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Liste des abréviations

-HE : Huile Essentielle.

-EM : Extrait méthanolique.

-EA : Extrait Aqueux.

- E.coli : Escherichia coli.

- S.subtilis : Bacillus subtilis.

- SARM : Staphylococcus aureus Résistant a la Méthicilline.
- C.albicans : Candida albicans.

- S.typhi : Salmonella typhi.

- S.aureus : Staphylococcus aureus.

- P.aeruginosa : Pseudomonas aeruginosa.

- ATCC: Americain Type Culture Collection.
- MP :Mentha piperita.

- P : Pénicilline.

- AMX : Amoxicilline.

- OX: Oxacilline.

- C: Chloramphénicols.

- NA: Acide Nalidixique.

- CTX: Céfotaxime.

- EAG : Equivalent Acide Gallique.

- EQ : Equivalent Quercétine.

- Pp : Poids de la poudre avant extraction.

- P1 : Poids de I’extrait sec aprés extraction.

- DO : Densité optique.

-UFC : Unité Formant Colonie.

- CMI : Concentration Minimale Inhibitrice.
- CMB : Concentration Minimale Bactéricide.
- ppm :(partie par million: 10°).

- il : Microlitre.

- mm : Millimetre.

- OMS : Organisation Mondiale de la Santé

- AFNOR : Association Francaise de Normalisation.
- K* " lon de Potassium.

- ATP : Adénosine Tri-Phosphate.

- pH : Potentiel d’Hydrogene.
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Liste des abréviations

- Da : Dalton.

- ADN : Acide Deésoxyribo-Nucléigue.

- gyrB : DNA gyrase, sous unité B.

- NADPH: Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate.

- AMP, : Adénosine Mono-Phosphate cyclique.

- VIH : Le virus de I'immunodéficience humaine.

- HSV: Virus de Herpes.

- C° : Degrés Celsius.

- spp : Espéce.

- HPLC : Chromatographie en Phase Liquide & Haute Performance.

- EGCy: L’épigallocatéchine gallate.
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Introduction

@gp)uis la période préhistorique, les plantes ont été a la base de plusieurs thérapies
jusqu’au développement des médicaments de synthése au 19%me
2006).

siecle (Djeridane et al.,

Malgré les progrés réalisés dans la synthése de nouveaux médicaments au 20°™
siecle, plus de 25% des médicaments prescrits dans les pays industrialisés sont dérives

directement ou indirectement de plantes (Karou et al., 2005).

Les chercheurs se sont intéressés a 1’activité biologique des composés isolés a
partir des plantes contre des microorganismes pathogénes a cause des résistances

développées par ces derniers contre les antibiotiques (Tepe et al., 2005).

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a
profit dans les industries : alimentaires, cosmétiques et dermo-pharmaceutiques. Parmi
ces composés on retrouve dans une grande mesure les métabolites secondaires qui se

sont surtout illustrés en thérapeutique (Bahorum, 1997).

Les métabolites secondaires dans les plantes médicinales sont responsables de
leurs effets, il s’agit : des huiles essentielles, des alcaloides et des composés phénoliques
(Sacchetti, 2005). Ces composés restent 1’objet de nombreuses recherches in vivo et in
vitro, notamment la recherche de nouveaux constituants naturels tels que les composés

phénoliques auxquels on attribut un pouvoir inhibiteur des microorganismes.

Mentha piperita est une plante médicinale connue pour ses nombreux effets
biologiques divers (Iscan et al., 2002; Moreno et Bello, 2002; Cherrat et Espina,
2014) Et leurs infusions sont largement utilisées dans la tradition algérienne soit comme
herbe a thé ou comme antiseptique, dans le traitement des maladies.

Dans ce contexte s’inscrit cette étude qui consiste a 1’évaluation de I’activité
antimicrobienne des composés phénoliques des extraits de la plante M. piperita qui
appartient a la famille des Lamiacées pour laquelle peu de travaux ont été réaliseés.

Afin de développer ces aspects, nous avons adopté la méthodologie suivante :


https://fr.wikipedia.org/wiki/Lamiaceae

Introduction

Extraction des composés phénoliques a partir de I’espéce M. piperita récoltées.

La détermination de la teneur en polyphénols totaux et en flavonoides des différents extraits
obtenus a partir de la plante de M. piperita.

L’évaluation qualitative et quantitative de I’activité antibactérienne et antifongique des extraits

sur six souches bactériennes (S. aureus, SARM, B. subtilis, P. aeruginosa, E. coli et S.typhi) et
une levure C.albicans.
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I. Phytothérapie et plantes médicinales

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 ces
plantes ont toujours occupé une place importante en médecine, dans la composition des
parfums et dans les préparations culinaires. L’étude des activités biologiques des
extraits de plantes est d’un grand intérét ; en effet, les plantes constituent une source de
substances naturelles ayant un grand potentiel d’application contre les insectes et
d’autres parasites des plantes et du monde animal (Abdelwahed et al., 2007 ;
Bouzouita et al., 2008).

Les plantes de fagon générale et aromatiques en particulier, se caractérisent par
deux types de métabolismes: le métabolisme primaire fournit les constituants de base et
le métabolisme secondaire produit des métabolites en faibles quantités, mais dont les
applications dans différents domaines, en particulier a intéréts pharmaceutique et
cosmétique, voir nutritionnel, sont de la plus grande importance. Les huiles essentielles,
les alcaloides et les composés phénoliques font partie de ce deuxieme groupe de
métabolites (Farah et Abdelhafid, 2008).

Les propriétés médicales des plantes médicinales dépendent de la présence
d’agents bioactifs variés et appartenant a différentes classes chimiques. Elles sont
considérées comme un Vvéritable réservoir de molécules irremplacables (Ouraini et al.,

2005 ; Kumaraswamy et al., 2008).

L’Organisation mondiale de la santé (OMS) définit la médecine traditionnelle
comme une médecine comprenant «diverses pratiques, approches, connaissances et
croyances sanitaires intégrant des médicaments a base de plantes, d’animaux et/ou de
minéraux, des traitements spirituels, des techniques manuelles et exercices, appliqués
seuls ou en association afin de maintenir le bien-étre et traiter, diagnostiquer ou prévenir
la maladie» (Robard, 2004).

I.1. Principes actifs des plantes médicinales
Les metabolites secondaires sont des composés appartenant a des groupes

chimiques extrémement divers. Chacun de ces groupes renferme une trés grande
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diversité de composés qui possédent une trés large gamme d’activité en biologie
humaine (Bruneton, 1999).

IIs représentent généralement moins de 10% des métabolites totaux de la plante,
issus généralement de précurseurs tels que les sucres, 1’acétyle CoA, les nucléotides et

les acides aminés (Kintzios et Barberaki, 2004).

Ce sont des molécules complexes a 1’origine de I’activité¢ thérapeutique des
plantes médicinales (Yarnell, 2007). Ils ne sont pas vitaux pour 1’organisme mais
jouent nécessairement un role important dans le métabolisme interne. lls ont des réles
écologiques: phéromone,... (Thomas, 2009), un r6le dans la défense contre les

herbivores et dans les relations entre les plantes et leur environnement (Gravot, 2008).

I.2. Activités biologiques des plantes médicinales

Les plantes médicinales ont montré a travers plusieurs études des activités
biologiques trés importantes pour 1’organisme, a savoir I’activité antioxydant (Kong et
al., 2010), anti-inflammatoire (Eldeen et al., 2005 ; Ranilla et al., 2010), anti-ulcére
(De Bruyne et al., 1999), anti-cancer (Kong et al., 2010), anti-parasitaire (Atindehou
et al., 2004), anti-fongique (Zhang et al., 2006 ; Naili et al., 2010), anti-virale (Lopez
et al., 2001) et antibactérienne (Basile et al., 1999 ; Cottiglia et al., 2001 ; Kunle et al.,
2003; Khattak et al., 2005; Cushnie et Lamb, 2006; Punitha et al., 2008; Castro-
Vargas et al., 2010 ; Khadri et al., 2010).

1.3. Activité antibactérienne des plantes médicinales

Les plantes peuvent résister a l'attaque des parasites en utilisant plusieurs
mécanismes de défense dont la synthese de composés a activité antimicrobienne,
appelés phytoalexines, qui appartiennent a une large gamme de produits de différentes
classes chimiques incluant; les alcaloides, les huiles essentielles et les composés
phénoliques (Wang et al., 2008).

Les plantes médicinales sont connues pour leur propriété de produire certains
composés chimiques naturellement toxiques pour les bactéries (Basile et al., 1999;
Rauha, 2000). De nombreux chercheurs ont testé I’activité antibactérienne des extraits
de plantes médicinales ainsi que des substances pures d’origine végétale sur de

nombreuses souches bactériennes pathogénes pour I’Homme (Basile et al., 1999;
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Cottiglia et al., 2001 ; Kunle et al., 2003 ; Khattak et al., 2005 ; Cushnie et Lamb,
2006 ; Jimoh et al., 2010).

La plupart des études effectuées pour la mise en évidence ou pour la
confirmation de I’activité antibactérienne des extraits de plantes médicinales ont été
suivie par des études de caractérisation des substances bioactives. On attribue,
généralement, a ’activité antibactérienne de la plante plusieurs principes actifs tel que
les huiles essentielles (Navarro et al., 1996; Tepe et al., 2006), les alcaloides (Cowan,
1999; Pennachio et al., 2005) et les composés phénoliques (Navarro et al.,
1996 ; Cowan, 1999; Rauha, 2000 ; Voravuthikunchai et al., 2005 ; Cushnie et
Lamb, 2006 ; Zhang et al., 2010).

I1. Métabolites secondaires et activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des métabolites secondaires est étroitement liée a la

diversité de leur structure chimique (Orhan et al., 2007).

11.1. Les alcaloides

Le terme d’alcaloide a été introduit par W. Meisner au début du XIXeéme. La
définition admise des alcaloides est celle donnée par Winterstein et Trier en 1910.

Les alcaloides sont un groupe de composés azotés et faiblement basiques issus
principalement des végétaux (Figure 1). De structure moléculaire complexe plus ou
moins doué de propriétés physiologiques prononcées méme a faible dose (Bruneton,
1999; Zenk et Juenger, 2007).

IIs présentent des réactions communes de précipitation. Aprés extraction, ils sont
détectés par des réactions générales de précipitation fondées sur leur capacité de se

combiner avec des métaux.

En raison de leur puissante activiteé biologique, la plupart des alcaloides connus,
environ 12.000, ont été exploités en tant que medicaments, stimulants et comme
poisons. Contrairement a la plupart des autres types de métabolites secondaires, les
nombreuses classes d'alcaloides ont des origines biosynthétiques uniques (Roberts et
Wink, 1999; Stockigt et al., 2002; Ziegler et Facchini, 2008).
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Figure 01. Exemples de structures alcaloidiques (Badiaga, 2011).

11.1.1. Répartition des alcaloides

Les alcaloides sont exceptionnels chez les bactéries (Pseudomonas aeruginosa)
et rares chez les champignons (I’ergot de seigle). Ce sont essentiellement des composés
présents dans les Angiospermes (surtout chez certains familles: Annonacées,
M¢nispermacées, Papavéracées, Fumariacées...); trés répandus chez les dicotylédones
(Guignard, 2000).

Pendant longtemps les alcaloides ont été considérés comme des produits
strictement du métabolisme végétal. En fait des structures alcaloidiques ont été décrites
chez les animaux (les venins de quelques batraciens et de quelques poissons). Cette
répartition des alcaloides est assez parcimonieuse et conduit a certains cas a des

remarques d’ordre chimiotaxonomiques intéressantes (Bruneton, 1999).

11.1.2. Etat naturel, localisation

Dans la cellule végétale, les alcaloides sont dissous dans le suc vacuolaire. Ils se
trouvent tres rarement sous formes libres mais souvent associées & des constituants
cytologiques tels que des acides organiques ou des tanins. A 1’état de sels on les trouve
sous forme de citrates, malates, tartrates, benzoates. ..etc.

Une plante renferme souvent un ensemble d’alcaloides ou 1’'un des composants
est majoritaire. Leur teneur varie de quelques ppm (partie par million: 10°) & plus de
10% (Guignard, 2000).

Les alcaloides peuvent étre localises dans toutes les parties de la plante mais se

retrouvent le plus souvent dans certains organes, comme les organes végétatifs, les

6



Synthése Bibliographique

téguments de la graine, les tissus périphériques, 1’épiderme et couches sous
épidermiques des feuilles... Ils peuvent étre spécifiques de la plante ou de 1’organe

végétatif. Ils s’accumulent généralement dans des emplacements différents de leur lieu

de synthese (Bruneton, 1999; Guignard, 2000).

11.1.3. Réle des alcaloides dans le végétal

La présence de ces composés chez certains végétaux demeure un mystere.
Certains ont voulu voir dans les alcaloides des formes de stockage de 1’azote. D’autres
expliquent leur existence comme protecteurs contre les prédateurs, mais la toxicité des
alcaloides n’est pas la méme pour touts les étres vivants (certains champignons parasites
sont insensibles aux alcaloides). Ils ont été longtemps considérés comme substances de
croissance, ou simplement, des déchets des métabolites. Cette derniére hypothése n’est
pas conforme avec leur localisation ailleurs que dans les feuilles morte et avec leur
diversité structurale, ce qui renforce I’hypothése d’un réle de défense (Yunusove,

1966).

11.1.4. Activité antimicrobienne

Le premier alcaloide utilise dans le domaine médical était la morphine, isolée en
1805 de I’opium «Paver somniferum». Le mot morphine (Figure 02) vient du grec
Morpheus, ce qui signifie ‘le Dieu des réves’. La codéine et I'héroine sont les deux
dérives toxiques de la morphine.

Les alcaloides diterpéniques, communément isolés a partir des plantes de la
famille Ranunculaceae, sont rapportés pour avoir des propriétés antimicrobiennes. Ainsi
que Solamargine, un glycoalcaloide des baies de Solanum khasianum et d’autres
alcaloides qui ont des effets microbicides (y compris contre les espéces de Giardia et

Entamoeba).

N
e
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Figure 02. Structure de la morphine (Dembitsky, 2008).

Plusieurs travaux ont mis en évidence 1’effet antibactérien des alcaloides (EI-
Seedi et al., 2007; Orhan et al., 2007 ; Delso et al., 2010; Yu et al., 2010 ;) ont
rapporté que tous les types d’alcaloide semblent étre plus actifs contre les bactéries
Gram™ que les bactéries Gram®. Une forte activité antibactérienne de la berbérine
(Figure 03) a été rapportée contre Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus,
Salmonella typhi, Enterococcus spp. et Serratia marcescens, montrant une meilleure
activité que la streptomycine a 50ug/ml par la méthode de diffusion sur disque (Orhan
et al., 2007). Par ailleurs, 1’activité antimicrobienne de la berbérine est principalement
attribuée a son pouvoir de se lier a 'ADN (Stermitz et al., 2000; Gomez-Galera et al.,
2007).

9@

OCH3,

CH3z0

berberine

Figure 03. Structure de la berbérine (Stermitz et al., 2000).

11.2. Les huiles essentielles

Les HE, connues aussi sous le nom d'huiles volatiles ou éthérées sont des
mélanges complexes de composants oxygénés et des hydrocarbures de formule générale
(CsHg)  (Burt, 2004; Dembitsky, 2006; Bakkali et al., 2008 ; Batish et al., 2008 ;
Benchaar et al., 2008 ; Bruneton, 2009).

Selon AFNOR : ce sont des produits obtenus soit a partir de matiéres premiéres

naturelles par distillation a I’eau ou a la vapeur d’eau, soit a partir des fruits de Citrus
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par des procédés mécaniques et qui sont séparés de la phase aqueuse par des procédés
physiques (Garnero, 1996).

Ces procédés ne permettent pas d’extraire tous les principes actifs en raison de
leur lourdeur. Ils présentent des inconvénients dus a 1’action de la vapeur ou de I’eau
bouillante, en milieu plus au moins acide, provoquant la formation d’artefacts (huile

essentielle riche en acétates de linalyles (Garnero, 1996).

11.2.1. Synthese et localisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont produites dans le cytoplasme des cellules
sécrétrices et s’accumulent, en général, dans des cellules glandulaires spécialisées,
situées en surface de la cellule et recouverte d’une cuticule. Elles sont alors stockées
dans une cellule transformée en cellule a essence, ou dans des poils glandulaires, des

poches sec rectrices, des canaux sécréteurs voir des papilles (Teucher et al., 2003).

11.2.2. Composition chimique des huiles essentielles

Le nombre de composants isolés au sein des huiles essentielles est d’environ
un millier et il reste beaucoup a découvrir (Belaiche, 1979).

Ces constituants sont surtout des carbures terpéniques et leurs dérivés
d’oxydation (Belaiche, 1979). La diversité remarquable des terpenes, rencontrés chez
les plantes, et de leurs dérivés, et un nouvel exemple des possibilités chimiques de
I’usine végétale (Guignard, 1979, 2000).
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Figure 04. Exemple de structures : (1) Taxane (deterpene) ; (2) Squaléne (Triterpene) ;
(3) Choletérol (stérols) ; (4) Cardénolides (Bruneton, 2009).
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Les propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles ont été démontrées
contre un grand nombre de microorganismes, incluant les bactéries, les protozoaires et

les champignons (Benchaar et al., 2008).

11.2.3. Propriétés antimicrobiennes

Comme pour leur essence, flaveurs et leurs propriétés antiseptiques et
préservatives, les plantes et leurs extraits ont été¢ utilisés par ’homme depuis tres
longtemps (Burt, 2004).
La premiere mise en évidence de 1’action des huiles essentielles contre les bactéries a
été réalisée en 1881 par Delacroix (Boyle, 1955). Depuis, de nombreuses huiles ont été
définies comme antibactériennes. Leur spectre d’action est treés étendu, car elles agissent
contre un large éventail de bactéries, y compris celles qui développent des résistances
aux antibiotiques (Elodie, 2011).

Les activités antimicrobiennes des huiles essentielles ont été démontrées contre
une grande variété de microorganismes, incluant les bactéries Gram positives et les
bactéries Gram négatives. L’activité antimicrobienne des huiles essentielles est attribuée

aux terpenoides et aux composés phénoliques (Burt, 2004; Benchaar et al., 2008).

L’activit¢ des huiles essentielles est souvent assimilée a une activité
bactériostatique. Des études ont montré que certains constituants chimiques des huiles
essentielles ont des propriétés bactéricides (Carson et Riley., 1995; Lambert et al.,
2001; Kunle et al., 2003; Walsh et al., 2003) et fongicides (Hammer et al., 2003).

11.2.4. Mode d’action

Un nombre de théories ont été proposées pour expliquer le mécanisme par lequel
les huiles essentielles exercent leurs activités antimicrobiennes. Les huiles essentielles
comprennent un grand nombre de composés, dont I’activité antimicrobienne n’est
probablement pas due a un mode d’action spécifique mais englobe plusieurs cibles dans
la cellule bactérienne (Figure 05) (Carson et al., 2002; Burt, 2004).

De nombreuses huiles essentielles exercent leur activité antimicrobienne par
interaction avec des processus associés avec la membrane cellulaire bactérienne,
incluant le transport d’électrons, les gradients d’ions, la translocation des protéines, la

phosphorylation et autres réactions enzymatiques (Benchaar et al., 2008).
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Figure 05. Schéma des différents sites d’action des huiles essentielles
(Burt, 2004).

Les huiles essentielles ont une grande affinité avec les lipides membranaires
grace a leur nature hydrophobe. Leurs propriétés antimicrobiennes sont associées a leurs
caracteres lipophiles. Ce mécanisme est une fonction des propriétés lipophiles des
composés constituant cette huile essentielle et du potentiel de leur groupe fonctionnel
(Dorman et Deans, 2000).

Les composés aromatiques exercent leurs effets antimicrobiens sur la
membrane cytoplasmique en altérant sa structure et fonction. Le flux de K + est
habituellement un signe avancé de la désorganisation de la cellule (Walsh et al., 2003).
Et il est souvent suivi du flux des constituants cytoplasmiques y compris I’adénosine
triphosphate (ATP) (Ultee et al., 2002 ).

La perte du caractere différentiel de perméabilité de la membrane
cytoplasmique est fréquemment identifiée comme cause de la mort de la cellule.
Certains chercheurs I’ont exploré, raisonnant que la perte de la fonction membranaire
explique en partie I'activité antimicrobienne (Walsh et al., 2003).

D'autres effets, qui pourraient mener au dysfonctionnement et a la rupture
membranaire incluent la dissipation des deux composés de la force motrice, des protons
dans les cellules (le gradient de pH et le potentiel électrique), soit par changement dans
le transport des ions ou par dépolarisation a travers les changements structurels dans la
membrane; interférence avec le systtme de génération de I'énergie (adénosine
triphosphate) dans la cellule; ou l'inhibition d'enzymes empéchant ainsi I’utilisation des

substrats pour la production d’énergie (Ultee et al., 2002).
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11.3. Les composeés phénoliques

Les composés phénoliques représentent un groupe de composés chimiques
existant a la fois dans les plantes terrestres et dans les macrophytes aquatiques (Toth et
Pavia, 2001; Koivikko et al., 2008).

IIs sont synthétisés au cours du développement normal ainsi qu’en réponse aux
conditions du stress telles que les infections, les blessures entre autres les rayonnements
UV (Naczk et Shahidi, 2004; Naczk et Shahidi, 2006). Ils présentent dans leurs
structures au moins un cycle aromatique lui-méme porteur d’un nombre variable de

fonctions hydroxyles (Hennebelle et al., 2005).

IIs constituent un groupe de produits phytochimiques trés diversifié (Naczk et
Shahidi, 2004; Naczk, 2006), avec plus de 8000 variantes structurelles, allant de
molécules simples, telles que les acides phénoliques a des composés hautement
polymérisés, comme les tannins condensés (Bravo, 1998; Martin et
Andriantsitohaina, 2002; Lugasi et al., 2003; Rahman et al., 2006). Les composés
phénoliques, ne sont pas libres, ils se trouvent généralement sous forme d’esters, liés
aux acides organiques, ou de glycosides, liés aux sucres (Crozier et al., 2006;

Vermerris et Nicholson, 2006).

11.3.1. Structure et classification

Les composés phénoliques sont classés en groupe principal (Tableau 01) qui se
distingue par le nombre d'atomes de carbone constitutifs et la structure du squelette de
base (Robards et al., 1999; Michalak, 2006). Les structures chimiques des principaux

composés phénoliques sont représentées dans le tableau.

Tableau 01. Les différentes classes de composés phénoliques
(Balasundram et al., 2006).

Classe Structure
Phénols simples, benzoquinones C6
Acides hydroxybenzoique C6-C1
Acethophenones, acides phenylacétique C6-C2
Acides hydroxycinnamiques, phenylpropanoides C6-C3

12
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(coumarins, isocoumarins, chromones, chroménes)

Napthoquinones C6-C4
Xanthones C6-C1-C6
Stilbenes, anthraquinones C6-C2-C6
Flavonoides, isoflavonoides C6-C3-C6
Lignanes, neolignanes (C6-C3)2
Biflavonoides (C6-C3-C6)2
Lignines (C6-C3)n
Tannins condensés (proanthocyanidines ou flavolanes) | (C6-C3-C6)n

11.3.2. Principales classes de composes phénoliques
Il existe différentes classes de polyphénols (Tableau 01), notamment : les acides
phénoliques, les flavonoides, les tanins, les stilbénes, les lignanes, les saponines, les
phytostérols ou bien phytostanols. Les plus importants sont: les acides phénols, les
flavonoides et les tanins.
11.3.2.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont subdivisés en deux groupes principaux, les acides
hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques (Bravo, 1998; Balasundram et
al., 2006; Liu, 2007).

Les hydroxybenzoates ont une structure générale de C6-C1 provenant de l'acide
benzoique. La variation dans la structure de chacun des acides hydroxybenzoique réside
dans les hydroxylations et les méthylations des cycles aromatiques (Hakkinen, 2000).
Ils incluent les acides vanillique, syringique, p-hydroxybenzoique et gallique (Bravo,
1998; Balasundram et al., 2006; Liu, 2007).

IIs sont souvent présents sous forme liée, généralement ce sont des composés de
structures complexes comme les lignines et les tannins hydrolysables. Ils peuvent
également dériver des sucres et acides organiques (Liu, 2007).

Les hydroxycinnamates (C6-C3) sont issus de la voie des phénylpropanoides
(Crozier et al., 2006). Les plus courants sont les acides p-coumarique, caféique et
férulique (Bravo, 1998; Balasundram et al., 2006; Crozier et al., 2006; Liu, 2007). lls
sont présents principalement sous forme liée, par des liaisons ester, a des éléments

structuraux de la paroi cellulaire tels que la cellulose, la lignine et les protéines (Liu,
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2007). lls représentent donc l'un des principaux groupes de composés phénoliques

végetaux (Bravo, 1998).
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Figure 06. Structures des composes phénoliques simples.

A) Acide benzoique. B) Acide cinnamique (Fleuriet et al., 2005).

11.3.2.2. Flavonoides

Le terme «flavonoides» est généralement utilisé pour décrire une tres large
gamme de produits naturels (Marais et al., 2006) formés dans les plantes a partir des
acides aminés aromatiques, la phénylalanine et la tyrosine, et du malonate (Pietta,
2000). Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6000 composés (Erlund, 2004)
qui comprennent un squelette de carbone C6-C3-C6, ou plus précisément une fonction
phenylbenzopyrane (Marais et al., 2006).

IIs se composent de deux cycles benzéniques (A et B), qui sont reliés par un

cycle pyrane (C) contenant de 1’oxygene (Figure 07), (Erlund, 2004).

Figure 07. Structure de base des flavonoides
(Heim et al., 2002).

Les flavonoides se retrouvent sous forme d’aglycones, des glycosides et des dérivés
méthylés (Heim, 2002). Leur modification se fait par hydroxylation, methoxylation, O-
glycosylation des groupements hydroxyles ainsi que par C-glycosylation de I'atome de

carbone du squelette flavonoide (Stobiecki et Kachlicki, 2006).
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Les différentes classes de flavonoides different par le degré d'oxydation et les
modéles de substitution dans le cycle C (Pietta, 2000), dans I’emplacement du cycle
aromatique B aux positions C-2 ou C-3 du cycle C (Stobiecki et Kachlicki, 2006). Des
composés de la méme classe different dans le modele de substitution des cycles A et B
(Pietta, 2000; Balasundram et al., 2006). Ces substitutions peuvent impliquer
I’oxygénation, I’alkylation, la glycosylation, 1’acylation et la sulfatation (Balasundram
et al., 2006).

Les flavonoides sont généralement classés en 3-hydroxyflavonoides (flavonols,
anthocyanidines, leucoanthocyanidines, et catéchines) et en 3-désoxyflavonoides
(flavanones et flavones) (Erlund, 2000). Flavones et flavonols sont les composés
flavonoidiques les plus répandus dont notamment: la quercétine, le kaempférol, la

myricétine et I’apigénine (Ghedira, 2005).

flavanone R3

flavanonol | flavonol R

Figure 08. Structures des différentes classes de flavonoides (Gamet-Payrastre et al.,
1999)
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11.3.2.3. Tannins

Le terme « tannins » a été utilisé a l'origine pour décrire des substances végétales
capables de transformer des peaux d’animaux en cuirs (Cowan, 1999; Khanbabaee et
Ree, 2001; Bennick, 2002; Koivikko, 2008; Rahim et Kassim, 2008). Aujourd'hui, le
terme est largement utilisé pour décrire un sous-groupe de composés phénoliques qui
sont produits sous forme de métabolites secondaires, par une multitude d'espéces
veégétales diversifiées. Leur poids moléculaire est de plus de 500 Daltons, ils sont
solubles dans I'eau avec la capacité de précipiter les protéines (Hagerman et al., 1998;
Cowan, 1999; Toth et Pavia, 2001; Bennick, 2002; Koivikko et al., 2005; Koivikko,
2008).

Les tannins sont divisés en deux groupes selon leur nature chimique et leur
structure: les tannins condenses (tannins catéchiques) et hydrolysables (Luthar, 1992 ;
Bennick, 2002 ; Makkar, 2003 ; Frutos et al., 2004 ; Elizondo et al., 2010).

11.3.2.3.1. Tannins hydrolysables

Les tannins hydrolysables sont des esters d’un sucre (généralement le glucose) ou
d’un polyol et d’un acide phénol (Hagerman et Bulter, 1989; Derbel et Ghedira,
2005).

Ces métabolites peuvent se condenser, par oxydation, a d'autres molécules galloyl
hexahydroxydiphenique formant ainsi des polymeres de haut poids moléculaire (Bravo,
1998). Comme leur nom l'indique, ces tannins sont facilement hydrolysés par les
acides, les alcalins, I'eau chaude et par l'action enzymatique, ce qui donne I’alcool
polyhydrique et I'acide phénylcarboxylique (Bravo, 1998; Bennick, 2002). Selon la
nature de ce dernier, les tannins hydrolysables peuvent étre subdivisés en gallotannins,
qui sont dérivées a partir de I'acide gallique, ou ellagitannins, qui sont issus de I’acide
hexahydroxydiphenique (Bravo, 1998; Bennick, 2002; Rahim et Kassim, 2008).

Le plus connu des tannins hydrolysables est 1’acide tannique, qui est un
gallotannin composé d’une molécule de glucose pentagalloyl estérifié avec cinq unités

d’acide gallique (Bravo, 1998).
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Figure 09. Structure de I’acide gallique, de I’acide ellagique et d’un tannin hydrolysable
(gallotannins) (Naczk et Shahidi, 2004 ; Niemetz et Gross, 2005).

11.3.2.3.2. Tannins condensés

Les tannins condensés ou proanthocyanidines sont des oligomeéres ou des
polymeres dont I’unité est un flavan-3-ol (catéchine et épicatéchine). La condensation
oxydative se produit entre le carbone C-4 de I'hétérocycle et les carbones C-6 ou C-8
des unités adjacentes (Bravo, 1998; Khanbabaee et Ree, 2001; Vermerris et
Nicholson, 2006; Rahim et Kassim, 2008).

L’hydrolyse des tannins condensés par chauffage dans l'acide produit des

anthocyanes (Hagerman et Bulter, 1989; Bennick, 2002; Vermerris et Nicholson,

2006). Les tannins condensés les plus fréquemment décrits ont un poids moléculaire
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d'environ 5000 Da, bien que, des polymeres a poids moléculaire supérieur a 30,000 Da
ont été décrits (Bravo, 1998; Bennick, 2002).

OH

Catéchine

Tannins condensés

Figure 10. Structure de la catéchine et d'un tannin condensé (proanthocyanidine)

(Naczk et Shahidi, 2004).

11.3.3. Activités biologiques des composés phénoliques

Plus de 5000 polyphénols sont identifiés, plusieurs d'entre eux possédent un

large spectre de propriétés biologiques (Ullah et Khan, 2008). lls sont décrits comme

étant des antioxydants, anti-agrégants plaquettaires, anti-inflammatoires, anti-

allergiques, anti-thrombotiques, antitumoraux, vasodilatateurs, cardioprotecteurs et

antimicrobiens (Puupponen-Pimia et al., 2001; Balasundram et al., 2006).

Les exemples de quelques composés phénoliques et de leurs activités

biologiques sont présentés dans le (Tableau 2).

Tableau 02. Propriétés biologiques de quelques composés phénoliques in vitro

(Chaouche, 2014).

c. phénoliques

Activités biologiques

Références

Acides phénols

Antiparasitaires, antifongiques, antioxydantes,

antibactériennes, anti-ulcéreuses

Flores et al., 2009 ;
Kim et al., 2010

Coumarines

Analgésiques, anti-inflammatoires, protectrices

vasculaires, antiparasitaires, antioedémateuses,

Ito et al., 2005 ;
Smyth et al., 2009

18




Synthése Bibliographique

anti-tumoral, soins des hémorroides et des

varices.

Flavonoides Antitumorales, anti-carcinogenes, Fiedman et al., 2006 ;
antiparasitaires, antivirales, antibactériennes, Cushnie et al., 2007 ;
antioxydantes,anti-inflammatoires, Batovska et al., 2009
antiallergique,antithrombotique,
antiatherogénique, hypotenseurs, analgésiques,
ostéogenes, diurétique

Anthocyanes Protectrices capillaro- veineux, antioxydant Bruneton et al., 2009

Tanins condensés

Effets stabilisants sur le collagene,
antioxydants, antitumorales, antifongiques,

anti- inflammatoires

Masquelier et al., 1979 ;
Zhou et al.,2011

Tanins galliques et
catéchiques

Antioxydantes, antimicrobiens, antiviraux,

anti-inflammatoire, hypoglycémiants.

Okamura et al., 1993 ;
Kubata et al., 2005

Lignanes

Anti-inflammatoires, analgésiques

Kim et al., 2009

11.3.4. Activité antimicrobienne

Les composés phénoliques sont des précurseurs des polymeres structurels, ils

servent de molécules de signalisation ou fonctionnent comme agents antimicrobiens (les

phytoanticipines et les phytoalexines) (Hammer, 2005).

11.3.5. Mode d’action

Le mode d’action des polyphénols sur les microorganismes peut étre lié a
I'inhibition des enzymes hydrolytiques (protéases et carbohydrolases) ou d'autres
interactions inactivant les adhésines microbiennes, les protéines de 1’enveloppe
cellulaire et des interactions non spécifiques avec des hydrates de carbone, etc (Cowan,
1999; Karou et al., 2005; Mohamed et al., 2009).

11.3.5.1. Acides phénoliques

Les plantes médicinales contenants des acides phénols se sont avérées efficaces
contre les bactéries (Samy et Gopalakrishnakone, 2008). Les acides phénoliques
(acide cinnamique, acide coumarique, acide caféique et acide férulique) ont montré une

bonne activité contre les bactéries Gram™ et seulement une faible activité contre les
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bactéries Gram™ (Escherichia coli et Salmonella enterica) & de forte concentration
(Rodriguez-Vaquero et al., 2007).

L’action des phénols sur les microorganismes est liée au (x) site (s) et au nombre
de groupements hydroxyles. En effet, I’augmentation d’hydroxylation augmente leur
toxicité. En outre, les phénols les plus oxydés sont plus inhibiteurs. Les mécanismes
responsables de leur toxicité comprennent une inhibition d’enzymes par les composés
oxydés, par réaction de groupements sulfhydryles ou par des interactions non
spécifiques avec des protéines (Cowan, 1999).

Les phénylpropanoides developpent leur action contre les bactéries a travers
I'interaction avec la membrane cellulaire, cette activité est due au caractére hydrophobe
des hydrocarbures cycliques, ce qui leur permet d'interagir avec les membranes
cellulaires et de s'accumuler dans la bicouche lipidique des bactéries.

Cette interaction provoque la fluidification de la membrane et son expansion, ce
qui entraine une diminution du gradient ionique transmembranaire (Calsamiglia et al.,
2007).

11.3.5.2. Flavonoides

Les flavonoides sont synthétisés par les plantes en réponse aux infections
microbiennes (Ullah et Khan, 2008). Lopez-Lazaro (2009) a été montré in vitro, que
ce sont des substances antimicrobiennes efficaces contre une large gamme de

microorganismes (Ullah et Khan, 2008).

L’action des flavonoides sur la cellule bactérienne est pléiotropique, c’est a dire
qu’un méme compos¢ peut agir sur différentes cibles. Les flavonoides peuvent cibler la
paroi bactérienne, la membrane cytoplasmique, inhiber la synthése de I’ADN et

interférer avec des voies métaboliques (Cushnie et Lamb, 2005).

Les catéchines s’intercalent entre les phospholipides membranaires et
provoquent une réduction de la fluidité de la membrane, générant une inhibition de
certaines fonctions membranaires (Huber et al., 2003; Blanco et al., 2005; Stapleton
et al., 2006; Stapleton et al., 2007). Ces composés sont aussi connus pour leur capacité
a potentialiser les effets de certains antibiotiques (Blanco et al., 2005). L’EGCg inhibe
la pompe d’efflux de (K") impliquée dans la résistance des souches S. aureus aux

tétracyclines ce qui restaure leur sensibilité. Il peut aussi agir en synergie avec les
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pénicillines et moduler la résistance de Staphylococcus aureus résistants a la
méthicilline (SARM) (Sudano-Roccaro, 2004). Comme il inhibe la pénicillinase

conduisant a la restauration de I'activité de la pénicilline (Taganna et Rivera, 2008).

La synthése de ’ADN peut étre inhibée par certains flavonoides. La quercétine
inhibe la topoisomérase Il (ADN gyrase) d’E. coli en se liant a la sous unité GyrB
(Cushnie et Lamb, 2005). Le site de fixation de I’ATP et de la quercétine est
chevauchant, il en résulte une inhibition de son activit¢ ATPasique. La galangine
(flavonol), un analogue structural de la 4-quinolone semble également avoir la

topoisomérase IV comme cible (Cushnie et Lamb, 2006).

Les flavonoides interférent avec la voie de biosynthése des acides gras, ’'EGCg
inhibe de fagon compétitive les enzymes bactériennes de synthese des acides gras Fab G
et Fab | (bacterial fatty acid synthase) par liaison au site de fixation du cofacteur
NADPH, comme il inhibe aussi le complexe déja forme; le Fab G-NADPH (Zhang et
Rock, 2004).

L’activité antifongique des flavonoides est aussi établie, une étude faite sur
Dianthus caryophyllus a monté I’efficacité de ses flavonoides sur des souches fongiques
(Galeotti et al., 2008).

De nombreux travaux semblent indiquer que les flavonoides possédent des
propriétés anti-virale (Petit et al., 2007). Ils sont capables d’agir au niveau de la
synthese des protéines des virus. Mucsi et Pragai en 1985 ont également montré une
corrélation entre 1’effet inhibiteur de certains flavonoides sur divers virus d’herpes et

leur capacité a augmenter les taux intracellulaires en AMP, dans les cellules infectées.

Des travaux ont mis en évidence I’impact des flavonoides sur le rétrovirus VIH
responsable du syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA), aussi ils se sont avérés
de bons inhibiteurs de transcriptase reverse. Autre étude a montré que, les flavonoides
pouvaient avoir une action plus sélective en interagissant avec une glycoprotéine de
surface du virus VIH, empéchant ainsi la liaison du virus a la cellule hote. Enfin, les

flavonoides seraient susceptibles d’inhiber I’intégrase rétrovirale du virus VIH-1.Cette
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enzyme permet 1’intégration du génome viral a celui de la cellule héte (Mahmood et

al., 1993 ; Fesen et al.,1994).

11.3.5.3. Tannins

Plusieurs travaux ont mis en évidence I’effet antibactérien des extraits de
plantes riches en tannins (Luthar, 1992; Al-Momani et al., 2007 ; Briones-Nagata et
al., 2007 ; Cimolai et Cimolai, 2007 ; Liu et al., 2008; Kim et al., 2010).

Les plantes riches en tannins ont une nature astringente et sont utilisés dans le
traitement des désordres intestinaux tels que les diarrhées et les dysenteries, de ce fait
exhibant une activité antimicrobienne (Sharma et al., 2009). Les tannins hydrolysables
sont plus toxiques que les tannins condenses et leur toxicité est liée a leur taille
moléculaire (Frutos et al., 2004 ; Widsten et al., 2010 ; Okuda, 2005) a démontré
I’effet inhibiteur de plusieurs tannins hydrolysables sur Helicobacter pylori.

La toxicité des tannins pour les microorganismes peut étre liée a leur propriété
astringente qui peut induire une complication avec les enzymes ou les substrats, a leur
action sur les membranes des microorganismes et a leur capacité a complexer les ions

métalliques (Akiyama et al., 2001).

L’intégrité et la fonction de la membrane plasmique peuvent étre affectées par
les tannins, a des concentrations sub-inhibitrices d’acide tannique (Henis et al., 1964).
Funtagawa et al. (2004) ont rapporté 1’effet bactéricide des tannins hydrolysables sur
Helicobacter pylori, di a leur agrégation avec la membrane cytoplasmique. Jones et al.
(1994) ont démontré I’inhibition des protéases de Streptococcus bovis et de Butyrivibrio
fibrisolvens par les tannins condensés, confirmant ainsi 1’action des tannins sur les

enzymes bactériennes.

Plusieurs types de champignons sont inhibés par les tanins .Les champignons
filamenteux comme Aspergillus niger ,Botrytis cinerea ,Chaetomium cupreum
Collectotrichum graminicola, Coniphora olivacea ,Coriolus versicolor, Crinepellis
perniciosa Fomes annosus , Gloeophyllum trabeum, Merulius lacrymans, Penicillium,
Poria monticola Trametes hirsuta et Trichaderma viride sont inhibés par les tanins de
différentes préparations. De méme, différentes levures incluant Saccharomyces

crevisiae sont aussi sensibles aux tanins (Chung et Wei, 2001).
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Les tanins ont aussi rapportés d’inactiver le virus tobacco mosaique, et
poliovirus. L’acide tannique est capable d’inhiber la réplication du virus d’influenza,
Coxsackievirus, echovirus, reovirus, virus d’herpes (Chung et Wei, 2001).

Les tanins ont un autre effet inhibiteur de la réplication virale, ¢’est I’inhibition
de la transcriptase inverse des rétrovirus comme virus (HIV) ; cette inhibition est
influencée par la galloylation, 1’é¢tendue de I’oligomérisation, la différence de la liaison

inter-flavan, la stéréochimie de la fonction 3 hydroxyle (De Bruyne et al., 1999).

L’activité antivirale des tanins est due a la fixation des molécules des tanins a
I’enveloppe protéique du virus ou la membrane de la cellule hote et par conséquent
I’inhibition de 1’adsorption et la pénétration virale ; cependant, dans certains cas la
fixation cause seulement des changements mineurs a la surface virale, la pénétration
reste mais 1’enlévement de I’enveloppe virale est inhibé. Plusieurs types de virus sont
inactivés par les tanins, le virus Herpes simplex (HSV-1, HSV-2) est inhibé par les
tanins hydrolysables et les tanins condensés galloylés de plusieurs extraits des plantes
(De Bruyne et al., 1999).
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I. Matériel végétal
I.1. Présentation de la famille de Lamiacée

Elle comprend prés de 6700 espéces regroupées dans environ 250 genres (Miller
et al., 2006). La région méditerranéenne a été le centre principal pour domestication et
culture de Labiatae (Naghibi et al., 2005).

Un tres grand nombre de genre de cette famille sont des sources riches en
terpénoides, flavonoides, iridiodes glycosylés et composés phénoliques (Naghibi et al.,
2005).

C’est une famille d’une grande importance aussi bien pour son utilisation en
industrie alimentaire et en parfumerie qu’en thérapeutique. Elle est ’'une des famille les
plus utilisées comme source mondiale d’épices et d’extraits a fort pouvoir antioxydant,
anti-inflammatoire, antifongique et antibactérien (Gherman et al., 2000 ; Bouhdid et
al., 2006).

1.2. Espece Mentha piperita

La Menthe poivrée (Mentha piperita) est une plante vivace par son rhizome qui
se propage sous terre ; elle se propage également par stolons. Ses feuilles mesurent de 4
a 10 cm de long, elles sont ovales, vert foncé et se teignent de nuances rougeatres au
soleil et de rouge cuivré a lI'ombre. Elles sont recouvertes de gros poils sécréteurs
arrondis dans lesquels s'accumulent les substances volatiles odorantes.

C’est une plante herbacée de la famille des lamiacées. Elle est issue d’un
croisement entre la menthe aquatique (Mentha aquatica) et la menthe verte (Mentha
spicata) (Shah et D’Mello, 2004). Elle est considérée comme un astringent,
antiseptique, antipyrétique, antispasmodique, antimicrobien,...etc. Elle est surtout
efficace pour soigner les troubles de la digestion tels que nausées et ballonnements, elle
soulage aussi les maux de téte liés & une mauvaise digestion (Sujana et al., 2013).

Selon Quezel et Santa (1963), la classification de la menthe est la suivante:

Régne: Plantae

Sous régne: Plantes vasculaires
Embranchement: Spermaphytes

Sous embranchement: Angiospermes

Classe: Magnoliopsida (Dicotyledones)
Ordre: Lamiales (Labiales)

Famille: Lamiaceae

Tribu: Mentheae

Genre: Mentha
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Figure 11. La menthe poivrée : (A) Feuilles. (B) Fleurs.

Il. Récolte du materiel végétal
% Préparation de la poudre végétale
Cette étude est portée sur les extraits actifs « polyphénols » des feuilles de
Mentha piperita récoltée dans la région de Skikda.
Les parties aeriennes récoltées ont été séchées durant 4 semaines a I’ombre a
température ambiante avant d’étre réduites en poudre a I’aide d’un broyeur. Cette
derniére a été conservée dans un flacon opaque qui sert ultérieurement a 1’extraction des

métabolites secondaires.

I11. Extraction
« Préparation des deux extraits méthanolique et aqueux

L’extrait méthanolique de la plante de Mentha piperita est préparé selon la
méthode de Farzana (1997). C’est une extraction de type solide/liquide (macération)
est utilisée, avec un mélange hydroalcoolique (Méthanol/ Eau distillée) (Méthanol a
70% ; 70:30, V /V).

Une quantité de 128 g de poudre végétale a été introduite dans un erlenmeyer
contenant un mélange hydroalcoolique (méthanol a 70% ; 70:30, v/v). L’ensemble est
laissé pour macération pendant une semaine a température ambiante et subit une
agitation manuelle tout les 24 h. Puis, I’extrait récupéré par filtration (Whattman N°I)
est soumis a une évaporation partielle a 40°C/ 20min.

Le filtrat obtenu est ensuite placé dans des boites de Pétri en verre et mit a I'étuve a
40°C.

L’extrait aqueux de la plante de Mentha piperita est aussi préparé selon la

méme méthode de Farzana (1997).
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140 g de poudre végétale ont été introduits dans un erlenmeyer contenant un
mélange hydroalcoolique (méthanol a 70% ; 70:30, v/v). Et on a procédé de la méme
maniere que pour I’extrait méthanolique. Le filtrat obtenu est ensuite placé pour
évaporation a sec sous vide par un rota vapeur a 40°C/30min. Puis, a été repris dans un
mélange d’éther de pétrole/eau (1:1, V/V) et laissé décanter dans une ampoule a

décanter, la phase organique et aqueuse a été séparée et laissée évaporer dans I’étuve a

40°C.
Les taux d’extraction sont calculés selon la formule décrite par (Owen et Johns,
1999) :

Taux d’extraction (%) = P1/PyX 100

Ou
Po : poids de la poudre avant extraction.

P, : poids de I’extrait sec apres extraction.

Poudre végétale

Extraction méthanolique 70%

- Evaporation sous vide
/

Peser pour calculer le rendement Résidu sec Extrait brut méthanolique
" —_—

Dissolution dans 1’Ether de
pétrole/ eau distillée (1:1,viv) —»

/

Extrait brut aqueux

Figure 12. Schéma récapitulatif du Protocole d’extraction par macération
(Farzana, 1997).
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V. Dosage des composés phénoliques

IV.1. Dosage des phénols totaux

% Principe
Le mélange des acides phosphotungstiques (HsPW1,040) et phosphomolybdiques
(H3PMo012040) du réactif Folin-Ciocalteu est réduit lors de 1’oxydation des composés
phénoliques, en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe (WsOy3) et de molybdene
(MOgO»3), la coloration bleue produite est proportionnelle a la quantité de composés
phénoliques présents dans 1’extrait (Ribereau-Gayon, 1968 ; Bucic-Kojic et al., 2007).

%+ Mode opératoire
Le contenu en phénols totaux des extraits de Mentha piperita est estimé par la
méthode de Folin-Ciocalteu, adoptée par Singleton et al. (1965). Un volume de 0.5ml
d’extrait est ajouté a 2.5ml de réactif de Folin-Ciocalteu apres 5min, 2ml de carbonate
de sodium (Na,COs, 7.5%) sont additionnées au mélange ; (Annexe 1). Apres une
incubation de 30 min a 40°C et a I’obscurité, 1’absorbance est mesurée a 765 nm contre

un blanc sans extrait.

¢ Expression des résultats
La concentration en composés phénoliques totaux est déterminée en se référant a
une équation extraite a partir d’une courbe d’étalonnage obtenue en utilisant 1’acide
galligue comme standard ; (Annexe II). Les résultats sont exprimés en ug EAG/g

d’extrait sec. 0.5ml d’extrait

2ml de Na,COs 7.5% _I_>\/“—'_ 2.5ml de RFC (1/10)/ 5min

40°C/30min

7/
Lecture a
765nm

Figure 13. Schéma récapitulatif du Protocole de dosage des phénols totaux
(Singleton et al.,1965)

27



Matériel et Méthodes

I1VV.2. Dosage des flavonoides

¢ Principe

Les flavonoides sont une classe des composés phénoliques de plantes avec des
propriétés chélatantes significatives (Haenena et al., 2006).

La teneur en flavonoides est estimée par la méthode colorimétrique Queltier
Deleu et al. (2000) In Djeridane et al. (2006). Cette derniére est basée sur la formation
de complexe flavonoides-métaux tel que I’aluminium sous forme de chlorure
d’aluminium (AICl3). La liaison des atomes d’oxygene présents sur les carbones 4 et 5
des flavonoides avec le chlorure d’aluminium forme des complexes jaunatres

(Ribéreau-Gayon, 1968).

¢ Mode opératoire

La méthode du trichlorure d’aluminium est utilisée pour quantifier les flavonoides
dans les différents extraits de la plante Mentha piperita. 1,5ml d'extrait sont mélangés
avec 1,5ml d’une solution de chlorure d'aluminium (AICl3) & 2%; (Annexe 1). Apres
incubation a température ambiante pendant 15min, I'absorbance du mélange est mesurée

a 430nm avec un spectrophotomeétre.

¢ Expression des résultats
La teneur en flavonoides est déterminée en se référant a une équation obtenue a
partir @ une courbe d’étalonnage obtenue en utilisant la quercétine comme standard

(Annexe 11). Elle est exprimée en pug EQ/g d’extrait sec.

1.5ml d’extrait

L 1.5ml de solution méthanolique AICl;

4
4

Lecture
a430nm

Figure 14. Schéma récapitulatif du Protocole de dosage des flavonoides
(Djeridane et al., 2006)
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V. Etude de P’activité antibactérienne des extraits de Mentha piperita
L’étude de cette activité a consisté a tester les effets antibactériens des extraits et

les caractériser par la détermination de leurs concentrations minimales inhibitrices

(CMI) et leurs concentrations minimales bactéricides (CMB). Pour cela, nous avons

utilisé les methodes de diffusion sur disque et de dilution en milieu solide.

V.1. Souches bactériennes
Les tests antibactériens ont été effectués sur des germes couramment
responsables de diverses pathologies (Annexe 1V). Les microorganismes étudiés et

leurs références sont rapportés dans le tableau suivant :

Tableau 03. Tableau représentatif des différentes souches microbiennes testées.

Souches bactériennes Souche fongique
Souche Référence Souche Référence

Bacillus subtillis ATCC 6633
Staphylococcus aureus ATCC 25923

SARM ATCC 43300 Candida albicans | ATCC 1024
Escherichia coli ATCC 25922
Salmonella typhi ATCC 14028
Pseudomonas aeruginosa | ATCC 27853

ATCC: Americain Type Culture Collection ;
SARM: Staphylococcus aureus Résistant a la Méthicilline

V.2. Repiquage des souches bactériennes
Les différentes souches bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries,
puis incubées a I’étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures, afin d’obtenir une culture jeune

et des colonies isolées qui ont servi a préparer 1’inoculum bactérien.

V.3. Standardisation des inocula microbiens
L’activité de tout agent antimicrobien dépend de la densité de la suspension
cellulaire de la souche cible utilisée. La taille de I'inoculum bactérien est un élément

primordial contribuant de fagon essentielle a la qualité des résultats de I'antibiogramme,
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d’ou la nécessité de standardiser 'inoculum bactérien. Ce dernier est préparé, dans de
I’eau physiologique, a partir d’une culture pure de 18h.

Les concentrations bactériennes des inocula sont évaluées par turbidité et sont
exprimées par la mesure de la Densite Optigue (DO a 600 nm) sur un
spectrophotométre. Une DO de 0.08-0.1 correspond & 10°UFC/mll.

La méme technique est utilisée pour Candida albicans. Une densité de 0.12-0.15
correspond & 1-5 * 10°UFC/mI (Haddouchi et al., 2009).

L’activité  antibactérienne des extraits et des différentes fractions
chromatographiques a été évaluée en utilisant la méthode de diffusion sur disque, selon
(Bauer et al., 1966 ; In Alzoreky et Nakahara, 2003).

V.4. Détermination de ’effet antibactérien (Aromatogramme)

L’aromatogramme est basé sur la technique utilisée en bactériologie médicale
appelé antibiogramme (De Billerbeck, 2007 ; Kaloustian et al., 2008).

Le principe de cette méthode repose sur la diffusion du composé antimicrobien
en milieu solide, dans une boite de Pétri, a partir d’un point précis, avec création d’un
gradient de concentration apres un certain temps de contact entre le produit et le
microorganisme.

L’effet de la substance antimicrobienne sur la cible a été évalué par la mesure d’une

zone d’inhibition a l'aide d'un pied a coulisse.

+ Description de la méthode

La gélose Mueller-Hinton (MH) en surfusion, coulée en boites de Pétri sur une
épaisseur de 4mm. Apres solidification, une suspension bactérienne a la concentration
standardisée est ensemencée a 1’aide d’un écouvillon stérile, préalablement trempé dans
cette suspension bactérienne, et déchargé au maximum, sur la totalité de la surface
gélosé en stries serrés.

L’opération a été répétée deux a trois fois, en tournant la boite a chaque fois sans
oublier de faire pivoter 1’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant
I’écouvillon sur la périphérie de la gélose. Des disques de 6mm de diametre, découpés
du papier Wattman n° 03, stérilisés et imprégnés de 20ul de solution d’extraits (Ali-
Emmanuel et al., 2002), afin d’obtenir des concentrations de 1, 50, 100 et 200mg/ml,

ont été déposes stérilement sur la gélose.
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Dans les mémes conditions, des disques imprégnés d’eau distillée sont utilisés
comme témoin négatif et six antibiotiques ont été testés en antibiogramme standard,
Pénicilline (P), Oxacilline (OX), Amoxicilline (AMX), Chloramphénicol (C),
Céfotaxime (CTX), Acide Nalidixique (NA), réputés actifs sur les souches étudiees,
sont utilisés comme témoins positifs. Chaque test a été effectué trois fois. Les boites de
Pétri sont mises au réfrigérateur pendant trois heures pour la pré-diffusion des extraits a
4°C/3h (Bansemir et al., 2006). Des zones d’inhibition autour disques sont mesurées en
millimétres apres incubation a 37°C/24 heures pour les souches bactériennes et la

levure.

V.5. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est la plus faible concentration de la substance antibactérienne inhibant
toute croissance visible aprés un temps d’incubation de 18 a 24h (Martini et Eloff,
1998). Le principe de la méthode consiste a diluer directement la substance
antibactérienne a tester dans le milieu de culture gélosé et a inoculer ce milieu avec les
microorganismes.

En diluant différentes concentrations de la substance antibactérienne a tester, on
peut définir la valeur la plus faible a laquelle la croissance des microorganismes n’est
pas observable, et donc une inhibition de la croissance. Cette méthode permet donc
d’évaluer qualitativement et surtout quantitativement 1’activité antibactérienne d’une

substance.

« Préparation des géloses a différentes concentrations des extraits

Une série de boites de Pétri est coulée par la gélose Mueller Hinton (surfusion a
45°C - 50°C) (Okusa et al., 2007) avec des concentrations d’extrait croissantes allant
de 0,05 a 20 mg/ml. L’ensemencement a été réalisé par spot, a ’aide d’un inoculateur
(micropipette), de 10pl d’un inoculum de 10cellules/ml (soit 10* cellules/spot) (CA-
SFM, 2009), de chacune des souches a la surface de la gélose (Alzoreky et Nakahara,
2003). La lecture des résultats se fait apres 24h d’incubation a 37°C par observation ou
inhibition de la croissance du microorganisme testé par rapport a la croissance sur une
boite témoin sans extrait et les résultats sont exprimes en mg/ml.

La CMI correspond a la premiére concentration ou aucune croissance n’est

observée.
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V.6. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La CMB est la concentration de la substance antibactérienne permettant
d’obtenir, aprés 18 a 24h d’incubation a 37°C, 0,1 % de germes, c’est-a-dire une
bactérie pour 1000 de I’inoculum initial (Rodriguez-Vaquero et al., 2010).

On ensemence dans des tubes contenant du bouillon nutritif la série de boites
commencant a partir de celle qui a déterminée la CMI par dilution en milieu gélosé. La
concentration minimale bactéricide correspond a la plus petite concentration de la
substance antibactérienne pour laquelle aucune sub-croissance n’est observée. La
lecture est faite par comparaison de la croissance bactérienne aprés incubation a 37°C
pendant 18h-24h.

V.7. Etude statistique
Les résultats rapportés sur 1’activité antimicrobienne des extraits de la plante
Mentha piperita sont exprimés par les moyennes plus ou moins les écarts types des

deux mesures par Excel 2007.
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I. Extraction des composés phénoliques

Les procédés d’extraction des composés phénoliques a partir des plantes
médicinales constituent une étape cruciale, car elle est déterminante de la qualité et de la
quantité de principes actifs recherchés, qui refletent directement leurs activités

pharmacologiques.

Considérant la diversité et les propriétés structurales complexes de ces
composés, notamment les composés phénoliques, il est impossible de mettre au point
des méthodes exhaustives pour leur extraction (Vercauteren et al., 1998). Ainsi, les
conditions de l'extraction, a savoir le type du solvant, la taille des particules, 1’état du
matériel végétal (sec ou frais) et les conditions thermiques de l'extraction peuvent
influencer significativement le taux et la nature des composés extraits (Naczk et
Shahidi, 2006 ; Lim et Murtijaya, 2007).

Avant de procéder a I’extraction, nous avons d’abord séché le matériel végétal a
’air libre et a 1’abri de la lumiére comme préconisé, afin d’éviter la dégradation de
certains composés phénoliques sous I’effet des hydrolases qui peuvent exister dans le
matériel végeétal frais. Par la suite, la matiere séche retenue est réduite en poudre fine,
pour augmenter la surface de contact avec le solvant et améliorer le rendement de
I’extraction. Par De-Rijke et al. (2006).

Dans notre travail, nous avons opté pour le méthanol comme solvant
d’extraction, car les solvants alcooliques (éthanol, méthanol) donnent de meilleurs taux

d’extraction et sont hautement sélectifs pour les polyphénols (Sipgno et al., 2007).

L’extraction est réalisée par une seule méthode pour obtenir 1’extrait
méthanolique et 1’extrait aqueux, les taux d’extraction obtenus & partir de la plante de
M. piperita. (Tableau 04) sont exprimés en pourcentage pour chaque extrait a 1’aide de
la formule decrite par Owen et Johns (1999).
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Tableau 04. Taux d’extraction des composés phénoliques des extraits de M. piperita

Extraits Taux (%)
Méthanolique 15,08
Aqueux 12,64

Selon les résultats obtenus, le taux d’extraction le plus important est observé pour
I’extrait méthanolique avec un pourcentage de 15.08 %. Par contre le taux le plus faible
est remarqué avec 1’extrait aqueux (12.64 %).

Différents valeurs ont été observées et ceux selon la méthode d’extraction. Ces
résultats s’expliquent par le fait qu’il n’y a aucun procédé complétement satisfaisant qui
convient a 1’extraction de tous les composés ou a une classe spécifique. Le méthanol,
I’éthanol, 1’acétone, I’eau, quelques autres solvants et leurs combinaisons sont
fréquemment employées (Naczk et Shahidi, 2004 ; Chirinos et al., 2007). De méme
Alothman et al . (2009), ont apporté que I’extraction des composés phénoliques est
influencée par leur solubilité dans le solvant utilisé et la polarité de ce dernier joue un
role dans I’accroissement de la solubilité phénolique.

L’extraction avec le méthanol a 70% a donné un meilleur taux d’extraction, cela
peut s’expliquer par le fait que les solvants alcooliques sont capables d’augmenter la
perméabilité des parois cellulaires en facilitant 1’extraction d’un plus grand nombre de

molécules polaires, de moyenne et de faible polarité (Seidel, 2005).

I1. Dosage des composés phénoliques

Il n’existe aucune méthode permettant de doser de maniere satisfaisante et
simultanée 1’ensemble des composés phénoliques présents dans un extrait végétal brut.
Néanmoins, une estimation peut étre obtenue par différentes méthodes. La méthode de
Folin-Ciocalteu est tres sensible mais malheureusement peu spécifique, car beaucoup de
composés réducteurs non phénoliques peuvent interférer tels que les caroténoides et la

vitamine E (Kahkonen et al., 1999),cependant, elle reste la méthode la plus utilisée.

11.1. Dosage des phénols totaux
Les résultats du dosage des phénols totaux des extraits de feuille de la plante
(Figure 15) révelent des teneurs variables selon Le solvant d’extraction et que 1’extrait

aqueux est le plus riche en composés phénoliques suivi de I’extrait méthanolique. En
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effet les teneurs obtenues sontde 1’ordre de 218,9+0.02 pg EAG/g d’extrait sec,
196+0.005 pg EAG/g d’extrait sec, respectivement.

225

] ]
= ]
w Q

M
=
=]

Concentration
[
[an]
[an]

(ng EAG /g d'extrait)
S

[y
0
wu

[y
0
=]

185 -

T
Extrait gqueux Extraits Extrait méghanolique

Figure 15. Teneurs en phénols totaux des différents extraits des feuilles de M.piperita

11.2. Dosage des flavonoides

La raison principale pour laquelle les flavonoides ont été dosés, réside dans le
fait que ces derniers constituent la classe de polyphénols la plus importante, avec plus
de 5000 composés déja décrits (Gomez-Caravaca et al., 2006).

Les résultats du dosage des flavonoides des différents extraits représentés dans la
(Figure 16) montrent que 1’extraction méthanolique a révélé une valeur faible qui est de
9.23+0.01 pg EQ/g d’extrait sec. Cette valeur est nettement inférieure a celle obtenue

avec I’extrait aqueux qui est de I’ordre de 70,86£0.01 pg EQ/g d’extrait sec.
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Figure 16. Teneurs en flavonoides des différents extraits des feuilles de M.piperita

Les teneurs obtenues en polyphénols totaux de I’extrait méthanolique sont
comparables a ceux apportés lors d’une étude faite par Mariola et al. (2015) sur les
composés phénoliques des extraits des feuilles Mentha piperita (Lamiaceae). En effet
leur étude a montré des teneurs en phénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu
était 179,90+2,30 (mg EAG/ g d’extrait).

Des teneurs en phénols totaux inférieures a celles qu’on a obtenues sont
observées par Sevil et al. (2013) dans des extraits méthanoliques de Mentha piperita
(91.42+0.6 mg EAG/g d’extrait). De méme, des teneurs en phénols totaux de (71.8+5.1
et 55.1+3.6 mg EAG/g d’extrait) pour I’extrait méthanolique et aqueux, respectivement
sont inferieure a nos résultats ; constatée par Nosheen et al. (2015) qui ont travaillé sur

la Mentha piperita par extraction des composés phénoliques par macération.

Une autre étude menée par Mehmet et al. (2016) sur I’extrait méthanolique des
feuilles de Salvia cadmica (Lamiaceae) a montré une teneur en phénols totaux de et en

flavonoides 64.98 umol EAG/ g d’extrait et 12.96 umol ER/g d’extrait, respectivement.
Nos résultats sont supérieurs a ceux observés par Dyab et al. (2015), qui ont

obtenu des teneurs en composés phénoliques totaux de ’extrait aqueux de la menthe

poivrée allant de 90.01+0.123 mg / 100 ml. Ces auteurs ont enregistré des valeurs
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élevées en flavonoides chez cet extrait allant de 105.49+0.130 mg /100ml, cela est en
désaccord avec notre résultat.

Une teneur en flavonoides de 33.5+2 et 37.1+2.5 (mg EQ/g d’extrait) pour
I’extrait méthanolique et aqueux respectivement a été apportée par Nosheen et al.

(2015) lors de leur travail sur des feuilles de Mentha piperita

I11. Activité antimicrobienne
Il a eté rapporté que la méthode de diffusion sur disque et la mesure des CMI
sont les plus utilisées pour I’étude de 1'activité antibactérienne des substances naturelles

des extraits des plantes médicinales (Gulgin et al., 2004 ; VanVuuren, 2008).

111.1. Antibiogrammes

Dans la présente étude, des extraits méthanolique et aqueux de M.piperita sont
testés vis-a-vis de six bactéries et une levure. Les résultats sont exprimés selon trois
niveaux d’activité: Résistant: D<8 mm, intermédiaire: 15 mm>D>8 mm et sensible:
D>15 mm (Bansemir et al., 2006). L’activité antimicrobienne des extraits étudiés est

résumée dans (les tableaux 05-06 et les figures N°17-18-19).

Tableau 05. Activiteé antibactérienne a 1’égard des Gram positif

s g = E\ Diamétre des zones d’inhibition (mm)
5 s 2 -
2 = S % S. aureus SARM B.subtilis
e O &
o 1 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0
>
g =7 50 9,5+0.7 14,5+0.7 0.0+0.0
o
E 5 | 100 15,5+0.7 205+0.7 8.0+0.0
w S
2 | 200 19.0+0.0 22,5+2.1 9,5+0.7
x 1 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0
S 50 10,5+0.7 17521 0.0£0.0
(4]
= 100 14,5+0.7 21+0.0 6,50.7
| .
X 200 18,5+0.7 23,5+0.7 8.0+0.0
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D’aprés les résultats montrés dans le tableau, pratiguement toutes les
concentrations des deux extraits des feuilles ont montré une activité inhibitrice sur
SARM dont la meilleure en terme de diamétre de la zone d’inhibition a été obtenue avec
I’extrait aqueux, (23.5mm) a une concentration de 200mg/ml. Suivi de I’extrait
méthanolique avec des zones d'inhibition allant jusqu'a 22.5mm & la méme
concentration vis-a-vis de la méme souche. Pour ces mémes extraits I’augmentation de
la concentration s’est accompagnée d’une augmentation significative du diametre de la

zone d’inhibition, ce qui correspond a un effet dose dépendant.

L’extrait méthanolique des feuilles de M. piperita exhibe aussi une activité
élevée contre S. aureus, avec une zone d’inhibition de 19mm (a 200mg/ml). Ces mémes
extraits sont moins actifs sur B. subtilis avec des zones d’inhibition inférieures et/ou

égales a 9.5mm aux concentrations testées.

SARM

S. aureus

Figure 17. Activité des extraits des feuilles de M. piperita sur SARM et S. aureus a 1mg/ml, 50mg/ml,
100mg/ml et 200mg/ml. A) Extrait aqueux sur SARM. B) Extrait méthanolique sur SARM. C) Extrait
aqueux sur S. aureus. D) Extrait méthanolique sur S. aureus.

38



Résultats et Discussions

Figure 18. Activité des extraits des feuilles de M. piperita sur B. subtilis. A) Extrait aqueux a 1mg/ml,
50mg/ml, 100mg/ml et 200mg/ml. B) Extrait méthanolique a 1mg/ml, 50mg/ml, 200mg/ml et 200mg/ml.

Tableau 06. Activité anti bactérienne et anti fongique a 1’égard des Gram négatif et C.

albicans
" Diamétre des zones d’inhibition (mm)

‘c:é ‘g é E Bactéries Gram négatif Levure
8 E. coli S. typhi P.aeruginosa C. albicans

1 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0

= E‘ 50 0.0+0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0

::j é 100 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0

£ 200 0.0+0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0

S 1 0.0+0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0

‘g’_ 50 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0

-‘g 100 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0£0.0 0.0£0.0

5 200 7.0+0.0 0.0+0.0 0.0£0.0 0.0£0.0

D’aprés le tableau, on note que les extraits de M. piperita se sont montrés inactif

vis-a-vis des souches bactériennes a Gram négatif et la levure C. albicans aux

concentrations testées.
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E. coli

P. aeruginosa

S. typhi

C. albicans

Figure 19. Activité des extraits (aqueux et méthanolique) des feuilles de M. piperita sur E. coli,
P. aeruginosa, S. typhi et C. albicans & 1mg/ml, 50mg/ml, 100mg/ml et 200mg/ml.

40



Résultats et Discussions

111.2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices et bactéricides
(CMI/CMB)

Tableau 07. Concentrations minimales inhibitrices et bactéricides des extraits de

M. piperita (aqueux et méthanolique) étudiées sur les souches bactériennes testées.

CMI/CMB (mg/ml)
Extrait de M. . .
.. SARM S. aureus B. subtilis E. coli
piperita
Extrait
méthanolique 8/10 9/10 10/12 16/16
Extrait aqueux
8/10 9/10 12/12 >20/>20

On note d’apres le tableau 07 que les meilleures activités antibactériennes des
extraits méthanolique et aqueux sont exercees vis-a-vis de SARM et de S. aureus. Ces
extraits se sont montrés plus actif par des valeurs CMI et CMB respectivement de 8 et
10 mg/ml vis-a-vis de SARM et de 9 et 10 mg/ml vis-a-vis de S. aureus. L’extrait
méthanolique expose des valeurs CMI égales a celles des CMB (16 mg/ml) a ’égard
d’E. coli. Ainsi que I’extrait aqueux CMI=CMB=12mg/ml a 1’égard de B. subtilis.
L’extrait méthanolique et aqueux possedent des effets inhibiteurs bactéricides a
12mg/ml et exhibent des effets inhibiteurs bactériostatiques a 10 mg/ml et 12mg/ml,
respectivement vis-a-vis de B. subtilis. Quant a E.coli, il y’a un effet inhibiteur plus au
moins important pour les deux extraits surtout 1’extrait aqueux qui présente une absence

d’effet inhibiteur et ceci jusqu’a une concentration de 20mg/ml.

111.3. Sensibilité aux antibiotiques (témoins positifs)

Les résultats illustrés dans le tableau 08 indiquent que les antibiotiques utilisés
sont presque tous actifs contre les souches bactériennes testées. On remarque que les
meilleures zones d’inhibition sont développées par la pénicilline (48mm), suivi de la
céfotaxime (40mm) a 1’égard de S. aureus et E. coli, respectivement. Des résultats
similaires ont été rapportés par de nombreux auteurs montrant la sensibilité de S. aureus
vis-a-vis NA, AMX, P et C (Elazhari et al., 2010; Selvamohan et al., 2012; Bacheer
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et al., 2013) et de E. coli vis-a-vis de CTX, NA, C et AMX (Elazhari et al., 2010 ;
Fabre et al., 2010).

Parmi les antibiotiques testés, seul la céfotaxime et le chloramphénicol ainsi que
I’acide nalidixique ont été plus au moins actifs contre P. aeruginosa avec des diameétres
de zone d’inhibition de 24, 15 et 8mm, respectivement. Ce qui prouve la résistance de
celle-ci. Par contre, la souche fongique C. albicans s’est révélé la plus résistante aux

antibiotiques testés.

Tableau 08. Activité antibactérienne des antibiotiques vis-a-vis des souches étudiées.

o Diameétre des zones d’inhibition (mm)

Q 2
§ :'c—é Bactéries Gram positif Bactéries Gram négatif Levure
? g SARM | S.aureus | B.subtilis E. coli S. typhi P.aeruginosa | C. albicans
P 0.0+0.0 | 48+0.0 34+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
@ ox | 0.0+0.0 | 16%0.0 14+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
Cé)’ AmMX | 0.0+£0.0 | 0.0£0.0 28+0.0 17+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
% crx | 8.0+0.0 | 0.0£0.0 28+0.0 40+0.0 22+0.0 24+0.0 0.0+0.0
% c 34+0.0 | 34+0.0 34+0.0 38+0.0 30+0.0 15+0.0 0.0+0.0
NA 16+0.0 | 16%0.0 24+0.0 30+0.0 34+0.0 8.0+0.0 0.0+0.0

Pénicilline:(P); Oxacilline:(OX); Amoxicilline:(AMX); Céfotaxime:(CTX); Chloramphénicol:(C); Acide Nalidixique:(NA).

Les résultats obtenus concernant la résistance des bactéries Gram négatif (S.
typhi et P. aeruginosa) avec des diamétres d’inhibitions faibles méme nulles avec la
plus part des antibiotiques testés, s’explique par le fait que les bacilles & Gram négatif
notamment, les entérobactéries et Pseudomonas aeruginosa sont naturellement
résistants aux antibiotiques hydrophobes et/ou de masse moléculaire élevée (pénicilline
G, 45 pénicilline M, macrolides, rifampicine, acide fusidique, novobiocine,
vancomycine) car ces antibiotiques ne peuvent traverser la membrane externe de la
paroi (Pina et al., 2000). De plus, la modification des porines est le mécanisme
principale de la résistance acquise aux béta-lactamines, aux quinolones, au

chloramphenicol, aux sulfamides, au triméthoprime et aux tétracyclines chez
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Escherichia coli, les Enterobacter spp, Serratia spp, Klebsiella spp et Pseudomonas
aeruginosa (Pleisiat et Zhha-Zarifi, 1996; Fauchére et Avril, 2002).

Antibiotiques

(P), (OX), (AMX), (CTX), (C) et (NA)

Bactéries Gram positif

S. aureus

Cette bactérie
montre une grande
sensibilité a tous les

antibiotiques utilisés.

SARM

elle montre une tres
grande sensibilité au
C, et moyennement
aux NA, OX, P et
CTX et une tres
faible sensibilité¢ a
AMX.

B. subtilis

Cette bactérie est tres
sensible vis-a-vis du
C, P, CTX et AMX;
moyennement a NA
et faiblement & OX.
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Bactéries Gram négatif

P.aeruginosa

Cette bactérie est la
plus résistante aux
antibiotiques testés,
avec une faible
sensibilité  vis-a-vis
de NA, C, et CTX

E. coli

Elle présente une
sensibilité a NA, C,
CTX et AMX et une
résistance  vis-a-vis
de la P et OX.

S. typhi

Il ya une résistance
aux P, OX, AMX
mais une sensibilité
au C, NAetCTX.

Levure

C. albicans

Cette levure est
résistante a tous les

antibiotiques testés.

Figure 20. Activité des antibiotiques sur S. aureus, SARM, B. subtilis,

P. aeruginosa, E. coli, S. typhi et C.albicans
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Plusieurs travaux ont démontré I’activité antimicrobienne des extraits de M.
piperita (Betoni et al., 2006; Chen et Blumberg, 2008). Dans cette étude, les extraits
méthanolique et aqueux de M. piperita exercent des activités antibactériennes. Ces
activités pourraient étre attribuées aux composés phénoliques et résultent probablement de
I’action d’un ou de plusieurs composés avec un large spectre d’activité ou bien d’un effet
synergique entre ces composés. Cette activité pourrait aussi refléter la variabilité des

métabolites secondaires de la plante étudiée.

D’aprés ces résultats on constate que les bactéries Gram+ et Gram- ont présentés
des comportements différents vis-a-vis des extraits des feuilles de la plante étudiée.
Dailleurs, les deux extraits de M.piperita semblent étre plus actifs contre les Gram™ que
les Gram’. Cette différence observée peut étre attribuée a une différence au niveau de la
structure existante entre ces deux grands groupes de bactéries (Masika et Afolayane,
2002).

L’effet inhibiteur le plus élevé est obtenu par I’extrait aqueux des feuilles de M.
piperita était contre SARM. Rangasamy et al. (2007) ont rapporté que le pouvoir
antibactérien de la plupart des extraits des plantes médicinales analysées réside dans
I'extractant le plus polaire. Cet extrait, bien qu'il soit relativement pauvre en flavonoides,
exprime une activité antibactérienne assez importante. Ceci pourrait étre lié a la présence
de composés dont la nature permet une activité antibactérienne élevée, malgré leurs faibles
taux et/ou a la présence d’autres types de molécules, a savoir les acides phénols et les
tannins, voir méme a la présence des unités oligomériques des tannins, connus pour leur
effet antibactérien (Navarro et al., 1996; Dall’Agnol et al., 2003; Taguri et al., 2006).

Les extraits de feuilles ont été efficaces vis-a-vis des Gram®, avec une activité
importante contre SARM et S. aureus, ce qui peut étre liée a l'action des composés
antibiotiques ou a la présence des toxines métaboliques (Duraipandiyan et al., 2006 ;
Salama et Marraiki, 2010). Ces extraits n’ont démontré aucune activité contre P.
aeruginosa, E. coli et S. typhi et la levure C. albicans. Ces souches possedent un potentiel
de résistance trés élevé contre 1’action antibactérienne de ces extraits. Rudi et al. (2011),
expliquent ce phénomeéne, en considérant que les microorganismes a Gram-négatif sont
généralement plus résistants aux agents antimicrobiens que les bactéries Gram-positives.

Cela a été longtemps expliqué par la présence d’une membrane externe chez ces bactéries,
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ce qui limite 1’accés des agents antimicrobiens a leurs cibles dans les cellules bactériennes

(Ali-Shtayeh et Yaghmour, 1998; Basli et al., 2012).

De méme Goyal et al. (2010) ont considéré que la présence de la couche
lipopolysaccharide (LPS) dans la paroi des bactéries Gram négatif, rend la cellule
imperméable et empéche I’entrée des molécules étrangeres. Toutefois, la paroi cellulaire
des bactéries Gram positif n’a que le peptidoglycane. Ce qui facilite le passage des
molécules a I’intérieur de la cellule et cela explique la sensibilité de ces bactéries.

Le LPS, grace a ses charges négatives de surface, empéche la diffusion des molécules
hydrophobes, et les protéines excluent le passage des molécules hydrophiles de poids
moléculaire élevé. Alors que les bactéries Gram (+) sont moins protégées contre les agents
antibactériens, le peptidoglycane n’entrave que la diffusion des molécules supérieures a

plus de 50 000 D (Hogan et Kolter, 2002).

A cet effet, la résistance des bactéries Gram négatif n’est pas surprenante, elle est
en relation avec la nature de sa membrane externe (imperméable a la plupart des agents
biocides) (Faucher et Avril, 2002; Iscan et al., 2002). Aussi I’activité biologique des
plantes médicinales peut étre liee a leur capacité a inactiver les adhésines bactériennes et

de ce fait perturbé les récepteurs de surface bactérienne (Brantner et al., 1996).

Une fréquence ¢levée de I’activité, a I’égard des Gram positif, est observée dans
notre étude, ces résultats concordent avec ceux des études effectuées par Leila et al.
(2015), portant sur I’évaluation de I’activité antibactérienne de 1’extrait méthanolique de
M. piperita. Aussi, une autre étude réalisée par Barchan et al. (2015) sur I’effet
antibactérien et antibiofilm de trois especes de menthe a montré que la plupart des souches
Gram (+) sont plus sensibles vis-a-vis des différents extraits avec des diametres supérieures
a 10 mm dans la plupart des cas. De méme, les travaux de Tadesse et Gulliksen (2008)
ont révélé que 29 % des extraits aqueux testés ont montré une forte activité contre les
bactéries Gram (+) alors que seulement 13 % des extraits étaient actifs contre les souches
Gram (-).

Un résultat semblable a été constaté par Sachinkumar et al. (2016) lors de leurs

études de ’activité antibactérienne de 1’extrait aqueux de M. piperita qui a exercé un effet
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inhibiteur contre S.aureus mais aucun effet contre S.typhi. Ces résultats ont confirmé la

présence de composés actifs dans les extraits de cette plante.

Ces résultats different de ceux de Preeti dixit (2013), qui a trouvé que les extraits
aqueux et méthanolique des feuilles de M. piperita présentent une activité antibactérienne
aussi bien sur Gram positif (S. aureus) et les Gram négatif (E. coli et P.aeruginosa), avec
des diamétres de zones d’inhibition presque similaires pour les deux extraits mais avec une
sensibilité plus marquée chez E. coli avec I’extrait méthanolique. De méme, ces résultats
ne concordent pas avec ceux des études effectuées par Pramila et al. (2012) sur le
potentiel de I’activité antimicrobienne de I’extrait méthanolique des feuilles de M. piperita
qui ont trouvé que toutes les souches bactériennes (Gram positif et négatif) et fongiques

testées étaient sensibles a cet extrait mais avec un degré de sensibilité différent.

Deans et Baratta (1998) ont montré que les composés des extraits des feuilles de
M. piperita possedent une activité antimicrobienne puissante et suggérant que ses extraits
devraient contenir des principes actifs efficaces responsables de I'élimination des agents

pathogenes bactériens.

Il est également probable que ces résultats observés soient dus a une différence
d’affinité avec les cibles bactériennes. Yoda et al. (2004) ont rapporté que la propriété
d’agglutination de 'EGCg aux porines et sa faible affinité avec LPS affectent largement sa
perméabilité, limitant ainsi son agglutination au peptidoglycane réduisant la susceptibilité
des Gram™ a I'EGCg.

Il est probable que la résistance observée soit due a un catabolisme spécifique.
Ogueke et al. (2007) ont rapporté que l'incapacité de I’extrait éthanolique d’Euphorbia
hirta a inhiber Salmonella typhi peut étre due a la présence d’un mécanisme de
détoxification des principes actifs de I'extrait. De méme, il existe des microorganismes
capables de tolérer et méme de métaboliser les acides hydroxycinnamiques par réduction

de leur chaine latérale (Rodriguez-Vaquero et al., 2007).

Min et al. (2008) ont rapporté dans une étude détaillée sur la dégradation du
gallotannin par les bactéries aérobies, et quinze isolats bactériens appartenant aux genres

Klebsiella, Bacillus et Staphylococcus utilisant le gallotannin comme unique source de
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carbone. Trois acides cinnamiques (acide coumarique, acide caféique et acide férulique)
ont été rapportés pour étre métabolisé par des souches de Lactobacillus plantarum
(Landete et al., 2008).

Hironori et al. (1996) ont rapporté sur une étude comparative de 1’activité
antimicrobienne de flavonones substitués isolés a partir de légumineuses contre le SARM,
que la relation structure-activité a indiqué que 2', 4' ou 2', 6'-dihydroxylation du cycle B et
5,7- dihydroxylation du cycle dans la structure de flavanone sont importantes pour une
activité significative anti-SARM et que la substitution par un groupe aliphatique en
position 6 ou 8 améliore également I'activité. Parmi les treize flavonoides testés,
flavanones tétrahydroxy répondant a ces caractéristiques structurales isolées de Sophora
exigua et Echinosophora koreensis ont montré une activité intense pour inhiber la

croissance de toutes les souches de SARM.
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Conclusion

Dans la présente étude nous nous sommes intéressés a 1’évaluation de 1’activité
antimicrobienne des extraits bruts (meéthanolique et aqueux) des feuilles d’une plante

médicinale largement utilisée en médecine traditionnelle « Mentha piperitax.

Les résultats des teneurs des extraits en phénols totaux et en flavonoides ont montré
que I’extrait aqueux est le plus riche (218,9+ 0.02 pg EAG/g d’extrait sec et 70,86 + 0.01
Hug EQ/g d’extrait sec, respectivement) tandis que 1’extrait méthanolique en est le plus
pauvre (196 + 0.005 pg EAG/g d’extrait sec et 9.23 pg EQ/g d’extrait sec).

L’étude de Dactivité antimicrobienne, des extraits de M. piperita a différentes
concentrations contre les souches testées (S. aureus, SARM, B. subtilis, P. aeruginosa, E.
coli, S.typhi et C.albicans) ont révélé que I’extrait aqueux des feuilles posséde un effet
inhibiteur trés intéressant vis-a-vis de SARM en raison de sa teneur en COmMPOSES
phénoliques. D'autre part, ces extraits ont manifesté aussi des effets relativement
importants, notamment contre S. aureus. Par contre, aucune activité n'a été détermineée vis-

a-vis des autres souches Gram négatif et la levure C.albicans.

En ce qui concerne, I’évaluation quantitative de cette activité par la détermination
des CMI et CMB, montre que SARM est I’espece la plus sensible vis-a-vis les extraits

aqueux et méthanolique des feuilles avec des valeurs de CMI/CMB=8/10mg/ml.

L’évaluation qualitative et quantitative des antibiotiques ont montré que la
pénicilline est la plus actif avec un diameétre de la zone d’inhibition le plus important sur

S. aureus (48mm).

Cette étude a révélé un grand potentiel thérapeutique de cette plante, ce qui peut
contribuer a 1’élargissement de 1’arsenal des plantes douées de propriétés antimicrobiennes.
Toutefois, ce travail reste préliminaire et d’autres approches et études sont souhaitables

afin de I’approfondir, a savoir :

Etude des activités antimicrobiennes de ces composés sur d’autres souches microbiennes.
Etude des autres activités biologiques des polyphénols.
Une analyse par HPLC permettra de connaitre la composition chimique ainsi que les

principes actifs de cette plante.
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e Effectuer une étude comparative de la composition chimique et des effets antimicrobiens
des composés phénoliques.

o Vérification de la toxicité des extraits de cette plante dans des modeles in vivo.
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Annexe |

Préparation des solutions de dosages

Carbonate de sodium (Na, COj3 . 7.5%)

N2 O3 ettt e 7.5g
Bau diStill€e. ... .voinii e 100ml
Chlorure d’aluminium (AICl3, 2%)

A|C|3 ................................................................................................... 2g
BaU diStille. . ..o oneie e 100ml
Réactif de Folin-Ciocalteu (dilué a 1/10)

Réactif de FOlIN-CIocalteu. .........ooiiiiii e Iml

Bau diStIILEe. . .ottt e e e



Annexe Il

Equation extraite a partir des courbes d’étalonnage utilisées pour le
calcul des taux de phénols totaux et flavonoides.

e Equation de la courbe d’étalonnage avec la quercétine pour le dosage des
flavonoides :

Y=0,0604x

e Equation de la courbe d’étalonnage avec I’acide gallique pour le dosage des
phénols totaux :

Y=0,0201x



Annexe |11
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Figure. Voies de biosynthese des différentes classes de composés phénoliques.
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Annexe IV

-

Tableau. Les caracteres des souches microbiennes testées et leurs pathologies

Famille

Caracteres

généraux

Sensibilité au

antibiotiques

Pouvoir pathogene

Staphylococcus ~ Staphylococcaceae Cocci Gram - Résistantesaux  -Les septicémies et les |
aureus positif pénicillines G et A endocardites
- température mais sensibles aux -Les manifestations
optimal a 37°C. pénicillines M digestives
SARM Staphylococcaceae -Cocci Gram positif  Résistante  a la Les septicémies et les
méthicilline endocardites
Bacillus Bacillaceae -Bacille Gram Sensible Maladie du charbon
subtilus positif
Escherichia Enterobacteriaceae - Bacille Gram Sensible -Infection intestinale et
coli négatif urinaire
- température - Infection néonatale
optimal a 37°C
Pseudomonas Pseudomonadaceae -Bacille Gram  Multiresistante -Infection urinaire
aeruginosa négatif -infection cutanée
-température
optimale a 30/43°C
Salmonella Enterobacteriaceae -Bacille Gram Sensible & quelques La fiévre typhoide,
typhi négatif antibiotiques la fiévre
paratyphoide et
la salmonellose
Candida Saccharomycetaceae  -Levure Plus résistante Candidose
albicans microscopique



https://fr.wikipedia.org/wiki/Fi%C3%A8vre_typho%C3%AFde
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fi%C3%A8vre_paratypho%C3%AFde
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fi%C3%A8vre_paratypho%C3%AFde
https://fr.wikipedia.org/wiki/Salmonellose
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Saccharomycetaceae&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Saccharomycetaceae&action=edit&redlink=1

Annexe V

Composition des milieux de cultures (pour 1 litre d’eau distillée)

Mueller-Hinton (Senouci Bereksi et Abdelouahid, 2010)

Infusion de viande de boeuf..........ooiiiiiii i 300g

Hydrolysat de Cas€ine..........ooviiiiiiiiiii i e e 17.5g
ANIAON. L. e s 1.5¢
N 15.0g

pH finale 7.5 (environ).

Préparation
Dissoudre 38g de poudre Mueller-Hinton dans un litre d’cau distillée. Autoclaver & 121°C
pendant 15min.

Bouillon Nutritif (Journal Officiel, 2005)

Macération de viande (eau distillée + extrait de viande)...............cooviiiiiiiiiiinnenn... 1L
P PtONe LY PSIQUE. .. vttt ettt ettt et e et e e e et 15¢
NACLOU KClL. .o e S5g
pH 7.2-7.4

Préparation
28g de la poudre dans 1L d’eau distillée, puis faire I’agitation. Apres la stérilisation dans

I’autoclave a 115°C pendant 20min.

Eau Physiologique

Bau diStille. . ..ot e e 1L

Préparation
Dissoudre 9g de NaCl dans un litre d’eau distillée. Autoclaver a 120" C pendant 20min.



Résumé

Cette étude a porté sur ’activité antimicrobienne des extraits des feuilles de Mentha piperita. Les différents extraits
(méthanolique et aqueux) ont été analysés pour leurs teneurs en composés phénoliques ainsi que pour leur activité antimicrobienne.
Cette derniére a été réalisée par la méthode de diffusion sur gélose contre trois souches Gram* (Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) ATCC 43300 et Bacillus subtilis ATCC6633) et trois souches Gram’
(Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922 et Salmonella typhi ATCC 14028) et une levure (C. albicans
ATCC 1024). D’autre part, la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB) des extraits
actifs ont été déterminées par la méthode de dilution en milieu solide.

Les résultats indiquent que les extraits de feuilles sont riches en polyphénols. D'autre part, les tests antimicrobiens ont
montré des activités variables selon la souche bactérienne et la nature de ’extrait (méthanolique ou aqueux). SARM était I’espéce la
plus sensible, puisque sa croissance a été inhibée par les deux extraits avec le diamétre le plus large de 23.5mm, alors que les
bactéries Gram négatif et la levure C. albicans étaient les plus résistantes.

Les résultats de la CMI et de la CMB des extraits actifs ont montré que les deux extraits aqueux et méthanolique des feuilles
ont été plus actifs a ’égard de SARM (CMI: 8mg/ml; CMB: 10mg/ml). Les dosages de phénols totaux et flavonoides suggérent que
cette activité antibactérienne est attribuée principalement a la richesse de cette plante en composés phénoliques. Ces résultats
préliminaires pourraient permettre de justifier I'usage de cette plante dans le traitement de certaines affections d’origine bactérienne et
que ses composés phénoliques pourraient étre exploités a des fins thérapeutiques, notamment antibactériennes.

Mots clés

Activité antimicrobienne, Mentha piperita, composés phénoliques, CMI et CMB.

Abstract

This study focused on the antimicrobial activity of extracts of leaves of Mentha piperita. Various extracts (methanolic and
aqueous) were analysed for their phenolic content and antimicrobial activity. This was done by the method of diffusion against three
Gram* (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Methicillin-resistant staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300 and Bacillus subtilis
ATCC6633) and three Gram™ (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922 et Salmonella typhi ATCC
14028) strains and yeast (C. albicans ATCC 1024). On the other hand, the minimum inhibitory concentration (MIC) and the
minimum bactericidal concentration (MBC) of active extracts; were determined by using the dilution method on solid medium.

The results indicate that the leaves extracts are rich in polyphénols. On the other side, the Antimicrobial tests exhibited
different activities depending on the strain used and the nature of the extract (methanol or aqueous). MRSA was the most sensitive
since its growth was inhibited by both extracts with the widest diameter of 23.5mm, whereas Gram-negative bacteria and the yeast C.
albicans were the most resistant.

The results of the MIC and the MBC of active extracts showed that the both extract methanolic and aqueous of leaves
showed the best activity against SARM (MIC: 8mg/ml; MBC: 10mg/ml). Determination of total phenols and flavonoids suggested that
the antibacterial activity is attributed mainly to the richness of this plant in phenolic compounds. These preliminary results may justify
the use of this plant in the treatment of certain bacterial diseases and that phenolic compounds may be exploited for therapeutic
purposes, especially antibacterial.

Key words

Antimicrobial activity, Mentha piperita, phenolic compounds, MIC and MBC.
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