine, quelques
colonies ont été prélevées puis introduites dans des tubes a essai contenant 5 ml de ’eau

physiologique stérile, puis ces tubes sont agités au vortex pendant quelques secondes

e. Aromatogramme

50 ml de gélose MH et SAB en surfusion sont coulés dans les boites de Pétri, aprés
refroidissement et solidification sur la paillasse, 200ul de chaque suspension bactérienne de

concentration préparée a partir de culture jeune sont étalés a la surface du milieu gélose a




I’aide d’une pipette pasteur. Puis avec une pince stérile, des disques de papier Wattman
d’environ 6 mm sont prélevés puis imprégnés avec 15 ul de I’huile essentielle pure et sont
ensuite déposes sur la gélose en deux répétitions (Figure 14 ) (Murray et al., 1995 ; Gulluce
et al., 2006)

. Les boites sont fermées et laissée sur la paillasse pour refroidir et pour la diffusion de I’hu

f. incubation
Les boites de pétrie ont été incubées dans I’étuve a 37°C pendant 24H pour les bactéries et a

25°C pendant 48h pour les levures

g. Expression des résultats (la lecture)
A la sortie de I’étuve, I’absence de la croissance microbienne se traduit par un halo
translucide autour du disque, identique a la gélose stérile, dont le diamétre est mesuré a 1’aide
d’un pied a coulisse (y compris le diameétre de disque de 9mm). Dans la littérature relative aux
huiles essentielles, les résultats de I’aromatogramme sont exprimés exclusivement a partir de
la mesure du diametre des halos d’inhibitions en mm .
Tableau 2 : La régle mesurant le diamétre de la zone d’inhibition .Diamétre d’inhibition

(mm) Signe Inhibition

Diamétre Signe Inhibition

D<S8 - Non sensible

9-14 + Sensible

15-19 ++ Trés sensible

D>20 +++ Extrémement sensible
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I11. Résultats et discussion

I11.1.Screening phytochimique

Les tests phytochimiques consistent & détecter les différents composés existants dans la plante Mentha
rotundifolia par des réactions chimiques qualitatives. Ces réactions sont basées sur des phénomeénes de
précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques ou un examen sous la lumiére ultraviolette.

Leurs résultats sont illustrés dans le tableau 03.

Tableau 3 : Résultats du screening phytochimiquede la plante Mentharodontifolia

Composés phytochimiques
recherchés (Métabolites) L infusé Résultats

Rouge orangé
Flavonoides libres

Anthocyanes Rouge
Bleu noir
Tanins totaux
+++
Bleu noir
Tanins condensés
+




Tanins galliques

! yWu Y

Bleu noir

Glycosides cardiaques

3 phases sans la couche

rouge

Quinones libres

— a A

Rouge brique

Composés réducteurs

ﬂ Lz

Précipité rouge brique

Alcaloides

Coumarines

Précipité rouge

++
+++
+

Fluorescence faible

Saponosides

4/90 b

Pas  d'apparition d
mousse

une




O-hétérosides Pas de coloration

C-hétérosides
Coloration marron

Stérols et triterpénes Coloration marron

o)
3

() : Absence, (+) : Présence en faible quantité, (++) : Présence en quantité moyenne, (+++) : Présence

en quantité importante.

Letableau 3 montre que la plante Mentha rotundifolia d’origine de Jijel est riche en Cing groupes de
composés chimiques tels que les flavonoides libres, les tanins totaux, les quinones libres, les
composés réducteurs et les alcaloides tandis qu’elle est pourvue des coumarines et des anthocyanes en
faible quantité.Par ailleurs,cette plante est dépourvuedes tanins galliques, des glycosides cardiaques,

des saponosides, des O-hétérosides,des C-hétérosides, des stérols et des tritepénes.

Ces résultats sont compatibles a ceux enregistrés par Bougandoura (2013) qui a testé la méme espéce
récoltée de la région de Tlemcen ou il a signalé la présence des coumarines, des tanins totaux et des
flavonoides libresd’une part et d’autre part I’absence des leuco anthocyanes qui sont absent dans notre
plante .Par contre,nos résultats sont en désaccord avec ceux de Labiod(2016)qui a étudié la méme
espece de deux régions différentes,elle a trouvé des coumarines, des flavonoides libres ,des
saponosides et des tanins totaux avec I’absence des composé réducteurs et les alcaloides.

Cette variabilité pourrait étre due a plusieurs facteurs comme le type du sol, la région géographique, le
climat, l’altitude, la saison de récolte, les méthodes et les procédés de travailles. La présence ou
I’abondance des composés naturels confére a cette plante des propriétés biologiques trés importantes.
La plante Mentha rotundifolia contient une quantité importante de flavonoides , constituant un groupe

de substances tres important qui présente un grand intérét dans plusieurs domaines, leur propriétés




antioxydantes, antivirale antibactérienne destinés a des utilisations dans les industrie pharmaceutique ,
agroalimentaire , cosmétique (Pietta, 2000).

Les tanins sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques produits durant la peroxydation
qui a pour conséquence d’inhiberla réaction en chaine de 1’auto-oxydation des lipides , ils peuvent
tanner la peau par création de liaisons entre les molécules de tanins et les fibres de collagéne.lls

permettent aussi de stopper les hémorragies et de lutter contre les infections (Iserin, 2001).

111.2.Rendement d’extraction

Aprés I’extraction nous avons trouvé un liquide limpide jaune pale présenté dans la figure suivante

Figure 15 : Huile de Mentha rotundifolia

Notre rendement est de 1,47 % .Ce rendement est proche a celui obtenu par Bouhini (2016) qui a
trouvé un rendement de 1,56 % pour I’espece Mentha rotundifolia récoltée au Maroc. Par contre, il est
supérieur a celui obtenu par Brada et al (2007) (0,8 %) qui ont travaillé sur la méme plante récoltée
au nord d’Algérie et a celui obtenu par Talbi (2016) (0,27 %) qui a étudié la méme espece récoltée de
la région d’Ouest d’ Algérie.

Cette différence pourrait étre due a plusieurs paramétres tels que 1altitude de la région de récolte, la
saison, le climat, la partie de la plantes (feuilles, graines, tiges .... etc.) et aussi le procédé de
distillation, les appareillages et 1’état de la plante (seche ou fraiche).

111.3. Evaluation des activités biologiques

111.3.1. Activité antioxydante

L activité anti radicalaire de I'huile essentielle de Mentha rotundifolia est évaluée par la méthode de
piégeage du radical DPPH. Les résultats de 1’évaluation de I’activité antioxydante sont illustrés dans la
Figure 16 pour I’huile essentielle et dans la Figure 18 pour I‘acide ascorbique ainsi que dans le

tableau 4.
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Figure 16: Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de différentes concentrations de 1’huile

essentielle (%)
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Figure 17: Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de différentes concentrations

de I’acide ascorbique (%)

Tableau 4 : Pourcentage d’inhibition de différentes concentrations d’HE et d’AA

C1 Cc2 C3 C4 C5 C6
Concentrations (mg/ml) 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1
% d’inhibition d’HE 18 19,52 20 21,15 22,99 23
% d’inhibition d’AA 54,16 | 96,11 _ _ B B




L huile essentielle de Mentha rotundifolia a une dose de 1mg/ml a montré un pourcentage
d’inhibition trés faible de 18 % par opposition au résultat révélé par I'acide ascorbique qui est
de 54,16 %.Elle exerce une faible activité antioxydante sur le radical DPPH avec une valeur
d’IC50 égale a 5,8mg/ml contre une valeur égale a 0,10 mg/ml pour I’acide ascorbique.
Selon Sharififar (2007), la concentration efficace (IC50) est inversement liée a la capacité
anti oxydante d'un composé, car elle exprime la quantité d'antioxydant requise pour diminuer
la concentration du radical libre de 50%. Plus la valeur d’IC50 est basse, plus l'activité anti
oxydante d'un composé est grande.

Nos résultats sont en concordance avec ceux de Kerbouch (2013) qui a signalé une activité
antioxydante de 7,93 % pour une concentration de Img/ml de I‘huile essentielle extraite a
partir de la méme espéce mais d’origine différente tandis que ils sont en désaccord avec ceux
de Labiode (2016) qui a signalé une bonne activité antioxydante (55 %) sur la méme plante
récoltée de la région d’ Annaba.

Ces divergences dans la propriété anti oxydante de 1°huile essentielle de Mentha rotundifolia
peuvent étre dues a sa composition. Kerbouche (2013) a attribué la faible activité
antioxydante a la pauvreté des composés phénoliques tandis que Labiode (2016) a constaté
que la forte activité antioxydante est due a la présence des composés majoritaires tels que

pipeitone et menthone.

Tableau 5 : valeurs d’IC 50 obtenue de I’huile essentiel et de I’acide ascorbique

IC 50 d’HE IC50 d’AA

5,8mg/ml 0,10 mg/ml

111.3.2. Activité antimicrobienne

L activité antimicrobienne de notre huile essentielle a été faite sur quatre souches de bactéries
(Pseudomonas aeuginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus substilis subsps pizizeni et Escherichia
coli ) et deux souches de levures ( Candidat albicans et Saccaromyces cerevisiae) provenant de la

collection du laboratoire de CRD SAIDAL avec la méthode de diffusion sur gélose.

E



111.3.2.1. Activité antibactérienne

Les résultats sont présentés dans le tableau suivant

Tableau 6 : Résultats de diamétre de zones d’inhibition pour souches bactériennes

Bactéries Gram | Zones Zones La moyenne | Résultat
d’inhibition | d’inhibition | (mm)
(Essai 1) (Essai 2)
(mm) (mm)
Staphylococcus + 22 23 225+0,5 Extrémement
aureus sensible
Bacillus subtilis | + 19,5 19 19,25+0,25 Tres sensible
subsps pizizeni
Escherichia coli -- 15 11 13+2 Tres sensible
Pseudomonas -- 16 12 14+2 Tres sensible
aeroginosa

Les valeurs obtenues a partir de la méthode de diffusion sur gélose indiquent que I'huile essentielle
de Menta rotundifolia est efficace dans 1’inhibition de développement bactérien; Toutes les souches
bactériennes sont tres sensibles a cette huile et cette sensibilité differe selon les souches, car on a
signalé que les diamétres d’inhibition les plus grands ont été observés chez les bactéries & Gram positif
Staphylococcus aureus (22,5 £ 0,5 mm) et Bacillus subtilis subsps pizizeni (19,25 + 0,25 mm) tandis
que les diametres les plus faibles ont été observés chez les bactéries a Gram négatif Pseudomonas
aeuginos (14 £ 2 mm) et Escherichia coli (13 £ 2 mm).

Ces résultats sont compatibles a ceux de Riahi et al (2013) qui ont étudié I’activité antimicrobienne
de la méme plante récoltée au Tunisie et ils ont trouvé des diamétres d’inhibition variant entre 23
mm et 24 mm pour les bactéries & Gram positif (Staphylococcus aureus Bacillus cereus) et ceux de
Seladji (2014) ou il a travaillé sur ’activité antibactérienne de la plante M. rotundifolia récoltée de la
zone de Tlemcen en testant deux souches communes Escherichia coli (10,66 £ 0,942 mm) , et
Pseudomonas aeruginosa (10,66 + 0,471 mm).

Nos résultats sont aussi compatibles aux résultats obtenus par (Derwich et al, 2010) qui ont travaillé
sur la méme espece récoltée au Maroc et ils ont également montré que les bactéries a Gram positif,
Staphylococcus aureus et Bacillus cereus sont plus sensibles que les bactéries a Gram négatif
Escherichia coli, et Pseudomonas aeruginosa .Donc nos résultats confirment des découvertes
antérieures qui ont mis en évidence des activités antibactériennes importantes de I'huile essentielle de

M rotundifolia L. en Algérie en particulier contre la souche E. coli et (Ladjel et al, 2011).
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Par contre, nos résultats sont en désaccord avec ceux de Sbai et al (2020) qui ont signalé des

diamétres d’inhibition faibles pour les trois

Staphylococcus aureus (10 mm) et Pseudomenas aeruginosa (0 mm)

111.3.2.2. Activité antifongique

Les résultats sont présentés dans le tableau suivant

Tableau 7: les résultats de diamétre d’inhibition des souches fongique

souches communes ; Escherichia coli (11 mm);

Levures Essai 1 Essai 2 La moyenne Résultat

(mm) (mm) (mm)
Candida albicans 54 50 52 +£2 Extrémement sensible
Saccharomyces 53 55 54 +1 Extrémement sensible
cerevisiae

Selon les résultats du tableau 8, les deux espéces fongiques ont montré une extréme sensibilité

envers notre HE ou on a enregistré des diamétres d’inhibition de 52 + 2 mm pour Candida albicans et

54 + 1mm pour Saccharomyces cerevisiae.

Selon ces résultats, on a constaté que notre HE a une activité antifongique deux fois plus supérieure a

I’activité antibactérienne

L’activité antifongique des huiles essentielles, peut étre expliquée par 1’effet synergique entre leurs
différents composés. D’apres Teixeira et al (2012), I'activité antimicrobienne des huiles essentielles
dépend de leur composition chimique. En effet, les composés majoritaires sont souvent responsables

de I’activité antifongique de ces huiles essentielles (Giordani et al., 2008).
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Les substances naturelles présentent de plus en plus une place de choix thérapeutique, en
effet, les plantes constituent une usine chimique dont on doit tirer le maximum de profit pour

le bien-étre des populations

La plante étudiée au cours de ce travail est la Mentha rotundifolia classée dans la famille des
Lamiacées et le genre Mentha, la plante a été récoltée dans leurs habitats dans la région de

Jijel située au nord-est de I’ Algérie

les résultats du screening phytochimique de la plante mentha rotundifolia obtenues a partir du
ont montré que la menthe rotundifolia est riche en métabolites secondaires , comme : les
flavonoides , les anthocyanes , les tanins totaux et condensés , les quinones libres , les
composeés réducteurs , les alcaloides et les coumarines ; et grace a ces substances la plante a
développe des activités tres importantes

Il existe plusieurs méthodes d’extraction pour I’extraction de I’huile essentielle de la partie
aérienne de plante seéche; mais nous avons opté pour I’hydro distillation a cause de ses

avantages

Leextraction d’huile essentielle a donné un rendement de 1,47.L°¢étude du pouvoir
antioxydant de notre huile par la méthode de piégeage du radical libre DPPH a signalé une

tres faible activité comparée a celle de 1’acide ascorbique

Pour le pouvoir antimicrobien de notre huile par la méthode de diffusion sur gélose de
I’huile essentielle de la Mentha rotundifolia , nous avons constaté que notre huile a exercé
une importante activité antibactérienne sur les quatre souches de bactéries avec un diametre
entre 15 mm et 23 mm et une excellente activité antifongique sur les deux souches de levures
de 50 nm & 53nm

L’étude d’extraction d’huile de la plante Mentha rotundifolia permet de constater une
richesse en information concernant la nature d’huile extraite et son utilisation thérapeutique et
industrielle, le travail nécessite une suite a fin d’examiner I’application de cette huile dans le

domaine thérapeutique.

Et a la fin de ce travail il serait intéressent d’¢largir 1’étude d’huile essentielle de la plante
Mentha rotundifolia dans d’autre région de 1’Algérie , suivre la variation de la composition

des huiles essentielles en fonction de la période de croissance de la plante , de continuer les

3



travaux concernant ’activité anti oxydante et antimicrobienne notamment avec d’autre
souches pathogénes et de tester différentes molécules sur différentes modéles biologiques en

vue de les utiliser dans le domaine thérapeutique
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Annexe 1 : Tableau de matériel et produit utilisée

Réactifs Verreries Appareillages
FeCl3 1%, 5%, 10% Ballon Balance de précision
NaOh 0,1N, 1N Pipettes pasteures Chauffe ballon
Ammoniaque %2, 25%, 50% | Eprouvettes Clevenger
Ethanol Birchers Micropipettes
Méthanol Tubes a essais Plague chauffante
Acétate de sodium Entonnoirs Spectrométrie de masse
DPPH Spatules Boites de pétries
BHT Erlenmeyers Disques 9 nm
Réactif de Fehling Fioles jaugees Réfrigérateur
Réactif de Dragendroff Verre de montre Chronomeétre
Acide ascorbique Flacons en verre Agitateur
HCI Pince Vortex
Mg Anses de platine Portoir
Eau physiologique stérile Epindoffs
Acétate d’ammonium Gaz
Chloroforme Bec benzéne
Acide sulfurique Embouts pour les
micropipettes
Etuve
Papier filtre
Incubateur
Lampe UV
Broyeur électrique

Annexe 2 : Généralités sur les souches bactériennes testées
Bactéries
1.Staphylococcus aureus

Cocci a Gram positif, immobiles et disposées en amas, responsable d’infections

graves communautaires et nosocomiales ,d’infections des plaies ,de la peau et de sang ,des
abces, ostéites ,otites, infections urinaires ,endocardites ,gastro-entérites et infection
pulmonaires .acquiert facilement des résistances aux antibiotiques et en particulier a la
pénicilline ,a la méthicilline 1(MRSA), et aux fluoroquinolones mais

Sensible aux B-lactamines (Perry et al, 2003)

2. Escherichia coli
Bacilles a Gram négatifs a sporules, la famille des entérobactéries, fermentent le lactose et le
glucose, responsables des infections urinaires, septicémie méningite du nourrisson, de plaies

opératoires et gastro-entérites. (Teixeira et al, 2007)

3. Pseudomonas aeruginosa




Bacilles a Gram négatifs ,mobile aérobie ,non capsulé .Agent pathogénes opportuniste actifs
,résistance a ’ampicilline , céphalothine ,triméthoprine et acide nalidixique .provoque des
infection nosocomiales ,sous forme d’infections urinaire , d’infections du sang ,des plaies et
de I’appareil respiratoire. (Perry et al, 2003)

4. Bacillus substillis

Comme son embranchement l'indique, c'est une bactérie a gram + Elle a pour forme cellulaire
des batonnets droits a bout arrondis Comme d'autres espéces, Bacillus subtillis peut se
constituer une coque protectrice dure (endospore) lui permettant de tolérer des conditions
environnementales difficiles ou extrémes, mais contrairement a plusieurs autres espéces bien
connues. subtillis est une aérobie stricte. Est utilisée dans la production commerciale au Japon
d'une gourmandise dite natto. D'autres souches de B. subtillis ont d'autres applications
commerciales C’est un organisme de choix pour I'étude de la sécrétion protéique et un des
outils ou modeles génétiques les plus aisément manipulables avec la levure.

Levures

1. Candida albicans

Levures avec colonies grandes et rondes, vivant a 1’état normal dans la bouche, le vagin et le
tube digestif, responsable d’infections fongiques superficielles (le muguet, des vulvo-
vaginites) et systémiques chez des individus immunodéprimés

2. Saccharomyces cerevisiae

Est une levure unicellulaire eucaryote qui prend la forme d’une cellule ronde ou ovale
(Futura Santé) Saccharomyces cerevisiae est une levure cosmopolite, largement utilisée dans
I’industrie agroalimentaire et pharmaceutique. Son incidence en pathologie humaine est rare,
mais reste probablement sous-estimée par rapport a la vraie situation. Cette levure est
considérée actuellement comme pathogéne émergent et opportuniste (Journal de Mycologie
2017)

Annexe 3 : Préparation des milieux de culture

Gélose Mueller-Hinton

Extrait de VIande .......oooiiiiii e 2g
Peptone de CaSCINE. ... ...ttt e 15¢g
AmIdOn de MATS. .....uinti e 1.5g
N . Pt 17¢g
Eau distillée ... e 1L
pH=7.4

Autoclavage pendant 15min a 120C°
Milieu Sabouraud

Peptone de CaSCINE ........iiuiit e S5¢g
Peptone de viande ...... ..o oo i e e Sg
GIUCOSE. ettt e 20g
N . 1 PN 15¢
Bau distillee ..ot o 1L



http://dictionnaire.sensagent.leparisien.fr/Levure/fr-fr/

pH =5
Autoclavage pendant 15 min a 120C°

Annexe 4
Préparation des réactifs

* Réactif Drangendroff : Il s’agit d’un mélange (V/V) de deux solutions A et B

e Solution A :

Nitrate de bismuth. ... 0.85¢

Eau distillée. .....oueei i 40ml

YN 16 L Tt 5 Ua | 1< 10ml
e Solution B :

Tode de PotasSIUML. .....iieiit i 8g

Eau distill€e. ... ..o 2ml

Nous mélangeons les deux solutions, ensuite nous ajoutons 20ml de 1’acide acétique et
nous complétons a 100 ml avec de I’eau distillée

* Préparation de réactif Fehling : Il s’agit d’un mélange (V/V) de deux solutions

A et B.

e Solution A :
US04 . e e 35¢g
Bau distill@e. . ..o 500ml
H2 S O . . 5ml

Laisser refroidir et compléter a 1L avec de I’eau distillée
e Solution B :
Sel de SeIGNette. . ....oueueieiie i 150g
Eau distillée ..o 500ml
Refroidir et ajouter 300 ml de lessive non carbonatée puis ajuster jusqu'au 1L avec de
I’cau distillée
NB : Mélanger les deux solutions a volume égale au moment de I’emploi
e Préparation de I'Eau physiologique stérile

Eau distill@e ... ..o 1000 ml
Autoclavage pendant 15 min a 120°C

Annexe 5 : Résultats de I’activité antibactérienne




Nom de la
bactérie

Staphylococcus
aureus

Bacillus
Subtilis
Subsp
spizizeni

Essai 1

22 mm

Escherichia coli

23 mm

Essai 2

Pseudomonas
aeuginosa

16 mm 12 mm
Levures Essai 1 Essai 2




candida
albicans

saccharomyces
cervisiae




Résumé

Mentha rotundifolia est I'une des plantes médicinales appartenant a la famille des Lamiaceae . Notre
travail consiste en caractérisation phytochimique , extraction des huiles essentielles, détermination du
rendement, et évaluation des activités biologiques (anti oxydante et antimicrobienne ) de I'huile de la
plante étudiée.

L’étude phytochimique de sa partie aérienne a mis en évidence sa richesse en métabolites
secondaires.

Les rendements d’extraction est de 1,47. En outre, 1’évaluation de 1’activité antioxydante en utilisant
la méthode de DPPH ; les résultats montent que I’huile essentielle de la Mentha rotundifolia n’a pas
une bonne activité antioxydante avec une valeur d’IC50 égale 5,8 mg /ml a tandis que 1’évaluation de
I’activité antimicrobienne sur les quatre souches de bactéries et les deux souches levures nous a permet
de constaté que notre huile est efficace envers toutes les souches testés.

Mots clés : Mentha retundifolia , screening phytochimiques, huiles essentielles ,
, activité anti oxydante, activité antimicrobienne.

Abstract

Mentha rotundifolia is one of the medicinal plants belonging to the family Lamiaceae . Our work
consists of phytochemical characterization, extraction of essential oils, determination of yield, and
evaluation of biological activities (antioxidant and antimicrobial) of the oil of the plant under study.
The phytochemical study of its aerial part showed its richness in secondary metabolites.

Extraction yields are 1.47. In addition, the evaluation of antioxidant activity using the DPPH method;
the results show that the essential oil of the Mentha rotundifolia does not have a good antioxidant
activity with a value of 1C50 equal 5,8 mg/ml while the evaluation of antimicrobial activity on the four
strains of bacteria and the two strains yeast allowed us found that our oil is effective against all strains
tested.

Keywords: Mentha retundifolia , phytochemical screening, essential oils ,
, antioxidant activity , antimicrobial activity.
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