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Introduction

Introduction

Depuis des milliers d'années, l'humanité a utilisée diverses plantes trouvées dans son
environnement, afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies, ces plantes représentent un
réservoir immense de composés potentiels attribués aux métabolites secondaires qui ont I'avantage
d'étre d'une grande diversité de structure chimique et ils possedent un trés large éventail d'activités
biologiques. Cependant I'évaluation de ces activités demeure une tache tres intéressante qui peut faire
l'intérét de nombreuses études (Alessandra Moro Buronzo, 2008).

Actuellement, les plantes aromatiques possedent un atout considérable grace a la découverte
progressive des applications de leurs huiles essentielles (HEs) dans les soins de santé ainsi que leurs
utilisations dans d'autres domaines d'intérét €conomique. Leurs nombreux usages font qu'elles
connaissent une demande de plus en plus forte sur les marchés mondiaux (Alessandra Moro
Buronzo, 2008). La popularité dont jouissent depuis longtemps les huiles essentielles et les plantes
aromatiques en général reste liée a leurs propriétés médicinales en l'occurrence les propriétés anti-
inflammatoires, antiseptiques, antivirales, antifongiques, bactéricides, antitoxiques, insecticides,
tonifiantes, stimulantes, et calmantes (Franchomme et al., 1990).

Il existe un grand nombre d’huiles essentielles connues dans le monde et plusieurs milliers d’entre
elles ont été caractérisées. Cependant, de ce nombre, une faible proportion seulement présente un
intérét commercial. Cela s’explique par la composition chimique des huiles, les différentes
utilisations possibles et leur cott de production (Guiraud, 1998).

L’Algérie est riche en plantes aromatiques et médicinales susceptibles d’étre utilisées dans
différents domaines (pharmacie, parfumerie, cosmétique, agroalimentaire) pour leurs propriétés
thérapeutiques et odorantes. Ces plantes aromatiques sont, donc, la source des huiles essentielles
(Marianne piochon, aout 2008).

C'est dans cette optique que se situe ce projet de mémoire dont l'objectif principal est d'étudier
l'effet antibactérien de 'huile essenticlle de la menthe verte (Mentha spicata 1..) de la région de

Zenina (El Idrissia-wilaya de Djelfa) sur 02 bactéries Gram négatifs et une de Gram positifs.

La méthode de travail se divise en 04 parties:

La premiére partie est une synthése bibliographique comporte trois chapitres:
- Le premier chapitre donne un apergu sur les plantes médicinales.
- Le deuxieme chapitre a ét€ consacré aux huiles essentielles.

- Le troisieme chapitre décrit la plante a étudi€e : Mentha spicata L.
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La deuxiéme partie décrit les matériel et méthodes utilisées lors du travail expérimental :

- Extraction d’HE.
- Extraction des extraits.

- Etudes de activité antibactérienne des HEs et des extraits de différents solvants.

La derniere partie a été réservée aux résultats obtenus ainsi qu'a leur interprétation, suivie

par une conclusion.
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Chapitre 1 Les plantes médicinales et aromatiques

1. Terminologie

Q2

s Phytothérapie : est un mot d’origine grecque : « phyto » qui veut dire plante et «
therapeuein » qui veut dire soigner. Autrement dit, au sens étymologique, c’est « la
thérapeutique par les plantes » ; elle utilise les plantes ou les formes immédiatement
dérivées des plantes, en excluant les principes actifs purs issus de celles-ci. Les plantes
sont consommées sous plusieurs formes : en I’état (infusions) ou aprés transformation
(teintures, extraits, médicaments a base de plantes, etc.) (Hmamouchi, 1999; Gazengel,
2013; Larousse médicale, 2001).

+ Plante médicinale : définie par la pharmacopée par une plante dont au moins une
partie posséde des propriétés médicamenteuses. Egalement appelée « drogue
végétale » (Gazengel, 2013).

< Aromathérapie : branche de la phytothérapie, elle recourt aux extraits

aromatiques des plantes (essences et huiles essentielles). Elle se différencie de la

phytothérapie qui fait appel a ’ensemble des €éléments contenus dans la plante

(Hmamouchi, 1999 ; Lorrain 2013).
2. Historique

Les végétaux peuplaient la plancte bien avant ’homme et ont d’abord servi a le nourrir
via la cueillette puis la culture (Lorrain, 2013). Leur emploi a rapidement évolué en
constatant leurs propriétés thérapeutiques pour traiter les blessures et les maladies.
L’utilisation des aromes était également connue des civilisations de I’antiquité pour des
usages religieux, cosmétiques mais aussi thérapeutiques (Lardry, 2007). Ce sont les
égyptiens, 3150-1085 avant Jésus-Christ, de I’époque pharaonique, qui furent les premiers a
avoir recours aux plantes aromatiques pour embaumer les morts, avec notamment un
mélange d’huiles essentielles comme ’huile de cedre, de basilic (Franchomme et al., 1997),
et en utilisant des plantes aux propriétés antiseptiques connues comme le nard de
I’Himalaya, la cannelle, le ciste et des produits de sécrétion aromatique comme 1’encens ou
la myrrhe (Couic-Marinier et Lobstein, 2013). En Gréce antique, Hyppocrate indiquait les
bains aromatiques dans le traitement des maladies de la femme (Lardry, 2007). Et dans les
grandes épidémies, on faisait briler de la lavande, sarriette, romarin et de 1’hysope
(Franchomme et al., 1990). En Inde, a I’age d’or de la médecine ayurvédique coincidant avec
I’apogée du boudhisme (de 327 av. J-C. a 750 apr. J-C.), on conseillait couramment les
plantes médicinales et aromatiques pour différentes indications : massages, bains, hygiéne,

santé et diététique (Lardry et Roulier, 1990). Au 1 siécle apr. J-C., apparut le traité intitulé

|
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« De materia medica » écrit par Dioscoride, médecin et grand voyageur, dressant
I’inventaire de 519 especes de plantes et qui servira de référence dans la société Romaine et
Arabe. Les arabes ont ainsi poursuivi les recherches sur les plantes médicinales en devenant
les premiers a mettre au point la distillation des plantes, permettant d’en extraire 1’huile

essentielle, il y a de cela plus de mille ans (Nogaret-Ehrhart, 2008).

Cependant, avec les progres de la science, I’avénement de la pharmacologie de synthese
(I’aspirine, la pénicilline, etc.) et ’émergence de la médecine basée sur la preuve, I'usage
des médicaments chimiques a pris son essor, et ce depuis la seconde guerre mondiale, tandis
que la phytothérapie ainsi que 1’aromathérapie ont perdu de leur intérét. Récemment, depuis
le début des années 2000, 1l y a un retour en force vers cette discipline alternative. En effet,
la prise de conscience par les patients et le personnel médical d’une image de plus en plus
défavorable des médicaments de synthese suite a I’apparition des effets indésirables, d’une
efficacité parfois insuffisante ou nulle et ’émergence de résistances bactériennes ont renvoyé
a nouveau vers I’usage de produits naturels a base de plantes médicinales qui semblent avoir
de grands avantages. Ainsi, la phytothérapie médicale, aujourd’hui, creuse son chemin, se
développe et se codifie. Des études scientifiques se multiplient prouvant de plus en plus
I’efficacité¢ thérapeutique des plantes, dont I'utilisation est plus réglementée selon des
critéres scientifiques et une démarche clinique rigoureuse pratiquée par des professionnels

de la santé spécifiquement formés (Leila, 2015).
3. Définition des principes actifs

Le principe actif c’est une molécule contenu dans une drogue végétale ou dans une
préparation a base de drogue végétale et utilisé pour la fabrication des médicaments (Pelt,
1980). Cette molécule présentant un intérét thérapeutique curatif ou préventif pour 1'homme
ou l'animale, elle est issue de plantes fraiches ou des séchées, nous pouvons citer comme des
parties utilisées: les racines, écorces, sommités fleuries, feuilles, fleurs, fruits, ou encore les
graines (Benghanou, 2012).

Les plantes contiennent des métabolites secondaires peuvent €tre considérées comme des
substances indirectement essentiels a la vie des plantes par contre aux métabolites primaires
qu'ils sont les principales dans le développement et la croissance de la plante, les métabolites
secondaires participent a 1'adaptation de la plante avec l'environnement, ainsi a la tolérance
contre les chocs (lumiére UV, les insectes nocifs, variation de la température, etc.)
(Sarnimanchado et Cheynier, 2006). Ces composés sont des composés phénoliques, des

terpenes et stéroides et des composés azotés dont les alcaloides.
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4. Différents groupes des principes actifs
4.1. Polyphénols

Les polyphénols ou composés phénoliques forment une grande classe de produits
chimiques qui on trouve dans les plantes au niveau des tissus superficielles, ils sont des
composés photochimiques polyhydroxylés et comprenant au moins un noyau aromatique a 6
carbones. Ils subdivisent en sous classes principales : les acides phénols, les flavonoides, les
lignines et les tanins (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Comme ces molécules constituent la base des principes actifs que l'on trouve chez les
plantes, elles ont un rdle principale a la vie de plante, a la défense contre les pathogénes;
principalement les moisissures et les bactéries phytopathogenes et a la protection contre les
rayonnements UV; sachant que tous les composés phénoliques absorbent les rayonnements

solaires (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).
4.1.1. Acides phénoliques

Les phénols ou les acides phénoliques sont des petites molécules constituées d'un noyau
benzénique et au moins d'un groupe hydroxyle, elles peuvent étre estérifiées, éthérifiées et
liées a des sucres sous forme d'hétérosides, ces phénols sont solubles dans les solvants
polaires, leur biosynthese dérive de l'acide benzoique et de l'acide cinnamique (Wichtl et
Anton, 2009).

Les phénols possedent des activités anti-inflammatoires, antiseptiques et analgésiques

(médicament d'aspirine dérivée de l'acide salicylique) (Iserin et al., 2001).

O 0

OH
OH

HO”

Acide benzoique Acide cinnamique

Figure 01: Structure de base des acides benzoique et cinnamique (Bruneton, 2009).
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4.1.2. Flavonoides

Terme en latin ; flavus = jaune. Ont une structure de C6-C3-C6 a poids moléculaire faible,
ils peuvent étre considérés parmi les agents responsables des couleurs de plante a coté des
chlorophylles et caroténoides (Wichtl et Anton, 2009). Les flavonoides ont des sous-groupes
caractérisés a contenant deux ou plusieurs cycles aromatiques existent sous forme libre dite
aglycone ou sous forme d’hétérosides, chacun portant une ou plusieurs groupes hydroxyles
phénoliques et reliées par un pont carbon¢ (Heller et Forkmann, 1993).

Les flavonoides sont généralement des antibactériennes (Wichtl et Anton, 2009). Ils
peuvent étre exploités de plusieurs manicres dans I'industrie cosmétique et alimentaire (jus de
citron) et de l'industrie pharmaceutique (les fleurs de trefle rouge traitent les rhumes et la
grippe en réduisant les sécrétions nasales), comme certains flavonoides ont aussi des

propriétés anti-inflammatoires et antivirales (Iserin et al., 2001).

Tableau 01: La structure de base des principaux flavonoides (Harborne et

Williams, 2000).

Sous classe Structure
o~ o S
Flavonoles : i |
: OH
(m]
o o —_—
Flavones ) !

[
Isoflavones O I

=
Flavanones - |}

O
Flavan-3-ol @’\)'L

O +
Anthocyanes g <
= ~0H

4.1.3. Tanins

Tanin est un terme provient d'une pratique ancienne qui utilisait des extraits de plantes

pour tanner les peaux d'animaux (Hopkins, 2003). On distingue deux catégories :
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Les tanins condensés, polymeres d'unités flavonoides reliées par des liaisons fortes de
carbone, non hydrolysable mais peuvent étre oxydées par les acides forts libérant des
anthocyanidines (Hopkins, 2003).

Les tanins hydrolysables, polymeres a base de glucose dont un radical hydroxyle forme
une liaison d'ester avec l'acide gallique (Hopkins, 2003).

Les plantes riches en tanins sont utilisées pour retendre les tissus souples et pour réparer
les tissus endommagés par un eczéma ou une brilure, elles rendent les selles plus liquides,

facilitant ainsi le transit intestinal (Iserin et al., 2001).
4.1.4. Lignines

Composés qui s'accumulent au niveau des parois cellulaires (tissus sclérenchymes ou le
noyau des fruits), au niveau de séve brute qu'ils permettent la rigidité¢ des fibres, ils sont le
résultat d'association de trois unités phénoliques de base dénommées monolignols de

caractére hydrophobe (Sarni-manchado et Cheynier, 2006).
4.2. Alcaloides

Ce sont des substances organiques azotées d'origine végétale, de caractere alcalin et de
structure complexe (noyau hétérocyclique), on les trouve dans plusieurs familles des plantes,
la plupart des alcaloides sont solubles dans 1'eau et 1'alcool et ont un gout amer et certains sont

fortement toxiques (Wichtl et Anton, 2009).

Figure 02: Exemple d'alcaloide, la morphine (Osbourn et Lanzotti, 2009).

Certains alcaloides sont utilisés comme moyen de défense contre les infections
microbiennes (nicotine, caféine, morphine, lupinine) (HOPKINS, 2003). Des anticancéreuses

(vincristine et la vinblastine) (Iserin et al., 2001).
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4.3. Terpénes et stéroides

Les terpénoides sont une vaste famille de composés naturels pres de 15000 de molécules
différentes et de caractere généralement lipophiles, leurs grandes diversités due au nombre de
base qui constituent la chaine principale de formule (CsHg), selon la variation de nombre n,
dont les composés monoterpenes, diterpeénes, triterpénes, sesquiterpénes, etc. (Wichtl et
Anton, 2009). Ces molécules présentent en forme des huiles essentielles; parfums et gotit des
plants, pigments (caroténe), hormones (acide abscissique), des stérols (cholestérol) (Hopkins,

2003).

e —

Figure 03: Unité isoprénique (Osbourn et Lanzotti, 2009).

Les stéroides sont des triterpenes tétracycliques, possedent moins de 30 atomes de carbone,

synthétisés a partir d'un triterpéne acyclique (Hopkins, 2003).
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Figure 04: Structure de noyau stéroide (Ling et Jones, 1995).

Chez toutes les plantes on trouve ces composés liées avec un groupement alcool qu'ils
nommés les stérols; prenant une forme plane, glycosylée, analogues du cholestérol qui ne
différent de celui-ci que par leur chaine latérale comme: B-Sitostérol et Stigmastérol

(Hopkins, 2003).
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4.3.1. Saponosides

Le terme saponosides est dérivé de mot savon, sont des terpenes glycoslysés comme ils
peuvent aussi se trouve sous forme aglycones, ils ont un gotit amer et acre (Hopkins, 2003).

Ils existent sous deux formes, les stéroides et les terpenoides (Iserin et al., 2001).
4.3.2. Huiles essentielles

Ce sont des molécules a noyau aromatique et caractere volatil offrant a la plante une odeur
caractéristique et on les trouve dans les organes sécréteurs (Iserin et al., 2001). Ils Jouent un
role de protection des plantes contre I’excés de la lumiere et attirent les insectes pollinisateurs
(Dunstan et al., 2013).

D’autre part, ils sont utilisées pour soigner des maladies inflammatoires telles que
I’allergie et eczéma; et ils favorisent I'expulsion des gaz intestinales comme les fleurs fraiches

ou séchées de plante "camomille" (ISERIN et al., 2001).
5. Les plantes aromatiques médicinales (PAM) dans le monde

Le marché mondial des plantes est en constante progression. Il atteint 700 millions de
tonnes et pres de 3 milliards de dollars courants en 2013 et 2014. La progression de la valeur
des exportations signale un marché a la hausse durant les deux périodes considérées (1994-
2003 et 2004-2013). Le taux de croissance annuel de 9 % est un taux éleve.

Les Etats-Unis, Hong Kong et la Chine sont les principaux importateurs. Ils dominent le
marché en volume et en valeur. Le poids des autres pays importateurs est faible puisqu’ils
occupent moins de 5% des importations totales mondiales que ce soit en volume ou en valeur.
Méme si leur part de marché est faible, il est important de signaler I’émergence de nouveaux
importateurs sur le marché¢ mondial. Ainsi, I’Inde quintuple la valeur des parts importées,
suivie par la Malaisie.

La Chine avec Hong Kong occupe une position dominante dans les exportations suivies
par les Etats-Unis. Elle totalise prés de 40% de la part du volume des exportations et plus de
30% de la valeur des exportations. Certains pays connaissent une expansion rapide. L’Egypte
en particulier, quadruple sa valeur des exportations entre les deux périodes de référence et
passe ainsi de 2% a 6% des parts de marché mondial avec un taux croissant annuel de 8% en
volume et de 13% en valeur entre 2013 et 2014.

L’Algérie quant a elle est absente de la scéne internationale des échanges de plantes
aromatiques et médicinales a un taux insignifiant sur le marché¢ mondial de 0,0007% (Ilbert et

al., 2016).
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Tableau 02 : Importance de l'utilisation de la médecine traditionnelle dans le monde (WHO,

2002).

Importance de l'utilisation Pays
80 % de la population locale pour les soins primaires Australie
49 % d'adultes Chine
30 % a 50 % dans les systemes de santé. Completement intégrée dans les Inde
systemes de santé. 95 % des hopitaux ont des unités de médecine
traditionnelle
Largement utilisée. 2860 hopitaux ont des unités de médecine Indonésie
traditionnelle
40 % de la population totale Japon
72 % des médecins pratiquent la médecine traditionnelle Vietnam
Completement intégrée dans les systemes de santé. 30 % de la population Pays
se soignent par cette médecine occidentaux
75 % de la population a recours a la médecine traditionnelle au France
moins une fois.
77 % des cliniques pratiquent I'acupuncture Allemagne
Etats-Unis : de 29 % a 42 % de la population utilisent la médecine Etats-Unis

traditionnelle.

6. PAM en Algérie

Selon Mokkadem (1999), I'Algérie comprenait plus de 600 especes de plantes médicinales
et aromatiques. On peut classer les plantes médicinales comme une ressource naturelle
renouvelable, c'est a dire, que l'apparition ou la disparition des plantes, se fait périodiquement
et continuellement dans des saisons définies par la nature (la biologie de la plante, I'écologie,
etc.). Ces ressources subites des dégradations irréversibles, comme on l'assiste aujourd’hui en
Algérie et comme l'estime Mokkadem (1999), que ces dix derni¢res années, des dizaines de

plantes médicinales et aromatiques ont été€ d’éperdues (Adli Ben Ziane et Yousfi, 2001).
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Les plantes médicinales comme les autres plantes subissent différents aspects de
dégradation avec un gradient d'intensité variable selon plusieurs causes (Paris, 1964). Dahia
(1994), signale que la principale cause de dégradation rencontrée dans la zone de Boussidada
(zone steppique) est la désertification, qui est du essentiellement aux:

e Exploitation abusive des sols inaptes aux cultures
e Déboisement des plantes (les arbres)
e Le surpaturage

Les produits issus des PAM font I’objet d’'un commerce important au niveau mondial. Les
importations suivies de réexportations, avec ou sans transformation, sont fréquentes.
L’Algérie comme pour tous secteurs hors hydrocarbure participe massivement a ce marché a
travers une activité d’importation des plus conséquentes, alors que 1’activité d’exportation est
peu présente.

Le bilan du Centre National de I’'Informatique et Statistique (CNIS), affili¢ aux douanes
algériennes, pour ’année 2014, fait état d’'une hausse de 17% en volume et plus de 73% en
valeur des importations en PAM par rapport a ’année 2013.

L’ Algérie a importé pour 1 197 milliers d’euros a la fin de I’année 2014 contre 694 milliers
d’euros a la méme période de comparaison de 1’année d’avant. En volume, cette facture
correspond a des importations qui ont atteint 534 tonnes contre 456 tonnes a la méme période

de ’année précédente (Ilbert et al., 2016).
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1. Définition

Le terme huiles essentielles (HEs) dérive de « quinta essentia », un nom donné par le
médecin suisse Paracelsus aux extraits de plantes obtenues par distillation, il signifie la
fragrance et la quintessence de la plante (Hart et al., 2008).

Une huile essentielle est définie comme le produit obtenu d’une plante ou certaines parties
de celui-ci par hydrodistillation, distillation a la vapeur, distillation s€che ou par un procédé
mécanique appropri¢ sans chauffage (par exemple pour les agrumes) (Rubiolo et al., 2010).
Ce sont des liquides huileux aromatiques, volatils, caractérisés par une forte odeur, souvent
colorés, et généralement avec une densit¢ inférieure a celle de l'eau. Ils peuvent étre
synthétisés par tout organe végétal (fleurs, bourgeons, graines, feuilles, brindilles, écorces,
herbes, bois, fruits et racines) et stockés dans des cellules sécrétoires, des cavités, des canaux,
des cellules épidermiques ou des trichomes glandulaires. (Burt, 2004 ; Bakkali et al., 2008).

Les huiles essentielles ne représentent qu'une petite fraction de la composition de la plante
néanmoins, elles conferent les caractéristiques par lequel les plantes aromatiques sont utilisées
dans l'alimentation, le domaine de la cosmétologie et les industries pharmaceutiques

(Pourmortazavi et Hajimirsadeghi, 2007).
2. Origine des huiles essentielles

Toutes les parties des plantes aromatiques et compris leurs organes végétaux peuvent
contenir de I'huile essentielle.
e les fleurs: oranger, rose, lavande ; le bouton floral (girofle) ou les bractées (ylang-
ylang);

les feuilles: eucalyptus, menthe, thym, laurier, sarriette, sauge, aiguilles de pin et

sapin ;

e les organes souterrains: racines (vétiver, angélique), rhizomes (gingembre, acore) ;

les fruits: fenouil, anis, épicarpes des Citrus ;
e les graines : noix de muscade;
e le bois et les écorces: cannelle, santal, bois de rose.

Les huiles essentielles sont stockées dans des structures cellulaires spécialisées (cellules a
huile essentielle, cellules a poils sécréteurs -la menthe- et canaux sécréteurs) et ont
vraisemblablement un role défensif : protection du bois contre les insectes et les
champignons, action répulsive contre les animaux herbivores.

La concentration dans les plantes est en général faible, aux alentours de 1 a 2% voire
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moins, mais il y a des exceptions comme le clou de girofle avec 15% d'huile essentielle ou la

noix de muscade, 5-15%.

Figure 05 : Diversité des structures de sécrétion des huiles essentielles (Combrinck et al.,
2007 ; Karray et al., 2009 ).
(A) : poil sécréteur de Mentha pulegium,
(B) : trichome glandulaire de Mentha pulegium,
(C) : trichome glandulaire de Lippia scaberrima

(D) : structure de trichome glandulaire de Thymus vulgaris.

3. Composition chimique

Les huiles essentielles représentent un mélange complexe de molécules chimiques qui
peuvent comporter plus de soixante composants différents, parmi lesquels deux ou trois sont
des composants majeurs constituant de 20 a 70% du mélange comparativement aux autres qui
se trouvent le plus souvent sous forme de traces. A titre d’exemple, le carvacrol et le thymol

sont les composants majeurs de 1’huile d’Origanum compactum, le linalol pour Coriandrum
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sativum, le menthol et le menthone pour Mentha piperita et le carvone pour I’huile de
Mentha spicata L. Généralement ces composants majeurs déterminent les propriétés
biologiques de I’huile essentielle (Bakkali été al, 2008).

La plupart des composants des HEs sont inclus dans deux groupes : les terpénoides et les
phénylpropanoides, les deux sont synthétisés a travers deux voies métaboliques séparées

(Amlan et Patra, 2010).
4. Facteurs influencant la composition chimique (qualité)

La composition chimique, la qualit¢ et la quantité extraite d’une huile essentielle
dépendent de plusieurs parametres a savoir :
- Intrinséques: les facteurs génétiques, la localisation et le degré de maturité
- Extrinséques : le sol, le climat et I’environnement
- Technologiques : type de culture, mode de récolte et mode d’extraction.

Par conséquent la composition chimique d’une huile essentielle peut varier au sein d’un
méme genre botanique. Parfois ces variations peuvent s’observer au sein d’une méme espece,

on parlera alors de chémotypes : il s’agit d’un polymorphisme chimique (Himed, 2011).
5. Propriétés physiques

Les huiles essentielles sont volatiles et liquides a température ambiante, ce qui les
différencie des huiles fixes. Elles ne sont que trés rarement colorées. Leur densité est en
général inférieure a celle de 1’eau (les huiles essentielles de sassafras, de girofle ou de
cannelle constituent des exceptions). Elles ont un indice de réfraction élevé et la plupart
dévient la lumicére polarisée. Solubles dans les solvants organiques usuels et elles sont
liposolubles. Entrainables a la vapeur d’eau, elles sont trés peu solubles dans I’eau et elles
sont toutefois suffisamment pour communiquer a celle-ci une odeur nette (on parle d’eau

aromatique) (Bruneton, 2008 ; Baser et Buchbauer, 2010).
6. Activité antibactérienne des huiles essentielles

Au cours des dernieres décennies, la résistance développée par les microorganismes aux
antibiotiques constitue un phénomene biologique délicat et la médecine se trouve incapable
pour établir des solutions permanentes a ce probléme. L’évolution des antibiotiques ne permet
aux bactéries que de s’adapter et la recherche de nouvelles molécules actives et plus
puissantes est indispensable. A cet égard, les produits naturels des plantes, a effet
antimicrobien, ont gagné un grand intérét (Essawi et Srour, 2000) et la recherche des agents

bioactifs naturels pour combattre les infections est une nécessité absolue pour résoudre les
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problémes de résistance. Dans ce contexte, les huiles essentielles des plantes, qui se
caractérisent par leur grande richesse de molécules naturelles tant en nombre qu’en variéte,
peuvent constituer une alternative a l’usage des antibiotiques inefficaces et ouvrir de
nouvelles perspectives (Guinoiseau, 2010 ; Derwich et al., 2011). De plus, les huiles
essentielles, comme agents antimicrobiens, sont des produits naturels qui assurent plus de
sécurité pour les consommateurs et sont considérées moins risque vis-a-vis de la résistance
développée par les microorganismes pathogenes (Cardile et al., 2009).

Le spectre d’action des huiles essentielles est trés étendu, car elles agissent contre un large
éventail de bactéries. Cette activité est par ailleurs variable d’une huile essentielle a 1’autre et
d’une souche bactérienne a ’autre. Les huiles essentielles agissent aussi bien sur les bactéries
Gram positives que sur les bactéries Gram négatives (Cimanga et al., 2002 ; Tenore et al.,
2011; Ben Mansour et al., 2013). Cependant, Burt (2004) a rapporté que les bactéries Gram+
ne sont pas toujours les plus sensibles aux huiles essentielles. A cet égard, il existe quelques
exceptions. La bactérie Gram positive Staphylococcus aureus a été décrite résistante a 1’effet
de ’huile de S. officinalis et T. algeriensis (Hayouni et al., 2008 ; Hazzit et al., 2009). La
bactérie Gram négative Escherichia coli est treés sensible a I’huile de S. officinalis (Hayouni et
al., 2008). Dans leur étude, (Nikoli¢ et al., 2014) ont observé que la bactérie Gram positive
Staphylococcus aureus et la bactérie Gram négative Pseudomonas aeruginosa sont toutes les
deux sensibles a I’action de I’huile de 7. algeriensis.

Par ailleurs, de nombreux travaux ont démontré que la souche bactérienne la moins
sensible a I’effet des huiles essentielles de S. officinalis, R. officinalis et T. algeriensis est la
bactérie Gram négative Pseudomonas aeruginosa (Longaray Delamare et al., 2007 ; Hayouni

et al., 2008 ; Zaouali et al., 2010 ; Zouari et al., 2011).
7. Mode d’action des huiles essentielles

De fagon générale, I’activité antibactérienne de plusieurs huiles essentielles testées est
plus puissante sur les bactéries Gram positives que les bactéries Gram négatives (Longaray
Delamare et al., 2007). Mais, le mode d’action des huiles essentielles sur les cellules
bactériennes n’est pas clairement établi (Kalemba et Kunicka, 2003 ; Burt, 2004). Les modes
d’action des huiles essentielles et de leurs composés majeurs, décrits jusqu’a présent,
semblent tous affecter la paroi cellulaire ou la membrane cytoplasmique de la cellule
bactérienne (Guinoiseau, 2010). Compte-tenu de la variabilité des constituants chimiques
présents dans les huiles essentielles, leur activité antibactérienne est attribuée a la

combinaison de plusieurs modes d’action au niveau de la cellule bactérienne (Burt, 2004 ;

1
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Guinoiseau, 2010).

Selon Burt (2004), P’action des constituants des huiles essentielles sur la cellule
bactérienne réside dans 1’augmentation de la perméabilité¢ de la membrane cytoplasmique ce
qui entraine un relargage des ¢éléments cytoplasmiques (ions et métabolites) et une fuite de
protons, ce qui provoque une chute de la force protomotrice et une coagulation du
cytoplasme. Si les constituants cytoplasmiques relargués sont indispensables a la survie de la
bactérie et si leur perte est importante, cela provoque la mort de la cellule bactérienne

(Guinoiseau, 2010).
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1. Histoire de la menthe verte

Le genre Mentha compte un trés grand nombre d’especes et les hybridations successives
entrainent une certaine confusion dans leur identification. Il est donc impossible de mettre un
nom botanique sur les especes de Menthe évoquées dans 1’ Antiquité.

La menthe a été célébrée dans la mythologie grecque et latine au travers de la nymphe
Mentha, la fille du dieu des rivieres. Hades, le dieu des enfers marié¢ a Perséphone en tomba
amoureux. L’épouse jalouse tua Mentha et la piétina jusqu’a la réduire en picces. Hadés la
transforma en plante aromatique qui séduisait par son parfum. La menthe fiit alors considérée
comme bénéfique contre le mal.

La plante était déja connue des Egyptiens. Il a été retrouvé des fragments de plante séchée
dans des tombeaux remontant aux Xllle et XVIle siécles av. J.-C., elle était utilisée pour la
conservation des momies (Bourgeois, 2009). Probablement en raison de son fort ardme, la
menthe était utilisée avec le myrte et le romarin durant les cérémonies funéraires, afin de
masquer 1’odeur des cadavres.

Les penseurs grecs étaient opposé€s a Aristote et Hippocrate qui disaient que la menthe tuait
le courage tant elle incitait a ’amour et en interdisaient donc ’utilisation par les soldats.

Le temps leur a donné raison mais c’est loin d’étre sa seule vertu (Sommerard, 2012).
Dioscoride et Pline affirmaient qu’elle constituait un facteur de stérilité : « la menthe tue le
feetus et s’oppose a la reproduction en empéchant la coagulation du sperme (Staub, 2013).

A la fin du VIlle ou au début du IXe siécle, Charlemagne a fait rédiger un
ordonnancement, le capitulaire De Villis (« Capitulare Caroli Magni de villis vel curtis
imperia libus ») par un moine bénédictin, 1’abbé Ansegis (Teuscher, 2005). Il regroupe un
certain nombre d’ordres ou de recommandations a I’intention des gouverneurs de ses
domaines. Cet acte législatif est surtout connu pour son article 70 qui contient la liste d’une
centaine de plantes que les domaines royaux, les monasteres et les fermes, doivent cultiver et
ou l’on retrouve la culture de la menthe. Trois cultures sont mentionnées pour les domaines
impériaux : Sisymbrium, Menta (une « menthe sauvage ») et Mentastrum. La thérapeutique
du Moyen-age fait fréquemment appel a ces diverses especes, le Sisymbrium représentant
approximativement la menthe verte (Fournier, 2010). Elle était utilisée pour traiter les rhumes
ou certains troubles digestifs. Le terme de menthe apparait en 1275 dans la littérature
francgaise.

Au XVlIe siécle, les menthes sont encore utilisées pour de multiples emplois qui en

faisaient une véritable thérapeutique, tandis qu’elles ont ensuite progressivement atteint un
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role secondaire, qui est aujourd’hui le leur. La menthe verte est actuellement utilisée surtout
en Angleterre, aux Etats-Unis, au Moyen et Proche-Orient, dans les Balkans, en France et en

Inde, principalement comme €pice, surtout en accompagnement de plats salés.

Figure 06 : la Menthe.

2. Origine

Les origines de la menthe sont encore bien imprécises, la zone géographique de départ
étant un des rares faits ou les auteurs se retrouvent : elle viendrait d’une vaste région
englobant le nord de I’Afrique, le bassin méditerranéen, I’Europe et le Proche-Orient. Elle fut
introduite en Grande-Bretagne par les Romains. Elle s’est ensuite diffusée sur I’ensemble du
globe, jusqu’en Amérique du Nord, au Japon et en Australie. Elle pousse naturellement au
Maroc.

Elle est aujourd’hui retrouvée partout dans le monde, d’ailleurs elle est parfois considérée
comme envahissante. La diversité des sols et les multiplications ont donné¢ de nombreuses
especes, certaines €tudes ont d’ailleurs montré que Mentha spicata serait le résultat d’une

hybridation entre Mentha longifolia et Mentha suaveolens.
3. Usages de la menthe

En générale une plante médicinale est une plante utilisée pour ses propriétés
thérapeutiques. Cela signifie qu'au moins une de ses parties (feuille, tige, racine, etc.) peut
étre employée dans le but de se soigner. Elles sont utilisées depuis au moins 7 000 ans avant
notre ere par les Hommes et sont a la base de la phytothérapie (Ann Arbor, 1990).

Leur efficacité releve de leurs composés, trés nombreux et trés vari€s en fonction des
espéces, qui sont autant de principes actifs différents. A noter qu’il a été observé chez des

grands singes la consommation de certaines plantes a usage thérapeutique.

1
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3.1. Usages médicinales de la plante

La menthe est avant tout une plante bienfaitrice ayant un pouvoir positif sur la santé.
D’aprés certaines sources, la menthe fut utilisée au Moyen Age par de nombreuses personnes
telles que les chirurgiens pour ses propriétés calmantes. Mélangée a de 1'opium, elle servait a
apaiser les malades. Considérée comme une herbe aromatique, la menthe est, depuis toujours,
un moyen efficace de lutter contre les troubles digestifs. En effet, idéale en infusion, elle
permet de contrdler les problémes gastriques et peut aider en cas d’indigestion. Stimulante et
relaxante, elle peut aussi s’employer pour faciliter le sommeil et conduire a un état de
relaxation. Certaines recherches ont méme montré que la plante aurait des propriétés
antibactériennes. Ce qui explique pourquoi les arabes en mettent dans 1'eau qu’ils boivent
pour que celle-ci se conserve plus longtemps.

Il est aussi possible de s’en servir en inhalation apres avoir réalisé une décoction avec
celle-ci. Ses caractéristiques rafraichissantes seraient idéales pour les voies respiratoires et

auraient des effets décongestionnants (Nicolas Jean-Baptiste, 1826).
3.2. La menthe en automédication

La menthe offre 1'opportunité de lutter d 'une fagon naturelle contre divers maux sans effets
secondaires. Tres employée en phytothérapie, la menthe possede de nombreuses facultés anti-
oxydantes et serait, selon des chercheurs, efficace contre le mauvais cholestérol.
L’automédication n’est pas déconseillée car 1'emploi des propriétés de la plante permet
d’obtenir de bons résultats sans aucun effet négatif majeur sur la santé. Néanmoins, il faut
quand méme éviter les abus car une prise trop conséquente en infusion peut entrainer des
insomnies surtout si elle est consommeée le soir. On peut confectionner soi -méme de 1'huile
de massage avec de la menthe, elle s’avere idéale pour lutter contre les douleurs (Baudoux et

Zhiri, 2006).
3.3. L’utilisation des menthes dans I’industrie alimentaire

Les huiles essentielles obtenues des menthes sont connues depuis 1’antiquité pour leur
utilisation dans I’amélioration de la saveur des aliments, comme en confiseries et liqueurs.
L’arome mentholé, isol¢ de la menthe en épi, la menthe poivrée et la menthe des champs, est
probablement le 3¢éme plus important arome utilisé apres la vanille et le citron (Maftei, 1992).
De ce fait, les menthes sont parmi les plus importantes herbes commercialisées, cultivées pour
la production des feuilles séchées en Allemagne, Espagne, Pologne, Bulgarie, Egypte, Maroc,

Grece, Angleterre, Turquie, Niger et en Chine (Hayes et al., 2006).
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A part la confiserie, les huiles de menthe et leurs isolats sont utilisés dans les boissons
alcoolisées et non alcoolisées. On peut également les trouver comme aromatisants dans les
produits congelés, comme les glaces, les produits de boulangerie, nappage, glacage, sauces et
garniture. L’huile de menthe verte est utilisée dans la préparation de la gelée de menthe
(Hayes et al., 2006). Les menthes aussi démontrées une efficience dans la conservation des
aliments en prolongeant la durée de vie de la viande et des produits de chair (Najeeb et al.,

2015 ; Kanatt et al., 2008).

4. Etude de Pespéce : Mentha spicata L.
4.1. Définition

Mentha spicata L est une herbe aromatique qui appartient a la famille des lamiacées
(Abootalebian et al., 2016), ces derni¢res sont trés homogenes et faciles a identifier (Brahmi,
2016). Son nom vernaculaire en arabe « Naanaa », en anglais « spearmint » (Zekri, 2016), et
en francais « menthe verte ». Mentha spicata L pousse spontanément dans les zones

tempérées et elle est cultivée partout dans le monde (Laggoune et al., 2016).
4.2. Description

Mentha spicata L est une plante vivace et rampante (Bremness, 2011). Elle se caractérise
par une tige carrée droite et verte, qui ne dépasse pas plus d’un métre de longueur, ses feuilles
sont d’un vert foncé, opposées, sessiles, subsessiles et allongées a ovales ou lancéolées de 5 a
9 cm de longueur et de 1.5 a 3 cm de largeur (Sennoussi, 2015), ses fleurs comportent un
calice en forme de clochette; glabre ou cili¢, divisé en 5 dents, une corolle violette pale, rose
ou blanche, 4 étamines saillantes de taille identiques, un ovaire super et divis¢ en deux loges

renfermant chacune deux ovules (Brahmi, 2016) .

Figure 07 : Photographies des parties aériennes de Mentha spicata L (originale).
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4.3. Systématique

Le tableau suivant représente la systématique de Mentha spicata L.

Tableau 03 : Taxonomie de Mentha spicata L (Moon et al., 2009 ; Lansdown, 2014).

Rang taxonomique Nomenclature
Régne Plantea
Sous régne Trachéophytes
Classe Dicotylédones
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae

Sous-famille Nepetoideae
Tribu Menthea

Sous-tribu Menthinae |
Genre Mentha.
Espéce Mentha spicata L.

4.4. Composition biochimique

Le tableau suivant montre la composition biochimique de Mentha spicata L de I’ Algérie.

Tableau 04: Composition biochimique de Mentha spicata L (Brahmi et al., 2016).

Les huiles essentielles
Carvone , limonene, 1.8-cineole, B-Caryophyllene
germacrene D.
Composés phénoliques

Acides Acide 4-hydroxy benzoique, Acide caféique, Acide o-coumarique,
phénoliques :

Acide chlorogenique et Acide rosmarinige.
Flavonoides :  rutine, naringenine, [uteoline, diosmine, kaempferole et diosmetine.
Autre composés

Esters methilique d’acide gras, triglycéride, squaléne, stigmasterol,Sitostérol, acide

oléanolique, ursolique et pomolique Caroténoides, alcaloide, saponine.
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4.5. Utilisations

Mentha spicata L est la plus ancienne herbe médicinale (Nanekarani et al., 2012). Grace a
ses propriétés thérapeutiques (antifongique, antivirale, antimicrobienne, insecticide et
antioxydant) (Almeida et al, 2012), les feuilles de cette plante ont été utilisées
traditionnellement pour le traitement de plusieurs maladies (rhume, spasmes, crampes,
troubles digestives, fievre, maux de téte, bronchite, nausée, rhumatisme, troubles gastro-
intestinaux et douleurs des dents). L’huile de cette menthe est utilisée comme un ardme dans
des dentifrices, chewing-gum, savons et aussi dans des soupes, parfumeries, détergents et

pesticides (Soysal, 2005 ; Brahmi et al., 2012).
4.6. Activités biologiques

Divers études ont montré que Mentha spicata L possede plusieurs activités biologiques
grace a sa richesse en composés phénoliques et en huiles essentielles (Bagheri et al., 2014 ;

Abootalebian, 2016 ; Alaee et al., 2016).
4.7. Activité antioxydante

Brahmi et al. (2015) ont démontré in vitro que 1’extrait éthanolique des feuilles de Mentha
spicata L est un trés bon scavenger du radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl hydrazyl)
(IC50=16,2 + 0,2 pg/ml).

4.8. Activité antibactérienne

Barchan et al. (2015) ont démontré par la technique de diffusion en puits que les souches
Listeria monocytogenes 4031, Enterococcus hirae 4081, Staphylococcus aureus 976 sont
sensibles vis-a-vis des extraits méthanoliques des feuilles de Mentha spicata L avec des

diametres supérieurs a 12 mm.
4.9. Activité cytotoxique

L’extrait aqueux des feuilles de Mentha spicata L a des effets cytotoxiques, sur les deux
cellules tumorales fibrosarcome (Wehi-164) et monocyte leucémie (U937), qui ont été évalués

in vitro (Hajighasemi et al., 2011).
4.10. Exigences écologiques de la menthe vert (Mentha spicata L)
a) Photopériode et température

La menthe verte n’a pas d’exigence stricte en matiere de photopériode. Elle supporte les

endroits ombragés (Elfadl 2002). Elle est cultivée en régions tempérées, en terrains humides

.
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et ombragés, mais elle supporte le froid (Paris, 1971). Elle ne semble pas trés exigeante car
elle fleurit depuis le nord jusqu’au Sahara. La croissance végétative est fortement diminuée en
période froide (photopériode inférieure a 10 heures et températures inférieures a 10°C au
minimum et 25°C au maximum). La sensibilité de la menthe a la température est accentuée
par le caractere vivace de la plante qui peut subsister pendant plus de 10 ans. Des
observations sur le terrain ont montré que des températures maximales de 1’ordre de 30°C
donnent une croissance optimale, pour autant que la fertilisation azotée et I’irrigation soient

suffisantes (Elfadl, 2002).
b) Nature du sol

Le systéme racinaire de la menthe est peu profond, il exige donc un sol peu compact,
perméable et légerement argileux. Sa culture réussit particulierement bien dans les sols
profonds non compacts, riches en humus et bien drainés a pH allant de 5,5 a 8. Un sol trop
acide pourra subir un chaulage alors qu’un sol trop calcaire sera rejeté (Aumont, 1993). Le sol

ne doit pas €tre trop humide car il favoriserait I’attaque de la plante par la rouille.
c) Altitude

La menthe peut étre cultivée en climat montagnard, tempéré, humide, jusqu’a 900-1000m
d’altitude et en climat montagnard méditerranéen a condition d’arroser la sécheresse d’été
(Guenther, 1984). En Espagne, Munoz (1987) conclut que le meilleur rendement est obtenu

entre 1000 et 1500 m d’altitude (FAO, 2010).
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1. Matériel végétal
1.1. Récolte de la plante

L’¢tude expérimentale a ¢té réalisée sur la partie aérienne séchée (feuilles et sommités
fleuries) de Mentha spicata L. récolté de la région d’El-Edrissia (Znina) de la wilaya de
Djelfa (Algérie) au mois de décembre 2018. L’espéce étudiée a été identifice par Pr. Laouar
A, laboratoire de valorisation des ressources biologiques naturelles, faculté des sciences; UFA
- Sétif, Algérie.

La situation géographique ainsi que l’étage bioclimatique de la station sont représentés
dans le tableau 05 et la figure 08.

Tableau 05 : Caractéristiques géographiques et bioclimatiques de la région de récolte

(Anonyme 1, 2019).

Lieu de Etage bioclimatique Altitude Latitude (m) Longitude
récolte (m) (m)
El-Edrissia  Climat semi-aride sec et froid 1071 34° 26’ 54" Nord 2°31'44"
(Classification de Képpen: Est

BSk)

WILAYA D1
BISKRA

W GHRIDALA

Figure 08 : Situation géographique de la station d’étude (ANIREF, 2011).
1.2. Séchage et broyage

La partie aérienne de la plante, fraichement récoltée, est séchée dans un endroit sec, aéré et
a ombre pendant environ deux semaines. Elle est coupée, par suite, en petits morceaux a

I’aide d’un broyeur électrique.
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Figure 09: Feuilles et fleurs de Mentha spicata L. aprés séchage.

2. Matériel du laboratoire
2.1 Verrerie

e Ballons de 1000 ml et 500 ml a fond rond

e Erlenmeyer de 250 ml

e Eprouvette graduée

e Ampoule a décanter

e Pipettes Pasteur, pipettes de 10 ml (graduation de 0,1 ml)
e Tube a vice

e Entonnoirs

e Béchers

e Burette de 25 ml

e Fioles 250 ml

e Tubes de prélevement avec bouchon
2.2. Produits chimiques

e FEthanol

e Eau physiologique
e MgSO,4

e Ether di-éthylique
e Eau distillée

e Hexane

e Me¢éthanol

e chloroforme
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2.3. Appareils

Chauffe-ballon

Rotavapor

Agitateur magnétique (AREC)
Vortex

Spectrophotometre

Autoclave

Etuve

Balance

Hotte biologique

Clevenger

Micropipettes

2.4. Autres

Papier filtre
Boites de Petri
Bec bunsen
Disques en papier
Cuvettes
Ecouvillons

Pince

broyeur ¢électrique

Anse de platine

2.5. Milieux

Gélose nutritive (GN)
Gélose Mueller Hinton ( MH )

2.6. Souches

Staphylococcus aureus (ATCC 43300)
Enterobacter cloacae (ATCC 13047)
Escherichia coli (ATCC 25922)

S
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2.7. Les antibiotiques

e Tobramycine (TOB 10)
e Netilmicine (NET 30)
e Chloramphénicol (C 30)

3. Extraction de I’huile essentielle
a- Hydrodistillation

La matiere végétale (50 g), constituée des parties aériennes (feuilles et sommités fleuries)
d’espéce étudiée, est introduite dans un ballon de 1 L rempli d'eau jusqu'aux 2/3 de sa
capacité. Ce dernier est ensuite mis a ébullition pendant 2 heures. Sous l'action de la
chaleur, les cellules sécrétrices de l'huile essenticlle éclatent et libérent des composés
organiques volatils. La vapeur d'eau formée entraine avec elle les composés organiques a
I'état gazeux vers le réfrigérant ou ils se condensent sous forme de gouttelettes. L’eau et
I’huile essentielle se séparent par différence de densité en deux phases :

» Phase organiques : huileuse et trés odorante appelée « huile essentielle » contenant la
majorité des composés odorants.
» Phase aqueuse : odorante appelée «eau aromatique» contenant que trés peu des composés

odorants.

Figure 10 : Montage d’hydrodistillation.
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b - Extraction liquide-liquide

A cette phase, on verse le distillat obtenu dans une ampoule & décanter de 1 L et on ajoute
une quantité suffisante du solvant (éther di-éthylique) (v/v). Ensuite, on agite énergiquement
le mélange puis on dégaze et laisse reposer jusqu’a 1’obtention de deux phases : une phase
supérieure (phase organique) qui est le mélange huile-solvant et une phase aqueuse représente

I’eau. Enfin, on sépare les deux phases dans deux récipients différents.

Figure 11 : Extraction liquide-liquide.

¢ - Déshydratation de la phase organique
La phase organique séparée de 1’eau aromatique est déshydratée par le sulfate de

magnésium anhydre (MgSo4), qui a pour role d’absorber les traces d’eau restantes.

Figure 12: Le MgSO4anhydre.

28



Chapitre VI Mateériel et méthodes

d - Evaporation rotative
Pour récupérer I’huile essentielle brute, il ne reste plus qu’a évaporer le solvant. Cela se

fait a I’évaporateur rotatif. L huile est récupérée dans un tube opaque et conservée a 4°C.

Figure 13 : Evaporateur rotatif.

f - Calcul du rendement

Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en huile essentielle (Ryg) est défini comme
¢tant le rapport entre la masse d’huile essentielle obtenue aprés 1’extraction (M') et la masse
de la matic¢re végétale utilisée (M). Le rendement est exprimé en pourcentage, et il est donné

par la formule suivante :

[ Ruk (%) = (M?/M) x 100 ]

4. Procédés d’extraction

Le protocole extractif a été effectué selon la méthode d’Upson et al. (2000) et comporte les

¢tapes suivantes :
¢ Extrait aqueux

10 g de poudre des feuilles de la menthe ont été macérés dans 150 ml d’eau distillée et a
¢bullition (chauffage a reflux) pendant 2 h. Aprés filtration sur papier Whatman n°3 chaque

résidu est par suite évaporé a sec a 45°C pendant 24 h dans une étuve.
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Figure 14: Extraction sous reflux des feuilles de Mentha spicata L.
e Extrait par différents solvants

La poudre végétale (20 g) est macérée 3 fois pendant 24 heures dans 200 ml d’un mélange
méthanol pure-eau (7:3 v/v) ou, puis filtré sur papier filtre Whatman n°® 3. Le filtrat est ensuite
évaporé sous pression réduite a 45°C au rotavapeur pour éliminer le méthanol et réduire le
volume de la solution aqueuse. Le résidu obtenu est séché dans I’étuve a 45°C puis conservé a

4°C jusqu’a son utilisation.

Figure 15 : Extrait méthanolique obtenu.

L’extrait sec de couleur noire (5g) est ensuite récupéré a 1’eau bouillante (100 ml) et laissé
décanter au réfrigérateur (4°C) 24 heures puis filtré. Le filtrat ainsi obtenu subi une extraction
a I’hexane (50 ml) qui permet d’entrainer les graisses ainsi que la chlorophylle. Une deuxiéme

extraction a été réalisée avec le chloroforme (100 ml) qui permet la solubilisation des
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métabolites secondaires. Cette extraction est réalisée pendant 30 minutes et l'opération est

répétée trois fois.

Figure 16 : Extraction liquide-liquide. Figure 17 : Extrait sec chloroformique.
4.1. Calcul du rendement

Le rendement des différents extraits obtenus est définit comme étant le rapport entre la
masse de I’extrait sec obtenue et la masse du matériel végétal utilisée. Ce rendement est

calculé par I’équation suivante (Carré, 1953) :

[ R(%)= (Me / Mv) x 100 ]

R (%) : Rendement en %,
Me : Masse de I’extrait aprés 1’évaporation du solvant,

My : Masse de la matiére végétale utilisée pour I’extraction.
5. Test de P’activité antibactérienne des extraits de Mentha spicata L.

Les HEs les plus fréquemment étudiées dans la littérature pour leurs propriétés
antibactériennes et antifongiques appartiennent a la famille des Labiacée : menthe, thym,
lavande, romarin, etc. (Lahrach, 2005). L’essence de la menthe est souvent rapportée parmi

les huiles les plus actives (Harnandez, 2005).

5
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5.1. Test d’antibiose

Pour réaliser ces tests concernant la sensibilité des microorganismes (bactéries) a 1’huile
essentielles ou aux extraits de la plante étudie, nous avons adopté la méthode de la diffusion
sur gélose appelée aromatogramme qui est I’équivalent de I’antibiogramme, les disques des

antibiotiques sont remplacés par des disques de papier Wattman imprégnés d’extraits.

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé antimicrobien en milieu
solide dans une boite de Petri, avec création d’un gradient de concentration aprés un certain
temps de contact entre le produit et le microorganisme able. L’effet du produit antimicrobien
sur la cible est appréci¢ par la mesure d’une zone d’inhibition, et en fonction du diametre
d’inhibition. La souche sera qualifiée de sensible, trés sensible, extrémement sensible ou

résistante (Hellal, 2001).

Disque imprégnée Croissance
d"HE microbienne

}_.

Zone d’'inhibition

Figure 18 : Schéma simplifi¢ le principe de la méthode de ’aromatogramme.

Les trois souches bactériennes (Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Enterobacter
cloacae) choisies au cours de cette étude sont a 1’origine de plusieurs infections (urinaire,

intestinale, respiratoire, etc.).
5.2. Les milieux de cultures utilisés

Les milieux de cultures utilisés dans ces tests sont les suivants :
- La gélose nutritive (GN), elle utilisée pur la préparation de 1I’inoculum
- La gélose Meuler Hinton, pour les tests de I’activité antibactérienne

NB : La composition est citée dans I’annex.
5.3. Mode opératoire

Pour mesurer I’effet antibactérien de I’huile essentielle a étudier on a suivi les techniques
citées ci-dessous. Notant que pour assurer la réussite du travail de point de vue technique, il

doit étre effectue dans des conditions strictes de stérilité.
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Le but de notre expérience est la recherche du pouvoir antibactérien des HEs infusées et
des extraits pour évaluer la meilleure dose utilisée.
- Utiliser des volumes croissants de DMSO (Le diméthylsulfoxyde) pour solubiliser
I’HEs et les extraits v/v (les dilutions sont : 1; 1/2; 1/10).
- Tester les antibiotiques seuls.

- Tester ’activité d’HE et les extraits de la menthe vis-a-vis des bactéries.
a. Préparation de milieu de culture

Avant son utilisation le milieu de culture doit étre préparé, en faisant couler ce milieu apres
sa liquéfaction dans des boites pétri, et les laisser se solidifier a température ambiante puis les

conserver jusqu’a leur usage a I’abri de tout genre de contamination (Lahrach, 2005).
b. Inoculum

A partir d’une culture pure et jeune de 18 h sur gélose nutritive, on préleve a 1’aide d’une
anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques et les décharger dans
9 ml d’eau physiologique stérile; la suspension bactérienne obtenue doit étre bien
homogénéisée et ce a I’aide d’un vortex, et sa densité optique doit étre comprise entre 0.08 a
0.1 a une longueur d’onde égale a 625 nm.

L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant de la culture s’il est trop faible, ou bien de 1’eau
physiologique stérile s’il est trop fort. L’ensemencement doit se faire juste apres la

préparation de I’'inoculum.
c. Ensemencement

- Le milieu de culture utilisé est MH, qui est le seul le plus employés pour les tests de
sensibilité aux agents antibactériens.

- Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne,

- L’essorer en le pressant fermement, et tournant sur la paroi interne du tube, afin de le
décharger au maximum,

- Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seche, de haut en bas, en striés
serrées,

- Répéter 'opération 2 fois, en tournant la boite de Pétri de 60° a chaque fois, sans
oublier de faire pivoter I’écouvillon su lui-méme. Finir ’ensemencement en passant
I’écouvillon sur la périphérie d la gélose,

- Dans le cas de I’ensemencement de plusieurs boites pétri il faut recharger 1’écouvillon

a chaque fois.
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d. La préparation des disques

- Les disques sont fabriques a partir de papier Wattman avec un diametre de 6 mm et
stérilisés préalablement a la chaleur humide.

- Imprégner les disques a raison de 50 ul par disque d’HE et des extraits (apres
dilutions), d’autres disques par des antibiotiques (ATB) de comparaison et un disque
par DMSO, ce dernier est considérer comme témoin.

- Déposer les disques (ATB ou papier Wattman) préparés préalablement sur la surface
ensemencée en 1’appliquant délicatement a I’aide d’une pince stérile. Ces disques sont

placés de telle maniére que les zones d’inhibition ne se chevauchent pas.
e. Incubation

Apres la diffusion d’HE /extraits et DMSO dans la gélose sur les disques de papier (les
boites de pétri sont d’abord lissées pendant 1-2 h a 4°c pour faciliter la diffusion), toutes les

boites sont incubées a 37°c pendant 18-24 h.
f. Lecture

La lecture se fait par la mesure du diametre de la zone d’inhibition autour de chaque disque
a l’aide d’un pied a coulisse. Les résultats sont exprimés par le diametre de la zone
d’inhibition et peuvent étre symbolisés par des signes d’apres la sensibilité des souches vis-a-
vis d’HE et d’extraits (Ponce et al., 2003).

- Non sensible (-) ou résistant : diametre < 8§ mm.

- Sensible (+) : diametre compris entre 9 et 14 mm.

- Tres sensible (++) : diametre compris entre 15 et 19 mm.

- Extrémement sensible (+++) : diametre > 20 mm.

FPreparation de I'lmoculum LOSCIMencemeent
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Application des disques

Figure 19 : Technique de I’antibiogramme par la méthode de diffusion en disque.
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6. Exploitation statistique des résultats
Les résultats sont représentés sous forme de moyenne + SD et ils ont été effectués a 1’aide

du programme Microsoft Office Excel 2007.
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.V. Résultats et Discussion
1. Résultats de I’extraction d’HE de Mentha spicata L.
1.1. Propriétés organoleptiques de 'HE

Les huiles essentielles renferment plusieurs composés : les phénols, les cétones et les
hydrocarbures terpéniques qui leurs conferent divers caractéres. Parmi eux ceux qui font
impression sur les organes de sens, plus particulierement sur le gout, I’odorat et la couleur : ils
ont été groupés sous la qualification d’organoleptiques. Nous avons donc noté I’aspect,
I’odeur et la couleur de I’huile essentielle de la menthe.

D’apres les nos résultats, I’huile essentielle obtenue est un liquide limpide incolore a jaune
pale avec une odeur herbacée fraiche et forte. Ces résultats sont semblables a ceux trouvés

dans la littérature (Bardeau, 2009 ; Sylvain, 2010).

Figure 20 : HE de Mentha spicata L.
1.2. Evaluation du rendement de ’extraction

Le rendement de I’HE obtenue par hydrodistillation est estimer a :
Rug (%) = (1.13 /50) x100
Rug (%) =2.26 %
Le rendement obtenu (2.26 = 0.014) est plus haut que ceux trouvés dans d’autres régions,
Bejaia avec un rendement de 1.1% (Brahmi et al., 2016), Sétif de 0.9% (Boukhebti et al.,
2011) et Saida de 1.3% (Allali et al., 2013). Ces variations de teneurs peuvent étre dues a

plusieurs facteurs notamment la saison de récolte et les conditions environnementales
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(Hussain et al., 2010); D’écotype, la phénophase, la température, I'humidité relative, la
photopériode, I’éclairement, le génotype et les conditions agronomiques (plantation, temps de

récolte et densité des cultures) ( Snoussi et al., 2015).
2. Rendement des extraits

Les résultats obtenus montrent que le rendement en extrait aqueux de ’ordre de 20.1 % est
supérieur par rapport a l’autre extrait du chloroforme (16.6 %). Nous expliquons cette
variation du rendement entre les extraits bruts dans notre ¢tude au solvant d’extraction ainsi

que la nature des composés présents dans notre plante.
3. Résultats de I’activité antimicrobienne

L’utilisation des plantes médicinales est aujourd’hui la forme de médecine la plus
répondue a travers le monde. Le recours au traitement par les plantes ainsi que la recherche
des nouvelles substances a activités biologiques constituent une des plus grandes
préoccupations scientifiques.

De ce fait, plusieurs travaux ont été réalisés pour I’évaluation des secrets des plantes
médicinales dont la présente étude qui est consacré a la recherche d’éventuels effets
antimicrobiens a partir des huiles essentielles et des extraits d’une espece locale de menthe :

Mentha spicata L.
3.1. Aromatogramme de Staphylococcus aureus

Selon les résultats de I’aromatogramme présentés dans le tableau 06 et les figures 21 et 22,
nous avons remarqué que ’huile essentielle de M. spicata L. en D1 (état pure) possede le
méme pouvoir antibiotique que NET 30 (diamétre d’inhibition = 27 mm) avec un halo
d’inhibition de 21.1 (mm) de diameétre. Une étude sur la composition de 1’huile essentielle de
la méme espece récoltée au Pakistan (Hussain, 2010), a également étudié 1’efficacité
antimicrobienne montre que I’HE, riche en Carvone (59 a 63%), stoppe la croissance de
Staphylococcus aureus a une concentration de 78 a 80 pg/ml (Concentration Minimale

Inhibitrice : CMI ).

.
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Tableau 06 : Diamétre des zones d’inhibition de S. aureus.

Dilution Halos
ou dose (mm)
D1 21.1+£1.15
HE D2 8.67 £1.52
D3 7.67 £0.57
D1 8+0.97
Extrait D2 7.5+1.32
aqueux D3 6.89 +£0.71
Extrait du D1 7.33 £1.15
chloroforme D2 6.67 £ 0.65
D3 6+ 0.29
C 30 14.5 £0.35
Antibiotiques NET 30 27 £ 1.41
TOB 10 6.3 +£1.90
DMSO /

NB : Le diamétre du disque est inclus.

D’autre part, ’HE en D1 a un effet antibactérien sur le germe plus grand que le C30 (un
effet léger, zone d’inhibition égale a 14.5 mm) et TOB 10 (diametre de 1’halo = 6.3 mm).
Pour les autres dilutions d’huile (D2, D3) pas de formation d’ halos d’inhibition (trop petits).

La bactérie est résistante aux extraits de 1’espéce étudi¢e ainsi qu’au DMSO.

BHE mEX.aq EX.chlor mATB mDMSO

30 1

25 A
20 A
15 ~
10 A
5
Cc30 )

D1 D2 D3

Diamétre de la zone d'inhibition (mm)

NET 30 TOB 10 DMSO

Dilutions et doses

Figure 21 : Distribution des diameétres des zones d’inhibition de S. aureus en fonction d’HE,

des extraits de Mentha spicata L, des antibiotiques et de DMSO.
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Effet de I'Ex.aq sur S.aureus

Figure 22: Action d’HE et des extraits de Mentha spicata L. sur S. aureus.
3.2. Aromatogramme d’Enterobacter cloacae
En comparant les résultats figurés dans le tableau 07 et la figures 23 et 24 de D’activité
antibactérienne, on a constaté¢ que I’huile essentielle étudiée et 1’extrait aqueux ont la méme
efficacité que TOB10 (seulement en dilution D1) d’ou le diamétre de la zone d’inhibition est

12.5 (mm) et 12.33 (mm), respectivement.

|
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Tableau 07 : Diamétre des zones d’inhibition d’E. cloacae.

Dilution Halos
ou dose (mm)
D1 125+ 1.4
HE D2 8.67 = 0.58
D3 8.33 £ 0.57
Extrait D1 12.33 +1.15
aqueux D2 6.67 £ 0.57
D3 6.1 £0.05
Extrait du D1 6+0.11
chloroforme D2 6.2 +0.32
D3 6+0.11
C 30 26 +1.41
Antibiotiques | NET 30 21 +0.35
TOB 10 13+1.4
DMSO /

NB : Le diamétre du disque est inclus.

De plus, E. cloacae est extrémement sensible aux C30 (zone d’inhibition= 26 mm) et au

NET 30 (zone d’inhibition =21 mm). En pareille que S. aureus, cette espéce résiste I’activité

d’extrait chloroformique et de DMSO.

Diamétre de la zone d'inhibition (mm)

30

25

20

15

10

BHE mEX.aq EX.chlor mATB mDMSO
D1 D2 D3 NET30 TOB 10 DMSO
Dilutions et doses

Figure 23 : Distribution des diamétres des zones d’inhibition d’E. cloacae en fonction d’HE,

des extraits de Mentha spicata L, des antibiotiques et de DMSO.
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Effet de I'EX.chlor sur E.cloacae

NN
Effet de I'E.aq sur E.cloacae

Figure 24: Action d’HE et des extraits de Mentha spicata L. sur E. cloacae.

3.3. Aromatogramme d’Escherichia coli

L’analyse des données de ce travail a révélé que I’huile essentielle de M. spicata L. en D1
(HE pure) a un effet plus efficace que TOB 30 vis-a-vis d’Escherichia coli avec formation
d’une zone d’inhibition de 12.67 mm. Les autres dilutions d’huile essentielle et d’extrait

aqueux (D2, D3) n’ont aucun effet notable. L ’extrait chloroformique (D1, D2, D3) n’a pas

1
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de pouvoir inhibiteur vis-a-vis de cette espece. Par ailleurs, Escherichia coli est tres sensible
au C30, NET 30 (diameétre d’inhibition est de 30 et 20 (mm), respectivement) et résistante au
DMSO (Tableau 08 et les figures 25 et 26).

Tableau 08 : Diamétre des zones d’inhibition d’E. coli.

Dilution Halos
ou dose (mm)
D1 12.67 £1.1
HE D2 8.7 £0.5
D3 7.67 £ 0.51
D1 6.1 £0.32
Extrait D2 6 +0.69
aqueux D3 6+0.2
Extrait du D1 8.60 + 0.47
chloroforme D2 7.33+1.14
D3 6.33+1.1
C 30 30+ 1.4
Antibiotiques NET 30 20 +1.76
TOB 10 8 +1.06
DMSO /

NB : Le diamétre du disque est inclus.
Selon notre étude Escherichia coli est I’espece la plus résistante a ’huile essentielle et aux
extraits de la menthe ce qui est confirmé par une autre étude qui montre que les composants
chimiques de M. spicata (le Carvone essentiellement) est inefficace contre la membrane

externe d’E. coli (Sidi Mohammed et al., 2018).

EHE MNEX.aq EX.chlor mATB mDMSO

30

25 A

20 A

15

10 -

: |
Cc30

D1 D2 D3

Diametre de la zone d'inhibition (mm)

NET 30 TOB 10 DMSO

Dilutions et doses

Figure 25 : Distribution des diamétres des zones d’inhibition d’E. coli en fonction d’HE, des

extraits de Mentha spicata L, des antibiotiques et de DMSO.
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Effet de I'Ex.aq sur E.coli

Figure 26

: Action d’HE et des extraits de Mentha spicata L. sur E. coli.
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L’¢évaluation des pouvoirs antibactériens du témoin positif (trois antibiotiques

commercialisés) et du témoin négatif (DMSO) est résumée dans la figure ci-dessous.

Figure 27 : Action des antibiotiques et du DMSO sur les souches bactériennes (TOB:
Tobramycine, NET : Nétilmicine, C: Chloramphénicol).

L’ordre de la sensibilité a I’effet antibactérien de Mentha spicata est le suivant :
Staphylococcus aureus > Enterobacter cloacae > Escherichia coli, ces résultats sont en

accord avec I’étude de Seyedeh et al., ( 2010).
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Tableau 9: Lecture de I’activité antibactérienne de Mentha spicata L.( huile essentielle,

extraits) et les antibiotiques et DMSO.

Les souches Témoin  Les antibiotiques  Les dilutions de  Les dilutions Les dilutions
(DMSO) I’HE de Pextrait de Pextrait

aqueux chloroformique

TOB D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3

30 10
Staphylococcus 0 + +H+ - +++ - - - - - - - -
aureus
Enterobacter 0 =+ + + - - + - - - - -
cloacae
Escherichia 0 -+ - + - = - - - - - -
coli

A plus grande échelle, la bactérie S. aureus (Gram-positif) est plus sensibles a I’huile
essentielle que les bactéries Gram-négatif ( E. coli et E.cloacae), ce qui est di a la paroi
cellulaire plus complexe de ces derniéres (Boukhebti 2011). L’ensemble des études montre
que les menthes possédent un réel potentiel antibactérien dii a la richesse en Carvone
(acétone). De fortes concentrations de ce dernier peuvent étre utilisées pour expliquer 1’'usage
traditionnel d’huiles essentielles de M. spicata dans le traitement de maladies bactériennes.
L’augmentation des résistances aux antibiotiques et des maladies infectieuses, associées aux
effets indésirables des antibiotiques place I’huile essentielle comme une bonne alternative au
traitement allopathique. Cependant, de nouvelles études sont a mener pour mieux comprendre

les bases scientifiques de la phytothérapie appliquée (Boukhebti 2011).
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Conclusion

Les plantes médicinales ont été employées en tant que traitements traditionnels pour de
nombreuses maladies humaines depuis des milliers d'années. D’autre part, le recours au
traitement par les plantes ainsi que la recherche des nouvelles substances a activités
biologiques constituent une des grandes préoccupations scientifiques. Mentha spicata L est
une plante qui a été largement étudiée pour ses propriétés médicinales grace a sa richesse en
composés phénoliques et en huiles essentielles.

Dans la présente recherche, nous sommes intéressées a étudier le pouvoir antibactérien des
différents extraits de Mentha spicata L. Le choix de cette plantes est basé sur quelques
données ethno-pharmacologiques (troubles intestinaux, ulcere, infections microbiennes.etc)
Notre étude a abouti aux résultats suivants :

* L’extraction des huiles essentielles, par hydrodistillation a I’aide d’un montage a partir des
parties aériennes de ’espéce choisie a permis d’obtenir un rendement acceptable et
satisfaisant.

* Le test de ’activité antibactérienne montre que :

» L’huile essentielle a 1’état pure de Mentha spicata L possede un effet antibactérien
majeur vis-a-vis de la souche S. aureus comparable a celui du NET 30, mais
cette action est faible vis-a-vis des autres souches : E. cloacae et E. coli.

» Le C 30 a un faible action antibactérienne sur S. aureus par contre elle est
résistante contre le TOB 10.

» L’activité antibactérienne de I’huile pure est puissante comparativement au TOB
10.

» Les dilutions d’huile dans le DMSO diminuent son pouvoir antibactérien.

» Les autres extraits de Mentha spicata L n’ont aucun effet antibactérien notable
sauf I’extrait aqueux pur qui a une faible activité antibactérienne vis-a-vis d’E.
cloacae.

» Le NET 30 a le pouvoir antibactérien le plus puissant tandis que le TOB 10 a le
pouvoir le plus faible.

En fin, I’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premicre ¢tape dans
la recherche de substances de source naturelle biologiquement active. Des tests
complémentaire plus approfondis concernant 1’activité antibactérienne in vivo, et des études
chimiques et microbiologiques seront nécessaires et devront pouvoir confirmer les

performances mise en évidence.
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La composition des milieux

1-Gélose nutritive en g/l d'eau distillée

Peptone de gélatine.......................... 5,0
extrait de viande (béte animale) ............ 3,0
Yo | SN 15,0

pH = 6,8+0u-0,2

2-Mueller Hinton en g/l

Beef, infusion from........................... 300.00
caseine acide hydrolysate .................... 17,50
Starch ..o 1,50
Yo | S 17,00

pH (25¢) = 7,3+0u-0,1

Milieux GN et MH.



Résumé

L’objectif de cette étude est d’évaluer ’activité antibactérienne de ’huile essentielle ainsi
quelques extraits d’une espece de menthe : Mentha spicata L.qui est une des plantes utilisées
en médecine traditionnelle algérienne, et connue sous le nom de Naanaa.

L’huile essentielle est obtenue par hydrodistillation, alors que les extraits sont obtenus par
macération dans I’eau ou dans le méthanol puis une deuxiéme extraction par différents
solvans. Les résultats obtenus montrent que le rendement d’extraction était de I'ordre de
2.26%, 20.01 et 16.6% HE, extrait aqeux et chloroformique respectivement.

En outre, les tests de 1’activité antibactérienne de I’espéce étudi¢ donne I’ordre suivant de
sensibilité vis-a-vis les souches étudi€es : Staphylococcus aureus > Enterobacter cloacae >
Escherichia coli.

Mots clés : Huile essentielle, Extrait, Mentha spicata L, Activité antibactérienne, Menthe
verte.

Abstract

The objective of this study is to evaluate the antibacterial activity of the essential oil as
well as some extracts of a species of mint: Mentha spicata L., which is one of the plants used
in Algerian traditional medicine, and known under the name of Nadnaa. .

The essential oil is obtained by hydrodistillation, while the extracts are obtained by
maceration in water or in methanol and a second extraction with different solvans. The
obtained results showed that the extraction yield was 2.26%, 20.01 and 16.6% EO, water and
chloroform extracts respectively.

In addition, the tests of the antibacterial activity of the studied species give the following
order of sensitivity with respect to the strains studied: Staphylococcus aureus > Enterobacter
cloacae > Escherichia coli.

Key words: Essential oil, Extract, Mentha spicata L, Antibacterial activity, Spearmint.
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