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Résumé

Cette étude a pour objectif de valoriser 1‘efficacité antimicrobienne in vitro d‘extraits
aqueux et des huiles essentielles de deux espéces médicinales : Mentha piperita, Mentha

pulegium

Mentha piperita et Mentha pulegium sont connues pour leurs propriétés médicinales
depuis I’antiquité. Les parties aériennes de ces deux plantes sont largement utilisées en

médecine traditionnelle dans le traitement de certaines maladies.

L’extraction par 1’hydrodistillation de type Clevenger des parties aériennes de Mentha
piperita et Mentha pulegium a donné un rendement en huile essentielles de 1.2% et 1%

respectivement.

L’ évaluation de I’activité antimicrobienne par la méthode d’aromatogramme, a révélé
que I’huile essentielle de Mentha piperita et celle de Mentha pulegium ont un effet inhibiteur
sur toutes les souches : Bacillus subtilis, Escherichia coli, Bacillus cereus, Salmonella typhi,

a I’exception de Pseudomonas aeruginosa.

Concernant les souches fongiques, seule Mentha pulegium s’est avérée modérément

inhibitrice vis-a-vis de Candidat albicans et Aspergillus brasiliansis

Les diametres d’inhibition de la croissance microbienne générés par les différents

extraits aqueux testés ont affirmé 1’absence du pouvoir antimicrobien des deux especes.

La détermination de la concentration minimale inhibitrice des huiles essentielles de M.
piperita et M. pulegium, a montré une sensibilité des souches testées aux substances diluées
avec des concentrations allant de 5% a 20% pour M. pulegium et de 10% a 20% pour M.
piperita.

Mots clés : Mentha piperita, Mentha pulegium, huile essentielle, hydrodistillation, et activité

antimicrobienne.
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Summary

This study aims to valorize the antimicrobial effectiveness in vitro aqueous extracts and

essential oils of two medicinal species: Mentha piperita, Mentha pulegium

Mentha piperita and Mentha pulegium are known by their medicinal properties since
antiquity. The aerial parts of these plants are widely used in traditional medicine, in the
treatment of certain diseases.

The extraction by the Clevenger type hydro distillation of the aerial parts of Mentha piperita

and Mentha pulegium has provided an output in essential oils, of 1.2% and 1% respectively.

The evaluation of the antimicrobial activity by the aromatogram method, has revealed that the
essential oils of Mentha piperita and Mentha pulegium have an inhibitory effect on all strains:
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Bacillus cereus, and Salmonella typhi , except for

Pseudomonas aeruginosa.

As regards the fungal strains, only Mentha pulegium has turned out to be moderately
inhibitory in front of Candida albicans and Aspergillus brasiliansis

The inhibition diameters of the microbial growth, generated by the different aqueous extracts
tested have affirmed the absence of the antimicrobial capacity of both species, in front of all

kinds of the microbial strains studied.

The determination of the minimal inhibitory concentration of the essential oils of M. piperita
and M. pulegium , have shown a sensitivity of the tested strains to the diluted substances with
concentrations ranging from 5% to 20% for M. pulegium and from 10% to 20% for M.
piperita.

Key words : Mentha piperita, Mentha pulegium, essential oil, steam distillation, and

antimicrobial activity.
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A. brasiliansis : Aspergilus brasiliansis

AFNOR : Association francaise de normalisation
ATCC: American tube control collection

B. cereus : Bacillus cereus

B. sublilis : Bacillus subtilis

C. albicans: Candida albicans

cm: Centimeter

CMI : Constatation minimale inhibitrice

E. coli : Escherichia coli

g : Gramme

HE : Huile Essentielle

M. piperita : Mentha pipertia

M. pulegium : Mentha pulegium

ml : Milliliter

mm : Millimeter

P. aeruginosa : Pseudomonase aeruginosa
S. typhi : Salmonella typhi

ZI : Zone inhibition
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Glossaire

Antibiogramme : examen bactériologique qui permet d’apprécier la sensibilité ou la

résistance d’une bactérie vis-a-vis des antibiotiques.

Anti-inflammatoire : réaction pour maintenir I'intégrité de I'organisme contre les attaques

extérieures.
Antiseptique : agent d’un médicament propre a prévenir les infections.

Calice : enveloppe extérieure de la fleur formée de pieces (sépales) libre ou soudées entre

elles.

Corolle : ensemble des pieces florales libres (dialypétales) ou soudées entre elles

(gamopétales), situees entre le calice et les étamines

Etamines : organes males de la fleur, situé entre la corolle et le pistil et composés du filet et

de I’anthére

Gastralgie : ensemble de symptdémes provoquant des douleurs gastriques.
Hypotension : diminution anormale de la pression artérielle.

Pharmacologique : science des médicaments, de leurs effets et de leur emploi.
Sédative : calme la douleur.

Souche: ensemble d’individus issus de repiquage successif d’une colonie microbienne.

Spasmolytiques : remédes qu’on emploi pour soulager les spasmes musculaires (muscles

lisses)

Stomachique : se dit des médicaments pour I’estomac ; substance qui favorise la digestion au

niveau de 1’estomac.
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Introduction

Introduction

Les plantes sont depuis des siécles une source habituelle de remédes sous forme de
préparations traditionnelles ou de principes actifs purs. D’aprés une estimation de 1’OMS,
80% de la population du globe, ont essentiellement recours aux médecines traditionnelles
pour satisfaire leurs besoins en soins de santé primaires, et on peut présumer que la majeure
partie du traitement traditionnel consiste a utiliser des extraits de plantes ou leurs principes
actifs (Norman et al., 1986).

Les plantes médicinales et aromatiques sont utilisées depuis longtemps dans la lutte contre
les maladies infectieuses. Mais la découverte des antibiotiques a provoqué le déclin de la

médecine a base de plantes et 1’a reléguée a un rang secondaire (Salton et Tomasz, 1974).

Sans aucun doute, les antibiotiques représentent actuellement 1’un des groupes de
médicaments les plus employés en médecine. Leur utilisation clinique, dés la fin de la
premiére moitié du 20eme siécle, a radicalement modifié le pronostic des maladies
infectieuses d’origine bactérienne (Siegenthaler et Luthy, 1978), c’est a dire des agents

antimicrobiens non ou relativement peu toxiques pour 1’organisme humain ou animal.

A cdté des antibiotiques connus, différentes plantes aromatiques sont caractérisées par la
synthése de molécules odorantes qui constituent ce qu’on appelle les huiles essentielles ou
essences connues depuis longtemps pour leur activité antiseptique (Sauvage, 1974),
(Siddiquiet et al., 1996) et leur activité thérapeutique dans la médecine populaire
(Cawthorn, 1995).

Les huiles essentielles ont un trés large spectre d’inhibition comprenant des bactéries a
Gram positif et a Gram négatif (Remmalet et al., 1993), des champignons (Maudsley et
Kerr, 1999) aussi bien que des virus a ADN et a ARN (Siddiquiet et al., 1996).

En Algérie comme dans les autres pays en voie de développement, les maladies
infectieuses et parasitaires constituent un probléme de santé publique a cause de leur
fréquence et de leur gravité (Basli et al., 2011). La situation est plus préoccupante du fait que
de nombreuses bactéries ont développé une résistance a plusieurs antibiotiques ce qui

constitue un probléme de santé important a 1’échelle mondiale (Benbrinis, 2012), d’ou



Introduction

I’importance d’orienter les recherches vers les végétaux qui ont toujours constitué une source

d’inspiration de nouveaux médicaments (Bouhdid et al., 2009).

Dans le cadre de valorisation des plantes aromatiques et médicinales algériennes, nous
nous somme intéressés a deux espéces de genre Mentha de la famille des Lamiacées, la
menthe pouliot et la menthe poivrée qui ont actuellement un intérét économique et
pharmaceutique mondial, considérable. Elles sont tres utilisées en medicine traditionnelle;

leur pouvoir antimicrobien a été démontré par plusieurs travaux.

Dans ce contexte s’inscrit ce présent travail de recherche dont 1’objectif essentiel consiste a
vérifier Iactivité antimicrobienne des huiles essentielles de Mentha peépirita et Mentha
pulegium, obtenues par hydrodistillation, et leurs extraits aqueux sur quelques germes

pathogenes.
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Chapitre | Données bibliographiques des plantes

. Les lamiacées :

La famille des lamiacées ou labiées est aussi nommée labiacées. Celle-ci comprend
environ 3000 espéces dont la dispersion est extrémement étendue avec une
prédominance dans les régions méditerranéennes (Guignard, 1983). Ce sont le plus
souvent des plantes herbacées voire arbustes et plus rarement des arbres (Helali, 2005).
Elle est ’'une des premiéres a étre distinguée par les botanistes grace a la particularité de

ses caractéres en générale odorantes, a tiges quadrangulaires (Messali, 1995).

Cette famille est caractérisée par des plantes productrices d’huile essentielle dont
un grand nombre de genres sont des sources riches en terpénoides, flavonoides et

composés phénoligues. (Mebarki, 2010 in Saoudi 2013).
Généralités sur la menthe :

Les menthes appartiennent au genre Mentha de la famille des labiées. Ce genre
comporte une vingtaine d'especes et un grand nombre de sous-espéces (Leung et
Foster, 1996), qui s'hybrident facilement entre elles, rendant la taxonomie du genre

particulierement difficile (Bianchini et corbetta, 1975).

Elles sont parmi les plantes médicinales les plus anciennes connues; des
archéologues ont découvert ces feuilles dans des pyramides d’Egypte vieilles de 3000
ans (Benayad, 2008 ; Bianchini et corbetta, 1975).

Les menthes sont des plantes herbacées vivaces trés odorantes, susceptibles de se
reproduire a partir de rhizomes ou par marcottage. La menthe se cultive en générale dans
les régions humides et froides en hiver. Elle demande un sol peu profond légérement
argileux et non compact riche en humus bien drainé. (Patrick, 1985 in Korichi, 2007).

Ce sont des plantes aromatiques trés utilisées en médecine traditionnelle dans les
préparations culinaires, les confiseries, en cosmétique et en parfumerie (Delille,
2007).



Chapitre | Données bibliographiques des plantes

I1. 1. Systématique :

Tableau 1 : classification botanique des deux espéeces mentha pepirita et mentha

pulegium selon (Deysson, 1979) ; (Gaussen et al. 1982)

Reégne : Végétal
Sous régne : plantes vasculaires
Embranchement: Spermaphyte
Sous
embranchement Angiospermes
Cla.sse Dicotylédones
Sous classe : Gamopétales
Série : Superovariées Tétracyclique
Super ordre : Tubiflorales
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre : Mentha
Espéce 1 : Mentha pepirita L.
Espéce 2 : Mentha pulegium L.

I1. 1.1. Mentha piperita :

La menthe poivrée est une plante assez commune dans les lieux humides (Delille,
2007). Elle est un hybride stérile, issue du croisement entre la menthe aquatique
(Mentha aquatica) et la menthe verte (mentha spicata) (Teuscher et al., 2005 et
Schauenberg et paris, 2005), et elle est inscrite a la 10éme édition de la pharmacopée

francaise comme tel (Bruneton, 1999).

Selon Valnet, (1984) ; Bézanger-beauquesme, (1980), La menthe poivrée est un
hybride entre Mentha viridis et Mentha aquatica. Alors que ces mémes auteurs
indiquent que Mentha viridis et Mentha spicata correspondent a la méme espéce.
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Figure 1 : Mentha piperita

Deux principaux types de menthe poivrée sont cultivés

e Menthe poivrée blanche. Var. piperita palescens ou « white mint », a tiges et
feuilles vert-clair. Elle possede des fleurs blanches, et se caractérise par une
odeur fine. Cette variété est fragile et peu cultivée.

e Menthe poivrée noire. Var. piperita rubescens ou « black mint », a tiges et
feuilles pourprées. Ces fleurs sont brunes rouges. Elle donne une essence
moins fine, mais comme elle est robuste c’est cette variété qui est

généralement cultivée (Moyse, 1971 in badaoui et haoua, 2013).
I1.1.1.1. Nom vernaculaire :

e Nom scientifique : Mentha pepirita
e Nom francais : menthe poivrée, menthe anglaise (Bianchini et Corbetta, 1975)
e Nom anglais : pippermint (Belanger et Grondin, 2000)

e Nom arabe : ndna haar (Delille, 2007), nana folfoli (Hammami et al., 2005)
11. 1.1.2. Description botanique :

La menthe poivrée est une plante vivace par son rhizome d’une grande vigueur et
peut atteindre environ 60 cm de haut (Arnal-Schnebelen et al., 2008). Formant de longs

stolons tragants, les uns aériens, les autres souterrains (Teuscher et al., 2005).
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I1.1.1.2.1. Lestiges:

Elles sont ramifiées, peuvent atteindre 60 cm de haut (Schmidt, 2011), sont
noueuses, quadrangulaires, souvent striées de violet foncé. Certaines portent a leur partie

supérieure des poils dressés en arriére (Teuscher et al., 2005).
11.1.1.2.2. Les feuilles :

Elles sont opposées, écartées presque sur un plan horizontal, toujours pétiolées.
Leur limbe est allongé, ovale ou lancéolé. Les feuilles font 4 a8 cm de long et 1,5 a4 2,5
cm de large, elles sont vert a vert-rougeétre, leur bord est grossierement dentelé (Fluck,
1977).

I1.1.1.2.3. L’inflorescence :

Les inflorescences des fleurs faiblement bilabiées de couleur pourpre, sont groupées

en épis trés serrés (Bruneton, 1999).

11.1.1.2.4. Les fleurs :
Elles sont violacées, forment des épis trés courts, ovoidés a I’extrémité des rameaux

(Benayed, 2008 et Il Edrisi, 1982).

e Le calice: il est faiblement velu, comporte 5 dents lancéolées et acuminées non
concaves.

e Les étamines : elles sont au nombre de 4, de taille identique et écartées I’une de
I’autre (teuscher et al., 2005).

e Lacorolle : elle est en forme d’entonnoir presque régulier, forme 4 lobes de couleur
rouge pale a rose-violet (Guignard, 1983).

e L ’ovaire : il est formé de loges biovulées (Teuscher et al., 2005).
11.1.1.2.4. Les fruits :

Le fruit est un tétrakéne ovoide refermant 4 graines de couleur brun marron. La
plupart des graines avortent car les cultivars sont généralement stériles (Arnal-
Schnebelen et al., 2008).

I1.1.1.2.5. La floraison :

Elle s’étend de juin jusqu’a juillet (Delille, 2007).
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11. 1.1.3. Répartition géographique :

» Dans le Monde : La menthe poivrée est originaire d’ Angleterre mais elle est assez
répandue dans le bassin méditerranéen (Teuscher et al.,, 2005). Elle est
communément cultivée en Europe, en Amérique du Nord et dans certains pays
d’Afrique (Hosein et Rogers, 2005).

> En Algérie : la plante est une spontanée des régions humides, mais elle est plus

retrouvée a 1’état cultivé (Delille, 2007).
I1.1.1.4. Composition chimique :

Les huiles essentielles de la menthe poivrée représentent de 1 & 3 % de la masse de
la matiére séche qui renferme de nombreux composés tels que les flavonoides (en
particulier des flavones polysubstitués fréquentes chez les lamiaceae), triterpénes,
carotinoides, mais le constituant majoritaire est toujours le menthol 30 a 70%
(Bruneton, 1999), ainsi que menthone (teneur comprise entre 15 et 76%), acetate de
menthyl (2 a 5% voire jusqu’a 23%), 1,8-cinéole (3 a 8%), menthofure (0 a 7%),
néomenthol (2.5% a 5%), et pulegone (0,5 a 1,5%). Ces constituants majoritaires sont
accompagnés d’hydrate de trans-sabinéne, de pipéritenone, d’a et B-pinénes et de
veridiflorol, et d’autres constituants chimiques a trés faible quantité (Teuscher et al.,
2005).

I1. 1.1.5. Propriétés et utilisations :
Il.1.1.5.1. Propriétés :

La saveur aromatique de cette menthe provoque une stimulation réflexe des
sécrétions salivaires et gastriques, d’ou ses propriétés apéritives et digestives
(Verdrager, 1978).

I11.1.1.5.2. Utilisations :

La menthe poivrée est une plante aux nombreuses propriétés médicinales et

thérapeutiques selon 1’usage :
e Usage culinaire :

Il est toujours utile de faire cuire quelques feuilles de menthe avec les plats gras et
lourds afin de faciliter la digestion. Dans les salades ou soupes, une feuille de menthe
peut donner une saveur particuliere au plat. Elle est trés appréciée comme garniture de
nombreux dessert (Schmidt I, 2011).
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e Utilisation commerciale :

La menthe sert de condiment dans plusieurs pays et entre dans la composition de
certaines sauces. On prépare des liqueurs et des sirops a base de menthe. On utilise
méme 1’ardbme de la menthe pour les bonbons et les confiseries. Son odeur est également

utilisée dans les parfumeries, (Baba aissa, 1999).
e Usage médicinal :
o En usage externe :

La menthe s’utilise également sous forme de cataplasme ou par inhalation. Elle
soulage les maux de téte, et traite 1’inflammation des voies respiratoires et de la
muqueuse buccale. Elle soulage les symptdomes du rhume et de la toux, les douleurs
rhumatismales musculaires et névralgiques (Penelope Ody, 1995).

Elle traite encore les parasites de la peau (acné dermatite, démangeaisons cutanées).
Elle est antiseptique et s’utilise contre les courbatures ; elle est relaxante. (Branger,
2004)

o Enusage interne :

Sous forme d’infusion, la menthe poivrée s’utilise surtout contre les troubles
digestifs (spasmes, inflammations, colites, états nauséeux), mais aussi contre
I’hypotension (améliore la concentration) (Benthin et Col, 1999).

Ses infusions sont utilisées dans les cas de digestions difficiles et dans certaines

affections d’origine nerveuse. (Laredj, 2004)
I1. 1.2. Mentha pulegium :

Le nom de « pouliot » vient du latin pulegium, qui dérive de pulex, la puce ; la
plante ayant la propriété d'éloigner les puces (Lambinon, 1965). C’est une espéce
aromatique, qui pousse a 1’état sauvage dans la région méditerranéenne. Elle est a

I’origine de nombreux cultivars (Beguin, 1977).
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Figure 2 : Mentha pulegium (Collin, 2007).

V. 1.2.1. Nom vernaculaire : selon (Delille, 2007) et (Ait youssef, 2006).

e Nom scientifique : Mentha pelugium

e Nom anglais : pennyryal

e Nom francais : herbe aux puces, menthe pouliot, herbe de saint-laurent, menthe des
prés

e Nom arabe : Fliou.

e Nom bérbére : temarsa
11. 1.2.2. Description botanique :

La menthe pouliot est une petite plante vivace trés odorante qui peut atteindre 40

cm de haut (Collin, 2007). Elle est commune dans les régions humides (Delille, 2007).

11.1.2.2.1. Lestiges:

Elles sont rampantes ou dressées et peuvent atteindre 30cm de hauteur. Elles sont
rameuses, gréles et de section quadrangulaire. Elles sont pubescentes et de couleur

rougeatre légérement velues (Ait youssef, 2006).
11.1.2.2.2. Les feuilles :

Elles sont opposées, a pétioles courts, simples et de forme ovale. Elles sont longues

de 15 mm a 25 mm, plus ou moins dentées sur les bords (Beloued, 2001).
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1. 1.2.2.3. L’inflorescence :

L’inflorescence est formée de nombreux verticillastres (fleurs disposées en
verticales), ces verticilles étant axillaires denses, feuillés et distants les uns des autres,
étagés le long de la tige : ils diminuent de grosseur au fur et a mesure qu’ils approchent
du sommet de la tige (Ait youssef, 2006).

I11.1.2.2.4. Les fleurs :

Elles sont pédiculées, purpurines, roses, ou blanches réunies par verticilles qui

approchent du sommet et forment par leur ensemble des épis droits (Delille, 2007).

e Le calice : Velu, tubuleux a gorge fermée par des poils connivents, subbilabiés a 5
dents inégales, ciliées, les deux inferieures plus étroites (Beloued, 2001).

e La corolle: Elle est a pétales soudées ; elle est en forme d’entonnoir, de couleur
violet pale (Ait youssef, 2006).

e Lesétamines : Elles sont au nombre de 4 saillantes et de taille identique.

e L’ovaire : Il est supere, a 2 feuillets et divisé en 4 lobes (Teuscher et al., 2005).

I1.1.2.2.4. Les fruits :

Le fruit est un tétrakéne, chaque akéne renfermant une graine d’environ 0.5mm de

long et d’un brun brillant. (Teuscher et al., 2005).
11.1.2.2.5. La floraison :
La floraison a lieu en été de juillet jusqu'a ao(t (Beloued, 2001).
I1. 1.2.3. répartitions géographiques :

» Dans le monde : la menthe pouliot est tres répondue dans le bassin méditerranéen

ainsi qu’en Europe du sud au Moyen-Orient et dans la péninsule arabique.

> Au Maghreb : elle est tres répandue au Maroc ou elle se rencontre partout dans les
endroits humides ; On la trouve également dans les autres pays du Maghreb comme
I’Algérie et la Tunisie.

» En Algérie : Elle est assez commune, surtout dans les Tell. On la trouve surtout

dans les lieux inondés en hiver (Ait youssef, 2006).
I1. 1.2.4. Composition chimique :

L’huile essentielle de la menthe pouliot est surtout riche en pulégone a raison de
14% a 90%. Celle-ci est accompagnée de menthone (10% a 31%), de néoisomenthone
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jusqu’a 21%, d’isomenthone (2% a 10%), pipériténone (0,5% a 2.5%), d’acétate de
néoismenthyle (0,3% a 8%) 1,8-cineole et bornéole. Dans les plantes trouvées a 1’état

sauvage, le rapport de cétone varie énormément (Teuscher et al., 2005).
I1. 1.2.5. Propriétés et utilisations de la menthe pouliot :
Il.1.2.5.1. Propriétés :

Le caractere aromatique de sa saveur est a ’origine des propriétés aperitives et
digestives. Son huile essentielle est insecticide (Teuscher et al., 2005), et présente des
propriétés antimicrobiennes sur les bactéries et les champignons (Mahboubi et Haghi,
2008).

1. 1.2.5.2. Utilisations :
e Usage médicinal :

Elle est employée afin d’éliminer les vers intestinaux. Elle fait baisser la fievre, et

favorise la sécrétion des muqueuses. (Iserin, 1997)
o Usage interne :

Utilisée sous forme d’infusion, elle est tres appréciée en cas de refroidissement, et

de douleurs intestinales (Collin, 2007).

Elle peut étre aussi utilisée en décocté dans les cas de gastralgie et dans les cas de
diarrhée (Ait youssef, 2006).

o Usage externe :

Les feuilles fraiches appliquées en cataplasme arrétent la sécrétion lactée. (Collin,
2007). Elle est aussi utilisée par aérosol en inhalation dans les cas de rhume, maux de
gorge, de toux, et de bronchites. Elle est considérée comme la plante par excellence des
maladies de I’hiver (Teuscher et al., 2005).

e Usage culinaire :

Au méme titre que la menthe verte, la menthe pouliot est surtout employée pour
agrémenter les farces et les pates relevées (Teuscher et al., 2005). Aussi utilisée en
complément ou en remplacement de la menthe douce, dans la préparation du thé.
(Collin, 2007)

11
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e Usage industriel :

On I'utilise surtout pour parfumer les savons et les détergents (Andeas, 1998). Elle
entre aussi dans les préparations des sirops, de confiseries, elle sert également a

parfumer les produits d’hygiéne buccale (Teuscher et al., 2005).
e Usage agricole :

L’huile essentielle de la menthe pouliot a un effet insecticide (Lamin et al., 2001).

La menthe éloigne les pucerons, elle est donc utile pour protéger d’autres cultures
(Garnero, 1991).

12



Chapitre II : les huiles essentielles et

extraits aqueux



Chapitre Il Les huiles essentielles et les extraits aqueux

A. Les huiles essentielles :

I. Historique des huiles essentielles :

L’utilisation des huiles essentielles (parfums et aromates) remonte a 1’ Antiquité (Salle,
1991). Les huiles essentielles sont des substances naturelles existant depuis I'antiquité. Les
arémes et les parfums furent parmi les premiers signes de la reconnaissance qui marquerent
la vie de I’homme (Mengal et al, 1993).

Les traces d’utilisations d’aromathérapie retrouvées au Pakistan ont plus de 7000 ans
sur terre (Yoredon, 2004). On retrouve des écrits qui montrent que les Egyptiens savaient

distiller des essences de coniféres 40 siécles avant J-C (Sallé, 1991).

Les Romains et les grecs utilisaient également les aromates pour parfumer leur bain
(Sallé, 1991). Mais ce sont les arabes qui mirent au point la technique d’hydro-distillation

(entrainement a la vapeur d’eau) (Roux, 2005)

Le terme « huile essentielle » a été inventé au 16°™ siécle par le médecin suisse
Parascelsus Von HOHENHEIM pour désigner le composé actif d’un remede naturel (Burt,
2004)

I1. Définition des huiles essentielles :

On appelle huiles essentielles (ou parfois essence végétale) le liquide concentré et
hydrophobe des composés aromatiques volatiles d'une plante. Elles sont obtenues par
distillation ou extraction chimique, par solvant (eau, alcool). Contrairement a ce que
suppose la dénomination, ces extraits ne sont pas forcément huileux (paris, 1981 in
Lahrech, 2010).

Le terme «huile » provient du fait que la substance volatil est visqueuse et
hydrophobe. La dénomination « essentielle » reflete le caractére principal des plantes a
dégager des odeurs agréables (EI Abed et al., 2004).

Pour la 8™ édition de la pharmacopée francaise 1965, les huiles essentielles (=
essence = huile volatile) sont : des produits de composition généralement assez complexes,
renfermant les principes volatiles contenus dans les végétaux et plus ou moins modifiés au

cours de la préparation (Bruneton, 1993).

Selon la norme AFNOR NFT 75-006 (Février, 2000), I’huile essentielle est

un « Produit obtenu a partir de matiére premiére végétale, soit par entrainement a la
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vapeur, soit par des procedés mécaniques, soit par distillation séche. L’huile essentielle est

ensuite séparée de la phase aqueuse par un procéde physique».
I1. 1. Répartition et localisation des huiles essentielles :

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs. Les
genres capables d’élaborer les constituants qui les composent sont répartis dans une
cinquantaine de familles. (Bruneton, 1993). Ces huiles peuvent étre stockées dans divers
organes : fleurs (rose, jasmin), feuilles (citronnelle, eucalyptus), écorce (cassia, cannelier),
bois (bois de rose, santal), racines (vétiver), rhizomes (acore), fruits (badiane, citron), ou
grains (carvi) (Hernandez-Ochoa, 2005)

La synthése et I'accumulation des huiles essentielles sont généralement associées a la
présence de structures histologiques spécialisées, souvent localisées sur ou a proximité de
la surface de la plante. On distingue des cellules a huiles essentielles chez les lauracées, des
poils sécréteurs chez les lamiacées, des poches sécrétrices chez les myrtacées et les rutacées

et les canaux sécréteurs chez les opiacées ou des astéracées (Bruneton, 1993).
I1. 2. Propriété physique des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont en général liquides a température ambiante, volatiles,
d’odeur trés forte, généralement incolores ou jaune pale et quelques fois bleue
(Charpentier et al., 2008).

Leur point d’ébullition est toujours supérieur a 100°C, de densité généralement
inférieure a 1, la plus dense reste I’huile essentielle de wintergreen a 1,187 (Durafourd et
Lapraz, 2002). Elles ont un indice de réfraction élevé et la plupart dévient la lumiere

polarisée (Bruneton, 1999).

Ces essences sont solubles dans 1’alcool, 1’éther, les huiles fixes. Elles sont insolubles
dans I’eau a laquelle toutefois elles communiquent leurs odeurs (Sallé, 1991). Exposées a la
lumiére et a I’oxygéne les huiles essentielles s’oxydent, se resinifient, leur odeur change,

leur point d’ébullition augmente et leur solubilité diminue (Cheik Ali et Abbas, 2011).
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I1. 3. Composition chimique des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes et variables de constituants qui

appartiennent a deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes :
e Le groupe des terpénoides,
e Le groupe des composés aromatiques dérivés du phénylpropane.

Elles peuvent également renfermer divers produits issus de processus dégradatifs

mettant en jeu des constituants non volatils aussi dit :
e Composés d’origines diverses (Bruneton, 1999)
I1. 4. Conservation des huiles essentielles :

Selon Moro (2008), les huiles essentielles doivent étre protégées de la lumiere de la
chaleur, de I’air, de I’humidité et des écarts de température dans des flacons en verre teinté,

en position verticale et dans un lieu sec et frais.
I11. Les procédés d’obtention des huiles essentielles :

De nombreux procédés sont utilisés pour I’extraction des substances aromatiques.
Cette opération est des plus difficiles et des plus délicates puisqu’elle a pour but de capter
les produits les plus subtils et les plus fragiles élaborés par le végétal et cela, sans altérer la
qualité (Lardy et Haberkorn, 2007).

Selon Sallé (1991), il existe plusieurs procédés d’extraction des matiéres aromatiques

donnant les huiles essentielles. Les plus distinctes sont :

o Ladistillation

e L’expression

e L’enfleurage

e [’extraction par solvants organiques volatils

I11. 1. La distillation :

C’est la méthode la plus employée pour récupérer les huiles essentielles. Elle

représente 80% de la récupération des huiles (Sallé, 1991).

Selon Piochon (2008), il existe trois différents procédés utilisant le principe de la
distillation :

15



Chapitre Il Les huiles essentielles et les extraits aqueux

e Hydro-distillation
e L’entrainement a la vapeur d’eau

e Hydro-diffusion
I11. 1.1. hydrodistillation :

C’est le procédé le plus ancien. La plante aromatique (entiére ou brayée) placée dans
un alambic, est immergée dans ’eau, portée a ébullition, I’cau a 1’état vapeur en passant a
travers le matériel végétal entraine 1’huile essentielle ; elle est refroidie et condensée dans
un serpentin. L’huile essentielle est séparée de I’eau par différence de densité dans un vase
florentin. L’huile obtenue est une florale ou hydrolat aromatique, elle referme des

molécules aromatiques (Raynaud, 2006).

Schéma d'un montage dhydrodistillation

Thermométre

Tube réfrigérant
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Feuilles , poudrs, ||
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e
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Distillat : e2u +
huile essentislle

Figure 3 : Schéma du dispositif de I’hydrodistillation (Khebri, 2011).

I11. 1.2. L’entrainement a la vapeur d’eau :

A la différence de I’hydrodistillation, cette technique ne met pas en contacte directe
I’eau et la matiere végétale a traiter. La vapeur d’ecau traverse la matiére végétale, les
cellules éclatent et libérent 1’huile essentielle qui est vaporisée pour former un
mélange «eau + huile essentielle ». Ces vapeurs saturées en composes organique volatil

sont condensés et récupérées par décantation (Lucchesi, 2005)
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I11. 1.3. Hydrodiffusion :

Ce procédé consiste a pulser de la vapeur d’eau a trés faible pression (0.02-0.15 bar) a
travers la masse végétale, du haut vers le bas. La composition des produits obtenus est
moins endommagée que celle des produits obtenus par les méthodes classiques. Ce procédé

permet un gain de temps et d’énergie (Bruneton, 1999).
I11. 2. L’expression :

Elle est réservée aux agrumes par suite de la localisation superficielle de 1’essence. Il
s’agit d’un procédé mécanique dans lequel le fruit entier est placé dans des tambours
relatifs munis de pointes en acier qui déchiquete le péricarpe, I’huile essentielle est entrainé
par I’eau, le mélange est centrifugé et 1’on recueille directement une huile essentielle

extrémement naturelle est pure (Jean et al., 2009).
IV. Propriéte pharmacologique des huiles essentielles :
IV.1. Propriété antiseptique :

Ce pouvoir antiseptique s’exerce a 1’encontre de bactéries pathogenes variées, y
compris les souches habituellement résistantes. Certaines huiles essentielles sont également
actives sur des champignons responsables de mycoses et sur des levures (Candida)
(Bruneton, 1999).

V. 2. Propriétés spasmolytiques et sédative :

Les huiles essentielles (menthe, verveine, ...) sont réputées efficaces pour diminuer ou
supprimer les spasmes gastro-intestinaux. Il est fréquent qu’elles stimulent la sécrétion
gastrique d’ou les qualificatifs de «digestives » et de «stomachiques ». Elles sont
également utilisées dans certains cas d’insomnies, et de trouble psychosomatique
(Bruneton, 1999).

IV. 3. Propriétés anti- inflammatoire :

Les huiles essentielles sont également utilisées en milieu clinique pour soigner des
maladies inflammatoires telles que les rhumatismes, les allergies ou I’arthrite. Ainsi, I’huile
essentielle de Melaleuca alternifolia agit en empéchant la libération d’histamine ou en

réduisant la production de médiateur de I’inflammation (Piochon, 2008).
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IV. Activité antimicrobienne des huiles essentielles :

Les huiles essentielles les plus étudiées dans la littérature pour leurs propriétes
antimicrobienne appartiennent a la famille des Labiées : menthe, thym, origan, lavande,
romarin, sauge. Etant donné la grande complexité de la composition chémotypique des
huiles essentielles, malgré de possibles synergies, certains auteurs attribué I’activité
antimicrobienne des composés aromatiques a la présence de certaines fonctions chimiques
(Voukou et al., 1988).

V.1. Activité antibactérienne :

Le spectre d’action des huiles essentielles est tres étendu, car elles agissent contre
un large éventail de bactéries, y compris celles qui développent des résistances aux
antibiotiques. Cette activité est par ailleurs variable d’une huile essentielle a I’autre et
d’une souche bactérienne a I’autre (Guinoiseau, 2010).

e Mode d’action :

Trés peu d’étude ont porté sur le mode d’action des huiles essentielles vis-a-vis des

différentes souches de bactéries, cependant plusieurs observations ont été notées :

> Interférence avec la bicouche lipidique de la membrane cellulaire provoquant une
augmentation de la perméabilité et la perte des constituants cellulaires.

> Altération des systémes enzymatiques dont ceux impliqués dans la production de
I’énergie cellulaire et la synthése des composants de structure

» Destruction ou inactivation du matériel génétique. (Daferera et al., 2003).
V. 2. Activité antifongique :

Le pouvoir antifongique des huiles essentielles des plantes aromatiques a été mis en
évidence par de nombreux acteurs contre les moisissures allergisantes, et contre les
champignons pathogenes tels que Candida albicans, Aspergillus fumigatus (Cox., 2000 in
Sisaber, 2012).

e Mode d’action :

Les composés terpéniques des huiles essentielles et plus précisément leurs
groupements fonctionnels, tels que les phénols et les aldéhydes, exercent leurs pouvoirs
antifongiques sur la biomasse et la production des pseudo-mycéliums des levures alors
qu’elles inhibent la germination des spores, 1’¢longation du mycélium, la sporulation et la

production de toxines chez les moisissures (Daroui-Mokaddem, 2012).
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B. Les extraits aqueux :
I. Généralité :

Les plantes médicinales sont employées dans le monde entier depuis des milliers
d’années, les présentations et préparations phytothérapiques ont évolué de fagon trés

diverses. Elles sont utilisées sous des formes trés différentes d’un pays a ’autre et selon

leurs indications (Sallé, 1991).

Le savoir de préparation et d’utilisation des extraits de plantes médicinales est transmis
d’une génération a une autre, avec 1’ignorance des effets exacts ou le mode d’action des
composants de ces extraits sur I’organisme humain jusqu’au dernier si¢cle ce qu’on appelle
la révolution scientifique et les progrés dans tous les domaines médecine, pharmacie,
biologie, botanique, pharmacologie, toxicologie, pharmacognosie... (Fournier, 1999 in
Djedioui, 2010).

Actuellement, les extraits bruts des plantes commencent a avoir un intérét tres
prometteur comme source potentielle de molécule bioactive. Les extraits végétaux font
I’objet d’étude pour leur éventuelle utilisation comme alternative pour les traitements

bactéricides et fongicides et autre traitement (Yakhlef, 2010).
Il. Procédés d’extraction des extraits aqueux :

Un extrait aqueux est obtenu par un procédé de macération, infusion, décoction dans
laquelle le liquide obtenu est un mélange d'eau qui dissout les substances actives
contenues dans une plante médicinale par explosion des cellules végétales. En d'autres
termes, c'est le pouvoir d'une plante médicinale transformée en médicament. Cependant
les extraits aqueux doivent étre utilisés de suite ou dans une période de temps trés courte.
La dégradation biochimique et la contamination microbienne font que rapidement ces
préparations ne sont plus aptes a la consommation humaine, parce qu'elles perdent leurs

propriétés curatives (Darr, 1981). Parmi les préparations des extraits aqueux on distingue :
e La macération :

Le liquide de macération peut étre de 1’eau ou de 1’alcool. Pour I’eau les plantes sont
mises dans le liquide froid ou tiede pendant quelques heures (10 ou 12 heures, en principe).
Les macérations a I’eau ne doivent pas dépasser une douzaine d’heures, par risque

d’oxydation et de fermentation du liquide (Pierre et Lis, 2007).

19



Chapitre Il Les huiles essentielles et les extraits aqueux

e L’infusion :

Elle consiste a verser I’cau bouillante sur les plantes fraiches ou seches en laissant

reposer la mixture pendant 10 a 15 minutes (Sofowora, 2010).
e Ladécoction :

Les plantes sont versées dans 1’cau froide et portées a ébullition un temps plus ou
moins long, 2 ou 3 minutes pour les tiges, les feuilles et les fruits, 5 minutes ou plus pour

les écorces et les racines (Pierre et Lis, 2007).
e Filtration :

Apres une période prédéfinie en fonction de la plante, la masse est filtrée pour séparer

le liquide de la matiére végétale solide (Darr, 1981).

20



Chapitre III : micro-organismes
étudiés



Chapitre 111 Micro-organismes étudiés

I. Généralité sur les microorganismes :

Les micro-organismes jouent un réle fondamental dans la nature, participant aux
cycles des éléments chimiques et entretenant des relations nombreuses et variées avec les
autres étres vivants. Certaines de ces relations se manifestent au niveau de tube digestif et

influencent directement le processus de digestion.

Un micro-organisme est un organisme vivant, le plus souvent végétal, que 1’on peut

seulement observer a 1’aide d’un microscope.

Les micro-organismes peuvent étre classes en cing groupes majeurs : les virus
dépourvus de structure cellulaire, les protozoaires qui sont de structures unicellulaires, les

bactéries, les levures et les moisissures (Nout et al, 2003).
Il. Les bactéries :

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires classés parmi les procaryotes,
car ils ne possédent pas de membrane nucléaire ; ce caractere les distingue des autres
organismes unicellulaires classés parmi les eucaryotes (champignons, algues,

protozoaires).

Les bactéries ont généralement un diametre inférieur a 1 um. On peut les voir au
microscope optique, a 1’état frais ou aprés coloration. Leur forme peut étre sphérique
(Cocci), en batonnet (bacilles), incurvée (vibrions) ou spiralée (spirochétes). Les détails de
leur structure ne sont visibles qu’au microscope électronique (Nauciel et Vildé, 2005).

La membrane cytoplasmique assure les échanges de la cellule avec 1’extérieur, et
renferme le cytoplasme contenant de nombreux ribosomes et un chromosome fait d’ADN a
double brin (Nauciel et Vildé, 2005). Le tout est protégé d’une paroi a structure rigide et
complexe, différente selon que la bactérie est a Gram positif ou négatif et leur permettant
de résister a la lyse osmotique. De nombreuses bactéries possedent des flagelles, des pili,

ou une capsule a I'extérieur de la paroi (Hart et Shears, 1997).

Les bactéries sont aérobies ou anaérobies et ceci d’une maniére stricte ou facultative.
Les aérobies ont besoin d’oxygene pour vivre. Les anaérobies sont détruits par 1’oxygene,
ils ne peuvent vivre qu’en absence d’oxygene et pour les anaérobies facultatifs, 1’oxygene

n’a pas d’influence sur leur vie (Nout et al, 2003).
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I1. 1. Bacillus sp :
11. 1.1. Habitat :

La plupart des especes sont saprophytes et trés répandues dans la nature, les spores
leur conférent une tres grande résistance dans le milieu extérieur. Ce sont des germes
telluriques que 1’on rencontre également dans I’cau et I’air ainsi que dans les produits

alimentaires (Denis et al., 2007).
Il. 1.2. Caractéres culturaux :

La plupart des especes se développent mieux a 28°C-33°C jusqu’a 37°C, les bacilles
sont aérobie ou anaérobie facultative. La plupart des espéces se développent bien sur
milieu de culture usuel, les milieux favorables pour I’identification sont la gélose nutritive
apH 6 (Avril et al, 1992).

Figure 4 : Bacillus cultivé sur gélose nutritive (Avril
etal., 1992).

I1. 1.3. Caractére morphologique :
Bacillus sont des bacilles (batonné) a gram positif de 3 a 5 um sur 1,25 um avec
souvent des extrémités carrées. Les Bacillus sont le plus souvent mobiles par ciliature

péritriche Sauf Bacillus anthracines (Avril et al., 1992).
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w"

Figure 5 : Aspect morphologique de Bacillus, de longs bacilles
disposés en chainettes (HART et SHEARS, 1997)

I1. 1.4. Pouvoir pathogenes :

Certain Bacillus comme B. cereus peuvent surinfecter des plaies traumatiques,

provoquer des infections oculaires graves et parfois étre a 1’origine de toxi-infection

alimentaire (Nauciel et Vilde, 2005).
I1. 2. Pseudomonas aeruginosa :
I1.2. 1. Habitat :

C’est une bactérie qui vit normalement a 1’état de saprophyte dans 1’eau et le sol
humide, cette bactérie peut vivre en commensale dans le tube digestif de I’homme et de

divers animaux. (Avril et al., 1992).

Les bacilles sont largement répandus dans le sol, I’eau, les eaux d’égouts et D’air.
Pseudomonas aeruginosa fait souvent partie de la flore normale, en nombre réduit. On la

retrouve aussi sur la peau humaine (Jawetz et al., 1973 ; Nauciel, 2001).
11.2.2. Caractére morphologique :

Ce sont des bacilles Gram négatif de 1 a 3 um de long et 0.5 a 1 um de large , mobiles
grace aux flagelles, parfois entourés d’une pseudo-capsule appelée slime. Elles produisent

des pigments hydrosolubles se diffusant dans le milieu (Avril et al., 1992).
11.2.3. Caractéres culturaux :

Les Pseudomonodaceae peuvent étre cultivés facilement sur tous les milieux a 37°C
ou 30°C (Avril et al., 1992).
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Ils constituent le modéle des bactéries aérobies strictes, c¢’est-a-dire a métabolisme
strictement respiratoire, dépourvues de métabolisme fermentatif des glucides. (Meyer et
al., 2004).

Il ne fermente pas le lactose et forme des colonies lisses et arrondies, légerement
bombées avec un bord circulaire régulier, de couleur fluorescente verdatre et d’odeur

aromatique douceatre.

Parmi les pigments produits par la P. aeruginosa, il y a la pyocyanine, et la

fluorescéine (Jawetz et al., 1973).

Figure 6 : Pseudomonas aeruginosa, sur gélose nutritive (Avril et al., 1992).
11. 2.4. Pouvoir pathogenes :

P. aeruginosa n’est pathogéne que lorsqu’elle s’introduit dans des zones dépourvues

de défenses normales.
v' Elle infecte des plaies, produisant du pus bleu vert.
v" Cause la méningite lorsqu’elle est introduite par ponction lombaire.
v Cause des infections urinaires lorsqu’elle est introduite par des solutions
d’irrigation.
v" Elle provoque des infections oculaires (endophtalmie).

P. aeroginosa résiste a la plupart des agents antimicrobiens (Jawetz et al., 1973 et
Nauciel, 2001).
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I1. 3. Escherichia coli :
1. 3.1. Habitat :

C’est I’espéce dominante de la flore aérobie du tube digestif humain et animal. E. coli
est habituellement une bactérie commensale. Elle peut devenir pathogene si les défenses de
I’héte se trouvent affaiblies ou si elle acquiert des facteurs de virulence particuliére
(Nauciel, 2001).

La source principale d’E. coli est la viande hachée peu cuite, elle se trouve aussi dans
les selles des malades et elle est prédominante de la flore normale du colon humain et

animal (Dromigny, 2011).
I1. 3.2. Caractéres culturaux :

E. coli se développe a 37 °C et se divise en moins de 20 minutes sur les milieux
gélosées en donnant de colonies rondes, lisses, a bords réguliers de 2 a 3 mm de diamétre
(Avril et al., 1992). E. coli est une bactérie aérobie facultative. Elle a relativement peu
d’exigences nutritionnelles, la cellule se développe et se multiplie abondamment en
présence d’une source d’énergie (le glucose), d’une source d’azote et de quelques sels

minéraux (Jawetz et al., 1973).
I1. 3.3. Caractére morphologique :

Ce sont des bacilles a Gram négatif, appartenant a la famille des Entérobactériaceae et
au genre Escherichia. E. coli appartient au groupe des bactéries coliformes
(Dromigny, 2012).

Elle est de forme non sporulée, généralement mobile grace aux flagelles, sa longueur
varie de 2 a 6 um, alors que sa largeur est de 0.8 um, (Percival ,2004 ; Garrett et
Grisham, 2000).

11. 3.4. Pouvoir pathogene :

E. coli est responsable de colites hémorragiques (diarrhée aqueuse puis sanglante,

avec crampes abdominales) (Leyral et Vierling, 2007)

Elle provoque des infections (urinaires, intestinales), une infection néonatale qui peut

se traduire par une méningite ou une septicémie (Nauciel, 2001).
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11.4. Salmonella sp :

Les différentes especes sont en relation étroite du point de vue antigénique (Jawetz et
al., 1973)

Il. 4. 1. Habitat :

Les Salmonelles sont des bactéries de I’intestin. Chez de nombreux sujets, elles

peuvent étre présentes sans entrainer des symptémes (porteurs sains).

Quelques sérovars sont spécifiquement humains : Thyphi et Paratyphi, d’autres ne se

rencontrent que chez 1I’animal (Nauciel, 2001).
I1. 4. 2. Caractere morphologique :

Les Salmonelles sont des bacilles a Gram négatif qui ne forment pas des spores et qui
varient en longueur. La plupart des espéces sont mobiles grace a des flagelles péritriches
(Jawetz et al, 1973).

11.4. 3. Caractéres culturaux :

Les salmonelles sont des bactéries aéro-anaérobies facultatif qui poussent sur gélose
nutritive a température optimale de 37°C, les colonies sont lisse, centre noir, bord régulier,

translucide, rondes légerement bombées (Pilet et al, 1987).

11. 4.4. Pouvoir pathogene :
v Dans toutes les formes d’infections a Salmonella sp, les organismes entrent par
voie orale et peuvent produire 3 types principaux de maladie :
v' Fiévre entérique, septicémie, gastro-entérite (Jawetz et al, 1973)

I1.Les champignons :

Les microbiologistes utilisent le terme mycéte pour désigner des organismes
eucaryotes. lls possédent donc un noyau entouré d'une membrane nucléaire, ainsi que
différents types d'organites cytoplasmiques limités par des membranes. Ils peuvent
constituer des assemblages de grande taille (Hart et Shears, 1997), porteurs de spores,
dont la nutrition se fait par absorption, dépourvus de chlorophylle et se reproduisent de

facon sexuée et asexuée (Prescott et al., 2003).
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I1. 1. Les levures :

Les levures sont des organismes unicellulaires, généralement plus grandes que des
bactéries, leur taille varie considérablement, elles sont sphérique ou de forme ovoide. Elles
n’ont pas de flagelle mais posseédent la plupart des organites des autres cellules eucaryotes

Elles possédent une paroi cellulaire rigide de structure analogue a celle des filaments.
La plupart des levures se divisent par bourgeonnement, trés peu par division binaire

comme les bactéries (Prescott et al., 2003).
111.1.1. Candida albicans :
I11. 1.1.1. Habitats :

Les Candida albicans sont des champignons opportunistes, habituellement
commensales des muqueuses digestives et urogénitales chez I’lhomme (Beucher, 2007),

ainsi, sa présence sur la peau n’est pas habituelle et peut provoquer un état pathogéne

(Moulinier, 2003).
111.1.1.2. Caractére principaux :

Les levures du genre Candida se présentent sous forme de petite cellule, ovoide

mesurant de 3 a 7 um de long (Beucher, 2007)

C. albicans est une levure non pigmentée, non capsulée a bourgeonnement multiple et

forme un pseudo-mycélium et du mycélium vrais (Moulinier, 2003).

En culture sur gélose les colonies sont rondes de couleur blanche crémeuse (Graser et
al, 1996).

La culture et I’isolement en boite pétri de Candidat albicans est réalisé sur milieu

Sabouraud ou gélose au sang (Hark et Shears, 1997)

Certains parametres tels que le pH, la température ou encore la richesse du milieu

peuvent influencer 1’aspect morphologique de cette levure (Buffo, 1984)
111.1.1.3. pouvoir pathogéne :

La candidose est la mycose causée par le mycéte Candidat albicans, (Prescott et al.,
2003). Ces levures sont susceptibles de devenir pathogéne et d’envahir le tissu superficiel

ou profond sur certains terrains immunodéprimés.

Il existe plusieurs facteurs prédisposant a la survenue d’une candidose physiologique

(age, grossesse) pathologique (Sida) médicamenteuse ou encore chirurgicale (Beucher,
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2007) chez les nouveau-nés, la candidose orale est une maladie tres fréquente. Elle est
révélée par le nombreuses petites plaques blanches couvrant la langue et la bouche
(Prescott et al., 2003).

111.2. Les moisissures :

Les moisissures sont des champignons microscopiques. Ce sont des organismes
pluricellulaires dont 1’appareil végétatif, le thalle, est formé de longs filaments ramifiés et
souvent cloisonnés que 1’on appelle des hyphes. Lorsque la croissance est suffisamment
avancée, I’ensemble des hyphes constitue un mycélium visible a I’ceil nu qui se présente

comme une sorte de feutrage a la surface colonisée (Nicklin et al., 2000).
111.2.1. Aspergillus sp :

Les Aspergillus sont des moisissures a filaments cloisonnés hyalins. Prés de 300

especes composent ce genre (Anonyme, 2014).
111.2.1.1. Habitat :

Ces champignons filamenteux vivent en saprophytes et sont retrouvés dans
I’atmosphere, le sol, les débris végétaux en décomposition, les graines alimentaires (Hoog

et al., 2000 in Amari, 2005).
111.2.1.2. Caractere morphologique :

Les Aspergillus sp sont des champignons filamenteux ramifiés, septés de 7-10 um de
diametre, ils sont classés selon leurs structure clinique et par leurs structure asexuées
(JOHN SPICER, 2002).

111.2.1.3. Caractéres culturaux :

Aspergillus sp présente en culture une couleur et d’aspect variable (bleu, jaune, vert ou brun a
noir) et d’aspect poudreux, cotonneux ou velouté. Ils sont caractérisés par des tétes aspergillaires et

unisériées (Onions et al., 1981).
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Figure 7 : Culture d’Aspergillus sur gélose de Sabouraud glucosée (HART et SHEARS,
1997).

Aspergillus sp pousse bien sur milieu de Sabouraud glucoseé a une température de
25°C a 37°C, ainsi que sur milieu au malt pour favoriser la sporogenese (Moulinier,
2002).

La culture se fait également sur milieu Czpek, qui facilite le diagnostic, en favorisant

le développement des pigments aux couleurs caractéristiques des especes (Riper 2013).
111.2.1.4. pouvoir pathogéne :

Les aspergilloses sont des mycoses (surtout pulmonaires) dues au développement d’un

champignon filamenteux du genre Aspergillus.

L’Aspergillus s’infecte chez I’homme par inhalation des spores et pénétration jusqu’au

niveau des alvéoles ou elles germent et causent une Aspergillose (Pebret, 2003).
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Partie expérimentale matériel et méthode

Dans le présent chapitre, on décrira la partie expérimentale dans laquelle les points

suivants y seront developpés :
- Récolte et séchage des plantes étudiées
- Extraction des huiles essentielles des deux plantes choisies
- Elaboration d’extraits aqueux des plantes choisies
- Test biologique sur des souches bactériennes et fongiques
|. Localisation du lieu d’expérimentation :

Notre travail a été réalisé durant la période allant de mars a la fin du mois d’octobre

dans deux laboratoires différents :

- D’extraction de I’huile essentielle au niveau du laboratoire de BPMA au niveau du

département de Biotechnologie université de Blida.

- La valorisation de I’activité antimicrobienne au niveau du laboratoire d’hygiéne de

I’hopital universitaire, CHU de Blida.
Il. Matériel :
I1.1. Matériel biologique :
Le matériel biologique est constitué de matériel végeétal et de matériel bactériologique.
11.1.1. matériel végétal :

Le matériel végétal est représenté par la partie aérienne de deux especes de menthe

Mentha pulugium et Mentha pepiretta.
11.1.1.1. Localisation du lieu de récolte et identification :

» Mentha pepirita a été acquise fin mai 2014 dans un marché urbain, a 1’état frais sous

forme de bottes d’environ 70g, 40 bottes ont été acquises.

L’identification a été faite conformément au critére botanique cité par les différents

auteurs: Delille, 2007 ; Fluck, 1977 et Marmouz, 2012.

» Mentha pulegium a été récolté au niveau de la station Oued Mouzaia secteur El
Hamdania debut mai 2014. La récolte a été effectuée de facon aléatoire durant le stade

préfloraison, de 09h30 jusqu’a 11h30, environ 3 kg de la partie aérienne ont été cueillis.
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LEGENDE:
RN 01

D Station oued mouzaia

Echelle: 1/ 50 000°

Figure 8 : Localisation de la station de récolte Oued Mouzaia du secteur EI Hamdania.

La zone de récolte est située dans le secteur d’El Hamdania, parc national Chréa
commune de Tamezghida willaya de Médéa. Celle-ci est comprise entre 36° 20" 1.1" de
latitude nord et 2° 45' 42.6" de longitude est. Elle est située a 388 m d’altitude.

Figure 9 : Station de récolte Oued Mouzaia

L’identification botanique de I’espece a été confirmée en comparaison avec

I’herbier du parc national de Chrea, secteur El Hamdania.
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Il. 1.1.2. Séchage et stockage du matériel végétal :

Les parties aériennes des deux especes de menthe sont mises a sécher, étalées en
couches minces sur du papier, a une température ambiante, pendant 15 jours, dans un
endroit aéré et a I’ombre, pour mieux conserver les molécules sensibles a la lumiere et a la
chaleur. Les échantillons sont retournés de temps en temps afin d’éviter tout risque de

fermentation qui pourrait altérer la qualité des essences.

Apres sechage, les échantillons sont découpés en petits morceaux et mis dans des sacs
en papier et conservé, a 1’abri de la chaleur et de la lumicre. Ces échantillons vont servir

pour I’extraction des huiles essentielles et & la préparation d’extraits aqueux.
I1. 1.2. Matériel microbiologique :

Ce sont des souches référenciées qui ont été fournies par le laboratoire d’hygiéne de

’unité microbiologie, de 1’hopital universitaire CHU de Blida.

Tableau 2 : les souches utilisées

Souche Référence Gram
Escherichia coli ATCC 25922 -
Pseudomonase aeruginosa ATCC 27853 -
Bacillus cereus ATCC 10876 +
Bacillus subtilis ATCC 9372 +
Salmonella typhi ATCC 14028 -

Aspergilus brasiliensis ATCC 16404 moisissure
Candida albicans ATCC 24433 levure

I1. 2. Matériel de laboratoire :

\Voire annexe |
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111. Méthode d’étude :
I11. 1. Détermination de la matiére séche et du taux d’humidité :

Le taux d’humidité est la quantité d’ecau contenue dans la matiere végétale, pour cela,
nous avons pris 4g (pesé au mg pres) d’échantillon frais de la partie aérienne de chaque
espéce étudiée, juste apres la récolte. Aprés séchage dans 1’étuve a 105°C pendant 24h, Le

taux d’humidité est exprimé en pourcentage et calculé par la formule suivante :
% d’eau = [(MF-Ms)/MF] X100
Me - Matiére fraiche
Ms . Matiere séche

I11. 2. Extraction des huiles essentielles:

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par hydrodistillation, a 1’aide d’un

hydrodistillateur de type Clevenger (1923) représenté dans la figure 3.

Figure 10 : Hydrodistillateur Clevenger.

I11. 2.1. Principe :

L’hydrodistillation simple consiste a immerger directement le matériel végétal a

traiter (intact ou broyé) dans un alambic rempli d’eau, qui est ensuite porté a ébullition.
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Les vapeurs hétérogénes sont condensées sur une surface froide et I’huile essentielle

se sépare par différence de densité (Bruneton, 1993).
I11. 2.2. Mode opératoire :

Une quantité de 80 g de la partie aérienne de la plante (tige, feuille) a été coupée en
petits morceaux est introduite dans un ballon de 500 ml, rempli au 2/3 d’ecau distillée,
I’ensemble est porté a ébullition a 1’aide d’un chauffe-ballon, pendant 3h . Ceci engendre la
formation de vapeurs chargées de substances volatiles qui traversent le réfrigérant, se
condensent puis s’écoulent a I’état liquide, goutte a goutte, dans le tube gradué de
Clevenger. L’eau (hydrolat) et I’huile essentielle se séparent par différence de densité en
deux phases non miscibles. A la fin de 1’extraction les essences qui sont séparées I’une de

I’autre par le robinet de Clevenger, sont récupérées dans un eppendorf.

Figure 11 : Extraction par un Hydrodistillateur et récupération des
huiles essentielles.

Les huiles essentielles obtenues sont conservées au réfrigérateur a +4°C jusqu’a leur
utilisation pour les tests antimicrobiens. L’opération est répétée trois fois pour chaque
espece.
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I11. 3. Détermination du rendement en huile essentielle :

Le rendement en huile essentielle est déterminé par le rapport entre le volume de 1’huile
essentielle extraite et la masse de la matiére traitée (pharmacopée européenne, 2000 in
Acherouf, 2013) le rendement est exprimé en pourcentage (%), il est calculé selon la

formule suivante :

R =(V /M) x 100

R : rendement en huile essentielle (ml/100g) ou en pourcentage (%)
V : volume obtenu de I’huile essentielle (ml)

M : poids du mateériel sec (g)

I11. 3. Préparation des extrais de Mentha_pulegium et Mentha pepirita :
Les extrais agueux sont obtenus par deux procédés d’extraction différents.
» Macération
» Infusion
I11. 3.1. Préparation de la poudre :

Apres séchage, la partie aérienne des deux espéces, a été broyée a 1’aide d’un mixeur.
La poudre est obtenue aprés tamisage du produit broyé ; elle est ensuite récupérée dans des
bocaux, a 1’ abri de la lumiére et ’humidité, afin d’éviter toute contamination et dégradation

de la matiére active.

Broyat (poudre)

Broyage a I'aide d’un mixeur Tamisage

Figure 12 : Les étapes de préparation de la poudre.
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I11. 3.2. Préparation des extrais aqueux :
» Maceération :

On pése 10g de poudre de la partie aérienne de chaque espéce qui sont homogénéisés
avec 100 ml d’cau distillée et mis a macérer dans un erlenmeyer avec agitation magnétique
continue pendant 15 H ( Ouattara et al, 2003).

Matiere végeétale » Séchage —» Broyage > Poudre
(feuilles)
Conservation Macération pendant
au réfrigérateur |em——| Filtration |g 15H Avec agitation
a4°C magnétique

Figure 13 : Etapes de la préparation d’extrait aqueux par procédé de macération.

> Infusion :

10 g de poudre végétale ont été additionnés a 100 ml d’eau distillée a 100°C, couvrir et

laisser infuser pendant 15 mn puis, filtrer aprés refroidissement.

Matiére végétale

—> | séchage |=—>| Broyage |——p| Poudre

(feuilles)
100 ml d’eau
distillée & >
100°C
Conservation au Laisser infuser
refregirateur a | €= Filtration | €=—— pendant 15 mn
4°C

Figure 14 : Etapes de la préparation d’extrait aqueux par procédé d’infusion.
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I11. 3.3. Filtration des extraits aqueux :

Les quatre extraits issus des deux procédés d’extraction vont étre filtrés et conservés au

réfrigérateur a 4°c jusqu’a leur utilisation.
111.4. Evaluation de P’activité antimicrobienne :

L’¢évaluation de I’activité antimicrobienne a été réalisée par la méthode de diffusion sur

gélose ou les disques sont imbibés de chaque extrait (Sokmen et al, 2004).
111.4.1 Diffusion sur milieu solide (aromatogramme) :

C’est une technique microbiologique qui permet d’étudier comme un antibiogramme
la sensibilité des germes a différents substances, c’est-a-dire, leur pouvoir antibactérien et
antifongique (SALLE, 1991).

I11. 4.2. Principe :

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé antimicrobien en milieu
solide dans une boite de Pétri, apres un certain temps de contact entre le produit et le
microorganisme cible. L’effet du produit antimicrobien sur la cible est apprécié par la
mesure d’une zone d’inhibition, et en fonction du diamétre d’inhibition. La souche sera
qualifiée de sensible, trés sensible, extrémement sensible ou résistante (Benjilali et al.,
1986).

Disque de papier | -
mbibé d'hule Tapis bactérien
essentielle

{

>() e

Incubation a 37°C

Inoculum
- pendant 24 heures
bacteérien
Boite de Pétni
avec gélose
nutritive

Figure 15 : Diffusion sur milieu solide (aromatogramme) (Tharib et al., 1983).
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I11. 4.3. Mode opératoire :

e Préparation des milieux de culture :

Liquéfier les milieux de culture Muller Hilton pour les bactéries, et Sabouraud pour
levure et champignon, par autoclave a 120°C pendant 20min et garder en surfusion

dans un bain marie a 45°C

Coulage des milieux dans les boites de pétri, en plastique, stériles et rondes de 9 mm

de diametre ; a raison de 20 ml par boite.

Laisser refroidir et solidifier sur la paillasse, a température ambiante.

e Repiquage des souches :

Afin d’obtenir des cultures jeunes de 24h, les souches conservées ont été repiquées
par ensemencement en strie, sur gélose nutritive pour les bactéries et milieu
Sabouraud pour les souches fongiques, puis incubées, 24h a 37°C /bactérie, 48h a

25°C /levure, et 3 jour & 25°C /champignon.

e Preparation de ’inoculum :

A partir des cultures jeunes préparées et isolées. On racle a I’aide d’une anse de
platine quelques colonies bien isolées et identiques ;

Décharger la anse dans 5 ml d’eau physiologique, agiter et homogénéiser la
suspension (agitation manuelle), jusqu’a dissolution totale des colonies dans 1’eau
physiologique et avoir une solution de 0.5 Mac Farland ;

Sept tubes correspondant aux sept souches utilisées, ont été préparés.

Figure 16 : Suspension bactérienne et fongique.
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Ensemencement

L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites Pétri, un écouvillon est
trempé dans la suspension bactérienne, puis essoré en pressant fermement sur la
paroi interne du tube. L’écouvillon est frotté sur la totalité de la surface gélosee, de
haut en bas en stries serrees.

L’opération est répétée deux fois en tournant la boite de 60°C a chaque fois.
L’ensemencement est fini en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose.
L’écouvillon est rechargé a chaque fois qu’on ensemence plusieurs boites de Pétri

avec la méme souche.

Figure 17 : Ensemencement.

Dépot des disques :

Prélever aseptiqguement un disque stérile de 9 mm de diamétre avec une pince stérile.
Mettre en contact le bout du disque avec la substance a tester (huile essentielle ou
extrait aqueux), qui va étre absorbée par capillarité.

Les disques ainsi imbibés (huile essentielle ou I’extrait aqueux), sont déposés
délicatement sur la surface de la gélose inoculée a 1’aide d’une pince stérile.

Les boites de pétri sont laissées sur la paillasse pendant 30 min puis incubées a
I’étuve, 24h a 37°C /bactérie, 48h a 25°C /levure, 72h a 25°C /champignon.
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Figure 18 : Dépo6t des disques imprégneés des substances a
tester.

e Lecture de I’aromatogramme :

- La lecture de l’activité antimicrobienne est déterminée en mesurant le diameétre de la
zone d’inhibition a 1’aide d’une regle simple.
- Meena et Sethi (1994) ont classé les diamétres des zones d’inhibition de la

croissance microbienne en 04 classes (disque de 9mm):

o Fortement inhibitrice lorsque le diamétre de la zone d’inhibition est supérieur

a 28mm.

o Modérément inhibitrice lorsque le diamétre de la zone d’inhibition est entre
16 et 28mm.

o Légerement inhibitrice lorsque le diamétre de la zone d’inhibition est entre 10

et 16mm.

o Non inhibitrice lorsque le diamétre de la zone d’inhibition est entre est

inférieur & 10mm.

N.B : afin d’assurer les conditions d’asepsie locale indispensable, le travail s’est

effectué prés d’un bec bunzen (pour stériliser les instruments en passant dans la flamme).
I11. 5. Détermination de concentration minimale inhibitrice:

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI), correspond a la plus faible concentration
en huile essentielle capable d’inhiber la croissance microbienne ou 1’apparition d’une zone
d’inhibition (Daroui-Mokaddem, 2012)
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I11. 5.1. Principe :

Une solution mére de chaque substance a tester, a été diluée au 1/2°™ (0,5ml d’huile
essentielle a été diluée dans 0,5ml de Tween 80), puis une série de dilution a été réalisée en
Tween 80 (dilution en cascade), a partir de la solution mére. La gamme de concentration
finale ainsi obtenue correspond & : 50% — 25% — 12,5% — 6,125% — 3,06% — 1,53% — et
0,76%. Des disques stériles de 9mm de diamétre ont été imprégnés de 20ul des différentes
dilutions, puis ont été déposés a la surface des milieux ensemencés avec les différentes
souches bactériennes et fongiques. L’ensemble a été incubé a 37°C pendant 24h (bactérie) et
25°C pendant 48h (levure), et 25°C pendant 3 a 4 jours (champignon) (Sidali et al., 2014).

Pour une meilleure évaluation de 1’action de la concentration minimale inhibitrice, trois
essais ont été effectués pour chague germe. La valeur de la CMI étant celle qui s’est répétées

au moins 2 fois sur les 3 tests
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++ Résultats et discussion :
I. Résultat du taux d’humidité de la matiére végétale :

Apres séchage de la partie aérienne de Mentha piperita et Mentha pulegium a 105°C

pendant 24h, 1’analyse de nos échantillons a révélé un taux d’humidité important représenté
par le tableau 3 et la figure 19.

Tableau 3 : Taux d’humidité et de matiére séche de la partie aérienne de Mentha piperita et

Mentha pulegium.

Matiere
Matiere fraiche Poids apres Taux séche
Espéce ) séchage d’humidité
(%) (%)
Mentha 4 0,78 76% 24%
piperita
Mentha 4 0,67 67% 33%
pulegium
taux humidité
100
90
o 80
2 70
T 60
Y 50 .
S 40 B M piperita
8_ i(()) B M pulegium
10
M piperita
M pulegium

Figure 19 : taux d’humidité de la partie aérienne de Mentha piperita et Mentha pulegium

Selon les résultats obtenus, le taux de humidité signifie que plus de la moitié du poids
de la plante fraiche est constituée par 1’eau ; on constate que Mentha piperita et Mentha

pulegium sont tres riches en eau avec un taux de 76% et 67% respectivement. Ce qui signifie
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que 23% et 33% représentent le taux de matiére seche ayant servi réellement a I’extraction de

I’huile essentielle.
o Discussion :

Les deux especes ont montré un taux d’humidité assez élevé. Pour M. piperita le taux
qu’on a trouvé est plus élevé que celui de Machhour et al. (2008) qui a travaillé sur la
méme espéce et a trouvé un taux d’humidité bien plus faible. Alors que Khaled Khodja,

(2009) signale un taux d’humidité de M. pulegium, nettement plus élevé aux nétres.

M. pulegium et M. piperita ont montré des taux d’humidité proches a celui trouve par
Brahmi (2005), qui a fait une étude sur la menthe verte (Mentha spicata) et qui a trouvé un
taux d’humidité de 70% + 10.92.

I1. Résultats de ’extraction des huiles essentielles :
I1.1. Caractéres organoleptiques :

L’hydrodistillation des parties aériennes déja séchées des deux especes étudiées nous a
permis d’extraire des huiles essentielles dont les caractéristiques organoleptiques sont

observées dans le tableau suivant et les figures 20 et 21 :

Tableau 4 : Caractére organoleptique des deux espéces

Aspect couleur Odeur
Trés forte
Mentha pulegium huileux jaunatre odeur caractéristique

Forte odeur
Mentha piperita huileux Jaune claire caractéristique de la
molécule
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Figure 20 : huile essentielle de M. Figure 21 : huile essentielle de M.
pulegium. piperita.

o Discussion :

M. piperita : les caractéres organoleptiques trouvés lors de notre extraction sont presque
semblables a ceux trouvé par Saggou (2008) qui a travaillé sur la méme espece cueilli a
Ouargla et sont aussi semblables a la norme AFNOR (2000), a I’exception du caractére de la
couleur.

M.pulegium : Les caracteres organoleptiques trouvés dans notre recherche sont
semblable a ceux trouveé par Larhrech (2010) qui a travaillé sur ’extraction de Mentha

pulegium de la région de Dijelfa.

I1. 2. Rendement en huile essentielle :

Les rendements en huile essentielle obtenus sont exprimés en pourcentage par rapport a

la matiere végétale seche. Les résultats sont montrés dans la figure 22.
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M piperita

M pulegium

Figure 22 : Rendement des huiles essentielles de Mentha piperita et Mentha pulegium

Nos échantillons ont donné un rendement moyen en huile essentielle, qui représente un

taux d’environ 1,2% pour Mentha piperita et 1% pour Mentha pulegium.

On note que le rendement de Mentha piperita est légérement plus élevé que celui de
Mentha pulegium

o Discussion :

En comparant nos résultats avec la littérature scientifique ; Bruneton (1993) qui a
indiqué que I’huile essentielle de la M. piperita représente 1% a 3% de la matiere séche,
ainsi que Ait youcef (2005) qui précise que le rendement de M.pulegium est compris entre
0.5% et 1%, on peut déduire que nos échantillons ont donné un rendement moyen en huile

essentielle pour M. piperita et assez élevé pour M. pulegium .

La variation du Rendement de I’huile essentielle de M. piperita et M.pulegium a été

observée par plusieurs auteurs et dans diverses régions.

En Algérie, Belaoucha et al., (2012) ont obtenu un rendement de 0,82% en travaillant
sur la menthe poivrée cueillie dans la région d’Alger, et récemment Chebanis (2013) a fait
une étude phythochimique et biologique sur M. piperita, récoltée dans la région de

Constantine, il a obtenu un rendement de 1% qui est également inférieur a nos résultats.

Adjou et Soumanou (2013), on étudie I’efficacité des extraits de la menthe poivrée
dans la lutte contre les moisissures au Benin, ont trouvé un rendement de 1.17%, qui est
assez proche a nos résultats.
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Lahreche, (2010) a travaillé sur I’extraction et 1’analyse de 1’huile essentielle de
Mentha pulegium récoltée dans la région de Djelfa, il a trouvé un rendement de 0.33% qui
est largement inférieur a nos résultats. Par contre Benyad (2008), a effectué une étude sur
I’huile essentielle M. pulegium au Maroc, et a trouvé un rendement bien plus supérieur a nos

échantillons.

Selon Gilly, (1997) et Bruneton, (1999), Ces variations du rendement au sein de la
méme espéce peuvent étre liées a plusieurs facteurs, 1’écologie de la plante, le cycle

végétatif, et les conditions édaphiques.
I11. Résultat de I’activité antimicrobienne des deux espéces :

L’activité antibactérienne et antifongique des huiles essentielles et des extrait aqueux
de Mentha piperita et Mentha pulegium a été évaluée par des essais basés sur la méthode de
diffusion par disque (aromatogramme) et par test de détermination de concentration

minimale inhibitrice (CMI).

Cette étude est basée sur la mesure de diamétre de la zone d’inhibition qui entoure les
disques imprégnés par 1’huile essentielle de M. piperita et M. pulegium et par leurs extraits

aqueux.

D’apreés Meener et Sekhi (1994) les diamétres des zones d’inhibition de la croissance

microbienne étaient rangés en 4 classes regroupées dans le tableau suivant :

Tableau 5 : classe des zones d’inhibition.

degré d'inhibition Diamétre des zones d'inhibition signe
(mm)
fortement inhibitrice >28 mm SR
modérément inhibitrice Comprise entre 16 et 28 mm ++
Iégérement inhibitrice Comprise entre 16 et 10 mm +
absence d'inhibition <10 mm Abs

I11.1. Résultat de I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle :

Les résultats des tests d’inhibition de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles
des espéces étudiées, obtenus par la mesure de la zone d’inhibition de la croissance des

microorganismes sont rapportés dans le tableau 6 et la figure 23, 24 et 25.
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Au cours de cette étude, 3 essais ont été realises et il est nécessaire de noter que le

diamétre du disque (9mm) a été inclu dans les calculs de la zone d’inhibition.

Tableau 6 : résultat des tests d’inhibition de de 1’activité antimicrobienne de huile

essentielle de Mentha piperita et Mentha pulegium

HE de Mentha piperita

HE de Mentha pulegium

souche testé N , . ,
. Diametre '(\j/:gyneént?: Degre Diametre mg%eént?: Degre Gram
Z1 (mm) Zi d'inhibition | ZI (mm) 71 d'inhibition
Eschirichi 18 12
Sccgl'ic 1a 16 |1667+1,15|  ++ 13 |1333+153|  ++ Gram -
16 15
Peud Abs Abs
ey omonas Abs Abs - Abs Abs - Gram -
aeirugenosa
Abs Abs
Bacil 30 29
actiius 31 31,6742.08|  +++ 30 28674153 |  +++ Gram +
subtilis
34 27
Bacil 26 20
actlius 26 274173 ++ 23 251,00 ++ Gram +
cereus
29 26
Sal I 13 12
atr?/gﬂle ? 12 13,33+1,53 ++ 11 12+1,00 + Gram -
15 13
Candid Abs 21
andicda Abs Abs - 22 21 67+0,58 ++ levure
albicans
Abs 22
A o Abs 21
spergillus ) t o
brasiliensis Abs Abs 19 20,67+1,53 molsissure
Abs 22

D’aprés les résultats mentionnés dans le tableau 6, nous remarquons que les diameétres

d’inhibition varient d’une souche a une autre.

L’huile essentielle de M. piperita a montré une activité fortement inhibitrice sur la

souche Bacillus subtilis (31,67mm), modérément inhibitrice sur

Escherichia coli

(16,67mm), Bacillus cereus (27mm), légérement inhibitrice sur Salmonella typhi (13,33mm)

et non inhibitrice sur Candidat albicans, Aspergillus brasiliensis (< 10mm) et Pseudomonas

aeruginosa (< 10mm) (figure 22).
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L’huile essentielle de M. pulegium a montré une activité antimicrobienne, fortement
inhibitrice sur Bacillus subtilis (28,67mm), modérément inhibitrice sur les souches, Bacillus
cereus (25mm), Candidat albicans (21,07mm) et Aspergillus brasiliensis (20,67mm),
legérement inhibitrice sur Escherichia coli (13,33mm), Salmonella typhi (12mm), et non

inhibitrice sur Pseudomonas aeruginosa (< 10mm) (figure 23).

Les histogrammes et les figures suivantes nous montrent la sensibilité des souches

microbiennes vis-a-vis de nos huiles essentielles

Mentha piperita
35,00
N 30,00
@ 25,00
| .
hd
‘@ 20,00
=
© 15,00
0 10,00
0,00
E coli P aer B cere B subt salm Calbi A bras
Emoyenne ZI| 16,67 9 27 31,67 13,33 9 9

Figure 23 : Diamétre des zones d’inhibition de 1’huile essentielle de Mentha piperita

D’aprés la figure 23 nous remarquons que I’huile essentielle de M. piperita présente
une plus forte activité sur les bactéries a Gram(+) Bacillus subtilis, Bacillus cereus, que sur
les bactéries a Gram (-) Escherichia coli, Salmonella typhi, Cependant aucun effet inhibiteur
n’a été enregistré sur Pseudomonas aeruginosa, ainsi que la levure Candidat albicans et

champignon Aspergillus brasiliensis.
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Mentha pulegium

20 L7
20,07

30,00 25 H moyenne...

25,00 21,67 20,67

20,00
13,33

15,00 12

atre ZI

lame

10,00

D

5,00

0,00

Ecoli Paer Bcere Bsubt salm Calbi A bras

Figure 24 : Diamétre des zones d’inhibition de 1’huile essentielle de Mentha pulegium

D’aprés la figure 24 nous remarquons que I’huile essentielle de M. pulegium présente
une activité plus forte sur les bactéries a Gram(+) Bacillus subtilis, Bacillus cereus, que sur
les bactéries a Gram (-) Escherichia coli, Salmonella typhi. Nous distinguons également que
I’HE de M. pulegium présente une activité assez bonne vis-avis de Candidat albicans et
Aspergillus brasiliensis. Cependant aucun effet inhibiteur sur Pseudomonas aeruginosa n’a

été observé.
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A. brasiliensis

B. cereus B. subtilis S. typhi

Figure 25 : Zones d’inhibitions observées chez les souches microbiennes testées sous
le traitement de I’huile essentielle, N) M. piperita, F) M. pulegium.
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o Discussion :

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles extraites de M.pulegium et M. piperita

a éteé évaluée par la méthode de diffusion sur gélose :

Les résultats expérimentaux presentés dans le tableau 6, les figures 23 et 24 montrent
que I’huile essenticlle de la menthe pouliot est active sur toutes les souches testées a
I’exception de Pseudomonas aéruginosa, alors que la menthe poivrée est active que sur les
souches bactériennes testées, a I’exception de P. aerugenosa. Quant aux souches fongiques,

aucune activité n’a été observée.

Les huiles essentielles extraites de M. pulegium et celle de M. piperita ont montré un
effet antibactérien puissant vis-a-vis de bacillus cereus et bacilis subtilis. Elles ont généré
un effet antibactérien modéré a Iégerement inhibiteur pour les souches E. coli et salmonelle

typhi.
La résistance de Pseudomonas aeruginosa n’est pas surprenante car ¢’est une résistance
intrinséque & une large gamme de biocides. En effet, cette résistance est associée a la nature

de sa membrane externe (Haddouchi et al., 2009). D’aprés Hart et Shears (1997), cette

méme souche est résistante a la céfotaxime et a la gentamicine.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Ayaidia (2009) qui a montré que
I’huile essentielle de la menthe poivrée avait une activité non inhibitrice vis-a-vis de P.
aerugenosa et une activité inhibitrice sur E. coli. Lahrech (2010), a mis en évidence
I’activité antimicrobienne de M. pulegium, et a indiqué que I’huile essentielle de la menthe
pouliot avait une activité non inhibitrice vis-a-vis de la souche bactérienne P aerugenosa et

limite pour E. coli.

Moreira et al., (2005) ont utilisé plusieurs huiles essentielles extraites de nombreuses
espéces aromatiques appartenant a différentes familles, dont 1’une des espéces est M.
piperita, dans des tests d’antibiose contre quatre souches d’E. Coli. Les résultats de ses tests
ont montré que les différentes souches d’E.coli ont présenté une sensibilité moderée vis-a-
vis de I’action des huiles essentielles utilisés, cela est également en accord avec nos

résultats.

Selon Dorman et Deans (2008) les bactéries Gam- sont plus résistances que les Gam +
grace a la structure de leur membrane externe. Ainsi, la membrane extérieure des Gam - est
plus en lipo-polysaccharides et en protéines que ceux de la Gam + qui les rendent plus
hydrophiles, ce qui empéche les terpénes hydrophobes d’y adhérer. Dans notre étude cette
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affirmation a été montrée. Nous remarquons que les bactéries Gam + sont plus sensibles
aux huiles essentielles que les bacteries & Gam - qui réagissent differemment aux huiles

essentielles.

D’autre part, Zaika (1988), et Hussein (1990) ont indiqué que les bactéries a Gram
positif sont plus résistantes aux huiles essentielles que les bactéries a Gram négatif, ce

qui est contraire aux résultats que nous avons trouvés.

Cependant Eulgayer et al. (2001) donnent un autre avis et notent qu’il est tres difficile
de faire de telles généralisations, parce que chaque huile essentielle est unique dans sa
composition et chaque bactérie differe considérablement en structure et en fonctionnalité y

compris en pouvoir pathogéne.

Les levures et les champignons ont montré une sensibilité modérée vis-a-vis de 1’huile
essentielle de la menthe pouliot avec des zones de 21,67 mm pour C. albicans et 20,67mm
pour A. brasiliensis, alors que les mémes souches fongiques ont été testées avec I’huile

essentielle de menthe poivrée, elles se sont révélées résistantes.

Les travaux de Lahrech (2010) et Belghazi et al., (2002) mentionnent que Mentha
pulegium est dotée d’une activité antifongique élevée. Plus tard, chebli et al., (2003) ont
testée in vitro ’activité antifongique de I’huile essentielle de sept labiacées parmi elles la
menthe pouliot ; elles ont présenté une activité antifongique modeste, ce qui est encore
semblable a nos résultats

Concernant I’huile essentielle de M. piperita, les souches fongiques C. albicans et A.
brasiliensis ont présenté une absence totale de zone d’inhibition, ce qui réveéle une résistance

a I’égard de I’huile essentielle de M. piperita.

Plusieurs études ont été faites pour apprécier ’activité antibactérienne de huile
essentielle de M. piperita, mais rares sont les travaux qui ont porté sur I’activité

antifongique.

Nos résultats concordent avec ceux trouvés par Adjou et Soumanou, (2013) qui ont
fait une étude de ’activité antifongique de la menthe poivrée. En contrepartie, nos résultats
viennent confronter ceux trouvé par Belaoucha et al., (2012), qui signalent une faible
sensibilité de C. albicans vis-a-vis de huile essentielle de la méme espece récoltée de la

région de I’eucalyptus W. Alger.
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Conner et Bauchat (1984) ont suggéré que le mode potenticl de I’action des huiles
essentielles contre les champignons et les levures pourrait étre di a I’affaiblissement des
processus enzymatique impliqué dans la production énergétique et la synthése des

composants structu rales.

D’autre part, Knobloch (1989) a montré que les composés terpéniques des huiles
essentielles et plus précisément leurs groupements fonctionnels tels que les phénols et les
aldéhydes, réagissent avec les enzymes membranaires et dégradent la membrane plasmique
des levures. Aussi, Arras et al., (2001) ; De Billerbeck et al., (2001) in Amarti et al.,
(2010), ont indiqué que contre les champignons, les phénols terpéniques des huiles
essentielles provoquent plusieurs dégats tels que des perturbations morphologiques des
hyphes mycéliens, la rupture de la membrane plasmique et 1’altération de la structure des
mitochondries. Razzaghi-Abyaneh et al., (2008) ont également signalé des changements au
niveau de la mitochondrie, ainsi que la perturbation des membranes nucléaires et du

réticulum endoplasmique en présence de 1’huile essentielle.

D’aprés Daroui-Mokaddem (2012) L’activité antimicrobienne des extraits de plantes
est liée principalement aux profils chimiques. Selon Ghermen et al., (2002); et
Beganboula et al., (2004), I’activit¢ antimicrobienne de 1’huile essentielle de mentha
piperita est attribuée a son composé majoritaire le isomenthol appartenant a la classe des
alcools mono-terpéniques, alors que Hmiri et al., (2011) attribuent le pouvoir
antimicrobien de I’huile essentielle de M. pulegium a la pulegone. Cependant, EL ARCH
et al., (2003) in Saoudi (2013), indiquent qu’on ne peut pas négliger I’existence de

phénomene de synergie entre les composés majoritaires et minoritaires.

D’aprés I’expérimentation que nous avons effectuée, nous pouvons remarquer que
I’huile essentielle de Mentha pulegium posséde un effet antimicrobien trés important par
rapport a celui de Mentha piperita. Autrement dit I’huile essentielle de M. piperita est moins

active que I’huile essentielle de M. pulegium.
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I11. 2. Résultat de ’activité antimicrobienne des extraits aqueux :

L’activité antimicrobienne des extraits aqueux de M. pulegium et M. ppiperita a été

évaluée par la méthode de diffusion sur gélose (aromatogramme). Les résultats de I’activité

antibactérienne et antifongique des extraits aqueux de M. piperita des deux modes de

préparation sont rapportés dans le tableau 7.

Tableau 7 : résultat des tests d’inhibition de de I’activité antimicrobienne des extrait aqueux

par macération et infusion de Mentha piperita.

Extrait aqueux de Mentha piperita

Extrait aqueux de la macération

Extrait aqueux de I'infusion

. | Diamétre | Moyenne Degré Diamétre | Moyenne Degré
soucheteste | 7\ \nmy | diametre Zi | diinhibition | ZI (mm) | diamétre Zi | diinhibition |  Cra™
Eschirichi Abs Abs
SCC'OrI'iC 1a Abs Abs - Abs Abs - Gram -
Abs Abs
Abs Abs
Pse_udomonas Abs Abs - Abs Abs - Gram -
aeirugenosa
Abs Abs
" Abs Abs
BaC'. us Abs Abs - Abs Abs - Gram +
subtilis
Abs Abs
) Abs Abs
Bacillus Abs Abs - Abs Abs - Gram +
cereus
Abs Abs
Ssal I Abs Abs
t;;ihznone a Abs Abs - Abs Abs - Gram +
Abs Abs
did Abs Abs
Car_l loa Abs Abs - Abs Abs - levure
albicans
Abs Abs
" Abs Abs
Aspe_r_gl us Abs Abs - Abs Abs - moisissure
brasiliensis
Abs Abs

D’aprés les résultats obtenus, toutes les souches bactériennes et fongiques ont montré

une résistance vis-a-vis des extraits aqueux de M. piperita et cela peut étre observé dans les
figures 26 et 27.
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B. subtilis B. cereus

S. typhi P. aerugenosa

A. brasiliensis

Figure 26 : Tests d’activité antimicrobienne de I’extrait aqueux de M. piperita par
procédé de macération.
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C. albicans P. aerugenosa

E. coli B. subtilis

B. cereus

Figure 27 : Tests d’activité antimicrobienne de I’extrait aqueux de M. piperita par
procédé d’infusion.
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Les résultats de 1’activité antibactérienne et antifongique des extraits aqueux de M.

pulegium préparés par macération et par infusion sont rapportés dans le tableau 8.

Tableau 8 : résultat des tests d’inhibition de I’activité anti microbienne des extraits aqueux

de Mentha piperita de la macération et d’infusion

Extrait agueux de Mentha pulegium
Extrait aqueux de la macération Extrait aqueux de l'infusion
. | Diamétre l\/!oye\nne Degré Diamétre I\/I.oye‘nne Degré
souche testé diametre | ,.  .2." diamétre | ., .2... Gram
Z1 (mm) i d'inhibition | ZI (mm) i d'inhibition
Eschirichi Abs Abs
SCC'OrI'iC 1a Abs Abs - Abs Abs - Gram -
Abs Abs
Pseud Abs Abs
seudomonas Abs Abs - Abs Abs - Gram -
aeirugenosa
Abs Abs
Bacill Abs Abs
actiius Abs Abs ; Abs Abs - Gram +
subtilis
Abs Abs
Bacill Abs Abs
actlius Abs Abs - Abs Abs - Gram +
cereus
Abs Abs
Sal I Abs Abs
almonetia Abs Abs - Abs Abs - Gram +
typhi
Abs Abs
Candid Abs Abs
andida Abs Abs - Abs Abs - levure
albicans
Abs Abs
A i Abs Abs
SPErgiius Abs Abs - Abs Abs - moisissure
brasiliensis
Abs Abs

Les résultats des tableaux ci-dessus montrent que 1’extrait aqueux des deux modes de
préparations de Mentha pulegium n’ont pas d’activité inhibitrice vis-a-vis des souches

microbiennes testées. Cela peut étre observé dans les figures 30 et 31 (annexe 2).
o Discussion :

L’évaluation de la préparation des remedes traditionnels contre les microorganismes a
été évaluée par la méthode de diffusion sur gélose et par deux modes de préparation, la

macération et I’infusion pour Mentha pulegium et Mentha piperita. Les résultats
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experimentaux présentés dans le tableau 7 et 8, montrent la non activité des extraits aqueux
vis-a-vis des souches microbiennes testées pour les deux espéces. Ceci est dd probablement
a:

e |’absence de principe actif dans nos extraits aqueux ;

e La perte des principes lors de la préparation de poudre ;

e Incapacité des méthodes de préparation a extraire les principes actifs ;

e Dénaturation des principes actifs lors de I’extraction.

Cependant Hajlaoui et al., (2009), ont fait une étude sur ’activité antimicrobien de I’
I'extrait méthanolique de Mentha pulegium et Mentha longifoliai, et ont trouve des résultats
semblables aux nétres. Les travaux de Adjou et Soumanou (2013); signalent également une
résistance des souches testées vis-a-vis de 1’extrait aqueux de la menthe poivrée. Newton et
al., (2000) et Dulger et al., (2004) ont effectués une étude antibactérienne des extraits
aqueux et éthanoliques de quelques plantes correspondant a la famille des lamiacées, ils
indiquent aussi une résistance des souches testées. Par contre, Sgalli et al., (2007) ont testés
I’activité antibactérienne d’extraits aqueux de trente-six espéces de plantes, dont des
especes de la famille des lamiacées, au Maroc; ils indiquent que toutes les espéces ont

montré une activité antibactérienne. Cela n’est pas en accord avec nos résultats.

Selon Lee et al., (2003) in Djenat, (2012) I’extraction aqueuse menée a température
ambiante permet d’extraire le maximum de composés et de prévenir leur dénaturation ou
modification probable due aux températures élevées, utilisées dans d’autre méthodes
d’extraction, cela peut confirmer notre soupgon de la perte des principes actifs lors de la
préparation de I’extrait aqueux par infusion. Cependant, Ouldimam (2012) a étudié I’effet
biocide d’un extrait aqueux préparé par deux méthodes, ébullition et agitation, elle indique
que I’extrait aqueux de 1’ébullition a montré en generale une action inhibitrice alors que
I’extrait aqueux de I’agitation a montré un certain effet négatif presque sur toutes les
souches. Lee et al., (2003) in Djenat, (2012) indiquent aussi que le contenu total des
principes actifs et ’activité biologique de la plante dépend essentiellement de la méthode

d’extraction.

D’autre part, Bouguendora (2011), qui a etudié le pouvoir antioxydant et antimicrobien de
deux espéces de la famille des lamiacées, a indiqué que I’activité antimicrobienne des

extraits dépend non seulement des composés phénoliques mais, aussi de la présence de
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difféerents meétabolites secondaires. Dans notre travail ces composes phénoliques sont

soupgonnés d’étre dénaturés ou absents.

D’aprés nos résultats, il est possible de conclure que les huiles essentielles de la partie
aerienne de Mentha pulegium et Mentha piperita sont plus actives que leur extraits aqueux.
Des études ont montré que huile essentielle d’une plante avait un plus grand potentiel
antimicrobien que son I’extrait. Selon Hajlaoui et al., (2009) I'extrait méthanolique des
parties aériennes Mentha pulegium et Mentha longifolia n’ont montré aucune activité
antimicrobienne. Tandis que les huiles essentielles de ces deux espéces ont montré un effet

bactéricide contre les bactéries pathogénes.

I11. 3. Résultat de la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :

La détermination de la CMI a été effectuée pour I’huile essentielle de M. piperita et
M. pulegium, car elles présentent un spectre d’activité et un pouvoir inhibiteur élevé, que
les souches sensibles sont testées. Les résultats de cette étude sont présentés dans les
tableaux 9 et 10.

Tableau 9 : résultat des tests de CMI de Mentha pulegium sur les 6 souches microbiennes

menthe pouliot

dilution 50% 25% 12,5% 6,125% 3,06% 1,53% 0,76%
B.cerueus - - - + + + +
B.subtilis - - - - + + +
E.coli + + + + + + +
S.typhi - - + + + + +
A.brasilien - - + + + + +
C.albicans - - + + + + +

(-) absence de croissance ; (+) présence de croissance

La valeur de la CMI de I’huile essentielle de M. pulegium vis-a-vis de Bacillus subtilis
est de 6,125% et pour Bacillus cereus est de 12,5% alors que pour Candidat albicans,
Aspergillus brasiliensis et Salmonella typhi, est de 25%. Cependant Escherichia coli

présente une résistance au produit dilué.
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Tableau 10 : résultat des tests de CMI de Mentha piperita sur les 4 souches bactériennes

menthe poivrée
dilution 50% 25% 12,5% 6,125% 3,06% 1,53% 0,75%
B.cerueus - - - + + + +
B.subtilas - - + + + + +
E.coli - - + + + + +
S. tiphy - - + + + + +

(-) absence de croissance ; (+) présence de croissance

D’apreés les résultats du tableau 10, la valeur de CMI de I’huile essentielle de M.
piperita vis-a-vis des souches Bacillus subtilis, Escherichia coli, Salmonella typhi est de

25% alors que pour Bacillus cereus elle est de 12,5%.

Les figures ci-dessous nous montrent les résultats obtenus par les différentes souches.

Nous pouvons remarquer que la croissance microbienne augmente progressivement lorsque

la dilution est diminuée.

B. cereus B. subtillus

E. coli S. typhi

Figure 28 : CMI pour huile essentielle de M. piperita, 1) 50%, 2) 25%,
3) 12,5%, 4) 6,125%, 5) 3,06%, 6) 1,53% et 7) 0,76%.
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A.brasiliensis C. albicans

Figure 29 : CMI pour I’huile essentielle de M. pulegium, 1) 50%, 2) 25%, 3) 12,5%, 4)
6,125%, 5) 3,06%, 6) 1,53% et 7) 0,76%.
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Discussion :

Selon les résultats obtenus nous remarquons que B. subtilis s’est montrée la plus
sensible, elle a été inhibée a partir d’une concentration minimale de 6,125% par 1’huile
essentielle de la menthe pouliot. La concentration de 12,5% de I’huile essentielle de cette
derniére a été suffisante pour arréter la croissance de B. cereus, cette derniere a été inhibée
par la méme concentration de I’huile essentielle de la menthe poivrée. Alors que B. subtilis,
E coli, et S. typhi ont résistées jusqu’a 25% de la concentration de huile essentielle de
menthe poivrée. S typhi, A brasiliensis, et C albicans ont été inhibées a partir d’une
concentration minimale de 25% de I’huile essentielle, alors que E. coli a résisté a toute les

concentrations.

Selon Koba et al. (2004) et Webster et al. (2008) ont rapporté que le pouvoir
inhibiteur d’un extrait végétal vis-a-vis d’une souche microbienne peut connaitre différents
classements. Il peut étre excellent pour des CMI < 5%, intéressant pour des CMI entre 5 et
25%, faible pour des CMI entre 25 et 50% et médiocre ou nul pour des CMI > 50%.

Ainsi, d’aprés les résultats obtenus, les huiles essentielles de Mentha pulegium et
Mentha piperita présentent une activité antimicrobienne modeste, puisque des doses
moyennes entrainent 1’inhibition des microorganismes testés, a I’exception de E. coli qui

présente une résistance a huile essentielle diluée de la menthe pouliot.

A la lumiére de ces résultats, nous avons pu montrer que les huiles essentielles de
Mentha pulegium et de Mentha piperita sont dotées d’activités antimicrobiennes
remarquables mais 1’extrait aqueux n’a présenté aucune activité vis-a-vis des souches
testées. De ce fait, il serait tres intéressant de réaliser des études supplémentaires et
complémentaires sur ces plantes et de rechercher les molécules actives responsables de ces

effets trouvés.
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Conclusion :

Au terme de ce travail qui a porté sur l’extraction et 1’évaluation de [Dactivité
antimicrobienne des extraits aqueux et des huiles essentielles de deux plantes médicinales la
menthe poivrée et la menthe pouliot, ’extraction par hydrodistillation de type Clevenger des
parties aériennes séchées, a donné un rendement en huile essentielle de 1.2% et 1%

respectivement.

Les résultats de 1’activité antimicrobienne de I’huile essenticlle de Mentha pulegium a
montré qu’elle est fortement inhibitrice contre la souche Bacillus subtilis, et 1égérement
inhibitrice sur les souches, Bacillus cereus , Candidat albicans et Aspergillus brasiliensis ,
legérement inhibitrice sur Escherichia coli, Salmonella typhi, par contre elle est non

inhibitrice sur Pseudomonas aeruginosa .

Concernant I’huile essenticlle de Mentha piperita, nous avons constaté qu’elle est
fortement inhibitrice pour Bacillus subtilis, modérément inhibitrice sur Escherichia coli,
Bacillus cereus, et Salmonella typhi ; quand aux Pseudomonas aeruginosa et les souches

fongiques Candidat albicans et Aspergillus brasiliensis ils n’ont montré aucune sensibilité.

Cependant, toutes les souches microbiennes testées se sont révelées résistantes vis-a-vis
des extraits aqueux obtenus par infusion et par macération de Mentha pulegium et de Mentha

piperita.

La détermination de la concentration minimale inhibitrice des huiles essentielles de M.
piperita et M. pulegium, présente une activité antimicrobienne modeste, puisque des doses

moyennes entrainent I’inhibition des microorganismes testés.

Donc Il est important de poursuivre les travaux concernant ces deux plantes pour une

éventuelle formation médicamenteuse a base de Mentha pulegium et Mentha piperita.

Comme perspectives, et dans le but de confirmer et approfondir nos résultats, il serait

nécessaire également de :

» Tester d’autres méthodes d’extraction de 1’huile essentielle, et leur influence sur le

rendement et la composition chimique de cette derniére.
» Tester d’autres méthodes d’extraction des extraits ; exemple par solvant

» Faire une étude analytique détaillée a 1’aide de techniques plus performantes comme
la CG (chromatographie gazeuse) ou la CG-MS (chromatographie gazeuse couplé a la

spectrophotométrie de masse) et RMN (résonnance magnétique nucléaire) pour
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identifier et quantifier les composes actifs de la plante étudiée et leurs effets

thérapeutiques.

Faire une recherche supplémentaire sur la composition chimique de chaque extrait est
plus que nécessaire pour comprendre 1’évaluation de composés présentant 1’activité

antimicrobienne.

Tester ces huiles essentielles vis-a-vis d’autres agents microbiens afin de confirmer

leurs efficacités et de donner naissance a une alternative au antibiotique.
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Annexe 1 :

Y

Anse de platine,
Ballon de 500 ml,
Bec bunsen,

Boite de Pétri,
Becherecher,
Barreau magnétique,
Crayon marqueur,
Ecouvillon,
Etiquette,
Erlenmeyer,
Gants,

Papier aluminium,
Papier buvard,
papier filtre
plaque chauffante
Regle

Pince,

Pipette pasteur,
Portoir,

Seringue,

vV V.V V V V V V VYV V V V V V V V V V V V

Tube a essal,
y  Réactifs :
» Alcool,

> Eau distillé,
> Eau physiologique a 0.9%.



Annexe 2 :

B. subtilis B. cereus

C. albicans

A. brasiliensis

Figure 30 : tests de ’activité antibactérienne de 1’extrait aqueux de M. pulegium
par procédé d’infusion.



C. albicans P. aerugenosa

S. typhi B. cereus B. subtilis

A. brasiliansis

Figure 31 : Tests de I’activité antimicrobienne de I’extrait aqueux de M. pulegium
par procédé de macération.



Annexe 3 :

Figure 32 : Etuve d’incubation 37°C

Figure 35 : hydrodistillateur

Figure 36 : Réfrigérateur



Annexe 4 :

+¢ La composition des principaux milieux de cultures utilisés :

> Gélose nutritive

T VL0 L= L - 29

EXtrait de VIanQe. . ..ottt et e e e 19

0 P 5g

N L 50

T (0 15¢
Ph=7,4

> Mueller-Hinton

Extrait de viande de boeUT. ..., 300g

Infusion de viande de boeUf....... ... 17.5g

HYdrolySat 08 CASEINE. .. .. .ovieie it e e 1.5g

L2 1T P 10g
Ph=7,4

PePLOne. ... 10g
GlUCOS . ..ttt et e e e 20g
N 159
BaU diStill€e. ... ..o 1000ml
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