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RESUME

L’étude phytochimique et les extractions réalisées sur Mentha rotundifolia
L. ont permis de quantifier les fractions apolaire (5.2%) et polaire (15.78%),
un rendement en huile essentielle de 0.689 %, des polyphenols totaux
(111.21mg EAG /g de MS) et les flavonoides (6.68mg E Quercetine/ g de MS).

Le screening phytochimique a permis entre autre de déterminer la
présence de certains composés tels que ; les tanins (tanins gallique), les
flavonoides (Les flavones), les dérivés anthracéniques combinés ((anthranoles,
anthranonones et anthranones), les saponosides, les alcaloides, et les
Hétérosides cardiotoniques.

Les résultats de la chromatographie ont permis de déterminer la
composition chimique de l'huile essentielle (Oxyde de pipéritone , oxyde de

pipérittnone Carvone Borneole Y —Terpinéne et Terpinéne-4-).

L’étude de l'activité antimicrobienne des extraits vis-a-vis des souches
microbienne étudiées a révélé que I'extrait méthanolique a une action inhibitrice

plus forte que celle de I'huile essentielle.

L’étude du pouvoir antioxydant a démontré que I'extrait méthanolique de
Mentha rotundifolia L. présente une capacité de neutraliser le radical libre
DPPH puissante en la comparant a l'huile essentielle et L’extrait
méthanolique presente une activité antioxydante plus faible que celle de Ila
Quercétine mais plus marquée en présence de la Rutine. Concernant I'huile
essentielle son activité s’avére étre trés faible face a la Quercétine et a la
Rutine.

Mots clés : Mentha rotundifolia L. ; huile essentielle, métabolites secondaires ;

Activité antioxydante ; effet antimicrobien
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ABSTRACT

The phytochemical study and the extractions of Mentha rotundifolia L.

performed have enabled us to a non polar fraction registered at 5.2% and a
polar fraction at 15.78%, an essential oil yield of 0.689% , 111.21mg EAG/ de
MS of total polyphenols and 6.68 mg E Quercetine/ de MS of Flavonoids.

The phytochemical study enabled us also to determine the presence of
certain compounds such as tannins (tannins Gallic), flavonoids (flavones), the
compounds derivatives (anthranols, anthranonones and anthranones), the

saponosids, alkaloids and the heterosids cardiotonics.

The analysis of gas chromatography, allowed as to determine the
composition of essential oil (Piperitone oxide, oxide Piperitenone , ,Carvone,
Borneole, Y- Terpinene Terpinéne-4-ol).

The study of antimicrobial activity of the extracts as for as the stains,
revealed that the methanol extract has got sronger inhibitory effect than the

effect of essential oil.

The study of antioxidant effect revealed tha the methanol extract has got
an ability to neutralyse the free radical DPPH which is more powerfull than the
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essential oil. Comparing it to the antioxidants of synthesis (Quercetine
and Rutin), the methanol extracts has got a antioxydant activity lower tha
&n the Quercetine but the essential oil activity is more significant

if we compare et to the Rutin activity. The ssential oil activity is greatly weaker
that the Quercetine and Rutine activity.

Keywords: Mentha rotundifolia L. ,essential oil, secondary metabolits,
antioxidant Activity ,antomicrobial effect.
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INTRODUCTION

Depuis la nuit des temps, les humains apprécient les vertus apaisantes et
analgésiques des plantes. A travers les siécles, les traditions humaines ont su
développer la connaissance et I'utilisation des plantes médicinales, si certaines
pratiques paraissent étranges et relévent de la magie, d’autres au contraire
semblent étre plus fondées et plus efficaces .Pourtant toutes ont pour objectif de

vaincre la souffrance et améliorer la santé des humains [1] [2].

Le pouvoir thérapeutique des plantes était connu par nos ancétres de fagon
empirique [3]. De nos jours ces plantes sont de plus en plus utilisées par
'industrie pharmaceutique. Il est difficile d’imaginer le monde sans la quinine
(dérivé du genre Cinchona) employée contre la Malaria, sans la digoxine (du
genre Digitalis) qui soigne le cceur ou encore I'Ephédrine (du genre Ephédra) que
I'on trouve dans de nombreuses prescriptions contre le rhume. Ces trois plantes
ainsi que beaucoup d’autres sont largement utilisées par la médecine classique
[4].

Dans les pays en voie de développement, entre 70% et 95% de la population
fait recours aux plantes médicinales pour des soins primaires par manque des
médicaments prescrits, mais aussi parce que les plantes ont pu démontrer une
réelle efficacité. Il est estimé qu’au moins 25% de tous les médicaments
modernes sont dérivés directement ou indirectement a partir des plantes
médicinales, principalement grace a 'application des technologies modernes aux

connaissances traditionnelles [5].

L’Algérie posséde un patrimoine végétal trés riche avec 3000 especes
appartenant a plusieurs familles botaniques qui restent peu étudiées et peu
exploitées sur le plan pharmacologique. La valorisation des plantes médicinales
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de la flore nationale sera d’'un grand apport pour l'industrie pharmaceutique

algérienne et aura un impact économique certain.

Le but de notre étude est d’apporter des éléments de connaissances

chimiques et biologiques relatifs a une plante parmi toutes les variétés de plantes

poussant dans le sol algérien, trés utilisée en phytothérapie, il s’agit de Mentha

rotundifolia L.

Notre étude est articulée sur les objectifs suivants :

R/
A X4

X/
°

X/
°e

X/
°e

Un screening phytochimique dans le but d’identifier les groupes de
métabolites secondaires présent dans la plante.

Extraction des huiles essentielles et étude de leur profil
chromatographique par CG/MS.

Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides.

Evaluation des activités biologiques a savoir I'activité antioxydante et
antimicrobienne.
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CHAPITRE 1 : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Les plantes médicinales

De tous les temps le régne végétal a offert a 'homme des ressources
essentielles a son alimentation, hygiéne et sa santé. IL semblerait que
I’Homme a connu et utilisé les plantes médicinales depuis la haute antiquité.
Toutes les grandes civilisations anciennes (chinoise, romaine, musulmane)
ont fait recours aux plantes médicinales aromatiques, pour leurs propriétés
médicinales, parfumantes, ainsi que leur utilisations rituelles [6].

L’histoire des plantes fait référence a la médecine grec, habituellement
a Hypocrate (300 ans avant J-C), a Dioscoride (1er siécle de notre ére) ou
Galien (1I°™ siécle de notre ére).Bien que I'histoire des plantes soit beaucoup
plus ancienne, elle est liée a celle de 'Homme.

L’époque sumérienne est définie par des tablettes d’argiles gravées de
signes cunéiformes représentant des recueils de familles de plantes
médicinales, prés de 250 herbes y sont indiquées, sous forme d’onguents, de
tisanes et décoctions.

En Inde les plantes curatives sont mentionnées dans le veda (ensemble
quatre recueils antiques contenant les noms de molécules et des remédes).

Dans la médecine chinoise traditionnelle, I'acte thérapeutique s’applique
avant tout, a rétablir ’'harmonie entre le corps et I'esprit.

En Afrique, les anciens textes égyptiens font état d’emploie des
plantes médicinales. Le papyrus égyptien (environ 1500 ans avant Jésus
christ), mentionne 100 herbes, avec nombreuse familles, et indications [7]
[8].
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1.1. Définition

La pharmacopée frangaise [9] donne une définition claire des plantes
médicinales « Les plantes médicinales sont des drogues végétales qui possédent
des proprietés meédicamenteuses. Ces plantes médicinales peuvent avoir des

usages alimentaires, condimentaires et hygiéniques ».

La pharmacopée frangaise (édition 2012) a structuré ces plantes en deux
listes [10]:

-Liste A :constituée de 365 plantes médicinales « plantes utilisées

traditionnellement ».

-Liste B : constituée de 123 plantes médicinales « plantes utilisées
traditionnellement et dont les effets indésirables potentiels sont supérieurs au
bénéfique thérapeutique attendu ».

Pour chaque plante médicinale, est précisé le nom en francais, le nom
scientifique, actuellement admis, la famille botanique, et les parties de la plante

utilisées et connues pour leur toxicite.

1.2.La phytothérapie

On appelle phytothérapie, la thérapie par les plantes, elle provient de deux
mots grec qui signifient essentiellement « soigner avec les plantes ». Elle désigne

la médecine basée sur les extraits de plantes et les principes naturels.
On peut la distinguer par trois types de pratiques [11] :

% Une pratique traditionnelle, parfois trés ancienne basée sur l'utilisation des

plantes selon leurs vertus découvertes empiriquement.

s Une pratique basée sur les avancées et preuves scientifiques qui recherchent
les principes actifs dans les plantes.

% Une pratique de prophylaxie, déja utilisée dans I'antiquité (explique le fait

qu’on est tous des phytothérapeutes sans le savoir).
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1.3.Les préparations thérapeutiques

En raison de la complexité de leur composition, les préparations a base de
plantes, ont 'avantage de produire un effet non seulement sur un mécanisme
d’action isolé mais interagit avec de nombreuses structures biochimiques, Le
spectre de l'efficacité de I'extrait thérapeutique est plus large et ses effets
secondaires indésirables sont significativement plus rares et moins prononcés. Le

succes d’'un traitement aux plantes dépend de leur préparation [12].

1.3.1. Les tisanes

Elles peuvent étre utilisées dans le cadre d’'un traitement de phytothérapie,
pour une indication précise (maux de ventre, migraine) ou simplement comme

boisson traditionnelle [13]. Parmi ces tisanes, on retrouve :

a. Les infusions

Elle consiste a verser de I'eau chaude sur une quantité déterminée de
plante puis laisser infuser pendant 3 a 15 minutes selon I'effet de la plante
choisi [14].

b. Les décoctions

Ce procédé consiste a mettre les plantes dans une casserole, recouvrir
d’eau froide et porter a ébullition. Il est conseillé de laisser frémir la préparation

pendant une vingtaine de minutes jusqu’a réduction d’un tiers du liquide [14].

c. La macération

Cette technique permet une extraction lente de tous les principes actifs de
la plante dont I'action des températures risque de les altérer [16], [15] Elle
consiste a laisser une quantité de plantes dans de I'eau, I'huile, du vin, ou dans
de l'alcool a froid. La durée de macération peut varier de quelques heures a
quelques semaines. Elle est plus efficace que la décoction et I'infusion, car les

substances actives se dissolvent dans l'alcool [14].
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1.4.Les métabolites secondaires

Les plantes produisent un grand nombre de métabolites secondaires dont on
ne connait toujours pas le réle. Ces composeés ne sont pas produits directement

lors de la photosynthése mais résultent de réactions ultérieures [17].

1.4.1. Localisation des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires existent dans toutes les parties des plantes,

mais sont repartis difféeremment selon leurs roles défensifs (tableau 1.1)

Tableau 1.1:Variations de distribution des métabolites secondaires dans la plante

Type de tissu Molécules retrouvées Exemples de plantes
Trichomes Mono terpénes Lamiacées
Trichomes Sesquiterpénes Solanacées
Trichomes Flavonoides Solanacées
Semences Aminoacides non protéiques Légumes
Epidermes Alcaloides Genista

Paroi des semences Furanocoumarines Pastinaca
Paroi cellulaire Tanins Beaucoup d’arbres
Ecorce Quinines Cinchona
Cellules mortes Tanins Plantes ligneuse
Glandes a’ I'huiles Furanocoumarines Citrus
Glandes a’ I'huiles Sesquiterpénes Gossipium

[17]
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1.4.2. Classes des métabolites secondaires

Il existe trois grands groupes de métabolites secondaires [18, 19,20] :

v Les composés terpéniques (les terpenes).

v' Les composés phénoliques (les polyphénols).

v' Les composes aromatiques (les alcaloides).

1.4.2.1. Les polyphénols

Les polyphénols sont considérés parmi les composeés les plus importants

dans les métabolites

secondaires rencontrés dans la nature. lls sont

responsables des arbmes et des couleurs chez la majorité des végétaux en

plus de leurs intéréts et leurs réles dans les activités biologiques (tableau 1.2)

[21] [22]

Tableau 1.2: Classes importantes des composés phénoliques

Nombre
de
carbone
6
7
8

10
13
14
15
18
30

Structure de
base

C6
C6-C1
C6-C2

C6-C3

C6-C4
C6-C1-C6
C6-C2-C6
C6-C3-C6

(C6-C3)2

(C6-C3-C6)2

(C6-C3-C8) n

Classe

Phénols simples benzoquinone
Acides phénols
Acetophenols, acides benzoiques
Acides hydroxy cinnamiques,
polypropanes, coumarines, iso coumarines
Naphtoquinones
Xanthones
Stilbenes
Flavonoides, iso flavonoides
Lignans , neolignans

Biflavonoides
Tanins condensés, lignines

[21] [22]
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1.4.2.1.1. Effets biologiques des polyphénols

Les polyphénols interviennent dans de nombreux processus physiologiques
[23] [24] [25] [26] tels que :

v’ La qualité alimentaire

v
v

Dans les des blessures mécaniques de la plante.

La capacité que posséde une espece de résister aux attaques des
insectes est fortement corrélée avec la teneur en polyphénols.

Réle dans les activités carcinogénes, anti inflammatoire, antiathérogénes,
anti  thrombotiques, analgésiques, antibactérienne, antivirales

anticancéreuses, anti allergénes, vasodilatateurs et antioxydants.

Vu leur intérét, ces derniers sont de plus en plus utilisés en thérapeutique,
regroupés dans la catégorie des veino-toniques et les vasculo-protecteurs
(figure 1.1).

D’autres molécules polyphénoliques font l'objet d’'une étude clinique
comme antiagrégants plaquettaires ou hypotenseur, mais sans aucuns

résultats probants. [27].

Action sur les cellules du )
systéme immunitaire Anti-tumoraux

Anﬁ-ofyd ant \j
~- /L

Détoxifiant 4—*?2 POLYPHENOLS<_——>» Anfi-inflammatoire

/ >‘ Anti-agrégant

Vasodilatateur Anti-thrombotique

Anti-angiogénique Anti-apoptotique

Figure 1.1: Effets biologiques des polyphénols [28].
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1.4.2.2. Les flavonoides

Représentent une classe des métabolites secondaires largement répandus
dans le régne végétale. Ce sont des pigments quasiment universels des
végetaux et sont en partie responsable de la coloration des fleurs, des fruits et
parfois des feuilles. Les flavonoides sont aussi ubiquitaires dans la cuticule des
feuilles et I'épiderme cellulaire ou ils assurent la protection des tissus contre les

dommages causeés par les radiations UV [19].

1.4.2.2.1. Structure chimique

Les flavonoides sont des polyphénols complexes avec un poids
moléculaire faible, constitués de 15 atomes de carbones, arrangés comme suit :
C6-C3-C6. lIs sont constitués de 2 noyaux aromatiques : A-B, liés par un pont de
trois carbones souvent sous forme d’hétérocycles. Les substitutions au sein de
I'hétérocycle C donnent les différentes sous classes de familles des flavonoides
(figure 1.2) [29].

Figure 1.2:Structure de base des flavonoides [30], [19].

1.4.2.2.2. Classification

Les différentes classes de flavonoides sont [18]:

Les Flavonols : Quercetine, Myricetine, Rutine, Kaempferol
Les Flavones : Apigenine, Luteoline,

Les Flavonones : Eriodictyol, Naringenine.

Les Isoflavones : Génisteine, Daidzeine

AN N N NN

Les Anthocyanidines : Alpha Tocophérol, Malvidine
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Les principales classes de flavonoides ainsi que leurs réles biologiques sont
présentés dans le tableau 1.3 et figure 1.3Erreur! Source du renvoi

introuvable..
Tableau 1.3: Les principales classes de flavonoides
Nombres . .
Classe Roles biologiques
connus
Anthocyanines 250 Pigments bleu et rouge
Chalcones 60 Pigments jaunes
Aurones 20 Pigments jaunes
Flavones 350 Pigments des fleurs
Flavonols 350 Métabolites repoussant dans les feuilles
Dihydrochalcone 10 Certains ont un gout amer
Proanthocyanidines 50 Substances astringentes
Certaines ont les mémes propriétés que les
Catéchines 40 .
tanins
Bi flavonoides 65 /
Iso flavonoides 15 Effet estrogéne, toxique pour les champignons
[18]
flavanone RY flavone

flavanonol , flavonol

flavan 3-ol \ isoflavone

L]

o
DOy
6 '

oH °

R5’

OH

Figure 1.3: Structure des différentes classes des flavonoides [18]
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1.4.2.2.3. Distribution, localisation et biosynthése

a. Distribution

Les flavonoides sont communs aux bryophytes et représentent
principalement les résidus o-glycoside et c- glycoside de flavones et leur

dérivés c-uroniques.

Chez les Ptéridophytes il n'y a pas de grandes variétés structurales, on
retrouve des Biflavonoides, des Proanthocianines, des O-glycosides Flavoniques,
et quelques familles, élaborent des Chalcones. Chez les Gymnospermes, la
Proanthocianines est ubiquitaire tandis que chez les angiospermes, il existe une

diversité structurale maximale [18].

b. Localisation [18].

Les flavonoides sont hydrosolubles.
lls s’accumulent dans les vacuoles.
lls peuvent étre concentrés dans I'épiderme et le mésophile des feuilles.

lls sont localisés au niveau des cellules épidermiques des fleurs.

VvV V V VYV VY

lls ont toujours été deétectés sous forme d’aglycones libres lipophile au
niveau de la cuticule foliaire. Ceci est particulierement vrai pour les plantes des

zones arides et semi arides.

c. Origine et biosynthése

La biosynthése des flavonoides s’effectue a partir d’'un précurseur
commun, le 4,2 %4’ 6-Tetrahydroxychalcone par action des enzymes. Des
étapes ultérieures de glycosylation et I'acétylation aménent les flavonoides a

la forme définitive  dans laquelle elle se trouve in vivo [32], [33], [34], [35].
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1.4.2.2.4. Activités biologique des flavonoides

v" Activité antioxydante

Les flavonoides ont été découverts dans les années 30 par Albert Szent
Gyorgyi en tant que composés ayant une activité antioxydante prononcée [36].
lls expriment ces propriétés par piégeage direct des espéces réactives de
I'oxygéne (ERO) et ce, par suppression de la formation du complexe (ERO) par
inhibition de quelques enzymes ou par chélation des ions métalliques

impliqués dans leur production [37].

v" Activité anti tumorale

La pluspart des flavonoides sont in vitro, antimutagéne, quelques
flavonols sont sur les mémes modéles mutagénes et un petit nombre d’entres
eux sont anti carcinogénes et inhibiteur de la croissance des cellules tumorales
in vitro [19]. Les effets anti carcinogénes de la Quercétine et d’autres

flavonoides deviennent de plus en plus évidents [38].

v' Effet cardiovasculaire

Beaucoup d’études se sont concentrées sur les effets cardiovasculaires
des flavonoides, les rapports épidémiologiques ont démontré une incidence
plus limitée sur le coeur des personnes ayant une ingestion diététique élevée

en flavonoides [39].

1.5.Les huiles essentielles

1.5.1. Définition

Les huiles essentielles sont des substances liquides complexes organiques

et aromatiques, qu’on trouve naturellement dans diverses parties végétales.

Selon la pharmacopée européenne (7éme édition) « I'huile essentielle est un
produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d’'une

matiere premiére veégeétale botaniquement définie, soit par entrainement a la
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vapeur d’eau soit, par distillation séche, soit par procédé mécanique approprié
sans chauffage [19]. Le volume des huiles dépendent du rendement de la
distillation, et varient, chez une méme plante, en fonction de la saison. Elles sont
par conséquent trés concentrées, volatiles et sensibles a la décomposition sous
I’'effet de la chaleur [40], [41].

1.5.2. Distribution, localisation et fonction

1.5.2.1. Distribution et localisation

Les huiles essentielles n'existent que chez les végétaux supérieurs. Parmi
le nombre important d'especes (8000 a 15000), seule 10% sont dites
aromatiques, telles que: les Myrtaceae, Lauraceae Rutaceae, Lamiaceae,
Asteraceae, Cupressaceae, les Zingiberaceae et les Piperaceae. lls s’accumulent
dans tous les types d’organes végétaux : fleurs (origan), feuilles (citronnelles
eucalyptus ) ,écorces ( cannelier ), bois (bois de rose ) ,racines (vétiver) les
rhizomes (acore) ,les fruits (badianes ) , et les graines (carvi) [19]. Leur
synthése etleur localisation est généralement associées a la présence de
structures histologiques spécialisées présentes dans des tissus situés sous
I'épiderme [42] (figure 1.4 et figure 1.5).

Les constituants des huiles essentielles peuvent s’accumuler dans des

cellules isolées qui se distinguent par leur teinte plus jaune et leurs parois
épaisses, légérement subérifiés [43].
Dans certains cas les sites sécréteurs sont superficiels comme les poils ou les
trichomes glandulaires [46]. lls peuvent également étre situés a l'intérieur des
poches sécrétrices ou des canaux sécréteurs dans le cas des Astéracées [47],
(48], [49], [50].
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‘4

T et TR,
A L .

Poils épidermiques

Figure 1.5:Glande simple d’origan G X800 [42]

1.5.3. Propriétés physiques

Malgré leurs différences de structure, les huiles essentielles possédent en

commun un certain nombre de propriétés physiques [4] [43].

Elles sont généralement liquides a température ordinaire.
Elles sont volatiles et entrainables a la vapeur d’eau.
Elles sont généralement incolores ou jaune péle et quelques fois colorées.

Leur densité est généralement inférieure a 1.

AN N NN

Elles sont peu solubles dans I'eau mais solubles dans la plupart de solvants

organiques et dans les huiles fixes.

v' Elles ont un indice de réfraction élevé et la plupart dévient la lumiére
polarisée.

v' Tres altérable et s’'oxydent avec la lumiere et au contact de I'air.
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1.5.4. La composition chimique

La composition chimique de nombreuses huiles essentielles a été décrite
dans la littérature. Elle varie en fonction de différents facteurs, incluant le stade de
développement des plantes, les organes prélevés, la période et la zone
géographique de récolte [51] [3] [52]. Son étude est généralement
effectuée par [54] :

v" chromatographie en phase gazeuse (CPG)
v' chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CPG-SM).
v La résonance magnétique nucléaire (RMN)
Plus de 60 molécules différentes peuvent entrer dans la composition
chimique d'une huile essentielle. Les composés majoritaires peuvent
représenter, a eux seuls, plus de 85% de I'huile alors que d’autres composés ne

sont présents qu’a I'état de traces [55].

1.5.5. Les groupes d’huile essentielle

Selon la voie métabolique utilisée, les huiles essentielles sont constituées
principalement de deux groupes de composés. Elles peuvent également renfermer
divers produits issus des processus de dégradation qui mettent en jeu des
constituants non volatiles [19] [56].

a. Les Terpénoides

C’est le groupe le plus varié au niveau structural dont 25000 composés
appartenant a la famille des terpénes ont été identifiés et connus comme des

métabolites secondaire [56] [57].

b. Les composés aromatiques

Ce sont des phenylpropanoides (Cs- C3), moins communs que les
terpénoides [19].
» On retrouve frequemment des composeés (Ce-C) telle la Vanilline.
> Les lactones qui dérivent des acides phénols (Chavicol, Eugénol),
» Des dérivés Méthoxy (Anéthol, Estragol)
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1.5.6. Facteurs influencant la composition chimique des huiles essentielles

La composition et les rendements des huiles essentielles varient selon

diverses conditions [58] [46] [59] [60].

v

L’environnement, le génotype, I'origine géographique, la période de récolte,
séchage, lieu de séchage, la température, les parasites, et virus et les
mauvaises herbes.

La complexité des huiles volatiles.

Les transformations du matériel végétal issues d’'une hydro distillation
tardive entrainent des modifications physiques et chimiques des huiles
essentielles.

Les hybridations, les facteurs de mutations, les polyploidies, le

polymorphisme chimique [61].

1.5.7. Activités biologiques des huiles essentielles.

Le réle physiologique des huiles essentielles dans le régne végétal est vaste.

Cependant, la diversité moléculaire des métabolites qu’elles contiennent, leur

confére des roles et des propriétés biologiques trés variés :

v

Les huiles essentielles sont employées pour leur saveurs et odeur en
industrie des produits naturels et industrie des parfums [62].

Elles sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies
infectieuses d’origine bactérienne [63] [59] et d’origine fongique [64]. Elles
ont un réle dans I'activité antioxydante [65] [66].

Un effet anti-inflammatoire a été décrit pour les huiles essentielles de
plusieurs plantes médicinales [67] [68].

Les activités antifongiques de nombreuses huiles essentielles, sur la levure
pathogeéne Candida albicans, ont été mises en évidence [69] [70] [71].
Certains (HE) sont trés irritantes, astringentes et caustiques [72] [73] [74].
Dans le domaine agro-alimentaire, les (HE) peuvent également étre
employés comme agents de protection des denrées alimentaires [75]
Certaines (HE) présentent des activités anti-tumorales et sont utilisées dans

le traitement préventif de certains types de cancers [76] [77].
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v L'effet des (HE) contre les ulceres gastriques a été démontré par les travaux
de JAFRI et al., [78].

v llIs facilitent la pénétration transdermique de substances médicamenteuses
lipophiles, comme |'cestradiol [79].

v' Des travaux tentent d’évaluer les effets des huiles essentielles sur le
comportement des individus [80] et leur utilisation dans la lutte contre

I’addiction a certaines drogues [81].

1.5.8. Les techniques d’extractions des huiles essentielles

Les différents modes d’extraction des huiles essentielles peuvent étre

classés en deux catégories [82]:

% Les méthodes classiques qui comprennent |'expression, I'hydrodistillation
(Figure 1.6), hydro diffusion (Figure 1.7), 'enfleurage, I'extraction par les solvants
organiques.

% Les méthodes modernes qui sont I'extraction par fluide supercritique et la

distillation assistée au four micro ondes (figure 1.8 et figure 1.9)

réfrigérant
principal |

I ‘ réfrigerant
colonne _i secondaire

de distillation
= *»7 cohobage

agitation —* |
noo
LY " chauffa

hallon

Figure 1.6: Représentation schématique d’appareil d’hydro distillation, le

Clevenger [83]
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Figure 1.8: Montage d’extraction par le CO2 supercritique [84]

Réfrigérant .[

Huile essentiell,

eau

agitateur

Matiere vegetale

thermomatre =

Figure 1.9: Schéma du montage d’extraction assistée par micro ondes [83]
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1.5.9. Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisé
sans risques. En effet, certaines sont irritantes, allergénes, phototoxique,
neurotoxique et canceérigene [85].

1.6. Activités biologiques

1.6.1. Activité antioxydante

C’est la capacité de capter ou de piéger les radicaux libres produits

spontanément et d’une fagon continue dans I'organisme vivant.

1.6.1.1. Les radicaux libres

Ce sont des entités chimiques produites quotidiennement par I'organisme,
comportant un électron célibataire [86], ils deviennent nocifs quand ils sont en
excés et induisent certains dommages au niveau de la structure des protéines,
des lipides, [87] et des acides nucléiques [88], en entrainant un stress oxydant qui
intervient dans l'induction des processus de vieillissement cellulaire accéléré et

au développement des pathologies humaines (tableau 1.4).

Tableau 1.4: Liste des principaux radicaux libres

Radical Formule
Anion superoxyde Oy
Peroxyde d’hydrogéne H202
Hydroxyle OH
Peroxyle RCOO
Hydro-peroxyde ROOH
Alcoxyle RO
Oxygene singulet 1/20,
Oxyde nitrique NO

[89]
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1.6.1.2. Types d’antioxydants

Des systémes de défenses permettent de prévenir la formation radicalaire
et de limiter les lésions d’oxydations résultantes. Ces systémes peuvent étre

endogénes ou exogénes, d’origine nutritionnelle.

a. Les antioxydants endogénes

Ce sont des enzymes ou protéines élaborés par notre organisme en
présence de certains minéraux. Elles sont présentes en permanence dans

I'organisme mais leur quantité diminue avec I'age [90].

b. Les antioxydants exogénes

lls sont présents dans I'alimentation tels que : la vitamine A, C, E (tableau
1.5), les polyphénols en particulier les flavonoides et les cofacteurs des enzymes

impliquées dans les systemes antioxydants endogénes [90].

Tableau 1.5: Les principaux antioxydants retrouvés dans les aliments

Antioxydants Protege contre : Source

Les maladies cardiovasculaires, o
_ Agrumes, tomate, melon, kiwi,
Vitamine C | les cataractes, et certains types ) )
poivron, brocoli
de cancers

Les maladies cardiovasculaires, _ _ _ _
) ) ) Noix, graines, les huiles, fruits, et
Vitamine E | cancer de la prostate, ralenti la :
) ] légumes
maladie d’Alzheimer.

Carotte, patate douce, courge,
Les Les cancers du poumon, et _ _ _
) _ brocoli, chou frise, épinard, et les
caroténoides maladies cardiovasculaires _ )
fruites : abricot, péche.

Réduction de l'incidence des Céréales complétes, noix,
Sélénium cancers de la prostate, du oignons, I'ail, volaille, viande
colon, et du poumon rouge.
Les Bleuet, cerise, canna berge, mure,
) Cancers _ o
flavonoides cassis, prune raisins rouge.

[89]
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1.6.1.3. Mécanismes d’action des antioxydants

Un antioxydant peut agir de diverses maniéres [91] :
- Il peut empécher I'oxydation d’'un autre substrat en s’oxydant lui-méme.

- Il peut absorber I'énergie excédentaire de I'oxygéne singulet pour la transformer

en chaleur.

- Il peut aussi agir par chélation avec des métaux ralentissant ainsi les réactions
de fenton (formation de radicaux hydroxyles résultant de la réaction du fer avec le
peroxyde d’hydrogéne).

1.6.2. Activité antimicrobienne

Les plantes aromatiques sont utilisées depuis des siécles dans les
préparations alimentaires non seulement pour leurs saveurs qu’elles apportent
mais également pour leurs propriétés antimicrobiennes et antifongiques. Leur
richesse en composés phénoliques leur confére une forte activité antimicrobienne

a large spectre sur les bactéries [74] [73].

1.6.2.1. Méthodes de détermination de I'activité antimicrobienne

1.6.2.1.1. L’aromatogramme

Il est basé sur une technique utilisée en bactériologie médicale appelée
antibiogramme ou méthode de disque ou méthode par diffusion sur milieu gélose
(figure 1.10) [92].

Disque de papier
imhibé d'huile Tapis bactérien
essenticlle

‘/a_l--

Incubation a 37°C

I I
e pendant 24 heures
bactérien
Boite de Petri
avec gélose
nutritive

Figure 1.10: Principe de la méthode de diffusion par disque [93]
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a. Méthode de diffusion en puits

Elle assure une diffusion radiale des huiles essentielles ou substances a

tester en donnant une zone d’inhibition claire parfaitement mesurable [94].

b. Méthode de dilution

Les extraits de plantes a tester sont mélangés a des concentrations connues

d’extraits avec le milieu de culture [95].

c. Méthode de micro atmosphére

C’est une technique qui nécessite un dépdét de disques imprégnés d’'extraits
a tester au centre du couvercle de la boite de pétri puis renversés et mise en
incubation. L’huile s’évapore dans I'atmosphére et peut exercer un effet inhibiteur

sur les microorganismes [96].

1.6.2.1.2. Détermination de I'effet bactériostatique ou bactéricide

Elle est réalisée par repiquage des zones d’inhibition formées [97] [98].
% S'il ya croissance bactérienne, notre substance ou I'huile a tester a un effet
bactériostatique sur la souche testée.
% S’il N'y a pas croissance  bactérienne, notre substance a un effet

bactéricide vis-a-vis de la souche.

1.6.2.2. Caractéristiques des souches bactériennes utilisées

1.6.2.2.1. Staphylococcus aureus

Les staphylocoques sont des cocci Gram positif, irréguliers, aérobie-
anaérobie facultatif, s'assemblent en forme d’'une grappe de raisin (figure 1.11) et

sont responsables des infections communautaires et nosocomiales [99] [28].
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Figure 1.11: Aspect microscopique de Staphylococcus aureus (GX1000) [100].

1.6.2.2.2. Pseudomonas aeruginosa

Le genre Pseudomonas est un bacille Gram négatif, mobile, aérobie stricte
(figure 1.12 ) C'est le germe -type des infections hospitalieres et

nosocomiales [28][99].

Figure 1.12: Aspect microscopique de Pseudomonas aeruginosa au M E B
(A) et P. aeruginosa au MP (Gx1000) (B) [100].

1.6.2.2.3. Escherichia coli

C’est I'espéce dominante de la flore aérobie du tube digestif (figure 1.13),

elle est Gram négative [99].
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Figure 1.13: Aspect microscopique d’Escherichia coli (ME :A) et (MP : B) [100].

1.6.2.2.4. Klebsiella pneumoniae

C’est des bacilles a Gram négatif, immobiles, capsulés, appartiennent a la

famille des Enterobacteriaceae (figure 1.14) [99].

Figure 1.14: Observation de Klebsiella pneumoniae au MP aprés coloration de
gram(B) et au MEB (A) [100].

1.6.2.2.5. Citrobacter freundii

C’est un Bacille a Gram négatif, mobile, responsable d’infections

urinaires, infections de plaies et de septicémie (figure 1.15 ) [99].



Created by Simpo PDF Creator Pro (unregistered version)
http://www.simpopdf.com
42

Figure 1.15: Observation de Citrobacter freundii au Microscope Photonique

aprés coloration de Gram. (Gx400) [100].

1.6.2.2.6. Salmonella typhimurium

C’est des bacilles a gram négatif, Aérobies- anaérobies facultatifs,
responsables de gastro- entérites, infections alimentaires et fiévre typhoide
[99].

1.6.2.2.7. Candida albicans

C’est une Levure non pigmentée,, non capsulée, a bourgeonnement
multiple. Elle est saprophyte (figure 1.16).endogéne et responsable de gastro-

entérites et infections alimentaires [101].

f%'
e
LE

Figure 1.16: Aspect de Candida albicans au MP (G x 1000) [100].
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1.7.Etude de la plante

1.7.1. Les menthes

Les menthes sont des plantes médicinales trés anciennes, les archéologues
ont découvert des feuilles de menthe dans les pyramides d’Egypte vieilles de
3000ans [102] [103].

Les Menthes, du nom latin Mentha, ce sont des plantes vivaces, herbacées
indigénes et trés odorantes appartenant a la famille des Lamiaceae. Elles
regroupent une vingtaine d’espéces dont 5 ou 6 sont utilisées en phytothérapie.
[104]. Elles renferment 50 a 85% de Menthol, 20 a 25 % de Menthone ,6% a
12% de Tanins et de Flavones et d’autres substances aromatiques, dont la

quantité et la qualité différent d’une plante a I'autre [105].

Les menthes appartiennent a : [106]

Embranchement _— Angiospermes
Famille - Lamiacées

Sous famille EEE— Nepetoides
Tribu - > Menthae
Genre Mentha

On connait plusieurs espéces de menthe, Linné, a publié une monographie

de cette plante, les principales sont [106] :
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Mentha aquatica Lin

\ 4

La menthe aquatique

Mentha gentilis, lin La baume des jardins

v

Mentha piperita, lin La menthe poivrée

v

Mentha pelgium, lin

v

La menthe pouliot

Mentha sylvestris, Lin

La menthe sauvage

v

Mentha rotundifolia, Lin Menthastre

v

1.7.1.1. Utilisation et vertus des menthes

Selon Al Idrissi. (1982), les différentes vertus sont:

v Elles fortifient le systeme nerveux, c’est un stimulant diffusible et aussi un
sédatif diffusible,

v Le Menthol, composant majoritaire des Menthes lui confere de tres
nombreuses vertus thérapeutiques: anti diarrhéiques, bactériostatique,
antiseptique, analgésique, action tonique; stomachique stimulante, et
carminative.

v’ Les feuilles sont utilisées en décoction pour calmer I'excitation, les maux de téte
et facilite la digestion et en infusion pour parfumer des boissons et plus
particulierement les thés.

v elles peuvent étre utilisées comme condiments.

v' Elles aromatisent certaines cigarettes, savons, eaux de bain et chewing-gum

v Elles entrent dans la composition des médicaments d'usage tres variés

aromatisent les dentifrices et les collutoires.
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1.7.2. La plante étudiée

Mentha rotundifolia L Hudson est synonyme de Mentha suaveolens ssp
suaveolens L Hudson, c’est une plante vivace appartenant a la famille des
lamiacées fréquemment retrouvée dans les bords des chemins et les endroits
humides [107].

La Mentha suaveolens présente deux sous espéces, la sous espéce
suaveolens, présente en Europe, 'Afrique du nord, ’Amérique et le Japon et la
sous espeéce insularis absente en Algérie, elle est endémique de la corse et la
Sardaigne [108]. La différenciation des sous espéces peut étre réalisée en
prenant en considération les différents paramétres morphologiques (couleurs,
forme des feuilles et des fleurs, absence ou présence des pétioles) (figure 1.17).

Des travaux effectués sur 58 échantillons d’huiles essentielles isolées de
plants de Mentha rotundifolia poussant a |'état sauvage en corse suivie par une
analyse statistique des données permet une identification claire des deux sous
especes. [108].

Mentha rotundifolia L., dont le nom vernaculaire est « Timarssat », présente
des feuilles aussi longues que large, sessiles et des fleurs violettes, .elle peut
étre comme un hybride de Mentha longifolia L et de Mentha suaveolens L [107],
[108], [109]. Alors que pour d’autres auteurs Mentha rotundifolia L. et Mentha
suaveolens_ L correspondent a la méme espéce [110].

Le probléme d’hybridation interspécifique et intraspécifique chez les
menthes rend lidentification trés complexe et de nombreux auteurs publient
toujours des rectificatifs concernant cette espece [108].

Cependant cette plante a fait I'objet d'étude approfondie impliquant sa

composition chimique et son utilisation thérapeutique [107] [111].
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M. suaveolen.ssp suaveolens M. suaveolen. ssp insularis

Figure 1.17: Comparaison entre les deux sous espéces de Mentha suaveolens
[108]

1.7.3. Localisation
Mentha rotundifolia L. se retrouve particulierement dans les milieux
humides, les bords des eaux (figure 1.18), des plaines et des montagnes a 2100

métre [112]. Elle existe en Europe, et I'Afrique du Nord, dans toute la

méditerranée sauf en Chypre, en Grande Bretagne et en Autriche [112], [113].

1.7.4. Description botanique

Mentha rotundifolia. L. est une plante vivace a tiges typique des labiées,
dressées dont les plus agées sont Iégérement lignifiée, son hauteur est de 25 a
80 centimetre. L'ensemble de la plante est recouvert de poils denses et
blanchéatres la rend douce au toucher, comme toutes les menthes elle dégage
une odeur caractéristique rappelant celle de la pomme. Les feuilles de couleur
vert vif, sessiles, ovales et presque ronde de 4.5 cm de long et 3cm d’épaisseur
[112] [13]. Concernant les fleurs, elles sont de couleur blanches a mauves claire
de 5 millimétre de long se rassemblent et se réunissent en grappes ou en épis
(figure 1.18 et Figure 1.19).
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Figure 1.19: Mentha.rotundifolia L avant floraison, Mars, 2013. (A) et en période
de floraison, Juillet, 2013 (B).

1.7.5. Noms communs

1.7.5.1. En Algérie

Diverses appellations Iui sont attribuées telles que : Timersitt, Timersad sa
prononciation différe Iégérement d’une région a une autre.

v' Cette plante est signalée sous le nom de Timersudt, [114].
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v Selon G- HUYGHE, signalée comme Himersad = menthe [115].
v Dans les Aurés on attribue au nom scientifique Mentha Rotundifolia L. le nom
chawi de Tamersout.

v'Dans la région berbére on lui attribue le nom de Morsot [116].

1.7.5.2. Dans d’autres pays

Mentha rotundifolia L posséde plusieurs autres appellations a travers
I'Europe tels que [111]:
v" Frangais : Menthe, Menthe a feuilles rondes, Menthe crépue, Menthe du Nil
Allemand : Apfelminze, Bastar drossminze, Bowles Apfelminze, Runde Minze
Anglais : Apple mint, Roundes -leaved mint
Italien : Mentastro, Menthone
Espagnole : herba buena de burro
Portugais : Hortela’ —comum, Hortela’ de —cavalo, Mentrastro

Néerlandais : Aakruid, Bosmunt, wittemunt, wollige munt

AN N N N N

Maroc : Timidja, I'mersita

1.7.6. Propriétés et utilisation

Comme toutes les plantes médicinales, Mentha Rotundifolia L. posséde des

effets trés marquants [112][117] [118] [119].

v’ Effets cardiovasculaires, activités hypotensives, vasodilatateurs et
bradycardies.

v Propriétés antibactériennes et antifongiques

v Agit comme agents retardant la reproduction du vecteur de malaria Anophéle
septensis.

v Agit comme bactéricides pour purifier I'eau, contre la nausée, les maux de téte,
et les piqures d’insectes.

v En Algérie les feuilles et les tiges sont consommées généralement en
décoction par voie orale contre les troubles et les coliques digestives, contre
les vertiges et le refroidissement,-Les feuilles séchées sont employées comme
laxatif [118].
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v Elle est également utilisée en culinaire, dans les boissons (alcools, liqueurs,
sirop, vinaigre), dans les condimentaires (grillades, salades,
accompagnements des viandes, et des Ilégumes), les desserts
(accompagnement des glaces, des fruits et aromatise les confitures), les
sauces [112].

v" Dans plusieurs régions de I'Aurés et de I'Algérie, la plante est associée a la
pate afin de rehausser le golt du pain et de 'aromatiser. Ce dernier porte le
nom berbére de Timarsitin, en arabe le pain dumghan [119].

1.7.7. Toxicologie

A des doses usuelles, la consommation de ses parties aériennes a des fins
culinaires ou pour préparer des boissons d’agrément, ne présente aucun risque
de toxicité [105].
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CHAPITRE Il : EXPERIMENTATION ET METHODES D’ANALYSES

L’expérimentation a été réalisée au niveau de deux laboratoires de recherche
de l'université Blida 1 de la faculté des sciences de la nature et de la vie (SNV), il
s’agit du Laboratoire d’amélioration végétale, le laboratoire des biotechnologies
végétales et le laboratoire de recherche de reproduction animale de I'Institut des
Sciences Vétérinaires (ISV).

L’expérimentation s’est étalée sur une année, de Mars 2013 a Mars 2014.

2. Matériel

2.1. Matériel biologique

L’étude a porté sur I'espéce Mentha rotundifolia L. (Menthe a feuilles
rondes) appartenant a la famille des Lamiaceae, connue pour ses vertus
thérapeutiques (figure 2.1).

Plante fraiche

Figure 2.1: Plante fraiche de Mentha rotundifolia L. (Original ,2013)
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2.2.Systématique de la plante

La classification botanique de Mentha rotundifolia L. [120].

Embranchement — Phanérogames
Sous embranchement > Angiospermes
Classe — Dicotylédones
Sous classe - Gamopétales
Famille — Lamiaceae
Genre oy Mentha
Espéce ., Mentha rotundifolia L.Huds
2.3.Récolte

La récolte de la plante a été réalisée durant la période allant du mois d’Avril
au mois de Mai 2013 au niveau de la station de Cherkia dans la région
d’El Hamdania, a une Altitude de 450m, une Longitude Y= 4025-455-65 et a une
Latitude X= 480- 803- 03) (figure 2.2).

=
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Figure 2.2: Carte topographique de localisation de la station de récolte de Mentha
rotundifolia L.
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2.4.Séchage et broyage

52

Le matériel récolté est séché a lI'abri de la lumiére et de 'humidité a

température ambiante dans un endroit aéré durant 15 jours. L'échantillon est

finement broyé a l'aide d’'un mixeur électrique, la poudre végétale obtenue

est

stockée dans des bocaux fermés hermétiquement. Pour I'ensemble de notre

expérimentation nous avons utilisé approximativement 4 Kg de matiére végétale

séche (figure 2.3).

Plante seche

Poudre de plante séche

Figure 2.3: Echantillon de plante et poudre séche de Mentha rotundifolia L.
(Original, 2013).

2.5. Matériel biologique utilisé

Nous avons utilisé 6 souches bactériennes et une souche fongique (tableau

2.1) provenant toutes du laboratoire de bactériologie de ['Institut

d’Algérie.

Tableau 2.1: Souches bactériennes et la souche fongique utilisées

Les souches

Le Gram N° ATCC
Bactérie Gram+ | Staphylococcus aureus 28923
Pseudomonas aeruginosa 27859
Salmonella typhimurium | 4404540
Bactéries Gram- Escherichia coli 25922
Citrobacter freundii 1554512
Klebsiella pneumoniae 700603
Souche fongique Candida albicans 1023

Pasteur
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2.6. Méthodes.

2.6.1. ldentification botanique de la plante

L’identification de la plante s’est faite au niveau de trois laboratoires :
e e laboratoire de biologie végétale du département de biologie.
e e laboratoire de Botanique du département d’agronomie

el e département de Botanique de I’'Ecole National Supérieure d’Agronomie d’El
Harrach (ENSA).

2.6.2. Détermination de la teneur en eau

Le protocole adopté est celui de ZERRAD et al., (2006) [121].

a. Plante fraiche

Les feuilles fraiches sont pesées (PF) puis séchées a I'étuve ventilée a 75 °C.
Elles sont ensuite pesées toutes les 24h jusqu'a I'obtention d’'un poids constant
(PS). La teneur en eau (T) est calculée comme suit [121]:

% /g de poids frais =100x ( - )/

T : teneur en eau ou humidité
PF : poids frais en (g) avant dessiccation

PS : poids sec en (g) aprés dessiccation

La teneur en matiére séche (MS) est calculée selon la relation suivante :

% = 100 -

b. Poudre séche

Le taux d’humidité de la poudre (T) est calculé comme suit [121]:

=100 x (- )/
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2.6.3. Détermination de la teneur en cendres

La minéralisation a été réalisée selon le protocole de MARTIN et al., (1984)
[122].

a. Principe

La technique consiste a lincinération de la poudre végétale ou drogue

jusqu'a I'obtention des cendres blanches.

b. Technique

Une prise d’essai P (1g) de feuilles séchées est introduite dans un four a
moufle et calcinée au rouge entre 500 et 550°C pendant 6 heures jusqu'a la
disparition totale de toutes les particules charbonneuses Apres 24 heures, la
capsule est introduite dans un dessiccateur pendant 15 mn avant d’étre pesée.
La mesure obtenue est rapportée a 100g de plante séche.

c. Expression des résultats

La détermination du taux des cendres (T%) se fait différence de poids la
formule suivante :

% =( 1/ ) x 100

Soit :
P1 : poids des cendres contenues dans la capsule
P: poids de la drogue prise essai

2.6.4. Etude phytochimique.

Cette étude a été réalisée par un screening phytochimique et une analyse
de la fraction volatile (huile essentielle) et la fraction non volatile de la plante.

2.6.4.1. Screening phytochimique

Le screening phytochimique est le moyen indispensable pour mettre en
évidence la présence des groupes de familles chimiques présentes dans une
drogue donnée.
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a. Principe

Basé soit sur la formation de complexes insolubles en utilisant des réactions
de précipitations, soit sur la formation de complexes colorés en utilisant des

réactions de colorations [123] [124]

2.6.4.1.1. Caractérisation des tanins

La présence de tanins catéchiques et galliques a été mis en évidence a
I'aide du perchlorure ferrique [124].

> L'infusé a 5%

5g de poudre de I'échantillon dans 100 ml d’eau bouillante. Aprés 15

minutes, la suspension est filtrée et rincée pour obtenir 100 ml d’infusé.

e Les tanins galliques, hydrolysables, sont mis en évidence par ajout de 15
ml de réactif de Stiasny a 5 ml de l'infusé a 5 %. Apres 15 mn de chauffage au
bain marie a 90° C, le mélange est filtré et saturé par 5 g d’acétate de sodium,
ensuite on ajoute 1 ml de FeClz a 5%. L’apparition de d’'une teinte bleu- noire
indique la présence de tanins galliques.

eLes tanins catéchiques, sont caractérisés par addition de 1 ml de HCL
concentré a 5 ml de dinfusé. Le mélange est porté a ébullition pendant 15
minutes. Les tanins catéchiques sont révélés en présence d’alcool amylique par

I'apparition d’un précipité rouge faute de leur insolubilité (Figure 2.4).
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Les tanins
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l

Chauffage 15mn 390° C

l
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|

'

l

Ebullition 15mn
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\

Saturation avec 5g
d’acétate de sodium

Précipité rouge (R+)

Pas de Précipité (R-)

Ajout 1 mlde
FeCl,

Coloration bleu-noire(R+) \

|

Présence de tanins
catéchiques

Pas de

26.4.1.2

™.

coloration(R-)

Présence de tanins galliques

Caractérisation des flavonoides

Figure 2.4: Protocole expérimental de caractérisation des tanins
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Les flavonoides pigments quasiment universels des végétaux, constituent

une grande famille de composés trés souvent abondamment présents dans les

plantes. Plusieurs tests de caractérisations permettent de mettre en évidence

différents types de flavonoides [124].
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> Les réactions a la cyanidine

Ces réactions permettent de révéler la présence de flavonoides libres
(flavones et dihydroflavonols). A 5 ml d'infusé a 5%, ajouter 5 ml d’'une solution
de HCI concentré a 50% dans I'éthanol a 95% (alcool chlorhydrique). Ensuite,
ajouter 1 ml d’alcool iso amylique et quelques copeaux de
magnésium, I'apparition d’'une coloration rose-orange (flavones), ou rose violacée

(flavanones) révele la présence de flavonoides libres (figure 2.5).

Les leucoanthocyanes sont également révélés par la réaction a la cyanidine
mais sans ajout de copeaux de magnésium, aprés 15 mn de chauffage au bain
marie, I'apparition d’'une coloration rouge (rouge- cerise) est caractéristique de

leur présence (flavonols et flavononols).

Les anthocyanes sont révélés par ajout de 5ml d’'infusé a 5% de 5 ml de H,SO4
a 10% et 5 ml de NH,OH a 50%. Si la coloration de l'infusé s’accentue par
acidification puis vire au bleu en milieu basique, on peut conclure a la présence

d’anthocyanes (figure 2.5).

Cyanidine ‘ Les flavonoides ‘
== \ / l \- Les anthocyanes
Les flavonoides libres Lesleuco anthocyanes l
(Flavones, flavanones) Flavonols, flavenonols 5ml dinfusé 4 5% +5
mlde H2804 10% + 5
! ml NHsOH & 50% «
5 ml infusé 5ml infuse +5ml éthanol i
+SméthanolChlorhydriqu Chlorhydrique —
& +1ml aloool +1mlalcoaliso amylique 5@50’0@3’?? vire au
1 bleuen milieu
Iso amyligue+les Chauffage 15mn hasique
copeaux magnésium
L l Rouge-cernse
Rose—orange ‘ Rose violacee ‘ i
l Presence d'anthocyanes
Flavones Flavanones

Figure 2.5: Protocole expérimental de caractérisation des flavonoides
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2.6.4.1.3. Caractérisation des dérivés anthracéniques

On retrouve les dérivés anthracéniques dans les plantes, sous forme de
génines ou aglycones libres ou sous forme combinées d’hétérosides
anthracéniques, leur présence est mise en évidence a l'aide de la solution NH4,OH
diluée a 50% [123].

> Préparation de I’extrait chloroformique

1g de poudre végétale est ajoutée a 10ml de CHCIs, suivie d’un chauffage
pendant 3 minutes au bain Marie .La solution est filtrée a chaud. Le résidu de la
poudre épuisée par le CHCI3 servira a mettre en évidence les formes hétérosides
(O-hétérosides et C-hétéroside).

2.6.4.1.4. Caractérisation des saponosides

> Préparation du décocté 1%

1g de poudre ajoutée 100ml d’eau puis mise en une ébullition légere
pendant 15mn, la suspension est filtrée puis introduite dans 10 tubes a essai
successivement de 1 a 10ml de filtrat tout en complétant le contenu de chaque
tube a 10ml avec de I'eau. On agite le contenu de chaque tube pendant 15
secondes a raison de 2 agitations par seconde. La hauteur de mousse est

mesurée 15 minutes aprés l'agitation.

L’indice de mousse est calculé a partir du numéro de tube (N) dans lequel la

hauteur de mousse est de 1 cm.

2.6.4.1.5. Caractérisation des alcaloides

La présence d’alcaloides se caractérise par la précipitation de sels et par la
révélation a l'aide du réactif de Mayer (solution de tétra-iodomercure de
potassium) [123].

A 10g de poudre on ajoute 50ml Hy,SO4s a 10%. Aprés 24heures de
maceération a température ambiante, le macéré est filtré et lavé avec de I'eau de

maniere a obtenir 50ml de filtrat. Prélever 1ml de filtrat y ajouter 5 gouttes de
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réactif de Mayer et attendre 15 minutes. La présence d’alcaloides est mise en

évidence par I'apparition d’un précipité blanc —jaune ou jaune- clair (figure 2.6).

10g de poudre vegétale
+50mi Hz50s a 10%

/

24heures maceration

—_— Filtration et lavage
|
1ml de filtrat+5

| gouttes de reactif de

Maver

a temperature ambiante

Apparition d'un
precipiteé blanc —jaune

ol jaune- clair.

Y

FPresence

d'alcaloides

Figure 2.6: Protocole expérimental de caractérisation des alcaloides.

2.6.4.2. Etude des composés non volatiles

La fraction non volatile (composés polaires et apolaires) a été extraite a
I'aide du soxhlet.

a. Principe

L’extracteur soxhlet permet le traitement des solides (matériel végétal). Il est
principalement utilisé dans la préparation des échantillons avant les analyses. Ce
traitement se fait avec des solvants en phase liquide ou partiellement vaporisés
[123].

b. Description du soxhlet

Le soxhlet est constitué d’'un ballon monocol rodé, d'un réfrigérant et d’'un
extracteur, dont le corps contient une cartouche en cellulose remplie de matériel
végetal, cette cartouche est fixée sur un réservoir de solvant surmonté d’'un
réfrigérant. Apres chauffage du ballon, les vapeurs du solvant passent dans le
tube adducteur, se condensent dans le réfrigérant et retombent dans le corps de
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I'extracteur, faisant ainsi macérer le solide (matériel végétal) dans le solvant. Ce
dernier se condense et s’accumule dans I'extracteur jusqu’a atteindre le sommet
du tube siphon provoquant alors le retour du liquide riche en substances extraites
dans le ballon. Le cycle peut se répéter indéfiniment jusqu’a épuisement complet
du solide d’ou l'efficacité et I'importance de cette technique (figure 2.7).

11 7
1-Agitateur magnétique : 6-Haut du siphon
2-Ballon col rodé =) ] 7-Sortie siphon
%8 (%
3-Tube adduction _:ﬁs ﬁ 8-Adaptateur expansion
- 5 l [ IQI
4-Corps en verre ﬁ\ 9-Condenseur
/ 2 ™\
QFiltre @ f i 10-Entrée eau J

Figure 2.7: Représentation schématique d'un extracteur de Soxhlet [126].

c. Technigue

20 g de poudre de feuilles séchées sont introduites dans une cartouche en
papier filtre qui sera ensuite placée dans le soxhlet. 250 ml d’éther de pétrole
sont incorporés a l'intérieure du ballon a col rodé. Le tout est placé sur une
plaque chauffante et porté a ébullition.

Aprés une série de douze siphonages, le ballon contenant le solvant enrichi
en substances solubles (fraction lipidique ou apolaire) ainsi que la matiére
végetale contenue dans la cartouche (le marc) sont récupérés Le marc est mis a
sécher a I'air libre, une fois séché il est introduit dans une nouvelle cartouche qui
sera soumise a une nouvelle extraction au soxhlet en utilisant le méthanol comme
solvant organique afin d’obtenir les substances polaire aprés douze siphonages,
[127].

Les fractions polaire et apolaire des deux extractions sont passées dans un
évaporateur rotatif afin d’obtenir deux extraits : I'extrait méthanolique et I'extrait
éthéreé secs.
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Les deux ballons contenant les résidus secs sont pesés avant et aprés
extraction afin de déterminer la teneur respective de chacune des deux fractions

de la plante (figure 2.8).

Matériel végétal : 20g de feuilles séchées
de Mentha rotundifolia

v
Extraction au soxhlet : 250ml d’éther de pétrole }

!

Filtration et évaporation par évaporateur rotatif]

~ ~

Marcs I Extrait sec d’éther de pétrole :

1

Extraction au soxhlet :

Fraction lipidique

250 ml de méthanol

l Extrait méthanolique sec
Filtration et analyses phytochimiques et
! . —> dosages, Activité anti
evaporation par

; oxydante et antimicrobienne

Marc jeté ]

Figure 2.8: Protocol expérimental de I'extraction des fractions polaires et apolaires
par soxhlet
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2.6.4.3. Etude et dosage de deux principes actifs de Mentha rotundifolia.L

2.6.4.3.1. Les composés phénoliques

Plusieurs méthodes analytiques peuvent étre utilisées pour la quantification
des polyphénols, I'analyse par le réactif de Folin-Ciocalteu (FC) décrite par
BOIZOT et CHARPENTIER [128] est la plus utilisée.

Pour notre étude, nous avons utilisé la méthode de SEMIH OTLES et al.,[129].

a. Principe

Le réactif de Folin Ciocalteu est constitué d’'un mélange a base d’acide
Phosphotungstique et d’acide Phosphomolybdique, ces derniers sont réduits lors
de l'oxydation des phénols en mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de
molybdéne. La coloration bleue produite posséde une absorption maximale de
750 nm.

L’absorbance par référence, a une gamme étalon obtenue avec un acide
phénolique (acide gallique) permet de déterminer la quantité de polyphénols
totaux présente dans un extrait, elle est exprimée en mg équivalent acide gallique

par gramme de matiere séche.

b. Mode opératoire

v" Test de Folin Ciocalteu [128] [129]
Dans des tubes a essai adéquats on a introduit 50l d’extrait méthanolique,
mélangé avec 250yl du réactif Folin et 750ul de Na, CO3 a 7.5%. Le mélange est
agité et incubé a I'obscurité a une température ambiante pendant 120 minutes,
I'absorbance est mesurée a 760nm avec un spectrophotométre UV contre un

blanc sans extrait (Erreur ! Source du renvoi introuvable. et

figure 2.9).

c. Calculet quantification

La quantification des polyphénols totaux a été faite selon une courbe
d’étalonnage linéaire ( = + ), réalisée par un extrait d’étalon d’acide
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gallique a différentes concentrations dans les mémes conditions opératoires que

I’échantillon. Les résultats sont exprimés en mg équivalence d’acide gallique par
gramme de matiére séche (EAG/g de matiere seche).

50pl d'extrait ) 250p1 Folin _
_ () ciocalteu —
Méthanolique —
M - }
X3 — 790pl Naz -
) |cos75% |
L'essai Témain
~a
Lecture 4760nm au Incubation_obscurité
spectrophotométre 120mn
uv

Figure 2.9: Protocole expérimentale schématique du dosage des phénols totaux
(le test du Folin Ciocalteu) [129].

2.6.4.3.2. Les flavonoides

La détermination des flavonoides totaux a été effectuée selon la méthode
décrite par MAHMOUDI et al., [130].

» Technique

v 500pl d’extrait méthanolique sont ajoutées a 1500ul de méthanol a 95%.
v 100ul Al Clz a 10%.

v' 100ul d’acétate de sodium.

v' 2.8 ml d’eau distillée.
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v Le mélange est agité puis incuber a I'obscurité a température ambiante pendant
30 minutes.

v' Le blanc est réalisé par substitution de I'extrait méthanolique par du méthanol a
95% ( tableau 2.2).

v’ L’absorbance est mesurée a 415 nm en utilisant un spectrophotometre UV.
v" Les résultats sont exprimés en mg équivalent Quercétine/g de matiere végétale

séche en se référant a la courbe d’étalon de la Quercétine.

Tableau 2.2: Volumes de | extrait et ses additifs.

Extrait | Méthanol .
) AICIs10% | Acetate | o0 gistillee
M -OH 95% sodium
Essai | 500l | 1500 i 100 yl 100 2.8 ml
Témoin 0 1500 100 yl 100 i 2.8 ml

2.6.4.4. Etude des composés volatils

2.6.4.4.1. Extraction des huiles essentielles par hydrodistillation

a. Principe

L’huile essentielle de Mentha rotundifolia L. a été extraite par
hydrodistillation, c’est la méthode d’extraction simple, normée pour I'extraction
d’'une huile essentielle [131] et pour le contréle de qualité [132].

Elle consiste a immerger la matiére végetale dans un bain d'eau mis a
ébullition. Les composés volatiles contenues dans les cellules diffusent a travers
les parois cellulaires, une fois a I'extérieure de ces derniéres, I'huile va constituer
avec l'eau un complexe liquide —vapeurs, ces vapeurs hétérogénes vont se
condenser dans le réfrigérant, les huiles essentielles se séparent de I'hydrolat par
simple différence de densité. Cette derniére étant plus légére que l'eau (sauf
quelques exceptions), elle surnage au dessus de I'hydrolat.
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b. Les conditions opératoires

L’étude est réalisée sur un montage de type Clevenger muni d’'un systéme

de cohobation (figure 2.10).

Systeme d'eau de refroidissement

Condenseur

Récepteur

S -f ——5Systéme de cohobation

Ballon

N\

Figure 2.10: Appareillage de type Clevenger [133].

Ce montage se compose de quatre parties principales :

v Le réacteur, le ballon dans lequel on introduit la matiére végétale et I'eau.

v' La colonne, un cylindre en verre au dessus du récepteur qui recueille la
phase vapeur.

v Le réfrig<QAérant dans lequel se condensent les vapeurs.

v Le vase florentin ou vont se séparer la phase organique (huile essentielle)

et la phase aqueuse (Eau florale)

c. Protocole et mode opératoire

On a introduit 100 g de feuilles séchées de Mentha rotundifolia L.. dans un
ballon ayant une capacité d’'un litre et contenant de I'eau distillée. L’'ensemble est

porté a ébullition pendant 3 heures [133]_ (figure 2.11).
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Figure 2.11: Appareillage de type Clevenger (original).

Le systéme de cohobation permet de maintenir constant le volume de I'eau
présent initialement. Durant tout le processus de distillation les vapeurs chargées
d’huiles essentielles se condensent a leur arrivée au niveau du réfrigérant, elles
retombent sous forme de gouttelettes dans I'essencier et forment avec I'eau un

mélange hétérogéne qu’on récupere dans une ampoule a décanter.

Pour la séparation des huiles essentielles de I'eau, on ajoute de I'éther di
éthylique .Les huiles obtenues, vont étre pesées et conserver dans des flacons
opaques et hermétiques a une température de 4°C, trois essais sont réalisés dans

I’étude du rendement.

d. Le calcul du rendement

Le rendement d’huile essentielle est le rapport entre le poids de I'HE
extraite et le poids des feuilles séchées traitées au préalable [134]. Le rendement

exprimé en pourcentage est calculé par la formule suivante :

R / 100 | [134]
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Considérons :

R =——- Rendementdel'HE en %
Py = Poidsdel'HEeng

Pa == Poids de la plante traitée en g

2.6.4.4.2. Contréle organoleptique

Les propriétés organoleptiques des huiles essentielles regroupent tout ce
qui est perceptible par les sens. On a évalué les différentes caractéristiques
organoleptiques de l'huile essentielle  de notre échantillon végétal ou nous
avons notés la couleur, I'aspect et I'odeur.

2.6.4.4.3. Etude qualitative et quantitative des huiles essentielles

2.6.4.4.3.1. Analyse par CG-MS

La composition chimique de I’ huile essentielle de de Mentha rotundifolia L.
a eté déterminée par chromatographie en phase gazeuse couplée avec la
spectrométrie de masse (CGMS) au niveau du laboratoire d’analyse organique
fonctionnelle (LAOF) de la faculté de chimie de I'université des sciences et de la
technologie Houari Boumediene (USTHB) sous des conditions opératoires bien

précises et bien déterminées.
a. Principe

e Le but de cette analyse est la détermination de la composition qualitative et

quantitative des huiles essentielles. Le couplage de la chromatographie en

phase gazeuse a la spectrométrie de masse soumis I'échantillon a plusieurs

tests, a savoir : [135] [136]

e |onisation des molécules qui se volatilisent sous l'effet de la haute
température.

e Accélération des ions formés qui se dirigent vers le dispositif de séparation
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e Détection du signal a la sortie de I'appareil ce qui conduit au spectre de masse

qui constitue la représentation conventionnelle de I'abondance des ions en

fonction de leur rapport de masse et charge m/z

e|dentification par une comparaison informatique du spectre d’'un pic inconnu

avec une ou plusieurs « banques de données » de références. Les systémes

modernes sont généralement pilotés par un logiciel, qui peut prendre en charge

la comparaison automatique des spectres obtenus avec des bibliothéques de

spectres contenant des informations sur des milliers de composés [124].

b. Conditions opératoire

Le protocole utilisé dans cette étape est celui adopté au laboratoire d’analyse

organique et fonctionnelle de 'USTHB, I'huile récupérée est analysée par CGMS.

Pour calculer les indices de retentions des différents constituants, un mélange

d’alcanes a été injecté dans les mémes conditions (tableau 2.3).

Tableau 2.3: Conditions d’analyses de la CG/MS adaptee par le laboratoire

d’analyse organique et fonctionnelle de 'lUSTHB

CG/MS

Chromatographie gazeuse

-Appareil : Hewlett-Packard 6890

Colonne: HP5 MS

0.25ym)

(30 mx0.32mm x

Gaz vecteur : Hélium

Débit : 0.25 ml/mn

Température de l'injecteur : 250°C
Température du détecteur : 250°C
Quantité injectée : 0.2 yl

Température de colonne : 45°C/8mn jusqu’a
250°C /10 mn a raison de 2°C/mn

Spectrométrie de masse

Appareil : Agilent MSD 5973

Mode
électronique

d’ionisation : impact

Tension d’ionisation : 70 eV, basse
résolution.

Balayage automatique : m/z 25 a 350
Température de la source : 280°C
Interface : couplage direct

Pression : 2.10 ® Torr
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2.7.Les activités biologiques

2.7.1. L’activité anti radicalaire (antioxydante) des extraits

Pour I'étude des activités anti radicalaires et antioxydante des échantillons

extraits (la concréte polaire et extrait méthanolique) de Mentha rotundifolia L.

3

nous avons utilisé in vitro la méthode du DPPH (2.2 diphényle -1-picrylhydrazyl
(C18 H12N5O06 . Mr : 394. 33). [137].

a. Principe

Le DPPH ou 2.2 diphényle- 1-picrylhydrazyl est un radical libre stable. Sous

forme libre, il est de couleur violette, mais une fois réduit par un donneur

d’hydrogéne, sa coloration devient jaune [138] [139] (Figure 2.12).

NO» NO»
) H
0N N —N O:N N—N
NO; @ NO; @

DPPH (radical libre) DPPH (forme réduite)

Figure 2.12: forme libre et réduite du DPPH [140]

b. Mode opératoire

v’ Préparation de la solution du DPPH

2mg de DPPH sont pesés a 'aide d’'une balance de précision et dissout dans
50ml de Méthanol absolu, la préparation est conservée a I'abri de la lumiére

jusqu’a utilisation.
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v' Préparation d’extraits

Pour tous les extraits que ce soit la concréte polaire ou I'huile essentielle, on
prépare des solutions meres dans du méthanol absolu, ces derniéres vont subir

des dilutions qui représentent des concentrations de I'ordre de ug/ml (tableau 2.4).

Tableau 2.4: Les différentes concentrations des extraits (concrete polaire et I'huile

essentielle)

Extraits a tester Huiles essentielles de feuilles de | Extraits méthanolique
Mentha rotundifolia L.
300 50
Les concentrations 400 100
en uyg/mi 500 200
700 400
1000 500

c. L'essai DPPH

Dans des tubes secs stériles, on a introduit a partir des solutions méres (HE
et extrait méthanolique) respectivement (300ul, 400yl, 500uyl, 700ul, 1000uy]) et
(50ul, 100u], 200y, 400u], 500u}).
¢ On ajuste avec 1ml de méthanol absolu.

e 2ml de solution DPPH sont ajoutées dans chaque tube.

¢ On laisse incuber pendant 30 minutes a température ambiante et a I'abri de la
lumiére.

e Pour chaque concentration, le test est réalisé trois fois de suite.

e Pour chaque série on prépare un blanc constitué de méthanol et la solution

DPPH.

e Des solutions standards (Quercétine et Rutine) sont préparées en suivant les

mémes étapes et les mémes conditions expérimentales.

el a lecture est effectuée par la mesure de I'absorbance a la longueur d’onde de

515nm par spectrophotometre (tableau 2.5).
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Tableau 2.5: Les concentrations des extraits (a et b) et leurs additifs en méthanol
et solution DPPH

Les huiles essentielles (a)

Les concentrations ug/ml
300 | 400 | 500 700 1000

Volume du méthanol (ul) | 700 | 600 | 500 300 0
Volume de la solution 2 2 2 2 2
DPPH ml

Extrait méthanolique (b)

Les concentrations (ug/ml) 50 | 100 | 200 400 500

Volume du méthanol (ul) 950 | 900 | 800 | 600 500

Volume de la solution 2 2 2 2 2
DPPH (ml)

d. Expression des résultats

Les résultats sont exprimés en activités antioxydante qui définie la capacité de
piéger le radical libre, elle est estimée par le pourcentage(%) de décoloration

du DPPH, elle se calcule selon la formule suivante [141]:

% =] x 100

v’ Les résultats ont été exprimés par la moyenne des trois mesures + écart type.

v’ La détermination de la EC50 appelée aussi la IC50, est déterminée pour
chaque extrait (HE et extrait méthanolique), Elle est définie comme étant la
concentration de substrat qui cause la perte de I'activité du DPPH de 50%.
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v Les résultats de la ECsp moyenne ont été calculée par les courbes de
régressions linéaires = + ,ou = 50%.

v" Le calcule du pouvoir radicalaire : APR, il est inversement proportionnell’lC50.

=1/ 50

2.7.2. Activité antimicrobienne

Dans cette partie nous avons abordé, I'étude de l'effet antibactérien et
antifongique de I'extrait méthanolique et I'huile essentielle des feuilles de Mentha

rotundofolia L.

2.7.2.1. Les souches bactériennes

Les souches microbiennes référenciees ATCC (American type culture
collection), proviennent du laboratoire de bactériologie de linstitut pasteur
(tableau 2.1).

2.7.2.2. Les Milieux de culture

Les milieux utilisés sont :
¢ |e milieu Sabouraud pour les champignons
¢ le milieu Mueller- Hinton pour les bactéries

e Gélose nutritive pour revivification des souches

2.7.2.3. Les extraits (HE et extrait Méthanolique).

e L’huile essentielle de Mentha rotundifolia L. a été extraite des parties aériennes
(feuilles) de la plante par hydrodistillation (Clevenger).

¢ Extrait méthanolique issue d’une extraction par soxhlet.

2.7.2.4. Les antibiotiques

Pour réaliser le témoin positif on a utilisé des disques d’antibiotiques (

tableau 2.6).
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Tableau 2.6: les disques d’antibiotiques

Les disques d’antibiotiques
(6mm de diameétres)

Les concentrations mcg (ug)
1mcg=1000mg

Chloramphénicol

30mcg (C30)

Acide Pipémidique

20mcg (PI20)

Acide Fucidique

10 mcg (FA 10)

2.7.2.5. Etapes préliminaires

a. Coulage des milieux de cultures

73

Apres stérilisation et refroidissement des milieux Préalablement mis en

surfusion a 45°C, on coule les géloses dans des boites de pétri aseptiquement

sous hotte a flux laminaire stérile.

b. Revivification et préparation des suspensions bactériennes

Pour notre étude, on a utilisé des cultures jeunes de 18 a 24 heures

fraichement réactivées. Leur réactivation se fait comme suit :

¢ A partir des tubes de conservation, on préléve la souche a I'aide d’'une anse de

platine stérile.

¢ Cette souche est mise en culture sur des milieux solides, puis mise en incubation

dans une étuve a 37°C pendant 24 heures pour les bactéries, 25°C pendant

5jours pour la souche fongique.
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c. Préparations des suspensions bactériennes

A partir des souches réactivées au préalable, on prépare des suspensions
bactériennes pour chaque souche.
¢ On préléve a I'aide d’'une anse de platine stérile quelques colonies jeunes qu’on
dépose dans des tubes contenant une eau physiologiques stérile, bien agité pour
une meilleure homogénéisation.
¢ On doit s’assurer de la concentration de la suspension bactérienne, par dosage
de cette derniére de sa densité optique qui doit é&tre comprise entre 0.08 et 0.1

a une longueur d’'onde de 625 nm.

d. Préparation des extraits

La solubilisation des huiles essentielles et L’extrait méthanolique a été faite
dans le DMSO (60%), Ce solvant a été préalablement testé aux concentrations
utilisées, il est sans effet sur ces bactéries et la souche fongique.

e. Les produits a tester

L’évaluation du pouvoir antimicrobien de Mentha rotundifolia L. s’est
déroulée en deux étapes :
e Dans un premier temps, on a testé I'extrait méthanolique des feuilles de
Mentha rotundifolia L.
e Dans un second temps, on a testé le produit d’extraction: I'huile
essentielle.

2.7.2.6. Mise en évidence de la zone d’inhibition.

a. Description du principe

Nous avons utilisé la technique de diffusion sur gélose [142]. Cette
technique consiste a déposer un disque en papier Wattman de 9mm de diamétre
imbibé de la substance a tester (HE et extrait M OH) sur une boite de gélose
ensemenceée de culture a étudier. Cette substance diffuse sur la surface a partir

du disque et un gradient décroissant s’établit autour de ce dernier.
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b. Technique

1ml d’inoculum sont déposés sur chaque boite de pétri, aprés une
imprégnation de 5mn I'excédent d’inoculum est éliminé par aspiration. A la
surface de chaque boite, quatre disques de papier wathman de 9mm de diamétre
sont déposés.
e Un disque imbibé avec 10ul de la solution mére (HE 1mg/1ml) + DMSO a 60%)
e Un disque imbibé avec 10ul de la solution mére (Extrait M OH 1mg/ml+ DMSO a

60%).

e Un témoin négatif (DMSO + eau distillée).
e Un témoin positif (disques d’antibiotiques).

Les boites sont laissées 1 heure a température ambiante puis retournées et
incubées a 37° C pendant 18 a 24 heures. Nous procédons de la méme fagon
pour les souches fongiques ces derniéres sont mises en culture dans un milieu

Sabouraud et incubées a 25° C pendant 5 jours. Chaque test est réalisé 3 fois.
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CHAPITRE Ill : RESULTATS ET DISCUSSION

3. Résultats de I'étude botanique de la plante

Aprés comparaison des caractéristiques morphologiques macroscopiques
de notre plante récoltée au niveau d’El Hamdania (station de Chrea), avec ceux
de la plante répertoriés dans I’herbier de I'[NA, nous avons identifié I'appartenance
botanique de notre plante choisie, confirmant son genre et son espéce : Mentha
rotundifolia L.

3.1.Etude macroscopique

a. La feuille

Elle est d’'une couleur vert vif, , ovale presque ronde de 4.5 cm de long et 3 cm
d’épaisseur (figure 3.1).

ervure principale

Nervure secondaire

Face inférieure G x 4.5

Poils
épidermiques

Face inférieure GX 4.5 Face supérieure G X 2.5
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Poils
épidermigues

Face supérieure G X 45

Figure 3.1: Vue d'une feuille (face supérieure et inferieure) a la loupe binoculaire
(Originale).

b. Les fleurs

Elles sont de couleur blanche a mauves claire de 5 mm de long et se
rassemblent en grappes ou en épis terminant le rameau (figure 3. 2).

Fleurs
regroupees
en epis

Figure 3. 2: Fleurs en épis de Mentha rotundifolia L (Originale).

c. Latige

Elle est typique des labiées, dressée dont les plus agées sont légérement
lignifiées, couvertes d’'un duvet épais (figure 3.3).
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Figure 3.3: Vue d’une portion de la tige a la loupe G x 2.5 (Originale).

d. Laracine

C’est un long rhizome rampant, tragant et chevelu (figure 3.4).

Figure 3.4: Vue d’ensemble d’une racine a la loupe au G X 4.5 (Originale).

3.2.Etude microscopigue

Afin de localiser les structures sécrétrices, nous avons réalisé des coupes

transversales colorées au niveau de la feuille et la tige.
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a. Structure de la feuille

La coupe transversale, montre que la feuille se compose de structures
suivantes :
e La cuticule qui enveloppe vers I'extérieure les cellules épidermiques.
eL’épiderme inferieure et épiderme supérieure  constitué par une assise de
cellules dont certaines s’allongent pour donner des poils épidermiques. On peut
observer des poils épidermiques tecteurs et des glandes sécrétrices.
e Un parenchyme palissadique et Parenchyme lacuneux.
e Une nervure principale qui renferme les éléments conducteurs (figure 3.5 Figure
3.6 Figure 3.7).

Epiderme supérieure

Parenchyme
Cuticule
Liber
MNervure
. Frincipale
Bois P

Parenchyme palissadique

Epiderme inferieure

Figure 3.5: Coupe transversale au niveau de la feuille de Mentha rotundifolia. L
vue au microscope photonique (Gx100) aprées double coloration.
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Cellules de 2 gaine
perivasculaire
Phlogéme secondaire

HAssise géneratrice  libero
ligneuse

Xléme secondaire

Farenchyme a méats

Figure 3.6: Coupe transversale de la feuille de Mentha rotundifolia. L vue au
microscope photonique, (Gx400) aprés double coloration

Glande sécréfrice

Poil tecteur

Figure 3.7: Poils épidermiques tecteurs et glandes sécrétrices de la feuille de
Mentha rotundifolia. L vus au MP, G x 400.aprés double coloration.

b. Structure de la tige

Les coupes transversales réalisées dans la tige de Mentha rotundifolia L.
ont montré différents tissus. De I'extérieur vers l'intérieur on observe:
¢ Une cuticule Iégérement striée et vers I'extérieur les cellules épidermiques.

e Un épiderme constitué d’'une seule assise de cellules.
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eLe collenchyme tangentiel, un tissu de soutien vivant présent dans les angles.
Les membranes des cellules présentent des épaississements de nature
cellulosiques.
Le liber et le bois (métaxyléme et protoxyléme), parenchyme cortical, les cellules
présentent des méats entres elles (figure 3.8 Figure 3.9 Figure 3.10 Figure 3.11

Figure 3.12).

¢ C’est une tige de dicotylédone, le développement essentiellement fasciculaire
du xyleme secondaire (pachyte discontinu) et absence de liege et modeste
lignification sont autant d’arguments qui justifient les caractéres herbacés de
cette tige (Figure 3.8 C).
. Les faisceaux cribovasculaire disposés sur un seul cercle.
e Présence d’un parenchyme médullaire trés important ce qui confirme le caractére
aérien de la tige.

Sclérenchyme a cellules polyédriques

Parenchyme corfical

Cambium

Bois hétéroxylé

Liber

Parenchyme médullaire
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Epiderme

Collenchyme tangentiel

Liber

Parenchyme cortical

Assise génératfrice libero ligneuse
Bois
Parenchyme Inter fasclculalre

ligneux
Parenchyme médullalre

Figure 3.8: Vue d’ensemble d’une coupe transversale d’'une tige de Mentha
rotundifolia. L en structure secondaire vue au MP, Gx100(A). Les cellules
épidermiques (B : Gx400) et le pachyte discontinu (C, Gx100).

Au méme titre que la feuille, la tige (figure 3.9 Figure 3.10) montre des
poils épidermiques tecteurs et des glandes sécrétrices.

Cette étude nous a permis de localiser les poils tecteurs jouant un role dans
I’évapotranspiration (figure 3.10) et les sites sécréteurs de Mentha rotundifolia L.
représentés par des glandes sécrétrices (figure 3.11)
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Poil tecteur

Point d'Insertion du poll
fecteur

Collenchyme

Cuticule

Glande sécréfrice

Liber

Bois (Pachyte discontinu)

Parenchyme médullaire

Figure 3.9: Coupe transversale au niveau de la zone angulaire de la tige de
Mentha rotundifolia. L vue au MP, G x400 apres double coloration (Original).

Poil épidermique pluricellulaire

Poil tecteur

Figure 3.10: Poils épidermiques de la tige de Mentha rotundifolia. L vus au MP,G
x400 apres double coloration (Original).
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Cuticule

Paroi

Cellules

essence

™

sécrétrices a

_/

Glande
sécrétrice

84

Figure 3.11: Glande sécrétrice au niveau d’'une coupe transversale de tige Gx400

(Original)

Phloéme 2

.

Assise génératrice
libero ligneuse

Vaisseaux du
bois _

Métaxyléme

Profoxyléme

Parenchyme vasculaire

Faisceaux cribo-
vasculaire

Figure 3.12: Détail des faisceaux cribro-vasculaire dans une coupe transversale
de tige de Mentha rotundifolia L. vus au MP, G x400 (Original).
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3.3.Résultats de I'étude phytochimique

3.3.1. Détermination de la teneur en eau de la plante fraiche

Les végétaux sont riches en eau, cette importance est étroitement liée avec
certains métabolismes de la plante. Les analyses de notre échantillon de feuilles
de Mentha rotundifolia L. révélent un taux d’humidité de 64.45 * 0.3159 (tableau

3.1). Ces résultats sont conformes a ceux signalés par la pharmacopée
européenne (figure 3.13’

Tableau 3.1 : Teneur en eau et matiére séche chez Mentha rotundifolia L.

Poids frais en Poids sec (PS) | Teneur en eau (T) en | Matiere séche (MS)
(9) en (9) (%) en (%)

1.0003 + 0.1 0.316 64.45+0.3159 35.551

Teneur en eau

uTen eau(%)

= M, seche(%)

64,45%

Figure 3.13: Taux d’humidité de Mentha rotundifolia. L

3.3.1.1. Cinétique de la masse et le taux d’humidité

La figure 3.14 montre que la masse et le taux d’humidité du matériel végétal
diminuent en fonction du temps tragant une branche hyperbolique, avec deux

zones distinctes :
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La premiére zone(1) montre une diminution rapide de la teneur en eau du
matériel végétal jusqu’au point critique (E) correspondant a I'évaporation de I'eau
de la couche superficielle.

0,8 ~
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

J1 12 J3 14 J5 J6
Le temps en(J)

Figure 3.14: Evolution de la masse en (g) en fonction du temps en jours (J)

3.3.1.2. Taux d’humidité de la poudre séche

L’ analyse de I' échantillon de poudre séche des feuilles de Mentha
rotundifolia L. montre un taux d’humidité de 9.51% % 0.09. Ce taux est inferieur a

10% ce qui est conforme aux normes de la pharmacopée européenne.

3.3.2. Détermination de la teneur des cendres

La teneur des cendres de Mentha rotundifolia L. est de 12.61 % * 0.60. Elles

sont de couleur claire a blanchatres (tableau 3.2 et figure 3.15). Nos résultats sont

conformes a ceux signalés par la pharmacopée européenne.

Tableau 3.2: Teneur des cendres

Prise d’essai (g) Poids des cendres Teneur des cendres Matiére
Plante fraiche Totale en (g) en % de poids sec organique

2.0004310.0004 0,25210.012 12.61 %= 0.60 87.38 %
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Teneur des cendres

m %cendres
® % mat, org

Figure 3.15: Pourcentages en cendres et matiére organique.

3.3.3. Screening phytochimique

Dans le but de rechercher dans les extraits de feuilles de Mentha rotundifolia
L. les différentes classes de substances secondaires a savoir les flavonoides, les
saponines, les tanins, les alcaloides, les anthocyanes, nous avons effectué un
screening phytochimique [123]. Les résultats (tableau 3.3) sont classés en
fonction des différents critéres d’observation :

Réaction positive (+) Réaction négative (-)

Les résultats mettent en évidence la présence de composés chimiques qui
possédent des activités biologiques intéressantes (Annexe C).

e Les flavonoides sont présents sous leur forme libre (flavones) , absence
de Leuco anthocyanes (flavonols et flavanonoles). Absence de dérives
anthracéniques libres, ils sont présents sous leurs formes combinés (Les O-
hétérosides : anthranoles, anthranones, anthranonones) et (C-hétérosides).

On reconnait principalement le réle veino-actif des flavonoides traduit par
une diminution de la perméabilité des capillaires sanguins et un renforcement de
leur résistance [27]. En effet on leur attribue également un grand réle dans les
activités antioxydante et anti-inflammatoire [26], agissent aussi positivement sur
le traitement des maladies cardiovasculaires [47].

Dans certains cas les Flavonoides sont connus pour leur effet antiviral et

anti tumoral [27].
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Tableau 3.3: Résultats du screening phytochimique

Les tanins Tanins catéchiques —
Tanins galliques (Réaction de stiasny) +
Les flavones +

Les flavonols et les flavanones —

Les flavonoides Les catéchines, chalcones,

dihydrochalcones et isovlavones

Les leucoanthocyanes —

Les dérivés anthracéniques libres —

Les dérivés Les O- hétérosides +

anthracéniques Les O-hétérosides a génines réduites,

Combinés (anthranoles, anthranonones ou N
anthranones)

Les c- hétérosides +

Les saponosides +

Les alcaloides +

Hétérosides cardiotoniques +

e En ce qui Concerne les tanins, ils sont présents sous leur forme gallique,
les tanins catéchiques sont absents.

Les feuilles riches en tanins galliques sont congues pour le traitement des
maladies respiratoires et Ila toux. Leurs propriétés antiseptiques et
antibactériennes et antifongiques sont clairement démontrées dans le traitement
des diarrhées infectieuses et dermatites [123]. En tenant compte de ces résultats,
les feuilles de Mentha rotundifolia L. peuvent étre, prescrites comme anti
diarrhéique ou régulateurs des fonctions gastro-intestinale.

e Les saponosides constituent un vaste groupe d’hétérosides trés fréquents

chez les végétaux, ils sont caractérisés par leur propriétés tensioactifs ces
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derniére sont moyennement marquées dans les feuilles de Mentha rotundifolia L.

son indice de mousse est de :

Im =111.1> 100

Plusieurs plantes connues et utilisées pour leur effet anti-inflammatoire et
anti-cedémateux, doivent ces propriétés aux saponines, tel est le cas pour la
racine de la réglisse, la graine de Marronnier d’Inde et le Buplenrum (Apiaceae)
utilisée en médecine traditionnelle chinoise [143].

La présence d’alcaloides peut aussi prévoir une éventuelle utilisation de la
plante dans certaines maladies [144].

Les résultats obtenus corroborent avec ceux de ZEKRI et al. (2013) [145].

En effet les résultats de notre étude confirment probablement les vertus
thérapeutiques de Mentha rotundifolia L. et sa large utilisation dans la médecine
traditionnelle.

3.3.4. Dosage de certains principes actifs de Mentha rotundifolia L.

3.3.4.1. Composés non volatiles polaires et non polaires .

Le rendement est de 5.2% * 0.01 pour les substances non volatiles

miscibles dans les solvants apolaires est 15.78 * 0.01 pour les substances

volatiles miscibles dans les solvants polaires (figure 3.16).

Teneur des composés polaires et
apolaire 15,78%
5,20%

79,01%
B FPolaire HWF Anolaire

Figure 3.16: Pourcentages de la fraction polaire et apolaire de Mentha rotundifolia
L.
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3.3.4.2. Dosage des composés phénoliques

Le spectrophotométre a permis de quantifier le taux de polyphénols dans
I'extrait méthanolique de Mentha rotundifolia L.

Une étude comparative avec des teneurs en phénols totaux a été faite grace
une a courbe d’étalonnage réalisée sur [l'acide gallique a différentes
concentrations (figure 3.17).

0,4500 -~ ] .
0,4000 - Acide gallique

0,3500 -
0,3000
0,2500 -
0,2000 -
0,1500 -
0,1000 -
0,0500 -

y =0,0016x + 0,0269
R?=0,958

0 50 100 150 200 250
les concentration de l'acide gallique en ug/ml

Figure 3.17: Courbe d’étalonnage de I'acide gallique pour le dosage des phénols

totaux.

La teneur en phénols totaux est rapportée en mg équivalent acide gallique
par g d”extrait de plante séche (mg EAG/g) (tableau 3.4).

Tableau 3.4: Teneur des phénols de I'extrait méthanolique de Mentha rotundifolia

L.
Plante Teneur en phénols totaux (mg EAG/g de MS)
Extrait méthanolique
Mentha rotundifolia L. 111.21+ 4.90 mqg EAG/q de MS

(Moyenne de 3 mesures + écart type).

Le résultat obtenu en polyphénols (111,21 4.90 mg EAG /g de MS) est

nettement supérieure a celui obtenue pour l'extrait chlorofomique de Mentha
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pulegium_(2.968 mg EAG/g de MS), espéce de la méme famille que Mentha
rotundifolia L. [146].

D’autre part SAADAOUI et al., [147] ont montré que la teneur phénolique de
I'extrait méthanolique de quelques plantes appartenant a différentes familles telles
que : Punica gramatum, Retama raetam, Thymus capitatus, Rosmarinus
Officinalis, Ruta chalapensis, Ajuga iva varie entre 1.68 a 11.07 mg EAG/ g de
matiere séche. Ceci donne une certaine originalité a notre résultat. Nos résultats
sont comparés avec ceux des espéces de la méme famille que Mentha
rotundifolia L (tableau 3.5).

Tableau 3.5: Teneurs en polyphénols de quelques espéces de la famille des

Lamiaceae.
Especes Extrait Valeurs (mg EAG/g Références
de MS)
Mentha pipérita M- OH 0.166mg/g [148]
Salvia officinalis M-OH 0.0957 mg/g [148]
Teucrium polium M -OH 3.47mg/g [149]
Mentha pulegium M- OH 0.338 mg/g
Mentha microphylla. Extrait 315 mg/g [150]
C.Koch éthanolique
Extrait aqueux 274.5 mg/g
Résultat obtenu pour
notre plante Mentha
rotundifolia L. M- O L

Selon W .U et al., [151] la différence des teneurs en polyphénols peut étre
due aux conditions biotiques et abiotiques, la localisation géographique et les
conditions expérimentales qui ne donnent pas une composition quantitative des

extraits.
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La teneur phénolique dépend également d’'un certains nombre de facteurs
extrinséques (Génétiques). La distribution des métabolites secondaires  peut
changer pendant le développement de la plante. Ceci peut étre lié aux conditions
climatiques rudes (les températures hautes, exposition solaire sécheresse,
salinité), qui stimulent la biosynthése des métabolites secondaires, tels que les

polyphénols [152].

3.3.4.3. Dosage des flavonoides

Des dosages spectrophotométriques ont été effectuées a partir d’extrait
méthanolique de Mentha rotundifolia. L, afin de déterminer la teneur totale des
flavonoides une courbe d’étalonnage (figure 3.18) a été réalisée avec un extrait de

Quercétine a une longueur d’'onde de 415nm.

Quercétine

0,45 -
0,4 -
0,35 -
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

y=0,0031x + 0,0126
R*=0,9726

0 20 40 60 80 100 120 140

Concentrationsde la Quercetine (ug/ml)

Figure 3.18: Courbe d’étalonnage de la Quercétine.

La quantité de flavonoides correspondante a l'espéce étudiée a été
rapportée en mg équivalent Quercétine/ g de matiere séche (MS). Cette teneur
est de 6.68 * 0.88 mqg E Quercétine/g de MS (Tableau 3.6).

Tableau 3.6: Teneur en flavonoides (mg E Quercétine/ g de MS (Moyenne des
3 Valeurs * Ecart type)

Plante Teneur en flavonoides (mg Quercetine/g de MS)
Extrait méthanolique (1mg/ml)

Mentha rotundifolia. (L) 6.68 £0.88 mqg E Quercetine/ g de MS




Created by Simpo PDF Creator Pro (unregistered version)
http://www.simpopdf.com
93

Cette valeur est nettement supérieure a celle retrouvée chez Mentha piperita
(0.0632mg/g) [153].

La valeur la plus élevée a été observée chez Mentha pulegium (28.6mg/g)
[(154]. Les valeurs en flavonoides les plus faibles chez les espéces de la méme

famille que Mentha rotundifolia L. sont enregistrées dans le tableau 3.7.

Tableau 3.7: Teneurs des flavonoides chez d’autres espéces de Menthes.

Espéces .
Valeur en mg/g de MS Références
Mentha spicata 0.004mg/ g
Mentha piperita 0.0088mg/ g
Mentha longifolia 0.83mg/g
Melissa officinalis Subsp.
0.0046mg/g
Officinalis
[155]
Mentha officinalis Subsp
o 0.0029mg/ g
altissime
Mentha pulegium
0.0598mg/g
Extrait M-OH
[146]
E. chloroformique 0.0195 mg/g
E. acétate éthyle 0.117mg/g
Résultat pour notre plante
6.68 mg /g

Mentha rotundifolia L.
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3.3.4.4. Etude des composés volatils

3.3.4.4.1. Extraction et rendement en huiles essentielles

Le rendement en huiles essentielles que nous avons obtenu est de 0.689 %
(g d’huile essentielle/ 100 g de matiére végétale) (tableau 3.8).

Tableau 3.8: Rendement des HE de Mentha rotundifolia. L

Poids de la plante (feuilles) en (g) Poids de HE en (g) Rendement(%)
moyennez écart type Moyennez Ecart type (m)% = Ecart type
110.167 +9.751 0.762 £ 0.102 0.689 + 0.037

Le rendement obtenu (0.689 %) se rapproche de celui rapporter par BRADA
et al. (0.7% et 0.9%) extrait de la menthe située au nord de I'Algérie [156] et celui
rapporté par BOUGHDAD et al., (0.73%) [157].

Le rendement le plus important (4.33%) est celui de Mentha rotundifolia du
Maroc [103], néanmoins des teneurs trés faibles ont été rapportées sur Mentha
rotundifolia de Corse (0.08%- 0.1%) [108]

Cette faible valeur obtenue peut étre attribuée a la période de récolte avant
floraison (Mars- Avril), au lieu de récolte et aux conditions climatiques. Il faut noter
que le rendement et la composition chimique des huiles essentielles peuvent
dépendre de plusieurs facteurs biotiques et abiotiques a savoir: I'espéce, le
milieu, la période de récolte, et les techniques d’extractions.

3.3.4.4.2. Contrble organoleptique

Les huiles essentielles sont caractérisées par des propriétés organoleptiques
telles que : I'odeur, la couleur et 'aspect.

Les résultats obtenus pour notre échantillon sont présentés dans le tableau 3.9.
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Tableau 3.9: Propriétés organoleptiques de Mentha rotundifolia L.

Caractéristiques Aspect Couleur Odeur

Odeur puissante
Mentha rotundifolia.L Liquide Jaune foncée | (pomme) propre a la
matiere végétale.

Le tableau 3.9 montre que 'huile essentielle est d’aspect liquide de couleur
jaune foncée et son odeur est forte et persistante.

Les mémes caractéres organoleptiques ont été rapportés sur Mentha
rotundifolia L. de la région de Sendja (Sud de Chlef) [158].

3.3.4.4.3. Etude qualitative des huiles essentielles

3.3.4.4.3.1. Composition de I'huile essentielle

De nombreuses études se développent actuellement pour isoler et identifier
les composés chimiques des huiles essentielles responsables de leurs activités
biologiques, (antimicrobiennes, antioxydants, antifongiques et insecticides).

L’analyse qualitative et semi quantitative des essences extraites par
hydrodistillation a été réalisée grace a un couplage GC/MS et par comparaison
des spectres de masse de références. L’injection des n- alcanes sous les mémes
conditions opératoires, nous a permis de calculer les indices de retentions de tous
les pics (tableau 3.10 et figure 3.19).

L’étude des HE par CG/MS a permis la mis en évidence de 21 composés
représentant (69.241%) de la composition totale, constituée majoritairement par
de I'oxyde de Pipériténone (30.373 %), oxyde de Pipéritone (23.78%).

Des composés minoritaires de faibles teneurs : Carvone (3.732%), Borneole
(2.579), Y -Terpinéne (2.619%), Terpinene-4-ol (1.274%). Le reste des composés
sont sous forme de traces.

Les compositions dominées par I'oxyde de pipériténone ont été décrites au
Maroc et au Japon [159], [160], L'oxyde de Pipéritone a été rapporté comme

constituant majoritaire de ’'HE de Mentha rotundifolia de Grece [107].
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Tableau 3.10: Composition chimique de I'huile essentielle de Mentha rotundifolia L

Ne

O o N o o & w

-
o

12
13

14
15

16

17

18

19

20

21

Temps de

retention
13.820
14.485
18.440

18.78

19.451
24.876
25.964
28.330
33.292
34.187

39.762

40.718
42.500

46.396
46.863

47.287
48.525
50.209
51.910

60.168

60.823h

Composé

a-pinéne
Camphéne
Sabinéne
B-pinéne
Octan-3-ol
B-ocimene
Y-terpinéne
1-octen-3-y acétate
Bornéole
Terpinéne-4-ol

Carvone

NI

Piperitone oxide
Thymol
Dihydrocarvyl acetate
Piperitenone oxide

NI

Transcaryophlléne

a-humuléne

Oxyde de caryophylléne

Viridiflorol

%

0.083
0.032
0.059

0.169

0.296
0.339
2.619
0.267
2.579
1.274
3.732

0.169
23.78

0.896
0.215

30.373

21.334

1.048

0.258

0.879

0.383

Indices de
retention(IR)

937
952
979

981

1004
1049
1065
1117
1166
1179
1254

NI
1274

1299
1328

1374
1392
1419
1453

15.83

1591
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Figure 3.19: Chromatogramme de I’'huile essentielle de Mentha rotundifolia L. par
GC/MS.

La composition en pourcentages des principales classes de familles de
'huile essentielle de Mentha rotundifolia L. révéle qu’elle est riche en Ethers
oxydes (55.032%) suivi par les alcools (5.388%) puis les cétones (3.732%) et
enfin les sesquiterpénes (1.3%) alors que les esters n’excédent les 1%, (tableau
3.11 et figure 3.20)

Tableau 3.11: % d’identification des familles chimiques de Mentha rotundifolia L.

Les familles chimiques % d’identification
Monoterpénes hydrocarbonés 3.301%
Sesquiterpénes hydrocarbonés 1.306%
Cétones 3.732%
Alcools 5.388%
Ethers oxydes 55.032%
Esters 0.482%
% globale 69.241%
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Figure 3.20: Composition en pourcentages des principales classes des familles de
'huile essentielle de Mentha rotundifolia L.

La composition chimique de I'huile essentielle de Mentha rotundifolia L. est
trés variable. De nombreux composés ainsi que leurs associations sont a I'origine
d’'une grande diversité de compositions chimiques.

Les travaux de recherches montrent que dans la majorité des cas les
constituants .largement majoritaires sont des mono terpénes oxygénés [108], tels
que : La Pulégone (50%) au Maroc, La Carvone (62.3%,) en Finlande, (40.3%) en
Argentine [161] [162]; L'oxyde de Pipériténone (87.3%) au Japon et L’'Oxyde de
Transpipéritone (, 40.5% en ltalie) [162].

L’analyse par CG et CG / MS de I'huile essentielle de Mentha rotundifolia du
nord Algérien [156] a révélé I'existence de deux chémotypes caractérisés par
des teneurs différentes en Oxyde de Pipéritone , 'Oxyde de Pipériténone et le
Ppériténone. D’autres travaux [109] effectués sur Mentha rotundifolia de
’'Uruguay montre également la présence des chémotypes avec différents
composés majoritaires (80.8 % pour I'Oxyde de Pipériténone ,2 % pour Z
Hydrate de Sabinéne).

En conclusion nos résultats corroborent avec ceux obtenus par HAMDANE
et BENAZZOUZ, [21] qui montrent une richesse en oxyde de Pipéritone (25.06
%) et 'oxyde de Pipériténone (8.92 %).
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La différence de composition constatée des huiles essentielles est a mettre
en rapport avec les facteurs abiotiques tels que le climat spécifique aux régions de
provenance des plantes, les facteurs géographiques comme l'altitude et la nature
du sol.

3.3.5. Activités biologiques

3.3.5.1. L’activité anti radicalaire (antioxydante) des extraits

L’activité antioxydante des extraits (HE et I'extrait méthanolique) de Mentha
rotundifolia L. vis a vis du radical DPPH a été évaluée par spectrophotométrie,
en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la
couleur violette a la couleur jaune mesurable a 515 nm.

Afin de comparer cette activité antioxydante avec celle de deux standards
Querceétine et Rutine des courbes d’étalonnages ont été tracées.

3.3.5.1.1. Résultats de I'extrait méthanolique

Les résultats des pourcentages CR en fonction des concentrations de
I'extrait methanolique de Mentha rotundifolia L. sont résumés dans les figure 3.21
et Figure 3. 22.

% CR
100 -
y =0,2718x + 34,085

80 1 RZ = 1

60 -

40 -

20 -

0 T T T T 1

ConceSrPtration e1r98xtrait I\}I58H 200 250

ug/ml

Figure 3.21: Courbe de régression linéaire : le pourcentage CR en fonction de la
concentration de I'extrait méthanolique en yg/ml. (Moyenne des 3 Valeurs * Ecart

type)
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Figure 3. 22: Pourcentage CR en fonction de la concentration de I'extrait
méthanolique de Mentha rotundifolia L. (Moyenne des 3 Valeurs + Ecart type)

e Afin de comparer notre extrait méthanolique avec les standards de références
(Quercétine et Rutine), on a tracé les courbes exprimant les pourcentages CR en
fonction de leur concentrations, (figure 3.23 et Figure 3.24).

% CR RUTINE
100% -

90% -
80% -
70% -
60% 1 y=3,337x-0,095
50% - R2=0,903
40% -
30% -
20% -
10% -
0% : ; ; !

0 0,1 0,2 0,3 0,4
Concentrations en Rutine en mg/ml

¢

Figure 3.23: Courbe d’étalonnage de la Rutine. (Moyenne des 3 Valeurs + Ecart
type)
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% CR QUERCETINE

y =-0,005x2 + 0,170x - 0,316
100,00% - R?=1

120,00% -

80,00% -
160,00% -
40,00% -

20,00% -

0,00%

Figure 3.24: Courbe d’étalonnage de la Quercétine (Moyenne des 3 Valeurs +
Ecart type).

e L es résultats des IC50 de I'extrait méthanolique, quercétine et rutine sont

regroupées dans le tableau 3.12.

Tableau 3.12: Activité antioxydante (méthode DPPH) de I'extrait méthanolique

exprimé en pourcentage de capture du radical (% CR).

Parameétres Extrait M-OH Quercétine Rutine
Equation | Y=0.2718x+34.085 Y=-0.55516X2+17.049x - 31.58 | Y=3.337x-0.0957
R? 1 1 0.9037
IC5o
0.0585+0.0003 0.0039+0.0000360 0.161%0.001
(mg/ml)
%CR 47.675 111 111
APR 17.09 185.87 6.211

% CR : Le pourcentage de capture du radical DPPH.
ICsp : Concentration inhibitrice minimale qui réduit le DPPH de 50%
Y= % CR et x : concentration de I'extrait.
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Pour des fins comparatives la Quercétine a montré une activité anti
radicalaire puissante avec une IC50 de I'ordre de 0.0039 mg/ml.

Concernant la rutine, elle a présentée une activité anti-radicalaire moins
marquée (0.161mg/ml) que celle de la Quercétine.
L’extrait MOH a montré une activité anti radicalaire ayant une IC50 de I'ordre de
0.0585 mg/ml selon les résultats enregistrés des extraits M-OH, Quercétine et
Rutine, On constate que I'extrait M-OH est doté d’un pouvoir antioxydant modéré
(Annexe F), son IC50 est relativement faible que celle du standard (Quercétine)
contrairement a la Rutine qui définie un pouvoir anti-radicalaire plus faible que
I'extrait. M-OH (figure 3.25).
Une étude comparative des IC50 de l'extrait méthanolique de de Mentha
rotundifolia L. avec les IC50 d’autres especes appartenant a la méme famille des
Lamiaceae (tableau 3.13) montre que notre valeur IC50 (0.0585mg/ml) est
inferieure a celle de Salvia pisidica (4.88mg/ml) [163], de Satureja calaminta
(2.075mg/ml) , de Ajuga Iva (6.36mg/ml) [88] et enfin de Coleus aromaticus
(0.210mg/ml) [164]. Elle se rapproche légérement de celle de Nepeta flavida
(0.063mg/ml) [165], et supérieure a celle de Teucrium polium (0.0202mg/ml)
[166]. Notre valeur IC50 est identique avec celle obtenue pour I'extrait M OH de

Calamintha sylvatica Bromf sub sp ascendens (0.058mg/ml) [167].

IC50Quercetine <<IC50 E M-OH<<IC50

Rutine
0,161
0,0585
0,0039
Quercetine EM-OH Rutine

Figure 3.25: Comparaison des |IC50de I'extrait M-OH de M.r et du standard

(Quercétine, rutine)
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Tableau 3.13: Comparaison des IC50 des différentes especes de la famille des

Lamiaceae

IC50 Références

Especes Extraits o )
(mg/ml) bibliographiques

Coleus aromaticus Aqueux 0.210 [164]

MOH 0.063
Nepeta flavida [165]

M -OH 0.0202
Teucrium polium [166]

Calamintha sylvatica

Bromf sub sp M -OH 0.058 [167]
Ascendens
Salvia pisidica M-OH 4.88 [163]
Satureja calaminta M-OH 2.075
[88]
Ajuga iva M-OH 6.36

Résultat pour notre plante
étudiée Mentha rotundifoliaL. | M-OH

3.3.5.1.2. Résultats de I'huile essentielle

el es résultats de I'activité anti radicalaire (appendice B) de I'huile essentielle de
Mentha rotundifolia L. sont représentés dans les figure 3.26 et Figure 3.27, et les
résultats des IC50 des huiles essentielles dans le tableau 3.14.
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Figure 3.26: Pourcentage de capture du radical DPPH de I'huile essentielle de
Mentha rotundifolia L.
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Figure 3.27: Pourcentage CR en fonction de la concentration de I'huile essentielle
en uyg/mi

Tel rapporté dans le tableau 3.14, les huiles essentielles de Mentha
rotundifolia L. sont dotées d’un pouvoir antioxydant mais qui reste d’'une efficacité
trés distante (IC50 1.421 mg/ml) comparer a la Quercétine (IC50 0.0039mg/ml) et
a la Rutine (0.161mg/ml).
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Tableau 3.14: Activité antioxydante (méthode DPPH) de I'huile essentielle
exprimée en pourcentage de capture du radical (% CR).
Parameétres Huile essentielle Quercétine Rutine
Y= 0.0295x ) Y=3.337x+0.0957
Equation Y=-0.55516X"+17.049x 31.58
8.0679
R? 0.8893 1 0.9037
% CR 9.5429 1 1
IC50 0.161%0.001
1.421+0.04 0.0039+0.000036
mg/ml
APR (1/1C50) 0.703 185.87 6.211

Nos résultats sont comparés ceux enregistrés dans d’autres espéces du

méme genre, qui ont manifesté une activité puissante de l'ordre de quelques

milligrammes (tableau 3.15).

Tableau 3.15: Activité antioxydante des HE de quelques especes de Menthes.

El Hamdania (Cherkia)

Especes IC50 Références bibliographiques

(mg/ml)

M. rotundifolia 0.02611
Tunisie(Bizerte, Beja) 0.02952 [168]
M. piperita du Maroc 0.0536 [169]
M. piperita de I'Inde 0.273 [170]
M. pulegium 0.00057 [171]

M. piperita 0.01332
M. longifolia 0.0240 [172]

M. spicata 0.00114

L’Huile de notre plante 1.421
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L’activité  Antioxydante des HE peut étre attribuée a leur composition
chimique [169]. Elle est déterminée par le génotype et influencée par les
conditions environnementales. [91]. Cependant la relation entre [l'activité
antioxydante et la composition des HE a été largement étudiée dans des travaux
antérieurs [173]. Généralement, I'activité antioxydante des huiles est accordée a
ces composeés majoritaires [168].

Concernant la plante étudiée Mentha rotundifolia L. le degré et le niveau du
pouvoir radicalaire peut étre due a ces composés majoritaires: Oxyde de piperitone
(23.70%) et oxyde de pipéritenone (30.373). Pour Mentha rotundifolia de Tunisie,
I'activité antioxydante a été rapprochée a ses 2 composés majoritaires (Pulegone
et oxyde de Pipériténone), ceci a été confirmé par les travaux de RUBERTO et
BARATTA, 2000 [174]. En effet, il a été rapportée que ces composés a tres grand
pouvoir anti radicalaire étaient des cétones.

Il est difficile de conférer le réle anti radicalaire des HE a un seul ou quelques
composeés actifs mais c’est une interaction et un effet synergique de tous les
composés majoritaires et minoritaires ou sous forme de traces constituant I'huile

essentielle.

3.3.5.1.3. Comparaison entre I’huile essentielle et I'extrait M- OH

Le Tableau 3.16 regroupe les valeurs des IC50 et les valeurs du rapport

anti-radicalaire de I'extrait méthanolique, I'huile essentielle, Quercétine et Rutine.

Tableau 3.16: Comparaison entre activité Antioxydante de HE et celle de I'Extrait

M-OH
Les extraits et | 1IC50 (mg/ml) ARP
standards (1/1C50)
Huile essentielle 1.421 0.702
Extrait M OH 0.058 17.24
Quercétine 0.0039 185.87
Rutine 0.161 6.211
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D’apres ces résultats, la Quercétine s’avére avoir un pouvoir anti radicalaire
puissant (0.0039mg/ml) comparée a celle de I'extrait M-OH (IC50=0.058mg/ml,
ARP 17.24) et I'huile essentielle (IC50=1.421mg/ml, ARP 0.702)

La rutine par contre a un effet anti radicalaire (0.161mg/ml) plus faible que
I'extrait méthanolique (0.058 mg/ml), cette derniere montre également un effet anti
radicalaire plus élevée que I'huile essentielle (1.42 mg/ml).

La comparaison des standards (Quercétine et Rutine) par rapport aux
extraits (HE et extrait M OH) nous a permis de classer leur pouvoir anti radicalaire
en fonction des valeurs de leur IC50 (figure 3.28).

Querceétine > extrait M OH > Rutine> huile essentielle
Nous pouvons donc déduire que I'extrait méthanolique de Mentha rotundifolia L
présente une capacité de neutraliser le radical libre DPPH trés puissante en

comparaison a I’huile essentielle.

Classement de l'effet antioxydant

1,42

0,0039 0,0585 oo

Quercetine E M-OH Rutine HE

Figure 3.28: Classement du pouvoir anti radicalaire en fonction des IC50

3.3.5.1.4. Etude statistique

Le test de Kruskal- Wallis (Tests non paramétriques) montre que la
différence est significative (p= 0.0156< 0.05), ceci explique qu’il ya différence
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d’activité antioxydante entre les standards de références (Quercétine, Rutine) et

les extraits (huile essentielle et extrait méthanolique) (appendice D).

3.3.5.2. Activité antimicrobienne

Lors de notre étude, nous avons testé les huiles essentielles et I'extrait
méthanolique de Mentha rotundifolia L. vis-a-vis des souches microbiennes citées
précédemment (tableau 2.1). Nous avons testé cette activité par la méthode de

diffusion par disques.

3.3.5.2.1. Sensibilité vis-a-vis des antibiotiques

L’antibiogramme consiste a rechercher la sensibilité des souches vis-a-vis
des antibiotiques. Nous avons testé trois antibiotiques: Chloramphénicol, 30ug et
Acide Pipémidique, 20ug (PI), Acide Fucidique, 10ug (FA).

Les résultats des mesures des zones d’inhibitions figurent dans le tableau
3.17
Tableau 3.17: Résultats de I'antibiogramme (diametres moyens des zones
d’inhibitions + écarts types en mm). CHL (Chloramphénicol 30ug), Pl (acide
Pipémidique 20ug), FA (Acide Fucidique 10ugQ).

Chlo DZI Pl FA
(mm)= (mzEt) [DZI (mm)= (mzEt) DZ| (mm)= (mzEt)
Staphylococcus aureus 26.45+0.015 9.86 +0.01 29.88+0.05
Salmonella. typhimurium 26.93 £0.015 221+ 0.1 6.15 +£0.02
Citrobacter. freundii 26.1+£ 0.1 23.85+ 0.05 7.95 +£0.005
Escherichia. coli 27.53 £ 0.01 23.7 £0.17 7.96+ 0.01
Klebsiella pneumoniae 25.49 + 0.34 17.13£ 0.05 6.5+0.005
Candida albicans 6.1+0.1 7.45 +0.05 7.11 +£0.09

D’apres les diametres d’inhibitions, on constate que la plupart des souches
bactériennes ont montré une sensibilité vis-a-vis des 2 antibiotiques (Pl et

chloramphénicol) (figure 3. 29).
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Le chloramphénicol est actif sur S. aureus (26.45mm), S. typhimurium
(26.93mm), C. freundii (26.1mm), E. coli (27.53mm), K. Pneumonia (25.49mm).

L’acide Pilémidique (Pl) est trés actif sur S. typhimurium (22.1mm), C.
freundii  (23.85mm), E. coli (23.7mm), moyennement actif sur K. Pneumoniae
(17.13mm), et trés faiblement actif sur S. aureus (9.86mm) L’acide Fucidique (FA)
a été fortement actif seulement sur une seule bactérie Staphylococcus aureus
(29.88mm), et sans aucun effet vis-a-vis des autres bactéries étudiées ().

Concernant la levure Candida albicans, les (3) ATB n’ont présenté aucun
effet sur cette derniére.

35 L'antibiogramme
30
25
20
15
10

5

0

Echloram
m Pl
= FA

Figure 3. 29: Histogramme des diamétres des zones d’inhibitions des souches vis-
a-vis des ATB.

Escherichia colf Salimonella Typhimurum

Figure 3. 30: Effet des antibiotiques sur les souches bactériennes
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3.3.5.2.2. Détermination de l'activité antibactérienne et antifongigue des HE et

des extraits M-OH par méthode de diffusion par disques (aromatogramme)

L’aromatogramme est une méthode qualitative simple, appliquée a toute
bactérie considérée comme pathogéne. Les résultats sont rapportés dans le
tableau 3.18 ( les diamétres des zones d’inhibitions des HE et les extraits M-OH
de Mentha rotundifolia L. relatifs aux souches microbiennes testées).

La sensibilité des différentes souches vis-a-vis des HE et extrait M-OH est
classée selon leur diamétres et selon les critéres suivants :
eNon sensible (—) pour un diametre inferieur a 9mm.
eSensible (+) pour un diametre y compris entre 9-14 mm.

e Trés sensible (++) pour des diametres y compris entre 15-19 mm
e Extrémement sensibles (++++) pour des diamétres supérieurs a 20mm. [175].

Les résultats du degré de sensibilité des souches vis-a-vis des extraits M-OH

et HE sont réunis dans le tableau 3.19.

Tableau 3.18: Moyennes des diametres de zones d’inhibitions en (mm) des HE et
I'extraits M-OH Vis-a-vis des souches testées.

Les souches (ATCC) Les diamétres Les diamétres | Les diamétres
(mm) £ E type | (mm) £ E type | (mm)x E type
Extrait L’huile Témoin négatif
méthanolique essentielle (DMSO)
Staphylococcus aureus 14.16+ 0.28 26.26+ 0.25 —
Salmonella typhimurium 2416+ 0.15 14.16+0.15 —
Escherichia coli 20.3+ 0.26 14.23 £ 0.20 —
Pseudomonas aeruginosa — — —
Citrobacter freundii 18.23 £ 0.25 18.23 £0.20 —
Klebsiella pneumoniae 241+ 0.1 14.33 £ 0.28 —
Candida albicans 11.25+ 0.25 124+ 0.4 —
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Tableau 3.19: Degré de sensibilité des souches vis-a-vis des extraits M-OH et HE

(175).
Les souches (ATCC) Degré de sensibilité | Degré de sensibilité
Extrait méthanolique L’huile essentielle

Staphylococcus aureus + F+++

Salmonella typhimurium ++++ +
Escherichia coli ++++

Pseudomonas aeruginosa — —
Citrobacter freundii ++ ++
Klebsiella pneumoniae ++++ +
Candida albicans + +

3.3.5.2.2.1. Discussion des résultats de I'activité antimicrobienne de [I'huile

essentielle

Selon les diamétres d’inhibitions I'huile essentielle est plus active sur S.

aureus (26.26mm) et Citrobacter freundii (18mm), moyennement active sur S.

typhimurium (14.16mm), E. coli (14.23mm), K. Pneumoniae (14.33mm) (Figure 3.

31).
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Figure 3. 31: Effet de I'huile essentielle de Mentha rotundifolia sur quelques

souches microbiennes (DZI : diamétres des zones d’inhibitions en mm).
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La souche Pseudomonas aeruginosa est particulierement résistante a I'huile
essentielle, les souches Pseudomonas ont toujours présentées une résistance vis
a vis des HE a composé majoritaire (Pulégone) [176].

Il nest pas de méme pour notre espéce de Menthe puisque ses huiles
essentielles sont riches en Oxydes d’éthers (55.032%), dont le composé
majoritaire est 'Oxyde de Pipériténone (30.37%). A partir de ces constatations, la
résistance de cette souche n’est probablement pas reliée avec la composition
chimique des HE mais elle peut étre due a la structure et la composition de la
paroi de cette souche ; qui fait sa résistance.

La faible activit¢ de I'huile vis-a-vis de des souches (E. coli et K
pneumoniae) (figure 3.32) n’est pas surprenante puisque ces bactéries Gram
possédent une résistance intrinséque aux agents biocides, cette derniére est en
relation avec la nature de la membrane externe qui est composée de
lipopolysaccharides, c’est une couche imperméable aux composés hydrophobes
771.

klebsiella.pneumoniae Staphylococcus aureus
HE HE
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Salmonella typhimurium

HE

Figure 3.32: Aromatogramme des huiles essentielles vis a vis de certaines
souches bactériennes.

Par ailleurs, on remarque que I'espéce Staphylococcus aureus (Gram+) est
la plus sensible a I'huile essentielle de Mentha rotundifolia L.

En effet la plupart des études rapportent que les bactéries a Gram+ sont
généralement plus sensibles que celles a Gram — [178].

Concernant Candida albicans, I'huile essentielle est faiblement active sur
cette souche avec un diametre de (11.25mm). Des travaux antérieurs [179] [180]
ont démontré que l'huile essentielle de Mentha pulegium a présenté une trés
faible activité antifongique malgré sa forte teneur en pulegone.

Il est intéressant de noter que I'huile essentielle et I'extrait M-OH de Mentha
rotundifolia. L. sont efficaces contre S. typhimurium (14.16mm et 24.16mm), il a
été démontré que cette espéce microbienne manifeste une trés grande résistance
aux agents antimicrobiens [178].

Les travaux de MILOUDA EL ARCH et al., [181] sur Mentha rotundifolia ont
montré que les HE de cette espéce exercent une forte activité  sur
Staphylococcus aureus et moyennement forte sur Escherichia coli, quand aux
champignons, ces derniers présentent une résistance et sont moins vulnérables
que les bactéries. Cette forte activité a été attribuée a la forte teneur en pulégone,

Le méme résultat a été obtenu pour notre espéce mais pour une huile

essentielle riche en oxyde Pipériténone (30.32%).
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3.3.5.2.2.2. L’activité antimicrobienne de I'extrait méthanolique

L’extrait méthanolique se comporte difféeremment par rapport a I'huile
essentielle, Il est fortement actif sur Citrobacter freundii (18.23.mm), Salmonella
typhimurium (24.16mm), Escherichia coli (20.3mm) et Klebsiella pneumoniae
(24.1mm), moyennement actif sur Staphylococcus aureus (14.16mm) (figure 3.33
et Figure 3.34. La souche Pseudomonas aeruginosa semble étre également trés

résistante a I'extrait méthanolique.

2: 24,16  EM-OH 24,1

Figure 3.33: Effet de I'extrait méthanolique de Mentha rotundifolia sur quelques

souches microbiennes (DZI : diamétres des zones d’inhibitions en mm)

EMOH EMOH

Citrobacter. freundii Klebslella pneumoniea

EMOH EM-OH
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Blaphyloceocus auraus
EM-OH

Figure 3.34: Aromatogramme de I'extrait méthanolique vis-a-vis de certaines

souches bactériennes.

3.3.5.2.2.3. Comparaison de I'huile essentielle et I'extrait méthanolique

D’aprées les résultats obtenus (tableau 3.19), nous remarquons que I'huile
essentielle et I'extrait méthanolique de Mentha rotundifolia L. agissent de fagon
active sur la majorité des bactéries testées et faiblement actifs sur Candida
albicans a l'exception de Pseudomonas aeruginosa qui est particuliérement
résistante.

Par comparaison des deux extraits (HE et extrait M-OH), on estime que
I'extrait méthanolique est plus actif que I'huile essentielle vis-a-vis des souches
étudiées (figure 3.35).

mHE = MOH
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Figure 3.35: Etude comparative de I'effet antimicrobien de I’extrait méthanolique
et I'huile essentielle de ‘Mentha rotundifolia L. vis-a-vis de quelques souches

microbiennes.
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La différence d’activité antimicrobienne au sein du méme genre et la méme
espece peut étre attribuée a la composition chimique de son huile essentielle.
Cela est dU soit a une action unique de son composé majoritaire ou a une action

synergique de tous ses constituants.

Selon DURAFFOURD et al., [182] il est probable que les composés minoritaires
agissent de maniére synergique, de cette fagon la valeur d’'une HE tient a son
totum c'est-a-dire I'intégralité de ces composants.

En résumé, l'activité biologique d’'une HE est a mettre en relation avec sa
composition chimique, les groupes fonctionnels des composés majoritaires et les

possibles effets synergique de ces constituants [182]
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CONCLUSION

Cette étude est une contribution a la connaissance phytochimique et
une évaluation des potentialités bioactives des huiles essentielles et des
extraits méthanolique d’une plante médicinale : Mentha rotundifolia L. trés
utilisée en Algérie.

L’examen macroscopique et microscopique des tiges et feuilles de Mentha
rotundifolia L. a permis de localiser les sites de sécrétion des huiles
essentielles constituées par les glandes sécrétrices.

L’utilisation des procédés d’extraction, tel que I'hydrodistillation (Clevenger),
le Soxhlet a permis de séparer et de quantifier les molécules volatiles et non
volatiles .et un dosage des composés phénoliques totaux et les flavonoides.

Le screening phytochimique réalisé, a révélé la richesse de notre plante en
métabolites secondaires ou nous avons constaté la présence des flavonoides (
flavones), des tanins galliques des saponosides , des alcaloides et les
hétérosides cardiotoniques.

L’analyse des essences par chromatographie gazeuse couplée au
spectrophotométre de masse (CG/MS) a permis la mis en évidence de 21
composés représentant (69.241%) de la composition totale, constituée
majoritairement par de I'oxyde de Pipériténone (30.373 %), oxyde de Pipéritone
(23.78%)
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La composition en pourcentages des principales classes de familles de L’huile
essentielle de cette plante révéle qu’elle est riche en Ethers Oxydes (55.032%)
suivi par les Alcools (5.388%) puis les Cétones (3.732%) et enfin les
Sesquiterpénes (1.3%) alors que les Esters n'excédent les 1%.

L’activité antioxydante de I'huile essentielle et I'extrait méthanolique de
Mentha rotundifolia L a été également étudiée par le test du radical libre DPPH ou
la Rutine et la Quercétine ont été les molécules standards de références. la
Quercétine s’avére avoir un pouvoir anti radicalaire puissant (0.0039mg/ml)
comparée a celle de l'extrait M-OH (1C50=0.058mg/ml, ARP=17.24) et I'huile
essentielle (IC50=1.421mg/ml, ARP =0.702)

La rutine par contre montre un effet antiradicalaire (0.161mg/ml) plus faible
que celui de I'extrait méthanolique (0.058 mg/ml), cette derniére montre également
un effet antiradicallaire plus élevée que I'huile essentielle (1.42 mg/ml). L’extrait
meéthanolique est doté d’une activité antiradicalaire meilleure est plus significative
qgue I'huile essentielle.

L’activité antimicrobienne de I'extrait méthanolique vis-a-vis des souches
bactériennes de références semble étre plus intéressante et plus importante que
'huile essentielle. Pour l'activité  antifongique, l'huile essentielle et [|'extrait
méthanolique n’ont aucun effet vis a vis de Candida albicans.

Perspectives
Pour la suite et la continuité de notre recherche et dans le but d’approfondir
les connaissances vis-a-vis de notre plante Mentha rotundifolia L. on doit :
» Elargir I'étude des huiles essentielles de cette plante, dans d’autres
régions d’Algérie.
» Suivre la variation de la composition des huiles essentielles en fonction des
périodes de croissance des plantes.
> Isolement des composés actifs.
> Evaluer et tester les differentes molécules in vivo sur différents modéles
biologiques en vue de les utiliser a des fins thérapeutiques.
» On peut également approfondir notre étude a I'’échelle moléculaire par
extraction et purification des génes responsable de ces activités

biologiques.
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APPENDICE A

Liste des abréviations, symboles et conventions

AFNOR : Association Francaise de Normalisation
ATCC: American. Type Culture Collection
Cm : Centimétre

CG/MS: Chromatographie en phase
spectrophotometre de masse

g: Gramme

Mg : Microgramme
C°: Degré Celsius
HE: Huile Essentielle
ml : Millilitre

ME-OH : Méthanol

gazeuse

mg E Q/ g : Milligramme Equivalent Quercétine par gramme

mg E R/g : Milligramme Equivalent Rutine par gramme

mg E AG/g :Milligramme Equivalent Acide Gallique par gramme

couplée

au

IC50 : Concentration efficace du substrat qui cause la réduction de 50% du DPPH

en solution

% CR: Le pourcentage de capture du radical DPPH.

DMS : Diméthyle sulfoxyde.
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APPENDICE B

Appareillages, verreries, réactifs et milieux de culture utilisés

B1- Liste des appareillages

-Balance de précision

-Plaque chauffante

-Chauffe ballon

-Bain marie

-Evaporateur rotatif

-Autoclave

-Etuve bactériologique

-Loupe binoculaire

-Microscope photonique

-micropipette de 10 pl, 100 ul et 100 pl.
-Chromatographe en phase gazeuse couplé au spectrophotométre de masse
-Hydrodistillateur type clevenger
-Spectrophotomeétre UV

B2- Liste de la verrerie

-Béchers (50ml, 100ml, 250ml)
-Erlens Meyer (100ml, 250ml)

-Ballon a fond plat rodé
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-Pipettes pasteur, pipettes graduées stériles
-Pinces, anses de platines, lames en verre, lamelles
-Ecouvillons et boites de pétri stériles

-Disques d’antibiotiques de 6mm de diamétre
-Spatule en inox

-Lames de rasoir

-Papier filtre Whatman

-Bec Bunsen

-Disques vierges de 9mm de diamétre.

B 3- Milieux de cultures et réactifs utilisés

a. Milieux de culture utilisés

- Gélose Mueller Hinton
-Gélose de Sabouraud.
-Gélose Nutritive

-Eau physiologique stériles

b. Liste des solutions et réactifs utilisés

-Ether de pétrole
-Chloroforme

- Perchlorure ferrique Fe Cl3
-Méthanol

-Réactif de Stiasny

-Alcool chlorhydrique (Ethanol a 95% + Hcl a 50 %)
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-Alcool isoamylique
- Copeaux de Magnésium
-Acide Sulfurique (H2SO4)
NH,OH
-Réactif de Mayer (Tétra iodo Mercure de Potassium)
Composition : -Chlorure de Mercure 1.369g
-lodure de Potassium 5g

- Eau distillée 100ml
-Folin Ciocalteu (Acide Phosphotungstique + Acide Phosphomolybdique)
-Carbonate de sodium (Naz COs3)
-Chlorure d’Aluminium (AL CL3)
-Acétate de Sodium.
-DMSO (diméthyle sulfoxyde).
-DPPH (2-2 Diphényle -1-Picrylhydrazyl, C1gH12N50g)
- Vert de méthyle.
-Rouge Congo.
-Acide acétique.

-Eau de javel.
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Appareillages et extraits

Les appareilles utilisés

memmerkt

Etuve

Balance de précision CG/MS

Les cendres de Msntha rofundifolig
Les extraits secs de Mentha rotundifolia

Le bain marie L'autoclave
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Les étapes utilisées dans I'étude de I'activité antimicrobienne

Les étapes suivies dans la partie microbiologique

Résultats de 'activité antimicrobienne

Antibiogramme
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Résultats de I'activité antiradicallaire

Résultat de l'activité antioxydante

Les tanins galliques (+)

- -

Les dérivés anthracéniques
Les dérivés anthracéniques libres, R(-)
Combinés, R(+)

Flavonoides (les flavones R +)
L’infusé
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APPENDICE C

Glossaire

Analgésique: apaise ou supprime la douleur.
Anthocyane: composé hétérocyclique oxygéné lié a deux noyaux benzéniques.

Antispasmodique: cesse les spasmes, contractions involontaires des muscles et
des organes,

Analgesique : Synonyme d’ antalgique, substance qui previent ou diminue la

sensation de douleur.

Addiction : C’est une dépendance a certaines substances (addiction a la caféine

ou certaines drogues).
Antithrombotique : Molécule s’opposant a la thrombose.
Anticarcinogéne : Synonyme d’anti cancérigéne.

Alcane : c’est un hydrocarbure dont la molécule est constituée d’'une chaine

continue d’atomes de carbone de formule CnH2n+2,
Bradycardie : C’est u trouble du rythme cardiaque.

Concreéte : Produits et extraits pateux obtenus a partir d'une matiére premiére

fraiche.

Chemotype : C’est les constituants biochimiques majoritaires ou caractéristiques

présents dans une huile essentielle.

Collutoire : C’est une préparation médicamenteuse d’appoint qui doit étre
appliquée dans la bouche.
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Gastro-entérite : C’est une inflammation de la muqueuse de I'estomac, du colon

et de l'intestin gréle.

Laxatif : C’est un médicament préconisé dans le cas de constipation passageéere

ou chronique.

Miscible : Désigne usuellement la capacité de divers liquides de se mélanger et

former des substances homogénes.

Monographie : C’est des traités ou livres qui développent des programmes de
collectes systématiques.

Sédatif : C’est une substance qui a une action dépressive sur le systéeme nerveux

central et entraine un apaisement et une relaxation.

Sessile : Organes qui se fixent directement sur le corps d’'un organisme sans

éléments intermédiaires. :

Saprophyte : Végétal ou microorganisme vivant au dépens des matiéres

organiques inertes.

Stérol :alcool secondaire de structure tétracyclique caractéristique formeé
a partir ducyclopentane et du phénanthréne hydrogéné.

Sesquiterpéne : constituant a quinze atomes de carbone.

Saponine : substance hétérosidique moussante agissant sur la perméabilité des
membranes.

Transdermique : C’est un moyen de diffusion d’'un médicament au travers de la

peau.
Trichomes : C’est des poils qui tapissent la surface d’'un organe végétal.

Vasodilatateur : C’est 'augmentation du diametre des vaisseaux sanguins par
dilatation des fibres musculaires.
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APPENDICE D

Etude statistique

F1- Activité antioxydante de Mentha rotundifolia L.

1- Statistique descriptive

Statistiques Descriptives par Groupes (Feuille_de_données3 (Récupéra))
MN=12 {aucune VM dans les vars dép.)
Extrait valeurs | valeurs | valeurs
Moyennes M Ec-Type
mech 0,058533 3 0,000115
HE 1,421000 3 0,001000
rutine 0,161000 3/ 0,000000
guercetine 0.003950 3 0.000036
TsGrpes 0.411121 12/ 0,611821

2- Test de Kruskal-Wallis (non paramétrique)

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks; Valeurs (Spreadsheet1)
Independent (grouping) variable: Extrait
Kruskal-Wallis test: H ( 3, N=12) =10,38462 p =,0156
Depend.: Code |Valid | Sum of
Valeurs N Ranks
Ext MeOH 1 3/ 15,00000
HE 2 31 33,00000
Rutine 3 31 24,00000
Quercétine 4 3 6,00000
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Median Test, Overall Median = ,109715; Valeurs (Spreadsheet1)
Independent (grouping) variable: ExtraifMentha rotundifolia L.)

Dependent; Chi—Square =12,00000 df=3 p= ,0074
Valeurs Ext MeOH | HE | Rutine |Quercétine | Total
<= Median: observed 3,00000 0,00000/ 0,00000 3,00000 6,00000

expected 1,50000 1,50000 1,50000 1,50000
obs.-exp. 1,50000' -1,50000 -1,50000 1,50000
> Median: observed 0,00000 3,00000 3,00000 0,00000 6,00000
expected 1,50000 1,50000 1,50000 1,50000
obs.-exp.| -1,50000" 1,50000 1,50000 -1,50000
Total: observec| 3,00000 3,00000 3,00000 3,00000 12,0000C

Multiple Comparisons p values (2-tailed); Valeurs (Spreadsheet1)
Independent (grouping) variable: Extrait(Mentha rotundifolia L.)
Kruskal-Wallis test: H ( 3, N=12) =10,38462 p =,0156

Depend.: Ext MeOH HE Rutine | Quercétine

Valeurs R:5,0000 |R:11,000|R:8,0000| R:2,0000

Ext MeOH 0,249240 1,000000 1,000000
HE 0,249240 1,000000,  0,013407
Rutine 1,000000 1,000000 0,249240

Quercétine 1,000000 0,013407  0,249240

Multiple Comparisons z' values; Valeurs (Spreadsheet1)
Independent (grouping) variable: Extrait(Mentha rotundifolia L.)
Kruskal-Wallis test: H ( 3, N=12) =10,38462 p =,0156
Depend.: Ext MeOH HE Rutine |Quercétine

Valeurs R:5,0000 |R:11,000|R:8,0000| R:2,0000

Ext MeOH 2,038099 1,019048 1,019049
HE 2,038099 1,019049  3,057148
Rutine 1,019049 1,019049 2,038099

Quercétine 1,019049 3,057148 2,038098

F2 - Activité antimicrobienne

Statistigues descriptives

Statistiques Descriptives (act antimicrobienne)

\ariable N Actifs | Moyenne | Minimum | Maximum | Ecart-type
Souches | 541 106.1667 1010000 111,0000) 3.750472
Extraits 54 2.0000 1,0000 3,0000 0,824163

Valeurs, diametres (mm) A4 194300 6,0000 27,5400 6.495798




