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Résumer

Les travaux presentés dans ce meémoire entrent dans le cadre de la valorisation d’une plante
utilisée dans la médecine traditionnelle en Algérie. Pour ce faire, les parties aériennes de Mentha
suaveolens (Nord-Ouest algérienne) ont été criblés pour leurs activités antimicrobiennes possibles.

Cing extraits obtenus a partir de I’extraction par macération dans des solvants différents, éther de
pétrole, éthanol, dichlorométhane, eau distillée et ’hexane. Par la suite, I’activité antimicrobienne
des extraits a été testée par un essai biologique, d’aromatogramme, suivie par la détermination de la
concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricide et fongicide
(CMB et CMF).

Nos résultats ont montrées que toutes les extraits sont douées d’un effet antimicrobien, en
particulier que les extraits d’éther de pétrole, éthanolique et de dichlorométhane présentent une
activité importante sur les souches testées, tandis que les extraits aqueux et hexanique sont les
moins actifs vis-a-vis des souches testées et dont les diamétres d’inhibition variant entre 9 et 12 mm

et une inhibition totale avec des CMI qui varient entre 0,015 et 0,12mg/ml.

Mots clés : Plantes médicinales, métabolites secondaires, M. suaveolens, extraits, activité

antimicrobienne.



Abstract

The work presented in this memory enters within the framework of the valorization of a plant
used in traditional medicine in Algeria. With this intention, the air parts of Mentha suaveolens
(North-western Algerian) were sifted for their possible antimicrobic activities. Five extracts
obtained starting from the extraction by maceration in different solvents, petrolium ether, ethanol,
dichlorométhane, distilled water and hexane.

There after, the antimicrobic activity of the extracts at summer tested by a biological test, of
aromatogramme, followed by the determination of the inhibiting concentration minimal (CMI) and
the bactericidal and fungicidal concentration minimal (CMB and CMF).

Our results showed that all the extracts are endowed with an antimicrobic effect, in particular that
the petrolium ether extracts, ethanolic and of dichlorométhane present a significant activity on the
stocks tested, while the extracts aqueous and hexanic are the least active with respect to the stocks
tested and of which diameters of inhibition varying between 9 and 12 mm and a total inhibition with
CMI which vary between 0,015 and 0,12mg/ml.

Words clés : Medicinal plants, secondary metabolites, M. suaveolens, extracts, antimicrobic
activity.
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Introduction

Introduction

L’historique des plantes médicinales traditionnelles remonte a une période véridique de 2500 et
500 B.C. (Saxena et al, 2018), clles ont été et continuent d’étre des trésors naturels précieux,

fournissant une source importante de nutriments et d’agents thérapeutiques (Farukh et al, 2015).

Suivant Dragendroff, toute matiere végétale utilisée pour soin est une plante médicinale, dont au
moins une partie possede des propriétés médicamenteuses. Elles occupent actuellement un rang trés
important dans la production agraire et dans I’industrie (Kalla, 2012).

Actuellement, 1’organisation mondiale de la santé (O.M.S) estime que 80% de la population ont
recours a des plantes médicinales pour une certaine mesure (Paulo et al, 2017). C’est pour cela que
I’ethnobotanique et 1’ethnopharmacologie emploient a recenser, partout dans le monde, des plantes
ont un intérét thérapeutique. (Kalla, 2012)

Les personnes ont toujours en recours aux P. M. pour réduire quelque probleme de santé
(Houmenou et al, 2018). Ces plantes constituent un patrimoine pour I’humanité et pour la plupart
des communautés déemunies des pays en développement, pour assurer leurs soins des santés
primaires (Etame-Loe et al, 2018). A travers le monde, des maladies ont été soignées a 1’aide de
médicament a base de plante. Une série de produit naturels issus des plantes a fleurs constituants la
base de la médicine moderne et un moindre nombre sont encore utilisés aujourd’hui (Houmenou et
al, 2018). Les P. M. sont des ressources inestimables pour 1’industrie pharmaceutique (Etame-Loe
et al, 2018).

D’autre part, la projection d’extraits de plantes a montré que sont représentent une source
potentielle de nouveaux molécules naturelles bioactives constituent le principal groupe des
métabolites secondaires (acides phénoliques, flavonoides, tanins, coumarines, alcaloides,
terpénoides...) (Yakhlef et al, 2011). Ces derniers ayant un role important dans la forme
écologique des organismes qu’ils produisent. Ils sont varient considérablement dans la structure et
I’activité biologique, certain ayant des applications pharmaceutique et agricole intéressantes (Yan
et al, 2018). Ces vertus extraordinaires sont impliquées dans le secteur pharmaceutique sous forme
des principes actif, des huiles ou des extraits .....etc. (kalla, 2012).

L'Algérie est considérée parmi les pays connus pour leur diversité taxonomique vu sa position
biogéographique privilégiée et son étendu entre la Méditerranée et I'Afrique sub-saharienne
(Pereira et al, 2003). La flore Algérienne avec ses 3000 especes appartenant a plusieurs familles
botaniques dont 15 % endémiques, reste tres peu explorée sur le plan phytochimique comme sur le

plan pharmacologique. (Touafek, 2010)
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Introduction

Dans le cadre de notre travail relatif aux plantes médicinales et aromatiques, nous nous sommes
intéressés a traiter une plante récoltée de la zone Nord-Ouest de I’ Algérie.

L’espéce de Mentha suaevolens appartienne au genre Mentha qui est 1’un des éléments important
de la famille lamiacée qui se trouve en Afrique du nord, Europe, Amérique et Japon. Cette plante a
un large éventail de bénefice : Actions analgésiques, antispasmodique, anti-inflammatoires et
antimicrobienne. 1l est également appliqué dans le traitement de grippe, maladie respiratoire,
rhumatisme, maladie de la peau, nausée....etc. Afin de déterminer leurs propriétés biologiques (Ed-
Draetal, 2018).

Le présent travail réaliser au sein de laboratoire est centré sur les métabolites secondaires des
plantes utilisables par I’homme dans le domaine pharmaceutique et agroalimentaire. Le but et

d’extraire ces principes actifs afin de mise au point 1’évaluation de leur activité antimicrobienne.
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Partie | : Synthése Bibliographigue

Chapitre | : Métabolites secondaires chez les plantes

1. Définition

Albrecht Kossel 1891 a été utilisé le terme «métabolite secondaire» pour décrire une vaste
gamme de composés chimiques dans les plantes (Poutrain, 2008)

Ces metabolites secondaires sont des molécules organiques synthétisées a partir des métabolites
primaires et accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes mais ne produisent pas
directement lors de la photosynthése (Lutge et al, 2002, Peeking et al, 1987).

D’une fagon générale, ils ne semblent pas primordials a la croissance végétale, mais peuvent étre
responsables a des fonctions périphérique indirectement essentielles a la vie des plantes, ils jouent
un réle important en lien avec son localisation au niveau de la plante et dans la plupart des
interactions de la plante avec son environnement (Fahselt, 1994 ; Stead et al, 1998 ; Vu, 2008).
Selon « Aharoni et Galili », les métabolites secondaires jouent un réle clé dans le maintien des
plantes forme physique car ils fonctionnent dans la protection des plantes contre infections
microbiennes, herbivores, Rayonnement UV. (Aharoni et Galili, 2001 ; Peeking et al, 1987).

2. biosynthese

La synthése biologique des métabolites secondaires résulte généralement de trois voies
biosynthétiques : la voie de shikimate, la voie de mivalonate et du pyruvate (Verpoorte et
Alfermann, 2000) La diversité structurale des métabolites secondaires est due a des précurseurs
issus de la glycolyse (pyruvate, phosphoénolpyruvate), de la voie des pentoses phosphate
(glycéraldéhyde-3-P, Erythrose-4-P) et du métabolisme des lipides (glycéraldéhyde-3-P et acétyl-
CoA) (Mayer, 2004).
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Figure 01: Origine biosynthétique des métabolites secondaires (Aref et Heded, 2005).

3. Classification
D’apres la biosyntheése des métabolites secondaires, ces derniers peuvent étre divisés en trois
classes: Polyphénoles; terpénoides et alcaloides (Hennebelle et al, 2004). Chacune de ces classes

regroupe une tres grande diversité de composés qui possédent une tres large gamme d'activités en
biologie humaine (Krief, 2003).
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3.1. Polyphénols
3.1. 1. Définition

Les polyphénols sont des phytomicronutriments appartient au métabolisme secondaire des
végétaux (Gee et Johnson, 2001), ils sont localisés dans différentes parties : racines, tiges, feuilles,
fleurs, pollens, fruits, graines et bois (Akroum, 2011)

La structure des composés phénoliques dépend de la présence d’au moins d’un noyau
benzénique auquel est directement 1ié a un ou plusieurs groupement d’hydroxyle libre, ou engagé
dans une autre fonction tels que : éther, ester, hétéroside...etc. (Bruneton, 1999 ; Lugasi et
al.,2003). Majoritairement les composés phénoliques dérivent de ’acide cinnamique formé par la
voie du shikimate, lls sont solubles dans la solution de carbonate de sodium et sensibles a
I'oxydation (Gorham, 1977).

Ces composés jouent un rdle essentiel dans la protection des plantes contre les rayons

ultraviolets, les agents pathogeénes et les herbivores. (Alvarez-Jubete et al, 2010 ; Vu, 2008).

3.1. 2. Classification
3.1. 2.1. Polyphénols monomeériques
3.1. 2.1.a. Acides phénoliques

Les acides phénoliques (acides phénols) sont des petites molécules composées d'un noyau
benzénique et d'un ou plusieurs groupes hydroxyle (Wichtl et Anton, 2009), elles ont une fonction
acide et plusieurs fonctions phénols (Haslam, 1994). Ces acides peuvent étre estérifiées, éthérifiées
et liées a des sucres sous forme d'hétérosides (Wichtl et Anton, 2009).

Tandis que les fruits et légumes contiennent de nombreux acides phénoliques libres, dans les
grains et les graines, les acides phénoliques sont souvent sous forme liée (Tsao, 2010).

Ces acides sont solubles dans les solvants polaires, qui possédent des activités anti-
inflammatoires, antiseptiques et analgésiques (Iserin et al, 2001 ; Wichtl et Anton, 2009). Ces
composes polyphénoliques peuvent étre divisés en deux types principaux, les dérivés de 1’acide
benzoique C6-C1 et les dérivés d’acide cinnamique C6-C3 (Pandey et Rizvi, 2009).

v Acide phénols dérivés d’acide benzoique :

Ils existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides (Harrar., 2012). Les plus répandus sont:
I’acide salicylique et I’acide gallique (Bruneton, 1999).

v Acide phénols dérivés d’acide cinnamique :

Ces acides sont souvent estérifiés. Les plus courants sont 1’acide cinnamique, 1’acide caféique,

I’acide férulique, I’acide pcoumarique et 1’acide synaptique (Haslam, 1994).
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O
OH
OH

HO

Acide benzoique Acide cinnamique

Figure 02 : structure des acides phénolique (Bruneton, 2009)

3.1. 2.1.b. Flavonoides

Le flavonoide dérivé du mot flavus qui signifié «<jaune», sont des composés naturels appartenant
a la famille des polyphénols (Bouakaz, 2006), leurs présence chez les végétaux supérieurs
comprend : racines, tiges, feuilles, fruits, graines, bois, pollens (Verhoeyen et al, 2002). Ces
composés sont responsables de coloration jaune, orange, et rouge de différents organes végétaux
grace a des pigments. (Ghedira, 2005).

Les flavonoides existent a la fois sous forme libre (aglycone) ou liée a des oses et autres
substances (hétérosides) (Erlund, 2004 ; Heller et Forkmann, 1993).

Plus de 8 000 flavonoides contiennent une origine biosynthétique commune, tous ayant le méme
structure de base a 15 atomes de carbone qui fait de deux cycles phényles C6 (A et B) relies entre
eux par un pont a trois atomes de carbone (structure C6-C3-C6) pouvant évoluer en un hétérocycle
(cycle C). Les atomes de carbone dans les cycles C et A sont numérotés de 2' a 8', et dans le cycle B
de 2"a 6" (Bruneton, 1999; Heim et al, 2002 ; Pietta, 2000).

Figure 03: Structure de base des flavonoides (Collin et Crouzet, 2011).
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OH O

R=R’=H: Apigénine
R=0OH. R’ = H: Lutéoline
R=R’= OCHSj: Tricine

OH O
R=R’=H: Kaempférol
R=OH. R’ = H: Quercétine
R=0CH ;. R’ = H: Isothammétine
R=R’= OH: Myricétine

Figure 04: Structures chimiques des Flavones et des Flavonols (NKkhili, 2009).

R
OH
O g
OoOH O

R=H : Naringénine

R= OH : Eriodictyol

R
OH
HO 0 O
() "
OH
OH O

R= OH. R’ =H: Taxifoline
R= OH. R’= OH: Ampéloptol

Figure 05: Structures chimiques des Flavanones et Flavanonols (Nkhili, 2009).

OH

R=R'=H : Afzeléchine
R =0H. R°=H : Catéchine
R =R’= 0OH : Gallocatéchine

OH OH
R=R’=H : Leucopélargonidine
R =O0OH. R" = H : Leucocyanidine
R =R’=0OH : Leucodelphinidine

Figure 06: Structures chimiques des Flavan-3-ols et Flavan-3,4-diols (NKkhili, 2009).
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R =R’'=H : Pélargonidine

R =0H. R’ =H : Cyanidine

R =0CH;. R’ = H : Péonidine

R =R’'= OH : Délphinidine

R = R’ =0OCHS; : Malvidine

OH R =0H. R’ =0OCH; : Pétunidine

Figure 07: Structures chimiques des anthocyanes (NKkhili, 2009).

oH

R =H : Butéine R =R’ = H: Sulphorétine
R = OH : Okanine R = OH. R’ = H: Aureusidine
R =H. R’ = 0OCHS3: Leptosidine

Figure 08: Structures chimiques des Chalcones et aurones (NKkhili, 2009).

3.1. 2.2. Polyphénols sous forme de polymeéres
3.1.2.2.a. Tanins
Les tanins sont des polyphénols hydrosolubles d’un poids moléculaire compris entre 500 et
3000 Da (Bate-Smith, 1973), ayant la propriété de se combiner aux protéines et a d’autres
polymeéres organiques pour former avec eux des complexes stables (Mangan, 1988).

Largement répondu dans le régne végétal, ils sont accumulées dans les tissus agés mais plus
particulierement dans les fruits, les graines de céréales et diverses boissons (Pénicaud, 2009), leurs
localisation dans les vacuoles est combiné aux protéines et aux alcaloides (Roux et Catier, 2007).
Ils sont divisés en trois groupes :

» les tanins hydrolysables (THSs) : ont une forme simples « le penta-galloylglucose », qui est
a I’origine de la plupart des formes complexes, présent chez les dicotylédones, ils libérent une partie
phénolique qui peut étre soit de I’acide gallique, soit d’acide ellagique (Machaiex, 2005).

Ces tannins sont facilement scindés en oses et en acide phénol par I’enzyme de tannases,

selon la nature de celui-ci on distingue (Paris et Hurabielle, 1981):
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O OH
0 2 ﬁ
H{ -\;:"'.,-P' '\-\._TJ:{./D
DA
HC

OH

Figure 09: Structure de base de tanins hydrolysable (Hartzfeld et al, 2002)

-les tannins galliques : possédent un acide gallique.
-les tannins éllagiques : ont un acide hexahydroxyphénique (Hagerman, 2002).

O
HO
OH
HO
OH
L’acide gallique L’acide ellagique

Figure 10 : Structure d’acide gallique et ellagique (Dharmananda, 2003)

» tanins condensée : sont abondants dans certains organes végétaux utilisé par ’homme
(Machaiex, 2005), formés du monomer flavan-3-ol ou du flavan-3,4-diol ;
» tanins complexes ou catéchine-gallates, qui partagent les propriétés des tanins

hydrolysables et condensés (Bendjabeur, 2012).

3.1. 2.2.b. Lignines
Les lignines constituent une classe importante de produits naturels dans le régne végétal
(Donatien, 2009). Ces substances produite par le couplage combinatoire oxydatif des 4
hydroxyphénylpropanoides, les blocs de construction principaux de la lignine sont les alcools
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hydroxycinnamyliques, I'alcool coniférylique et I'alcool sinapylique, avec des quantités typiquement
mineures d’alcool p-coumarylique (Ruben et al, 2010).

La localisation des lignines est située dans les parois cellulaires et plus précisément dans les
parois secondaires des ¢léments conducteurs. Elles sont insolubles dans I’eau et dans la plupart des

solvants organiques. (Hopkins, 2003).

3.1. 2.2.c. Coumarines, Stilbénes

% Les coumarines

Les coumarines tirent leur nom de « coumarou », qui a isolées la premiere fois de
Coumarounaodoratapar VVogel en 1820 (Mekkiou, 2005). Elles se trouvent dans toutes les parties
de la plante et notamment dans les fruits et les huiles essentielles des graines. (Booth et
al., 2004; Deina et al., 2003).

Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés ayant comme structure de base le benzo-2-
pyrone (Donatien, 2009). Elles sont libre et solubles dans les alcools, les solvants organiques, les

solvants chlorés ou liées a des sucres sont plus ou moins solubles dans I’eau (Bruneton, 1999).

HO O O

Figure 11: Squelette de base des coumarines (Djemoui, 2012).

% Stilbenes :

Le mot Stilbénes dérive du grec stilbos, signifiant « briller », un nom donné suite a I’observation
d’une forte fluorescence bleue sous 1’action de rayonnements ultraviolets (UV) (Poutaraud et al,
2007). Les Stilbénes sont des composés phénoliques contenant au minimum deux noyaux
aromatiques reliés par une double liaison, dont la structure est C6-C2-C6 comme les flavonoides,

formant un systéme conjugué (Crozier et al, 2006 ; Perret, 2001).

10
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Leur solubilité est négligeable dans I’eau et accrue dans la plupart des solvants organiques
(Jean-Denis, 2005). Les sources principales des Stilbenes sont les raisins, les vins, le soja et les
arachides (Crozier et al, 2006).

Figure 12 : Structure de Stilbene (Midoun, 2011)

3.2. Alcaloides
3.2. 1. Définition

Les alcaloides sont des substances organiques azotées d’origine biologique et le plus souvent
végétale a caractere alcalin (Badiaga, 2011). Ils sont constituées de carbone, d’hydrogéne, d’azote,
et d’oxygene, quelques alcaloides peuvent comporte du soufre. (Kalla, 2012 ; Kirrmann et al
1975).

Ces substances existent sous forme combinés a des acides organiques ou a des tanins et sont
rarement a 1’état libre (Ziegler et Facchini, 2008). ls sont localisent dans les piéces florales, les
fruits ou les graines des plantes (Krief, 2003).

Dans les plantes, les alcaloides jouent un réle écologique de défense contre des herbivores, et qui
agissent sur le systeme nerveux central et le systéme nerveux autonome (Larkins et Wynn, 2004).
IIs sont utilises comme des médicaments relaxants musculaires, analgésique et tranquillisants, qui
jouent aussi le role d’antibiotique comme la mytomycine (Hopkins, 2003; Larkins et Wynn,
2004).

3.2. 2. Classification

La classification des alcaloides dépend leurs précurseurs biogénétiques communs et la position

de I'atome d'azote (Aniszewski, 2007) :

11
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» Les alcaloides vrais

Représentent le plus grand nombre d’alcaloides, ils dérivent de 1'acide aminé partagent un cycle
hétérocyclique avec I’azote, leurs présences dans les plantes, est sous forme libre, de sel, ou comme
N-Oxyde (Aniszewki, 2007 ; Badiaga, 2011).

» Les pseudo-alcaloides

Sont des métabolites présentant les caractéristiques des vrais alcaloides, excepté leur origine
biosynthétique, qui sont dérivés dans la majorité d’isopronoides et du métabolisme de 1’acétate ;
mais ne sont pas des dérivés des acides aminés (Badiaga, 2011 ; Bruneton, 2009).

» Les proto-alcaloides

Les amines biologiques sont considérés comme des amines simples dont le systéeme
hétérocyclique ne contient pas de I’azote, et ils sont solubles dans I’eau (Bruneton 1999 ;
Bruneton 2009 ; Maldonado 2012).

3.2. 3. Propriétés physicochimiques.

Les alcaloides ont une masse moléculaire variable allant de 100 a 900 Da. La plupart des bases
non oxygénées sont liquides a température ambiante, tandis que les molécules contenant de
I'oxygéne sont des solides cristallins. Ces derniers dévient la lumiére polarisée avec des points de
fusion clairs, sans décomposition, notamment inferieurs a 200 °C (Bruneton, 2009).

Généralement, les alcaloides bases sont insolubles dans I’eau, solubles dans les solvants
organiques apolaires et les alcools. La basicité de ces substances permet de former des sels avec

des acides minéraux ou organiques (Bruneton, 1999).

3.3. Terpénoides
3.3. 1. Définition

Les composeés terpénoides constituent un groupe important de métabolites secondaires, environ
15 000 molécules différentes et de nature lipophile en général (Wichtl et Anton, 2009), sont des
hydrocarbures naturels a structure cyclique ou a chaine ouverte (Hellal, 2011).

Les terpenes sont les principaux composants des huiles essentielles, leurs formule brute est
(CsHeg) n. lls résultent de la condensation de deux ou plusieurs unités isopréniques (2méthylbuta-1,3-
diene) (Allinger, 1975). Ces substances constituent une importante classe de produits secondaires,

hydrophobes quelquefois volatils et unis par une origine commune (Seaman, 1982).

12
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Figure 13: Structure de base de I’isopréne (Khenaka, 2011)

3.3. 2. Classification
Selon le nombre d’unités Cs, les terpénoides sont classées en: Hémiterpenes (C5),
Monoterpenes (C10), Sesquiterpenes (C15), Diterpenes (C20), Sesterpénes (C25), Triterpenes
(C30), Tétraterpenes (C40) et Polyterpénes (Ashour et al, 2010).

3.3. 2. 1. Monoterpénes
Les monoterpenes représentent les plus simples constituants des terpénes dont sont rencontrée
dans les huiles essentielles (Ayad, 2008), leur formule chimique brute est CioHis (Rahal,
2004). Ces composées sont volatils entrainables a la vapeur deau avec une odeur agréable
(Bruneton, 1999).
Les monoterpénes connus sont différes selon trois catégories structurelles : les monoterpénes
linéaires (acycliques), les monoterpenes avec un cycle unique (monocycliques) et ceux avec deux

cycles (bicycliques) et tricyclique (Malecky, 2005).

3.3.2.2. Sesquiterpénes
Les sesquiterpénes sont des composés contenant 15 atomes de carbones constituées de trois
unités isoprénes et comme formule moléculaire CisH24 (Harkati, 2011). Ils sont présent soit sous
forme d’hydrocarbures comme le B-Cadinéne ; soit sous forme d’hydrocarbures oxygénés comme
. les alcools, les cétones, les aldéhydes, les acides et les lactones dans la nature (Belbache, 2003).
Les sesquiterpénes et les monoterpenes sont souvent en mélange dans les huiles essentielles des
plantes (Ayad, 2008).1ls peuvent étre acycliques, monocyclique, bicycliques, tricyclique ou
polycyclique (Malecky, 2005).
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3.3. 2.3. Diterpénes
Tres répandus chez les végétaux supérieurs qui formés a partir de quatre unités d’isopréne et sont
des substances avec 20 atomes de carbone (C20) ils se forment & partir de leur précurseur, le
géranyl-géranyl- pyrophosphate (GGPP) (Hernandez-ochoa, 2005 ; Malecky, 2005), On peut les
trouver encore dans les résines, les exsudats, les gommes naturelles et les gibbérellines (Ayad,
2008).

3.3. 2. 4. Triterpénoides et stéroides

Les triterpenes sont des molécules a 30 atomes de carbone.il y a plus de 1700 triterpénes dans la
nature dont la plus par est sous forme tétracyclique ou pentacyclique, mais la forme acyclique tres
rare (Malecky, 2005). La majorité des triterpenes sont & 1’état libre sous forme estérifiée ou
hétérosidique, et ces terpenes sont des composants principaux des résines (Loomis et Croteau,
1980 ; Mouffok, 2011).

Les stéroides ne sont pas des terpénes mais des composés de biodégradation de triterpenes, on
peut dire aussi sont des triterpenes tétracycliques, possedent moins de 30 atomes de carbone,
synthétisés a partir d'un triterpéne acyclique (Bruneton, 1993 ; Hopkins, 2003).

Chez toutes les végétaux, ces composés liées avec un groupement alcool qu'ils nommés les
stérols; prenant une forme plane, glycosylée, analogues du cholestérol (Hopkins, 2003). Les stérols,
tres répandus dans le monde vivant, se rencontrent chez les bactéries, les champignons, les plantes
supérieures, les protozoaires, les métazoaires (Spongiaires, madrépores, vers, mollusques...) que

chez les algues (Benaissa, 2011).

3.3. 2.5. Tétraterpenes

Ils contiennent une longue chaine de 40 atomes de carbones, (Ayad, 2008). Les mieux connus
dans ces substances sont les caroténoides qui sont identifiés environ 750 dans la nature, et
représentant un large groupe de pigments naturels de couleurs jaune, orange et rouge (Ayad, 2008)

Ces caroténoides possédent un chromophore caractéristique qui expliquent leur couleur jaune-
orangée et la sensibilité a I'oxydation. Pour cela, ils sont employés en industrie agro-alimentaire
principalement pour leur pouvoir colorant (Krief, 2003).

IIs sont majoritairement dans les plantes, les algues, et différents microorganismes (Ayad,
2008).

14
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4. Fonction et propriété des métabolites secondaires

Les plantes produisent une vaste gamme de métabolites secondaires trés diversifiées, en tant
qu’elles sont représentent une source non négligeable de nouveaux médicaments (Maghrani et al,
2005). Ces produits naturels ont été historiquement regus peu d’attention de la plupart des
biologistes végétaux, par contre les chimistes organiques ont été intéressés par ces nouveaux
composes et ont étudié leurs propriétés chimiques.

En générale, ces substances participent a la régulation des systemes écologiques (Vu, 2008),
dont l'intérét a été incité par leur grande utilit¢ comme colorants, polymeres, fibres, colles, huiles,
cires, aromatisants, parfums, et les médicaments. Aussi leurs propriétés biologiques ont alimentées
I'attention actuelle de différents domaines, & savoir, la recherche de nouveaux médicaments,
d'antibiotiques, d'insecticides et d'herbicides (Croteau et al, 2000).

L’importance des métabolites secondaires sa différe d’une classe a une autre :

e Les composés phénoliques jouent un rdéle primordial dans la physiologie de la plante et leur
interaction avec 1’environnement biologique et physique (bactéries, champignons, UV). En plus de
leurs propriétés antioxydantes qui est responsables de la protection de 1’étre humain vis-a-vis de
certaines maladies (Macheix, 2005).

e La haute pureté des alcaloides joue un réle important dans le secteur pharmacologique telle
que : Antalgiques, Spasmolytiques, Vasodilatateurs (Paris et Hurabielle, 1986 ; Rakotonanahary
; 2012). En plus des activités biologiques des alcaloides, certains sont toxiques par exemple la
nicotine qui est considéré comme le premier insecticide. (Hopkins, 2003).

eLa majorité des terpénoides contribue a I’adaptation des espéces végétales a leur niche
écologique (Harbone, 1991). Ces metabolites secondaires sont présupposés avoir des fonctions
spécialisées associées a la défense directe envers les bactéries, les champignons ou les herbivores
comme des toxines, des antibiotiques ou des répulsifs (Bohlmann et Keeling, 2008).
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Chapitre 11 : Présentation de la plante etudiée

1. Famille Lamiacée

1.1. Définition

Les plantes de la famille des Labiées (Lamiacée) ont été utilisées depuis trés longtemps (Debuigue,
1972). Sont des principales familles de plantes dicotylédones, qui regroupe environ 258 genres et
6900 espéces, plus ou moins cosmopolites (Botineau, 2010).

D’aprés Quezel et Santa (1963) la famille des Lamiacées occupe une importance dans la flore
algérienne, mais en raison de la variabilité extréme des especes, certains genres ont une détermination
délicate. En outre, c'est une famille de grande importance pour l'utilisation dans I'industrie
alimentaire, la parfumerie, le traitement, et une source globale d'épices et d'extraits avec des propriétés
antibactériennes, antifongiques, anti-inflammatoires et anti-oxydantes. (Bouhdid et al 2006, Hilan
et al 2006).

1.2. Description

Les Lamiacées sont des herbacées, parfois sous-arbrisseaux ou ligneuses (Botineau, 2010) ;
annuelles ou pluriannuelles, odorante avec des tiges quadrangulaires et des feuilles opposées,
rarement verticillées ou alternées, simples a pennées ou composées et sans stipules (Lihsi et Hedge,
1994).

Le plus souvent hermaphrodites a fleurs pentameéres (Meyer et al, 2004). Le calice est synsépale
ou gamosépale généralement pentameérique, parfois bilabiée et porte 5 a 15 nervures protubérantes.
La corolle est sympétale ou gamopétale, habituellement bilabiée avec deux lobes formant une lévre
superieure, et trois lobes formant la levre inférieure. L'androcée se compose de quatre étamines
didynames ou de deux étamines soudées soit au tube de la corolle soit a la zone périgyne et alternant
avec les lobes (Hennebelle, 2006 ; Quezel et Santa, 1962).

L'ovaire contient 2 carpelles divisés en deux parties. Cela se termine par un stigmate divisé en
deux parties. Le fruit est un tétrakéne séparé a maturité en 4 méricarpes indéhiscents contenant chacun

une graine sans albumine (Moreau, 1960).

1.3. Répartition

La famille des Lamiacées (Labiateae) est une famille botanique trés large. Les espéces de la famille
habitent différents écosystemes naturels et de nombreux membres de la famille sont cultivés (Duarte
et Lopez, 2007 ; Lawrence 1992). Elles sont considérées comme étant les plus évoluées parmi toutes

les plantes dicotylédones (Gurchan, 2004).
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La distribution géographique des lamiacées est cosmopolite, sont existées dans tous les climats et

sur toutes les altitudes (Judd et al, 2002). Rare dans le milieu forestier tropical (Bruneton, 2001).

Les lamiacées sont des plantes méditerranéennes (Carrubba et al, 2006). La plus grande diversité
se trouve dans cet arrangement : le bassin méditerranéen, I'Asie centrale, le continent Américain, les

lles du pacifique, I'Afrique équatoriale et la Chine (Ramamoorthy et al, 1993).

1.4. Sous-familles
Cette famille des Lamiaceées est divisée en 7sous-familles: Ajugoideae, lamioideae, nepetoideae,
Prostantheroideae, Scutellarioideae, symphorematoideae et viticoideae (Caillaud, 2013).

2. Mentha suaveolens

2.1. Position systematique
Embranchement : Spermaphytes

Sous Embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones
Sous Classe : Gamopétales
Ordre : Lamiales

Famille : Lamiacées

Genre : Mentha

Espece: Mentha suaveolens (Iserin et al, 1997).

2.2. Répartition géographique

Mentha suaevolens est d'origine euro-méditerranéenne se rencontre en Europe du Sud et de I'Ouest,
s'étendant vers le nord aux Pays-Bas, cultivée en pot-herbe et naturalisée dans les régions du nord et
du centre de I'Europe. On le trouve généralement le long des ruisseaux, des tourbiéres et des endroits
humides. Cette espéce se trouve, en Afrique du Nord, en Asie du Sud-ouest, en Macaronésie,

manquant donc au sud-est de la Méditerranee (Kavak, 2014).
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2.3. Description botanique

Mentha suaveolens, menthe de pomme, menthe laineuse ou la menthe & feuilles rondes, cette
espéce a eté connue sous le nom de M. rotundifolia (L.) Huds. C’est une plante vivace herbacée et
¢ternelle avec une odeur caractéristique qui éléve jusqu’a 100 cm de hauteur, la tige est
quadrangulaire, dressées, et rameuses au sommet, a rameaux courts, étalés. Les feuilles sont épaisses
arrondies, vertes, blanches, opposées, froissées, sessiles ou trés courtes, 3 a 4,5 cm long
et a 2 2 4 cm larges. La floraison s’étale de juillet a septembre d’une couleur blanchatre ou rose,
disposés eux-mémes en epis terminaux allongés, cylindriques. Mentha suaveolens L. présente la
diversite morphologique la plus faible de toutes les espéces de la section Mentha (Bozovi¢ et al
2015 ; Harley et Brighton, 1977 ; Sylvain, 2010).
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Partie 11 Matériels et Méthodes

Notre travail a été effectué au laboratoire pédagogique du Département de Science de la
Nature et de la Vie - Centre Universitaire Belhadj Bouchaibe - Ain Témouchent pendant une
durée de 3 mois (18 février —18 mai 2018).

Les travaux pratique de notre étude a pour but de tester in vitro 1’effet antimicrobienne de
I’extrait de la partie aérienne de Mentha Suaveolens. Pour cela, les expériences sont réalisées
comme suite:

1- Préparation des extraits a partir de la partie aérienne de la plante.

2- Etude in vitro de I’effet antimicrobienne des extraits préparés sur des souches
microbiennes.

Chapitre | : Préparation des extraits

1. Matériels

1.1. Matériel végétale

Notre étude est portée sur une espéce de plante de la famille des lamiacées (labiées) de

’ouest algérienne qui est M. suaveolens. La récolte de la partie aérienne de cette plante a été

faite pendant le 21 février 2018 dans la région de Sidi-Safi wilaya d’Ain Témouchent.

ﬁ' Hre 14 : La plante Mentha suam.
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| Figure 15 : Region de la récolte. |

1.2. Produits chimiques

- Ether de pétrole.
- Ethanol.
- Dichlorométhane.
- Eau distillé.
- Méthanol.
- Hexane.
1.3. Appareillage
- Agitateur.
- Rota-vapeur.
- Plaque chauffante.
- Etuve.
- Autoclave.
- Réfrigérateur.
- Hotte chimique.
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2. Méthodes

2.1. Séchage de la plante

Le matériel végetal M. Suaveolens (partie aérienne) a été seché dans une tempeérature
ambiante et a I’abri de la lumicre solaire pendant une période de 10 jours, afin de préserver au
maximum 1’intégrité des molécules. Apres séchage, les échantillons sont récupérés dans des

sacs en plastique.

M’ i6 : Parties aériennes séche de « M SW

Une certaine quantité de la plante fraiche est récupéré avant le séchage pour la mesure du

taux d’humidité.
2.2. Détermination de la matiére séche et de ’humidité
La matiéere séche a été déterminée selon la norme NFB51-004 (Bois, 2004) une quantité de
la matiére végétale (E) introduite dans un creuset taré, puis séché dans une étuve a 40 °C/ 48h
jusqu’a poids constant, et aprés refroidissement le creuset est pesé pour déterminer la matiére
séche.

Le taux de matiere séche est :

MS(%)= S/E x100

S : Masse du creuset taré apres dessiccation
E : Masse de la matiére végétale
Le pourcentage I’humidité est calculé a partir du pourcentage de la matiére séche.

H(%)=100% — MS%
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2.3. Préparation des extraits

Les extraits utilisés au cours de notre étude sont préparés selon le mode d'extraction en
maceration.

Les échantillons sechés de M. suaveolens sont broyés a I’aide d’un moulin a café électrique
jusqu’a leur réduction en poudre. Aprés broyage, les extraits préparés sont : I'extrait organique

(Ether de pétrole, Ethanol, Dichlorométhane) ; extrait aqueux et extrait d’huile totale.

‘ Fiﬁure 17 : Broyage de la plante « M. suaveolensﬁ»

2.3.1. Extraction par les solvants organiques a polarité croissante

Suivant le protocole d’extraction décrit par (Biallo et al, 2004 ; Falleh et al, 2008), une
prise d’essai de 40g de poudre de matériel végétal a été mise a macérer dans 200 ml de solvant
absolu sous agitation magnétique durant 24h a une température ambiante. Les solvants a
polarité croissante utilisés dans 1’extraction sont : éther de pétrole (EP), éthanol (EtOH),
dichlorométhane (DCM). Les macérats ont ensuite été filtré et évaporé a sec sous pression au

Rotavapor et séché a poids constant.
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W- acération sous aglm

M' ﬁ : Extraction par les solvants organiques a pW

1.3.2. Extraction aqueuse

50 g de poudre du matériel végétale a été portés a reflux dans 500 ml d’eau distillée et mis a
macérer a température ambiante pendant 24h sous agitation, puis filtrés. Ce filtrat a ensuite été
séché a 50 °C jusqu’a I’obtention du poids constant (Falleh et al, 2008 ; Moroh et al, 2008).
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1.3.3. Extraction d’huile totale

L’extrait méthanolique a été préparé puis filtré aprés une macération pendant 24h sous
agitation. Le filtrat est mélangé dans une ampoule a décompter avec 50 ml de I’hexane. Apres
agitation deux phases ont été obtenues, une phase aqueuse plus dense qui apparait au-dessous
et une phase organique, contenant les lipides.

La phase organique supérieur a été récupérée, cette étape a été répété trois fois avec
renouvellement du solvant. L’hexane a été par la suite évaporé. L’extrait résultant est considéré

comme huile totale (HT) de M. suaveolens.

M' : Extraction de Ilﬁum
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La série d’extraction permet d’obtenir cinq extraits: un extrait aqueux (AQ), trois extraits
organique : extrait éther de pétrole (EP), extrait dichlorométhane (DCM), extrait éthanolique

(EtOH) et I’huile totale (HT). Les extraits secs sont conservées a I’obscurité jusqu’a utilisation.

H‘iire 21 : Les cinq extraits de M. suam

1.4. Détermination du rendement

Le rendement est la quantité d’extraction obtenue a partir d’une matiére végétale, la
détermination de cette quantité est exprimé en % par rapport a la matiére séche initialement
utilisée (Bssaibis et al, 2009).

R (% MS) =M1x10* / [Mo (100-H%)]

R (% MS) : Rendement en extraits en g/100 de matiére séche
M1 : Quantité d’extrait récupérée en g
Mo : Quantité utilisée pour I’extraction exprimée en g

Ms : Matiére seche (MS=100-H%) H : humidité
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Chapitre 11 : Etude de I’activité antimicrobienne
1. Matériel
1.1. Matériel biologique
a. Souches microbiennes pathogenes
L’activité antimicrobienne des extraits de M. Suaveolens sera testée sur des souches de
collection internationale ATCC qui ont toutes été fournis par le laboratoire de microbiologie
du Centre Universitaire d’Ain Témouchent.
Les germes qui ont été testés sont les suivants :
=  Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
= Escherichia coli ATCC 25922.
= Staphylococcus aureus ATCC 25923.
= Staphylococcus aureus ATCC 43300.
= Candida albicansATCC 10231
b. Les extraits
Les extraits testés sont les suivants : EEP, EEtOH, EDCM, EAQ, EHT.
1.2. Milieu de culture
= Milieu de culture liquide
Bouillon Muller-Hinton (BMH)
Bouillon Saboureau (BS)
=  Milieu de culture solide
Gélose Mueller Hinton (MH)
Gélose PDA
1.3. Réactifs chimiques et autres matériel
Antibiotiques :  (Gentamycine « GEN », Erythromycine «E », Ampicilline« AMP »,
Céfotaxime « CTX », Tétracycline « TE »).

2. Méthodes

2.1. Conservation des souches étudiées

Les souches référentielles sont conservées a 4 °C dans des tubes stériles contenant 10 ml
de milieu de culture incliné gélose de M-H pour les bactéries et PDA pour la souche fongique

(levure)
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2.2. Ensemencement des souches conservées
Dans un endroit stérile et a partir de la souche conservée, un ensemencement a été faite sur
des boites pétri contenant de la gélose de M-H pour les bactéries et PDA pour la souche

fongiques (levure), puis incubation de 24h a 37°C.

2.3. Préparation des suspensions microbiennes

2.3.1. Préparation des suspensions bactériennes

Des colonies bien isolées des cultures pures ont été repiquées dans le BMH (Bouillon
Muller-Hinton) puis incubées a 37 °C pendant 18h, pour conserver le maintien de la culture et
favoriser leur croissance bactérienne.

2.3.2. Préparation des suspensions fongiques

La levure a été revivifiée dans le BS (Bouillon Sabouraud) a 30 °C pendant 48h, pour
conserver le maintien de la culture et favoriser leur croissance.

2.3.3. Ajustements de la charge microbienne

La densité optique (DO) est ajustée a 1’aide d’un spectrophotomeétre (JENWAY 6715 UV/
Vis. Spectrophotométre) dans une longueur d’onde de 625 nm avec un intervalle compris
entre [0.08- 0.1] I’équivalent de 108 UFC/ml pour les bactéries, et dans une longueur d’onde
de 530 nm avec un intervalle compris entre [0.12 - 0.15] I’équivalent de 1 & 5 x10%° UFC/ml
pour Candida albicans (Penssini et al, 2003 ; NCCLS, 2001)

Aprés 18h, La lecture de la DO pour chaque souche.

iiﬂure 22 : Suspensions microglem
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2.4. Méthodes d’étude de I’activité antimicrobienne des extraits végetaux

L’évaluation de I’effet antimicrobienne de différents extraits de M. suaveolens comprend

deux méthodes différentes :

- L’aromatogramme « méthode de diffusion sur disque » (Essawi et Srour, 2000) a pour

but de mettre en évidence ’activité antimicrobienne des différents extraits ;

- Essais de sensibilité a la dilution par les micro-dilutions (Billerbeck et al. 2002) afin de

déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI) couplée a 1’étalement sur milieu

solide pour la détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) des différents

extraits de la plante étudiees

2.4.1. Souches microbiennes

Pour tester ’activité antimicrobienne des extraits de

bactériennes et une souche fongique ont été utilisees :

Tableau 01 : Souches bactériennes

M. suaveolens, quatre souches

Famille

Genre et
Espéce

Code
de la
souche

Caractéristiques

Provenance

Pseudomonadacées

Pseudomonas
aeruginosa

ATCC
27853

Bacille pyocyanique gram négatif. C'est
un micro-organisme aérobie considéré
comme un agent pathogene
opportuniste, capable de se développer
dans les milieux pauvres.(Henri, 2002 ;
Ochoa et al, 2013)

les infections dues a P.aeruginosa sont
difficiles a éradiquer en raison de leur
résistance intrinseque €élevée ainsi que
de leur capacité a acquérir une
résistance a différents antibiotiques.
(Ochoa et al, 2013)

Bacille gram negatif assez typique,
mesurant 1 um de long par 0,35um de
largeur.

C’est un aérobie facultatif le plus
courant dans ’intestin inferieur des

mammiferes peuvent étre pathogénes en

——
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Enterobacteriacées

Escherichia coli

ATCC
25922

provoquant de graves maladies : les
entérohémorragies et les péritonites.
(Zachary, 2015.)

Staphylococcus
aureus

ATCC
43300

S. aureus ou staphylocoque doré est une
Cocci gram positive.

Il mesure de 0,5 a 1 um de diametre, ne
sporule pas, est immobile, aero-
anaérobie facultatif, posséde un
coagulase-positif. Est un agent

Staphylococcacées

Staphylococcus
aureus

ATCC
25923

pathogene majeur responsable de
diverses infections apparus dans la
communauté et a I’hopital. Elle
provoque des infections osseuses, des
pneumonies, des bactériémies, des
endocardites et des infections
articulaires (Anses, 2011 ;
Robert, 2013).

Tableau 02 : Souches fongiques :

Famille

Genre et
Espéce

Code de
la souche

Caractéristiques

Provenance

Saccharomycetaceae

Candida
albicans

ATCC
10231

C. albicans est le champignon
opportuniste le plus fréquemment
isolé de I'hnomme (Méar et al. 2013).

Elle provoque des infections
fongiques (candidose)
essentiellement au niveau des
muqueuses digestive et
gynécologique (Gloria et al.
1998).Les candidoses sont une cause
importante de mortalité chez les
patients immunodéprimés (Yakhlef,
2010).

——
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2.4.2. Préparation des concentrations des extraits

Une série des concentrations (So ; 1/2, 1/4, 1/32) a été préparée pour chaque extrait dans des

tubes stériles en utilisant le diluant DMSO. Le tableau suivant résume le protocole de

préparation des différentes concentrations :

Concentration : \
Solution mere 1/2 1/4 1/32
(So)
DMSO 5000 pl 1000 pl 1500 pl 1937.5ul
Extraits 0.25g 1000 pl (So) 500 pl (So) 62.5 ul(So)

Figure 23 : Préparation des concentrations des extraits

2.4.3 Méthode de diffusion sur disque (Aromatogramme)

La méthode des aromatogrammes est la technique choisie pour déterminer I’activité
antimicrobienne des extraits de la plante, cette méthode est décrite par Jacob et Tonei,
1979.Elle consiste a utiliser des disques de papier stérile de 6 mm imprégnés dans les
différentes concentrations des extraits.

Les disques sont stérilisés puis imbibés de 20 ul d’extraits a tester et un disque imbibé de
DMSO est utilisé comme un témaoin. .

Par ailleurs, I’agar Muller-Hinton (MH) stérile a été coulé dans des boites de pétri stériles
jusqu’a la solidification du milieu, ensuite les boites sont ensemencées par écouvillonnage a
l'aide d'un écouvillon stérile en tournant la boite d’environ 60°, I'ensemencement s'effectue de

telle sorte a assurer une distribution homogene des souches.
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A l'aide d'une pince stérile, les disques imprégnés sont déposés a la surface de la gélose
inoculée au préalable, quatre disques sont déposes dans chaque boite. Ensuite elles sont
fermées et laissées a une température ambiante pendant 20 min,

L'activité antimicrobienne est déterminée aprés 1’incubation des boites dans une étuve a 37

°C pendant 24 h pour les bactéries et 48h a 30°C pour C. albicans.

| Figure 24  Méthode de diffusion sur disque (aromatogramme) |

«» Lecture des résultats

Apres la culture, I’effet des extraits se traduit par I’apparition autour du disque d’une zone
circulaire transparente correspondant a I’absence de la croissance et donc la zone d’inhibition
du principe actif (Choi et al, 2006).La mesure de la distance millimétrique de la zone est
reportée sur 1’échelle de concordance afin que la souche soit interprétée comme étant :
sensible, intermédiaire ou résistante vis-a-vis du principe actif étudié.

Les résultats sont exprimés selon quatre niveaux d’activité (Ponce et al. 2003)

. souche résistante (D < 8 mm)

. souche sensible (9mm < D < 14mm)

. souche tres sensible (15mm <D < 19 mm)
. extrémement sensible (D >20 mm)

¢ Test de sensibilité a I’antibiotique

L’¢étude de I’antibiogramme s’est limitée a tester les antibiotiques les plus utilisés en
antibiothérapie tels que : Gentamycine « GEN », Erythromycine « E », Ampicilline« AMP »,
Céfotaxime « CTX », Tétracycline « TE ».

31

——
| —



Partie 11 Matériels et Méthodes

Ce test a été réalisé pour étudier I’antibiogramme standard des germes et le comparer avec
I’effet de nos extraits bruts. Les disques d’antibiotiques sont déposés a la surface d’un milieu
gélosé, préalablement ensemencé avec une culture pure de la souche a étudier. La sensibilité
des bactéries aux antibiotiques est appréciée selon le méme protocole qu’avec les disques de

papiers imprégnés d’extrait.

2.4.4 Essais de sensibilité a la dilution

La technique de dilution mesure la concentration minimale inhibitrice (CMI). Ils peuvent
également étre utilisés pour mesurer la concentration minimale bactéricide (CMB) qui est la
plus faible concentration antibactérienne nécessaire pour tuer les bactéries. Aussi la
concentration minimale fongicide (CMF), la faible concentration antifongique pour tuer la
levure.

A- Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) « Les micro-
dilutions »

Des microplaques a fond en U sont utilisables pour la détermination des CMI. Une plaque
de 96 puits permet la détermination de la CMI des souches vis-a-vis d’un extrait.

Dans les cupules d’une méme ligne, 100 pl de Bouillon « BMH pour les bactéries et BS
pour Candida albicans » a été déposé, puis 100 pul de dilutions successives a raison de % de
I’extrait a tester, sont ajoutés a chacun des puits. Chaque puits est ensuite ensemencé par 10 pl
d’une suspension microbienne a 10° cellules/ml. (Eloff ,1998)

Incuber les plaques inoculées a 37°C pendant 16 a 20h, la CMI est la concentration

minimale d’extrait qui inhibe complétement la croissance des microorganismes dans les puits

de micro-dilution telles que détectées par 1’ceil nu (Clsi, 2012).

...............

| Figure 25: Méthode des micro-dilutions |

( 1
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B- Détermination de la concentration minimale bactéricide et fongicide (CMB et
CMF)

La détermination de la CMB et CMF nécessite 1’ensemencement en stries de contenus des
puits ayant une concentration supérieure ou égale a la CMI dans la série de dilution
préalablement établie sur une gélose M-H. Ainsi, la CMB et CMF sont déterminées apres une
incubation de 24 heures a 37 °C pour les bactéries et 30°C pour la levure. C’est la plus petite

concentration qui inhibe totalement la croissance. (Ennadir ; 2014)
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Chapitre | : Préparation des extraits
1- Détermination de la teneur en eau
Les vegetaux sont riches en eau, nos résultats réveélent la teneur en eau de M. suaveolens est de

81.32% ce qui indique que cette espéce est riche en eau.

= matiéres seches - humidité

—

81,32%

Figure 26 : Taux d’humidité de M. suaevolens

D’apres la figure (26), Taalbi, 2016 a trouver des résultats similaires, ou le taux d’humidité
était de 80.09% pour Mentha rotundifolia. D’autres résultats identiques ont été trouvés par Azzi et

Djemaa, 2016, indique que la plante Fumaria officinalis a un taux d’humidité de 81.5%.
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2- Rendement des extraits

Les résultats obtenus sont rapportés dans la figure suivante

80 -~

(o2} ~
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o
1

Rendement (%0)
& &

N
o
1

=
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1

EEP EEtOH EDCM EAQ EHT
Extraits

Figure 27 : Rendement des extraits de M. suaevolens

D’aprés les résultats présentés dans la figure (27), la plante M. suaveolens donne des rendements
Iégerement différents en fonction de solvants utilisés. L’extrait AQ est le plus élevé avec 75.91%,
suivi de ’EEtOH signifie 34.52%, ’EHT a donné un rendement de 13.65%, ensuite 10.3% pour
I’EDCM. Enfin I’extrait de ’EEP possede le plus faible rendement avec 5.08%.

On remarque que les extraits « EEtOH et EAQ » ont donné les proportions les plus élevées en
comparaison avec les autres extraits (EHT, EDCM et EEP).
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Tableau 03 : Les composés que pourraient contenir les différents extraits préparés.

Extraits Constituants probables Références
EP Cires, chlorophylle, lipides, acides gras, stérols, triterpenes,
caroténoides, huiles essentielles, flavonoides aglycones Ciulei, 1981

hautement méthoxylés, coumarines.

ET Stérol+triterpenes,  Alcaloides,  Tannins  galliques,
Anthraquinones lib, Sucres réducteurs, Polyphénols totaux, Yalaetal., 2016

Flavonoides totaux, Flavanones, Coumarines, Gitoxine

DCM Terpénoides, polyphénols  aglycones (flavonoides, Ciulei, 1981
coumarines, tanins, anthracenosides), chlorophylle.

hexane Alcaloides, flavonoides, stérol et polyphénols. Touré, 2011

AQ Flavonoides, aminoacides, terpénes, cires, tanins. Ciulei, 1981
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Chapitre Il : Etude de ’activité antimicrobienne
1- Méthode de diffusion sur disque (aromatogramme)
L'effet antimicrobien des extraits se traduit par I'apparition d'une zone d'inhibition autour du

disque saturé avec un extrait brut, les résultats obtenus étant exprimés dans les figures suivantes.

| Fiﬂure 28 : résultats d’aromatogamme |

Les diamétres de la zone d'inhibition montrent que les souches microbiennes examinées ont des

sensibilités différentes vis-a-vis aux extraits étudiés.
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a- Extrait d’éther de pétrole
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| Figure 29 : Effet d’extrait de 1’éther de pétrole (EEP) sur les souches étudiées |

La figure (29), montre que I'efficacité antibactérienne de I'EEP s'est avérée la plus cohérente avec
P. aeruginosa ATCC 27853, E. coli ATCC25922 et C. albicans ATCC 10231 avec un diametre de
28 mm d'inhibition pour P. aeruginosa ATCC 27853, 26 mm pour E. coli ATCC25922 et 14 mm
pour C. albicans ATCC 10231. D'autres souches du staphylococcus se comportent différemment
dans des diamétres allant de 6 mm a 11 mm.

D'aprés Bakht et al, 2014, I'extrait d'éther de pétrole de I'espéce Mentha longifolia a un pouvoir
antibactérienne similaire a celle de M. suaveolens qui est entre 15 et 25 mm. Ainsi que pour

C.albicans et P. aeruginosa
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b - Extrait d’éthanol
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Figure 30 : Effet d’extrait de 1’éthanol(EEtOH) sur les souches étudiées

Selon la figure (30), S. aureus, P. aeruginosa et C. albicans étaient sensibles a EEtOH et pour
différentes concentrations. La plus grande zone d'inhibition est enregistrée par P. aeruginosa
ATCC27853 (33 mm), suivie par deux souches S. aureus ATCC 25923 (31 mm) et S. aureus
ATCC 43300 (28 mm) et C. albicans ATCC 10231 (15 mm). E.coli ATCC 25922 résistent a toutes
les concentrations d'EEtOH.

Les résultats de Moldovan et al, 2014 sont similaires a ceux que nous trouvons pour E.coli
ATCC25922. D'autre part, pour Bayoub et al 2010, I'extrait éthanolique du M. suaveolens a une
activité maximale contre S. aureus ATCC 25923 et un minimum contre E. coli ATCC 25922.

Benali, 2017 montre qu'il n'y a pas d'activité antifongique sur C.albicans ATCC 10231, par
contre, Zaffer, 2017 prouve que l'extrait éthanolique de l'espéce Mentha longifolia a une zone

d'inhibition acceptable contre C.albicans, S. aureus, P. aeruginosa et E. coli.
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c- Extrait de dichlorométhane
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Figure 31 : Effet d’extrait de dichlorométhane (EDCM) sur les souches étudiées

D’aprés la figure (31), I’extrait DCM de M. suaveolens a montré une activité étendue pour toutes
les souches microbiennes. P.aeruginosa ATCC27853 s'est avéré étre le diametre le plus sensible de
27 mm, suivi de S.aureus ATCC 25923 et E. Coli ATCC25922 (23 mm), tandis que la souche S.
aureus ATCC 43300 était moins sensible a 'EDCM de 19 mm.

Une faible activité est enregistrée avec C.albicans ATCC 10231, qui ne dépasse pas le diameétre
de la zone d'inhibition 15 mm.

Une étude a été faite sur d’autres espéces du genre Mentha révéle que D’extrait de

Dichlorométhane a un pouvoir antibactérien sur des souches gram positif (Barchan et al, 2015).

Nos résultats vont dans le méme sens que ceux trouvés par Bakht et al, 2014 qui ont montré que
I’extrait de dichlorométhane de Mentha longifolia a une activité antibactérienne sur S. aureus et

P.aeruginosa et C.albicans, mais aucune activité enregistré pour E.coli.
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d- Extrait aqueux
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Figure 32 : Effet d’extrait aqueux (EAQ) sur les souches étudiées

La figure (32) montre que les souches de S. aureus et E. coli étaient plus résistants a toutes les
concentrations de I’extrait aqueux que P. aeruginosa ATCC27853 et C. albicans ATCC10231, qui
présentaient une zone d’inhibition maximale égale a 12 mm.

Benali, 2017 révele que I’extrait aqueux de M. suaveolens ne présente aucun effet antifongique
sur C.albicans ATCC10231, contrairement a notre résultat obtenu, qui indique qu'elle est sensible.

Selon Bakht et al 2014, I’extrait aqueux de Mentha longifolia a un pouvoir antimicrobien sur
toutes les souches, de sorte qu'il a un effet plus fort que I'espece de M. suaveolens sur les souches P.

aeruginosa et C. albicans.
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e- Extrait d’huile totale
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Figure 33 : Effet d’extrait des huiles totales (EHT) sur les souches étudiées

Les résultats présentées dans la figure (33), révélent que I'extrait d'huile total HT de M.
suaveolens a une activité antimicrobienne enregistrée pour E. coli ATCC25922 avec une zone
d’inhibition de 10 mm et C. albicans ATCC10231 avec un diamétre ne dépassant pas 9 mm.
D'autres souches sont largement résistantes a EHT.

Barchan, 2015 révéle que les bactéries gram négatifs sont sensible aux extrait hexanique de

trois espéeces de menthe : Mentha spicata, Mentha pulegium et Mentha piperita.
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2- Test de sensibilité aux antibiotiques
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P. aeruginosa S. aureus S. aureus E. coli ATCC C. albicans
ATCC 27853 ATCC2592 ATCC 43300 25922 ATCC 10231
souches

Figure 34 : Effet des antibiotiques sur les souches étudiées

Selon la figure (34), la souche S.aureus ATCC 25923 est sensible a tous les antibiotiques testés
avec des diametres allant de 22 a 31 mm, contrairement au S. aureus ATCC 43300 qui présente une
sensibilité seulement aux CTX et TE.

D'autre part TE, AMP et GEN possedent une activité inhibitrice contre E. coli ATC 25922 de 25,
22 et 12 mm, respectivement. P. aeruginosa ATCC 27853 est sensible a tous les antibiotiques CTX,
TE, E et GEN de diameétres 20, 15, 22 et 40. Ce qui concerne C. albicans ATCC 10231, une
sensibilité élevée & TE et GEN avec des diamétres de 30 & 34mm, ainsi que E, CTX et AMP avec
des zones de 25,17 et 18 mm.

Notez que les souches étudiées sont sensibles a tous les antibiotiques, a I'exception de S. aureus
ATCC 43300, qui est résistant a CTX et TE.
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3- Essais de sensibilité a la dilution
A- Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)
% Concentration minimale inhibitrice (CMI) des souches bactériennes

Les résultats des tableaux (1, 2, 3, 4) montrent que les extraits de M. suaveolens ont une activité
antibactérienne acceptable. En effet, pour les quatre souches étudiées, la gamme de CMI dans nos
extraits varie de 0,12 a 0,015 mg / ml.

| Fiﬂure 35 : Résultat de la concentration minimal inhibitrice |

Ainsi, les bactéries n'ont montré aucune croissance en présence de solutions méres d'extraits.

Cette concentration est donc inhibitrice pour toutes les souches.

Tableau 04 : Concentration minimal inhibitrices des extraits de M. suaveolens pour P.aeruginosa
ATCC 27853

D'apres le tableau (04), on observe que l'extrait AQ de la partie aérienne de M. suaveolens a
une trés bonne activité sur P. aeruginosa ATCC 27853 qui semblait étre la plus sensible (MIC =
0,015 mg / ml), suivie de EEP et EDCM avec une CMI de 0,06 mg / ml, et I’activité d'un niveau
intermédiaire pour EEtOH avec une CMI égal a 0, 031 mg / ml.
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Tableau 05: Concentration minimal inhibitrices des extraits de M. suaveolens pour S.aureus
ATCC 25923

0.25 0.125 0.06 0.031 0.015 0.007

(@/ml) | (g/ml) | (@/ml) | (g/ml) | (g/ml) | (g/ml)
EEtOH - - - + + +
EDCM - - - - - +

Les résultats du tableau (05), montrent un niveau de sensibilité élevé a 1’extrait EDCM pour la
souche S.aureus ATCC 25923 étudiée (CMI= 0,015 mg/ml), alors qu’elle a un niveau de sensibilité
de 0.06 mg/ml pour I’extrait EEtOH.

Tableau 06 : Concentration minimal inhibitrices des extraits de M. suaveolens pour S.aureus
ATCC 43300

0.25 0.125 0.06 0.031 0.015 0.007

(@/ml) | (g/ml) | (@/ml) | (g/ml) | (g/ml) | (g/ml)
EEP - - - + + +
EEtOH - - + + + +
EDCM - - + + + +

Selon le tableau (06), les extraits EP, EtOH et DCM ont présentés une concentration minimale

inhibitrice similaire pour la souche S.aureus ATCC43300 avec une concentration de 0,12 mg/ml.

Tableau 07 : Concentration minimal inhibitrices des extraits de M. suaveolens pour E.coli ATCC

25922

Le tableau (07) montrent que les extraits EP et DCM présentent une activité antibactérienne

élevees sur la souche E.coli ATCC 25922 qui semblait étre la plus sensible (CMI=0.015mg/ml),

0.25 0.125 0.06 0.031 0.015 0.007

(g/ml) | (g/ml) | (@/ml) | (g/ml) | (@/ml) | (g/ml)
EEP - - - - - +
EDCM - - - - - +
EHT - - + + + +

suivi de I’extrait HT avec une CMI de 0,06 mg/ml.

——
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s Concentration minimale inhibitrice (CMI) de la souche fongique

Les résultats dans le tableau (08) montrent que les extraits de M. suaveolens portent une activité
antifongique acceptable. En fait, pour la souche de C. albicans, la gamme de CMI dans nos extraits
varie de 0,06 a 0,015 mg / ml.

C.albicans n'a montré aucune croissance dans les solutions meres pour les extraits. Cette

concentration est donc inhibitrice pour cette souche.

Tableau 08 : Concentration minimal inhibitrices des extraits de M. suaveolens pour C.albicans
ATCC 10231

Selon le tableau, I'extrait AQ de la partie aérienne de M. suaveolens a une trés bonne activité
avec une CMI = 0,015 mg / ml, suivie d'une activit¢ moyenne pour EDCM et EHT avec une
concentration minimal inhibitrice égal a 0,031 mg / ml et un niveau de sensibilité de 0,06 mg / ml
pour les extraits EP et EtOH.

B- Détermination de la concentration minimale bactéricide et fongicide (CMB et CMF)

Figure 36 : Résultats de la concentration minimale bactéricide et fongicide
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Tableau (09) : Concentration minimale bactéricide (CMB) et fongicide (CMF) des extraits de M.

suaveolens sur la croissance des souches bactériennes et fongiques.

Extraits EEP EEtOH | EDCM | EAQ EHT
(g/ml) | (g/ml) | (g/ml) | (g/ml) | (g/ml)
P. aeruginosa ATCC 27853 0.06 0.25 0.25 0.06 NT
S. aureus ATCC 25923 NT 0.25 0.06 NT NT
S. aureus ATCC 43300 0.125 0.125 0.125 NT NT
E.coli ATCC 25922 0.125 NT 0.06 NT 0.25
C. albicans ATCC 10231 0.125 0.125 0.06 0.031 0.125

NT : non tester

La concentration minimale bactéricide (CMB) signifie & la concentration minimale inhibitrice
(CMI) pour I’extrait d’éther de pétrole contre la souche P. aeruginosa ATCC 27853 et pour
I’extrait d’éther de pétrole, éthanolique et de dichlorométhane contre S. aureus ATCC 43300.
Tandis que les autres extraits présentent une concentration minimale bactéricide (CMB) plus élevé
que la concentration minimale inhibitrice (CMI). D’autre part la concentration minimale bactéricide
(CMB) est élevé que la concentration minimal inhibitrice (CMI) concernant les souches S.aureus
ATCC 25923 et E.coli ATCC 25922. Ainsi que la concentration minimale fongicide (CMF) des
extraits est plus élevé que la concentration minimale inhibitrice (CMI) pour la souche C.albicans

ATCC 10231.

Selon les résultats obtenus, la plupart des souches présentent une sensibilité vis-a-vis les
différents extraits avec des diametres supérieurs a 12 mm dans la plupart des cas, cette sensibilité
dépend de la nature et la composition des extraits et les souches testé.

L’activité antimicrobienne maximale enregistrée par I’essai de I’EEP et ’EDCM contre toutes
les souches suggere que la substance active réside dans ces extraits avec un effet a large spectre.
L’efficacit¢ d’EEP s’expliquer par la présence des huiles essentielles, des coumarines et des
triterpénes (Bouzid, 2011), tandis que ’EDCM renferme différents constituants, notamment les
flavonoides, les tanins, les acides phénoliques, les terpenes et les pectines. (Bouzid, 2011).

L’effet antimicrobienne pratiquement négligeable des extraits aqueux et hexanique malgré la

richesse en composant actif. Cela peut s’expliquer par le simple fait que 1’eau est un solvant connu
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pour extraire une large gamme de molécules, telle que les flavonoides, terpenes et polyphénols.
Ainsi que I’extrait hexanique avec une proportion élevé des alcaloides, flavonoides et polyphénols.

Ceci confirme que ’efficacité d’un extrait dépend plus de la qualité des principes actifs, qu’il
renferme, que leur quantité elle-méme (Essawi, 2000). Concernant I’EEtOH, la raison de la plus
haute zone d’inhibition est due a la présence des flavonoides (Martini et al, 2004).

L’efficacité optimale d’un extrait peut ne pas étre due a un constituant actif principal, mais a
I’action combinées (synergiques) de différent composé majoritaire et minoritaire de cet extrait
(Essawi, 2000), aussi Cushnie, 2003 affirme que chaque composé agit différemment sur
microorganisme, c'est-a-dire qu’un composé peut avoir une action trés importante sur un germe et
une action moindre ou nulle sur un autre.

Il faut souligner que les différences dans les résultats de 1’activité antibactérienne et
antifongique d’une substance végétale dépend de plusieurs facteurs qui peuvent influencent la
composition chimique d’une plante telle que la nature de I’espéce, 1’origine géographique, le

solvant et le mode d’extraction (Ait-ouazzou, 2011 ; Burt, 2004 et Tehami, 2017).
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Conclusion

Conclusion

Le présent travail a porté sur ’activité biologique (antibactérienne et antifongique) des extraits
bruts préparés par la méthode d’extraction « macération » d'une espéce médicinale Mentha
suaveolens de la famille lamiaceae collectée au nord-ouest algérien. Cette espece est utilisée
dans le traitement de plusieurs maladies et des agents pathogéne (pharmaceutique), parfumerie

et en agroalimentaire.

A issu des résultats obtenus peut affirmer que la partie aérienne de Mentha suaveolens posséde
une teneur élevée en eau. L'épuisement de la partie aérienne de la plante a permis d’obtenir des
rendements variables en fonction d’extraction par des solvants a polarité différente. Le
rendement le plus €levé est celui de 1’extrait aqueux, tandis que le plus faible est I’extrait d’éther
de pétrole, le rendement comprit entre 5% et 76%. D’autre part, pour 1’étude microbiologique,
I’évaluation in vitro de I’effet antimicrobienne de nos extraits montre une sensibilité
microbienne vis-a-vis des souches testées. En général, les extraits EEP, EEtOH et EDCM
présentent un large spectre d’action sur les souches testées, ainsi que les extraits EHT et EAQ
ont une activité relativement faible vis-a-vis les antibiotiques testés qui ont des zones
d’inhibitions importantes. Chacun de ces extraits caractérise par une concentration inhibitrice

minimale (CMI) et concentration bactéricide ou fongicide minimale (CMB ou CMF) propre.

Au bout de cette étude, les extraits biologiques de notre plante ont un fort impact bactéricide et
fongicide sur les souches testées, de sorte que ces ressources peuvent étre valorisées et utilisees

dans le domaine du traitement ainsi que contre les maladies infectieuses.
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Tableau 01 : Liste des produits chimiques utilisés

Produits chimique

Formule brute

Ether de pétrole

CHs-(CHy) n-CH3

Ethanol C2HeO
Dichlorométhane CHCl;
Méthanol CHsOH
Hexane CeHi4

Dimethylsulfoxyde (DMSO) C2H60OS

Tableau 02 : Appareillages et leurs références.

Appareils Références
Agitateur magnétique
Agitateur magnétique chauffant | AG500
Rotary évaporateur RE300
Hotte
Etuve ES13304
Autoclave AR3055
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Spectrophotometre

Décompteur de colonie

Tableau 03 : température d’ébullition des solvants (INRS)

Solvant Température d’ébullition
Ether de pétrole 30-50°C
Ethanol 78-78,5°C
Dichlorométhane 39,8°C
Méthanol 64,5°C
Hexane 68,7°C

Tableau 04 : Composition de bouillon Muller-Hinton (BMH)

Ingrédients Les mesures
Peptone de caséine 1759
Extrait de viande 2090
Amidon 159
Eau distillée 1L
pH 74

Tableau 05 : Composition de gelose Muller-Hinton (MH)

Ingrédients Les mesures

Milieu déshydraté 38,09

Eau distillée 1L
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Tableau 06 : Composition de bouillon Sabouraud (BS)

Ingrédients Les mesures
Tryptone 509
Peptone pepsique de viande 500
Glucose 20,09
Eau distillée 1L
pH 5,7

Tableau 07 : Composition de Gélose dextrose de pomme de terre (PDA)

Ingrédients Les mesures
Pomme de terre 200 g
Dextrose/Glucose 15,09
Agar - agar 20,09
Eau distillée 1L
pH 5,6




