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Introduction générale

Les plantes médicinales sont utilisées depuis longtemps comme remede contre
plusieurs maladies, elles constituent une source naturelle de molécules chimiques telles que
les métabolites secondaires. Ces molécules qui ont des intéréts multiples mis a profit dans
I’industrie alimentaire, en cosmétologie et en pharmacie.

Environ 35 000 espéces des plantes sont employées dans le monde a des fins
médicinales, ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres humains
(Elgaj et al., 2007). L’ Afrique dispose d’une diversité importante des plantes médicinales,
qui constituent des ressources précieuses pour la grande majorité des populations rurales, ou
plus de 80% de cette population s’en sert pour leurs besoins de santé (Dibong et al., 2011).

L’Algérie, pays connu par ces ressources naturelles, on compte environ 3000 especes
des plantes dont 5% endémique, appartenant a plusieurs familles botaniques (Ozenda, 1977).
Elle possede une richesse floristique considérable, ce potentiel des plantes médicinales
comporte des milliers d’especes présentant divers intérét et constituent un axe de recherche
scientifique et plus particulierement dans le domaine des substances naturelles (Delille, 2007).
Parmi cette végétation, on trouve les plantes aromatiques utilisées pour I’aromatisation des
aliments, les arts culinaires et les vertus medicinales.

La menthe vert (Mentha spicata L.) est une plante médicinale et aromatiques,
appartenant a la famille de lamiacée, est largement répandue dans le monde, elle utilise en
médecine traditionnelle parce qu’elle trés riche en poly-phénols surtout les huiles essentielles,
qui avoir beaucoup d’intérét comme source potentielle des molécules naturelles bioactives.

L’objectif de ce travail est de déterminer les métabolites secondaires les plus
répandues d’espéce Mentha spicata L. et I’évaluation de I’activité antimicrobienne, des
composés phénoliques des extraits (éthanol et aqueux) de cette plante, sur les souches
Staphylocaccus aureus et Escherichia coli. Notre travail est subdivisé en deux parties:

%+ La premiéere partie comporte la synthése bibliographique, elle contient trois Chapitre:

-Etude botanique.

-Métabolismes secondaires chez les plantes.

- Activité biologique.

% La deuxiéme partie comporte I’étude expérimentale, contient deux chapitres:

-Matériels et méthodes: on a réalisé I’étude phytochimique et I’activité antibactérienne

de Mentha spicata L.

-Résultats et discussion: qui contient les résultats obtenus et les discussions.

On a terminer par une conclusion qui a résumé notre travaille.
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Chapitre I Etude botanique

I.1. Plantes médicinales et aromatiques
1.1.1. Généralité

Les plantes médicinales et aromatiques constituent une source inexhaustible des
substances biologiquement actives. Dans la majorité des pays du sud, ces plantes constituent
une composante fondamentale dans les secteurs de santé et d’agro-alimentaire. L’obtention de
phyto-médicaments a été orientée vers le développement de la recherche sur les plantes
médicinales (Chikhoune, 2007).

Ces derniers utilisés par I'hnomme depuis prés de 7 000 ans dans un but thérapeutique.
Environ 35 000 espéeces des plantes sont employees a I'échelle mondiale a des fins
médicinales, ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres humains
(Hordé, 2014). Malgré I’influence de développement des médecine moderne, les plantes
médicinales continuent de besoin important dans les remedes (Elgaj et al., 2007), par
exemple: I’ail, le gingembre, la menthe, le thym, la sauge, le fenugrec, et I’origan sont utilisés
comme antiseptiques, anti-inflammatoires, antiparasitaires et pour la stimulation de la
digestion et le traitement de plusieurs maladies gastro-intestinales (Tipu et al., 2006; Viegi et
al., 2003).

Gréace a la richesse en molécules actives, les plantes médicinales jouent un réle
multiple mis a profit dans I’industrie, alimentation, cosmétologie et en dermopharmacie.
Parmi ces molécules, on retrouve, coumarines, alcaloides, acides phénoliques, tanins,

lignanes, terpénes et flavonoide etc... (Bahorun, 1997).
1.1.2. Définition des plantes médicinales

Les plantes médicinales sont des plantes qui renferme des propriétés particulieres
bénéfiques, utiliser pour conserver la santé humaine (Dutertre, 2011), et posséde au moins

une partie constitue des substances médicamenteuses (Omar et Hikal, 1993).
1.1.3. Définition des plantes aromatiques

Les plantes aromatiques sont des plantes qui contiennent des huiles essentielles a forts
odorant, et utilisée dans les domaines thérapeutiques comme le jasmin, la menthe, I’origan et
le thym...etc. (Latrach, 2011).
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1.2. Famille de lamiacée
1.2.1. Généralités sur la famille

La famille de Lamiacée (labiées) signifiant que les fleurs ont une forme caractéristique
a deux lévres (Naghibi et al., 2005; Couplan, 2000), Cette famille comprend environs 6970
especes, reparties en 240 genres (Meyer et al., 2004), plus ou moins cosmopolites, mais dont
la plupart se concentrent dans le bassin méditerranéen, tel que le thym, la lavande et le
romarin (Botineau, 2010). Elle est plus utilisées comme source mondiales d’épices et
d’extrait a fort pouvoir antimicrobien, antifongique, anti-inflammatoire et antioxydant
(Gherman et al., 2000, Hilan et al., 2006). Cette famille est divisée a deux principales sous-

familles: les Stachyoideae et les Ocimoideae.

1.2.2. Principes caracteres de la famille

Selon Quezel et Santa (1963) Cette famille est caractérisée par:

%* Les labiées sont des arbustes, sous arbrisseaux, ou plante herbacées en générale
odorantes, a tige quadrangulaires, feuilles en général opposées sans stipules.

** Fleurs pentameres en générale hermaphrodites.

** Calice a cinqg divisions.

** Corolle en générale bilabiée longuement tubuleuse parfois a 4-5 lobes subégaux
ou a une seule levre, lévre inférieure trilobée, la supérieure bilobée.

%* (uatre étamines dont deux plus longues.

%* Ovaire super a carpelles originellement bi-ovulés, ensuite uniovulés par la

constitution d’une fausse cloison.
1.3. Genre de Mentha

La Menthe, du nom latin Mentha, dépendant a la famille de Lamiaceae ou Labiaceae,
formée de prét de 3500 espéces réparties sur 8 sous-familles (Bruneton, 1993). Prés de la
moitié (47 %) des Lamiaceae sont regroupées dans la sous-famille des Nepetoideae. Au sein
de la sous-famille des Nepetoideae, le genre Mentha est représenté par 18 especes et environ
11 hybrides (Tucker et Naczi, 2007).

La menthe est une plante herbacée vivace, dicotylédone et gamétopétale, susceptible

de se reproduire par des rhizomes, par marcottage ou par bouturage. Elle apprécie les
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situations fraiches, moyennement éclairées, des sols riches en éléments nutritifs,
affectionnant un pH plutot neutre (Bruneton, 1993).

Il existe de tres nombreuses variétés dont la « menthe verte », la « menthe poivree » et
la «menthe aquatique » sont les plus connues. La plupart des menthes sont originaires de
I'Europe et de I'Asie. Cependant, en suivant les flux de migration, les menthes sont présentes
sur la quasi-totalité des continents (Fig. 01) (Tucker et Naczi, 2007).

Figure 01: B Aire de répartitions de la menthe dans le monde (Tucker et Naczi, 2007).

1.3.1. Mentha pulegium L.

Mentha pulegium L., tres répandue dans I’aire méditerranéenne, est connue sous le
nom de «menthe pouliot», est une plante herbacée vivace a odeur aromatique forte; tiges
guadrangulaires, rameuses, haute de 13cm jusqu'a 40cm velue, grisatre ou glabrescente;
feuilles petites courtement pétiolées, oblongues, longues de 15 a 25mm, crénelées sur les
bords. Fleurs pédonculées, rosées ou liliacées, en verticilles nombreux tous axillaires écarteés,
multiflores, tres compacts; calice velu, tubuleux a gorge fermée par des poils connivents, su
bilabié a 5 dents inégales, ciliées, les deux inférieures plus étroites, corolle non gibbeuse a la
gorge; carpelles ovoides, lisses, elle vive dans lieux humides, pousse un peu partout.
Floraison: juin-aout (Fig.02) (Beloued, 2009).

Comme toutes les autres especes de menthe, employées en médecine traditionnelle ; la
menthe pouliot a des propriétés identiques. Elle est digestive, carminative, cholagogue
expectorante et béchique (Beloued, 2009).
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Figure 02: Aspect morphologique de M. pulegium L. (Anonyme, 2017).

1.3.2. Mentha aquatica L.

Mantha aquatica L. plus connue sous le nom menthe aquatique est une Plante vivace
de 30-80cm, verte ou rougeatre, velue-hérissée ou presque glabre, a odeur forte ; tiges
dressées ou ascendantes ; feuilles toutes assez longuement pétiolées, largement ovales ou
ovales-lancéolées, dentées en scie ; fleurs roses ou blanches, en verticilles peu nombreux, tous
ou les supérieurs rapprochés en tétes terminales globuleuses ou ovoides tres obtuses ; calice
tubuleux, velu, a nombreuses nervures saillantes, a gorge nue, & 5 dents lancéolées-
acuminées ; corolle velue en dedans ; carpelles ovoides, verruqueux (Fig.03) (Alfred, 2012).
Comme les autres menthes, I’hybridation est assez fréquente et peut conduire & une variation

de certaines caractéristiques botaniques (Gamisans et Jeanmonod, 1993).

Figure 03: Aspect morphologique de M. aquatica L. (Anonyme, 2017).
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1.3.3. Mentha spicata L.

Menthe vert ou menthe crépue, Mentha spicata L. ou Mentha viridis L. (Khanuja et
al., 2000) est une plante vivace stolonifere de la famille des Labiées ou Lamiacées
(Chadefaud et Emberger, 1960). La croissance végétative de la menthe est fortement
ralentie a une tempeérature minimale inférieure a 10 °C et maximale supérieure a 25 °C. La
période de floraison de la menthe qui coincide avec la saison de I’été est une période optimale
pour la production des huiles essentielles (Vaverkova et al., 2009).

A cause de leurs propriétés aromatiques et médicinales, la menthe vert a fait I’objet de
plusieurs études de recherches (Akdoan et al., 2007). La culture de cette derniére remonte a
plus de 2000 ans avant I’ére chrétienne en chine et en Egypte (Anton R et al., 2005). Cette
espece est tres commune en Afrique du nord (Fig. 04) (Paris et Moyse, 1965).

Elle est connue par plusieurs nomes:

-Le nom scientifiques: Mentha spicata L., Mentha viridis L. (Mahmoudi, 1990).

-Le nom en francier: Menthe romaine, Menthe douce, Menthe crépue, Menthe a épis, baume
vert, Menthe vert (Mahmoudi, 1990).

-Le nom en english: common Mint, Hairy Horse-Mint, spearmint (Anonyms, 2017).

Figure 04: Aspect morphologique de M. spicata L. (Anonyme, 2017).

1.3.4. Mentha piperita L.

Mentha piperita L. ou menthe poivrée est une plante originaire cultivée de la famille
des labiées, herbacée a végétation vigoureuse, son odeur pénétrante spéciale et un godt
aromatique, brilante mais laisse une sensation de fraicheur (Hammami et Abdesselem,
2005). Elle est issue d’un croisement entre la Mentha aquatica et la Mentha spicata, rare en
Algérie, seulement cultivée (Bruneton, 1993). C'est une herbe annuelle, semblant pérenne en
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se reproduisant & partir de nombreux stolons, tragants, rampant, chevelu, aériens ou
souterrains, a racine adventives (Baba aissa, 1999). La menthe poivrée est caractérisée par
des tiges quadrangulaires le plus souvent violacées, et les inflorescences des fleurs faiblement
bilabiées de couleur pourpre sont groupées en épis trés serrés (Bruneton, 1999). Un peu
poilue de 50 a 80cm de haut, dressée ramifiée, se divise en rameaux opposées, les feuilles
mesurent de 4 a 10cm de long, elles sont ovales, vert foncé (Fig. 05) (Hammami et

Abdesselem, 2005).

Figure 05: Aspect morphologique de M. piperita L. (Anonyme, 2017).
1.4. Espéce Mentha spicata L. (Mentha viridis L.)
1.4.1. Classification

Selon conquist (1981) la classification de Mentha spicata L. est indique dans le

tableau I.

Tableau I: Classification de Mentha spicata L. (cronquist, 1981).

Reégne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Mentha

Espéece spicata
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1.4.2. Description botanique

Selon Quezel et Santa (1963), Mahmoudi (1990) mentha spicata L. est caractérisée:

A [ Feuilles: feuilles dentées, opposees persistants lancéolées, sans poils, sessiles ou
presque 4 a 6 fois plus longues que large, vert foncée sur les deux face, I’implantation des
feuilles sont paripennées et décussées.

B / Tiges: la tige est quadrangulaire (carée) ascendant elle est de couleur pourpre elle
peu prés depourvus de poil, dressée et genéralement ramifiée, de 16 a 60cm de hauteur.

C / Fleurs: les fleurs mauves rose ou blanc, en épis terminaux peu denses longue
gréles dents du calice linéares glabre ou ciliées, corolle dépaurvus des poiles chez pitiole,
carpelles ovoide, les étamines sont plus longue que la corolle et écartée entre elle. Fleurit de
juillet a septembre (Fig.06).

D / Racines: les racines sont pivotants, les rhizomes servent a la propagation de la
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Figure 06 : Différents organes de M. spicata L. (Anonyme, 2017).

1.4.3. Parties utilisables
Les parties utilisables sont les parties aériennes (tiges, feuilles et les sommets
efflorescents) (Mohammed, 2009).
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1.4.4. Composition chimique

Selon Arumugam et al., (2008), Mentha spicata L. riche en huiles essentielles sous

forme monoterpene (limonene, menthone, menthol, dihydrocarveol et carvon...).
1.4.5. Importance médicinal et economique

La menthe a été utilisée depuis longtemps pour son huile essentielle. Elle est réputée
pour ses propriétés aromatiques (toniques, fortifiantes) et digestives (les ballonnements, les
gaz). La menthe doivent leur odeur et leur activité a leurs huiles essentielles qui ont une place
particuliére dans I’ensemble des produits aromatiques d’origine végétale, grace a certaines
propriétés spécifiques, les besoins en produits de la menthe sont multiples, tant pour leurs
odeurs (parfumerie), ou leurs propriétés meédicinales. Elle stimule la sécrétion des sucs
digestifs, limite les diarrhées et stimule la sécréetion biliaire, elle est aussi efficace en cas
d’inappétence et recommandée en cas de troubles gastriques et de crampes (Elfadl et Chtain,
2010).

La menthe verte sert généralement a la préparation du thé, mais on retrouve son
utilisation en phytothérapie, aromathérapie, parfumerie et cosmétologie (Baba Aissa, 1999).
Elle présente un effet expectorant en cas de bronchite ou de grippe, elle est a la fois
rafraichissant et analgésique (Leung, 1996).

La menthe entre dans I'aromatisation de certains produits, dont les dentifrices, les
confiseries en générale et boissons rafraichissantes ...etc., néanmoins, la menthe présente dans
certains cas des effets indésirables : abortive, elle est généralement déconseillée aux femmes
enceintes, elle est par contre recommandée en cas de retard menstruel (Cretti, 1981).

L'huile essentielle de menthe et le menthol peuvent provoquer des troubles graves chez
le jeune enfant lorsqu'ils sont appliqués sur les narines et le visage (risque de détresse
respiratoire) (Bowen et Cubbin, 1992 ; Briggs, 1993).
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11.1. Définition des métabolites secondaires

La plante est le siege d’une intense activité métabolique aboutissant a la synthése des
principes actifs les plus divers. Ce processus métabolique est lié aux conditions mémes de vie
de la plante, donc la plante puisse développer un métabolisme particulier lui permettant de
synthétiser des diverses substances pour se défendre. Ces substances prennent la
nomenclature des métabolites secondaires (Kansole, 2009).

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisees par
les plantes autotrophies (Boudjouref, 2011), a partir des métabolites primaires, ils jouent un
role majeur dans les interactions de la plante avec son environnement, contribuant ainsi a la
survie de I'organisme dans son écosystéme (Peeking et al., 1987). Elle caractérisés par une
faible concentration dans les tissus végétaux sauf les lignines (Newman et Cragg, 2012), et
n’exercent pas de fonction directe au niveau des activités fondamentales de la plante
(Guignard, 1996).

En 1987 Plus de 8500 métabolites secondaires sont déja connus. Les plus grands
groupes sont les alcaloides, les terpénoides, les stéroides et les composés phénoliques
(Peeking et al., 1987).

11.2. Rappel sur quelque Métabolites secondaires

D’apreés leur biosynthése, les métabolites secondaires peuvent étre divisés en :

11.2.1. Glucosides

Les glucosides sont des produits des metabolismes secondaires des plantes qui
constitués de deux parties, la premier contient un sucre, par exemple le glucose ; presque
toujours inactive, elle est exerce un influence favorable sur la solubilité et I’absorption du
glucoside, et le transport vers un organe. La deuxiéme partie elle est la plus active détermine
I’effet thérapeutique qui appelé aglycone (Nicolas, 2012).

Selon Guignard et al., (1985) La nature des glycosides est trés diverse en raison du
mode de liaison entre la génine et les oses:

%+ O-glycoside: la liaison entre la fonction réductrice de I’ose et un groupement
hydroxyle (alcoolique ou phénolique) de I’aglycone.
% S- glycoside: la liaison entre la fonction réductrice de I’ose et un thiol de I’aglycone.
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% N-glycoside: la liaison entre la fonction réductrice de I’ose et un groupement aminé de

I’aglycone.

%+ C-glycoside: la liaison entre la génine et I’ose se fait de carbone a carbone.

Les glucosides utilisé dans le traitement des plusieurs maladies (des hépatites, des
tumeurs, de I’hypertension, des thromboses, des allergies, des affections bactériennes)
(Anderson et al., 1996). Pour les plantes ils jouent un réle de défense contre I'invasion des
tissus par des micro-organismes suivants a la blessure, puisque de nombreux aglycones sont

antiseptiques (Balbaa et al., 1981).

11.2.2. Alcaloides

Les alcaloides sont des composés azotés complexes, de nature basique, qui provoquent
de puissants effets physiologique. Il s’agit pour la plupart des poisons végétaux tres actifs,
dotés d’une action spécifique (Nicolas, 2012). Ils peuvent étre présents dans tous les organes
(Ziegler et Facchini, 2008). Généralement, les alcaloides sont produits dans les tissus au
cours de croissance: jeunes feuilles, jeunes racine. Chez de nombreuses plantes, elles se
localisent dans les pieces florales, les fruits ou les graines, ces substances sont trouvées
concentrées dans les vacuoles (Krief, 2003). Ce sont des composes relativement stables qui
sont stockés dans les plantes en tant que produits des différentes voies biosynthétiques
(Omulokoli et al., 1997; Wilhem, 1998; Judd et kellogg 2002; Mauro , 2006; Kansole ,
2009).

La plupart des alcaloides sont dérivés des acides aminés tels que le tryptophane,
L’ornithine, la lysine, I’aspartate, la phénylalanine et la tyrosine. Ces acides aminés sont
décarboxylés en amines et couplées a d’autres squelettes carbonés (Cyril, 2001). Elles sont
utilisées dans les pharmacologiques telles que [I’effet analgésique (cocaine), anti-
cholinergique (atropine), anti-malaria (quinine), anti-hypertensive (réserpine), antitussive
(codéine), stimulant centrale (caféine), dépérissant cardiaque et diurétique narcotique

(morphine), anti-tumeur et sympathomimétique (éphédrine) (Fig.07) (Badiaga, 2011).
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Figure 07: Structure des quelques alcaloides (Badiaga, 2011).

11.2.3. Huiles essentielles

Ce sont des substances huileuses, volatiles, d’odeur et de saveurs généralement fortes,
extraites a partir des différentes parties de certaines plantes aromatiques (Belaiche, 1979;
Valnet, 1984; Wichtel et Anthon, 1999). Elles peuvent étre stockées dans diverses structures
de la plante telles que les poils sécréteurs ou les trichomes, les cellules épidermiques, les
cellules secrétrices internes, les poches sécretrices et les canaux sécréteurs. On les retrouve
dans le protoplasme sous forme d’émulsion plus ou moins stable (Martini et Seiller, 1999).
Ils Jouent un rdle de protection des plantes contre un excés de lumiére, attirer les insectes
pollinisateurs (Dunstan et al., 2013), soigner des maladies inflammatoires telles que les
allergies, eczéema et favorise I'expulsion des gaz intestinales comme les fleurs de plante
"camomille™ (Iserin et al., 2001).

Les huiles essentielles, constituées des mélanges complexes des composés organiques,
posseédent des structures et des fonctions chimiques tres diverses (Lahlou, 2004). Les
majeures parties des composés des huiles essentielles sont: le groupe des terpénoides d’une

part, et le groupe des composes aromatiques dérivés du phényle propane d’autre part:
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A/ Terpénoides

Les terpénes constituent une famille des composés largement répandus dans le regne
vegetal. Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette

d’une unité isoprénique a 5 atomes de carbone (CsHg) (Lamarti et al., 1994). Tel que les
monoterpenes (Fig.08).

AL m "«

A\ |
2
Citronellal geraniol caraniol thymol

Figure 08: Structure chimique de quelgue monoterpénes (Bruneton, 1999).

B/ Composés aromatiques

Les huiles essentielles renferment aussi des composés aromatiques dérivés du

phénylpropane (C6-C3), ce dernier est moins fréquents que les terpénes (Fig.09) (Paris et
Hurabielle, 1981).
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Figure 09: Structure chimique de certains composés aromatiques (Bruneton, 1999).
11.2.4. Terpénes et stéroides

Al Terpenes

Les terpénoides sont des métabolites secondaires synthétises par les plantes, les
organismes marins, les champignons et méme les animaux, ils résultent de I'enchainement des

plusieurs unités isopréniques (Bhats et al., 2005). Les terpénoides sont une vaste famille des
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composés naturels prés de 15000 des molécules différentes et de caractére généralement
lipophiles (Wichtl et Anton, 2009).

Ils répondent dans la plupart de cas a la formule générale (CsHg), (Fig.10)
(Seenivasan, 2006), Ces molécules présentent en forme des huiles essentielles, pigments

(caroténe), hormones (acide abscissique) et des sterols (Cholestérol) (Hopkins, 2003).

Figure 10: Structure de la molécule d’isopréne (Calsamiglia et al., 2007).

La classification des terpenoides est basée sur le nombre de répétitions de I’unité de
base isopréne en donnant des hémiterpénes (C5), monoterpenes (C10), sesquiterpénes (C15),
diterpenes (C20), sesterpenes (C25), triterpénes (C30), tetraterpenes (C40) et polyterpenes
(Cn) (Tableau I1) (Loomis et Croteau, 1980).

Tableau I1: Différents classes de terpenoides avec quelques exemples (Loomis et Croteau,
1980).

Nom Nombre d’unité 5xC Exemple de molécule
hémiterpenes 1 Isoprene

monoterpenes 2 Aromes volatiles, Parfumes
sesquiterpénes 3 Phytoalexines

diterpénes 4 Phytol, giberellines, phytoalexines
sesterpenes 6 stérols de membrane

tetraterpenes 8 Caroténiodes

polyterpénes >8 Plastoquinones, ubiquinones, latex
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B/ Stéroides

Les stéroides ne sont pas des terpénes mais des composés de biodégradation des
triterpénes. lls constituent une classe de composé abondamment présents dans la nature (régne
animal et végétal) (Bruneton, 1993). Se sont des triterpenes tétracycliques, possedent moins
de 30 atomes de carbone, synthétisés a partir d'un triterpene acyclique (Fig.11) (Hopkins,
2003).
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Figure 11: Structure de noyau stéroide (Ling et Jones, 1995).

11.2.5. Composés phénoliques

Les poly-phénols sont des issues du métabolisme secondaire chez les végetaux, elle
constitue ou moins d’un noyau benzénique qui liée par un groupement hydroxyle libre
(Bruneton, 1999). Elles jouent un réle principale dans la vie de plante, a la défense contre les
pathogénes et la protection contre les rayonnements UV. (Sarni-manchado et Veronique,
2006).

Les poly-phénols divisent en sous classe principales: les acides phénoliques, les
flavonoides, les lignines, les tanins, les coumarines etc... (Sarni-manchado et Veronique,
2006).

11.2.5.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques, ou acides phénols sont des petites molécules formées d'un
noyau benzénique et au moins d'un groupe hydroxyle, leur catabolisme dérive de l'acide
benzoique et de I'acide cinnamique, elles peuvent étre estérifiees, éthérifiees et reliées a des
sucres sous forme d'hétérosides, ces phénols sont dissolubles dans les solvants polaires
(Wichtl et Anton, 2009), incolores et rares dans la nature (Haslam, 1994).
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Les phénols ont des activités anti-inflammatoires, antiseptiques et analgésiques (Iserin
et al., 2007). lls se divisent en deux classes: les dérivés de I'acide benzoique (les acides
hydroxybenzoiques) et les dérivés de l'acide cinnamique (les acides hydroxycinnamiques)
(Fig.12-13) (Pandey et Rizvi, 2009).

O

HOLL_ A LA

|
OH |
Y

Figure 12: Acide benzoique Figure 13: Acide cinamique
(Gorham, 1977). (Pawlowska et al., 2006).

11.2.5.2. Flavonoides

Le terme flavonoide signifie jaune en latin (Ribereau-Gayon, 1968). Les composés
flavoniques sont des pigments végétaux tres communs, possédent un squelette carboné de
quinze atomes de carbone constitué de deux cycles aromatiques (A) et (B) qui sont reliés
entre eux par une chaine en C3 en formant ainsi I'nétérocycle (C) (figure 14). Généralement,
la structure des flavonoides est représentée selon le systéme C6-C3-C6 (Emerenciano et al,.
2007). Elle présents en Quantités importantes dans une grande variété des fruits et des
Iégumes consommeés par I’homme.

Les flavonoides sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des
feuilles. Ils peuvent étre localisés dans divers organes des plantes: racines, tiges, bois, feuilles,
fleurs et fruits, qui jouent un role important dans le soutien des plantes (Bruneton, 1999).

Les flavonoides constituent des pigments responsables des colorations jaune, orange et
rouge de différents organes végetaux (Havasteen, 2002; Medié et al., 2004 ; Fiorucci,
2008). Ces composés se trouvent également dans plusieurs plantes médicinales, qui sont
utilisés en médecine traditionnelle a travers le monde entier (Delporte et al., 1999).

Selon (Harborne et Williams, 2000) les flavonoides se répartissent en plusieurs

classes des molécules dont les plus importants sont représentés dans (annexe 01).
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Figure 14: Structure de base des flavonoides (Di Carlo et al., 1999).

11.2.5.3. Tanins

Les tanins sont des composés phénoliques compliqués, hydrosolubles, produits
naturellement par les plantes (Kamra et al., 2006). Elle se caractérisent par leur facilité a se
combiner aux protéines (Makkar, 2003; Mangan, 1988; Mcsweeney et al., 2001), Grace a la
présence polymeres organiques tels que des glucides, des acides nucléiques etc... (Haslam,
1998). lls trouvent dans différent organes végétale: I'écorce, les feuilles, les fruits, les racines
et les grains (Khanbabae et Ree, 2001). On distingue deux catégories:

A/ Tanins condensés

Les tanins condensés (procyanidines), sont des poly-phénols de masse molaire
moléculaire élevee (Wollgast et Anklam, 2000). Ce sont des tanins non hydrolysables mais
peuvent étre oxydées par les acides forts libérant des anthocyanidines (Hopkins, 2003). Le
mélange de polymérisation oxydative de flavan-3-ol et de flavan-3,4- diol peuvent étre
constitues ces tanins qui lié par les liaisons (C4-C8) (Fig.15) (Richter, 1993).

Figure 15: Structure de tanins condensés (Vermerris et Nicholson, 2006)
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B/ Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables (tanins pyrogaliques), sont des hétéro polymeres qui
contiennent un noyau central formé d'un polyol, ces substances sont influencent sous I'action
d'enzymes telle que la tannase. Ces enzymes hydrolysent facilement dans les milieux acides
et alcalins, I’eau chaude, pour donner des glucides et des acides phénoliques (Leinmuller et
al., 1991). Ce sont des esters d’oses et d’acides phénols (Fig. 16) (Harborne, 1982).

e T EE
[ =

Figure 16: Structure des tanins hydrolysables (Vermerris et Nicholson, 2006).

11.2.5.4. Coumarines

Les coumarines sont des héterocycles oxygénés, elles sont largement répandues dans
les végetaux (Casley et al., 1993). Ces composées existent sous forme libre ou dissolubles
dans les alcools et dans les solvants organiques ou les solvants chlorés, et aussi liées a des
sucres qui peuvent étre plus ou moins hydrolysables (Bruneton, 1999).

Les coumarines jouent un réle dans le traitement des maladies et la résistance des
parasites (Vermerris et Nicholson, 2006). Elle presente un intérét physiologique, inhibant de
la croissance des graines en germination. Les coumarines en présences d’UV, se lient aux
bases pyrimidiques de I’ADN (Guilhou et al., 1997).

Selon Benayache (2005), le nom chimique de coumarine est 2H-1-benzopyran-2-
ones (Fig. 17).

Figure 17: Structure d’une molécule de coumarine (Cowan, 1999).
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11.2.5.5. Lignines

Les lignines sont des composés importants des produits naturels dans le régne végétale
et plus abondants sur terre. Elle constitue de 15 a 40% de la matiere seche des arbres et de 5 &
20% des tiges des plantes annuelles (Privas, 2013). Elles sont resultent d'association des trois
unités phénoliques de base dénommées monolignols de caractere hydrophobe (Fig.18)
(Sarni-manchado et VVeronique, 2006).

Cette derniere jouent un réle important dans I’évolution des végétaux, ils forment une
barriere mécanique, de godt désagréable, réduisant la digestibilité des sucres de la paroi, la
rigidité des fibres et participent a la résistance des plantes aux microorganismes et herbivores
(Murry et al., 1982).
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Figure 18: Structure chimique de lignine (Scalbert et Williamson, 2000).

11.2.5.6. Saponosides

Le terme saponosides est dérivé de mot savon, parce que ces composés moussent une
fois agités avec de I'eau, qui se trouve sous forme aglycones polaires liés a un ou a plusieurs
sucres, Cette combinaison d’éléments structuraux polaires et non polaires en leurs particules
explique leur comportement moussant en solution aqueuse (Vincken et al., 2007). Ces
derniéres ont un go(t amer et acre (Hopkins, 2003). Ainsi on existent sous deux formes
fondamentalement, les saponines stéroides et les saponines terpénoides (Fig.19) (Iserin et al.,
2001).
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R=H (Panaxadiol
R=COH (Panaxatr]

OH

R

Figure 19: Structure des saponines (Packer, 2001).
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Chapitre 111 Activité biologique

I11.1. Activité antimicrobienne

Les plantes ont un systeme de protection naturel tres efficace, basé sur la biodiversité
de leurs métabolites secondaires. Cette diversité des groupes structuraux et fonctionnels,
permet de se protéger efficacement contre des nombreux pathogeénes tels que les bactéries, les
champignons et les virus. Les plantes synthétisent, de maniére constitutive ou induite, a titre
d’exemples de molécules antimicrobiennes contenus dans les plantes. Les poly-phénols et les
huiles essentielles constituent des extraits les plus largement exploités qui sont utilisées
depuis longtemps pour traiter des différent pathogénes (Jones et Dangl, 2006 ; Gibbons,
2008).

Les antibiotiques ont montré des inconvenients et des limites d’utilisation: les effets
secondaires, toxicité des molécules antimicrobiennes pour I’organisme traité et les difficultés
rencontrées dans le traitement des maladies exigeant la destruction des germes pathogenes

indépendamment des facultés de defense du malade (Siegenthaler et Luthy, 1978).

111.1.1. Généralités sur les bactéries

Les bactéries sont des organismes unicellulaire relativement simple dont le matériel
génétiques représenté par un seul chromosome circulaire, n’est pas contenu dans une
enveloppe nucléaire, mais forme néanmoins un nucléoide, soit la région de la cellule. C’est
pourquoi ces microorganismes sont dits procaryotes. Les bactéries sont des cellules entourées
d’une paroi rigide qui est composée principalement d’une substance complexe appelée
peptidoglycane. Elles se reproduisent de facon asexuée en se divisant en deux cellules filles
de taille égale; ce processus s’appelle division par scissiparité. Elles se nourrissent pour la
plupart de composés organiques qui dans la nature et peuvent étre dérivés d’organismes
vivants ou morts. Les bactéries vivant sur et dans le corps humain en sont un bel exemple.
D’autres bactéries peuvent produire leur propre nourriture par photosynthese et certaines
peuvent se servir de substances inorganiques pour se nourrir. Beaucoup de bactéries,
particulierement les bacilles et les spirilles, peuvent se déplacer au moyen d’appendices
mobiles appelés flagelles (Gerard et al., 2011).
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111.1.2. Classification des bactéries

Les bactéries ont une trés grande diversité de tailles, de structure et de formes. La
plupart d’entre elles dont de 0.2 a 2.0um de diamétre et de 2 a 8um de longue. Les cellules
bactériennes les plus courantes sont les bacilles (batonnets), les coccus (sphériques ou ovoide)
et les formes spiralées (bouchon ou courbées) (Fig. 20), mai certaines bactéries sont carrées et
d’autres ressemblent a des étoiles. Elles peuvent former des paires, des chaines, des amas, ou
d’autres regroupements ; ces associations sont habituellement caractéristiques d’especes ou de

genres particuliers de bactéries (Gerard et al., 2011).

bacille Spiralée (spirochetes)

Figure 20: Différentes formes des bactéries (anonyme, 2017).
111.1.3. Agents antimicrobiens

Les substances antimicrobiens sont des substances capables de tuer les microbes et
empécher leur croissance (CE, 2001). Cette action dépend par la nature du microorganisme,
de I’agent antimicrobien et de I’environnement. On parle d’un effet bactériostatique lorsque la
substance antibactérienne empéche la multiplication des bactéries et d’un effet bactéricide

lorsqu’elle détruit totalement la bactérie (Meyer et Deiana, 1988).
111.1.4. Mécanismes d’action des agents antimicrobiens

Les agents antibactériens sont classés selon les cibles bactériennes, il ya Cinque
mécanismes. Ces différentes mécanismes sont: blocage de la synthese de paroi bactérienne,
I’inhibition de la synthése des protéines, I’inhibition de la synthese des acides nucléiques,
I’altération du fonctionnement de la membrane cytoplasmique, une inhibition de la synthese

de divers métabolite (Bergogne-Bérézin et Dellamonica, 1999). Par exemple les huiles
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essentielles qui considérée comme des substances connues pour avoir I’activité
antibactérienne et certaines sont arrangée comme des substances sures et auraient qui
employees pour empécher la croissance des microorganismes pathogénes et contaminants
(Gachkar et al., 2007; Rasooli et al., 2008).

111.1.5. Activités antimicrobiennes des poly-phénols

Les poly-phénols sont connus pour leurs activités biologiques qui sont en relation
directe avec la santé de I’étre humain. Des études plus récentes ont montré que les poly-
phénols presentent une activité antibactérienne importante (Ferrazzano et al., 2011). Ces
composés agissent par deux mécanismes d’actions: un premier consiste a I’inhibition de la
synthése d’acide nucléique dans les bactéries (Wu et al., 2013) et un seconde provoquant
I’endommagement des membranes cellulaires des bactéries (Tsuchiya et Linuma, 2000).

D’autres groupes de chercheurs isolé et identifié des extraits des plantes qui sont des
agents de I’activité antimicrobienne, constitue une base pour plusieurs domaines comme
I’industries pharmaceutique, la médecine alternative, et la thérapie naturelle (Huang et al.,
2008).

111.1.6. Donnée sur les Souches bactériennes utilisé

111.1.6.1. Escherichia coli

Escherichia coli correspond a des bacilles a coloration de Gram négatif, appartenant a
la famille des Enterobacteriaceae, et au genre Escherichia (Eric, 2012). De type anaérobie
facultative, généralement mobile grace aux flagelles, sa longueur varie de 2 a 6um, alors que
sa largeur est de 1,1 a 1,5um (Steven et al., 2004).

La plupart de Cette bactérie réside dans I’intestin des étre humains, et c’est
probablement I’organisme le mieux connu en microbiologie. La présence d’E. Coli dans I’eau
ou les aliments est un indice de contamination fécale. Bien que ce microorganisme ne soit
habituellement pas un agent pathogene, il cause parfois des infections des vois urinaires;
certaines souches produisent des entérotoxines responsables de la turista (diarrhée des
voyageurs), et provoquent occasionnellement de trés graves maladies d’origine alimentaire

telles que les maladies du hamburger (Gerard et al., 2011).
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111.1.6.2. Staphylococcus aureus

Les staphylocoques sont des cocci qui s’assemblent en grappes caractéristiques.
L’espece la plus important Staphylococcus aureus, est ainsi nommée a cause de la
pigmentation jeune des colonies (aureus = dor¢). Elle est constituée d’anaérobies facultatifs a
Gram positif (Gerard et al., 2011).

Certaines caractéristiques des staphylocoques sont responsables de leur pathogénicite,
qui revét plusieurs formes. Les staphylocoques se développent élevée et de faible taux
d’humidité ce qui explique en partie qu’ils croissent dans les sécrétions nasales, dans le
nombril de plusieurs d’entre nous et sur la peau, et y survivent. Ces mémes caractéristiques
expliquent que S. aureus se développe dans certains aliments dans lesquels la pression
osmotique est élevée ou bien la teneure eau faible, facteurs qui inhibent la croissance d’autres
microorganismes. La pigmentation jaune des staphylocoques les protége probablement dans
une certaine mesure contre I’action antimicrobienne de la lumiéere solaire (Gerard et al.,
2011).

Les S. aureus produisent de nombreuses toxines qui contribuent a sa pathogénicité en
accroissant sa capacité a pénétrer dans I’organisme et les tissus. L’infection de plaies
chirurgicales par cette bactérie est un probleme courant dans les hopitaux (Gerard et al.,
2011).
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I. Matériels et méthodes

I.1. Matériel végétal

1.1.1. Collecte des échantillons

La récolte de materiel végétal (Mentha spicata L.) a été réalisée au mois ou début de
mars 2017, dans la commune de Minar Zaraza wilaya de Mila. On a utilisée les parties suivant

(tiges, feuilles, racines).
1.1.2. Séchage

Les parties récoltées sont séchées durant une semaine a I’abri du soleil, et déposées

dans un endroit sec, ventilé et ombrage.
1.1.3. Broyage

Les parties de plante ont été broyees a I’aide d’un broyeur pour obtenir une poudre.
Cette derniere a été conservée dans un flacon en verre, fermés hermétiquement et stokés
jusqu’a I’utilisation.

On a utilisé 200g de poudre pour chaque partie de la plantes (tige, feuille, racine),
pour réaliser les différents tests phytochimiques et I’activité biologiques. Les matériels et les

produits utilisés sont reportés en (Annexe 02, 03, 04, 05).

1.2. Screening phytochimique

Le screening phytochimique est un ensemble des méthodes et techniques d'analyse des
substances organiques naturelles de la plante. L’examen phytochimique est utilisé
essentiellement afin de détecter les différentes classes de composés chimiques existantes dans

la plante.
1.2.1. Test des saponosides

Les saponosides sont caractériseés par un indice de mousse. Leur détection est réalisée
par prendre 2g de chaque partie d’organe du plante étudier séparément (tige, feuille, racine)
et bouillir avec 80ml d’eaux distillé jusqu’a 100°C dans I’agitateur électrique durant 15min,
puis laisser la solution jusqu’au refroidissement pour la filtration. Elle dépose dans 3 type a

essai et comparé avec un témoin qui contient I’eau distillée. Agiter chaque type pendant
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1min et reposer (30min). La formation d'une mousse plus ou moins importante indique la

présence des saponosides (Benzahi, 2001; Chaouch, 2001).
1.2.2. Test des flavonoides

Macerer 5g de poudre de chaque partie d’organe de la plante étudier séparément
(tige, feuille, racine), dans 150ml de solution d’acide hydrochlorique (HCI1) 1%, puis filtré. Le

filtra résulte a été réalisée par les tests suivant:
A/ Teste d’hydroxyde de potassium (KOH)

Prendre 5ml du filtrat primaire et rend alcalin par I’ajoute de quelque goutte de
solution d’hydroxyde de potassium (KOH). L’apparition de couleur jaune claire indique la
présence des flavonoides (Tadros, 1979).

B/ Teste d’alcool amylique

Mélanger 5ml de filtrat primaire avec 5ml d’alcool amylique. L’absence de couleur
jaune dans la couche alcoolique indique I’absence des flavonoides libre (Tadros, 1979).

C/ Teste de Acide Hydrochlorique

La couche d’eaux de teste précédant séparé et bouillé avec 3ml d’acide
Hydrochlorique a maximum de 2min. La solution mélangée avec 0.5g de magnésium (Mg),
I’apparition de couleur rouge indique la présence des flavonoides Glucidique dans les organes
étudiés (Tadros, 1979).

1.2.3. Test des cardinolides

Leur détection est réalisée par Prendre 1g de poudre végétale de chaque organe
étudier séparément, et macérer dans 20ml d’eau distillé.

Prélever 10ml de filtrat et mixe avec 10ml d’un mélange de chloroforme et I’éthanol
(5ml /5ml), la couche organique évaporé jusque a la sécheresse et le sédiment se dissout dans
3ml d’acide acétique glaciel, puis ajouter quelque gouttes de chlorure de fer et suivre
directement par 1ml d’acide sulfurique concentré (H,SQO,) sur la paroi du tube. L’apparition
de couleur vert bleuatre dans la couche acidique indique la présence de cardinolide dans les
different organes (Tadros, 1979).
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1.2.4. Test des tanins

Peser 5g de poudre de chaque partie du plante, et extractibles par I’éthanol 50%

pendant 24h, le filtrat a été réalisé par le test suivant:
¢+ Teste de chlorure de fer

Prendre 3ml de [I’extrait éthanolique et ajouté quelque goutte de solution aqueuse
FeCl;. La présence de couleur vert foncé ou bleu-vert indique la présence des tanins

catéchiques dans les organes étudies (Benzahi, 2001; Chaouch, 2001).
1.2.5. Test des glucosides

Peser 5g de poudre de chaque organe étudier séparément et mélanger avec 50ml de 2%
I’acide tartrique dans I’éthanol, puis cette mélange est chauffé sous le condensateur red
pendant 3h a 4h.

L’extrait est filtré et vaporiser dans un rotavapeur a température 60°C. Le sédiment

dissoudre dans 15ml d’eau distillé chauffée pour réaliser les tests suivant :
A/ Les sucres réducteurs

Dans un tube a essai en ajoute 2ml de I’extrait de chaque partie étudie de la plante et
bouillir avec liqueur de Fehling dans un bain marin. La réduction de la solution Fehling
indique la présence des sucres réducteurs dans les différents organes étudiés (Chaouch,
2001).

B/ Test de kitose

Ajouter 2ml d’extrait primaire de chaque partie étudie de plante dans trois types a
essai et melanger avec 2ml de solution NH,OH et suivre par 1ml d’acide acétique glacial puis
bouillir dans le bain marie. La présence de couleur bleu indique I’existence des kitoses
(Chaouch, 2001).

1.2.6. Test des alcaloides (Balbaa et al., 1981)

La detection consiste a Peser 5g de poudre de chaque organe étudier séparément et
extrait par 50 % d'acide hydrochlorique, chaque extrait filtrait et rend alcalin par quelques
gouttes d’une solution de Hydroxyde de potassium (KOH), puis extraire par 20ml de
chloroforme trois fois. Collecter I’extrait chloroformique et évaporé a desséché, puis
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dissoudre le résidu dans 2 ml d'acide hydrochlorique dilué (HCI), et détecter les alcaloides par

le réactif de Wagner. L'apparition de la couleur brune indique leurs présences.
1.2.7. Test des huiles essentielles

Peser environ 5g de poudre de chaque parties de la plante séparément et met dans un
flacon, puis ajouter 1000ml d'eau distillée, bouiller lentement dans I’appareille de distillation
durant quatre a cinq heures. L’observation des huiles essentielles dans I'extrait distillée

indique leur présence (TEP, 1963).
1.2.8. Test des stéroides et triterpenes

Prendre 5g de poudre de chaque organe étudier et extractible par éthanol 70%. Apres
une nuit entiére I’extrait est filtrer et évaporer dans rotavapeur, le résidu obtenu soluble avec
20ml de chloroforme anhydre, et divise en deux solution:

% La premiere solution est mélangée avec 1ml d’acide acétique anhydride, et suivie
par 1ml d’acide sulfirique concentré sur la paroi de type. La formation d’un anneau
rouge violet a la zone de contact des deux couches indique la présence des stérols et
triterpenes (Harborne, 1973)

%+ La seconde solution est mélangée avec 1ml d’acide sulfurique concentré lentement a
paroi de type, la présence de couleur de couleur jaune qui devenue a couleur rouge
indigque I’existence les dérivés stéroidiques et triterpéniques (Harborne, 1973).

1.3. Activité antibactérienne
1.3.1. Extraction des composés phénoliques
+« Principe

La macération est la méthode d'extraction solide-liquide la plus simple. Elle consiste
en la mise en contact du matériel végétal avec le solvant sans ou avec agitation, I'opération
bien que généralement longue et a rendement souvent médiocre, est utilisée dans le cas
d'extraction de molécules thermosensibles (Leybros et Fremeaux, 1990).

Selon Oomabh et al. (2006), la méthode de I’extraction des composés phénoliques se

fait par macération par I’eau distillée et I’éthanol a une concentration de 70%.
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% Mode opération

Macérer 50g de poudre de chaque parties de plante (tiges, feuille) dans 200ml
d’éthanol 70 % ou d’eau distillée, durant 24h. Les mélanges sont filtrés sur un papier filtre,
puis évaporé dans un rotavapeur a 60°C jusqu’a I’obtention un 10ml.

Le résidu de filtrat d’éthanol est macéré dans I’eau distillée et le résidu de filtrat d’eau
distillée est macéré dans I’éthanol avec les mémes étapes précédant (fig. 21).

50g de poudres des (feuilles, 50g de poudres des (feuilles,
tiges) de Mentha spicata L. tiges) de Mentha spicata L.

v

Macération dans 200ml Macération dans 200ml J

d’eau distillée (1) 24h J <} ! ! > d’éthanole (1) 70% 24h

Filtration J

200ml d’éthanol (2) 70% 24h 200ml d’eau distillée (2) 24h

Le résidu est Macéré dans J Le résidu est Macéré dans J

Evaporation par Rotavapeur a 60°C
jusqu’a I’obtention un 10ml

Figure 21 : Protocole d’extraction des poly-phénols.
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1.3.2. Matériels du test de I’activité antibactérienne
1.3.2.1. Origine des souches bactériennes

Les deux souches bactériennes choisies pour cette étude sont des bactéries pathogénes
Une souche bactérienne a Gram-positif (Staphylococcus aureus) et I’autre a Gram-négatif
(Escherichia coli). Ces souches ont éte fournies par le laboratoire du Centre universitaire
Abdelhafid boussouf Mila.

1.3.2.2. Préparation de milieu de culture

La culture des bactéries a nécessité I’utilisation des milieux suivants:
-La gélose Mueller Hinton (MH): pour I’étude de la sensibilité des bactéries aux différents

extraits.
-Le bouillon nutritif (BN): pour I’isolement et I’entretien des souches bactériennes.

% Gélose Muller-Hinton (MH)
Dissoudre 38g de poudre de gélose de MH (photo 01, annexe 05) dans un 1000ml
d’eau distillée. Puis bouiller jusqu'a résolution compléete et stériliser dans un autoclave

pendant 20 min a 120°C.

Photo 01 : Milieu de culture Muller-Hinton (MH).
¢+ Bouillon nutritif (BN)

Dissoudre 2.8g de poudre de BN (photo 02, annexe 05) dans un 100ml d’eau distillée.
Puis bouiller jusqu'a dissolution compléte et stériliser dans un autoclave pendant 20min a
120°C.
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Photo 02 : (A) poudre de BN; (B) solution de BN.

1.3.2.3. Préparation des disques

On a coupé le papier de whatman N°03 en disque de diamétre 6mm, ces disques
doivent posséder un contour régulier pour donner une zone d'inhibition que I'on peut mesurer
facilement. Ces disques sont met dans des tubes a essai et stérilisés dans un autoclave pendant
20min a120°C.

1.3.2.4. Stérilisation du matériel

L’eau physiologique, le milieu de culture (MH), les pinces, les disques en papier
Wattman, bouillon nutritif (BN), I’eau distillée, les tubes a essai, les emboles sont enrobés
dans un papier aluminium, qui ont été stérilisés a I’autoclave a 120°C pendant 20 min.

1.3.2.5. Préparation des dilutions des extraits

Les extraits bruts de menthe ont été dilués par les mémes solvants utilisés (les extraits
aqueux par eau distillée / les extraits éthanolique par éthanol).

On prépare 3 tubes en verre stériles (1/2, 1/4, 1/8) le premier contient 2ml de I’extrait
brute et 2ml d’eau distillée ou éthanol. On ajoute dans le deuxiéme tube (1/4) 2ml du premier

tube (1/2) et 2ml d’eau distillée ou éthanol. On répéte le procédé jusqu'on terminé (fig. 22).
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2ml de solution (1/2) +

2ml d’eau distilles ou 2ml de solution (1/4) +
éthanol. 2ml d’eau distilles ou

‘ éthanol.

2ml des extraits pur + 1/2
2ml d’eau distillesou == M
éthanol.
1/4 0

1/8

Figure 22: Préparation des dilutions

1.3.3. Principe et mode d’opération

L'évaluation de l'activité antibactérienne des extraits de menthe est réalisée par la
méthode de diffusion en milieu gélosé des disques. Cette méethode repose sur le pouvoir
migratoire des extraits sur un milieu solide a I’intérieur d’une boite de Pétri, et permet de
mettre en évidence I’effet antibactérien des extraits sur les bactéries, ainsi que la
détermination de la résistance ou la sensibilité de ces bactéries vis-a-vis de extraits. La
méthode de diffusion des disques appliquée est celle décrite par Mayachiew et Devahastin
(2008).

« La réactivation des bactéries

Apreés la stérilisation de zone de travaille les souches bactérienne sont réactivées dans
le milieu BN stérile et incubé dans I’étuve durant 24h a 37°C (photo 03).
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Photo 03 : Incubation des bactéries dans le milieu BN.

« Le repiquage des bactéries

Cette étape consiste a culture de la suspension bactérie par la méthode de la strie sur
milieu Muller Hinton (MH), et conservé dans I’étuve 24h a 37 °C (photo 04).

Aprés 24h prélever les colonies bien isolées (1 a 3 colonies) a I’aide d’une anse de
Platine et pose dans 9 ml d’eau physiologique stérile. Cette suspension bactérienne est ajustée
(ajout de la culture bactérienne ou ajout de I’eau physiologique) jusqu’a I’obtention d’une
densite optique de 0.08 & 0.10 a une longueur d’onde de 625nm (Bendahou et al., 2007).

Photo 04 : Etape de repiquage des bactéries dans les boite de pétrie.
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< L’ensemencement des bactéries

Cette opération se fait aprés le coulage de gélose (Mueller-Hinton) stérile dans des
boites de pétri avec une épaisseur de 4 mm (photo 05), I’ensemencement est effectue par
écouvillonnage, a partir de I’inoculum préparer. Il consiste a imbiber un écouvillon de coton
stérile dans la suspension a trois répétitions sur la totalité et autour du bord de la surface
gélosée de fagon a former des stries serrées, un étalement uniforme en nappe, en tournant la
boite a environ 60° aprés chaque application pour obtenir une distribution égale de I’inoculum
(photo 06).

Photo 05: Coulage de gélose. Photo 06: Ensemencent des bactéries
+» Disposition des disques

Les disques ont été trempés a I’aide de micropipette par différent concentration des
extraits et déposé délicatement sur la surface de gélose (MH) par une pince stérile. Un disque
imprégné par les extraits bruts (2ml) et trois disques imprégné par les extrais diluée (1/2, 1/4,
1/8), tandis que les témoins imbibés seulement par I’eau distillée stérile. Enfin les boites sont
été incubées a 37 °C durant 24 h (photo 07).
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Photo 07 : Technique de disposition des disques.

0,

< Lecture

La lecture de résultat se fait par la mesure du diametre de la zone d’inhibition autour
de chaque disque. Ce disque déterminé par les différentes concentrations des deux extraits

(éthanolique et aqueux).
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1. Résultats et discussion
11.1. Résultats de screening phytochimique de M. spicata L.

L’étude phytochimique des differentes classes des meétabolites secondaires
constituants les plantes, nous permet d’avoir une bonne idée sur ses activités
pharmacologiques. Nous avons réalisé des tests phytochimique des différentes parties des
planes (feuilles, tiges, racines). Ces tests sont en relation avec la précipitation, et la coloration
par des réactifs spécifiques.

Tableau I11: Résultats expérimentaux des tests phytochimiques effectués sur les différentes

parties de M. spicata.

Résultats
Les .
Les réactifs . i i .
substances utilisés L’observation Feuilles | Tiges | Racines
testées
Saponines L’eau distillee Mousse stable + + -
KOH Couleur jaune claire ++ ++ +
Alcool amylique Couleur jaune claire
Flavonoides Magnésiums Couleur rouge B} . B}
. Chlorure de fer + | Couleur vert
Cardinolides . . . + - -
Acide sulfurique Bleuéatre
. Chlorure de fer Couleur vert foncé
Tanins
++ ++ ++
Glucosides Réduction de
(sucres Réactif de Fehling | solution Fehling
i ++ ++ ++
réducteur)
Molybdate
Glucosides Ammonium + Couleur bleu
(Kitose) acide Acétique
) + + +
glaciel
Alcaloides Reéactif de Wagner Couleur brune + + +
Huiles L’eau distillée L'apparition des huiles
. +++ +++ ++
essentiales
Acide acétiques Couleur rouge violet -
anhydride + Acide + +
Stéroides et sulfurique
triterpénes i i
Acide sulfurique | Couleur rouge + + -

-: absence, +: présence en faible quantité,
++: Présence a une guantité moyenne, +++: Présence a une quantité importante
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A partir de (tableau I11), les résultats de la composition phytochimique de M. spicata
L. montre que Cette espece contient un teneur importante et prédominant des huiles
essentielles dans les tiges et les feuilles, et une quantité moyenne dans les racines.

On a noté la présence des sucres réducteurs, des tanins, des flavonoides en teneure
moyenne dans les différentes parties étudiées mais ce dernier se trouve en faibles quantité
dans les racines. Les alcaloides, les kitoses, les saponines, les stéroides et les triterpénes ont
marqués leurs présences en faibles quantité dans les parties étudiées, sauf les trois substances
derniére n’existe pas dans les racines.

Les cardinolides sont présents uniquement dans les feuilles mais en faible intensités,
les flavonoides libres et glucosidiques sont inexistants dans les trois parties de cette espéce.

11.1.1. Saponines

Aprés agitation des types a essai on a observe la présence de mousse en faible
teneure dans les parties aérien (tiges, feuilles) et I’absence totales dans les racines, Les
résultats sont présentés dans le (tableau 111, photo 08).

Saladji et al., (2014) ont noté la présence des saponines a degré moindre dans les
extraits des feuilles et des tiges de M. rotundifolia.

Les résultats de Kasmi (2016) sur L’analyse phytochimique des extraits bruts de M.
pulegium montre que les saponines sont fortement présentes dans les extraits eau/acétone.

Selon les chercheurs précédant, I’appariation de mousse stable signifie la présence des
saponines, ceci a confirmé de notre résultat, ou la mousse rester stables plus 1h dans les
feuilles et les tiges.

Photo 08: Résultat de test des saponines (formation un mousse stables).
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11.1.2. Flavonoides

Le test de recherche des flavonoides dans les différentes parties de M. spicata a donné
des réactions positives. On a montre I’apparition de la couleur jaune clair dans les trois partie
d’organe (tige, feuille, racine) qui indique la présence de flavonoides, en quantité moyenne
dans les tiges et les feuilles, et faibles dans les racines, selon I’apparition de couleur (tableau
111, photo 09).

Par ailleurs Andrew (2001) dit que Les flavonoides sont des pigments jaunes, et ce
sont des composés phénoliques fréquemment présents sous forme hétérosidique,
hydrosoluble.

Une étude réalisée par Saladji et al., (2014), sur Mentha rotundifolia, montrent que les
extraits des feuilles et des tiges sont riches en flavonoides. Par ailleurs Rajinder et al.,
(2015), ont noté la présence des flavonoides dans les feuilles de Mentha piperita récoltées en
Libye.

Photo 09: Résultat de test des flavonoides (couleur jaune clair).

« Flavonoides libres

Aprés I’agitation de filtrat avec alcool amylique, on a observe [I’absence de couleur
jaune indique I’absence des flavonoides libres dans tous les parties, les résultats sont
présentés dans le (tableau 111, photo 10).
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Photo10: Résultat de test des flavonoides libre (absences de couleur jaune)
+ Flavonoide glucosidiques

Aprés I’ajoute de Mg dans la solution acidiques, on observe I’absence de couleur
rouge qui preuve I’absence des flavonoides glucosidiques dans les différent parties des
plantes étudié (tableau 111, photo 12).

Photo 11: Résultat de test des flavonoides glucosidique (absences de couleur rouge).

11.1.3. Cardinolides

Les résultats de la composition physicochimique ont montré que I’apparition de

couleur vert bleuatre a teneur faibles dans les feuilles, indique la présence des cardinolides. Et
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I’absence de cette couleur dans les tiges et les racines, qui preuve la pauvre de cette plante eu

cardinolides (tableau 111, photo 12).

Photo 12: Résultat de test des cardinolides (couleur vert bleuatre).

11.1.4. Tanins

Apres le traitement des extraits par la solution aqueux du FeCls, I’apparition d’une
intensité de la couleur verte foncé montre que les différentes parties des plantes sont présente
des tanins. Le résultat sont présentent dans le (tableau I11, photo 13).

Ces résultats comparés avec les études de Saladji (2015) sur la M. rotundifolia qui
montre que les extraits des feuilles et des tiges sont riches en tanins. Rajinder et al., (2015)
ils ont révélé que I’extrait aqueux, chloroformique, éthanolique et acétate d’éthyle des feuilles
de Mentha piperita contient des tanins.

Nos résultats sont confirmés par Makhloufi (2010) et Mehalaine (2014) qui ont
études réalisé sur des plantes appartenant de la famille lamiacée (Thymus vulgare, rosmarinus

officinalis).

Photo 13: Résultat de test des tanins (couleur vert fonce).
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11.1.5. Glucosides

% Les sucres réducteurs
La reduction de la couleur par la réaction de Fehling montre que les I’extrait de M.
spicata contiens des sucres réducteurs, les résultats se présent dans le (tableau 111, photo 14).
Une étude phytochimique réalisée par Saladji et al., (2014), sur Mentha rotundifolia
noté la présence des composés réducteurs dans les extraits des feuilles et des tiges. Une
recherche des sucres réducteurs dans les extraits acétones de M. pulegium a réalisé par
Kasmi (2016) montre la présence des ces composeées.

Photo 14: Résultat de test de sucre réducteur (réduction de solution Fehling).

« kitose

Les résultats de teste convient a I'apparition d'une faible couleur bleu dans les parties
étudiée prouve la présence d’une faibles quantité des kitoses (tableau 111, photol5).

= ™ |

Photo 15: Résultat de test de kitose (couleur bleu).
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11.1.6. Alcaloides

Dans les résultats de test des alcaloides nous remarquons I’apparition d’un faible
couleur brune dans les trois parties, qui confirme la présence de ces composées en faibles
quantité (tableau 111, photol16).

Les testes phytochimiques effectué sur les deux extraites eau/ acétone de M.pulégium
montre que la présence des alcaloides (Kasmi, 2016).

Par contre, les travaux de Benomari (2014) sur la M. agautica ont révélé que les
alcaloides sels inexistants dans I’extrait aqueux de cette espéece.

Photo 16: Resultat de test des alcaloides (couleur brune).

11.1.7. Huiles essentielles

Le test de recherche des huiles essentielles dans les extraits de plante ont donné des
réactions positives. On remarque que les parties aériennes (tiges, feuilles) sont trés abondant
par cette substances, mais en moins quantité dans les racines (tableau I11).

Selon Hikal et omar (1993) la menthe sont riches en huiles essentielles, Mahmoudi,
(1990) montre que les composée majoritaire de la M. spicata sont des limonénes et des
carvons.

Les analyses des huiles essentielles de M. spicata indiquent que les composés
primordiaux sont des carvones 45%, des cis-carveole 16.9%, des limonénes 10.6% (Vian et
al., 2008). Elhassani et al., (2009) dans leurs études des analyses sur les huiles essentielles de

méme espece retrouvée des carvone 76.65%, des limonenes 9.57%, des cineole 1.8-1.93%.
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Photo 17: Résultat de test des huiles essentielles.

11.1.8. Stéroides et triterpénes

Dans le résultat de ce teste, on remarqué I’apparition un anneau rouge violet a la
zone de contact les deux couches en intensite faible dans les tiges et les feuilles, indique la
présence de stérols et triterpénes en quantité faible, par contre enregistré I’absence totale
dans la partie racinaire (tableau 111, photol18).

L analyse phytochimique effectuée sur les feuilles de M. piperita a noté la
présence terpénoides dans I’extrait aqueux, chloroformique, éthanolique et acétate
d’éthyle (Rajinder et al., 2015).

Une étude réalisée par Saladji (2015), montre que les extraits des feuilles et des

tiges de M. rotundifolia sont riches en stérols et stéroides.

Photo 18: Résultats de test des Stéroides et triterpénes (anneau rouge violet).
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¢+ Dérives des stéroides et triterpenes

Apreés I’ajoutant de acides sulfurique dans la solution chloroformique on remarque la
présence d’une faible couleur rouge dans les extraits des feuilles et des tiges, par contre
I’absence total de la couleur dans les racines. Ce résultat expliqué I’existence des dérive
stériodiques et triterpénes en mois quantité dans les parties aériennes et I’absence dans le
partie souterraines (tableau 111, photol9). Les résultats obtenue confirmer et en accord
avec les résultats de teste précédant.

Photo 19: Résultats de test des dérives Stéroides et triterpenes (couleur rouge).

11.2. Résultats de I’activité antibactérienne de M. spicata

Nous avons évalué I’activité antibactérienne des extraits (éthanol et aqueux) des
parties aérienne (feuilles/ tiges) sur les souches de Gram(-) et Gram(+) par la méthode de
diffusion des disques, Cette méthode est intensivement employée pour étudier I’activité
antibactérienne des substances naturelles et des extraits des plantes (Guil¢gin et al., 2004).

La méthode de disque a permis de déterminer I’action des différents extraits, vis-a-vis
des différentes souches microbiennes, celle-ci se traduit par I’apparition d’une zone
d’inhibition autour du disque de papier préalablement imprégné de I’extrait. Le diametre de la
zone d’inhibition difféere d’un microorganisme a un autre et d’un extrait a un autre. La
variation de I’activité antimicrobienne des extraits s’explique par les variations de leurs

compositions chimiques, il a été rapporté, qu’un extrait est considéré comme actif lorsqu’il
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induit une zone d’inhibition supérieure a 10 mm (Tekwu et al., 2012). Les valeurs obtenues

sont données dans les tableaux (IV, V, VI).

% Reésultats de I’activité antibactérienne des extraits ethanoliques (01)

Tableau IV: Activité antibactérienne des extraits éthanoliques (01) de M. spicata L.

® (mm)
Concentration (mg/ml) Ci Cip Cua Cus TM (eau)
Eth (01)
Souches F| T F T | F T F T |F+T
E. coli 10 06 11 12 12 12 14 <@ --
S. aureus 15 03 17 15 19 15 ‘ 99 15 =
|

®: zone d’inhibition, (--): pas d’inhibition, (T): tiges, (F): feuilles, (TM): témoin

Le pouvoir antibactérienne est plus ou moins important selon la nature de la souche et
la différente concentration. A partir de résultat de diamétre des zones d’inhibition dans le
(tableau 1V) on remarque que I’extrait ethanoliques (1) possede une activité antibactérienne
différente contre E. coli et S. aureus avec un diameétre d’inhibition varie entre (03-22). Le TM
n’a aucune activité antibactérienne, donc une zone d’inhibition autour de disque imbibé par
eau distillée, est totalement absente.

Nous avons remarqué un bon pouvoir antibactérien dans la dilution Cyg de I’extrait
contre S. aureus avec un diameétre d’inhibition de (22, 15mm), dans les feuilles et les tiges
respectivement, suivie par E. Coli avec une zone d’inhibition de (14mm) dans les tiges et les
feuilles, on remarque aussi un pouvoir faible dans I’extrait brut (C;) contre S. aureus avec de
zone d’inhibition (03mm) dans les tiges.

La sensibilité d’E. Coli et de S.aureus sur les extraits des feuilles possédent une
activité antibactérienne moyennement important par apport a des extraits des tiges.

Dans les testes phytochimiques précédant sur la M. spicata on a trouvé les huiles
essentielles en quantité importants et prédominant (+++). Ces résultats constatent que les
extraits sont trés riches par ces substances, qui réalisée par plusieurs études sur le genre

Mentha qui prouve la richesse en huiles essentielles. 1l est reconnu que les huiles essentielles
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de M. spicata, M. piperita et M. pulegium possedent des propriétés antimicrobiennes
(Daferera et al., 2003; Kaur et Kapoor, 2002).

Brute (2004) explique I’effet des huiles essentielles sur quelque souches bactériennes,
ces huiles capables a solubilité dans les glucides qui présente sur la surface des membranes
des bactéries, et provoque d’une perturbation sur la perméabilité de membrane bactérienne.

Riahi et al., (2013) ont déterminé le pouvoir antimicrobien des huiles essentielles des
parties aériennes de M. rotundifolia (contenant de la pulégone a 32,1% suivi par I’oxyde de
pipériténone 17,3%), sur plusieurs souches microbiennes, notamment S. aureus, Bacillus
cereus, E. coli, Aspergillus niger et Candida albicans.

Les testes phytochimiques précédant révélé la présence des tanins (++) et les
flavonoides (++) avec une quantité moyennes, qui réaffirmé par I’appariation des couleurs,
ces substances possedent des caracteres antibactérienne. Bennis et Chami, (2004) confirmé
qgue les poly-phénols notamment les tanins et les flavonoides, sont des substances
antibactériennes importantes, les poly-phénols sont capables d’engendrer des dégats
irreversibles au niveau de la membrane bactérienne. D’autre études réalisé par Mori et al.,
(1987) trouve que les flavonoides trinydroxyleés 3°,4°,5” sur le cycle B et substitués 3-OH sont
nécessaires pour I’activité antimicrobienne.

Les résultats de diamétre des zones d’inhibition révelent que le S. aureus apparait
sensible vis-a-vis des extraits éthanolique (01), avec un diamétre varie entre (15-22) mm des
feuilles et (03-15) mm des tiges. Par apport E. coli qui apparait moyennement sensibles et
augmenter des zones d’inhibition moyennent, avec un diamétre varie entre (10-14) mm des
tiges et des feuilles. En fait une autre étude par Barchan et al., (2015) sur I’effet antibactérien
des espéces de menthe montré que la plupart des souches Gram (+) sont plus sensibles vis-a-
vis des différents extraits avec un diametre supérieures a 10 mm dans la plupart des cas.

Par ailleurs, d’apres ce qu’est rapporté par Basli et Chibane (2012) la paroi des
bactéries Gram (+) est riche en protéines tandis que les souches Gram (=), elle est surtout
composée en lipopolysaccharides (LPS), la membrane extérieure de ces derniéres constitue
une barriere efficace a la diffusion des molécules antibactériennes. 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 protégees contre les agents antibactériens, le
peptidoglycane n’entrave que la diffusion des molécules supérieures a plus de 50 000 D
(Hogan et Kolter, 2003).
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L’extrait brut C; donné des zones d’inhibitions inférieur que les extraits dilué (Cy,
Cua, Cysg), ce qui explique la dilution augment I’effet des extraits éthanolique (1), dont
I’activité antibactériennes est proportionnelles a la concentration des extrait.

Les travaux de Sarker et al.,, (2005), montrent que I’effet d’un extrait est
probablement due a la synergie entre le nombre de composants, qui lorsqu’ils sont séparé
deviennent inactifs individuellement.

Eth (01) Mune’s. F

Eth (01) E. Coli. T

- i 1
S
13@ , ‘1/4
N ¢ lA. .

Photo 20: Exemple de I’action inhibitrice des extraits éthanoliques (1) des feuilles et des tiges

de M. spicata sur les souches de S .aureus et E. coli.
+ Résultats de I’activité antibactérienne des extraits éthanoliques (02)

Tableau V: Activité antibactérienne des extraits éthanoliques (02) de M. spicata L.

® (mm)

Concentration (mg/ml) Ci Cip Cua Cus TM (eau)
Eth (02)
Souches F| T F

F| T | F | T |F+T

T
E. coli 05 C) 07 08 [10 |09 |09 -
S. aureus @, 10 |06 @ 08 [12 |08 |09 -

®: zone d’inhibition, (--): pas d’inhibition, (T): tiges, (F): feuilles, (TM): témoin
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D’apreés les résultats montrés dans le tableau (V) les souches bactériennes utilisées ont
réagi plus ou moins bien selon la nature et la concentration du produit vegétal, les diamétres
des zones d’inhibition sont compris entre 01 et 14 mm. Le TM possede une zone d’inhibition
nulle qui preuve I’absence totalement des activités antibactériennes.

Nous avons remarqué un bon pouvoir antibactérien de la dilution Cy, de I’extrait
contre E. Coli avec une zone d’inhibition de (14mm) suivie par S. aureus avec un diameétre
d’inhibition de (13mm), dans les tiges. On remarque aussi un pouvoir faible dans I’extrait brut
(Cy) contre S. aureus avec de zone d’inhibition (mm) dans les feuilles, par contre E. Coli
avec une zone d’inhibition nulle dans les tiges et 5 mm dans les feuilles. On remarque que les
extraits éthanoliques (1) est efficace contre les souches bactériennes testé par apport a des
extraits éthanoliques (2).

L’activité antibactérienne des substances naturelles s’explique par la lyse de la
membrane. Les huiles essentielles, les flavonoides, les alcaloides voire méme les tanins
pourraient induire une fuite d’ions potassium au niveau de la membrane et par voie des
conséquences des lésions irréversibles au niveau de cette membrane. Cette permeabilité au
potassium est un effet précurseur de leur mort (Rhayour, 2002), ces substances actives sont
présentent dans notre résultat des testes phytochimiques précédant, dont I’apparition des
couleurs expliques que les extraits de M. spicata est contient en poly-phénols.

Le menthol possede un effet antibactérien contre plusieurs souches pathogenes
compris Clostridium sporogenes, Salmonella pullorum et Staphylococcus aureus (Deans et
Svoboda, 1988).

L’huile essentielle de M. pulegium est riche en pulegone (30-70%) (Aghel et Yamini,
2004 ; Lorenzo et Paz, 2002). La pulegone est reconnu pour ses effets antibactériens divers.
Il a montré un important effet antibactérien contre S. aureus (Duru et Oztiirk, 2004).

Les résultats des diamétres des zones d’inhibition révelent qu’E. Coli apparait
moyennement sensible vis-a-vis d’extrait testé, ces mémes résultats développent des zones
d’inhibition moyennement importantes vis-a-vis de S. aureus, dont les diametres des zones
d’inhibition varient (05-14) mm pour E. coli, (01-13) mm pour S. aureus.

Une autre étude réalisée par Derwich et al., (2010), montre que [I’activité
antibactérienne des huiles essentielles des feuilles de M. rotundifolia était tres importante vis-
a-vis de toutes souches testées et particulierement contre E. coli et S. aureus, avec des

diametres de I’ordre de 45 et 34 mm, respectivement.
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Ladjel et al., (2011) ont démontré que I’activité antimicrobienne des huiles
essentielles des parties aériennes de M. rotundifolia est importante contre E. coli.

L’extrait brut C, donné des zones d’inhibitions inférieur que les extraits dilué (Cy,
Cua, Cusg), ce qui explique la dilution augment I’effet des extraits ethanolique (2).

L’efficacité optimale d’un extrait ne peut pas étre due a un constituant actif principal,

mais a I’action combinée (synergie) des différents composés a I’origine de cet extrait (Essawi
et Srour, 2000).

Photo 21: Exemple de I’action inhibitrice des extraits ethanoliques (2) des feuilles et des tiges

de M. spicata sur les souches de S .aureus et E. coli.

+ Résultats de I’activité antibactérienne des extraits (aqueux 01+02)

Tableau VI: Activité antibactérienne des extraits aqueux (01+02) de M. spicata L.

® (mm)
Concentration (mg/ml) Ci Cip Cina Cus TM (eau)
Eau (01+02)
Souches F| T | F T| F | T F | T |F+T
E. coli - -- - - - - - - -
S. aureus - - - - - - - - -

®: zone d’inhibition, (--) : pas d’inhibition, (T): tiges, (F): feuilles, (TM): témoin

D’apres le tableau VI, on note que les extraits aqueux (01+02) de M. spicata sont

inactifs, avec une zone d’inhibition nulle par les deux souches bactériennes, aux différentes
concentrations testées.
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Notre reésultats a été différenciée que les études de Preeti dixit (2013) sur la M.
piperita preuve que les extraits aqueux des feuilles présentent une activité antibactérienne
tres important pour le S. aureus et E. coli, avec des diamétres des zones d’inhibition presque
similaires.

D’autres études ont été constatées par Sachinkumar et al. (2016) sur les études de
I’activité antibactérienne de I’extrait aqueux de M. piperita qui a exercé un effet inhibiteur
contre S. aureus mais aucun effet contre S .typhi.

——
Eau(02)

~ S.aureus 1

Photo 22: Exemple de I’action inhibitrice des extraits aqueux (01+02) des feuilles et des tiges

de M. spicata sur les souches de S .aureus et E. coli.
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Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par
leurs propriétés thérapeutiques.

Les résultats de nos recherches bibliographiques et de nos études expérimentales nous
ont permis de mieux connaitre Mentha spicata L. Ce dernier est une plante médicinale
aromatique appartient a la famille de lamiaceae qui utilisées par les thérapeutes traditionnels
pour leurs différentes propriétés.

Le présent travail avait pour but, Pour connaitre la présence des substances bioactives
et évaluation de I’activité antibactérienne.

A la lumiére des résultats obtenus des tests phytochimique nous avons révélé la
présence des substances bioactives dans les parties étudiée (feuilles, tiges, racines) tel que les
huiles essentielles, les flavonoides, les tanins et les sucre réducteur en intensité important, et
les alcaloides, les saponines, les cardinolides, les triterpénes et les stéroides se présente en
guantité faibles, ces deux derniére ne se trouvent pas au niveau des racines.

L’évaluation du pouvoir antibactérien des extraits a été réalisée sur deux souches
bactériennes: S. aureus et E. coli. Les résultats de I’activité antibactérienne enregistrés de
cette étude révelent la sensibilité variable des agents pathogénes aux extraits testés.

L’effet le plus prononcé est observé avec I’extrait éthanolique (01) vis-a-vis de souche
S. aureus avec un diameétre de zone d’inhibition varie entre (03-22) mm, suivie par E. coli
avec un diameétre varie entre (10-14) mm, ou I’activité antibactériennes est proportionnelles a
la concentration des extrait. Par contre les extraits aqueux (01, 02) qui présente une zone
d’inhibition nulle.

Les résultats obtenus sont encourageants pour I’utilisation de menthe comme une

source potentielle des molécules bioactives en thérapeutique.
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Annexe 01:; Les déférentes classes des flavonoides

Sous classe structure
Flavonoles g OI g
OH
(8]
o S
Flavones O I
o

O
Isoflavones g I

1
0]

D AN
Flavanones Qn;l
] O

Flavan-3-ol @:

Anthocyanes g =
“~0OH




Annexe

Annexe 02: Les produits chimiques
-Acide Acétique Anhydride
-Acide acétique glaciere

- Acide Hydrochlorique

- Acide sulfurique

- Acide sulfurigue concentré
- Acide tartrique

- Alcool Amylique

- Chlorure de fer (FeCls)

- Chloroforme-Eau distillée
- Chlorure de fer

- Chlorure de sodium Na ClI
- Ethanol

- Hydroxyde Ammonium

- Hydroxyde de sodium

- Molybdate Ammonium

Annexe 03 : Préparation des solutions pour I’analyse biochimique

% Réactif de Wagner

lodure de potassium Kl ... e 20)
1OUE 12, ..o 1.39
Baudistillé ... ... e e e e 1D PUES

ajusté 100 ml d’eau distillée.



++ Solution de Fehling

FEnliNg Ao e e e e e e e e e. DM

FENIING B ..o e 5mi

Bau diStill@e. .. ... 90 ml
% Ethanol 70%

Ethanol ... e 2OM

Bau diStill@e. .. ... e s 30ml
% Chlorure ferrique
Chlorure ferrique.........ooo i e e e e e e 2020010

BaU diStillBe. .. e e e e 100ml

¢ Eau physiologique

Chlorure de sodium (Na Cl)....o.vnii e 90
BaU diStillEe. .. ...t 1000 ml
Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20 min.

Annexe 04: Appareillage et verreries

s Appareillage

Rota vapeur Bain-marie
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Etuve Agitateur magnétique

Bac benzéne Appareil de distillation
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Condensateur red balance

s Verrerie
-Les flacons
-Erlenmeyers
-Tubes a essali
-La fiole jaugée
-Les pipettes
-Anse de platine
-La pince
-La Poire
-Béchers
-Papier filtre
-Entonnoirs

-Ampoule a décanter
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-Papier Aluminium
-Spatule

-Boite de pétrie
-Papier Wattman

-Papier de PH
Annexe 05 : Composition de certains milieux de culture

+* Le bouillon nutritif :

- Extrait de Viande SEC..........vveriieieieie e e e i ieiie e ee e e DO

- Bacot peptone ... ..o e 100

- Chlorure de SOIUM. .. ...oe i e e e e e 59
SEAUIStIIE. .. e 1000ml
PH 7,2-74

- Stérilisation par autoclavage pendant 20 min & 120°C.
s Mueller-Hinton:
-Infusion de viande de baeUf..........cooeii i 300.0

-Hydrolysat de caséine...........cccoevivviiiiiiieiiieiiie il 17,59
S AMIAON. .. e 1D O

-Stérilisation a 120°C pendant 20 min
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Résumé:

Ce travaille inclut I’étude de quelques substances actives de menthe vert (M. spicata L.)
qui appartient a la famille de lamiaceae, les résultats de screening photochimiques ont montré
que cette plante contient des huiles essentielles, des flavonoides, des tanins et glucosides en
guantité important, tandis que les alcaloides, les saponines, les stéroides et tritérpénes, se
présentent en quantité faible dans les feuilles et les tiges , et absences dans les racines, cependant

les cardinolides se trouvent uniquement dans les feuilles.

Le pouvoir antibactérien des extraits a été réalisés par la méthode de diffusion des
disques a deux souches bactériennes (S. aureus, E. coli), les extraits ethanoliques ont révélés
actifs ou ont un effet fort sur (E. coli, S. aureus,). Par contre les extraits aqueux sont inactif et
nulle sur les méme souches.

Mots clés: menthe vert (M. spicata L.), screening photochimiques, substances bioactive, activité

antibactérienne.

Abstract:

This work included the study of some active substances the mint green (Mentha spicata
L.) is a pertaining to lamiaceae family. The result Phytochimical screening showed that these
plants contain essential oils, falvonoide, Tannins, glycoside, a significant amount, while the
alkaloid, saponines, triterpenes and steroids the little amount, but these two are not found in the
roots. Whereas cardinolids are founds only in for leafs.

The antibacterial potency of the extracts was evaluated by the disque diffusion method on
two bacterial strains (E .coli, S. aureus,). The ethanolic extracts were active or a high effect against
(E.coli, S. aureus). The aqueous extracts were inactive a two strains.

Keywords: _mint green (Mentha spicata L.), Phytochimical screening, Bioactive substances,
Antibacterial activity.
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