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INTRODUCTION




I ntroduction

Les vertus thérapeutiques des essaroesatiques sont connues depuis l'antiquité ;
Cependant l'intérét accordé a I'étude scientifiguepouvoir des plantes aromatiques et
médicinales n'a augmenté que durant ces derniémeses dans le but de rechercher des
alternatives aux substances chimiques qui présedemnrisques pour la santé humaine et
pour I'environnement. La recherche de nouvelleséaudes bioactives s’est orientée vers la
lutte biologique par l'utilisation de substancesunalles antioxydants et antimicrobiennes
pouvant constituer une solution alternative auxdpits chimiques. Parmi ces substances
naturelles figurent les métabolites secondaires plastes tels que les polyphenols et les

flavonoides et les huiles essentiell&hézghazi, et, al 2013).

L’Algérie, de par sa situation géodragpie particuliere, offre une végétation riche et
diversifiée. Un grand nombre de plantes aromatigyssussent spontanément. L'intérét porté
a ces plantes n'a pas cessé de croitre au coucesleernieres années. Plus de 25% des
especes de la flore locale sont reconnues comnmé @¢g espéces a vertus médicinales et

aromatiques.

Mentha pulegium est une plante connue pour ses propriétés phalogaqoes et
biologiques, elle appartient a la famille des Lare&e, un genre qui est représenté par 5
especedMentha- pulegium, Menthon-gifolia, Mentha-spicata, Menthaa-quaticaand Mentha-
rotundifolia. Les fleurs de cette espéce sont utilisées commtiéussives, antiseptiques.
Plusieurs travaux ont étudié l'activité antifongiqeet antimicrobienne de cette espece
(Ghazghazi, €t, al 2013).

Notre travail consiste a une étude camafive des effets biologique (antibactériens et

antioxydant) de I'huile essentielles et de I'extejueux dévientha pulegium
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Chapitre | Antibiothérapie et phénomene de résistance

Depuis leur découverte, les antibiotiques se sont révélés trés précieux dans la lutte contre les
maladies d’origine bactérienne touchant I’homme et les animaux. Mais le monde bactérien
s’est adapté aux antibiotiques et cela s’est traduit par I’émergence de souches résistantes chez
I’homme, chez les animaux et dans I’environnement. L’existence de ces bactéries résistantes a

des conséquences sur la santé publique et I’hygiéne de I’environnement (J.F. Guillot, 1988).

Dans ce chapitre, Le phénomene de résistance aux antibiotiques, les maladies et les bactéries

résistantes sont traités succinctement.
|.1. pathologieinfectieuse

Le corps humain contient normalement des milliers d’especes bactériennes ainsi qu’un
plus petit nombre de virus, de champignons et des protozoaires ; Ce sont, pour la plupart, des
commensaux, ce qui signifie qu’il vivant en parfaite harmonie avec I’hnomme sans cause de
dommages. lls ne sont pas tous présents en permanence dans I’organisme, mais ils sont tres
nombreux. A chaque individu correspond un spectre particulier d’espéce et de souche
(Schaechter et al ,1999).

|.2. Antibiothérapie

L’antibiothérapie dite « probabiliste » correspond a une prescription
d’antibiotique(s), elle est réalisée avant de connaitre la nature et/ou la sensibilité du ou des
micro-organismes responsables de I’infection. Elle doit alors correspondre au traitement
admis pour étre régulierement efficace dans la situation en cause. Il ne s’agit pas d’une

antibiothérapie “ a I’aveugle ” mais au contraire d’une prescription raisonnée prenant en
considération tous les éléments disponibles pour effectuer le meilleur choix possible (
Montravers et al ,2004) . Cette stratégie de traitement repose sur I’usage des antibiotiques
qui sont des substances chimiques éaborées par des micro- organismes capables d'inhiber la
multiplication (action bactériostatique) ou de tuer (action bactéricide) d'autres micro-

organismes (Catherine Grundy, 2005).

La définition des antibiotiques vis a vis desquels la souche bactérienne isolée est sensible est
un examen de laboratoire de bactériologie connu sous le nom antibiogramme.Cet examen
permet ainsi de Guider la prescription et la surveillance de la survenue et I'évolution des
résistances acquises. Il implique au préalable de pratiquer les prélévements bactériologiques

nécessaires, de fagcon impérative avant le début d'une antibiothérapie (Danielle, 2014).
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[.2.1. Mode d'action desATB

Les antibiotiques agissent a un niveau précis des structures bactériennes. Les

principales cibles sont:

la paroi bactérienne : inhibition de la synthese de la paroi (ex : vancomycine,

fosfocyne, penicillines).
la membrane cytoplasmique (ex polymicines).

I'ARN des ribosomes : inhibition de la synthese des protéines (ex: macrolides,

tetracyclines, chloramphenicol, aminoside).
I'ADN bactérien : inhibition de sa synthese (ex : quinolone) (Yvon ,2012).
|.2.2. Antibiorésistance

Depuis I'introduction des ATB en thérapeutique, on assiste a l'émergence tres rapide
de nombreuses souches bactériennes devenues insensibles a un ou plusieurs ATB. Cette
résistance est I'un des problémes rencontrés les plus aigus de la thérapeutique en ville et
surtout a I'ndpital ; Le nombre dATB efficaces se restreint : c'est un probleme de santé

publique (j. Francois, 2001).

La résistance naturéelle : elle existe d'emblée si |e germe n'appartient pas au spectre de
I'ATB.

La résistance acquise : €elle est due a I'emploi abusif dATB (ceux-ci n'exercent plus
d'effet sur des germes antérieurement sensibles). Cette résistance est due a l'apparition
de germes mutants dus au traitement par ATB lui-méme. Elle est notamment le
résultat d'une prise de trop courte durée de I'ATB ou d'une auto meédicamentation
répétitive. La résistance est croisée dans une méme famille (ex: résistance a toutes les

pénicillines).

Pour conclure, il est important de
pratiquer un antibiogramme avant tout traitement ( quand cela est possible)
respecter la durée de |'antibiothérapie;

éviter |'auto médicamentation (Catherine Grundy, 2005).
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Chapitre

1.2.3. Maladies et bactériesrésistantes aux antibiotiques

L es bactéries résistantes aux antibiotiques causent des maladies qui sont difficiles

atraiter et qui sont parfois mortelles. Ces bactéries résistantes aux antibiotigues se propagent

auss facilement parmi les personnes que les bactéries qui ne le sont pas (Guillot, 1988).

1.2.3.1. Maladiesrésistantes aux antibiotiques

Le tableau ci-dessous représente les principales maladies résistantes aux

antibiotiques.

Tableau N°01: Exemples de maladies résistantes a I’antibiothérapie ( yves,2000)

Maladie

Description

Gonorrhée (Neisseriagonorrhoeae)

une infection transmissible sexuellement
courante. Certaines souches de gonorrhée
sont devenues plus résistantes  aux
antibiotiques, donc plus difficiles a traiter. 1l
est maintenant recommandé que la gonorrhée
soit traitée avec une  combinaison

d'antibiotiques.

Pneumonie une maladie qui affecte les poumons. Elle a
plusieurs causes, y compris les bactéries et
les virus. Les symptdmes sont notamment la
toux, les douleurs thoraciques et lafievre.

Tuberculose une maladie grave qui affecte habituellement

aux poumons. Elle est causée par une
bactérie qui se propage dans l'air. Les
symptébmes sont notamment : Une toux qui

dure plus de deux semaines; fievre; manque
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d'appétit; sueurs nocturnes; faiblesse et
fatigue; douleurs thoraciques; perte de poids;

frissons.

1.2.3.2. Bactéries résistantes aux antibiotiques

De nombreuses souches bactériennes de sont devenues résistantes aux antbiotiques.
Letableau N°02 illustre quelques exemples de bactéries résistantes aux antibiotiques.

Tableau N°02 : Exemples de bactéries résistantes aux antibiotiques

Bactérie Description

Campyl obacterjguni L'utilisation des antibiotiques chez les
animaux est probablement Il'un des
principaux facteurs contribuant a cette

résistance de cette bactérie.

E. coli Certaines bactéries qui provoguent les
infections E.coli peuvent résister aux
antibiotiques utilisés pour les traiter. Si elles
deviennent résistantes a plus dun
antibiotique, le traitement sera complexe et
dautant plus difficile

Saphylococcus aureus Certaines souches, résistantes a |'antibiotique
meéthicilline, sont connues sous le nom de
Saphylococcus aureus résistant a la
meéthicilline (SARM). Lorsgu'elle n'est pas
traitée, l'infection aux SARM peut entrainer
de graves complications, parfois mortelles,
comme des infections du sang, , des os et des
poumons (telles que la pneumonie). On
rencontre le plus souvent le SARM dans des
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établissements de soins de santé.
Salmonella Les Dbactéries de type Salmonella

provoquent une gastro-entérite appelée
samonellose. Les symptdmes sont les
suivants: diarrhée, vomissements, crampes
abdominales et fievre. Les antibiotiques sont
utilisés pour traiter les cas graves. Certaines
bactéries  Salmonella  sont  devenues
résistantes a de nombreux antibiotiques

couramment utilisés.

Entérocoques résistants a la vancomycine

L es entérocoques résistants a la vancomycine
(ERV) sont résistants a l'antibiotique
vancomycine. Les personnes qui ont été
traitées avec la vancomycine présentent un
risque plus élevé de développer une infection

aux ERV.
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Chapitre Il Plantes médicinales et innovation thérapeutique

La médecine traditionnelle apparait comme I’alternative la plus appropriée pour combler les
carences en besoins sanitaires dont les populations aspirent. Au niveau politique, I’adoption
du document cadre de politique nationale en matiere de médecine traditionnelle et de la
pharmacopée a renforcé I’importance que les pouvoirs publics attachent a la Médecine
Traditionnelle aujourd’hui (A1 D, 2003).

[l .1. Plantes aromatique et médicinales

Au niveau scientifiqgue, de nombreux travaux (ethnobotaniques, biochimiques et
d’essais cliniques) sur les plantes médicinales sont realisés dans le souci de mieux connaitre

ledit patrimoine culturel afin d’y apporter une justification scientifique.

Actuellement, les plantes médicinales et aromatiques (PMA) représentent une source
considérable et permanente pour I’extraction de principes actifs. Plus de 200 spécialités
pharmaceutiques a base de plantes existent. Au niveau national, plus de 71 % de personnes

interrogees utilisent des PMA pour se faire soigner (Al D, 2003).

I1.1.1.Principaux substances issues des plantes médicinales
Les plantes synthétisent les éléments du sol et de I'atmosphére qu'elles absorbent
par lesracines et par les feuilles : I'eau, I'acide carbonique et les matieres minérales et

inorganiques. Les principaux métabolites specialisés sont :
L esflavonoides, la rutine : qui renforcent les parois des capillaires sanguins,

Les corps terpéniques: (dérivés du terpéne, parmi lesquels le menthol, le camphre,
etc.). A noter que les corps terpéniques forment la base des stéroides qu'on retrouve

dans de nombreuses vitamines,
les saponines (sapo = savon) : sont utilisées comme expectorants et diurétiques,

les alcaloides: a effets thérapeutiques nombreux mais qui peuvent étre auss des

poisons mortels (Balliere ,1987).

D’autres métabolites spécialisés agissent contre les allergies, I'nypertension, les maladies
infectieuses et forment méme la base de produits anticonceptionnels (Balliere ,1987).

Il .1.2. Production des plantes médicinales
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Il s’agit d’un projet type, identifié pour la production des plantes aromatiques et
médicinales en « bio » avec installation des unités de séchage. D’aprés Koller (2013), Ce

projet peut étre réalisé dans toutes les régions en passant par |es étapes suivantes :
Choix des especes

Culture: La culture des plantes médicinales requiert des soins attentifs et une gestion
adéguate. Les conditions et la durée de culture dépendent de la qualité des matieres

végétales rechercheées.

Choix du site de culture: La matiére veégétale dérivée de la méme espece peut
présenter des différences importantes de qualité d'un site de culture a un autre, du fait

de I'influence du sol, du climat et d'autres parameétres.

Période de récolte et les techniques de cueillette: Les propriétés des plantes
dépendent essentiellement de la région de production, de la période de récolte et des
techniques de cueillette. La connaissance du calendrier des récoltes et des techniques
de cueillette et de conservation doit toujours étre considérée afin de garantir la qualité
des produits.

Conservation des plantes : apresleur séchage, les plantes doivent étre stockées
Il.1.3. Activitésbiologiques des PAM

A I’heure actuelle, les plantes sont encore le premier réservoir de nouveaux

médicaments, des huile essentielles, des polyphénols, les akaloides, les flavonoides....

Les huiles essentielles et les extraits agueux sont les matrices végétales les plus
utilisés en médecine aternative (Reymonde et al, 1997). Le tableau N°03 représente les
activitésles plus intéressantes des PAM.
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Tableau 03 : activités biologiques des PAM (Gaetz et al, 2012).

Plantesa | Broncho-pulmo- | Urinair | ORL- | cutané | Intestin | Autre |terrain
huile naire e stoma- al
essentielle i tologie
gynéco
S
Cloude Hépatit | Thyroide
girofle e )
Hypotension
Gram+ o
Diabéte
Virus )
Rhumatologie
Parasit o
Vagomi-métique
es
amibes
myrte Bactéri | Diabéte
e
virus
Géranium Bactéri | Sympatholytig-
e ue
Intestin
aes
Serpol et Antitussif virus Digestif
bacteéri _
Expectorant... Spasmolytique
e
| Diuretique
helmint
hes
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Thym Anti- Bactéri | Fortifiant
inflammatoire des eVirus | Vagolytique
Mycos ) _
MUQUEUSES . . . tonicardiagque
e
herpes
eucalyptus parasite | Tonique
S .
Cardiaque
Diabete
Cannelle Colibac | Action sur le
de ceylan ille complément C
Virus
bactéri
e
Lavande Mycoe | Sédatif
vraie ] .
Staphyl | utérotonique
ocoque
Romarin Colibac | Vagomimétique
ille .
Draineur
stimulant
Cardio-
vasculaire
Pin Infectio | Anti-
n inflammatoire
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chroniq
ue
Sauge Gram- | Antisudoral
officinde _ o
virus Diabéte
Stimulant
cardio-
vasculaire
Camomill Mycos | Neuroveégétatif
e e i
Emménagogue
Bactéri
Mucotrope
e
Parasit
es
muque
us
Genévrier Bactéri | Draineur
e .
Sudorifique
. ... plus efficace . .. Efficace . - moins efficace

I1.2. Matrices végétales d’intérét médical
[1.2.1. Huiles essentielles
[1.2.1.1. Définition

Les huiles essentielles peuvent aider a lutter contre les infections qui se
transmettant de plus en plus facilement dans les bureaux, les locaux publics, les écoles, les
creches et méme les hopitaux. Grace a leur pouvoir antiseptique, les huiles essentielles
peuvent permettre d’assainir I’air ambiant ou les systéemes de ventilation et limiter ainsi la

propagation des germes microbiens. En phytothérapie, les huiles essentielles sont utilisées

11 |
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pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies infectieuses d’origine bactérienne
(Billerbeck, 2007)

1. 2.1.2. Mode d’action antimicrobienne des huiles essentielles

Du fait de la variabilité des quantités et des profils des composants des huiles essentielles, il
est probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable a un mécanisme unique,
mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire. Le mode d’action des huiles essentielles
dépend en premier lieu de type et des caractéristiques des composants actifs, en particulier
leur proprieté hydrophobe qui leur permet de pénétrer dans la double couche

phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne (El-amri et al.. 2014).

Les principaux mécanismes et sites d’action des différents constituants des huiles essentielles

sont :
I’altération de la paroi cellulaire
la dégradation de la membrane cytoplasmique.
I’altération des protéines membranaires.
lafuite du contenu cellulaire.
la coagulation du cytoplasme.
I’épuisement de la force de mouvement des protons.

Une caractéristique importante des huiles essentielles est leur caractere
hydrophobe, ce qui leur permet de s’insérer dans les couches lipidiques de la membrane
cellulaire bactérienne et des mitochondries, perturbant les structures et les rendant plus
perméables. La fuite des ions et autres constituants de la cellule peut alors se produire (Gaetz
et al, 2012).

11.2.1.3. Activité antioxydants des huiles essentielles

De nombreux travaux sur les activités antioxydants des huiles essentielles d’une
grande variété de plantes aromatiques montrent que ces propriétés sont en relation avec la
composition chimique, Bouzouita et al (2008) ont rapporté que les activités antioxydantes

sont dues ala présence de composés qui comportent le groupement hydroxyle.
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[l .2.1.4. Mode d’extraction des huiles essentielles
Il .2.1.4.1. Enfleurage

L’enfleurage est I’'un des plus anciens procédés. Il est basé sur I’affinité des
parfums pour les graisses et il concerne les plantes qui maintiennent leur parfum aprés avoir
été cueillies (comme le jasmin ou latubéreuse) ; Cette technique d’extraction est pratiquement
en voie de disparition en raison de son codt éleve. Elle nécessite en effet une main d’ceuvre
importante (Paris et Purabielle, 1981).

Il .2.1.4.2. Hydro-distillation

L hydro-distillation est I’un des procédes les plus simples et le plus ancien. Il
repose sur le fait que la plupart des matieres odorantes peuvent étre entrainées a la vapeur
d’eau. L’appareil utilisé est un alambic, son but est d’entrainer avec la vapeur d’eau les
constituants volatils des produits bruts (M chammdi, 2006).

Il .2.1.4.3. Entrainement ala vapeur

L’entrainement a la vapeur séche est adopté pour éviter certains phénomeénes
d’hydrolyse sur des composants de I’huile essentielle ou des réactions chimiques pouvant
altérer les résultats (L uicita, 2006).

Il .2.1.4.4. Extraction par solvantsvolatils

Les solvants utilisés, comme I’hexane, ont un tresgrand pouvoir de solubilisation

et sont facilement éliminés grace aleur volatilité ( Mohammdi, 2006).
Il .2.1.4.5. Extraction au CO2 Supercritique

Un des procédés d’extraction les plus récents, il permet d’extrare a froid des

matieres premiéeres végétales utilisant le gaz carbonique ou CO2 (Bousiba, 2004).
Il.2.1.4.6. Expression

Cette technique d’extraction est utilisée pour I’obtention des essences d’agrumes
ou hesperidés : bergamote, citron, mandarine, etc. L’huile essentielle est contenue dans le
zeste, partie superficielle de I’écorce des fruits. Autrefois, la méthode dite « a I’écuelle »
consistait a frotter le fruit, manuellement, dans un bol en bois dont I’intérieur était garni de
picots (Roux, 2008).
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Il .2.1.4.7. Extraction par micro-ondes

Dans ce procédé, la plante est chauffée sélectivement, par un rayonnement micro-
onde, dans une enceinte, dont la pression est réduite de fagon sequentielle. L’HE est entrainé
dans le mélange azéotropique, formé avec la vapeur d'eaupropre a la plante traitée. Ce
procédé est trés rapide et peu consommateur d’énergie, il fournit un produit de quantité
supérieure a celle d’hydro distillation (Paris et Hurabielle, 1981).

Il .2.1.4.8. Extraction par percolation : Soxhlet

La percolation consiste a faire passer lentement un solvant a travers une cartouche
de papier épais et poreux ou une pochette de papier filtre. Elle présente I’avantage de ne pas

nécessiter beaucoup de solvants (M akhlouf, 2002).
I1.3. Extrait végétal
11.3.1. Définition

L’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a recu un grand intérét dans la
recherche biomédicale ; Une telle thérapie prévient I’apparition des effets secondaires
observés lors de I’utilisation des médicaments de synthese chimique. L’analyse quantitative
des extraits des plantes est représentée par |e dosage spectral des deux substances biactives :

les polyphénols et les flavonoides (Bousiba, 2004).
11.3.2. Polyphénols

L es composés phénoliques ou les polyphénols (PP) sont des produits du métabolisme
secondaire des plantes, sont reconnus pour leur activité antioxydante ce qui explique leur réle
potentiel dans la prévention de plusieurs maladies associées au stress oxydatif : cancer, les
maladies cardiovasculaires et neuro dégénératives...(Bousiba, 2004) .

[1.3.3.Flavonoides

Les flavonoides ont suscité I'intérét scientifigue depuis plusieurs décennies et ils
jouent un réle de protection contre les effets néfastes des rayons ultraviolets en agissant
comme antioxydant. Ils sont capables dinactiver et de stabiliser les radicaux libres gréce a
leur groupement hydroxyle fortement réactif. 1ls inhibent aussi |'oxydation des Lipoprotéines
de basse densité (LDL) et, de ce fait, il peuvent prévenir |'athérosclérose et diminuer les
risques de maladies cardiovasculaires (Bousiba, 2004) .
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11.3.4. Techniques de préparation de I’extrait végetal
11.3.4.1.Macération

La macération se fait dans un extracteur mis au point par nos soins, Ceci nous
permet d’extraire au maximum les principes actifs des plantes. La macération peut étre
effectuée a froid ou a chaud. L’extrait obtenu est pressée puis filtrée entre 0,2 p et 250 u
(Mohammdi, 2006).

I1.4. Menthapulegium

Connue sous le nom vernaculaire frangais ‘Menthe pouliot’ et arabe ‘Fliyou’- est I’une
des principales PMA utilisées et commercialisées. Appartenant a la famille des Labiées, elle
est utilisée fréquemment en medecine traditionnelle contre I’asthme, la toux, I’enrouement, le
hoquet et les affections gastriques (A.Adossides, 2003).

Elle est reconnue comme stimulante et excitante du systeme. La Menthe pouliot est
également utilisée en pharmacologie, en parfumerie, en confiserie, en alimentation et dans
I’industrie des liqueurs. La commercialisation de la Menthe Pouliot se fait sous forme d’huile
essentielle dont la production connait des fluctuations tres significatives d’une année a I’autre
(AID, 2003). Letableau N°04 représente une fiche d’identification de Menthapuligium
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Tableau 04 :fiche d’identification déMentha-pulégiunfAdossides, 2008

Mentha pulégium | Menth&ouliot
Synonymes PULEGIUM VULGARE Mill.
Plante vivace de 10-50 cm, velue-grisatre ou gkadenete, a odeur tres forte - tiges
dressées ou étalées-ascendantes - feuilles
petites, courtement pétiolées, ovales ou oblongusstuses ou subaigués,
denticulées ou presque entiéres, les floralesquuges quelles glomérules
Propriété i o - - . L
- fleurs rosées ou liliacées, en verticilles nomub; tous axillaires, écartés,
multiflores, trés compacts - calice velu, tubuleaxgorge fermée par des pails
connivents, sub-bilabié a 5 dents inégales, lesf&ieures plus étroites - corolle
gibbeuse d'un coté a la gorge - carpelles ovoldess
Ecologie Lieux humides, dans toute la France et la Corse.
Répartition Europe ; Asie occidentale ; Afrique septentrionadenérique.
Floraison Juillet-octobre.
regne plantae
—— —
Classification division Magnoliophyta
—— —
botanique .
Classe — — Magnoliopsida
Famille — — Lamiales
Genre Mentha
— —
Espece M. pulegium
— L

16 |



PARTIE
EXPERIMENTAL




CHAPITRE : 1

MATERIEL ET
METHODES




Chapitre | Matériels et méthodes

|.1. Objectif

Notre travail consiste a une éude comparative des effets antibactériens et antioxydant de
I’huile essentielle et de I’extrait aqueux d’une plante bien connue pour ses vertus

thérapeutiques : Mentha-puligum
|.2. Période et lieu de travail

L’étude expérimentale a été realisée au niveau de |aboratoire de recherche sur
amélioration et valorisation des production animales locales de lafaculté centrale, et le
laboratoire pédagogique de microbiologie de la faculté de SNV de I’Université d’lbn
Khaldoun de Tiaret durant la période alant de 17 Février au 03 juin 2015.

|.3. Matériels utilisés
.3.1. Matérielsdelaboratoire

L’ensemble du matériel de laboratoire (Appareillage et petits matériels, Verreries, Milieux de

culture et produit consommable) est récapitulé dans | e tableau N°05.

Tableau N°05 : Matériels de laboratoire utilisés

Appareillage et petits Verreries Milieux de culture et produits
matériels consommables
Microscope optique Bicher Bouillon nutritif (BN)
Agitateur Boit Pétri Muller Hinton (MH)
Autoclave Eprouvette Chapman
Etuve Epuisette Mac conky
Incubateur Corset Alcool
Hydrodistilleuse Tubes essais M éthanol
Incubateur & 37¢° Buchner L’eau distillee
Spectrophotométre Catéchine
Pipette pasteure Acide gallique
L’once métallique Ferro- cyanure
Les pinces Papier absorbons
Spatule Papier filtre
Barométre
Centrifugeuse
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|.3.2. Souches microbienne utilisées

Le choix des bactéries a été porté sur deux souches fréquentes en pathologie humaine. Ces
especes sont souvent responsables de toxi-infection alimentaire (TIA), constituent ainsi un

probléme majeur de santé publique.
Nous avons sélectionné:
» Une bactérie a Gram négatif : Echerchia coli (ATCC : 10536)
» Une bactérie a Gram positif : Saphylococus aureus (ATCC : 25922)

Les souches ont éte fournies par le laboratoire de recherche sur I’aromathérapie et santé

animale, Université Ibn Khaldoun de Tiaret.
1.3.3. Matiére végétale

Mentha-puligum Pouliot: pulegium vulgare mill
1.3.3.1. Description botanique

Mentha-pulegiumest uneplante vivace de 10-50 cm, velue-grisétre ou glabrescente, a
odeur trés forte - tiges dressées ou étal ées-ascendantes — feuilles petites, courtement pétiol ées,
ovales ou oblongues, obtuses ou subaigués, denticulées ou presque entieres, les florales plus
courtes que les glomérules - fleurs roseées ou lilacées, en verticilles nombreux, écartes,
multiflores, trés compacts - calice velu,tubuleux, a gorge fermée par des poils connivents,
sub-bilabié a 5 dents inégales, les 2 inférieures plus étroites - corolle gibbeuse d'un coté a la
gorge - carpelles ovoides, lisses (Figure N°01) (Boukhris, 2009).

Figure N°01: Aspect morphologique de Mentha- Pulegium
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1.3.3.2. Classification botanique

Le tableau N°06 montre la classification botanique de la menthe pouliot (M.

pulegium).

Tableau N°06 : Classification botanique de M. pulegium(Alaoui Boukhris, 2009).

Régne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Mentha
Espece M. pulegium
|.4. Méthodes

|.4.1. Protocole expérimental

L’ensemble des démarches expérimentales réalisées durant cette

représentées dans lafigure N° 02

étude sont
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[ Matiéres premieres W

A 4

Récoltes et triage | [ Plante ]

A 4

Séchage a 80°C/
Broyage (poudre de
0.250mm de

diameétre
) [ Préparation des extraits

A 4
ﬂ’extrait aqueux :

- Macération alatempérature
ambiante durant une nuit ;

- Macération a70°C/ 3j;

N

~

- Sonification : 52KHZ/ 45min

\ 4
[ Souches microbiennes }

!

[ Confirmation de I’espece : \]

Coloration de Gram

!

[ Préparation des aliquotes et }

conservation

!

Préparation desinocula : Standardisation
de I’inoculum de chaque espéce a 10° et
10" germes/ml sur I’échelle 0.5 de
MacFarland

/

A 4

L’huile essentielle par [ Extrait retenu 1 <«— | Sdection de meilleur extrait

hydroditillation

|

A

Estimation du rendement et

Evaluation de I’activité antioxydante de I’huile et
de I’extrait aqueux retenu : Détermination du
pouvoir reducteur

T

J

Evaluation sur milieu solide de I’activité
antimicrobienne de I’huile et de I’extrait aqueux :
Détermination de A%, 1%, CMI

Bl

-«

Evaluation sur milieu liquide de I’activité
antimicrobienne de I’huile et de I’extrait
agueux : Déermination de: 1%, CMI, CI50,
CI25, CMB

1

A 4

Dosage de métabolites :
polyphenols totaux et flavonoides

Figure N°02 : Schéma représentatif du protocole expérimental
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|.4.2. Testes phytochimiques
1.4.2.1. Récolte et préparation dela plante
1.4.2.2. Préparation du matériel végétal et extraction

Les feuilles et les fleurs de la plante récoltée ont été triées et séchées a I’air libre ; Une fois

séchées les fedilles et les fleurs sont broyées par un broyeur électrique pour avoir une poudre
fine de 0.250 micrométre. Ces poudres sont ensuite conservées dans des flacons, en verre
hermétiquement fermés a basse tempéature en vue de procéder aux différentes
manipulations.

1.4.2.2.1. Extraction de I’huile essentielle

L’extraction de I’huile essentielle a été effectuée par hydrodistillation dans un
appareil de type Clevenger en adoptant la technique de Bekhechi e al(2008); 100g de poudre
du matériel végétal sont mélangés avec700 ml d’eau distillée. Le mélange a été distillé
pendant 3 heures. Les huiles essentielles moins denses que I’eau surnagent a la surface, elles
ont été recueillies et conserveées au réfrigérateur a 4 °C dans des bouteilles sombres afin de les
préserver de lalumiére et delachaleur.

Figure N°03: Dispositif d’hydrodistillation

1.4.2.2.2. Préparation de I’extrait aqueux

La préparation de I’extrait aqueux a été réalisée selon trois techniques
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1.4.2.2.2.1. Extraction par ultrason

L’extraction par sonification est réalisée en adoptant la technique décrite par Wen.
H et al, (2009), 10g de poudre de M. pulgium sont melangé avec 150 ml d’eau distillée puis le
mélange est placé dans le sonificateur et exposé a une fréquence ultrasonique de 52 KHZ

pendant 45min min.
1.4.2.2.2.2. Extraction par macération ala température ambiante
Cette extraction est réalisée en adoptant |e protocole de weihua et al (2008).

10g de poudre fine (0.250mm) de M. pulegiumont é&é macérés dans 150ml d’eau

distillée a une température ambiante pendant 3 jours.
1.4.2.2.2.3. Extraction par maceération a hautetempérature

Un mélange de 10g de la poudre de M. pulegium et 150ml d’eau distillée a été
réalisé pour obtenir un extrait agueux apres une macération a une température de 70°C
(Ligang et al., 2008).

Une fois récupérés par filtration, les extraits sont ensuite étuvés a 60°C et avant
d’étre reconstitués dans un volume adéquat du solvant le rendement de chaque technique

d’extraction est estimé. Le pourcentage en extrait bruts a été estimé par la formule suivante :

R (%) =M°-M /5 x 100 (R : rendement exprimeé en % ; M° : masse en gramme de matériel

végétal traité; M : masse en gramme de I’extrait sec résultant)(Wang et al, 2014).
1.4.2.3. Dosage de poly phénols totaux et desflavonoides de I’extrait aqueux

Nous avons procédé a I’analyse des extraits de Thymus fontanessi par des dosages
spectrophotométriques.

1.4.2.3.1. Dé&ermination du taux de polyphenols totaux

La teneur en polyphénols totaux de I’extrait obtenu a été déterminée en utilisant la technique
de Djaridéne et al. (2005), un volume del00 pl de I’échantillon est mélangé avec, 500 pl du
réactif Folin—Ciocalteu (10 fois dilué) et 1000 pl d’eau distillée, I’ensemble des tubes est
incubé a la température ambiante pendant 1 min. Ensuite 1500 pl d’une solution de carbonate
de sodium (NaCO3) a 20% sont gjoutés. Apres agitation le mélange est incubé pendant

2heures a I’ombre, L’absorbance a été prise a 760 nm avec un spectrophotométre UV-Vis
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(JENWAY 7305). La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de I'équation
de régression de la gamme d’étalonnage établie avec I’acide gallique (0-200 pg /ml). Les
résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par un gramme de
I’extrait (mg EAG/g d’extrait).

1.4.2.3.2.Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium  est utilisée pour quantifier les
flavonoides, 1ml de I’échantillon est mélangé avec 1 ml de solution d’AlC,3 (2%) le mélange
est incuber a la température ambiante pendant 15min, ensuite I’absorbance est lue a 430nm.
les concentrations des flavonoides sont déduites a partir de la gamme d’étalonnage établie
avec la quercétine (0-35 pg/ml) et sont exprimées en milligramme déquivalent de quercétine
par gramme d’extrait (mg EQ/g d’extrait) (Djaridéne et al.,2005).

1.4.3. Tests microbiologiques
[.4.3.1. Confirmation des souches

Pour chacune des souches testées un pré-enrichissement a éé effectué sur le milieu

d'isolement séectif puis une coloration de Gram a été réalisée selon le model e suivant:

- Préparer un frotti ; recouvrir le frotti avec de violet de Gentiane ; laisser agir 1mn ; rincer a

I'eau distill ée;

- verser du Lugol et le laisser agir pendant 1 mn ;

- décolorer al'alcool a95°, entre 15 et 30 secondes ; rincer al'eau distillée;

- fixation avec de lafuchsine pendant 10 & 30 secondes ; rincer al'eau distillée;
- secher au-dessus de laflamme d'un bec Bunsen ;

- observation au microscope optique a l'objectif x 100 a immersion, les Gram+ se colorent en

violet tandis que les Gram- apparaissent colorés en rose
1.4.3.2.Préparation des aliquotes

On a prélevé, a I’aide d’une pipette pasteur, une colonie des souches testées. Puis, on a
traversé le contenu de pipette pasteur dans un tube contenant 4.5ml bouillon nutritif stérile :

les colonies sont émulsionnées sur le bord du tube en dehors de bouillon nutritif puis peu a
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peu dans le liquide. Ensuite on a agité vigoureusement. Les tubes sont ensuité incubés
pendant 18H-24H & 37°c. La conservation de ces aiquotes a été faite par congélation. Avant
chague usage les cultures microbiennes sont activées par une préincubation a 37°C jusqu’a le

travails.
1.4.3.3. Préparation desinocula

Selon Larpent et Sanglier, (1989), le succes de toute expérience et de croissance ou de
production dépend de la quantité de I’inoculum. En effet I’inoculum bactérien a été ajusté
pour chaque espece bactérienne et pour chaque expérience en utilisant la technique de
MacFarland décrite par Andrwes (2008) ; Les bactéries ont été cultivées jusqu'a la phase
exponentielle (18 h) dans des milieux appropriés ensuite la densité optique (DO650) a été
ajustée par dilution dans du milieu frais & une turbidité de 0,5 MacFarland (10’germes / ml),

les suspensions ont été diluées 10 fois pour avoir un nombre de 10°CFU / ml.
|.4.3.4. Evaluation de I’activité antibactérienne de I’HE et de I’extrait aqueux

C’est une meéthode de mesure in vitro du pouvoir antibactérien des huiles
essentielles chémotypées et des différents extraits. Différents types d’aromatogrammes, en
milieu solide, liquide, sont exploitables.

1.4.3.4.1. Aromatogramme en milieu solide : méhode de difusion

En pratique quotidienne, c’est le milieu solide qui est le plus simple et le plus facilement
reproductible. Ainsi I’évaluation de I’effet antibactérien de I’'HE et de I’extrait aqueux de
Menthapulgiuma été réalisée par la méthode de Vincent de Choi et al. (2006).En suivant les

€tapes suivantes:

> La gélose Muller Hinton est coulée dans des boites de Pétri dont a raison de 20 ml

pour avoir une épaisseur de 2 mm.

> Apres solidification de la gélose, on inondera chague boite entierement par 0.5 ml

d’un inoculum standardisé de 10°( germes) ajusté sur I’échelle de Mac-Ferland:;

» Aprés décantation de 15 min, des puis de 6mm ont été effectués sur la gélose araison

de quatre puits par boite ;
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> Les puis sont ensuite remplis par des volumes différents d’HE brute, diluée et de
I’extrait aqueux pour avoir les gammes de concentrations suivantes : 100, 80, 75, 50,
25 et 20% ;

> Lecture des diametres des zones d’inhibition apres incubation a 37 °C pendant

24heures.

» Un témoin négatif qui ne contient ni I’huile essentielle ni I’extrait sont toujours

réaliséspour chague test.

> Un test d’antibiogramme comparatif a été realisé en utilisant les antibiotiques suivant :

Novobiocine, Streptomycine, Nalidixic, Colistin, Bacteriacine.

Chaque halo, une zone claire montre la destruction et /ou I’inhibition des germes pathogéenes
et donne une indication précise de I’activité antibactérienne ( coefficient d’inhibition) des
huiles utilisées et des extrait.

Le coefficient d’activité A pour les souches bactériennes dont les zones d’inhibition sont
importantes est estimées par laformule suivante:

1% = (Di/Db)*100 dont: Di est la zone d’inhibition autour de disque ; Db est le diametre

delaboite pétri utilisé.
1.4.3.4.2. Aromatogramme en milieu liquide : méthode de dilutions

La méthode de dilution qu’on a adoptée consiste a préparer une série de tubes de
bouillon nutritif contenant des concentrations d’HE et d’extrait selon la gamme suivante :100,
80, 75, 50, 25 et 20%

Les tubes sont ensuité inoculés par le meme volume d’un inoculum de 10" germes/ml

Des témoins sans extraits methanolique ont été effectues. L’incubation est réalisée a
37C°pendant 24 heures. L’absorbance a été prise a 625nm avec un spectrophotometre UV-Vis
(JENWAY 7305).

La macro- méthode de dilution en milieu liquide est utilisée pour déterminer les paramétres
d'inhibition suivant : CMI, 1C25,IC50, IC75, CMB et le coefficient d’inhibition ; Ce dernier

parametre a été calculé par I’équation suivante :

Inhibition % = (A controle - A test) /A contrélex 100% ( Benabadji et al., 2004).
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|.4.4. Etude du pouvoir antioxydant de I’HE et de I’extrait aqueux

Les composés phénoliques semblent étre des bons candidats pour leur activité
antioxydante du fait de la présence de nombreux hydroxyles, pouvant réagir avec ces
radicaux. La méthodes choisies pour mesurer I'activité antioxydante de nos extraits sont les
suivantes est celle de FRAP FRAP (Ferricreducingantioxidant power) ou de réduction de

fer selon le mode opératoire d’écrit parWen Huang et al( 2009) :

. Un millilitre de I’extrait a différentes concentrations est mélangé avec 2,5ml d’une

solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5ml d’une solution de ferricyanure de

potassium K3Fe(CN)g a 1%.

. L’ensemble est incubé au bain marie 2 50°C pendant 20 minutes ensuite ;

. 2,5ml d’acide trichloroacetique a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction ;

. L es tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10 minutes ;

. 2,5ml du surnageant sont mélangés a 2,5ml d’eau distillée et 0,5ml d’une solution de

chlorure ferrique fraichement préparé a 0,1%.

La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700nm contre un blanc
semblablement préparé, en remplacant I’extrait par de I’eau distillée qui permet de calibrer
I’appareil (UV-VIS spectrophotométre). (JENWAY 7305).

NB : Une augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur
des extraits testés (Hubert, 2006).
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11.1. Résultats de I’étude phytochimique
11.1.1. Rendement d’extraction de I’huile essentielle a partir de Mentha-puligium

Le rendement d’extraction de I’huile essentielle de M. pulgium est de 1,025% (g\Q)
soit 1,25% (ml/g) (Figure N°04).

R%

1.1 4

1

Figure N°04: Rendement d’extraction de I’HE de M. pulégium

Ce résultat est en accord avec celui obtenu par Lorenzol et al (2002) qui ont
trouvé un rendement comprise entre 1.93 et 1.02 % (v/w). De leur part Riahi et al (2013),
dans une étude antérieure, ont trouve que le rendement d’extraction de I’HE de M. pulégium
varie entre 1.04 et 1.26%.

11.1.2. Rendement de préparation de I’extrait aqueux

La préparation de I’extrait aqueux a été effectuée en utilisant trois techniques, deux
classiques (Macération classique a deux températures différentes) et une technique aternative
(Sonification a 52 KHZ pendant 45min). Les différents rendements obtenus pour ces
extractions sont illustrés dans la figure N°05

R% 40_
35 A
30 -
25 -
20 A
15 A
10 A
5_
0 -

Macérationa T°C  Macération a 70°C Ultrson a 52Khz Technique
ambiante

Figure N° 05: Rendement d’extraction de I’extrait aqueux de Mentha pul égium
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D’apres ces résultats, il est remarquable que le meilleur rendement d’extraction, soit
34.93%, est enregistré pour I’extrait obtenu par macération a la température ambiante pendant
trois jours. Suite & ces résultats, cet extrait est retenu et utilisé pour évaluer I’activité

antioxydante et antibactérienne.

Dans des études antérieures réalisées par Khadem et al (2012) sur Thymus fontanesii
ont montré que la sonification permet d’avoir le meilleur rendement par rapport aux

techniques conventionnelles.

De leur part Weihua et a (2008) ont indiqué que la macération a haute température

permet d’avoir le meilleur rendement d’extraction.

Cette différence de résultats pourrait étre attribuée a plusieurs facteurs tels que la méthode
d’extraction et sa durée, I’age de la plante, le climat et la période végétative de récolte.

11.1.3. Résultats de dosage des polyphenols et des flavonoides de I’extrait aqueux

Lestaux de polyphénols et des flavonoides obtenus de I’extrait aqueux sont présentés
dans lafigure N°06

mg ECt/g d'extrait brut
40 -
35 A
30 A
25 A
20 A
15 -
10 -
5

0 -

Polyphenols Flavonoides Métabolite
Figure N°06 : Taux de polyphénols et des flavonoides de I’extrait aqueux de Mentha
pulégium
Ces résultats montrent clairement un taux considérable de polyphénols (38,7265mg
EAG/g d’extrait brut) et de flavonoides (36,25mg EQ/g d’extrait brut).
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Ces résultats sont accord avec plusieurs travaux qui ont été réalisés dans ce contexte, et
qui ont montré que I’extrait aqueux de M. pulegium contient des quantités considérables de
polyphenols et de flavonoides (Teixeira et al., 2011).

I1.1.4. Résultats de pouvoir deréduction du fer (test de FRAP) de I’'HE et I’'EA

Les résultats de I’étude de pouvoir de réduction du fer réalisé par le test de FRAP sont

présentés dans la figure N°07

60

50

40

30

CE50 (ug/ml

20
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VitC HE EA

0

H Sériel 49.25 9.0163 4.12

Figure N°07 : Concentration effectrice (CE50) responsable de pouvoir réducteur de I’ extrait

agueux, I’huile essentielle et delavitamine C

D’aprés ces résultats, I’activité antioxydante de I’extrait aqueux et de I’huile essentielle
évaluée par le test de potentid réducteur a révélé gque ces deux derniers exercent une
importante activité avec une CE50 de I’ordre de 4.12 pg/ml. Ce pouvoir est largement

supérieur acelui de lavitamine C dont le CE est de 49.25.

L'activité antioxydants de la menthe peut étre attribuée a la composition chimique,
elle est influencée par les conditions environnementales et agronomiques, généralement
I'activité antioxydante est attribuée au composé majeur de I'HE (Riahi et al., 2013).

I1.2. Résultats de I’étude microbiologique

11.2.1. Confirmation de la pureté des espéces microbiennes
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Les examens microscopiques réalises apres coloration de Gram permettent la
confirmation de la pureté des deux especes microbiennes utilisées. Les photos N°1 et N°2

représentent I’aspect microscopique des deux bactéries.

Photo N°01 Aspect microscopique de S. aureus Photo N°02 Aspect microscopique d’E.coli

11.2.2. Résultats de I’effet de I’huile essentielle sur S. aureus en milieu solide

Les résultats de I’effet de I’huile essentielle (HE) sur S. aureus en milieu solide sont
indigués dans lafigure N°08

60 -

E%

50 A

40 -

30 -

20 -

A1
0_ I

Str Chlr  Ceft Metr Nali antb5 HE50%HE 60%HE 75%HE 80%HE 100%

ATB/ HE%

Figure N°08 : Effet de I’huile essentielle sur le développement de S aureus en milieu solide

En comparant les résultats de I’effet de I’HE avec I’antibiogramme réalisg, il est clair que
I’HE a un effet antibactérien plus élevé a des concentrations supérieures a 60% vis-avis S.
aureus. Les meilleurs coefficients d’inhibition enregistrés sont: 52,94, 49,41, 49.1, 47.64 et
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38.02% respectivement pour les concertations d’HE suivantes: 100%, 80%, 75%, 60% et
50%. L’antibiotique le plus efficace permet d’inhiber 43.52 % de la population de S. aureus.
11.2.3. Résultats de I’effet de I’HEsur E. coli en milieu solide

L’ évaluation de I’effet inhibiteur de I’HE vis-avis E. coli permet d’obtenir les

résultats présentés dans la figure N°09

E% 45
40 -
35 -
30 -
25 -
20 -
15 -
10 -
] 18l
al B N
CA30 NV30 S10 C30 T30 MTZ50 HE 50% HE 60% HE 75% HE 80% HE
100 ATB/HE%

Figure N°09: Effet de I’HE de M. pulégium sur le développement de E. coli en milieu solide

Ces résultats montrent aussi un effet inhibiteur de I’HE sur E. coli plus important a ceux
enregistrés par les antibiotiques testés (9.86%). Ainsi les meilleurs coefficients d’inhibition
enregistrés sont 42.35, 25.29, 20, 18.82 % pour 100, 80, 75, 60% d’HE respectivement.

Ces résultats sont proches de ceux obtenus par Teixeria et al. (2011). De leur part
Riahi et ses collaborateurs (2013), dans leur étude sur une espéce du genre Mentha, ont
estimé le diametre d'inhibition a 34mm contre E. coli soit un coefficient d’inhibition de 40%,

résultats comparable a ce que nous avons obtenus.

L’effet inhibiteur de I’'HE de Mentha pulégium est attribué a sa composition tout
particulierement la présence de pulegone, menthone et neo-menthol (Duru et al., 2004).

Bakkali et al (2008), ont indique que I’activité antibactérienne est due en partie a la
cytotoxicité des HE qui peuvent endommager la membrane cellulaire des bactéries
lorsqu’elles passent a travers leur paroi cellulaire et leur membrane cytoplasmique

(déstructuration de lamembrane et |a dégradation de ses polysaccharides et ses acides gras).
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D’aprés nos résultats, on a remarqué que S aureus éait plus sensible a I’huile
essentielle ( E% entre 38.02 et 52.94%) que E. coli ( 18.82% a42.35%).

I1.2. 4. Résultats de I’effet de I’huile essentielle sur S. aureus et E.coli en milieu liquide

Les résultats de I’effet de I’huile essentielle sur S. aureus et E.coli en milieu liquide

sont présentés dans lafigure N°10
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FigureN°10: Effet de I’huile essentielle sur le développement de E.coli et S. aureus en milieu
liquide.

D’apres les résultats obtenus les meilleures inhibitions des deux bactéries étudiées ont été

obtenues pour les dilutions d1= 10 et d3=10"3. Les concentrations qui ont un effet inhibiteur

vis-a-vis les deux souches sont illustrées dans le tableau N°07

Tableau N°07 : Concentrations d’effet d’"HE

CMI IC25 IC50 IC75/70 CMB
S aureus | -+ - d3 dil -
(50.32%) | (76.87%)
E. coli -+ - d3 di R
(51.52%) | (70.05%)

Ces résultats confirment aussi que S. aureus (I’inhibition maximale de la population

atteint 76.87%) était légérement sensible que E. coli. Les pourcentages d’inhibition dans le

cas de milieu solide sont plus intéressants que ceux obtenus pour un milieu liquide. Résultats

semblables avec ceux obtenus par Teixeira et al (2011) qui ont trouvé que la méthode de la
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macrodillution pour la détermination de la CMI éait moins efficace que la technique de

diffusion ou la CMI n’a pas été déterminée.
I1.2. 5. Résultats de I’effet de I’extrait aqueux sur E.coli et S. aureus

Les résultats de I’effet de I’extrait aqueux sur E.coli et S aureus en milieu solide et
liquide sont présentés danslafigure N°11
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Figure N° 11: Effet de I’EA sur S. aureus en milieu solide

Concernant E. coli, aucun effet n’a été remarqué en milieu solide. Teixeira et al
(2011) ont aussi prouvé que I’extrait de M. puligum reste sans effet contre E. coli.

I1.2.6. Résultats de I’effet de I’'EA sur S. aureus et E. coli en milieu liquide

Lesfigures N°12 et N°13 représentent les résultats de I’effet de I’EA sur S aureus et
E.coli

° coefficient d’inhibition
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40 -
30 -
20 -
10 -
0 T

Temoins 2% 4% Dilution d’AE%

Figure N°12 : Effet del’extrait aqueux sur le développement de S. aureus en milieu liquide.
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FigureN°13 : Effet de |’extrait aqueux sur le développement de E.coli en milieu liquide.

Ces résultats montrent clairement I’effet inhibiteur de I’extrait aqueux vis-a-vis les deux
souches testées. Les différentes concentrations de I’EA qui on un effet inhibiteur de ces deux

bactéries sont illustrés dans | e tableau N°08

Tableau N°08 : Concentration inhibitrice de |’extrait aqueux

Dilution

d’AE%

CMI 1C25 IC50 IC75/70 CMB
S. aureus - - - 2% -
E. coli >6% 10% 12% -

Les différentes concentrations illustrées dans le tableau N°08 montrent que S. aureus était

plus sensible (IC75 enregistrée & 2%) que E. coli (IC75 enregistrée a 12%).

En récapitulant, il est bien clair que les deux matrices végétales permettent une bonne
inhibition des deux bactéries par rapport aux antibiotiques testés en milieu solide et liquide.

L’HE s’est révélée plus active que I’EA contre S. aureus; Ce dernier avait un effet plus
important que I’HE contre E. coli a I’exception de la concentration 80% (figure N°14 et
Figure N°15).

34




coefficient
d’inhibition

Chapitrel| Résultats et discussion

M Extrait aqueux
B Huile essentielle
T T T

HE/EA%
50% 60% 75% 80% CA30

30 ~

25 -

20

15

10

Figure N°14 : Comparaison d’effet de I’HE et I’'EA sur E. coli
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FigureN°15 : Comparaison d’effet de I’HE et I’'EA sur S aureus

Toutefois il faut souligner qu’il existe une sensibilité différentielle des deux bactéries
Gram+, Gram- testées vis-avis les deux matrices. Cette différence d’effet peut étre expliquée
par la différence de la composition de la paroi cellulaire et le type de Gram.

Plusieurs études ont montré que les bactéries Gram- sont plus résistantes que les Gram+
vis-avis les extrait végétaux. Ainsi Haddouchi et al (2009) dont leur étude sur I’activité

antimicrobienne de I’HE de T. fontanesii extraite par hydrodistillation, ont obtenus un DZI de
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31 mm sur une bactérie Gram + ( S aureus Sg), et un DZI de 9 mm sur une bactérie Gram —

(P. aeruginosa).

La faible sensibilité des bactéries Gram™ est expliquée par la présence d’une seconde
membrane lipopolysaccharidique jouant un role de barriére. On outre, plus la membrane
externe des Gram —est plus riche en lipopolysaccharide, elle est riche en protéines que celle de
Gram'ce qu'il les rend plus hydrophiles empéchant ainsi les composés hydrophobes de se
pénétrer dans la couche phospholipidique et exercer leur activité antimicrobienne a I’intérieur
delacellule microbienne (Alvesalo et al., 2008).
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Conclusion

De nombreux travaux (ethnobotaniques, biochimiques et d’essais cliniques)
sur les plantes médicinales sont réalisés dans le souci de mieux connaitre ledit
patrimoine culturel afin d’y apporter une justification scientifique sur leurs activités
biologiques . Ainsi I’objectif de la présente étude est d’evaluer I’effet antibacterien et

antioxydant de Mentha pul égium.

Les résultats obtenus prouvent que I’HE et I’EA de M. pulegium ont exercé
des effets antibactériens et antioxydant importants.

La bactérie Gram positif était plus sensibles que celle a Gram négatif en. Le

pouvoir réducteur de I’extrait parait plus important.

De ce fait I’'HE et I’EA de cette plante pourrait étre utilisée pour des vertus
thérapeutique tout particuliérement comme agent antibactérien et antioxydant, mais

d’autres études complémentaires sont nécessaires.
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Annexe

Milieux de culture utilisés
Milieu Chapman

Sa formule (en gramme par litre d’eau distillee) est la suivante :

P PeptONe. ..o 10
» Extraitdeviande ..o 6
> Protéose peptone..........ccecvvivivins cvvveisieienenennnnn. 10
» Chlorure de sodium...........coovviiiiiiiiiii e 150
P LACIOSE. ... 15
D Y - 1

pH=7.4 stérilisation a 121°C/15mn.
Bouillon nutritif :
Saformule (en gramme par litre d’eau distillée) est la suivante :

P PePIONe. . 15

> Extraitde levure.... ..o 3

» Chlorurede sodium............ccceoviiiiii i iiiiiienennn.. 6

P D () GIUCOSE. ...viiit e 1
pH =7,2 stérilisation a121°C/15mn.

Gélose Mac Conkey

» Peptone trypsique de gélatine...................ceeeenn 17 g
» Peptone de viande et de Cas€ine............ccoevevveiiennnnnns 39

) - Tox (01 O 1009
> Sel biliaires. .. ..ocouvini 50

> Cristal Violet... ..o 0,001 g
P ROUGE NBULIE. ...t e e e e 0,05¢g
» Chlorure de sodium.............ceee v viiiiieiieneeen. 2. 40 mg
P GRIOSE. .. 13 ¢

pH =7,4 stérilisation a 121°C/15mn.



Annexe

Gélose Mueller-Hinton
Sa formule (en gramme par litre d’eau distillée) est la suivante :

Infusion de viande de boeuf........oooeeviiii 300,0
Hydrolysat de caséine..............ooceeeiveiieiivenn e en .l 17,5
AMIdoN... ..o e 1B

vV V V V

pH =74 stérilisation a121°C/15mn.



Annexe

: Resultats d’arommatograme

|- avec I’extrait ageuex
1- staphylococcus aureus

En milieu solide

L’extrait a 80%0

L’extrait a 60%0




Annexe

Photo N°03 : Resultats de I’effet de I’EA sur S. aureus

En milieu liquide
4+ 1% essais

| 80%

| 75% | 60% | 50% | BLANC

Photo N° 04 : Effet de I’EA sur S. aureus




Annexe

I1- E-coli

Avec I’extrait
En milieu solide

L’extrait a 50% L’extrait a 75%

L’extrai pur

photo N°05 : Resultats de I’effet de I’EA sur E-coli en milieu solide




Annexe

En milieu liquide
1er essais

| 80%

| 60 % | 75% | 50% | BLANC

photo N°06 : Resultats de I’effet de I’extrait sur E-coli en milieu liquide




Annexe

|- avec I'HE
1- staphylococcus aureus

En milieu solide

L’HE a 80% L’HE a 60%

L’HE 50% L’HE 75%

Photo N°07 : Effet de I’HE sur S. aureus en milieu solide



Annexe

Courbes d’etalonnage

y =0.008x + 0.125
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Figure N°16 : Pouvoir réducteur de I’acide ascorbique
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Figure N°17 : Pouvoir réducteur de I’extrait aqueux




Annexe

Do a 700nm
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Résumé

Notre étude comporte I’évaluation de [I’activité antibactérienne des huiles
essentielles et de Mentha pulegium vis-avis des deux souches bactériennes
pathogenes : Staphylococcus aureus,. E.coli . et leur activité antioxydant.

Les diameétres de zones d’inhibition de cette huile essentielle ont été déterminés par
la méthode de diffusion des disque sur gélose Mudler-Hinton. Ains les
concentrations minimales inhibitrices et concentrations minimales bactéricides de ces
huiles essentielles ont été déterminées.

Le rendement en huile essentielle obtenu a partir de menthe pouliot est de 1,25%, et
I’extrait aqueux est de 34.93%

Des diametres de zones d’inhibition allant de 28 mm jusqu’un 45 mm ont été
obtenus avec les différentes concentrations de Mentha pulegium sur la souche testée
avec I’huile essentielle et 16mm jusqu’un 2mm avec des concentrations inhibitrice 50
% et 75% >2% avec les deux souches.

L activité antioxydante d’HE plus fort que I’extrait aqueux .

L es mots clefs: Huiles essentielles, Hydrodistillation, Activité antibactérienne, CMI,
CMB, Mentha pulegium, crithmum maritimum.
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