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Introduction

Actuellement, selon les estimations de 1’Organisation mondiale de la sant¢ (OMS), plus de 80
% de la population mondiale, surtout dans les pays sous-développés, ont recours aux
traitements traditionnels pour satisfaire leurs besoins en matiere de santé et de soins
primaires(Eddouks et al., 2007).

La plus grande partie des plantes, utilisée au niveau mondiale, est destinée a la phytothérapie,
a la production de molécules pour la médecine allopathique, a I’¢laboration des

aromes(Elmeskaoui et al., 2008).

La Phytothérapie est une médecine qui utilise des plantes « ou la seule "partie active" de ces
plantes » ayant des propriétés thérapeutiques. Ces plantes sont appelées "plantes médicinales".
Les plantes médicinales peuvent étre des espéces cultivées mais dans la plupart des cas des
especes sauvages (Mohammedi, 2013).

L’ Algérie, offre une végétation riche et diverse avec un grand nombre de plantes aromatiques
spontanées. L’intérét porté a ces plantes n’a pas cessé de croitre au cours de ces dernieres
annees (Adida et al., 2016).

Cependant, la flore algérienne avec ses 3000 especes appartenant a plusieurs familles
botaniques, dont 15% d’endémiques, reste trés peu explorée sur le plan phytochimique
comme sur le plan pharmacologique (Bouzid et al., 2017).

Cette richesse et cette originalité¢ font que I’étude de la flore d’Algérie présente un intérét
scientifique fondamental dans le domaine de [I’ethnobotanique, de la pharmacopée
traditionnelle mais également un intérét scientifique appliqué dans le domaine de la
valorisation des substances naturelles (Bouzid et al., 2017).

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et I'élaboration
des médicaments, non seulement lorsque les constituants des plantes sont utilisés directement
comme agents thérapeutiques, mais aussi comme matiéres premiéres pour la synthése de
médicaments ou comme modeles pour les composés pharmacologiquement actifs(Boukezata,
2015).

Les plantes possedent des métabolites dites « secondaires » par opposition aux métabolites
primaires que sont les protéines, les glucides et les lipides. Ces composes différent en fonction

des especes a 1’autre (Krief, 2003).
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Introduction

La famille des Lamiacées englobe une grande variété de plantes aromatiques, distribuées
principalement dans les pays a climat tempéré (Derwich et al., 2011). Elle comprend environ
220genres et plus de 4000 espéces (Arijit et Arpita, 2013), dont le genre Mentha avec ses 25
espéces (Rodrigues et al., 2013). M. suaveolens « plante médicinales largement distribuée en
Algérie » est plus utilisée et la plus commune de toute la famille des Lamiacées. Elle est
utilisée comme condiment et en médecine traditionnelle pour ses propriétés: tonique,
stimulante, digestive, carminative, analgésique, cholérique, antispasmodique, anti-
inflammatoire, sédative et hypotensive (Tripathi et al., 2004).

L’objectif de notre travail consiste a la valorisation de la plante M. souaveolens de la région
Sid Safi a I’Ouest Algérien, par la recherche des composés qui peuvent trouver une utilisation
thérapeutique. Pour cela, une plante, de la famille lamiacée, a fait 1’objet d’une étude
phytochimique et [’évaluation de [D’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de
M.souaveolens vis-a-vis de cing souches par la méthode de diffusion sur gélose.

Ce travail sera présenté comme suit :

Une partie relative a 1’étude bibliographique qui se compose en trois chapitres:

L’état des connaissances des plantes médicinales et les métabolites secondaires sera présenté
dans un premier chapitre.

Dans un deuxieme chapitre, nous aborderons un apercu général et botanique sur ’espéce
M.souaveolens. Et pour le troisiéme chapitre concernant les huiles essentielles.

Une autre partie réservée a 1’étude expérimentale subdivisée en deux : I’'un présente les
méthodes et les techniques utilisées pour la réalisation de ce travail et ’autre consacré a la
présentation des résultats obtenus et la discussion.

Enfin, une conclusion générale qui portera sur une lecture attentive des différents résultats

obtenus.
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Synthese bibliographique

1. Geénéralité sur les plantes médicinale
L'utilisation des plantes pour leurs propriétés médicinales est une pratique trés ancienne

remontant aux premiéres civilisations et bien préservée depuis des siécles dans le monde
entier (Landoulsi et al.,2018).

Les archives historiques des plantes medicinales ont révélé que leur utilisation remonte a
5000 ans av. Par les Syriens, les Babyloniens, les Hébreux et les Egyptiens (EI Azzouzi et
Zidane, 2015)

1.1. Définition
Les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux de I'numanité, en particulier pour

la plupart des communautés qui en dépendent pour leurs soins de santé primaires et leur
subsistance (Salhiet al., 2010), Il s'agit de plantes contenant une ou plusieurs substances
pouvant étre utilisées a des fins thérapeutiques ou comme précurseurs dans la fabrication de

drogues utiles(Sofowora, 2010).

Les plantes médicinales sont actives dans différents secteurs sous la forme de principes actifs,

des huiles, des extraits ou des solutions, qu’elles soient aqueuses ou biologiques (Zbalah et

Belarbi 2018).

1.2. L’origine des plantes médicinales
L'Organisation mondiale de la santé définit les plantes médicinales comme "toutes les plantes,

sauvages ou cultivées, utilisées a des fins médicinales (Abdelnour et Arnold, 2004).

L'activité pharmacologique des plantes médicinales sélectionnées doit étre évaluee
scientifiquement et déterminer si elles confirment leur réputation, et il est également

nécessaire de vérifier I'absence de toxicité des plantes utilisées(Arab et al., 2013).

1.2.1. Plante sauvage « de cueillette »

Les plantes sauvages sont des membres du regne végétal capables de se reproduire sans l'aide
de I'nomme. C'est la premiere plante indigene appelée "spontanée” et ensuite les plantes sont
introduites par I'homme qui s'adapte parfaitement a son nouvel environnement(Couplan,
2009).
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Les recherches ont montré I’'importance des espéces de plantes sauvages dans le régime
alimentaire des hommes, en particulier en période de pénurie(Diarra et al., 2016), a joué un
réle important dans la vie de nombreuses personnes dans les pays en développement, ou elles
sont généralement utilisées a des fins médicales ou en tant que sources d'énergie et de
nutriments(N°zebo Jean-Michel et al., 2018).

1.2.3. Les plantes de culture

Dans la majorité des cas, les plantes médicinales sont obtenues par culture, ce mode de
production peut étre organisé afin d’abaisser les cotlits de production. De plus la qualité des
plantes cultivées peut étre améliorée afin d’augmenter les teneurs en principes actifs,
d’augmenter leur résistance a divers agent (conditions climatiques défavorables, maladies,

parasites).
Pour réaliser cette amélioration, on peut jouer sur différents facteurs :
Action sur les facteurs génétiques : on effectue alors une sélection qui peut étre :

-Conservatrice ou naturelle a I’intérieur d’une population hétérogéne de plante dans laquelle
sont sélectionnées les plantes qui possédent dans leur patrimoine génétique les caractéres les

plus intéressants.

-Créatrice ou artificielle, dans ce cas le patrimoine génétique est modifié diverses techniques

agronomiques (mutations, hybridations et gynogenese fussions de protoplastes....).

Action sur les facteurs écologiques : I’influence du lieu de culture et des conditions
culturales (sol, altitude, température, insolation, humidité....), ils sont étudiés de maniere

systématique (Gazengel et Orechioni, 2001)

2. Les métabolites secondaires
Les métabolites secondaires sont des composés biosynthétisés naturellement par les végétaux

mais qui ne participent pas directement au métabolisme végétal(Guillaume et Charrouf,
2005).
Les principales fonctions dans les plantes sont protection contre les virus, les maladies
bactériennes, les infections fongiques, et résister a un stress environnemental(Pegoraro,
2007).
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2.1. Classification des metabolites secondaires
On peut classer les métabolites secondaires en plusieurs grands groupes, qui sont trés

inégalement réparties chez les végétaux (Macheix et al., 2005).

Ces composés sont trés nombreux et variés, et certains sont largement répandus, comme les
alcaloides, les terpénes et les tanins, tandis que d’autres ont une répartition plus restreinte
comme les composés soufrés(Najjaa et al., 2011).

Chacune de ces classes renferme une tres grande diversité de composés qui possedent une trés

large gamme d'activités en biologie humaine. Ces classes sont présentées ci-apres.

2.1.1. Les composés phénoliques

Les composes phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires caractérisés par la
présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles (Boizot et Charpentier,
2006) libres ou engagés avec une autre fonction chimique (éther méthylique, ester, sucre...).

A T’heure actuelle plus de 8000composés a été isolé et identifier (Mompon et al., 1998).

IIs sont retrouvés dans tous les niveaux de la plante (Ranjeva et al., 1977) racines, tiges,
feuilles, fleurs, fruits... jouent un réle important dans de nombreux processus physiologiques
comme la croissance cellulaire, la rhizogenése, la germination des graines ou la maturation
des fruits(Amiot et al., 1989).

Structures et classifications des composés phénoliques :

Les composés phénoliques sont synthétisés a partir des hydrates de carbone par la voie de
I’acide shikimique et la voie de ’acétate.

La structure des composés phénoliques caractérisé par une simple noyau aromatique(figure
n°01) de faible poids moléculaire jusqu’aux tanins complexes de trés haut poids

moléculaire(Chira et al., 2008).

OH

Figure n°01 : la structure simple du noyau aromatique.
(Vermerris et Nicholson 2008)
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Les polyphénols sont communément subdivisés en acides phénoliques, phénylpropanoides,
anthocyanines, tanins, coumarines, quinones, flavonoides, et lignanes (Vermerris et
Nicholson, 2008).

2.1.1.1. Les flavonoides
Les flavonoides sont des composés polyphénoliques présents dans les végétaux(Hollman et

Katan, 1997) lls constituent des pigments responsables des colorations jaune, orange et rouge
de différents organes végétaux(Ghedira, 2005).

On les trouve dans divers fruits, léegumes, noix, graines, herbes, épices, tiges, fleurs, ainsi que
dans des boissons telles que le thé, vin rouge (Middleton et al., 2000).pres de 5000
flavonoides repartis en 13 classes sont connus(Wollgast et Anklam, 2000).

L’existence des différentes classes structurales des flavonoides serait fonction des
modifications de I’hétérocycle A, B et C, qui constituent leur structure chimique ; on
distingue différents types de noyaux : (Saito et al., 2013)

Chalcones, Dihydrochalcones, Aurones, Flavones, Flavonols, Dihydroflavonols, Flavanones,
Flavanols, Flavandiol, Anthocyanidin, Isoflavonoids, Biflavonoids, Proanthocyanidins
(Wollgast et Anklam 2000).

Structure:

Tous les flavonoides dérivent de I’enchainement benzo-y-pyrone et peuvent étre classés selon
la nature des différents substituants présents sur les cycles de la molécule et du degré de

saturation du squelette benzo-y-pyrone (Ghedira, 2005).

[ Figure n°02 : structures de 1’enchainement benzo-y-pyrone. ]
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Les flavonoides sont le groupe le plus connu de composés phénoliques d’origine
biosynthétique mixte comprenant 15 atomes de carbone, formant une structure C6-C3-C6
constitué de deux noyaux aromatiques (A et B) reliés par un hétérocycle oxygéné (C) et ils

existent sous forme simples ou glycosylés (Pietta, 2000).

2.1.1.2. Les tanins
Le nom «tanin» est dérivé du frangais «tanin» (tannant substance) utilisé pour une gamme de

polyphénols naturels ,Le terme tanin dérive de la capacité de tannage de la peau animale en la
transformant en cuir (Khanbabaee et Van Ree, 2001). Ce terme a été utilisé pour la premiére
fois par Seguinl en 1796 (White, 1957).

Les tanins sont un groupe des polyphénols du poids moléculaire moyenne ou élevé. Les tanins
sont des molécules fortement hydroxylés et peuvent former des complexes insolubles
lorsqu’ils sont associés aux glucides, aux protéines et aux enzymes digestives, réduisant ainsi
la digestibilité des aliments. Ils peuvent étre liés a la cellulose et aux nombreux éléments
minéraux(Refat et al., 2008).

Les tanins sont des substances d'origine organique que I'on trouve dans pratiqguement tous les
végétaux, et dans toutes leurs parties (écorces, racines, feuilles, graine, fruits
.etc.)(Khanbabaee et Van Ree, 2001)

Ils se composent en deux grands groupes : les tanins hydrolysables ou tanins galliques qui
sont des esters de D’acide gallique ou 1’acide ellagique et les tanins condensés non

hydrolysables ou tanins catéchiques (Khanbabaee et Van Ree, 2001).

2.1.1.2.1. Tanin hydrolysables
Les tanins Hydrolysables sont constitués d’acide gallique et de ses dimeres. Ces tanins sont

facilement hydrolysés avec acide, alcalin et eau chaude et par action enzymatique cédant a

I'alcool polyhydrique et a I'acide phénylcarboxique.

Gallotannins Ellagitannins
2 or - " Figure n°03: modeéle des tanins
RO/’( R ”0-».(‘ ) e hydrolysables (gallotannin et ellagitannins)
v 5 O / / -
Og " "o o o (Khanbabaee et Van Ree 2001)

HO™ " "OH (G)
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2.1.1.2.2. Tanin condensé
Appelés aussi proanthocyanidines ou procyanidines, les tanins condenses, sont des

polyphénols de masse molaire élevées(Wollgast et Anklam, 2000), et se nomment ainsi pro
anthocyanidines de type B. Lorsque la condensation se produit entre les unités adjacentes par
la liaison C4-C8 et par une liaison d’¢ther additionnelle entre C2 et C7, les
proanthocyanidines sont dits de types A(Dykes et Rooney, 2006).

Figure n°04 : modeéle des tanins

condensés type B (Schofield et al.,
2001).

Terminal unit

2.1.1.3. Les anthocyanes :
Les anthocyanes ou les anthocyanines est un terme général qui regroupe les anthocyanidols et

leur dérivés glycosylés, ces molécules faisant parties de la famille des flavonoides sont des
pigments naturels qui conférent aux fleurs, fruits et les baie tous les couleurs allant du bleu ou

rouge(Castaneda-Ovando et al., 2009).

2.1.1.3.1. Structure des anthocyanes
La structure de base des anthocyanes est caractérisée par un noyau « flavon », généralement

glycolyse en position C3(Lee et al., 2005)

0O
\gly0051de

OH

[ Figure n°05 :Structure générale des anthocyanes(Lee et al., 2005) ]
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2.1.1.3.2. Classification des anthocyanes
Les anthocyanes peuvent étre groupés en différentes classes baseées sur le degré de

méthylation, la nature, le nombre et la position des oses liés a la molécule. Il y a au moins six
principaux types d'anthocyanines: pélargonidines, cyanidines, delphinidins ,peonidines,

pétunidines et malvidines (Tsuda, 2012).

2.1.1.4. Les coumarines
Les coumarines ont été isolées pour la premiére fois en 1822 et synthétisées en 1868par

Perkin(Egan et al., 1990). Plus de 1300 des coumarines ont été identifiées comme
métabolites secondaires a partir de plantes, de bactéries et de champignons(Venugopala et
al., 2013).

Les coumarines sont classée dans la famille des composés benzopyrone, tous constitués d'un
cycle benzénique liés a un cycle pyrone(Lacy et O'kennedy 2004). Les coumarines sont des
substances naturelles connues, Il s’agit de composés a neuf atomes de carbone possédant le
noyau benzo (2 H)-1 pyrannone-2(Venugopala et al., 2013).

Les coumarines constituent une trés grande classe de composés trouvés dans tout le régne
veégétal. Ils se trouvent & niveaux éleves dans certaines huiles essentielles. Et également
présente dans les fruits, thé vert et autres aliments tels que la chicorée. (Lacy et O'kennedy,
2004).

La coumarine et ses dérivés représentent une classe trés importante des composés naturels
présentant un large spectre d’activités biologiques, telles que les activités cytotoxiques,

cardiotoniques et activité photodynamique et antioxydant(Stojkovi¢ et al., 2018).

2.1.1.4.1. Classification
Les coumarines sont substituées par un hydroxyle ou plus sur les six positions disponibles. La

majorité des coumarines sont substituées en C-7 par un hydroxyle. Les auteurs ont classé les
coumarines selon la nature des substituant sur leurs structures en six catégories(tableau
n°01)(Venugopala et al., 2013).
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Tableau 01 : Structure des classes des coumarines

classe structure Classe structure

1 -Simple coumarine 4 -Pyrano coumarines wel N

0" divisé en deux types : " ~
o type linéaire. o

e type angulaire.

¥ (8]

2 -Furanocoumarines S~ 5- Phenylcoumarins O
=

(S ¢
3 -Dihydrofuranocoumarins m 6 -Dicoumarines O N O
o

o o 07N 7 0

2.1.2. Les composés terpéniques

Les terpénoides représentent ['un des plus grandes catégories de métabolites
secondaires(Leonard et al., 2010).lls constituent la famille de produits naturels la plus
diverse structurellement, stéréochimiquement et fonctionnellement avec plus de 55 000
molécules identifiées a ce jour dans toutes les formes de vie(Christianson, 2008)

Tous les terpénoides proviennent des précurseurs simples a 5 atomes de carbone,
I’isopentényl diphosphate (IPP) et son isomeére le dimethylallyl diphosphate (DMAPP)
assemblés et modifiés de milliers de facons(Christianson, 2007)Les terpenes ont une masse
moléculaire relativement faible ,ce qui leur confere un caractére volatil et est a la base de leurs

propriétés olfactives(Jean, 2009).

Chez les végétaux, les terpénoides sont produits par tous les tissus végétatifs dont les racines
mais aussi par les diverses pieces florales(Dudareva et al., 2004).

En raison de leurs nombreuses structures, les terpénoides constituent un groupe hétérogene de
molécules avec différentes propriétés physiques et chimiques. s peuvent étre saturées et
insaturees, volatiles, semi-volatiles ou non-volatiles ,& chaine droite, a chaine ramifiée,
cycliques ou acycliques, chiraux ou achiraux, portant éventuellement divers groupes
fonctionnels oxygénés (ex. alcools, aldéhydes, cétones, esters et éthers) ou contenant de
l'azote ou du soufre et solubles ou insolubles dans I'eau(Bohlmann et Keeling, 2008;
Schwab et al., 2008).
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Les terpénes ont des fonctions biologiques importantes chez les plantes. De nombreux
terpénes sont essentiels pour la croissance des plantes, le développement et le métabolisme
géneral (Bohlmann et Keeling 2008). Et représentent des outils importants dans interactions

des plantes avec I'environnement (Tholl, 2006).

2.1.2.1. La biosynthese
Les voies métaboliques différentes des terpénoides végétales sont tous ancrés dans la

formation de seulement deux isomeéres a 5 carbone (C 5) précurseurs, diméthylallyl
diphosphate (DMADP) et isopentényl diphosphate (IDP) .DMADP et IDP sont formées dans
la voie de I'acide mévalonique (MEV) et dans la voie de 2 C- méthyle- RE- érythritol-4-
phosphate (MEP)(Annexe I)(Bohlmann et Keeling, 2008).

2.1.2.2. Classification des composés terpeniques
Les terpénoides sont classés selon le nombre d’unités isopréne dans leur structure de base

> Les terpénes simples ou monoterpenes : formés de deux isoprenes : C10H16

> Les sesquiterpenes : formés de trois isoprenes : C15H24

> Les diterpénes : formés de quatre isoprénes : C20H32

> Les triterpenes : formés de six isoprénes qui, par oxydation, conduisent a de
nombreuses résines.

> Les tétraterpénes : formés de huit isoprenes qui conduisent auxcaroténoides

> Les polyterpénes : a n isoprénes qui comprennent en particulier, lecaoutchouc.(Amel

2018)

2.1.3. Les saponines

Les saponines sont largement distribués dans le régne végétal, compris un groupe hétérogéne
de composés caractérisé par leur structure contenant des triterpénes ou des stéroides et une ou
plusieurs chaines de sucres (Guicli-Ustiindag et Mazza, 2007), lié a une aglycone

hydrophobe (sapogénine)(Francis et al., 2002).

La grande complexité de la structure des saponines provient de la variation structurale de
I’aglycone et de la nature des chaines latérales et la position de fixation de ces parties sur

I’aglycone(Francis et al., 2002).

Les saponines ou les extraits de plantes contenant les saponines sont utilisées par l'industrie

comme additifs pour lI'alimentation et les cosmétiques(Augustin et al., 2011).
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2.1.3.1. Structure des saponines
Sur le plan structurel, la saponine peut étre classée en deux groupes en fonction de la nature

de la génine, saponine stéroidique et saponine triterpénique(Manase, 2013).

2.1.3.1.1. Les saponines triterpénoides
Les saponines triterpénoides est une classe de métabolites végétaux de structure différente qui

contiennent un ou plusieurs types de sucre associés a aglycones triterpénoides hydrophobe
(Seki et al., 2015), dans la plupart des cas, une série de saponines peut exister dans la plante,

avec le méme squelette, mais la chaine de sucre varie légérement(Zhang et al., 2018).

2.1.3.1.1. Les saponines stéroidiennes
Les stéroides saponines constituent une catégorie importante de produits naturels pouvant

constituer la matiére premiere pour la synthése des hormones stéroides. Il se compose d’une

partie d’aglycone et d’une chaine de sucres composée de sucres simples ou plus(Yang et al.,

2006).

J N\~ Okanolc acd diosgenin

h / / ) Hu/

Figure n°06 : Deux squelettes représentatifs de sapogénines triterpénoides (acide
oléanolique) et stéroidiens (diosgénine) (Augustin et al., 2011).

2.1.4. Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances naturelles et organiques provenant essentiellement des
plantes et qui contiennent au moins un atome d'azote dans leur structure chimique, (Baxter et
al., 1998). plus de dix mille des alcaloides ont été isoles des plantes(Hesse, 2002).

Les alcaloides sont produits de différentes voies biosynthétiques(Baxter et al., 1998), la
plupart du temps a partir des acides aminés(Dewick, 2002). Et sont classés en fonction de
I’acide aminé qui fournit I’atome d’azote par exemple :Lysine en pipéridine, La quinolizidine
alcaloide et I’acide nicotinique en pyridine , La tyrosine en phényléthylamines et

tétrahydroisoquinolines simples(Dewick, 2002).
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Les alcaloides se composent en deux grands groupes : les proto-alcaloides et les pseudo-

alcaloides.
> Les pseudo-alcaloides présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des

alcaloides vrais, mais ne sont pas des dérivés d’acides aminés.

> Les proto-alcaloides sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclus dans un

systeme hétérocyclique (Jean, 2009).
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1. Famille des lamiacée
La menthe (Lamiacée) est une plante herbacee vivace trés parfumée. La variété de menthe,

qui comprend 20 espéces réparties dans le monde entier, certaines, telles que M. pulegium et
M. suaveolens, poussent spontanément en Algérie (Brada et al., 2007).

Les espéces de lamiacée ont une grande importance en raison de leur utilisation dans la
médecine traditionnelle, la cuisine, les cosmétiques, 1’aromathérapie et la production d’huiles

essentielles(Riahi et al., 2013).

2. Définition de la plante
Mentha rotundifolia L. (Labiacée), connue sous le nom de Timija vulgaris ou menthe,(El

Arch et al. 2003), est une combinaison de Mentha longifolia et de Mentha suaveolens (Brada
et al., 2007), qui pousse dans les zones humides et prés de rivieres dans les petites et
moyennes montagnes. Ses feuilles sont utilisées avec d'autres plantes pour combattre les
maux d'estomac, la fievre, la toux, et la décontamination D'hygiéne en cas d'infection génitale

des voies urinaires (Zekri et al., 2013).

3. taxonomie
La Menthe suaveolens peut étre classée comme suit :(Seladji, 2015)

» Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes.
Classe : Eudicots.

Sous-classe : Euastéridées I.

Ordre : Lamiales.

Famille : Lamiacées.

Genre : Mentha.

VvV V. V V V V V

Espéce : Mentha rotundifolia L.

Page 14



Synthese bibliographique

4. Description botanique
Les principales caractéristiques des especes de la famille lamiacée sont :(Chibani, 2013)

- une tige quadrangulaire.

- des feuilles simples et opposées.

- Podeur caractéristique qui se dégage par simple touché.

M. suaveolens est une plante de 10 a 80 cm de hauteur, La tige dressée ou ascendante, a
section carree, est ramifiée pyramidalement. La floraison s'étale de juillet a septembre posséde
des feuilles opposées, crénelées-dentées sur les bords et fortement ridées en réseau et sont
sessiles. Le limbe est a nervation réticulée, fortement saillante sur la face inférieure, donnant
un aspect gaufré, bosselé typique. La face inférieure, recouverte de poils mous et ramifiés,
donne un aspect blanchatre. Les fleurs sont plutot violettes. Les fruits sont des akénes en 4

parties lisses a la surface et ovoides(Sutour, 2010; Zekri, 2017).

5. Répartition géographique
La forme vert sauvage se trouve dans l'ouest de I'Europe du Denmark a l'est de I'Europe et de

I'Afrique du Nord et les Canaries, présente généralement le long des berges, des champs, les
rives des lacs humides et le long des routes.et aussi présente en Amérique et au
Japon(Lawrence, 2006; Sutour, 2010).

Mentha suaveolens
B Mavive C(incl. archacophutec)
Alion (status unknown)

Botanical Museum. Helsinki. Finland 2018
#rom BGBM. Berlin-Dahlem. Germanu

Figure n° 07 :Carte de répartition en Europe et la région
méditerranéenne (Mifsud 2002)
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1. Généralité sur les huiles essentielles
Les HE, appelées communément essences vegeétales. Sont des métabolites secondaires

produits par les plantes, odorant et généralement de composition complexe (Chiasson et
Beloin, 2007; Lardry et Haberkorn, 2007; Vigan, 2010)

Les huiles essentielles des plantes ont trouvé leur place en aromathérapie, pharmacie,
cosmétique et dans la conservation des aliments. Leur utilisation est liée a leurs larges
spectres d’activités biologiques reconnues(Amarti et al., 2010).

Selon les normes internationales, les huiles essentielles doivent étre liquides a température
ambiante, de consistance huileuse mais non grasse, lipophile et trés volatile, pour atteindre
une masse en dessous d'un poids moléculaire de 300(Lardry et Haberkorn, 2007; Couic-
Marinier et Lobstein, 2013; Turek et Stintzing, 2013).

2. L’historique des huiles essentielles
L utilisation de substances odorantes de plantes est connu depuis I'antiquité et a été décrit par

les plus anciennes civilisations : tout d’abord dans 1’Orient et le Moyen Orient puis le nord de
I’ Afrique suivi de I’Europe. Dans I’histoire moderne, les vertus thérapeutiques des HEs
occupent une place de plus en plus importante(Benabdelkader, 2012).

En 1887, le francais Chamberland effectue la premiere expérimentation scientifique
démontrant le pouvoir antiseptique des HE.

En 1889, Cadéac et Meunier, de I’Institut Pasteur, reproduisent avec le méme succes les
travaux du précédent.

En 1910, I’anglais Martindale, quantifie le pouvoir anti infectieux des HE en procédant a leur
classification.

En 1922, les professeurs Courmont, Morel et Rochaix poursuivent et confirment ces travaux.
En 1937, un chimiste de Lyon, René Maurice Gattefosseé, publie un ouvrage
«Aromathérapiex.

En 1980, le Dr Jean Valnet publie aussi un livre intitulé Aromathérapie(Lardry and
Haberkorn 2007)
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3. Localisation des HE dans les plantes
Les huiles essentielles sont retrouvées dans tous les organes de la plante (racine, écorce,

feuille, fleur, fruit, graine...) Elle provient d’une sécrétion ¢laborée par certains végétaux et
contenue dans des structures spécialisées (poils, poches et canaux sécréteurs) situées le plus
souvent dans les fleurs et les feuilles(Lardry et Haberkorn, 2007; Couic-Marinier et
Lobstein 2013).

4. La biosynthese des huiles essentielles
La biosynthése des huiles essentielles demarre par la photosynthese (métabolite primaire) qui

va se diviser ensuite en 2 voies majeures : (Gauriat, 2015).

4.1. Voies des terpenes
Cette voie aboutit a la synthése des monoterpénes, des sesquiterpénes, et des diterpenes. La

synthése de ces terpénes fait a partir de I’IPP (isopentényl pyrophosphate en C5), IPP est issue
de la voie du mévalonate(Ouali et al., 2017). A ceux-ci pourront s’ajouter des fonctions
chimiques diverses (alcool, aldéhyde, phénol, cétone, oxyde) apportant des propriétés

chimiques particuliéres.
Ces molécules apporteront a la plante le coté aromatique et volatil (Gauriat, 2015).

4.2. Voies des phénylpropanes
Cette voie démarre par un acide aminé : la phénylalanine obtenue par la voie du shikimate

(Gauriat, 2015).

La phénylalanine conduit & la formation de plusieurs composés des huiles essentielle, des
phénols, des acides ou encore des coumarines. Plus rarement, des molécules de type lactones

ou phénols méthyl-éthers peuvent étre retrouvés(Ouali et al., 2017).
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Figure n°08 : structure de phénylpropane.

(Gauriat, 2015)

5. La composition des huiles essentielles
Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de substances a partir de matiéres

végetales, La composition de chaque huile essentielle dépend non seulement de la famille,
mais aussi de la part de la plante a partir de laquelle il est extrait, et parfois sur le sol ou la
plante pousse, ou méme sur le moment de la récolte(Vigan, 2010).

Pour la plupart, les composants d'huiles essentielles peuvent étre affectés en tant que
terpénoides lipophiles, les phénylpropanoides, ou des dérivés d'hydrocarbures
aliphatiques(Turek et Stintzing, 2013).

Les résultats des analyses chromatographiques ont permis d'identifier environ 32 composés
dans I'huile essentielle de M.suaveolens (Tableau n°02). La pulegone est le constituant
majoritaire d’huiles essentielles de M.suaveolens avec un taux d'environ 85,5%. Le reste
(14,5%) est constitue de monoterpenes et de sesquiterpenes. Ainsi que la présence d'acétate de
menthyle, menthone ,menthol limonene, le camphre 1'isopulegol et d’autres constituants avec

un taux légérement inferieur ou faibles(El Arch et al., 2003).
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Tableau n°02 : Composition chimique et pourcentage de I'huile essentielle de MS (IK : indice de
Kovats) (EI Arch et al., 2003).

N° IK Composants Pourcent | N° IK Composants | Pourcent

age age

1 939 a-pinéne 0.22 17 | 1204 verbénone 0.11

2 981 | trans-m-mentha-2,8- 0.16 18 | 1213 | trans-pulégol 0.21

diéne
3 985 cis-m-mentha-2,8 0.34 19 | 1237 pulegone 85.47
diéne
4 991 Myrcéne 0.28 20 | 1252 piperitone 0.20
5 1001 d-2 carene 0.13 21 | 1273 acétate 0.28
d'isopulegol
6 1031 Limonéne 0.62 22 | 1275 acétate de 1.96
menthyl

7 1040 Z-3-ociméne 0.33 23 | 1324 | aldéhyde de 0.85
limonene

8 1050 E-R-ociméne 0.22 24 | 1363 oxide 0.14
piperitone

9 1072 | p-mentha-3.8 diene 0.20 25 | 1376 a-copaene 0.14

10 | 1098 Linalol 0.10 26 | 1381 propanoate 0.10
d'isobomyl

11 | 1102 cis-thujone 0.12 27 | 1391 R-eleméne 0.21

12 | 1118 Myrcenol 0.39 28 | 1404 Z- 0.39

caryophylene

13 | 1143 Camphre 0.64 29 1485 B-selinéne 0.24

14 | 1154 Menthone 1.03 30 | 1512 | B-curcumeéne 0.20

15 | 1164 isomenthone 0.66 31 | 1535 | Z-nerolidol 0.14

16 1173 Menthol 1.77 32 1538 a-cadinéne 0.42
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6. Role des HE dans les plantes
Les huiles essentielles jouent un rdle important dans les plantes: ils sont sécrétés en réaction a

I'environnement, en tant que moyen de protection (inhibition de la germination en hiver par
exemple, le déclenchement de la floraison ou la protection contre les parasites, les insectes ou
herbivore) ou pour aider en attirant pollinisation certains insectes Interviennent également sur
les conditions de pluviosité pour lutter contre la sécheresse(Vigan, 2010; Soualeh et
Soulimani, 2016).

7. L’activité des huiles essentielles
Les huiles essentielles ont des propriétés désinfectantes et antimicrobiennes. Nombre d'entre

eux possédent des propriétés antitoxiques, antivirales, anti-oxydantes et antiparasitaires. Plus

récemment, on sait qu'ils ont des propriétés anticancéreuses (Valnet, 2005).

L'activité explique par quelques molécules, souvent présentes dans les huiles essentielles.
Certains composes simples présents dans les huiles essentielles peuvent également

fonctionner de maniére synergique avec d'autres composés actifs(Boucher, 2015).

7.1. Les propriétés antimicrobiennes important
Actuellement, les gens utilisent des plantes médicinales comme une alternative naturelle aux

drogues synthétiques. Il est bien connu pour sa capacité a produire une variété de composés,
telle que les huiles essentielles en particulier, et peut donc agir en tant qu'agent

antimicrobien(Fertout-Mouri et al., 2017).

L'utilisation d'huiles essentielles en tant qu'agents antimicrobiens présente deux avantages

principaux:

Le premier est leur origine naturelle, ce qui signifie plus de sécurité pour la population et
I'environnement, et le second est considéré comme un risque faible pour I'évolution de la

résistance par les microorganismes pathogenes(Kpatinvoh et al., 2017).
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7.1.1. Pouvoir antiseptique

Les huiles essentielles sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies
infectieuses d’origine bactérienne, Telles que les bactéries endocanaliennes ou les bactéries
microbiennes vaginales, et d’origine fongique comme les dermatophytes, les moisissures
allergiques ou les champignons opportunistes.

IIs ont également des propriétés cytotoxiques qui les rapprochent des antiseptiques et des

désinfectants en tant qu’agents antimicrobiens a spectre large(De Billerbeck, 2007).

7.1.2. Mode d’action contre les bactéries

De nombreuses études ont montré que les huiles essentielles pouvaient agir comme agents
antibactériens contre un large spectre de souches bactériennes pathogenes (Kempf et al.,
2011). Les huiles essentielles, leurs composants et leur nature, ont permis aux couches
lipidiques de la membrane cellulaire bactérienne et des mitochondries, de perturber les

structures et de les rendre plus perméables(Goetz et Ghedira, 2012).

Cependant, les bactéries a Gram positif peuvent étre résistantes a certaines huiles essentielles
et cet effet dépend des souches bactériennes. Et pour les bactéries a Gram négatif peuvent étre
sensibles a 1’action de certaines huiles essentielles, de plus la sensibilité de ces bactéries aux
HE peut étre augmentée par 1’ajout des substances qui affectent I’intégrit¢ de la membrane

externe(Gabriel et al., 2013).

8. Procédé d’extraction
Les huiles essentielles sont généralement plus complexes comprenant les substances volatiles

trouvées dans les plantes et plus ou moins modifiées au cours du processus de préparation
(Lahlou, 2004), et sont obtenues par différents procédés, qui fournissent les extraits naturels

les mieux adaptés a la consommation (Angone et al., 2015).

8.1. Extraction par hydrodistillation a ’eau
L’hydrodistillation implique I'immersion de la matiére premiére dans un bain d’eau.

L’ensemble est porté a ébullition, elle est généralement conduite a la pression atmosphérique.
La distillation peut étre réalisée avec ou sans la consistance de I'eau aromatique obtenue lors

de la décantation (Lagunez, 2006).
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Figure n°09: schéma des étapes de 1’hydrodistillation (Lagunez, 2006).

8.2. Extraction par distillation et entrainement a la vapeur d’eau :
Ce processus est fait en distillation. Le matériel végétal est soutenu par une grille ou une

plaque perforée placée a une distance appropriée du fond de la dormance remplie d’eau. Sous
I'influence de la chaleur, La vapeur revient a I'état liquide par condensation. Le produit de la
distillation est divisé en deux phases distinctes: I'huile et I'eau condensée, et les parties
insolubles de I'eau sont séparées par coulée pour donner les huiles essentielles (Benjilali,
2004 ; Garnero ,1991 ; Belaiche, 1979).

>

. 1l
— Condensateur Figure n°10 : Principe schématisé de
|| I’appareillage d’extraction Par
i entrainement a la vapeur de I’eau
conene 14 (Richard et Peyron, 1992).

Essencier ou
vase florentin

Chaudiére

8.3 Extraction par les solvants organiques
La technique d’extraction par solvant est utilisée pour les maticres végétales fragiles telles que

les fleurs, qui ne tolérent pas la chaleur de distillation a la vapeur. Son principe est de
mélanger le solvant avec le matériel végétal, puis de chauffer le mélange, ensuite de

concentrer le filtre en évaporant le solvant.
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Ce concréte peut ensuite étre mélangé avec de I'alcool absolu pour extraire I'huile, et distillée

a basse température. L’huile est récupérée aprés évaporation de 1’alcool (Ottai et al., 2012).

8.4. Expression a froid
I1 s’agit d’une simple technique "physique" d’extraction des huiles essentielles pour les fruits

a I’aide de bobines ou d’éponges. La source de chaleur n'est pas utilisée. Le principe de cette
méthode consiste & exploser avec differentes méthodes mécaniques (compression,
perforation), puis 1’huile est collectée et libérée par un cours d’eau (Marrouf et Tremblin,
2009 ; Bruneton, 1999).

Figure n°11 : Schéma du « procédé de

récupération de I’huile essentielle des

=< afal ;_ { fruits» (Martini et Seiller, 1999).

8.5. L’extraction au CO2 supercritique
Lorsque le CO2 se situe entre 1’état liquide et I’état gazeux, il est capable de dissoudre les

huiles essentielles. Le matériel végétal est chargé dans I'extrait ou le CO2 est inséré sous
pression critique et refroidi. Le mélange est ensuite recueilli dans le vase d'expansion ou la
pression est considérablement réduite. Le CO2 s'évapore et il ne reste que I'huile essentielle,
proche de la normale et sans traces de solvants (Keville et Green, 1995 ; Baysal et
Starmans, 1999).

Figure n°12 : Schéma du systéme
d’extraction CO2 des solides
(Lagunez Rivera ; 2006).
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Notre travail a été¢ fractionné en deux parties d’études : la premiere partie est 1’étude
phytochimique de la plante a partir des extrait et la deuxiéme partie est D’activité
antimicrobiennes d’huile essentielle extrait des graines de la plante, ont été effectuées au
laboratoire de biochimie du Département de Science de la Nature et de la Vie - Centre

Universitaire Belhadj Bouchaib - Ain Témouchent.

Objectifs d’étude

L’intérét de ce travail est la valorisation d’une plante médicinale trés connue par la population
Algérienne qui est M. suaveolens poussant a [’état spontané dans la région d’Ain
Témouchent.

Cette valorisation vient dans le but de mettre en évidence son activité antimicrobienne des
huiles essentielles comme étude originale sur cette plante ainsi que la composition chimique
de la plante.

Matériels et produits de laboratoire

Verrerie : béchers, tubes a essais, pipette pasteur, fioles, erlenmeyers, flacons, entonnoir,
verre de montres.....

Autres matériel : papier filtre stérile, écouvillons, anse a platine, disques en papier stériles,
bec benzeéne, boite de pétri, les microplaques, micropipette, balance, moulin a café
¢lectrique.....

Milieux de culture utilisés : gélose Miiller Hinton, bouillon nutritif, bouillon Miiller Hinton,
milieux PDA, bouillon PDA.

Appareil utilisés : balance, rotavapeur, autoclave, étuve, plaque chauffante, bain marie, la
haute.

Micro-organisme : les bactéries utilisées sont les suivantes : Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candidat albicans.

Solvant utilisés : Eau distillée, Eau physiologique, Méthanol, éther diéthyl.
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1. Collecte du matériel végétal
Le matériel végétal utilis€ pour I’extraction des HE est composé de la partie aérienne

(graines) du M. suaveolens (figure n°13,14)

Figure n°13 : la plante mentha Figure n°14 : les graines de la plante
suaveolens. mentha suaveolens

L'espéce M.suaveolens a été récoltée dans leurs habitats naturels a Sidi Safi entre le mois de
janvier et mois d'avril 2019.

Sidi Safi est situé dans la Wilaya de Ain Témouchent a 1'ouest algérien, a une Latitude : 35°
16’ 50" Nord, Longitude : 1° 18" 48" Ouest et une altitude par rapport au niveau de la mer
égale a 239 m. Cette région a un climat méditerranéen, caractérisé par un été chaud et un hiver

tempéreé.
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Figure n°1S : zone de récolte de M. suaveolens.

Le matériel végétal récolté trié et séché a ’ombre et a la température ambiante pendant six

jours, une fois la plante devenue seche les graines sont soumise a l'extraction, les feuilles sont

broyées a I’aide d’un moulin a café.

Figure n°16 : Broyage de la partie aérien de la plante

~
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2. Préparation des extraits végétaux
C’est une méthode simple qui consiste a prendre des feuilles séchées de la plante, on procede

ensuite au broyage, 1’extraction a été effectuée par macération en utilisant successivement
trois solvants : acétone, diéthyl-éther, ’eau aqueux. L’extraction dure 24 heures pour chaque

solvant.

2.1. Préparation de I’extrait aqueux
Tout d’abord on fait un broyage pour les feuilles de M.suaveolens déja séchées a 1’aide d’un

moulin a café ¢électrique jusqu’a leur réduction en poudre, puis on va peser 50g de poudre a
I’aide d’un balance, aprés mis @ macérer dans 500 ml d’eau distillée a température ambiante

pendant 24h sous agitation, puis ce extrait a été filtré , et conservés a 4°C.

2.1. Extraction par les solvants organiques a polarité croissante
Une prise d’essai de 40g de poudre de matériel végétal a ét€ mise a macérer dans 200 ml de

solvant (acétone, diéthyl-éther), sous agitation magnétique durant 24h a une température

ambiante. Les macérats ont ensuite été filtré, puis conservés a 4 °C.

| Figure n°17: les étapes de la préparation des extraits. |
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Figure n°18: Les extraits de M. suaveolens.
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3. Tests phytochimiques
L’examen phytochimique est utilisé¢ essentiellement afin de détecter les différentes classes de

composés chimiques existantes dans la plante. Ceci constitue la premicre étape dans la
recherche des molécules a activités thérapeutiques.
Les tests phytochimiques sont basés sur des essais de solubilité, des réactions de coloration et

de précipitation, ainsi que des examens en lumiére ultraviolette.
3.1. Etudes qualitatifs

3.1.1. Tanins

A 2ml de la solution a tester, on ajoute 2 a 3 gouttes de solution Fecl3 a 2%, un résultat positif
est réveélé par ’apparition d’une coloration bleu noir et un précipité obtenu quelques minutes

apres (Dohou et al., 2003).
3.1.2. Saponosides
Testl :

5 ml de trois extraits aqueux, acétone, éthérique bien mélangés avec 10ml d’eau distillée

(Karumi et al., 2004).

La présence des saponosides est confirmée par la formation d’une mousse persistance

15minutes apres(Daira et al., 2016).

- Pas de mousse = test négatif

- Mousse moins de 1 cm = test faiblement positif
- Mousse de 1-2 cm = test positif

- Mousse plus de 2 cm = test tres positif

Test2 :

Sml de chaque extrait sont mélangés avec 3ml d’acide sulfurique concentrés et 2ml de
chloroforme qui donne lieu a la présence de triterpénes hétérosidique confirmée par une

couleur rouge marron de couche d’interface (Edeoga et al., 2005).
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3.1.3. Flavonoides

Sml de chaque extrait sont traités avec quelques gouttes de HCL concentrée aux quels on
ajoute une quantité¢ de tournure de magnésium qu’on laisse agir. L’apparition d’une couleur
rouge confirme la présence de Flavone aglycone (Karumi et al., 2004).

3.1.4. Glucosides cardiotoniques

Sml d’acide acétique contenant des traces de Fecl3 et Sml d’acide sulfurique contenant les

traces de Fecl3 pour 1ml de chaque extrait. La réaction de Killer-Kilani est basée sur ce test.

La formation de deux phase, une colorée en brun rouge (acide acétique) et ’autre en bleu —

vert (acide sulfurique) confirme la présence de glucosides cardiotoniques.

3.1.5. Coumarine

Mettre 1g d’extrait de la plante dans un tube a essai recouvert de papier imbibé de NaOH

qu’on met dans un bain marie pendant quelques minutes a laquelle on ajoute 0.5ml de

NH40H a 10%. Le test réalis¢ (Bruneton, 1999).

3.1.6. Alcaloides

Le réactif de Mayer et le réactif de Wagner sont utilis€s et préparés comme suit :
Réactif de Mayer : 5g de Kl et 1.358g de HgCI2 solubilisés dans 100ml d’eau distillée.
Réactif de Wagner : 2g de Kl et 1.27g d’12 solubilisé dans 100ml distillée.

Pour 2ml de chaque extrait, on ajoute Iml de réactif de Wagner ou Mayer Cette expérience
donne lieu a la présence de turbidité ou de précipitation confirme la présence des alcaloides
(Bruneton, 1999).

3.1.7. Amidon

Réactif d’amidon : 1.2g d’12 et 2.05g de KI solubilisés dans 500ml d’eau distillée.

On traite I’extrait aqueux avec le réactif d’amidon, la présence d’amidon est confirmée par

I’apparition d’une coloration bleu violacée (Benmehdi, 2000).
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3.1.8. Mucilage

Un test positif est révélé par un précipité floconneux a la suite d’'un mélange de Iml d’extrait
aqueux et 5ml d’alcool absolu.

3.1.9. Emodols

Faire évaporer 3ml de D’extrait éthérique auquel on ajoute 1 ml de NH4OH ce test fait
apparaitre une teinte vive variant de 1’orangé rouge au violet pourpre qui indique la présence
des emodols.

3.1.10. Quinone libre

A un volume de 1 ml de chaque extrait, on ajoute quelques gouttes de NaOH a 1%.
L’apparition d’une couleure qui vire aux jaune, rouge ou violet indique la presence des
quinines libres (Oloyede, 2005).

3.1.11. Stérol (réaction de Libermann-Burchard)

On traite 1 ml d’extrait avec 2,5 ml d’analyse acétique et 10 gouttes d’H2SO4 concentrée.

Les stéroides donnent avec cette réaction une coloration violacée virant au vert.
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3.2. Etude quantitative
3.2.1. Composés phénolique (méthode de bleu au prusse) :
Principe :

Dans une premiére étape, I’échantillon est distillé. Dans la seconde étape, I’échantillon est
mélangé avec un tampon alcalin (pH a proximité de 10.3), du ferricyanure de potassium et
avec une solution d’amino-4-antipyrine pour former un complexe coloré. L’absorbance a 505

nm est mesurée et comparée a une courbe d’étalonnage obtenue avec le phénol (C6HSOH)
Mode opératoire :

On introduire 1 ml d’extrait végétal et 3ml de la solution de Fecl3 (0.1M) dans Hcl (0.1N)

dans des tubes a essai stériles aux quel on ajoute 3ml de K3Fe(CN) 6 a 0.008N.
Les mesures d’absorbance DO sont effectuées a 720 nm pendant 1 min a T°C ambiante.
La DO obtenue est corrigée en ¢liminant I’absorbance de I’extrait.

Remarque : le calibrage du spectrophotometre se fait avec blanc contenant 1ml d’eau distillée,

3ml de FeCl3 et 3ml de K3Fe(CN) 6.
Extraction :

Le mode d’extraction consiste a peser 50mg de matériel végétal sec a mettre dans 50ml d’eau

distillée et laisser agir pendant 24 heures a T°C ambiante pour étre filtrer a son tour .
Expression des résultats :
Une courbe d’étalonnage a été tracée par différentes concentrations d’acide tannique.

A partir de cette courbe on détermine la concentration de notre échantillon en composés

phénoliques par rapport a la matiére seche.
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3.2.2. Sucre totaux
Principe

La méthode de Dubios et al (1956) permet de doser les oses en utilisant le phénol et 1’acide
sulfurique concentré, en présence de ses deux réactifs, les oses donnent une couleur jaune-
orange dont I’intensité est proportionnelle a la concentration des glucides, la densité optique

est déterminée entre 450 a 550nm.
Dosage

Prendre 5 ml du filtrat, les faire diluer dans 50ml de I’eau distillé€e, et a partir de cette solution
prendre 1ml et faire introduire dans un tube a essai, ajouter Iml de solution de phénol a 5%,
agiter énergiquement puis verser Sml de 1’acide sulfurique concentrée, agiter, laisser refroidir

a I’obscurité pendant 30 minutes, lire la densité optique a 490 nm.
Expression des résultats :
Une courbe d’étalonnage a été tracée par différentes concentrations d’acide sulfurique.

A partir de cette courbe on détermine la concentration de notre échantillon en sucre totaux

par rapport a la matiere seche.
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4. L’étude de P’activité antimicrobienne d’huiles essentielle
4.1. Extraction et conservation d’HE
Pour faire I’extraction des huiles essentielles, un hydrodistillateur de type Clevenger a été

utilisé.

Une quantité de 40g de la matiere végétale seche (graines) a été introduite dans un ballon de 1
litre puis elle a ét¢ immergée de I'eau distillée. Le ballon a été ensuite déposé sur une chauffe
ballon. Par la suite, I'huile essentielle a été séparée de l'eau par décantation (différence de
densités). Enfin, elle a été¢ conditionnée dans des tubes en verre, opaque pour la préserver de
la lumicre et de I'oxygeéne et fermés hermétiquement pour éviter tout risque d'altération
(Figure n°19). Les tubes ont été conservés a une température de 4°C jusqu'a utilisation dans
I’activité antimicrobienne.

Le plastique est a proscrire car il existe des incompatibilités avec certaines huiles essentielles.

Figure n°19 : Montage de I’extraction d’huiles essentiel
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4.1.1. Détermination de rendement

Le rendement des huiles essentielles est définit comme étant le rapport entre le volume
d’essence obtenue et la masse de la maticre végétale utilisée. Les quantités obtenues
permettent le calcul des rendements a chaque intervalle de temps par la formule

suivante(Imene, 2012).

[ RHE (%) = M’/M x 100 J

RHE : rendement en huile essentielle (%).
M' : masse d’huile essentielle en gramme.

M : masse de la matiére végétale seéche.

4.1.2. Détermination de I’humidité

Le taux d’humidité est la quantité d’eau contenue dans la matiere végétale. Le contenu en
humidité¢ des plantes a été déterminé par le procédé de séchage a I’étuve a 105°C =+
5°C(Twidwell et al., 2002).

Dans un papier aluminium, introduire 100g de 1’échantillon a analyser. Porter 1’échantillon
emball¢ dans le papier d’aluminium dans 1’étuve a 105°C. Refroidir au dessiccateur, peser

jusqu’a un poids constant.

Le taux d’humidité est exprimé en pourcentage et calculé par la formule suivante :

[ H (%) = (M1 — M2)/ M1 x 100 J

H % = taux d’humidité exprimé en pourcentage.
M1= Poids de I’échantillon en gramme apres la récolte (plante fraiche).

M2 = poids de I’échantillon en gramme apres le séchage (plante séche).
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4.2. Evaluation de I’activité antimicrobienne
Pour mettre en évidence 1’activité antimicrobienne in vitro de I’HE du M.S, nous avons utilisé

la méthode de diffusion sur disques (aromatogramme) pour tester la sensibilité des souches et
ensuite par la méthode de microdilution pour déterminer les valeurs de CMI.

Les microorganismes

Les souches utilisées sont quatre  souches bactériennes et une levure (candidats
albicans10231). Ont été choisis pour leur fréquence élevée a contaminer les denrées

alimentaires et pour leur pathogénicité(Boukhatem et al., 2014).

[ Tableau n°03: Les souches bactériennes }

Etat frais Souches Gram
Escherichia coli ATCC
Bacille 25922 Négatif

Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853

Staphylococcus aureus

Cocci ATCC 25923 Positif

Staphylococcus aureus

ATCC 43300

Mise en culture des souches :

Les souches, conservées sur gélose nutritive inclinée a 4 °C, sont revivifiées dans du bouillon
nutritif & 37 °C pour les bactéries et 30°C pour les levures pendant 24 h a 48 h, puis
ensemenceées sur boites contenant des milieux sélectifs pour vérifier leur pureté.

Apreés L’incubation, les souches sont ensemencées sur bouillon nutritif puis incubées a 37 °C
pour les bactéries et 30 °C pour les levures pendant 18h. De cette dernicre culture, on préléve
quelques gouttes et on les met dans 9 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%. La suspension
microbienne est bien homogénéisée. La turbidité est ensuite ajustée au standard McFarland
0,5 avec un spectrophotometre, ce qui correspond a 1-2 x 108 UFC/ml pour les bactéries (DO
=0,082a0,1 /A =625nm), et 1-5 x 106 UFC/ml pour les levures (DO = 0,12 4 0,15/ A =530

nm).
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Préparation des dilutions d’huile essentielle :
L’HE est solubilis¢ dans des volumes variables de DMSO en vue d’obtenir un mélange
homogene a différentes concentrations 25mg/ml, 50mg/ml, 100mg/ml, 150mg/ml

(Figure n°20) et un témoin contenant de DMSO.

’ Figure n°20: Les différentes dilutions d’HE ’

4.2.1. Méthode en milieu solide

Evaluation de ’activité antimicrobienne par la méthode d’aromatogramme

Il s’agit d’une méthode qualitative permettant de tester la sensibilité ou la résistance des

micro-organismes aux HE par contact direct.

L’aromatogramme est une méthode de mesure in vitro du pouvoir antibactérien et
antifongique des huiles essentielles. C’est 1’équivalent d’un antibiogramme ou les
antibiotiques sont remplacés par les HE(Kaloustian et al., 2008).

Principe

Cette méthode repose sur le pouvoir migratoire des HE sur un milieu solide a I’intérieur
d’une boite Pétri. Elle nous permet de mettre en évidence 1’effet antimicrobien de I’HE et en
déduire ainsi la résistance ou la sensibilit¢ de ces micro-organismes vis-a-vis de cette huile
essentielle. Elle consiste a déposer un disque stérile de papier filtre imbibé d’HE au centre
d’une boite Pétri contenant un milieu gélosé préalablement ensemencé par une souche
bactérienne ou une souche fongique. Chaque boite Pétri est ensuite fermée et incubée dans
I’étuve a température adéquate (37 °C pendant 24 pour les bactéries et 30°C pendants 72h a

Sjours pour les levures). A la sortie de 1’étuve, I’absence de la croissance microbienne se
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traduit par un halo translucide autour du disque et dont le Diameétre de la Zone d’Inhibition

est mesuré et exprimé en millimetres (Boukhatem et al., 2014).
Préparation des disques

On a coupé le papier Wattman N°3 en disque de 6mm (0.28cm? de surface) par 1'emporte-
piece, ces disques doivent posséder un contour régulier pour donner une zone d'inhibition que
'on peut mesurer facilement. Les disques sont ensuite stérilis€és dans un autoclave pendant 15
a 20min al120°C, et stockés a une température ambiante (le tube a essai est hermétiquement
fermé).

Ensemencement et dépot des disques

Le milieu de culture utilis¢ est Muller-Hinton, qui est le milieu le plus employé pour les tests
de sensibilité aux agents antibactériens et PDA pour C.albicans. Le milieu de culture gélosé
en surfusion est coulé dans des boites de Pétri.

Apres solidification du milieu tremper un écouvillon stérile dans la suspension microbienne
(évité la contamination du manipulateur et de la paillasse), puis I’essorer en le pressant
fermement, en tournant sur la paroi interne du tube, afin de le décharger au maximum, ensuite
frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée , de haut en bas, en stries serrées, et
répéter I’opération trois fois, en tournant la boite de pétri de 60° a chaque fois, sans oublier de
faire pivoter 1’écouvillon sur lui-méme, puis on va finir I’ensemencement en passant
I’écouvillon sur la périphérie. Cinq disques pour aromatogrammes sont déposés au centre de
la boite a 1’aide d’une pince bactériologique. Quatre disques est ensuite imprégné (20 pl) de
I’huile essentielle de chaque concentration, et pour le cinquieéme disque est imprégné de
20ul de DMSO sont utilisés comme (témoins) afin de vérifier la croissance des différentes
souches. La boite est ensuite fermée et laissée a la température ambiante pendant 20 min afin
que les germes puissent bien adhérer a la surface de la gélose et mise a 1’étuve a 37°c pendant

24 heures pour les bactéries et a 30°c pendant 72 heures pour C.albicans.
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| W)

1-Coulé le milieu de 2-L’ensemencement des
culture dans des boites boites

3-Déposer les disques ) 4-Imprégner les
disques par HE ou

DMSO

5-Laisser a la température
ambiante pendant 20 min

| Fiiure n°21 : Méthode de diffusion sur disiue iaromatoiammei I

La lecture des résultats

La lecture des résultats se fait par la mesure des diamétres d'inhibition qui sont représentés par
une auréole claire formée autour de chaque disque. Les résultats sont exprimés selon les

niveaux d'activité.
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4.2.2. Méthode en milieu liquide

Détermination des CMI (Concentration Minimale Inhibitrice)

Les CMI sont déterminées par la méthode standardisée de microdilution en milieu liquide.
L’étude est réalisée en microplaques en matiére plastique comportant 96 puits a fond « U » (8
rangées de 12 puits numérotés de 1 a 12) en bouillon.

100 pl de bouillon Mueller-Hinton sont déposés dans chaque puits. Puis 100 pl de la solution
meére (100 mg/ml) d’huiles essentielles sont ajoutés dans le premier puits de chaque ligne a
partir duquel on réalise une série de dilutions « la premicre concentration étant 50 mg/ml puis
des dilutions en cascade jusqu'a la concentration 0,098 mg/ml ». Chaque puits est ensuite

ensemenceé par 20 ul de la suspension bactérienne.

100 pl de bouillon PDA sont déposés dans chaque puits. Puis 100 pl de la solution mere (100
mg/ml) d’huiles essentielles sont ajoutés dans le premier puits de chaque ligne a partir duquel
on réalise une série de dilutions « la premicre concentration étant 50 mg/ml puis des dilutions
en cascade jusqu'a la concentration 0,098 mg/ml ». Chaque puits est ensuite ensemencé par 20

ul de la suspension de la levure.

Les puits 11et12 sont des témoins « t¢émoins négatifs contenant le milieu de culture seulement
et témoins positives contenant le milieu de culture et les souches testées », mais sans addition

d’HE de plante (annexe II).

Les microplaques sont ensuite incubées a 37 °C pendant 24 heures pour les bactéries et 30°C

pendant72°C pour la levure.

4 R B

| Figure n°22: Méthode des micro-dilutions |
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La CMI est la concentration minimale d’HE qui inhibe la croissance de 90 % de la population
bactérienne et ne présentant aucune culture visible a 1’ceil nu apres d’incubation (Chebaibi, et
al., 2011, Aouni et al., 2013). La suspension de la cupule correspondant est inoculé sur gélose
pour déterminé 1’activité exercée par I’huile essentielle sur les souches testées, ou leurs
croissance correspondant a 1’activité bactériostatique, tandis que 1’effet bactéricide est révélé

par une gélose claire apres incubation

4.2.3. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La CMB est la concentration minimale d’HE du MS qui produit une réduction de 99,9 % Des
souches, il reste donc 0,1 % de germes survivants, apres 24 heures d’incubation a 37 °C pour

les bactéries et 30°C pour la levure(Chebaibi et al., 2011).

Les contenus des puits ne présentant aucune croissance sont repiqués sur de la gélose coulée
dans des boites de Pétri. La lecture est faite aprés une incubation. La plus petite concentration
qui ne laisse que 0,01% des souches survivantes apres un temps d’exposition a 1’antibiotique

de 12 a 18 heures correspond a la CMB.

4.2.4. Antibiogramme « méthode des disques »
Un antibiogramme permet de tester sur milieu de culture, I’action de molécules antibiotiques

sur une souche bactérienne ou fongique.
Il donnera donc des indications sur 1’efficacité in vitro de ces antibiotiques.

Ce test a été réalisé¢ pour étudier 1’antibiogramme des germes utilisés et le comparer avec

P’effet des huiles essentielles.

Principe général

Pour réaliser I’antibiogramme par la méthode des disques, la culture bactérienne est
ensemencée a la surface d’une gélose spécialement étudiée, la gélose de Mueller-Hinton,
¢ventuellement additionnée de sang. Des disques pré-imprégnés d’une dose connue
d’antibiotique sont déposés a la surface de la gélose. L’antibiotique diffuse a partir du disque
en créant un gradient de concentration. La détermination du diamétre de la zone d’inhibition
permet une estimation de la concentration minimale inhibitrice. Les caracteéres de sensibilité

ou de résistance de la souche bactérienne en seront déduits.
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Le test de sensibilité ou de résistance du germe a étudier aux antibiotiques est réalisé selon les
étapes suivantes :

- On a collé¢ 12 boites pétries par le milieu gélose (Muller-Hinton) pour les souches
bactériennes, et 3 boites par le milieu (PDA) pour la levure. Puis on va ensemencer ces boites
a partir des suspensions microbiennes (chaque souche 3 boites).

-A T’aide d’une pince, déposer un disque d’antibiotique sur le milieu de chaque boite
(Erythromycine, Gentamicine, vancomycin).

- Les boites sont laissées diffuser a 4°C pendant 5 min puis incubées a 37°C pendant 24 h

pour les souches bactériennes et pour le candidats albicans incubées a 30°C pendant 72 h.
Lecture de résultat

Les diametres des zones d’inhibition ont ét¢ mesurés a 1’aide d’une regle graduée en
millimétre de I’extérieur de la boite fermée. Les résultats obtenus ont été interprétés en
fonction des diamétres critiques recommandés pour chaque antibiotique pour distinguer ;

sensible, intermédiaire ou résistante(Khribch et al., 2018).

4.2.5. L’interaction synergique de I’huile avec quelque antibiotique

L’association des huiles essentielles aux antibiotiques peut étre employée pour augmenter le
spectre antimicrobien, empécher l'apparition des mutants résistants, réduire au minimum la
toxicité et minimiser les effets secondaires de l'antibiotique. La méthode utilisée pour évaluer
I’activité antimicrobienne de 1’association HE/Ab est celle de diffusion sur milieu solide

préconisée.

-Tout d’abord On a collé 12 boites pétries par la gélose MH pour les souches bactériennes et 3
boites par la gélose PDA pour la souche fongique. Aprés on va ensemencée ces boites par les

souches microbiennes a I’aide d’un écouvillon stérile (pour chaque souche on a trois boites).

- pour la souche E. coli, dans chaque boite deux disques d’antibiotique de 6 mm de diamétre
(gentamyoucine, vancomycin, anthyomycine) sont déposées au centre de la boite, puis a I’aide
d’une micropipette 20 ul d’HE sont déposées sur 1’un de ces disques, mais I’autre disque reste

comme témoin, et la méme chose pour les autres souches.

- Les boites sont laissées diffuser a 4°C pendant 5 min puis incubées a 37°C pendant 24 h

pour les souches bactériennes et pour le candidats albicans incubées a 30°C pendant 72 h.
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- Apres incubation, le diamétre des zones d’inhibition est mesuré en mm. Le résultat est plus

important que celle de I’HE toute seule.
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Résultats et discussion

1. Les tests phytochimiques
Dans le but de mettre en évidence la composition chimique existante dans les feuilles et les

tiges de I’espéce M.souaveolens par une ¢tude qualitative qui est basée sur des phénomenes
de coloration ou de précipitation par des réactifs typique a chaque famille de compose.

Ces tests phytochimiques ont été effectués sur les trois extraits a polarité croissante : 1’extrait
éther-diéthylique EDE, acétonique EAc et I’extrait aqueux EA(Kahlouche, 2014).

Le tableau n° 04 regroupe I’ensemble de ces résultats.

Tableau n°04: Composition phytochimique des extraits de la partie aérienne

de la plante M.suaveolens.

Famille Extrait Extrait Extrait
Chimique aqueux acétone | éther-diéthyl
Les tanins + - -

Saponoside 1 + - -
Saponoside 2 + - -
Flavonoide + - -
Glucosides - + -

Cardiotonique

Alcaloide + - -
Mucilage + / /
Amidon - / /
Emodols - / /
les terpénoides + - -
les stérols - - -
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les coumarines - + +
les quinones libres + - -
+ . présence - : absence / : non effectuer

D’apres les résultats obtenus, dans I’extrait aqueux, la recherche des tanins, saponoside , des
flavonoides, des alcaloides, mucilage, des terpénoides et des quinones libres, ont été positifs,
par contre celle de glucoside cardiotonique, I’amidon, emodols, des stérols et des coumarines,
ont été négatifs.

Dans I’extrait acétone nous notons la présence de glucoside cardiotonique et coumarine ainsi
que ’absence des tanins, saponoside, les flavonoides, les alcaloides, les terpénoides les
quinones libres et les stérols. Et pour 1’extrait éther-diéthylique nous remarquons la présence
coumarine et I’absence des tanins, saponoside (test let test 2), les flavonoides, les alcaloides,

les terpénoides, les quinones libres, les stérols et glucoside cardiotonique.

Ce screening nous a permis d’avoir une idée claire sur les différentes familles des composés
existants dans les trois extraits de la plante Mentha suaveolens. Les résultats obtenus montrent
la présence des tanins, saponoside, flavonoide, glucosides cardiotonique, alcaloide, mucilage,
les terpénoides, les coumarines et les quinones libres.

La totalité des groupes chimiques de la plante a été caractérisée dans ’EA.

L’usage des solvants a polarité différente peut influencer sur la composition des extraits selon
leur degré de solubilité dans le solvant d’extraction. Ainsi, I’eau, le solvant le plus polaire,
permet I’extraction de la plupart des métabolites secondaire présents dans la partie aérienne de
la plante MS a I’exception de coumarines(Azzi, 2013).

Nos résultats de ’analyse phytochimique de MS sur la présence Des tanins, les saponosides,
et les flavonoides concordent avec ceux de Zekri 2017, Seladji 2015 et Lahbab 2013. Et
I’absence d’amidon concorde avec ceux de Seladji 2015 et Lahbab 2013. La présence de
mucilage concorde a 1’étude de Zekri 2017.

Par contre nos résultats sont déférents a ceux indiqués par Seladji 2015 et Lahbab 2013, qui
ont montrée 1’absence des alcaloides et les coumarines, et aussi déférents a ceux indiqués par

Zekri 2017, qui a montré 1’absence des quinones libres.
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La valeur médicinale des plantes est liée a leurs constituants phytochimiques bioactifs qui
produisent des actions physiologiques précises sur le corps humain. Certains des plus
importants de ces composants bioactifs sont les tannins, les alcaloides, les saponines, les
flavonoides, les stéroides, les anthraquinones, les coumarines, les stéerols et les terpenes (Ulah
etal., 2011).

2. Teneurs en composes phénoliques
L’extrait préparé a été analysés quantitativement par spectrophotometre UV-visible, pour leur

contenu en polyphénols. La concentration totale est estimée a partir de courbes d’étalonnage
¢tablies avec I’acide gallique qui est le standard le plus souvent employé dans la méthode de

bleu au prusse (annexe V).

La solubilité des composés phénoliques est en fonction de leur degré de polymérisation,

I’interaction avec les autres constituants et le type de solvant utilisé.

D’aprés la courbe d’étalonnage la teneur en composé phénolique dans ’extrait aqueux est

1,8 g/l.

Nos résultat est inférieure a celui obtenue par Zekri (2017) qui ont trouvé que la
concentration des composés phénolique dans 1’extrait aqueux de I’espéce M.suaveolens de la
région Maroc (5,81g/l) ainsi que notre résultat est faiblement inférieure a celui obtenue par
Benchilla et Lounis (2018) qui ont trouvé une concentration de 1.91 g/l dans I’extrait aqueux
de I’espeéce Spergularia rubra L.

La teneure en composé phénolique différe selon la région de récolte et selon espéce étudier.
Cette différence résulte vraisemblablement du fait que le dosage par le réactif Folin-Ciocalteu
n'est pas spécifique aux polyphénols, mais beaucoup de composés organiques non
phénoliques peuvent réagir avec ce réactif comme dioxyde de soufre, acide ascorbique, les
sucres, les amines aromatique, les acides organiques (Medina-Remédn et al., 2009). De
méme; le contenu phénolique d'une plante dépend d'un certain nombre de facteurs
intrinseques et extrinséques tels que les facteurs climatiques, la maturité, les pratiques

culturales et les conditions de stockage apres la récolte (Bourgou et al., 2008).
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3. Teneurs en sucres totaux
La méthode du phénol sulfurique, permet de doser les sucres totaux en utilisant le phénol et

l'acide sulfuriqgue concentré, puis les extraits préparés sont analysés aussi par
spectrophotomeétre UV-visible, des résultats des densités optiques sont rapportés sur un

courbe étalon des sucres solubles préparés avec des concentrations croissantes de glucose.

D’apres la courbe d’étalonnage des sucres solubles la concentration des sucres totaux de

I’extrait aqueux de la plante M.suaveolens est 0.1676 g/1.

Cette concentration est inférieure a celui obtenue par Adepo et al., (2010) sur les deux
espéces étudier Euphorbia hirta et Secamone afzelii (3.9 g/l et 4.43g/l ) respectivement.

La teneur en ST varie en fonction du climat, la saison et le stade de développement des
plantes, a titre d’exemple, les températures élevées et les faibles précipitations tendent a

augmenter la fraction pariétale et a diminuer le contenu soluble des végétaux (Arhab, 2007).
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4. Analyses d’huile essentielle extraite
Rendement d'huile essentielle

L’huile essenticlle de couleur jaune claire, liquide a forte odeur de menthe caractéristique
issue des graines de mentha suaveolens a été obtenue par distillation a 1’eau avec un
rendement de 2,75%.

Ce rendement a ¢ét¢ comparé a d’autres travaux sur la méme espeéce. Notre résultat est
supérieur a celui obtenu par Brada en 2007 qui de I’ordre de 0,8% pour I’espéce de la méme
origine Algérie et ainsi superieur que celui obtenu par Amzouar dans les régions de Maroc
loukkos 1,6% et Moyen atlas 0,7%. Alors que notre résultat est relativement plus faible que
celui obtenu dans la région d’Oulmeés Maroc par benayad 4,33% (Brada et al.,
2007;Amzouar et al., 2016).

Ces variations dans les rendements sont dues aux conditions environnementales, climatiques,
géographique, et aussi a la période de la cueillette de la matiere végétale et la période de
récolte. Ainsi que d’autre facteur influence sur le taux de rendement la technique
d’extraction et le cycle végétatif de la plante (Fellah et al., 2006).

Des études montrent que les meilleures rendement sont obtenus durant la période de floraison
(Juin-juillet)(Brada et al., 2007).
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Taux d’humidité de la matiére végétale

Le test d’humidité a été effectué dans le but d’estimer la teneur en eau de la partie aérienne de
mentha suaveolens. Le test révélé un taux d’humidité important égale a 80,47% représenté

dans la figure.

Ce résultat indique que plus de trois-quarts du poids de la plante est constituée d’cau.

19,53%

B Taux d'humidité

matiére séche

Figure n°23 : Représentation graphique de taux d’humidité de la
plante M.suaveolens

rrrrrr

faiblement inferieure a celui obtenu par Aichouni et Moderres en 2018 qui sont a 1’ordre de
88% pour I’espece récolte de la région Mekhateria (le Nord) et 83% pour 1’espece récolte de
la région de Bathia (le sud), Cette différence de valeur semblerait due a la région de récolte
(Aichouni et Moderres, 2018).

Selon Hamoudi, 2012, les plantes cultivées dans les régions tempérées comme le sud

algérien ont une teneur en eau plus faible par rapport aux plantes cultivées dans le nord.

Le contenu réel en eau depend du tissu et du type cellulaire (Hopkins, 2003), dont chaque
partie de la plante est caractérisée par une valeur du potentiel hydrique (Lafon et al., 1996).
Elle est d’une certaine facon également dépendant des conditions physiologiques et

environnementales (Hopkins, 2003).
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5. Etude de I’activité anti microbienne
Depuis I’antiquité 1’étre humain s’est soigné avec des produits issus de la nature comme les

plantes, aujourd’hui il est face aux problémes de la résistance bactérienne et fongique aux
antibiotiques synthétiques, dont I’efficacité semble décroitre de jour en jour. L’homme essaie

de trouver de nouvelles molécules naturelle et plus efficaces surtout a partir des plantes.

Lors de cette étude, nous avons testé I’action de différente concentration d’huile essentielle de

I’espéce végétale mentha suaveolens vis-a-vis de quelque souches bactériennes et levure

Nous donnons ci-dessous quelques photos montrant les zones d’inhibition (figure n°24) :

Pseudomonas Escherichia coli
N NINNA Q O
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Candida albicans

10231

Figure n° 24 : Photos montrant des
zones d’inhibition de la croissance

bactérienne et mycélienne.

Les résultats des tests d’inhibition de 1’activité microbienne sont illustrés dans le tableau n°05.

Nous avons comparé I’effet microbien de différent concentration d I’huile essentielle.

Tableau n°05 : Diamétre des zones d’inhibition (mm) des différentes concentrations

d’HE et du DMSO relatif aux différentes souches bactériennes et fongique.

Diameétres des zones d’inhibition en (mm)
Les souches
M1 M2 M2 M2 DMSO
(150mg/ml) | (200mg/ml) | (50mg/ml) | (25mg/ml)
S. aureus 43300 20 21 17 15 0
S. aureus 25923 43 35 9 9 0
E. coli 25922 16 12 11 11 0
P. aeruginosa 27853 18 15 11 11 0
C. albicans 10231 27 20 0 0 0
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Figure n° 25: représentation graphique des diametres des zones
d’inhibition de la croissance microbienne.

5.1. L’activité antibactérienne
Le diamétre de la zone d'inhibition de I'nuile essentielle de M.suaveolens variait de 9 a 43

mm, Les résultats obtenus indiquent que huiles essentielle de M.souaveolens possedent un
effet inhibiteur.

Le meilleur résultat obtenu est celui de I’huile essentielle avec une concentration de
(M1)150mg/ml sur la souche bactérienne S.aureus 25923 avec un diamétre d’environ 43 mm.
Les déférentes concentrations d’huiles essenticlles ont montré de bonnes activités, inhibant
la croissance des bactéries Gram négatif avec des DZI allant de 11 a 18 mm, mais avec plus
d'activité contre les bactéries Gram positif avec des DZI allant de 9 a 43 mm. Les bactéries
Gram positifs sont plus sensibles a I’action des huiles que les bactéries Gram négatifs. Les
résultats présentés dans cette étude mettent en évidence le potentiel des huiles en tant que
source de composés modifiants la résistance aux antibiotiques.

En outre, il a été observé que les bactéries (Gram négatif) etaient plus résistantes aux huiles
essentielles testées que les bactéries (Gram positif). Cette résistance est étroitement liée a la
composition de leur paroi cellulaire, car 1’activité antibactérienne des huiles essentielles
pourrait étre expliquée par 1’interaction moléculaire des groupements fonctionnels de leurs
composants avec la paroi des bactéries ; ce qui provoque de profondes Iésions. Cependant, la
résistance des Gram négatif est attribuée aux contraintes de diffusion a travers leur membrane

externe causée par la présence d’une barriére hydrophile qui peut bloquer la pénétration de
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composés hydrophobes dans la membrane cellulaire cible(Chraibi et al., 2018; Benchegroun
etal., 2012).

Des travaux antérieurs confirment que les Gram+ sont plus sensibles a 1’action
antimicrobienne de I’'HE que les Gram-. En fait, les Gram- possedent une résistance
intrinséque aux agents biocides, qui est en relation avec la nature de leur paroi bactérienne.
Chez les bactéries a Gram+, le peptidoglycane est trés épais et associe a des protéines
pariétales exposées et a des structures polyosidiques (acides lipoteichoiques et acides
teichoiques). Par contre chez les bactéries a Gram-, le peptidoglycane est trés fin et associe a
une enveloppe externe complexe définissant un espace periplasmique. Cette membrane
externe est une bicouche lipidique asymétrique hydrophobe constituée de phospholipides, de
protéines (porines) et lipopolysaccharides (LPS). L'espace periplasmique est rempli
d'enzymes qui dégradent les substances complexes pour qu'ils puissent traverser la membrane
cytoplasmique, et inactivent les produits chimiques toxiques (antibiotiques). La résistance des
bactéries a Gram- aux glycopeptides et aux macrolides est due a l'incapacite de ces molécules
a franchir la membrane externe(Boukhatem et al., 2014).

Dans notre étude, 1’activité inhibitrice de ’HE du M.souaveolens vis-a-vis des souches
bactériennes peut étre expliquée que par son profil chimique riche en pulegone (85%)
Cependant on ne peut pas négliger l'existence des phénomenes de synergie entre composes
majoritaire et minoritaires(El Arch et al., 2003).

Dorman et Deans, (2000) ont démontré que La plupart des composes chimiques des HE
sont dotes de propriétés antimicrobiennes, mais ce sont les composes volatils majeurs qui
présentent les propriétés Inhibitrices les plus importantes, en particulier les phénols.

D’une maniére générale, 1’action des molécules terpéniques au niveau microbien se déroule
en trois phases (Burt, 2004):

- Attaque de la paroi bactérienne, provoquant une augmentation de la perméabilité puis la
perte des constituants cellulaires ;

- Acidification de I’intérieur de la cellule, bloquant la production de I’ATP et la synthese des
composants de structure ;

- Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la cellule bactérienne.

On peut conclure donc que cette activité peut étre le résultat d’un effet synergique entre
plusieurs composés de HE de M.suaveolens(Benchegroun et al., 2012). Ainsi que le

pulegone est le composé principal qui inhibe la croissance bactérienne.
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5.2. L’activité antifongique
L’évaluation de I’activité antifongique par la méthode de diffusion sur gélose, nous a donnée

des diamétres d’inhibition trés variables selon I’HE sont considérées comme actives si elles
produisent des diametres d’inhibition de croissance microbienne supérieurs ou égaux a 15 mm
selon Rossi et al., (2007)

Nos résultats prouvent que 1’huile essentielle de M.suaveolens montre un effet antifongique
(tableau n°05) remarquable contre C. albicans 10231 quelle que soit sa concentration. En
outre on remarque que les diamétres d’inhibitions diminuent (27mm, 20mm) parallelement
avec la concentration d’huile essentielle (150mg/ml, 100mg/ml) respectivement (tableau), et
pour les concentrations 50mg/ml, 25mg/ml C, a résistent (DZI=0mm). Ce qui preuve que la
quantité d'huile essentielle a un effet trés significatif sur les zones d’inhibitions. Nos résultats
sont en concordance avec ceux obtenus par Seladji (2015), et supéricure a celle de I’étude de
Riahi et al., (2013) sur I’espéce M. suaveolens de Tunisie (21 mm).

L'action antifongique d’huile essentielle de M.suaveolens est due & une augmentation de la
perméabilité de la membrane plasmique suivie d'une rupture de celle-ci entrainant une fuite
du contenu cytoplasmique et donc la mort de la levure (Cox et al., 2000). En effet, les
composés terpéniques d’huiles essentielles et plus précisément leurs groupements
fonctionnels tels que les phénols et les aldéhydes réagissent avec les enzymes membranaires
et dégradent la membrane plasmique des levures (Knobloch et al., 1989).

L’huile essentielle de la plante M.souaveolens a montré une cytotoxicité envers toutes les
souches étudiées mais avec des degrés différents, les bactéries se sont révelées plus sensibles
a cette huile que la levure «candidat albicans ». Cette différence dans la sensibilité des
especes microbiennes suggére la susceptibilité des différents microorganismes aux effets de
composants différents de 1’huile essentielle. Ainsi que D’activité antimicrobienne est

proportionnelle a la concentration des huiles essentielles.

6. Etudes de I’effet des antibiotiques et I’association « huile essentielle/antibiotique »
L’association des huiles essentielles de Mentha suaveolens aux différents antibiotiques, et de

I’antibiotique seulement présentent des effets qui sont statistiquement différents, nous avons
réalisée ce test synergétique par la méthode classique de diffusion en disques sans oublier que
I'nuile essentielle est incorporée dans la gélose, vis-a-vis des souches microbiennes testées,

Les résultats sont présentés dans la figure n°26 et le Tableau n°06.
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Tableau n° 06: Effets des différentes associations « HE /Antibiotiques », ]

I’antibiotique et HE sur les cing souches microbiennes.

Les souches microbiennes
Les E. coli P.aeruginosa | S.aureus S.aureus | C.albicans
antibiotiques 25922 27853 43300 25923 10231
Diameétres des zones d’inhibition en (mm)
HE 12 15 21 35 20
Gen 20 24 27 20 13
Gen+HE 21 24 29 21 13
Van 0 9 0 0 0
Van+HE 13 12 13 9 14
Er 0 13 0 11 0
Er+HE 12 29 17 13 12
40
35
e 30
S
g 2 mHE
£ 20 .
5 E 15 o oen
g E 10 “ Gen+HE
§ § 5 - B Van
N
§ a 0- W Van+HE
’g W Er
(1]
S % Er+HE
Micro-organismes
A : Antagoniste. | : Indifférent. S : Synergie.

Figure n°26: Représentation graphique des résultats de 1’association d’huile

M.suaveolens avec les antibiotiques testés.
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6.1. L’antibiogramme
A partir de ces résultat(tableau n°06) on note que tous les souches microbiennes sont sensible

aux antibiotique Gen, puis qu’elles ont des zones d’inhibitions supérieur a § mm, et pour
I’antibiotique Er est agit sur les deux souches P.aeruginosa 27853 et S.aureus 25923, par
contre les souches E. coli 25922, S.aureus 43300, C.albicans 10231 sont resistent
(DZI=0mm), cependant 1’antibiotique Van est agit seulement sur P.aeruginosa 27853, et pour

tous les autres souches sont résistent (DZI=0mm).

6.2. Effet de I’association « huile essentielle/antibiotique »
Pour la bactérie E. Coli Les résultats montrent que ’association de I’HE de M.souaveolens

avec Er a donné des interactions indifférente par rapport a celle de I’HE seul, tandis qu’un
effet synergique est obtenu lorsque on associer 1’huile avec Vanc et Gen avec des diametres
des zones d’inhibition de 12 mm pour I’huile seul et 13 mm et 21 mm pour ces méme
associations (figure n°26).

L’association d’huiles essentielle avec Gen et Er donné un effet synergique des diamétres des
zones d’inhibition de 15 mm pour I’huile seule et 24 mm, 29mm respectivement. Alors que
I’association d’huile avec Van donne une interaction antagoniste pour la bactérie P.aeruginosa
27853.

Pour S.aureus 43300 1’association d’huile avec Gen donne un effet synergique (29mm) en

contraire I’association d’huile avec Van et Er donne une interaction antagoniste.

Pour les deux micro-organismes S.aureus 25923 et C.albicans 10231 I’association de 1’huiles

avec les trois antibiotique Gen, Van et Er donne des interactions antagoniste.

D’apres la figure les résultats montre que 1’association d’huile avec les trois antibiotiques agit
sur toutes les souches microbiennes avec des activités variables (synergie, antagonisme et
indifférence), cette différence peuvent étres expliquer par le mode d’action des composés
d’HE, les différentes composés d’HE ne réagissent pas de la méme maniére en les combinant

avec les antibiotiques testés.
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7. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
La concentration minimale inhibitrice a ¢été déterminée pour 1’huile essentielle de

M.suaveolens avec une concentration de 100 mg/ml, nous avons présenté les résultats dans le

tableau suivant :

r

L

réalisé par la méthode de CMI

Tableau n° 07 : Résultats de ’activité antimicrobienne de huile essentielle M. suaveolens ]

les souches microbiennes

50 25112516,25|3,125|11,56 (0,78 10,39 10,195(0,098 | T- | T+
E. coli - - |- - - CMI | + + + + - |+
25922
P.aeruginosa | CMI [ + |+ + + + + + + + - |+
27853
S.aureus - - |- - - - CMI | + + + - |+
43300
S.aureus - - - - CMI | + + + + + - +
25923
Ca CMI |+ |+ + + + + + + + - |+
cmi
© 60
5 50
2
ey
= a2 HE. coli
ECE\ 30 mP.a
EE’ 20 mS.a43
.§v S.a25
= 10
3 mCa
GCJ 0 — i : : :
§ E. coli P.a S.a43 S.a25 C.a

Figure n°27 : Représentation graphique des CMI d’huile essentielle

M.suaveolens relative aux souches bactériennes et fongique.
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En général, Les germes pathogénes utilisés dans ce biotest ont été sensibles a 1’huile
essentielle de menthe suaveolens. Les seuils d’activité antibactérienne se situent entre 0,78
mg/ml et50mg/ml. Alors que pour I’activité antifongique la CMI est 50mg/ml. Les bactéries
étaient donc plus vulnérables a I’huile essentielle de M.S que les champignons.

L’HE du MS montre une activité fongitoxique contre Candidat albicans avec la concentration
d’inhibition de 50mg/ml.

En contre partie, pour les bactéries, la concentration de 0,78 mg/ml a été suffisante pour
arréter la croissance de Staphylococcus aureus 43300 (Gram +) qui s’est montré le plus
vulnérable a cette HE, suivi d’Escherichia coli (Gram -) qui ont été inhibé a partir de la
concentration minimale de 1,56 mg/ml puis Staphylococcus aureus 25923(Gram+) qui ont été
inhibé a partir de la concentration minimale de 3,125 mg/ml . Par contre, P.aeruginosa 27853
(Gram +) a été inhibé a la concentration en huile essentielle de 50 mg/ml.

Nos résultats sont déférents a ceux indiqués par Seladji (2015) et Lahbab (2013) qui ont
trouvé que, la souche qui s’est montrée la moins sensible a I’HE de M.suaveolens est
Staphylococcus aureus avec une CMI de (1.25 mg/ml ; 0.25 mg/ml), suivie de E. coli dont la
croissance a été inhibée a la concentration de (5 mg/ml ; 0.5mg/ml). Par contre nos résultats
concordent a 1I’étude de Riahi et al., (2013) qui a montré que S.aureus est la souche le plus
sensible avec une CMI de (0.1 Mg/ml) ,suivie de E. coli avec une CMI de (0.05mg/ml).

D’aprés les résultats ’huiles essentielle de M. suaveolens possédent un effet inhibitrice sur la
souche C.albicans , Nos résultat est concordé a I’étude réalisé par Seladji (2015), Lahbab
(2013) et Riahi et al., (2013) qui ont montré des valeurs de CMI (5mg/ml, 0.25mg/ml et

0.8mg/ml) respectivement moins élevé par apport a nos résultat.
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8. Détermination de la concentration minimale bactéricide en milieu solide
La détermination de CMB et CMF en milieu solide c’est le paramétre qui nous permet de

déterminer 1’effet bactéricide et fongicide de notre huile essentielle.
Les résultats des concentrations minimales bactéricides et fongicides d’HE vis-a-vis les

souches bactériennes et fongiques sont présentées dans le tableau n°08.

[ Tableau 08 : Les résultats des CMB et CMF d’HE de M.suaveolens. ]

CMB CMF
Les S. aureus S.aureus | P.aeruginosa E. coli C. albicans
souches 25923 43300 27853 25922 10231
125 50 50 25 50
CMB/CMF

° 60

=

2 50

2

ST 40 BE. coli

o £

g Eo 30 HP.a

é ?10 | s.a25

5" mCa

§ O n T T T T

5 E. coli P.a S.a43 S.a25 Ca

Les souches microbiennes

Figure n°28 : Représentation graphique des CMB d’huile essentielle

M.suaveolens relative aux souches bactériennes et fongique.

On a remarqué que I’huile essentielle de M.suaveolens présente une activité bactéricide sur les
4 souches etudiées (figure n°28), avec des valeurs variables d’une souche bactérienne a une
autre, notre huile essentielle a été tué la totalité des souches bactériennes en particulier
S.aureus ATCC 25923 qui a été présenté une valeur de CMB (12.5 mg/ml) suivi par E. coli
ATCC 25922 (25 mg/ml) donc ces deux espéces sont les plus sensibles vis-a-vis d’HE avec
des valeurs de CMB moins élevées. En revanche, les valeurs de CMB les plus élevées sont
obtenues par les bactéries S.aureus ATCC 43300 et P.aeruginosa ATCC 27853 (50 mg/ml).
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Alors que I’huile essentielle présente une activité fongicide sur C.albicans 10231 avec une
valeur trés élevé de CMF (50mg/ml).

Nos résultats sont concordent a ceux indiqués par Riahi et al., (2013) et Seladji (2015) et
Zekri (2017) qui ont trouvé que, la souche le plus sensible a ’HE de M.suaveolens est
S.aureus avec des CMB de (0.2 mg/ml ; 1.25 mg/ml et 38.4 mg/ml) respectivement suivie de
E. coli avec des CMB de (0.1 mg/ml ;10mg/ml et 76.8mg/ml).

Notre résultat est concordé a 1’étude réalisé par Seladji (2015) et Riahi et al (2013) qui ont
montré des valeurs de CMF (10 mg/ml, 1.6mg/ml) respectivement moins éleve par apport a
notre résultat.

D’aprés cette comparaison on peut conclure que notre huile essentielle posséde un effet

bactéricide et fongicide.

9. Qualification de I’activité antimicrobienne de ’HE
Le rapport CMB/CMI permet de definir le caractére bactériostatique ou bactéricide et/ou

fongicide d’une huile essentielle de mentha suaveolens. Lorsque ce rapport est inférieur a 4,
I’huile essentielle est considérée comme bactéricide, et lorsqu’il est supérieur a 4 ’HE est
qualifié de pouvoir bactériostatique. Les résultats de rapport CMB/CMI sont présentés dans le
tableau n°09.

-
Tableau n° 09 : Le rapport CMB/CMI et CMF/CMI relative aux cing souches
L microbiennes.
CMB/CMI CMF/CMI
Les Souches microbiennes
S. aureus S. aureus P.aeruginosa E. coli C. albicans
25923 43300 2783 25922 10231
4 64.10 1 16.02 1

CMI : Concentration minimale inhibitrice
CMB : Concentration minimale bactéricide

CMF : Concentration minimale fongicide
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D’apres le tableau on a remarqué que le rapport CMB/CMI de I’huile essentielle de M.
suaveolens est de valeur 1 chez les souches P.aeruginosa 2783 et C. albicans 10231, et de
valeur 4 chez la souche S. aureus 25923. Cette huile essentielle semble donc exercer une
action bactéricide et fongicide contre ces trois souches microbiennes, et pour les valeurs des
bactéries S. aureus 43300 et E. coli 25922 sont de (64.10 et 16.02) respectivement, donc cette
constatation nous a amené a dire que notre huile essentielle exercer une action

bactériostatique contre ces deux souches.
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Conclusion

Un grand nombre de plantes aromatiques contiennent des composés chimiques ayant des
propriétés biologiques différentes. Plusieurs travaux de recherche ont été focalises sur les
huiles essentielles extraites de ces plantes aromatiques.

Ce travail a été mené dans le cadre de 1’étude phytochimique des extraits aqueux, acétonique
et éther diéthyl obtenu par macération et 1’évaluation de ’activité antimicrobienne de 1’huile
essentielle de M.suaveolens récolté dans la région de I’Ain Témouchent.

L’extraction de I’huile essentielle des graines de M. suaveolens a été réalisée par
hydrodistillation. Le rendement a été voisin de 2,75%.

Les tests phytochimiques du matériel végétal de M. suaveolens par des réactions colorées et
de précipitation ont montré une richesse remarquable en métabolites secondaires susceptibles
d’avoir des propriétés pharmacologiques intéressantes. L’épuisement des parties par des
solvants de polarité différente a révélé la présence : des flavonoides, des tanins, les
saponosides, les glucosides cardiotoniques, les alcaloides, mucilage, les terpénoides, les
coumarines, et les quinones libres. L’amidon et emodols n’est pas présent, ainsi que la teneur
en composée phénolique et en sucre totaux montrent des concentrations (1,8 g/l ; 0,1676 g/l)
respectivement dans 1’extrait aqueux.

L’évaluation qualitative de I’activité antimicrobienne des HE étudiées a montré un effet
antimicrobien pour toutes les souches testées. Ces résultats mettant en évidence des zones
d’inhibition avec des diameétres dépassant 8 mm des souches étudiée, montrant ainsi des
degrés de sensibilité des bactéries etudiee différents vis-a-vis de la quantit¢ de [’huile
essentielle testée sauf que la souche fongique est résiste sur les concentrations (25 mg/ml ; 50
mg/ml) d’huiles essentielle. A la lumicre des résultats obtenus dans cette étude, on peut
conclure que les huiles essentielles de M.suaveolens présentent un bon effet antibactérien sur
les souches bactériennes dans laquelle on a remarqué que la plus grande surface d’inhibition
est enregistrée sur les bactéries Gram positif que les bactéries Gram négatif. En ce qui
concerne la détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices par la méthode de
microdilution en milieu liquide, nos résultats de facon générale montrent que 1’huile
essentielle de M.suaveolens présente un effet inhibiteur avec des valeurs de CMI varie d’une
souche a l’autre, et une activité¢ bactéricide sur les souches bactériennes et une capacité

inhibitrice de la croissance mycélienne avec une valeur de CMB et CMF élevé.
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D’aprés le calcule de rapport CMB/CMI et CMF/CMI on a conclu que HE de M.suaveolens
exerce une action bactéricide contre P.aeruginosa 2783 et S. aureus 25923 et une action
bactériostatique contre E. coli 25922 S. aureus 43300, et action fongicide sur C.albicans
10231.

Les résultats de 1’association des huiles essentielles étudiées avec les différents antibiotiques
ont donné des interactions variables synergétiques, antagonisme et indifférente par rapport au
I’huile essentielle testée seulement.

De méme d’autres études de 1’association « huiles essentielles/antibiotiques » sont
recommandées afin d’aller plus loin dans la recherche concernant ce domaine.

Nous recommandons également une étude de conception d’une formule médicamenteuse qui
combine entre les antibiotiques et les huile essentielle présentant des effets synergiques en
association et ce dans le but de lutter contre les bactéries manifestant une résistance aux
agents antibactériens.

Perspective

L’ensemble de ces résultats a permis d’avoir La caractérisation et isolement des différents
constituants d’huile essentielle et d’évaluer 1’activité antimicrobienne de notre plantes
choisies et de sélectionner les familles chimiques d’intérét biologique afin de mieux connaitre,
utiliser ces ressources dans le domaine thérapeutique et élargir le panel des tests des activités
in vitro, évaluer et tester les différents extraits afin d’y trouver une application
pharmaceutique de ces molécules actives, ou alors en conservation des produits destinés a la

consommation.
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Résumé : Les recherches actuelles sont focalisées sur les molécules douées d’activités
biologiques d’origine naturelle. L’objectif de cette étude est 1’évaluation de 1’activité
antimicrobienne de I’huile essentielle (HE) obtenu par hydrodistillation des parties aériennes
de la plante Mentha suaveolens, avec un rendement de 2.75%. Le screening phytochimiques a
permis de mettre en évidence la présence des tanins, les saponosides, les flavonoides, les
glucosides cardiotoniques, les alcaloides, mucilage, les terpénoides, et les coumarines, les
quinones libres. La teneur en composés phénoliques a été déterminée en utilisant la méthode
de bleu au prusse dans 1’extrait aqueux, avec une concentration de (1,8 g/l), et la teneur en
sucres totaux a été déterminée par la méthode du phénol sulfurique dans les extraits aqueux et
avec une concentration de (0.1676 g/1). L’effet antimicrobien a été évalué¢ par la méthode de
diffusion sur gélose vis-a-vis de quatre souches bactériennes (Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas  aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus aureus ATCC 43300), et une souche fongique Candidat albicans10231, cet
effet est relativement élevé, avec des zones d’inhibition variant entre 9 et 43 mm. La méthode
de microdilution a confirmé ces résultats, les CMI obtenues des souches bactériennes sont
comprises entre 0.78 et 50 mg/ml.et les valeurs de la CMB de I’huile essentielle de Mentha
suaveolens sont ¢levé. Pour le C.albicans la valeur de CMI et CMF obtenues estimée a 50
mg/ml. L’association d’huile avec les trois antibiotiques agit sur toutes les souches

microbiennes avec des activités variables (synergie, antagonisme et indifférente).

Mots clés : Mentha suaveolens, étude phytochimique, composés phénoliques, sucre totaux,

huile essentielle, activité antimicrobienne, inhibition, synergétique, antagonisme, indifférente.



Abstract : Current research is focused on molecules with biological origin activities natural.
The objective of this study is the evaluation of the activity antimicrobial essential oil (ET)
obtained by steam distillation of the aerial parts of the plant Mentha suaveolens, with a yield
of 2.75%. The phytochemical screening has helped to high light the presence of tannins,
saponins, flavonoids, cardiac glycosides, alkaloids, mucilage, terpenoids, and coumarins,
quinones free. The content of phenolic compounds was determined using the method of
Prussian blue in the aqueous extract with a concentration of (1.8 g / 1), and the total sugar
content was determined by the phenol sulfuric method of the aqueous extracts with a
concentration of (0.1676 g/ 1). The antimicrobial effect was evaluated by the diffusion method
vis-a-vis agar four bacterial strains (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 43300)
and a fungal strain albicans10231 candidate, this effect is relatively high, with zones of
inhibition ranging between 9 and 43 mm. The method microdilution confirmed these results,
CMI obtained bacterial strains are between 0.78 and 50 mg / ml.et values of the essential oil
of Mentha suaveolens CMB are high. For C.albicans the value of MIC and MFC obtained
estimated at 50 mg / ml. The oil association with the three antibiotics affects all microbial

strains with varying activities (Synergy, antagonism and indifference).

Keywords : Mentha suaveolens, phytochemical study, phenolic compound, total sugar,

essential oil, antimicrobial activity, inhibition, synergistic, antagonistic, indifferent.
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Annexe | : Schéma général de la biosynthése des composés terpéniques.
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‘ Annexe I1: schéma d’utilisation d’une microplaque. \
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Annexe I11 : schéma de la détermination de la CMB.

1294 Homvwne
107 1/3000
102 Comparaisoq 12000| CVMB= 172000 wimi
10 1/1000
104 17500

Annexe 1V : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique pour le dosage des composés

y =3,1519x + 0,1939
R%=0,9405

densité optique
=
wn
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Annexe V : Courbe d'étalonnage des sucres solubles pour le dosage des sucres

y =10,207x - 0,0218
R*=0,9988

0 T T T T 1
0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

concentrations du glucose (g/l)

Annexe VI : les zones d’inhibition des différentes associations
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Composition de La gélose Mueller-Hinton :

4+ infusion de viande de beeuf : 300,0 ml
+« peptone de caséine : 17,5 ¢

« amidondemais:15¢g

4+ agar:170¢g

+ pH=74

Composition de la gélose dextrosée a la pomme de terre :

+ Infusion de pomme de terre : 4,0 g.
+ Dextrose : 20,0 g,
+ Gélose: 15,0



