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Introduction

L’histoire des Plantes Aromatiques et Médicinales est associée a 1’évolution des
civilisations. Dans toutes les régions du monde, I’histoire des peuples, montre que les plantes
ont toujours occupé une place importante en medecine, dans la composition des parfums et
dans les préparations culinaires. L’homme utilise les plantes depuis des milliers d’années,
pour traiter divers maux. Le monde végétal est a I’origine d’un grand nombre de médicaments
(Lahrech, 2010).

A partir des années 80, les plantes medicinales ont fait un retour en force. Plusieurs
facteurs sont derriére ce regain d’intéréts tels que, le colit moins élevé que les médicaments
conventionnels, la relative disponibilité surtout dans les régions éloignées, la méfiance vis-a-
vis des produits de synthése ou tout simplement 1’envie de consommer™ Bio"(Bonihi ,2016),

aussi les études qui preuves leurs efficacité pour éradiquer les maladies et les prévenir.

En effet, elles sont bénéfiques par leurs effets biologiques : antibactérien sans développement
de phénomene de résistance, antioxydant, activateur du systéme immunitaire, stimulateur des

processus de digestion (Guillier et al., 2007).

Le pouvoir de guérison chez les plantes médicinales appartienne a I’effet des extraits et
des huiles essentielles, qui sont des mélanges de composés volatils, naturels et complexes
caractérisés par une forte odeur. lls proviennent du métabolisme secondaire de la plante,
formé dans des cellules spéciales ou des groupes de cellules ou dans les poils glandulaires

trouvés sur de nombreuses feuilles et tiges (Bozovi¢ et al., 2015).

Le genre Mentha, qui comprend 20 especes réparties dans le monde entier, appartient a
la famille des Lamiaceae .1l comprend des plantes herbacées vivaces, communes dans les
climats tempérés de la région méditerranéenne, d'Australie et d'Afrique du Sud (riahi et al.,
2013),De plus, il est bien documenté que I'huile essentielle de Mentha possédent des
propriétés antimicrobiennes, fongicides, antivirales, propriétés insecticides et antioxydants.
L'importance économique des Monnaies est aussi évident, I’huile de menthe et ses
constituants et dérivés sont utilisés comme agents aromatisants dans le monde entier dans
Iindustrie alimentaire, pharmaceutique, a base de plantes, de parfumerie et d'aromatisation
(Brahmi et al., 2017).




Introduction

Il existe de nombreuses espéces de mentha dont certaines L’espece de Mentha
suaveolens. La meédecine traditionnelle locale utilise la plante entiére, connue sous
I’appellation de (Timarssat), pour traiter divers pathologie. Cette drogue végétale est connue
depuis ’antiquité pour ses propriétés médicinales, et surtout son efficacité contre les douleurs
d’estomac et I’abaissement de la fievre. C’est pourquoi, nous nous somme intéressé a étudier
une plante, poussant a 1’état spontané dans la région d’Ain Témouchent, et qui est plus

fréguemment employée par la population locale

C’est dans ce contexte que se situe 1’objet de notre travail et qui porte sur 1’évaluation de
I’activité antibactérienne et antifongique de I’huile essentielle de la plante médicinale mentha
suaveolens et la recherche d’un effet synergique entraine une meilleure efficacité
antibactérienne afin de s’en servir dans divers domaines : médical, pharmaceutique,

industriel.
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1. Historique

Depuis longtemps, ’homme avait cherché le moyen de séparer les éléments huileux
des produits aromatiques. Il réussit en soumettant la matiére a 1’action de la chaleur, les
substances aromatiques étaient transformées en vapeur, il suffisait de les recueillir et de les
refroidir pour les obtenir sous forme liquide. Ce procédé prit le nom de distillation il était
certainement connu chez plusieurs civilisations depuis 20 siecles avant Jésus-Christ (Bousbia,
2011).

Selon (Ntezurubanza, 2000) I'histoire de I'aromathérapie, qui est celle des huiles essentielles

peut se résumer en quatre époques :

- L'époque ou les plantes aromatiques étaient utilisées telles quelles ou en infusion ou en
décoction.
- En suite celle, dans laquelle les plantes aromatiques étaient brdlées ou mises a infuser ou

a macerer dans une huile végétale.

- La troisieme époque l’appariation de concept "HE" qui aboutit a la création et au

développement de la distillation.

- la derniére caractérisée par la connaissance des composants des HE et 1’explication des
effets physiques, chimiques, biochimiques, physiologiques, voire électroniques des arémes

vegétaux.

Chaqgue peuple a apporté son génie a l'art des arébmes et des parfums car dans toutes les
civilisations antiques les essences sont la pour purifier I'esprit, protéger le corps, élever I'ame,

et régénérer I'étre (Verbois, 2004).
2. Définition

Ce sont des extraits volatiles et odorants que l'on extrait de certains végétaux par
distillation a la vapeur d'eau, pressage ou incision des vegétaux qui les contiennent. Elles se
forment dans un grand nombre de plantes comme sous produits du métabolisme secondaire.

Les huiles essentielles sont des composés liquides tres complexes elles ont des propriétés et

des modes d'utilisation particuliers (Benayad, 2008).

[Is sont un mélange complexe de plusieurs composés d‘ardmes volatiles qui appartiennent
aux différentes classes de la chimie organique : phénols (ex : carvacrol), hydrocarbures

(composés terpéniques comme le limonene), alcools (ex : linalol), aldéhydes (ex
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cinnamaldéhyde), cétone (ex : menthone), esters (ex : acétate de linalyle) et éthers (Oussalah
et al., 2007).

La norme francaise AFNOR NF T75-006 définit I’huile essentielle comme : «un produit
obtenu a partir d’une matiére premiére végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit par des
procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des citrus, et qui sont séparés de la phase aqueuse
par procedés physiques » (Garnero, 1996).

3. Production mondiale des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont valorisées principalement sur les marchés de 1’aromathérapie,
de la parfumerie et de la cosmétique. Elles peuvent, soit rentré dans la composition de
produits élaborés (savons, cremes, parfums, bougies), soit étre utilisées a 1’état pur. Elles
sont recherchées pour leurs propriétés odorantes ou thérapeutiques. Les principaux marchés
de consommation sont les pays développés qui représentent 80% des débouchés mondiaux
(Europe 30 %, Japon et Amérique du Nord 50 %) (USAID, 2008).

La production de ces huiles est estimée a environ 50 000 tonnes et le marché représente 700
millions de dollars ( Basset ,1995, meyer ,1997 ,verlet , 1997 ) prés de 65% de la partie
d’arbres ou arbustes cultivés (tableau 01) ou présents a 1’état sauvage dans la nature
floristique, les plantes non arbustives qui représentent le reste de la production de 35 % sont
en majorité cultivée (lucc, 1982) .

Tableau (01) : le marché mondial des huiles essentielles (Mafleh, 2015)

Marché mondial des huiles essentielles

Marche Marché mondial(En Part des Part des
Milliards d’euros) importations exportations
Europ de I’ouest 35 49% 65%
Etats—unis & canada 35 - 15%
Japon 14 - 5%
Europ de ’est 5 8% 2%
Méditerrané 2 3% 1%
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4. Localisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont largement répandues dans le régne végétal et surtout chez les
végetaux supérieurs, il y aurait 17500 espéces aromatiques (Benkada et al., 1990),elles sont
élaborées par des glandes sécrétrices qui se trouvent sur presque toutes les parties de la plante,
sont secrétées au sein du cytoplasme de certaines cellules ou seras semblent sous forme de
petites gouttelettes comme la plupart des substances lipophiles (Bouamer et al.,
2004).Ensuite, elles sont stockées dans des cellules dites cellules a huiles essentielles
(Lauracée), dans des poiles sécréteurs (Lamiacée), dans des poches sécrétrices (Myrtacée),

dans des canaux sécréteurs (Astraceae) (Belkou et al., 2005).

Sur le site de stockage, les gouttelettes d’huile essentielle sont entourées de membranes
speciales constituées d’esters d’acides gras hydroxylés hautement polymérisés, associés a des
groupements peroxydes. En raison de leur caractere lipophile et donc de leur perméabilité
extrémement réduite vis-a-vis des gaz, ces membranes limitent fortement 1’évaporation des
huiles essentielles ainsi que leur oxydation a I’air (Bruneton, 1993 ; Anton et Lobstein,
2005).

5. Réle des huiles essentielles

Les huiles essentielles constituent un moyen de défense naturel contre les insectes
prédateurs et les microorganismes, ou les plantes productrices résistent a plusieurs pathologies

fréquentes chez les autres familles végétales (Mann, 1987).

Par les essences produisent, qui sont des molécules chimiques naturelles, ayant une
implication anti-germinative. Elles sont tout aussi bien élaborées lorsqu'il y a danger, par
exemple quand la plante est attaquée par des prédateurs (herbivores) (Verbois, 2001).

6. Proprietés physiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles partagent plusieurs propriétés physiques malgré leur constitution
déférent, généralement elles sont présentes sous forme liquide et a une température ambiante,
aussi les huiles essentielles caractérisees par leur grande volatilité contrairement aux huiles
fixées leurs teintes est géneralement comprise, dans une gamme allant de I'incolore, a jaune
pale (Faye et al., 1997). A la présence de la lumiére, les huiles essentielles s’oxydent et se
résinifient en absorbant de I’oxygene, et leurs odeurs se modifient, leurs points d’ébullition

augmentent et leurs solubilités diminuent (Duraffourd et al., 1990).
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7. Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont un mélange de constituants qui appariant a trois catégories de

composées : terpénique, aromatique et composé d’origine varier (Ouis, 2015).
7.1. Les terpénes

Des composés largement répondus dans la regne végétal, caractérisé par la présence dans leur

squelette d’une unité isoprénique a 5 atomes de carbone a la formule générale (C5H8) n

(Lamarti et al., 1994).

Figure (01): Structure chimique de 1’ 1isopréne
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7.2. Les monoterpenes

Dont la majorité est rencontrée dans les huiles essentielles (90%) sont les plus simples
constituants des terpenes (Padua et al., 1999), ils comportent deux unités isopréne (C5H8)
selon le mode de couplage « téte-queue ». lls peuvent étre acyclique, monocyclique ou bi

cyclique.
7.3. Les sesquiterpénes

Ce sont des dérivés hydrocarbures de formule C15. 1l s’agit de la classe la plus diversifi¢e
des terpénes qui se divisent en plusieurs catégories structurelles, acycliques, monocycligues,
bicyclique, tricyclique, polycyclique (Bakkali et al., 2008). Ils sont moins volatils et
présentent des points d'ébullition plus élevés que les monoterpénes (Baser et Buchbauer,
2010).
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7.4. Les Composés aromatiques

Dérivés du phénylpropane (C6-C3), ils sont beaucoup moins fréquents que les précédents.

Constitué d’un noyau aromatique lié a une chaine de trois carbonées (Bruneton, 1993).

Sont des composés responsables des caracteres organoleptiques des huiles essentielles, nous
pouvons citer en exemple l'eugénol qui est responsable de l'odeur du clou du girofle
(Teisseire, 1991).

7.5. Les composés d’origines variées

En geéneéral ; les composés d’origine variée de faible masse moléculaire, entrainable lors de
I’hydrodistilation sont des hydrocarbures aliphatiques a chaine liniére ou ramifiée Porteur de
différentes fonctions (Ours, 2015).

Il s’agit de composés issus de la dégradation d’acides gras, de terpenes. D’autres composés

azotés ou soufrés peuvent subsister, mais sont rares (Bruneton, 1999).
8. Facteurs influengant la composition chimique

Plusieurs facteurs peuvent influencer le rendement des huiles essentielles ainsi que leurs
compositions chimiques. Certains facteurs sont relatifs a la plante productrice, d’autres sont
en relation avec son environnement et d’autres sont liés aux conditions de 1’extraction et de

stockage.
8.1. Les facteurs intrinséques

Facteur structurel : le potentiel et la composition de I’essence dépendent de 1’organe. Ainsi
la racine, I’écorce et les feuilles peuvent produire des HE différents (Pingot, 1998).
Facteur évolutif: le cycle de la plante (des poussées de biosynthése engendrent une
accumulation plus ou moins importante de certains constituants des chaines metaboliques au
cours des saisons, des mois, voire des journées. Le profil chimique de I’huile essentielle de
menthe, par exemple, peut étre différent au cours de la journée (Wichtl et al., 1999).

Facteur génotypique : Les variations de la composition des HE provenant d’un méme
phénotype se développant dans le méme environnement sont 1’expression de différences
génotypiques. Elles peuvent étre attribuées a des hybridations, a un polymorphisme génétique

ou a des mutations (polyploidies, aberration chromosomique) (Abdelazize, 2013).
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8.2. Les facteurs extrinséques

La composition et le rendement des huiles essentielles est influence par différents facteurs tell
que la méthode d’extraction (Besombes, 2008) et le stockage des matieres premiéres avant
distillation (Huang et al., 1995).

Les conditions environnementales peuvent influencent le rendement et la qualité des huiles
essentielles, dans les mois a basse température et de la courte photopériode, la production des
composés volatils sont réduits .De plus, plusieurs phytopathologies sont responsables d’une

instabilité de production des huiles essentielles (Boira et Blanquer, 1998).
9. La toxicité des huiles essentielles

Comme tous les produits naturels, les huiles essentielles peuvent causer des risques lors

de leur utilisation.

Certains auteurs basent sur la composition chimique essentielle et les toxicités relatives des
familles biochimiques auxquelles elles appartiennent (Franchomme et al., 1990 ;

Mailhebiau, 1994) donc il est important de respecter la posologie et la durée de la prise.

Parmi ces effets, citons : des allergisants ou hyper sensibilisants, photo sensibilisants dus aux
furocoumarines, neurotoxiques dus aux cétones, néphrologiques dus aux terpénes majoritaires
dans I’huile essentielle de Térébenthine et des rameaux de Genévrier, hépatotoxiques dus aux
phénols pris pendant des laps de temps trop importants ou a doses massives L’eugénol
(Eisenhut, 2007 in Elkolli, 2008) aussi 1’application des huiles essentielles sur la peau est
dangereux en raison de leur pouvoir irritant (huiles riches en thymol ou en carvacrol),

allergene (huiles riches en cinnamaldéhyde) (Smith et al., 2000).

De plus certaines huiles essentielles se révelent cytotoxiques selon la phase dans laquelle elles
sont mises en contact. A titre d’exemple : (la toxicité du thym est augmentée par contact en
phase liquide et réduite en phase gazeuse, alors que c’est I’inverse pour la lavande)(Inouye,
2003).
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10. Activités biologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles possédent de nombreuses activités biologiques incluant les
activités antimicrobiennes, antifongiques antiseptiques, antivirales, antiparasitaires

antioxydants. Plus récemment, les activités anticancéreuses (Valnet, 2005).

L'activité biologique d'une huile essentielle est a mettre en relation avec sa composition
chimique et les possibles effets synergiques entre ses composants. C'est ta dire I'ensemble de

ses constituants et non seulement a ses composés majoritaires (Lahlou, 2004).
10.1. Activité antibactérienne

La complexité de la composition des huiles essentielles a un effet trés important sur les

activités antibactériennes.

Les phénols (carvacrol, thymol) possédent le coefficient antibactérien le plus élevé, suivi des
monoterpénols (géraniol, menthol, terpinéol), aldéhydes (néral, géranial) (Benayad, 2008).

10.2. Activité antivirale

Les virus donnent lieu a des pathologies trés variées dont certaines posent des Probléemes non
résolubles aujourd'hui, certaines HE ont la capacité de traiter ces maladies infectieuse
(Benayad, 2008).

Les phenylpropanoides et les sesquiterpenes présents dans les huiles essentielles contribuent a

leur activité antivirale (Astani et al., 2011).
10.3. Activité antifongique

I’activité antifongique des composes aromatiques semble étre liée a la présence de certaines
fonctions chimiques (Voukou et al.,, 1988) est estimée a la grande complexité de la
composition des HE, les phénols sont plus antifongiques que les aldéhydes et elle décroit
selon le type de la fonction chimique: Phénols > Alcools > Aldéhydes > Cétones > Esters >
Hydrocarbures (Ultree et al., 2002) parmi les aldéhydes, lecinnamaldehyde est le plus actifs
(Yen et Chang, 2008).
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10.4. Activité antiseptique

Les aldéhydes et les terpenes sont réputés pour leurs propriétés désinfectantes et antiseptiques

et s'opposent a la prolifération des germes pathogenes (Verbois, 2001).
10.5. Activité antiparasitaire

Les huiles essentielles a phénols ont une action trés efficace sur les parasites (Astani et al.,
2011).

10.6. Activité antioxydante

Un antioxydant c'est toute substance qui peut retarder ou empécher I'oxydation des substrats
biologiques, ce sont des composés qui réagissent avec les radicaux libres et les rendent ainsi
inoffensifs (Astani et al., 2011).

Le pouvoir antioxydant des ES est développé comme substitut dans le domaine alimentaire.
Car les antioxydants sont capables de empéchant la peroxydation lipidique, sans effet sur les
propriétés du produit alimentaire (Miguel, 2010), les phénols et les polyphénols sont

responsables de ce pouvoir (Richard, 1992).

IIs piegent les radicaux libres en inhibant les réactions a I'intérieur des cellules provoquées par
les molécules de dioxygene et de peroxyde (Benbrook, 2005).

10
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11. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

11.1. Choix de la méthode d’extraction

La diversité et la complexité des huiles essentielles rendent le choix des processus
d'obtention délicate. La méthode choisie ne doit pas conduire a la discrimination entre les
composés polaires et apolaires, ni induire de réactions biochimiques, de dégradations
thermiques, d’oxydation, de réduction, d’hydrolyse, de changement de pH ou entrainer une
perte de composés volatils. Pour cela, différents parametres et propriétés sont a prendre en

compte (Fernandez et Cabrol-Bass, 2007 in Bousbia, 2011).

11.2. Les méthodes d’extraction

Les ¢étapes de I’extraction des huiles essentielles d’origines végétales restent identiques,
quelque soit le type d’extraction utilisé. Il est nécessaire dans un premier temps d’extraire de
la matieére végétale les molécules aromatiques constituant I’huile essentielle, puis dans un
second temps de séparer ces molécules du milieu par distillation comme cela est explicité

dans la figure (Lucchesi, 2005).

Figure (02) : les étapes de 1’obtention d’une huile essentielle (LUCCHESI, 2005)
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Il existe plusieurs techniques d’extraction les plus importantes peuvent étre résumées comme
suit :
11.2.1. La distillation

La technique d'extraction des huiles essentielles utilisant I'entrainement des substances
aromatiques grace a la vapeur d'eau est de loin la plus utilisée a I'neure actuelle. La méthode
est basée sur l'existence d'un azéotrope de température d'ébullition inférieure aux points
d'ébullition des deux composés, I'huile essentielle et I'eau, pris séparément. Ainsi, les
composes volatils et I'eau distillent simultanément a une température inférieure a 100 °C sous

pression atmosphérique normale (Piochon, 2008).

Il existe trois différents procédés utilisant ce principe: I'nydrodistillation, I'nydrodiffusion et

I'entrainement a la vapeur d'eau.
11.2.2. Hydrodistillation

C'est la méthode la plus employée et le plus simple pour extraire les huiles essentielles.
La plante est mise en contact direct avec l'eau dans un ballon lors d'une extraction au
laboratoire ou dans un alambic industriel, le tout est ensuite porté a I'ébullition , les vapeurs
formé sont condensées par un systeme de réfrigération par courants d'eau ensuite les huiles

se séparent de I'eau par différence de densité en une phase aqueuse et une phase organique.

Figure (03): Appareillage utilisé pour I'hydrodistillation de I'huile (Ochoa ,2005)
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Condenseur
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Le procede consiste a immerger la matiére premiere végétale dans un bain d’cau 1’ensemble
est ensuite porté a ébullition généralement a pression atmosphérique, et comme les HE sont
insolubles dans 1’eau, mais soluble dans la vapeur, lorsqu’on envoie de la vapeur d’eau sur la
plante, elle se charge au passage des huiles (Fasty, 2007).

Cette methode est généralement utilisée pour les huiles essentielles dont les constituants
chimiques sont thermorésistants. Elle est aussi utilisée dans I’extraction des huiles a partir des

feuilles et des fleurs fraiches ou séchées (Bouhaddouda, 2016).

La durée d'une hydro distillation peut considérablement varier, pouvant atteindre plusieurs
heures selon le matériel utilisé et la matiere végétale a traiter. La durée de la distillation influe

non seulement sur le rendement, mais également sur la composition de I'extrait.

Cependant, a cause de I'eau, de I'acidité, de la température du milieu, il peut se produire des
réactions d'hydrolyse, de réarrangement, de racémisation, d'oxydation, d'isomérisation, etc....

qui peut tres sensiblement conduire a une dénaturation (Brian, 1995).
11.2.3. Entrainement a la vapeur d’eau

A la différence de I’hydrodistillation, cette technique ne met pas en contact direct 1I’eau
et la matiere végétale a traiter ce qui permet de évite certains phénomeénes d'hydrolyse ou de

dégradation pouvant nuire a la qualité de 1’huile.

Dans cette méthode de distillation la matiére végétale située au-dessus d’une grille est
traversée par un contact de vapeur d'eau durant le passage de la vapeur a travers le matériel,
les cellules éclatent et libérent I’huile essentielle qui est vaporisée sous 1’action de la chaleur
pour former un mélange « eau + huile essentielle ». Le mélange de vapeurs est condensé sur
une surface froide et I'huile essentielle se separe par décantation. (Bruneton ,1993) La partie
contenant les composés hydrosolubles est appelée eau de distillation (ou hydrolat ou eau
florale), on recueille alors un mélange de composition défini de ces deux produits
(Dastmalchi et al., 2008).

13
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Figure (04) : appareillage utilisé pour I’extraction par I’entrainement a la vapeur
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Son avantage est que les altérations de I'huile essentielle recueillie sont minimisées
(Brian, 1995).

Cette méthode est utilisée dans la distillation a partir de plantes fraiches telles que la menthe
et les plantes qui portent leurs huiles essentielles dans les feuilles. Puisque la plante fraiche est

riche en eau, donc il n’est pas nécessaire de I’immerger (Bouhaddouda, 2016).
11.2.4. L hydrodiffusion

Elle consiste a pulser de la vapeur d'eau a travers la masse végétale, du haut vers le bas.
Ainsi le flux de vapeur traversant la biomasse végétale est descendant contrairement aux

techniques classiques de distillation dont le flux de vapeur est ascendant (Kesbi, 2011).

14
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Figure (05) : I’extraction par hydro diffusion
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L'avantage de cette technique est traduit par I'amélioration qualitative et quantitative de I'huile
récoltée, donc moins dommageable pour les composés volatils, I'économie du temps, et

d'énergie et la réduction de la consommation de vapeur (Roux, 2008).
11.3. Autres procédés

D'autres procédés sont utilisés le plus souvent pour les plantes délicates qui ne supportent pas

la chaleur.
11.3.1Lextraction par les solvants volatils

Certaines huiles essentielles ont une densité voisine de I'eau et le procédé par distillation
a la vapeur d'eau ne peut étre dans ce cas utilisé le principe consiste a faire macérer la, plante
dans le solvant a froid afin de faire passer les substances odorantes dans le solvant (Ouis,
2015).
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Cette technique consiste a placer dans un extracteur un solvant volatil et la matiere végétale a
traiter. Grace a des lavages successifs, le solvant va se charger en molécules aromatiques,
avant d’étre envoyé au concentrateur pour y étre distillé & pression atmosphérique (El haibe,
2011).

Les solvants les plus utilisés a 1’heure actuelle sont I’hexane, le cyclohexane, 1’éthanol moins
fréquemment le dichlorométhane et I’acétone (Legrand, 1993 ; Dapkevicius et al., 1998 ;

Kim et Lee, 2002), ces solvants ont un pouvoir d'extraction plus élevé que I'eau.

Figure (06) : les différents types d’extraction par solvants volatils
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L'extraction par les solvants est trés colteuse a cause du prix de I'équipement et de la grande
consommation des solvants leur manque de sélectivité peuvent entrainer de ce fait de
nombreuses substances lipophiles (huiles fixes, phospholipides, caroténoides, cires,
coumarines) dans le mélange pateux et imposer par conséquent une purification ultérieure
(Shellie et al., 2004) et en second lieu, a la toxicité des solvants et leur présence sous forme
de traces résiduelles dans I’extrait final (Bruneton, 1999),les problémes de sécurité ainsi que

la reglementation liée a la protection de 1’environnement (Lagunez, 2006).

11.3.2. Extraction au CO2 supercritique

L’extraction par gaz liquéfié ou par fluide a D’état supercritique met en ceuvre,

généralement le dioxyde de carbone (Aghel et al., 2004).

Le CO2 possede des propriétés intermédiaires entre celles des liquides et celles des gaz ce qui

lui confére un bon pouvoir d'extraction sous pression et a température superieure a 31°C.
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Le gaz carbonique se trouve dans un état dit supercritique intermédiaire entre le gaz et le
liquide dans cet état le CO, présente la particularité de dissoudre de nombreux composes
organique (Beneteaud, 2011 ; Virendra et Diwaker, 2006).

Le COz2 est liquéfié par refroidissement et comprimé a la pression d’extraction choisie, en
suite il est injecté dans I’extracteur contenant le matériel végétal, apres le liquide se détend
pour se convertir a 1’état gazeux pour étre conduit vers un séparateur ou il sera séparé en

extrait et en solvant (Benayad, 2013).

Figure (07) : procédé d’extraction au CO2 supercritique.

Cette technique présente énormément d'avantages. Tout d'abord, le CO2 supercritique est un
solvant idéal puisqu'il est naturel, inerte chimiquement, ininflammable, non toxique, sélectif,

aisément disponible et peu colteux (Wichtel et Anton, 1999 ; Rivera, 2006).

De plus, elle fournit des extraits volatils de trés haute qualité et qui respecteraient
intégralement I'essence originelle de la plante (Wenqgtang et al., 2007) Son unique point

faible est le colt tres élevé de son installation (Pellerin, 2001).
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11.3.3. L’extraction par micro-ondes sous vide

Cette technique d'extraction a été développée au cours des derniéres décennies a des fins
analytiques (Wang, 2006) est une combinaison de chauffage micro-ondes et d’une distillation
a la pression atmosphérique consiste a placer le matériel végétal seul dans un réacteur micro-

ondes.

Le chauffage de I’eau contenue dans la plante permet la rupture des glandes renfermant
I’huile essentielle. Cette étape libére I’huile essentielle qui est entrainée par la vapeur d’eau
formée a partir de I'eau propre a la plante (Labiod, 2016), il est ensuite récupéré a l'aide des

procédés classiques de condensation, refroidissement et décantation.

Figure (08) : Principe schématisé de I'appareillage d'hydrodistillation sous micro-ondes
(Rivera, 2006)
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D’un point de vu qualitatif et quantitatif, ce procédé semble étre plus compétitif et
économique que les methodes classiques telles que 1’hydrodistillation ou 1’entrainement a la
vapeur (Lucchesi et al., 2004a, Lucchesi et al., 2004b).

L'avantage essentiel de ce procéde est de réduire considérablement la durée de distillation,
économie d'énergie (température plus basse) et d'obtenir un bon rendement d'extrait.

(Nzeyumwami, 2004).
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12. Mode d’action des huiles essentielles
12.1. Mode d'action antibactérienne

Les emplacements considérés comme sites d'action pour les composants des H.E sont
indiqués sur la (figure 09).

Figure (09) : Sites et mécanismes d'action des huiles essentielles et de leurs composants sur

la cellule bactérienne (Burt, 2004)
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Le mécanisme d'action des huiles essentielles sur les bactéries, se déroulent d’une maniére
générale en trois phases selon (Oussalah et al., 2007) :

e Attaque de la paroi bactérienne, provoguant une augmentation de la perméabilité puis
la perte des constituants cellulaires suivie d’une rupture de celle-ci, entrainant une

fuite du contenu cytoplasmique (apparition de fuite d’ions potassium K+ des cellules

microbiennes).

e Acidification de I’intérieur de la cellule, bloquant la production de 1’énergie cellulaire

et la synthese des composants de structure.

e Inactivation du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie.
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1. Famille des lamiacées

La famille des Lamiacées comprend environ 250 genres et 6700 espéces. Cette famille
comprend des herbes aromatiques, annuelles ou vivaces ou sous-arbrisseaux et reconnu
depuis longtemps en raison de la valeur médicinale (Benayad et al., 2012), elle regroupe
des especes angiospermes dicotylédones a fleurs gamopétales irrégulieres caractérisées par
une tige a section carrée et des feuilles opposées et dentées et des fleurs irrégulieres
(Benbouali, 2006).

2. Description de la plante Mentha suaveolens

Mentha suaveolens ou Menthe de pomme, dont le nom vernaculaire est « timarssat »
en langue arabe (Oumzil et al., 2002 ),et pour d’autres auteurs M.suaveolens correspondent a
la méme espéce de Mentha rotundifolia ( Brada et al., 2007 ), est une plante herbacée vivace
avec une odeur sucrée et maladive qui peut atteindre 100 cm de hauteur.

La tige est dressée, quadrangulaire et peu poilue a densément blanche-tomenteuse, c’est

monopodial ramifié, avec des entre-nceuds courts.

Le feuillage est vert clair avec des rides opposées, ridées, sessiles ou tres courtes feuilles
pétiolées ovales-oblongues a su orbiculaires, de 3 a 4,5 cm de long et de 2 a 4 cm de large
(Bozovi¢ et al., 2015 ). Les petites fleurs sont rassemblées en épis terminant les rameaux,

elles sont de 5 mm de long et s'épanouissent de juillet & septembre (Bounihi, 2016).

3. Répartition géographique de I’espéce

M.suaveolens est originaire d'Europe du Sud et de I'Ouest, s'étendant vers le nord jusqu'aux
Pays-Bas (Oumazil et al., 2002), elle est généralement repartie dans les bioclimats semi-
arides, humides a variantes chaudes, tempérées et dans des étages de végétations de I’infra-
méditerranéen et méso-méditerranéen (EI Rhaffari, 2008) et se pousse sur le long des rivieres

et dans les plaines et les montagnes (Kasrati et al., 2015).
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4. Taxonomie

Régne:Plantae
Division:Magnoliophyta
Classe:Magnoliopsida.
Ordre:Lamiales.
Famille :Lamiaceae
Genre :Mentha.

Espece :Menthasuaveolens

Figure (10) : taxonomie de la plante Mentha sauveolens (Bachman, 2016)

5. L’huile essentielle de Mentha suaveolens

Le genre Mentha parmi les espéces cultivées pour la production des huiles essentielles.
Pour leur importance dans le monde (Sutour et al., 2008) parmi eux L’ huile essentielle de
M.suaveolens qui est examinée pour leurs utilisations potentielles comme remedes alternatifs
pour la conservation des aliments contre les effets toxiques des oxydants et le traitement de

nombreuses maladies infectieuses (BoZovi¢ et al., 2015 ).

L’analyse chimique d’huile essentielle de M.suaveolens obtenus par hydrodistilation montré
que les principaux composants étaient I'oxyde de pipériténone (59,3%, 73,5%), le trans-
caryophyllene (3,7%, 3,5%), I'germacrene D (3,5%, 5,6%), Terpinen -4-ol (3,4%, 1,1%),
Nepetalactone (3,2%, 0,7%), et p-Cymen-8-ol (2,6%, 0,7%), E-hydrate Sabinéne (1,6%,
2,3%) respectivement (Hamdani et al., 2017), ainsi qu'un d'autres produits aromatiques tels
que la carvone, le limonéne et lamenthone (Oumzil et al., 2002 ).Ces constituants varient en

fonction de la région origine de la plante (Amzouar et al ., 2016).
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6. Usage de Mentha suaveolens

Ce sont des plantes aromatiques trés utilisées en médecine traditionnelle, dans les préparations
culinaires, les confiseries, en cosmétique et parfumerie (Brada et al., 2007) et aussi elle est
tres appréciée dans le traitement des douleurs gastriques, des diarrhées, des refroidissements

et des affections respiratoires. En cataplasme ou en inhalation, les feuilles sont recommandées
en cas de fievre (Lahsissene et al., 2009).
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L'ensemble de ce travail a été réalisé aux laboratoires pédagogiques au sein de
I’Université Belhadj Bouchaib Ain Temouchent pendant une durée de 03 mois (février, mars,
avril 2018).

1. Matériel végétal
La plante qui a fait I'objet dans notre étude est (Mentha suaveolens).

2.1. Choix de la plante

La plante étudiée a été choisie essentiellement sur la base de leur intérét thérapeutique et
leur disponibilité dans notre région aussi le manque des travaux sur les activités biologiques

d’huile essentielle extraits des plantes de cette région.

Vu qu'elle est impliquée dans le traitement des maladies d’origine microbienne au cours de
laquelle plusieurs personnes ayant une vaste connaissance de la fagon d’utiliser cette plante

aussi sur leur non-toxicité, l'utilisation dans les préparations culinaires et dans les tisanes.

2.2. Collecte du matériel végétal
2.2.1. Récolte, situation géographique et préparation des échantillons

L'espece M.suaveolens a été recoltée dans leurs habitats naturels a Sidi Safi (figure 12)
entre le mois de janvier et mois d'avril 2018 (Tableau 02).
Sidi Safi est situé dans la Wilaya de Ain Temouchent a l'ouest algérien (figure 11), 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 tempére.

Tableau (02) : Date et lieu de récolte de la plante (M.suaveolens)

Espece Etats frais Etas sec Lieu de Date de
récolte récolte
Mentha Wilaya d’ain ~ 24/01/2018
suaveolens Temouchent
. .. 30/04/2018
Village Sidi
Safi
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Figure (11) : Situation géographique de la région de Sidi Safi (Google Earth)

Le matériel végétal récolté est séché a 1’ombre a température ambiante dans un endroit sec et
aéré du laboratoire pendant 6 a 8 jours afin de préserver au maximum lintégrité des

molécules , une fois la plante devenue séche est soumise a I'extraction.
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3. Extraction d'huile essentielle

Dans notre travail, on a effectué¢ I’extraction sans prétraitement de la distillation (ni

broyage, ni laminage du matériel végétal).
3.1. Extraction par ’hydrodistillation

L'huile essentielle de la plante M.suaveolens est extraite par la méthode d’hydro
distillation, grace a un montage d'extraction qui est constitué d’un chauffe ballon, un ballon
en verre pyrex ou I’on place la matiere végétale séchée et I’eau distillée et une colonne de

condensation de la vapeur (réfrigérant) plus un dean stark.

Figure (13) : Le montage utilisé pour I’extraction d’huile essentielle (M.suaveolens)

26



Matériels et méthodes

3.2. Protocole opératoire d*hydrodistillation

On a mis 100 g des parties aériennes séchées de notre plante, finement découpées
dans un ballon bicol de 1L, additionnés de 500 ml d’eau pour éviter les débordements lors de

I’ébullition , le mélange est porté a ébullition a 1’aide de la chauffe ballon pendant 2 h.

Les vapeurs chargées d’huile essentielle et I'eau passent a travers le tube vertical puis dans le
serpentin de refroidissement ou aura lieu la condensation puis la séparation ce qui résulte
I'apparition de deux phases, une est organique (huile essentielle) et l'autre est aqueuse (ou

I’hydrolat) ayant une densité plus élevée (annexe 1).
3.3. Conservation de I’huile essentielle obtenue

La conservation des huiles essentielles exige certaines précautions indispensables. C'est
pour cela qu’on a conservé notre I'huile a une température voisine de 4 °C a l'abri de la
lumiére (Ayoughi et al., 2011) ,enveloppée de papier d'aluminium, jusqu'a leur usage pour

éviter toute dégradation .

NB : la conservation se fait dans un tube en verre fermé hermétiqguement, car on a fait un
essai de conservation dans un tube en plastique et ont a remarqué que les huiles ont un effet

cohésif avec le plastique.
4. Détermination de rendement en huile essentielle

Selon la norme (AFNOR, 1986), le rendement en huile essentielle (RHE), est défini
comme étant le rapport entre la masse d’huile essentielle obtenue apres extraction (MHE) et la
masse de la matiere végétale utilisée (MS). Le rendement est exprimé en pourcentage (%) et

calculé par la formule suivante :

Rue = MHue / Ms .100

RHE @ rendement de I’huile essentielle (%).
MHE : Quantité d'extrait récupéré (masse d’huile essentielle récupérée) en (g).

Ms : Quantité de la matiere végétale seche utilisée pour I'extraction exprimée en (Q).
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5. Analyses de I’huile essentielle

5.1. Analyse des propriétés organoleptiques

Les HE sont habituellement liquides & température ambiante et volatiles, plus ou moins
colorées (AFSSAPS, 2008).Chaque huile essentielle est caractérisée par des propriétés

organoleptiques tels que : I’odeur, I’aspect physique et la couleur.
5.2. Analyse physique
5.2.1. Détermination de la densité

Pour définir la densité de notre huile, on a calculé le rapport entre un certain volume

d'huile essentielle et la masse de ce méme volume. La densité est ainsi obtenue par (g /cm®).

d=m/V

d : la densité par (g /cm®).
m : masse d’huile en (g).

V : volume d’huile en (cm®).

5.2.2. Détermination de I'humidité
le contenu en humidité de partie arienne de notre plante a été déterminé par le procédé de
séchage a I'étuve & 105° C + 5° C (Twidwell et al., 2002 ). Le taux d'humidité est exprimé en

pourcentage et calculé par la formule suivante :

Taux d"humidité (%) = Mf- Ms/ M+ .100

Ms : la masse seche (g).

Mf : la masse fraiche (Q).
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6. Evaluation de ’activité antimicrobienne

6.1. Activité antibactérienne

6.1.1. Matériels
> Souches bactériennes

L’activité antimicrobienne de I’huile essentielle M.suaveolens est évaluée sur quatre souches
bactériennes de référence Type Culture Collection ATCC :

Gram négative : Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosaATCC 27853,
Gram positive : Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 43300.

» Conservation des souches

Les souches bactériennes ont été entretenues par repiquage sur GN. Incubées pendant 24h a

37 °C, conservées a 5 °C dans des tubes contenant de la gélose nutritive inclinée.
» Milieux de culture

- Gélose Mueller Hinton (MH) : milieu pour 1’étude de la sensibilité des bactéries.
- Bouillon Mueller Hinton (MHB) : milieu pour I’étude de la concentration minimale

inhibitrice (CMI) des bactéries.

» Antibiotiques

Les disques d’antibiotiques, utilisés dans ce travaille sont :
Tétracycline (30ug), Erythromycine (15ug), Ampicilline (10pg), Amoxicilline (30ug),
Ciprofloxacine (5ug), Cefotaxime (30ug) et la Gentamicine (10ug) ils ont été sélectionnés

selon leur disponibilité.
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6.2. Méthode en milieu solide

6.2.2. Evaluation de ’activité antibactérienne par la méthode d’aromatogramme

La méthode de diffusion sur disques en milieu gélose a été utilisée pour la détermination
de Dactivité antibactérienne de notre huile essentielle selon la méthode décrite par

(Bouhaddouda et al., 2016) avec quelque modification (annexe 2).
» Principe

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé a effet antibactérien en milieu
solide dans une boite de pétri, elle consiste a déposer un disque stérile de papier filtre imbibé
d’huile essentielle sur un tapis microbien (Chebaibi et al., 2016). Apres un certain temps de
contact entre 1’huile et le microorganisme cible. L’activité antibactérienne sur la cible est

appréciée par la mesure de la zone d’inhibition.
> Repiquage des espéces bactériennes

Les souches bactériennes ont été revivifiées dans un bouillon nutritif a 37°C pendant
24heures. Puis chaque souche a été repiquée en stries sur la surface des boites de pétries pré-
coulés en gélose Muller Hinton aprés incubation de 18-24 heures a 37 °C ces cultures vont

servir a la préparation de 1’inoculum.
» Préparation de I’inoculum

A partir des cultures pures de 18-24h, des colonies bien isolées et parfaitement identiques sont
prélevées, puis déchargées dans 5 ml de bouillon Muller Hinton aprés incubation de 18-24

heures a 37 °C. L’opacité de I’inoculum doit étre équivalente a 0,5 Mc Farland ou a une

densité optique de 0,08 & 0,10 & 625 nm (10® UFC.ml-1) (Athamena et al., 2010 ) .
» Préparation des disques

Des disques de papier Wathman n°3 de 6 mm de diamétre, stériles (stérilisation a 120°C
pendant 15 min par autoclavage), sont chargés de I’extrait naturel a tester, des disques

imprégnés DMSO sont également utilisés qui vont servir de témoin négatif.
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» Préparation des milieux de culture

La gélose de Muller Hinton stérile préte a 1’usage a été coulée dans des boites de pétrie
stériles de 90 mm de diameétre. L’épaisseur de la gélose est de 4 mm répartie uniformément
dans les boites. Ces derniéres doivent étre séchées 30 min & une température ambiante du

laboratoire avant leur emploi.
» Ensemencement et dépot des disques

Un écouvillon stérile est imbibé dans la suspension bactérienne, puis essoré sur la paroi
interne du tube. L’écouvillon est frotté sur la totalité¢ de la surface gélosée, de haut en bas, en
stries serrées. L’opération est répétée deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois sans
oublier de faire pivoter 1’écouvillon sur lui-méme et en le passant sur la périphérie de la

gélose (Benzeggouta, 2005).

Des disques de papier Wattman n°1 de 6mm de diametre stériles imbibés de deférentes
quantités d’huiles 5 pl ,10 pl, 15 ul sont placés a la surface de gélose a I’aide d’une pince
bactériologique. D’autres disques, charges de 5ul de DMSO sont utilisés comme (témoins
négatifs) afin de vérifier la croissance des différentes souches (Bekhechi et al., 2008) . Et des
disques de Gentamicine (10pug) ont été utilisée comme contrdle positif, ce choix est di a la

sensibilité des souches pour cet antibiotique.

Chaque trois dep6ts de quantité d’huile essentielle sont placés dans la méme boite puis toutes
les boites de Pétri sont scellées avec du parafilm stérile pour éviter 1’évaporation éventuelle
des huiles essentielles. Elles sont maintenues a 4 °C pendant 2 heures, apres 24 heures

d’incubation a 37°C, le diamétre d’inhibition est mesuré.

> Lecture des resultats

Les diametres des zones d’inhibition mesurée sont appréciés comme suit :

pas sensible (-) de diamétre inférieur ou égal a 8 mm, moyennement sensible (+) pour un
diametre compris entre 8 et 14 mm, sensible (++) pour un diametre compris entre 14 et 20
mm et extrémement sensible (+++) pour un diametre égal ou supérieur a 2 mm (Djabou et
al., 2013).

Les bactéries montrent une sensibilit¢ au 1’huile essentielle, sont sélectionnées pour

déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) (Derwich et al., 2010).
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6.3. Méthode des micro-dilutions en milieu liquide

L’efficacité de I’huile essenticelle testée est évaluée par la mesure de 2 concentrations : la
concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB).
Ces concentrations nous permettent de connaitre la nature de ’activité antimicrobienne de

I’huile essentielle : bactériostatique ou bactéricide.
6.3.1. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)
6.3.2. Méthode de micro-dilution

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) de I'huile essentielle de M.suaveolens est
déterminées selon la méthode de micro-dilution décrite par (Bouhaddouda et al., 2016) avec

Iégere modification ( annexe8).
» Principe

Le principe de la méthode repose sur la détermination de la plus faible concentration d’un
agent antimicrobien, nécessaire pour inhiber la croissance d’un microorganisme (Derwich et
al., 2010). Consiste a ensemencer, par un inoculum standardisé, une gamme de concentration
décroissante en huile essentielle. Apres incubation, I’observation de la gamme permet
d’accéder a la concentration minimale inhibitrice (CMI) (Chebaibi et al., 2016).

Une solution-mére de notre I'huile d’une concentration initiale de 100 mg/ml (100 mg
d’HE +1000 ml de DMSO) sont préparé, puis une série de dilutions est réalisée a partir de
cette solution dans une plaque de 96 puits, la gamme de concentrations finale ainsi obtenue
correspond a 1/2 — 1/4 — 1/8 — 1/16 — 1/32 — 1/64 — 1/128 et 1/256. 100 pl de chaque dilution
sont transférés dans les 10 puits consécutifs incorporés a 90 pl de bouillon Mueller Hinton
puis ensemences par 10l de I’inoculum bactérien standardisé. Chaque ligne est réservée pour
une souche déterminée. Et concernent les deux derniers puits, un est utilisé comme contréle
négative rempli par 200ul de BMH et I’autre utilisé comme controle positive rempli par
190ul de MHB et 10ul de I’inoculum. Puis les plaques sont recouvertes et incubées a 37 °C
pendant 18-24 heures.

» Lecture des résultats

La CMI de I’huile essentielle est déduite apres incubation & partir du premier puits de la
gamme dépourvu de croissance bactérienne visible. La croissance bactérienne est indiquée par

la présence d'un "trouble™ blanc sur le fond des puits.
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7. Activité antifongique
7.1. Matériels
» Souche fongique

L’activité antifongique d’huile essentielle M. suaveolens est évaluée sur une seul souche
fongique de référence Type Culture Collection ATCC : Candida Albicans 10231 Selon les

mémes méthodes.
» Conservation de souche

La souche fongique est conservée a5 °C dans un tube contenant le milieu Sabouraud incliné.

> Milieu de culture

- Gélose Sabouraud : milieu pour 1’étude de la sensibilité des souches fongiques.
- Bouillon Sabouraud : milieu pour I’étude de la Concentration Minimale Inhibitrice

(CMI) des souches fongiques.

» Préparation de I'inoculum

A partir d’une culture pure fongique de 48h, des colonies bien isolées et parfaitement
identiques sont prélevées, puis déchargées dans 5 ml de bouillon Sabouraud apres incubation
de 48 heures a 30°C la densité optique lue a 530 nm est justifiée a 0.12 a 0.15 UFC/ml , afin
d’obtenir une suspension homogéne (NCCLS , 2001).

L’ensemencement, le dépot des disques, I’incubation et la lecture des résultats, se fait par les
mémes techniques utilisées pour 1’étude de I’activité antibactérienne sauf que le milieu de
culture utilisé (gélose Sabouraud pour la méthode de diffusion et le Bouillon Sabouraud pour

la détermination de CMI).
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8. Détermination de la Concentration Minimale Bactéricide (CMB) et
Fongicide (CMF)

Les concentrations minimales bactéricides (CMB) et fongicides (CMF) de [I'huile
essentielle de M.suaveolens ont été déterminées (annexe 8) selon la méthode décrite par
(Chebaibi et al., 2016).

Cing microlitres de la suspension bactérienne sont repiqués a partir des puits montrant une
absence complete de la croissance bactérienne puis déposés en strie sur gélose approprié
pour chaque germe (Mueller Hinton pour les bactéries et Sabouraud pour levures). Les boites
ensemencées sont incubées pendant 18 heures pour les bactéries et 48 h pour les levures a
37°C.

Les CMB sont interprétées comme la concentration le plus basse de I'huile essentielle, qui a
montré un liquide clair sans le développement de la turbidité et sans croissance bactérienne
visible sur la boite de pétri.

Pour chacun des tests réalisés (diffusion en milieu solide, CMI, CMB et CMF) le nombre de

répétitions est de deux fois.
8.1. Caractére bactéricide et bactériostatique

Le rapport CMB/CMI nous a permis de déterminer les pouvoirs bactéricide et
bactériostatique (annexe 8) de I’huile essentielle étudiée. Lorsque ce rapport est supérieur a 4,
I’huile essentielle a un pouvoir bactériostatique, et bactéricide quand il est inférieur ou égal a

4 (Guinoiseau, 2010).
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9. L’interaction synergique de I’huile avec quelque antibiotique

L’objectif de ce test est I’obtention d’un spectre antibactérien le plus large possible sur
les souches bactériennes envers les antibiotiques testés.

Le test synergétique d’huile essentielle M. suaveolens est évalué par la méthode de diffusion

sur disque sur les quatre souches bactériennes.

Quatre boites pétries ont été collé par la gélose MH. Apres I'ensemencent de ces boites par
I’inoculum standardisé de chaque souche deux disques d’antibiotique ont ét¢ déposés sur la

surface de gélose de chaque boite comme suite :

AMP et AMC pour E.coli ATCC 25922, CIP et CTX pour P.aeruginosa ATCC 27853, TE et
E pour les deux souches : S. aureus ATCC 25923, S.aureus ATCC 43300. Puis des disques
de 5ul d’huile essentielle ont été déposés sur 1’'un de chaque antibiotique tan que le second

disque d’antibiotique dépourvu d’huile essentielle.

Les boites de Pétri ensemencées ont été laissées 1 heure a température ambiante puis
retournées et incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures. Aprés incubation, les diameétre
d’inhibition ont été mesuré en millimétres. Elargissement des zones d'inhibition des

antibiotiques indique une interaction positive (synergie) (Igbal et Farrukh, 2007).
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1. Analyses d’huile essentielle extraite
1.1. Parameétres organoleptiques d’huile essentielle

Les parameétres organoleptiques de notre 1’huile essentielle obtenue par hydrodistillation

sont résumes dans le (tableau 03).

Tableau (03) : Caractéristiques organoleptiques de 1’huile essentielle M.suaveolens

Caractere organoleptique couleur aspect odeur

forte odeur de
menthe
HE de M.suaveolens Jaune claire Liquide caractéristique

1.2. Caractéristiques physiques de I’huile essentielle

Deux principales propriétés physiques de notre huile essentielle ont été déterminées a
savoir : la densité relative et le taux d’humidité. Les résultats de ces propriétés sont présentés

dans le (tableau 04) et la (figure 14).

Tableau (04) : caractéristique physique d’huile essentielle M.suaveolens

Huile essentielle Densité (g /cm?) Taux d'humidité (%)

Mentha suaveolens 0,890 + 0,001 80,47

Figure (14) : Représentation graphique de taux d’humidité de la plante M.suaveolens

W Taux d'humidité

B matiére séche
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Nous constatons que notre plante (tableau 4) a un taux d’humidité correspond a 80,47% et

une valeur de densité correspond & 0,890 g /cm®.

Ce taux important d’humidité signifié que plus de trois-quarts du poids de notre plante fraiche
est constitué par 1I’eau. Nos résultats concordent avec celui rapporté par Taalbi (2016) sur la

méme espece qui est récolté dans la région d’ouest algérien, estimé a 80,09%.

Notre étude sur les propriétés physiques de I’huile considérée comme un moyen de
vérification et de contrdle de qualité. Car d’aprées Benkherara (2011) les facteurs
environnementaux et climatiques peuvent jouer un réle sur la qualité d’huile de 1’espéce

végétale.

37



Résultats et discussion

2- Rendement d’extraction

Une extraction de 50 g de notre plante seche dans 500 ml d’eau distillée a été donnée 0,11
g d’huile essenticlle au moins de février et 0,83 g au mois d’avril. Aprés le calcul de

rendement de deux mois a I’aide de la relation précédente les résultats obtenus sont illustrés
dans la (figure 15).

Figure (15) : Représentation graphique de rendement d’huile essentielle M.suaveolens

1.8 1.68
1.6

14

1.2

0.8 Rendement
0.6

Rendement (%)

0.4
0.22

0.2

Moi de février Moid'Avril

période de récolte

Nous avons trouvé que le rendement en huile essentielle de M.suaveolens varié de (0,22 -
1,68%) en fonction de période de la récolte, dans laquelle le rendement de mois d’avril est
plus élevé que celui de mois de février. Cependant un rendement plus élevé a été rapporté par
Taalbi (2016) dans la région de Nadroma pendant le mois de janvier et dans la région de
Mansourah pendant le mois d’avril équivalent a 0,39% - 1,92 % respectivement. On peut
expliquer cette différence d’apres 1’étude fait par Taalbi (2016) sur I’influence de la période
de la récolte sur le rendement qui a été trouvé que le rendement augmente réguliérement
avec le stade végétatif de la plante pour donner son meilleur rendement a partir du mois de

mai la méme explication a été rapportée par Hopkins (1999).
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Et d’apres brada et al., (2007) ,les rendements en huile essentielle augmentent quand la

plante entiere récoltée pendant la période de la floraison .

Du point de vue rentabilité en poids, M.suaveolens présent un rendement satisfaisant égal a
1,68 %. La comparaison de notre résultat avec d’autres travaux nationaux et international sur
la méme espece ,nous a amené a dire que notre résultat est similaire au résultat obtenu par
Lehbab (2013) dans la région de Tlemcen Meftahia 1,70% et par Benabdallah (2017) dans
Nord-Est Algérie El-Kala 1,65% , est supérieur a celle rapportée par Ladjel et al., (2011)
dans le sud-est de I'Algérie (EI-Hdjira) et par Brada et al., (2007) dans le nord d’’Algérie
estimé a 0,8%.0r pour 1’espéce M.suaveolens de Maroc notre résultat est supérieur a celui
rapporté par Kasrati et al., (2015) et Amzouar et al., (2016) estimé a (0,20 -1,17%) _
(1,07%-— 1,6%) respectivement , il est supérieur aussi de celle de 1’espéce tunisienne obtenu
par Riahi et al., (2013) dans Bejal,26 % Bizertel,04 % et de I’Uruguay par Daniel et al.,
(2002) qui est égale a 1,02%, aussi qu’a celui obtenu par Sutour et al., (2008) dans la région

d'Ajaccio (Corse) correspondant a 0,13% .

Par contre, notre résultat est inférieur a celui rapporté par Benayad et al., (2012) au Maroc et
par Taalbi (2016) dans 1’Ouest algérien région de Mansourah, estimé a 1,92 % et 4,33%

respectivement.

Ces divergences dans les résultats sont dues a plusieurs facteurs telle que la méthode utilisée,
les parties de la plante utilisées, les produits et les réactifs utilises dans I'extraction,
I'environnement, le génotype des plantes, I'origine géographique, la période de récolte de la
plante, le degré de séchage, les conditions de séchage, temps et température de séchage et la

présence des mauvaises herbes Amzouar et al., (2016).
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3. Activité antibactérienne d’huile essentielle

3.1 Evaluation de Pactivité antibactérienne par la méthode de diffusion sur disque

Nous avons testé 1’activité antibactérienne de I’huile essentielle de M.suaveolens par la
méthode de diffusion sur disque vis-a-vis de quatre souches bactériennes. Les résultats
montrent une inhibition de la croissance bactérienne proportionnelle au diametre de la zone
d’inhibition (tableau 05) et (figurel6).

Tableau (05) : résultats de 1’activité antibactérienne de I’huile essentielle M. suaveolens

réalisé par la méthode de diffusion sur disque

Diameétres des zones d’inhibition en (mm)

guantité HE Gentamicine DMSO
Les souches bactériennes 5] 10pl 15ul
S. aureus 25923 25 30 27 26.5 6
S. aureus 43300 24 26 21 26 6
P.aeruginosa 27853 22 24 25 25 6
E.coli 25922 11 21 22 25 6

Nous constatons que notre huile essentielle a montré une bonne activité sur toutes les
souches bactériennes testées. En particulier une forte activité sur S.aureus ATCC 25923,
S.aureus ATCC 43300, P.aeruginosa ATCC 27853 et une moyenne activite, sur E.coli
ATCC 25922.
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Figure (16): Représentation graphique de I’activité antibactérienne d’huile essentielle M.

suaveolens réalisé par la méthode de diffusion sur disque
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Les résultats de I’activité antibactérienne montrent que les espéces bactériennes étudiées
présentent des degres de sensibilité différents vis-a-vis de la quantité de 1’huile essentielle
testée dans laquelle on a remarqué que la plus grande surface d’inhibition est enregistrée avec
S.aureus ATCC 25923 (tableau 05) selon la quantité d’huile appliqué (5 ul, 10 ul, 15 ul) les
zones d’inhibition sont (25 mm ,30 mm ,27 mm) respectivement suivi par S.aureus ATCC
43300 (24 mm , 26 mm , 21 mm), P.aeruginosa ATCC 27853 (22mm ,24 mm , 25 mm). Ces
3 especes sont donc les plus sensibles a I’HE. En revanche, E.coli ATCC 25922 (11mm, 21

mm, 22 mm) est légérement moins sensible a cette HE.

Le plus grand diamétre d’inhibition chez les bactéries Gram positif apparaitre avec la quantité
10 pl d’huile et avec la quantité 15 pl (figure 16) chez les bactéries Gram negatif ce que nous
amené a dire que la quantité d’huile essentielle appliquée sur les souches bactériennes a un

effet direct sur les diamétres des zones d’inhibitions (annexe 3).
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Nous avons constaté aussi que notre huile a une activité supérieure a celle de gentamicine sur

toutes les souches a I’exception de la souche Escherichia coli ATCC 25922.

Cette constatation est en faveur de I’hypothése que nous avons proposé et selon laquelle les
huiles essentielles peuvent étre utilisées comme alternatif antibactérien pour les souches
présentant une faible sensibilitt ou bien un probleme de résistance aux antibiotiques

standards.

La comparaison de notre résultat avec d’autre travaux national et international, nous amené a
dire que nos résultats concordent a I’étude de Chebaibi et al., (2016) et celle de Oumzil et
al., (2002) sur I’espece M.rotundifolia de Maroc qui possedent un effet inhibiteur sur toutes
les souches bactériennes étudiées et concordent aussi a I’étude de Sutour et al., (2008) et celle
de Riahi et al., (2013) sur I’espéce M.suaveolens d’Ajaccio et de la Tunisie respectivement
qui possedent une activité antimicrobienne plus élevée contre les bactéries Gram positif que

Gram negatif.
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3.2 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Nous avons déterminité les concentrations minimales inhibitrices de I’huile essentielle de
M.suaveolens par la technique de micro-dilution. Les résultats des (CMI) d’HE vis-a-vis les
souches bactériennes sont présentées dans le (tableau 06).

Tableau (06) : résultats de 1’activité antibactérienne d’huile essentielle M.suaveolens réalisé

par la méthode de CMI.

Les Concentrations (mg/ml)

Les souches 50 25 125 6.25 3.125 1.562 0.781 0.390 T (P) T (N)

S. aureus 25923 - - - - - + + + + -
S. aureus 43300

P.aeruginosa 27853

E.coli 25922
- - - - + + + + + -
T : Témoin - : inhibition
N : Négative ]
o + ! croissance
P : positive

De fagon générale, nos résultats montrent que I’huile essentielle de M.suaveolens présente
un effet inhibiteur remarquable. En effet, pour les 4 souches étudiees, la gamme des CMI
varie de 3.125 a 6.25 mg/ml.
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Figure (17) : Représentation graphique des CMI de I’huile essentielle M.suaveolens relative
aux souches bactériennes
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Nous avons constaté que les valeurs de CMI les plus élevées (6.25 mg/ml) sont obtenues
par les bactéries Gram négatif notamment P.aeruginosa ATCC 27853, E.coli ATCC 25922 ce
gue nous amené a dire que se sont les bactéries les moins sensibles (figurel7) vis-a-vis de HE.
Alors que les bactéries Gram positif S.aureus ATCC 25923, S.aureus ATCC 43300 sont les
plus sensibles (annexe 5) vis-a-vis de HE a des valeurs de CMI moins élevées (3.125mg/ml).
Nos résultats des CMI confirment les résultats que nous avons obtenus auparavant par la

méthode de diffusion sur disque.

Nos résultats sont déférents a ceux indiqués par Oumzil et al., (2002) qui a trouvé que, la
souche qui s’est montrée la plus sensible a I’HE de M.suaveolens est E.coli avec une CMI de
(6.9 mg/ml), suivie de S.aureus , P.aeruginosa , dont la croissance a été inhibée a la
concentration de (13.8 mg/ml). Par contre nos résultats concordent a I’etude de Riahi et al.,
(2013) qui a montré que E.coli est la souche le moins sensible avec une CMI de (10 mg/ml)

suivie de S.aureus avec une CMI de (2.5 mg/ml).

D’apres cette comparaison nous pouvons déduire que notre huile essentielle possede un effet

inhibiteur plus important avec des valeurs de CMI plus faibles a celle de ces travaux.
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3.3 Détermination de la concentration minimale bactéricide en milieu solide

La détermination de (CMB) en milieu solide ¢’est le paramétre qui nous permet de déterminer
I’effet bactéricide de notre huile essentielle. Les résultats des concentrations minimales

bactéricides d’HE vis-a-vis les souches bactériennes sont présentées dans la (figure 18).

Figure (18) : Représentation graphique des CMB d’huile essentielle M.suaveolens relative
aux souches bactériennes
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On a remarqué que I’huile essentielle de M.suaveolens présente une bonne activité
bactéricide sur les 4 souches étudiées (figurel8) , 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 (3.125 mg/ml) suivi
par S.aureus ATCC 43300 (6.25 mg/ml ) donc ces deux espéces Gram positif sont les plus
sensibles vis-a-vis d’HE avec des valeurs de CMB moins élevées ( annexe 7) . En revanche,
les valeurs de CMB les plus élevées sont obtenues par les bactéries Gram négatif notamment,
E.coli ATCC 25922 (12.5 mg/ml) P.aeruginosa ATCC 27853 (25 mg/ml).

On peut conclure que I’huile essentielle de M.suaveolens posséde le méme effet inhibiteur sur
les deux bactéries a Gram positifs par contre posséde un déférent effet bactéricide dans
laguelle la souche S.aureus ATCC 25923 a été présenté une valeur de CMB moins élevé
(3.125 mg/ml) par apport au S.aureus ATCC 43300 (6.25 mg/ml).

45



Résultats et discussion

La méme constatation concerne les deux bactéries a Gram négatifs dans laquelle la souche
E.coli ATCC 25922 a été presentée une valeur de CMB moins élevé (12.5 mg/ml) par apport
au P. aeruginosa ATCC 27853 (25 mg/ml).

Nos résultats sont déférents a ceuxi indiqués par Riahi et al., (2013) qui a trouvé que, la
souche le moins sensible a ’HE de M.suaveolens est S.aureus avec une CMB de (50 mg/ml),
suivie de E.coli avec une CMB de (20 mg/ml). Par contre nos résultats concordent a 1’étude
de Chebaibi et al., (2016) qui a montré que P.aeruginosa est la souche le moins sensible avec
une CMB de (50 mg/ml) suivi par E.coli et S.aureus avec une CMB de (25 mg/ml —
12.5mg/ml) respectivement.

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

bactéricide plus important avec des valeurs de CMB plus faibles a celle de ces travaux.
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La différence de la sensibilité des souches au huile testé pourrais étre dues a la variation du
leur taux de pénétration a travers la paroi et la membrane cellulaire (Cox et al., 2000). Les
bactéries a Gram positif exercent la plus grande sensibilité par apport aux bactéries & Gram
négatif, car ces derniers sont les plus protégées aux actions des huiles essentielles, en raison
de leur membrane externe de lipopolysaccharide entourant la paroi cellulaire du
peptidoglycane qui limite la diffusion des composés hydrophobes a travers son revétement
polysaccharidique (Cosentino et al., 1999 ; Burt, 2004; Hyldgaard et al., 2012 in
Bouzovic et al., 2015 ; Riahi et al., 2013).

Cette déclaration n'est pas toujours vrai en effet, différents auteurs n'ont trouvé aucune
différence ou une plus grande sensibilité des bactéries Gram négatifs que Gram positifs aux
huiles essentielles (Dorman et Deans, 2000 ; Gulluce et al., 2007 in Bouzovic et al., 2015 ;
Brut, 2004; Petretto et al., 2014).

Nos résultats montrent que 1’huile essentielle de M.suaveolns testée dans cette étude possede

un effet antibactérien. Ces résultats peuvent étre liés a sa composition chimique.

En effet (Oumzil et al., 2002) indiqué que le pulegone peut étre le composant aromatique le
plus actif chez M. suaveolens , et dit que I'efficacité de I'huile était principalement liée a son
composant majeur et d’apreés (El arch et al., 2013) ’activité biologique de 1'huile essentielle
de M.rotundifolia est attribuée a sa richesse en pulegone aussi, mais par contre il a indiqué
que le pouvoir antimicrobien résulte par le phénoméne de synergie entre les composes

majoritaires et minoritaires .

Il est fort probable que I’activité antibactérien apparaite n'est pas attribué a un mécanisme
spécifique mais qu'il y a plusieurs cibles dans la cellule (Skandamis et al., 2001; Carson et
al., 2002) , susceptibles d'étre des sites d’action des composants de HE , I'hydrophobicité est
une caractéristique importante des composés volatils, ce qui leur permet de provoqué la
répartition des lipides de la membrane bactérienne et mitochondrienne (Asbaghian et al.,
2014),en suite la perturbation de la structure de différentes couches de polysaccharides,
d'acides gras et de phospholipides et les rendant plus perméables (Gill et al., 2006 ; Brut,
2004).
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Perturbant ainsi le transport membranaire des substances nutritives, provoquer une Fuite
d'ions et en conséquence le contenu des cellules peut alors apparaitre (Skandamis et al.,
2001; Carson et al., 2002; Ultee et al., 2002). Ou bien étre tolérées sans perte de leur
viabilité,la sortie des molécules de la cellule et des ions meéneront & la mort de la bactérie
(Brut,2004). Si I'intégrité de la membrane est perturbée, alors ses fonctions sont compromises
non seulement comme une barriére, mais aussi comme une matrice pour les enzymes et

comme un transducteur d'énergie (Stringaro et al., 2014 in Bouzovic et al., 2015).

L'altération des systemes enzymatiques bactériens pourrait aussi étre un mécanisme potentiel

d'action antimicrobienne (Lakusi¢ et al., 2009 in Bouzovic et al., 2015).
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4. Qualification de activité antibactérienne de ’HE

Il nous semble nécessaire dans une deuxiéme étape de notre travail de déterminer le rapport
CMI/CMB qui permet de définir le caractére bactériostatique ou bactéricide de I’huile
essentielle de M.suaveolens lorsque ce rapport est inférieur ou égal a 4, I’huile essentielle est
qualifié de pouvoir bactéricide et lorsqu’il est supéricur a 4 I’HE est qualifié de pouvoir

bactériostatique. Les résultats de rapport CMB/CMI sont présentés dans le (tableau 7).

Tableau (07) : Le rapport CMB/CMI relative aux quatre souches bactériennes.

CMB/CMI

Les Souches bactériennes

S. aureus 25923 S. aureus 43300 P.aeruginosa27853 E.coli 25922

1 2 4 2

CMI : Concentration minimale inhibitrice

CMB : Concentration minimale bactéricide

Le rapport CMB/CMI de I’huile essentielle de M. suaveolens est compris entre 1 et 4 pour
toutes les souches bactériennes testées (tableau 7), cette constatation nous amene a dire que

notre huile essentielle exercer une action bactéricide contre toutes les souches bactériennes.

49



Résultats et discussion

5. L’interaction synergique entre I’huile essentielle et quelque antibiotique

Nous avons réalisé le test synergétique d’huile essentielle M. suaveolens par la méthode de
diffusion sur disque sur les quatre souches bactériennes. La synergie est observée lorsque
I'effet des substances combinées est supérieur a la somme des effets individuels (Davidson et
Parish, 1989).

Tableau (08) : résultats de I’interaction synergétique d’huile M.suaveolens avec les

antibiotiques testés

Les souches bactériennes

S.aureus 25923  S. aureus 43300  P.aeruginosa27853 E.coli 25922

Diameétres des zones d’inhibition en (mm)

A A A A

E TE E TE CTX CIP AMP AMC

10mm 15mm 10mm 10mm 25mm 12mm 8mm 10mm

B B B B

E+HE TE+HE E+HE TE+HE CTX+HE CIP+HE AMP+H AMC+H

1I5mm  15mm 13mm 13mm 25mm 15mm 12mm 12mm

Diametres d’élargissement des zones en (mm)

5mm i 3mm 3mm i 2mm 4mm 2mm

A : Diamétre d’inhibition d’antibiotique

B : Diametre d’inhibition de 1’association de I’huile essentielle et 1’antibiotique
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Figure (19) : Représentation résultats de 1’interaction synergétique d’huile M.suaveolens avec
les antibiotiques testés
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Toutes les souches bactériennes (tableau 8) résistent conte les antibiotiques testés a

I’exception de la souche P.aeruginosa 27853 qui avére sensible vis-a-vis le CTX.

Les résultats de test synergétique (figure 19), montrent que 1'association de I’huile essentielle
de M.suaveolens avec I’antibiotique TE et CTX n’a aucun effet sur le diamétre d’inhibition
de la souche S. aureus ATCC 25923 et P.aeruginosa 27853 respectivement. Par contre il
permet un élargissement du diamétre de zone d’inhibition de I’antibiotique E et CIP (5 mm - 2
mm) testé sur S. aureus ATCC 25923 et P.aeruginosa 27853 respectivement. En revanche
notre huile essentielle permet aussi un élargissement du diametre d’inhibition des
antibiotiques (E, Te, AMP, AMC) testé sur S. aureus 43300 et E.coli 25922 (3mm - 3mm -

4mm- 2mm) respectivement (annexe 9).
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D’apres nos résultats on peut déduire que la combinaison de 1’huile essentielle de
M.suaveolens avec ces antibiotiques a montré un diamétre des zones d’inhibition plus large
sur les souches bactériennes qui ont présenté une résistance envers les antibiotiques testés
seuls. On peut deduire que cet effet synergétique peut étre utilisé comme alternatif
antibactérien pour les souches présentant une faible sensibilité ou bien un probléeme de
résistance aux antibiotiques standards soit par la réduction de la dose efficace de 1’antibiotique

ou bien I’application des quantités suffit d’huile essentielle.
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6. Activité antifongique des huiles essentielles

6.1 Evaluation de I’activité antifongique par la méthode de diffusion sur disque

Récemment la résistance de C.albicans vis-a-vis I’antifongique est a la hausse, dans ce
contexte, notre objectif est d’évaluer le potentiel thérapeutique possible de I’huile essentielle

de M.suaveolens contre elle.

Nous avons testé 1’activité antifongique de I’huile essentielle de M.suaveolens par la méthode
de diffusion sur disque vis-a-vis de C.albicans10231. Les résultats relatifs a la mesure de
diamétre du zone d’inhibition de la croissance de C.albicans10231 est récapitulé dans le

(tableau 09) et (figure 20).

Tableau (09) : les résultats de 1’activité antifongique de I’huile essentielle M.suaveolens
réalisé par la méthode des disques

Diameétres des zones d’inhibition en (mm)

guantité HE DMSO
Souche fongique 5ul 10ul 15ul
C. albicans 10231 15 mm 55 mm 60 mm 6mm
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Nos résultats prouvent que I’huile essenticlle de M.suaveolens montre un effet
antifongique (tableau 9) tres remarquable contre C. albicans 10231 quelle que soit sa
quantité. En outre on remarque que les diamétres d’inhibitions augmentent (15 mm, 55mm,
60 mm) parallélement avec les quantités d’huile essentielle (Sul, 10 ul ,15ul) respectivement
(tableau. Ce qui preuve que la quantité d'huile essentielle a un effet tres significatif sur les
zones d’inhibitions (annexe 4) , notre résultat est supérieure a celle de 1’étude de chebaibi et
al., (2016) sur I’espéce M.rotundifolia de Maroc (33 mm) et de Riahi et al., (2013) sur
I’espéce M. suaveolens de Tunisie (21 mm). D’aprés cette comparaison en peut conclure que

notre huile possede un effet antifongique plus important a celle de ces travaux.

Figure (20) : Représentation graphique des résultats de I’activité antifongique d’huile

essentielle M. suaveolens réalisé par la méthode des disques.
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6.2 Détermination de la concentration minimale inhibitrice et fongicide

Nous avons déterminé la concentration minimale inhibitrice en milieu liquide et
concentration minimale fongicide sur milieu solide de 1’huile essentielle de M.suaveolens vis -
vis C.albicans 10231 par la technique de micro dilution et la diffusion sur disque
respectivement. Les résultats que nous allons obtenu en rapport avec ces deux parametres
(CMI, CMF) sont indiquées dans le (tableau 10) et dans la (figure 21).

Tableau (10) : résultats de 1’activité antifongique d’huile essentielle mentha suaveolens

réaliser par la méthode de CMI.

Les Concentrations (mg/ml)

Souche fongique 50 25 125 6.25 3.125 1.562 0.781 0.390 T () T (N)

C. albicans 10231 - - - + + + + + + -
T : Témoin - . inhibition
N : Négative +: croissance
P : positive

Figure (21): Représentation graphique des CMI et CMF d’huile essentielle M.suaveolens

relative a la souche fongique
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Résultats et discussion

Les résultats révelent que 1’huile essentielle de M.suaveolens montre un effet antifongique
significatif avec une valeur de CMI et CMF égale a 12.5 mg/ml. On peut déduire que notre
huile essentielle est un agent antifongique efficace contre C.albicans & une dose de 12.5

mg/ml (annexe 6-7).

Notre résultat est concordé a I’¢tude réalisée par Omzil et al., (2002) et chebaibi et al.,
(2016) sur I’espece de M.rotondifolia du Maroc et Riahi et al., (2013) sur I’espéce
Tunisienne qui ont montré des valeurs de CMI 6.9 mg/ml, 6.3 mg/ml, 8 mg/ml
respectivement moins éleve par apport a nos résultats, et une valeur de CMF (12.5mg/ml),
similaire a celle obtenue par chebaibi et al., (2016), et moyennement inférieure a celle de
Riahi et al., (2013) qui a montré un CMF de (16 mg/ml) .

L’activité antifongique d’huile essentielle, peut étre expliquer par le mécanisme d’action de
leurs composeés phénoliques qui est fondée principalement sur l'inhibition des enzymes
fongiques contenant le groupement SH dans leur site actif (Celimene et al., 1999),ou bien dd
a 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).

7. Détermination de rapport CMF /CMI

Le rapport CMF/CMI permet de définir le caractére fongicide d’une huile essentielle.
Le résultat de ce rapport est récapitulé dans le (tableau 11).

Tableau (11) : Résultats de rapport CMF/CMI relative a la souche fongique.

Souche fongique CMF/CMI

C. albicans 10231 1

CMF : Concentration minimale fongicide

CMI : Concentration minimale inhibitrice.

Le rapport CMF/CMI de I'huile essentielle de M.suaveolens est égal a 1, donc nous

constatons que notre huile exerce une action fongicide sur C.albicans 10231.

56



Conclusion



Conclusion

Plusieurs travaux de recherche ont été focalisés sur les huiles essentielles extraites des plantes
médicinales et aromatiques, les différents résultats publiés indiquent qu’elles sont douées de
plusieurs propriétés biologiques. Cependant, les travaux de recherche sur les propriétés
antibactérienne et antifongique de certaines plantes sont rares. Par conséquent, I'évaluation de
telles propriétés demeure une tache intéressante et utile, en particulier pour trouver des
nouvelles sources d’agents antimicrobiens naturels. Dans ce contexte, nous avons essayé
d’évaluer in vitro I’activité antibactérienne et antifongique de I’huile essentielle extraite de

M.suaveolens récolté dans la région de I’ Ain Temouchent.

L’extraction de I’huile essentielle M.suaveolens a été réalisée par hydrodistillation, le
rendement de I'étude était voisin de 0.22 - 1.68 % dans le moins de février et le davril

respectivement.

La méthode de diffusion des disques nous a permis de mettre en évidence le pouvoir

antibactérienne et antifongique de HE M.suaveolens vis-a-vis 5 souches microbiennes.

HE de M.suaveolens a montré un large spectre d’action contre toutes les souches bactériennes
testées. Ainsi que les espéces bactériennes éetudiées présentent des degrés de sensibilité
différents vis-a-vis de la quantité de I’huile essentielle testée dans laquelle on a remarqué que
la plus grande surface d’inhibition est enregistrée sur les bactéries Gram positif que les

bactéries Gram négatif.

La vapeur de I’huile essentielle M.suaveolens a montré également une activité inhibitrice qui

n’est pas négligeable a une quantité de 5 pl.

La méthode de micro-dilution a confirme les résultats de la méthode d’aromatogramme, nos
résultats de facon générale montrent que I’huile essentielle de M.suaveolens présente un effet
inhibiteur avec des valeurs de CMI faible et une bonne activité bactéricide sur les toutes les
souches bactériennes et une capacite inhibitrice de la croissance mycélienne avec une valeur
de CMI et CMF moyennent faible.

L’huile de MS & une activité supérieure a celle de gentamicine sur toutes les souches a
I’exception de la souche Escherichia coli ATCC 25922.
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Conclusion

D’apres le calcule de rapport CMB/CMI et CMF/CMI on a conclu que HE de M.suaveolens
exerce une action bactéricide contre toutes les souches bactériennes et une action fongicide
sur C.albicans 10231.

La combinaison d’HE de M.suaveolens avec les antibiotiques testés a montré un diamétre des
zones d’inhibition plus large sur les souches bactériennes qui ont présenté une résistance aux
antibiotiques testés seuls. On peut déduire que cet effet synergétique peut étre utilisé comme
alternatif antibactérien pour les souches présentant une faible sensibilité ou bien un
probléme de résistance aux antibiotiques standards soit par la réduction de la dose efficace de

I’antibiotique ou bien ’application des quantités suffisent d’HE.

Cette étude pourrait constituer une base pour la mise au point d’une nouvelle génération
d’agents antimicrobiens naturels pouvant étre utilisés chez 1’homme contre les infections
rebelles aux antibiotiques et antifongiques classiques. Par la méme occasion, peut étre
considérée comme agents conservateurs pour 1’industrie agro-alimentaire capable d’empécher

la prolifération des bactéries et de réduire la croissance mycélienne.

58



Perspective

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premiere étape dans la
recherche des substances de source naturelle biologiquement active. Ces résultats

préliminaires peuvent étre complétés par d’autres études plus approfondies.

Notre travail peuvent d’étre poursuivi par :

La caracterisation, Fractionnement et isolement des différents constituants d’huile essentielle
a fin de connaitre la ou les molécules a 1’origine des effets antibactériens et antifongiques,
I’étude de I’activité antioxydant, I’étude du pouvoir antibactérien et antifongique des vapeurs
de cette huile sur plusieurs souches microbiennes en vue d’une éventuelle désinfection de 1’air
contaminée des hdpitaux , évaluation de 1’activité antimicrobienne in vivo sur un modele
biologique ,1’étude d’autres propriétés biologiques de ces plantes, a savoir les propriétés anti-

inflammatoires, antivirale.
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Annexe 1 : Protocole expérimental d'extraction des huiles essentielles

Matériel végétale seche +l'eau distillée

Hydro distillation pendant 2h

Ll

Vapeur + huile

Calcule du rendement

M

Conservation 4 °C
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Annexe 2 : Protocole expérimentale de la méthode diffusion sur disque

A . Culture bactérienne

pm-mmm—-- e Suspension bactérienne équivalente
i Préparation —» A 0,5 Mc Farland

» 18-24 heures a 37 °C

Ensemencement du milieu Muller Hinton
A Paide d’écouvillon

Disposition des disques imbibés de 5 pl des
différentes quantités d’HE

. Incubation | » 24ha37°C
1

Mesure de halo d’inhibition en mm
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Annexe 3 : Photos représentant les résultats de I’activité antibactérienne et antifongique
d’HE M.suaveolens par la méthode d’aromatogramme

S. aureus ATCC 25923 S.aureus ATCC 43300

E. coli ATCC 25922 P.aeruginosa ATCC 27853
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Annexe 4: Photos représentant les résultats de I’activité antifongique d’HE M.suaveolens
par la méthode d’aromatogramme Vvis-a-vis Candida Albicans 10231
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Annexe 5: Photos représentant les résultats de ’activité antibactérienne d’HE
M.suaveolens par la méthode de microdilution

1:S. aureus ATCC 25923. + : controle positive
2 : S.aureus ATCC 43300. - . contr6le négative

3: P.aeruginosa ATCC 27853.
4 :E. coli ATCC 25922.

Annexe 6 : Photos représentant les résultats de I’activité antifongique d’HE
M.suaveolens par la méthode de microdilution

1:Candida Albicans 10231  +: contr0le positive - . contrble négative
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Annexe 7 : Photos représentant les résultats CMB et CMF d’HE
M.suaveolens

S.aureus ATCC 43300

E. coli ATCC 25922 P.aeruginosa ATCC 27853

Candida Albicans 10231
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Annexe 8 : Définition de geulques termes

Terme Définition

correspond a la plus faible concentration
CMI en huile essentielle capable d’inhiber la

croissance de 90% de la population

microbienne (Chebaibi et al., 2016).

correspond a la plus faible concentration

en huile essentielle capable de tuer plus

CMB — CME de 99,9% de I’inoculum microbien initial
(Skandamiset al., 2001 in Chebaibi et
al., 2016).

Concentration pour laquelle les bactéries ont

échoué a se développer en bouillon, mais

Bactériostatique elles peuvent se développer quand elles sont

ensemencées en absence de I’huile

essentielle (Smith-Palmer et al., 1998).

Concentration pour laquelle les bactéries ne
Bactéricide se développent pas en bouillon et ont échoué
pour se développer quand elles sont
ensemencées en absence de [’huile

essentielle (Smith-Palmer et al., 1998).
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Annexe 9 : Photos représentant résultats de I’interaction synergétique d’HE M.suaveolens

avec les antibiotiques

CTX

CTX+5u

CIp

CIP+5pL

P.aeruginosa ATCC 27853E. coli ATCC 25922

S. aureus ATCC 25923S. S.aureus ATCC 43300




Résume : Dans notre travail nous avons étudié I’activité antibactérienne et antifongique de
I’huile essentielle de Mentha sauveolens de la région d’Ain Témouchent. L’extraction de
I’huile a été réalisée par hydro distillation sur la partie aérienne de la plante. Nous avons
enregistré un rendement de 0.22 et de 1.68 %, pour le mois de février et le mois davril
respectivement. La méthode de I’aromatogramme nous a permis de mettre en évidence le
pouvoir antibactérien de 1’huile essenticlle de M.suaveolens vis-a-vis de quatre souches
bactériennes : (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 43300), ce pouvoir est
relativement élevé, avec des zones d’inhibition variant entre 11 et 30 mm. La méthode de
microdilution a confirmé les résultats de la méthode de I’aromatogramme. Les CMI obtenues
sont comprises entre 3.125 et 6.25 mg/ml. De méme, les valeurs de la CMB de I’huile
essentielle de Mentha sauveolens s’averent faibles. La méthode de diffusion des disques nous
a permis aussi de mettre en évidence le pouvoir antifongique de 1’huile essentielle de
M.suaveolens vis-a-vis C.albicans qui a une forte capacité inhibitrice de leur croissance
mycélienne. Les zones d’inhibition varient entre 15 et 65mm. La valeur de CMI et CMF
obtenues estimée a 12.5mg/ml. L’interaction synergétique entre 1’huile essentielle de
M.suaveolens avec quelques antibiotiques est évaluée. Cette combinaison permet
I’élargissement des zones d’inhibition de quelques souches bactérienne qui ont présenté une

résistance envers les antibiotiques testés seuls.

Mots clés: Mentha suaveolens, huile essentielle, activité antibactérienne, activité
antifongique, inhibition, effet synergétique.



Abstract: In our work we studied the antibacterial and antifungal activity of the essential oil
of Mentha sauveolens from the region of Ain Témouchent. The extraction of the oil was
carried out by hydro-distillation on the aerial part of the plant. We recorded a return of 0.22
and 1.68%, for the month of February and the month of April respectively. The aromatogram
method allowed us to highlight the antibacterial power of the essential oil of M.suaveolens
vis-a-vis four bacterial strains: (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923 , Staphylococcus aureus ATCC 43300),
this power is relatively high, with zones of inhibition varying between 11 and 30 mm. The
microdilution method confirmed the results of the aromatogram method. The MICs obtained
are between 3.125 and 6.25 mg / ml. Likewise, CMB values of the essential oil of Mentha
sauveolens prove to be low. The disk diffusion method has also allowed us to highlight the
antifungal power of the essential oil of M.suaveolens vis-a-vis C.albicans which has a strong
inhibitory capacity of mycelial growth. The zones of inhibition vary between 15 and 65mm.
The value of CMI and CMF obtained estimated at 12.5 mg / ml. The synergistic interaction
between M.suaveolens essential oil and some antibiotics is evaluated. This combination
allows broadening of the inhibition zones of some bacterial strains that have demonstrated

resistance to antibiotics tested alone.

Key words: Mentha suaveolens, essential oil, antibacterial activity, antifungal activity,

inhibition, synergistic effect.



