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Abréviations

% : Pourcentage
ul : Micro litre
4-HNE :4-Hydroxynonenal
ADN : acide désoxyribonulique.

ATCC : American Type Culture Collection

C : carbone

CCM : Chromatographie sur couche mince

cm : centimétre

CMB : les concentrations minimales bactériostatique atiéBride
CMI : les concentrations minimales inhibitrices
DPPH : 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl

Emb : Embranchement

ERO : les espéces réactives de I'oxygéne

F-C : Reactif de folin ciocalteu

FT : flavonoides totaux

IC50 : concentration inhibitrice

HE : Huile essentielle

IR : infrarouge

KHz : kilohertz

G : gramme

GPx :glutathion peroxydase

GSH : le glutathion réduit

GSSG :Glutathion oxydeé

Kg : kilogramme

L : Linné

m : metre

Mg : milligramme

min : minute

ml : Millilitre

MP : menthepoivrée

NADPH : NicotinamideAdénineDinucléotidePhosphate

nm : nanometre



PP : polyphénols

PR : pouvoir réducteur
P-450 :cytochromeP-450
PPT : Polyphenoldotaux
QR: Quercitaine

R : Rendement

RF : Rapportfrontal

S :seconde

SOD : lasuperxoydelismutase
TCI : Triple sugar iron
TPR : Tours par minute
UV : Ultra Violet

XO: xanthine oxydase
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Introduction générale

Depuis des siecles, les algériens ont tosjopratiqués la médication par les
plantes , jusqu’a I'apparition de la chimiothérapa les médicaments élaborés. Les plantes
de la famille des labiées sont trés répamdere Afrique du nord, la Menthe poivrée et
la Menthe pouliot sont des représentant élopdercette famille.

La menthe poivrée (Mentha piprita L.), une plamidicinale importante appartient a la

famille des labiées, c’est un hybride naturetesifd menthe verte (Mentha spicata L.) et la
menthe aquatique (Mentha aquatique L.). Elle esirgement cultivée dans les régions
tempérées du monde, en particulier en Europe, e@érigoe et en Afrique du nord.
La plupart des plantes aromatiques et médicinaleiennent des produits chimiques ayant
des propriétés antioxydantes et antimicrobiennasnpces composés naturels, les phénols
constituent l'un des principaux groupes des plaaggssant en tant que capteurs de radicaux
et antioxydants.

Dans ce contexte, I'objectif de la présente €tedt de quantifier les composés
phénoliques de la partie aérienne de la menthedmist d’évaluer in vitro leurs activités
antioxydantes et antibactériennes.

Pour atteindre ces objectifs, nous avons juge wéd structurer le manuscrit comme
suite:

La premiére partie est une étude bibliographiquiecqmporte trois chapitres dont la
présentation de la plante d’étude fait I'objet @remier chapitre. Le deuxiéme chapitre
est consacré aux composés phénoliques. Llisietree chapitre, c’est la présentation des
radicaux libres et le stresse oxydatif.

La partie expérimentale constitue la deuxiepstie du manuscrit composée de
deux chapitres. Le premier portera sur le émelt et les techniques utilisés dans cette
étude, dont le premier axe concerne |'extractiea composés phénoliques par solvant suivi
par la qualification et la quantification desdars de ces composeés . Dans le deuxieme axe,
nous nous sommes intéressés par le pouvoir anaoxydt antibactérien des composés
phénolique de la partie aérienne de la menther@mivPar ailleurs, Le deuxieme chapitre
est consacré aux résultats et discussion relaifseneurs en composés phénoliques et aux
activités antibactérienne et antioxydante de takt Le manuscrit se termine par une

conclusion et des perspectives.
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h&pitre 1

Présentation de [espéce d étude

La menthe poivrée

*Quant au jardin menthe,
Codeur méme de celui-ci
récupeére et rafraichit les

*

esprits
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1-1-Le genre mentha
1-1-1-Présentation

Les menthes appartiennent au genre Mentha ladéamille des Labiées ou
Labiacées. On en connait environ 20 especest bbs plus répandues sont la menthe
aguatique, qui a pour nom scientifiqgentha aquatica la menthe poivrée,Mentha
piperita, et la menthe vertdlentha spicataon s’intéresse ici a la menthe poivrée dont les
feuilles ont une forte teneur en menthol. GéErentes espéces sont caractérisées par
une tige carrée et des feuilles opposéedeatées, tres odoriférantes en raison de I'huile
essentielle qu’elles contiennent[1].

La plupart des menthes sont originaires de I'Eeirep de I'Asie. Cependant, en
suivant les flux de migration, les menthes sons@mées sur la quasi-totalité des continents,
comme elle montre la figure Tette répartition fait de la menthe, aujourd’ha, dlante

probablement la plus répandue et la plus célebreodeplantes médicinales et aromatiques

2].

Figure 1. Aire de répartitions de la menthe par nde (2007)

1-2-La menthe poivrée :

La menthe poivrée Nlentha piperita L), Est une plante médicinale qui a recu plus
d'attention des industries alimentaires et pharotapges en raison de ses avantages pour la
santé de la société humaine, c’est une plante diquegpérenne appartenant a la famille des
Lamiacées, genre menthe, et un hybride naturet émtmenthe verteNlentha spicata L) et
la mentheaquatique( Mentha aquatique L). symbolisée en latin par le signe «x ». Mentha
piperita est une plante indigéne qui se trouve diivers pays du monde la fois cultivée et

sauvage, en Europe, en Asie et méme en Ameériqies Beéux humides [3].
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1-2-1-Systématique : [4]

« Embranchement
Spermaphytes

% Sous EmbAngiosperme:

+ Classe Dicotylédones

+ Sous classe€Gamopétale

+« Ordre: Sympetales

< Famille: Labiées

« Genre Mentha
+ Espéce Mentha x Piperita Figure 2: la menthe poivrée [pngree.cc

1-2-2-Historique et origine:

La menthe poivrée est connue depuis le temps lesgiceir. En effet, I'origine
botanique de cette labiéé sa relation avec d'autres esp du genre Mentha est probleme
extrémement compliqué.

Le nom de la sortgiperita, vient du latin modernpiperitus,qui signifie «poivré> a
son odeur fortement poivrée caractérist [5]. Sn nhom de "mentha" est lié a mythologie
grecqueMinthe était une nymphe de la mythologie gProserpine transforma en fleur
I'odeur poivrée, par jalousieéa plus vieille trace connue de ct espece de menthe remo
aux Xllle et XVlle siécles av. -C, en Egypte. Prés de Abdel-Quarndbs archéologues o
trouvé des restes de menthe dars tombeaux de lI'ancienne Egypate était utilisée pour |
conservation des momidse nom de l'espece est toujours suivi parnbm abrégé d
premer botaniste qui I'a décrite, il s’agit ici Carl Von Linné, abrége. En 1753, au début
de la nomenclature moderrgnné reconnaissait Mentha piperitatne menthe ourvue d'une
forte saveur piquante, comme une espéece a pagrepirmi 10 especes de menthes du ¢
Mentha[6].
1-2-3-Description botanique de la menthe poivré

Il s'agit d'une plante vivace rhizome long, rampant, tracant, chevellLa tige est
quadrangulaire, dressée, haute d“" a 1".20, avec une ramification luxuriante, elle se div
en rameaux opposés.Les feuilles sont simples, opposéesvales, courtemerpétiolées,

lancéolées, aigués, mtées, et d'un trés beau vert foncé en des] (Figure3)
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Les fleurs violacéesforment desépistrés courts, ovoides, tres seria I'extrémité
des rameaux.e fruit, divisé en quatre parties, est entouré (calice cylindrique , a 5
dents presque égaux [12] (figure La corolle estconstituée de pétales soudés entre eu:
forment 2 levres [8] :
+« Lalévre supérieure est entiére ou échau.
% La levre inférieure comporte 3 lobes (raremen
Les étaminesau nombre de 4 (rarement 2), dont les @s pyrandes so
souckes a la corolle, possédent des antheres a 2 (cayesnentl).L'ovaire a 2 carpelles
divisés en 2 parties, d'ou semble sortir le s@@kui-ci se termine par un stigmate divisé €

parties [8].

4 étamines

La fleure
Dégagement d odeur

caractéristique

e Le style

Figure 3: morphologie de la menthe poivrée

Feuilles opposées

Tiges et rameaux_ rougedtres, d

section carrée

1-2-4-Propriétés générales

La menthepoivrée est amere, stomachique, cordiale et adga@&iun degré plus
moins grand [9]Cette espéce tr-voisine de la menthe verte, se distingue par s@urobles
pénétrante, et surtoutpane saveur amére chaude, piquante et aroma#icue prés comir
le poivre, suivie d'une sensat de fraicheur agréablejuand elle est séche, elle conti
beaucoup d’arome elle est v¢[10].
1-2-5-Composition

% Acide phénolique acide rosmariniquet dérivés de I'acide caféiqt

% Elle contient une trés forte proportion tanins.
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+ Flavonoides: ériocitine, ériodictyol, diosmétine, menthosi@glycosides de la

lutéoline, de I'apigéning

« Des monoterpénes et des triterpenele métabolisme des terpenes est fortement

influencé par les facteurs environnementaux.

% Huile essentielle jusqu’'a 4% de la matiére séche.

Comme toutes les planteh). piperita contient de petites quantités de fer et autres
minéraux. Sa teneur en fer des feuilles a été rappodans la littérature varie
considérablement, de 29,2 a 1154 mg / kg [11].
1-2-6-Utilisation thérapeutique

La menthe poivrée est trés bénéfique et plante iitapte. Elle est largement utilisée
dans l'alimentation, les cosmétiques et les médiodsn
-Digestive, antispasmodique :La menthe poivrée combat la paresse de I'estoresc,
doleurs des intestins, I'aérophagie, les ballonmgseelle augmente la production de bile,
soulage les doleurs de foie et des reins.
-Analgésique: elle calme les migraines, les névralgies, lesitgpies en application de
'essence ou de baume spéciale sur les tempssqafttées douloureuses.
-Stimulante : elle active I'appétit.
-Propriétés antibactériennes des études ont montré une activité antibactéeate |'extrait
de feuilles de menthe poivrée contre les bacill€sam négatif et positif.
-Inflammatoires : l'inflammation est considérée comme une réactenbase importante
responsable des manifestations de diverses malatiesiques telles que le cancer, le choc
septique, le diabéte. Il y a plusieurs rapports lggsecomposés de menthe poivrée ont des

réles cruciaux dans la prévention de l'inflammagbde I'angiogenese [7].
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2-1- Présentation générale sur les polyphénols

Les polyphénols (PP) qui constituent une famike OH
molécules organiques, sont largement présents danregne
veégetal. lls sont caractérisés, comme l'indigeur nom, par
la présence de plusieurs groupements phénsliggsociés en
structures plus ou moins complexes généraledwhtut poids
moléculaire. L’élément structural fondamental q@s taractérise

est la présence au moins d’'un noyau phénolique @arbones,

Figure 4 : Structure

auquel est directement li€ au moins un olydroxyle
a & y du noyau phén [12]

(OH) libre ou engagé dans une autre fonction :réthster ou
hétéroside [12].
2-2-Classification des polyphénols

La classification des polyphénols est basée esdlentient sur la structure, le nombre
de noyaux aromatiques et les éléments structuauxient ces noyaux. On peut distinguer
deux catégories : les composés phénoligues siraples composés phénoliques complexes.
2-2-1 Polyphénols simples
2-2-1-1-Les acides phénoliques

Les acides phénoliqgues font partie des fortess plus simples des composés
phénoligues et se séparent en deux grangsipgs distincts qui sont les acides
hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiflL@&s

Tableau 1: Principales classes des acides phénoliques

Squelette carboné Classe Structure de base Référence
Ce Phénols simple o 12
Ce-Cy Acides hydroxybenzoiques COOH 14
Ce-Cs acides N 14
hydroxycinnamiques COOH
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2-2-1-2- Flavonoides

Les flavonoidestricto sensu pigments
végétaux jaune-orangé, leur nom venant du n
latin flavus =jaune [23],sont des composes

7

atomes de carbone, constitués de deux noyg

possédant une squelette de base a qui

aromatiques et d'un hétérocycle central

type pyrane, formant une structure C6-C3-Co.

Ce sont les composés les plus abondant: Figure 5: Squelette moléculaire de base des

flavonoide 121

Tableau 2: Principale classe des flavonoides

Flavonoides Structure de basse Références
_me ) 12
Flavanones = “‘H"" "'”"’
~"~r
L ]
Flavonols 12
Chalcones 14
Anthocyanidines 12
Isoflavonoides 14

2-2-1-3-Alcools phénoliques

Un alcool phénolique est un composé organique éolasg au moins un alcool
aliphatique et un hydroxyle phénoligue. Le tylogd-hydroxyphenylethanol) et
hydroxytyrosol (3,4dihydroxyphenylethanol) sont l@sncipales molécules de cette classe
[12].



Etude bibliographique Chapitre 2 : les polyphénols

iH _OH — :-‘
C_T i
T
iy M
©H oH

(a) (b)

Figure 6: Structures de I'hydroxytyrosol (a)et du tyrodo) [12]

2-2-2-Polyphénols complexe
2-2-2-1-Les tanins

Les tanins représentent une classe trés tamter de polyphénols localisés de
lesvacuoles, se sont des végétaux de poids molécéleive[15] Historiquenent, le terme
« tanin » regroupe des compospolyphénoliques caractérisés par leurs propriée
combinaison aux protéined’ou leur capacité a tanner le cuir. Sur le @anoctural, les tanin
sontdivisés en deux groupes, tanhydrolysables et tanirondensés [1z

% Tanins hydrolysable

Ce sont des esters di-glucose et de I'acide gallique ou de ses dérivéqasticulier
l'acide ellagique.Ces substances sont facilement hydrolysables pa ®bimicue ou
enzymatique (tannase).

< Tannins cordensé

Les tannins condensés ou les proanthocyamsidswt des polymeéres constit
d’'unités flavane reliées par des liais entre les cardnes C4 et C8 ou C4 et (

OH
OH
. _OF
HO o | i
| OH “OH
OH i OH |
HO [ s, g -
| HO- ~" TOH RN OH
SR; OH |
OH
OH Rz
(a) (b)

Figure 7 : structure chimique (a) d'un tanin condensé et (lin gallotanii [12]
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2-2-2-2-Lignines

La lignine est une macromolécule tridimensionnéigdrophobe de haut poids
moléculaire, faisant partie des polyphénols, et gsi produite par toutes les plantes
vasculaires ligneuses et herbacées elle est Isiegmoé polymere naturel le plus abondant.
Dans la paroi cellulaire végétale, la lignine reinps espaces entre la cellulose et les
hémicelluloses, et agit comme une résine qui tmiisemble de la lignocellulose (biomasse
lignocellulosique) [16].
2-3- Méthodes Extraction des polyphénols

Tableau 3 :principales méthodes d’extraction des polyphénols

L'extraction asstée par
ultrasons
ser C'est une techoe

rdBéquemment  utilisée podir
Beéxtraction des composgs
ibioactifs a partir d
ematieres végétalep.
et’échantillon  broyé e
guélangé avec le solvapt

Macération L'extraction au Soxhlet

la Elle consiste a faire pass
ulentement un solvant a trave
eune cartouche de papier épais
poreux ou une pochette ¢
epapier filtre. Elle présent
lavantage de ne pas utilis

I beaucoup de solvants donc g

Elle consiste en
mise en contact
matériel végétal avec
solvant sap ou aved
agitation. Cette procédur
malgré les temps long
d'extraction e

d

['utilisation d'une quantit
considérable de solvant
est relativement pe
codteuse aussi la plug
simple.En plus, elle s¢
déoule a températur
ambiante ce qui est tr¢
positif pour conserve
l'intégrité des molécule
PP [14].

colteuse. Cependant, le
snanipulations séquentielles, |
longs temps d'extraction et
travail a des températur
d'ébullition peuvent constitue
des inconvénients [14].
2S

.

S

sapproprié dans un récipient jet
eplacé dans un bain
lelltrasons, ou la tempéragl

cgle  travall et le temgs
2rd’extraction sont réglég.
Cette technique utilisdes

ondes sonores a fréquer
supérieure a 20 kHz[14].

2-4-Propriétés des polyphénols
v" Propriétés physique : Les polyphénols sont solitespnt solubles dans I'alcool et I'éther.
v’ Les propriétés chimiques des polyphénols sont ésfiement celles du phénol lui-méme, elles
sont cependant fortement modulées par les subdtitypique des noyaux phénoliques, en
particulier ceux qui sont capables d’étendre lachiisation électronique : substituant a effet

mésomere donneur d’électrons ou attracteur d’@estf17].
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3-1- Radical libre :

Un radical libre est une espéce chimique, atomeolécule, contenant un électron
non appariéCela lui confére une grande réactivité donc umaieke trés courte [13].

3- 2-Especes réactives oxygenees :

Le dioxygene est un élément essentiel pour leansgies multicellulaires parce
gu'’il permet de produire de I'énergie en oxydanfalenatiere organique. Mais nos cellules
convertissent une faible partie ¢@n métabolites potentiellement toxiques: les espéc
réactives de I'oxygene (ERO) [12].

Tableau 4 Les principales espéeces réactives de I'oxygé8g [

ERO Formule chimique
Radical anion superoxyde 0,
Peroxyde d’hydrogéne H.0;
Trioxygene moléculaire (I'ozone) O3
Oxygeéne singulet 10,
Radical hydroxyle OH’
Radical hydroperoxyle HOO’
Radical peroxyle ROC
Peroxyde et hydroperoxyde ROOR et ROOH
Radical alkoxyle RO’
Radical oxyde nitrique °NO
Peroxynitrite ONOO
Hypochlorite CLO

3-3-Stress oxydatif :

Le stress oxydant est le résultat d’'un déséquilibnére espéces oxydantes et
antioxydantes in vivo, qui est d( soit & une cagest antioxydants, soit a un excés d’'ERO
[20]. Ce déséquilibre peut avoir diverses origingedle que I'exposition aux radiations
ionisantes (exposition importante au soleil, radiv@é artificielle ou naturelle), la
pollution, le contact avec certains pesticides @vamts, la consommation de tabac et
d’alcool, la prise de certains médicaments [13].
3-3-1-Conséquence du stress oxydatif :

Le principal danger des radicaux libres vient dksmmages qu’ils peuvent
provoquer lorsqu’ils réagissent avec des composatiidaires importants, tels que 'ADN,
les lipides (peroxydation), les protéines ....etdt€exydation provoque des dommages sur
tout [l'organisme, acceélérant le Vvieilissement (adkks cardiovasculaires et

neurodégénératives, cancer, diabéte...) et la dagoadles cellules et des tissus [13].

10
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3-3-1-1-La peroxydation lipidique :

La lipoperoxydation est un terme générique déctiVansemble des réactions entre
radicaux libres et les acides gras polyinsaturéss premiéeres cibles des ERO sont les
lipides, notamment ceux présentes dans les mentcatialaires et subcellulaires, qui sont
tres sensibles a I'oxydation en raison de leur@eétgvé d’insaturation [19].
3-3-1-2-Dommages causés a I’ADN :

Bien que I'ADN soit la mémoire de toute la compiasit biochimique des étre
vivants, il s’agit d’'une molécule trés sensibleataque par les radicaux de I'oxygene et
ceci de plusieurs manieres difféerentes [14].

% L'oxydation peut toucher directement les bases’/ABN, et en particulier la guanine.
Les multiples attaques possibles (principalememt les doubles liaisons) peuvent
engendrer une dizaine de bases modifiees diff&sei@ entraineront des erreurs se
réplication de 'ADN.

% Le radical hydroxyle peut également viser la liaisentre une base et le ruban de
désoxyribose, créant ainsi des sites « abasique ».

+ Le sucre peut étre attaqué directement, ce quiogne des coupures de chaine « simple
brin », ou « double brin » si les deux désoxyrilsosant oxydés au méme niveau.

% Enfin, la modification d’'une base par un agent @ntdpeut modifier sa réactivité, et
provoquer le pontage de protéines sur les nucléstid

3-3-1-3 : Dommages causes aux proteines :

De facon comparable a I'oxydation des lipides,protéines sont aussi susceptibles
d'étre oxydées par les ERO. Cette oxydation praeodjintroduction d'un groupe
carbonyle dans la protéine. Ces réactions d’oxgddtéquemment influencées par les
cations métalliques tels que €iet le F&" peuvent étre classées en deux catégories [18] :
+ Celles qui cassent les liaisons peptidique etifiend la chaine protéique.

% Celles qui entrainent des modifications des peptiels par I'addition de produits issus
de la peroxydation lipidiqgue comme le 4-HNE(4-Hydmonenal).

De telles modifications conduisent généralememe perte de fonction catalytique
ou structurale des protéines affectées et devi¢rgameralement plus sensibles a I'action

des protéases et notament du protéasome [21].

11
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3-4-Antioxydants et systémes de défense

Un antioxydant est défini comme toute substancentala capacité de retarder,
prévenir ou inhiber la génération d’un oxydant ¢tmd, d’arréter ceux qui sont déja produits
et de les inactiver, bloquer de ce fait la réacganchaines de propagation produite par ces
oxydants.Une stratégie fréquemment retrouvée remuse la présence de composés
antioxydants synthétisés par la cellule contrairgn@ed'autres apportés par I'alimentation.
Donc selon le mode d’action de ces systéemes, dingli® deux classes d’antioxydants
enzymatiques et non enzymatiques[14].
3-4-1-Les antioxydants enzymatiques

Les principaux systemes enzymatiques antioxydales plus efficaces chez les
mammiféres ainsi que chez les plantes sont la sapee dismutase(SOD) , la catalase et le
glutathion peroxydase (GPx) [19].
3-4-1-1-La superoxyde dismutase (SOD) :

Il existe 3 types différents de SOD, dénommés msmement SOD1, SOD2 et
SODa3. Toutes trois font partie des métalloprotémeses métaux sont généralement liés a 4
résidus histidine dont le réle est d'éliminer les @ar une réaction de dismutation qui
produit une molécule d'oxygéne et une molécule 42 i partir de deux $]18].

Pour leur effet antioxydant, les superoxyde-dissega sont utilisées en
thérapeutique : dans les maladies inflammatoire®nifues, les anions superoxydes
relargués par les phagocytes activés stimulenhptifeent la réponse inflammatoire [14].
3-4-1-2-La glutathions peroxydases ( GB :

La glutathion peroxydase est une enzyme tétrame&ipgumettant également grace a
son co-enzyme le glutathion réduit (GSH) va égalgmmouvoir réduire le peroxyde
d’hydrogéene en eau en oxydant le GSH en GSSG. nE)@SH permet encore la
régénération de certains molécules anti-radicaairpartir de leur forme oxydée[23] .

Leur role principal est d’assurer la réduction deroxyde d’hydrogéne ou des
peroxydes lipidiques formés suite a leffet du s$reoxydant, sur les acides gras
polyinsaturés en les couplant avec I'oxydation ldiiaghion.
3-4-1-3-La catalase :

La catalase est une enzyme majoritairement peooxgie catalysant la dismutation
du peroxyde d'hydrogene en eau et en oxygene. tadasa est présent dans un grand
nombre de tissus mais elle est particulieremeonddnte dans le foie et les globules

rouges. Parmi les enzymes connus c’est un desfilaaces[24].
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3-4-2-Les antioxydants non-enzymatiques

D’autre mécanisme de lutte contre les radicawesibentrent également en jeu .II
s’agit de nombreuses molécules exogénes ,notamapeotrtées par I'alimentation capable
d’éliminer ces composes oxydatif ,ou de stopperdestions d’oxydations en chaine ,mais
avec une spécificité moindre[23].
3-4-2-1-Les vitamines

Certaines vitamines ont un pouvoir antioxydantoetent un réle important dans le
maintien de la balance oxydants/antioxydants. Giesimment le cas des vitamines C et E
et des caroténoides. Ce sont les trois famillestdmines les plus actives[18].
3-4-2-1-1- VitamineC :

L’acide L-ascorbique ou vitamine C est considérénm@ le plus important
antioxydant dans les fluides extracellulaires. €'as piégeur trés efficace des ions
superoxydes, du peroxyde d’hydrogene, de I'hypoiklodes radicaux hydroxyles et
pyroxyles, et de I'oxygéne singulet. Le role anyidant de la vitamine C est basé sur sa
réaction avec les radicaux peroxyles aqueux. Leyirdormé est le radical ascorbyle. En
piégeant les radicaux peroxyles dans la phase aguewant qu’ils initient la peroxydation
lipidique, la vitamine C protége les biomembrands®lipoprotéines[21].
3-4-2-1-2- Vitamine E

Est un antioxydant majeur liposoluble. C’est un posé amphiphile, capable de
s’insérer dans les membranes cellulaire :globutegyes, cellules endothéliale , cellules
musculaires, neurones. Il existe dans la naturgiqalts dérivés de la vitamine E a activités
différentes ¢-, B-, v -, 6- tocophérol, tocotriénols, ...). lls sont différeési par les
substituants du noyau chromanol (noyau benzylecassoun hétérocycle a six carbones
substitués par un hydroxyle et par une chaine dltéramifiée saturée s’il s’agit de
tocophérol ou insaturée s’il s’agit de tocotrié)@s] .
3-4-2-1-3- Caroténoides

Les caroténoides sont des pigments végétaux lifggpfarmant une famille de plus
de 600 molécules. Le plus important et le plushcodes caroténoides estlearotenell
est doué de plusieurs capacités : précurseur diéalaine A, capte I'oxygéne singlet sous
faible pression d’oxygene et, avec les autres éaditles, a le pouvoir de terminer les
réactions en chaine de lipoperoxydation. Il protdge structures cellulaires contre
I'agression oxydante[21].

3-4-2-2-Polyphénols :voir chapitre Chapitre 2.
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Partie expérimentale chapitrel Matériel et Méthodes

Le présent travail a été réalisé au sein du labmeatChimie pharmaceutique du
département de Chimie a I'Université Mouloud MaminderTizi-Ouzou.
1-1-Matériel

Cette étude est portée sur les composés phénsliguieaits de la partie aérienne de la
menthe poivrée. Pour réaliser cette étude, on lesétun ensemble d’équipements, de
verreries, d'appareillages et des produits chinggqueé sont indiqués en annexe n°1.
1-1-1-Matériel végétal

« Larecolte

La récolte a été effectuée au début de mois d,adeibut de floraison a la région de
Boghni, située a environ 38km au sud-ouest de wildg Tizi-Ouzou, lidentification
botanique a été faite par Mr MEDDOUR Rachid du di&maent d’Agronomie de 'UMMTO.

+ Le séchage

Le séchage a une importance majeure pour |'extracties polyphénols, car les
cellules végétales contiennent différents typesames, susceptibles de provoquer des
modifications des composés phénoliques contenus ldanatériel végétal. La partie aérienne
de la menthe poivrée a été séchée a une tempErambiante et a l'abri de la lumiere
solaire, dans un endroit sec et aéré et cela peddajours, afin de préserver au maximum
I'intégrité de sa composition chimique.

% Le broyage

Le broyage de la plante permet d’augmenter la serfe contact solvant-échantillon.
Les parties aériennes de la menthe poivrée onbrétgee en poudre fine a l'aide d’'un
broyeur mécanique (moulin & café) et conservées aet a température ambiante, a I'abri de
I’humidité jusqu’a son utilisation.
1-2-Méthodes
1-2-1-Préparation de I'extrait éthanolique

Dans la présente étude, la méthode utilisée dst dell'extraction par macération, en
utilisant un solvant polaire afin d’obtenir des raks enrichis en molécules d’intérét
(composés phénoliques)ous avons utilisé I'éthanol 96% comme solvant tlaotion.

<+ Mode opératoire

Un poids de 25¢g de la poudre de la menthe poiwstemis en solution dans 100 ml
d’éthanol 96% dans un erlenmeyer en verre de 500fermé par un bouchon de caoutchouc
recouvert d'un papier d’aluminium. L'aluminium &vi a I'éthanol d'entrer en contact
avec le caoutchouc, ce qui éviterait lesamimations possibles provenant du caoutchouc.

Les erlenmeyers ont aussi été entierement recauvkat papier d’aluminium pour éviter la
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dégradation de molécules photosensibles. AptdseRres, les mélanges ont été séparés par
filtration. Les extraits ont par la suite été éuazoa sec a I'aide d’'un évaporateur rotatif de
type HEIDOLPH & une température d’environ 60°Ctit€enéthodes d’extraction a été
réalisée 4 fois afin d’obtenir la quantité suffisarpour les expériences a effectuer. La

procédure d’extraction est représentée dans lagfiguivante :

l Récolte > Séchage » Broyage

254 de poudre + 100m/ de sofvant &’extraction (Ethanol 96%)

— Evaporation de solvant
Elmination de so[vant) P

rotavapeur a 60C°

Résidu de Cextrait d_ie’no[s totaux

Figure 9: Protocole d’extraction des phénols totaux de éatime poivrée.

« Détermination de rendement

Le poids de I'extrait sec est déterminé par |&d#nce entre le poids du ballon plein
(apres évaporation) et le poids du ballon vide faeaaporation).

Masse d'extrait sec
R% = - — * 100
Masse de la matierre vegétale

1-2-2-Tests phytochimiques
Les réactions de caractérisation qualitative tsséedes réactions de coloration et/ou
de précipitation ont été effectuées.
1-2-2-1-Testes pour les flavonoides
 Testl
5 ml d’'une solution d’'ammoniaque diluée sont agsud une portion du filtrat d’'une

solution aqueuse de l'extrait, I'observation de clauleur jaune, et sa disparition apres
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'addition de quelque gouttes de l'acide sulfurigoencentré, indique la présence des
flavonoides dans I'extrait [26].
“ Test?2
Quelque goutte d’'une solution chlorure d’alummiQAICl; a 1%) sont ajoutés a une
portion du filtrat aqueux de I'extrait. 'observati de la couleur jaune indique la présence des
flavonoides dans I'extrait [26].
1-2-2-2-Test pour les tanins

% Test pour les tanins hydrolysables

0.25g de I'extrait sont ajoutés a 10ml de I'eastiti® dans un tube a assai ; puis porté
a I'ébullition puis filtré. Quelque goutte du chloe ferreux est ajoutée au filtrat.
L'observation de la couleur bleu-noir indique tégence des tanins galliques [26].

« Test pour les tanins condensé

Dans un tube a essai, une portion de I'extraieaglest ajouté a I'acide chlorhydrique
agueux (HCl a 1%) et portez au bain-marie a 90°Gdaet 15 min. La formation d'une
coloration rouge indique la présence de taninchajées [26].
1-2-2-3-Test pour les saponines (test de mousse)

Dans un tube a essai, nous avons introduit quelopkigrammes d’extrait phénolique
dans 5 ml d'eau distillée. Puis nous avons boudloéwerture du tube a essai et agités
vigoureusement dans le sens de la longueur peridamins. La formation d’'une mousse
stable de hauteur supérieure a 1 cm, persistaaapeplus de 15 min indique la présence de
saponines [14].
1-2-2-4-Test pour les terpenoides

A 5 ml d'extrait, 2 ml de chloroforme sont ajéstet 3 ml d’HSQs. Le test positif
est indiqué par I'apparition de deux phases etcandeur marron a l'interface [14].
1-2-2-5-Test pour les glycosides

Dans un tube a essai et a 1 ml de solution aqueonss avons ajoutés 1 ml d’acide
acétigue glacial et 1 ml de,HO, concentré puis on a rajouté au mélange 2 a 8agode
FeCk 2%. L’apparition d’'une coloration bleu vert indewn test positif (présence des
glycosides) [13].
1-2-2-6-Test pour les stéroides

Dans un tube a essai, 1 ml du I'extrait des padyois totaux et ajout € a 2 ml de
chloroforme. Deux phases ont été observées, I'uagam en haut et I'autre jaune en bas.
Apres filtration sur papier filtre on obtient uneuteur marron violacé qui indique la présence

des stéeroides [14].
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1-2-2-7- Test pour Cardénolides

La détection des cardénolides se fait par I'aglmi2 ml d'acide acétique glacial et
une goutte de solution de Fg@ 5 ml de chaque extrait mélangé avec 1 ml d8Cy
concentré. La présence de I'anneau brun sur faderindique la présence des cardinilides
[14].
1-2-2-8- Test pour les Stérols

A un volume de 5 ml dextrait, 2 gouttes d’anhgld acétique (¢Hs0s3) et 1 goutte
d’acide sulfurique (B50Q,) sont ajoutées. La couleur mauve ou violette inéitp présence
des stérols [14].
1-2-2-9- Test pour les Sucres réducteurs
On ajoute 1 ml de liqueur Fehling a 5 ml d’extraitiis on chauffe les tubes contenant les
mélanges au bain marie 8°@0 L’apparition d’'une couleur rouge brique indidaeprésence
des sucres réducteurs [14].
1-2-2-10- Test pour les polyphénols
Dans un tube a essai, a 1ml de solution éthanobjmuétez quelques gouttes de Fedo.
L’apparition d’'une coloration noiratre indique leépence des polyphénols [13].
1-2-2-11- Test pour les Anthraquinones

Un volume de 5 ml de NiDH a 10% est mélangé avec 10 ml d’extrait, en reasntt
I'agitation. La coloration violette indique la pegse des anthraquinones [14].
1-2-2-12- Test pour les Anthocyanes

Ce test repose sur le changement de la coulefiltrdii. On ajoute au filtrat quelques
gouttes de HCI pur. On a changement de la couu@joute quelques gouttes de JIHH, le
changement de la couleur une deuxiéme fois indepeesence des anthocynes [13].
1-2-2-13-Test pour les Coumarines

5 ml d’extrait placé dans un tube a essai porébullition jusqu’a I'obtention d’'un
volume de 1 ml, ce volume est ajouté a 1ml d’eaaudk. Aprés agitation. Le volume total
est divisé en deux volumes, I'un sert de témoihaetre est ajouté a 0.5 ml de NbH
(10%) puis examiné sous lampe UV. L’émissida la fluorescence indique la présence
des coumarines [18].
1-3-Analyses quantitatives
1-3-1-Dosage des polyphénols totaux (PPT)

s Principe
Le dosage des PPT solubles est effectué par laoshetau Folin-Ciocalteu décrite par

McDonald et al., 2001[27]. Le réactif de F-C est un acide de coulgaune constitué
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d'un mélange de deux acides: acide phosphotungsti@ithPW:12,040) et acide
phosphomolybdique (#PM012040). Il est réduit lors de I'oxydation desépbls pour
former un complexe bleu stable d'oxydes degdténe et de molybdene. La coloration
produite, dont Il'absorption maximum est ausivage de 760 nm, est proportionnelle
a la quantité des composés phénoliques prédanssles extraits végétaux.

Les résultats sont exprimés en milligrammegdi¢alents de [l'acide gallique par
gramme de I'extrait (mg EAG/g extrait).

CJ’H s OPO;T -
- ]

Ef“)‘] +HPOLS — . T k.
—7) +2Na’ : [&\_,-J'J TN
& » e >

Figure 10: Principe de la réduction du réactif de Folin-€zalteu

Mode opératoire

Un volume de 0.125 ml d'une solution méthanoligies I'extrait (0.1mg /ml) est
ajouté a 1.250 ml du réactif de Folin- Ciocaltelw@il0 fois dans I'eau distillée (1/10), apres
10 min d’agitation vigoureuse et repos du mélarggedant 5 min a 22 C°, un volume de 1 ml
d’'une solution de carbonate de sodium®@{@; aqueux a 1M est ajouté. Le mélange obtenu
est agité puis chauffé a 45 C° pendant 15 minuges din bain Marie. L'absorbance du
meélange réactionnel est mesuré a 760 nm a laiden dBpectrophotometre (ZUZI
SPECTROPHOTOMETRE, UV-4211/SO) contre un blancparé dans les mémes
conditions, on remplacant le volume de I'extrait lgaméme volume de I'eau distillé.

1-3-2- Dosage des flavonoides totaux

Le contenu des flavonoides totaux dans l'extraéppré a été déterminé par la
meéthode colorimétrique du chlorure d’aluminium (A)echang et al., 200228].

% Principe

Le dosage des flavonoides totaux est baséumsutest colorimétrique utilisant le
trichlorure d’aluminium AIC{ avec lequel ils forment des complexes acid@bles soit
avec le carbonyle (C=0) en position C-4, soit aleegroupe hydroxyle en C-3 ou C-5 des
flavones et des flavonols.

< Mode opératoire

0.250 ml de la solution méthanolique (0.1mg/ml)'detrait est séparément mixé avec 0.75
ml du méthanol, 50 ul de Alghqueux a 10 %, 50 ul d’acétate de sodiurgH@a:0)

agueux (1M) et 1.4 ml d’eau distillée. Apres incidia & température ambiante pendant 30
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minutes, les absorbances du mélange réactionndl s@surées a 415 nm avec le
spectrophotometre (ZUZlI SPECTROPHOTOMETRE, UV-430)). Le volume du chlorure
d’aluminium aqueux a 10 % est substitué par le mémkime d'eau distillée dans
I'échantillon blanc.Une courbe de calibration est préparée de la méar@ene a celle de
I'échantillon, par la préparation de différentetuions méthanolique de la quercetine allant
de la concentration de 25 a 100 pg/ml.
1-4-Analyses qualitatives
1-4-1- Analyse par chromatographie sur couche mincdgCCM)
> Principe de la méthode

Afin d’avoir une idée sur la composition chimigae notre extrait, nous avons
effectués un criblage pyhtochimique par CCM. Casé technique analytique utilisée au
cours de la séparation et de l'identification dedaholites. Elle repose principalement sur le
phénomene d’adsorption et s’applique aux molécplgss, aux extraits et aux échantillons
biologiques.
La séparation s’effectue par migration des molécal@ravers la phase stationnaire dans un
solvant ou un mélange de solvants appropriés (phabde) [14].
> Le choix de la phase mobile

Plusieurs systemes de solvants sont exploitésntigeite manipulation, le choix de
systeme est baseé sur ceux qui donnent les me#leggarations (migrations).
Pour avoir les empreintes flavoniques d’extraiaedir une idée sur les bons systemes de
séparation et isolement, on a essaye plusieurgmsgstsolvants et on a gardé celui qui donne
autant de taches.
L'extrait phénoliqgue dont le systeme choisis (phaszbile) est un mélange Chloroforme,
Ethanol, Acide acétique et d’eau (40V : 6V : 0,D\2V).
» Echantillon : L’extrait phénolique de la partie aérienne de knthe poivrée, dilué dans

I'acétate d’éthyle et butanol.

> Révélation

La révélation est faite sous une lampe a UV (Widet) qui met en évidence la
présence des flavonoides. La confirmation de lagm&e des flavonoides a été réalisée par
I'ajout de I'iode qui provoque le changement dedaleur des taches obtenues.
Le comportement d’'une molécule particuliere danssystéme donné est exprimé par son

rapport frontal R calculé par la formule suivante :
¢ Rd/D
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v' d: Distance parcourue par le constituant.

v' D: Distance parcourue par la phase mobile (frordaluant).
1-4-3- Spectroscopie infrarouge IR

Afin de mettre en évidence les groupements fonoets constitutifs des PP testés, on
a eu recours a la spectrophotométrie a infrarapugeest une méthode d’analyse rapide,
simple et préciseCe test a été réalisé au niveau du laboratoireodiEdogie, faculté
pharmacie de Tizi-Ouzou.
La spectroscopie infrarouge a été utilisée pour identifier groupes fonctionnels
caractéristiques de l'extrait. Une petite quanfidg) de l'extrait a été dispersée dans du
bromure de potassium sec (KBr). Le mélange a éghsosement mélangé dans un mortier,
puis le disque a été placé dans une coupelle ditibia d'un accessoire de réflectance
diffuse. Le spectre IR a été obtenu en utilisamkiReelmer 2000 infrarouge spectrometre.
1-4-4-Spectroscopie UV-Vis

Ce test a été réalisé au niveau du laboratoiresi®tghimie des matériaux LPCM
UMMTO.
Dans une cuve en Quartz de 1cm de largusurintroduit I'extrait brute méthanolique
a analyser, environ 2 ml, avant cette procéduarétalonne d'abord I'appareil par le témoin,
qui est dans notre cas le méthanol pure.
1-5-Tests des activités biologiques
1-5-1-Activité antioxydante
1-5-1-1-piégeage de }D,

Le piégeage du radical peroxyde d’hydrogéne a étgriahiné par la méthode &eich
et al., 1989
Quatre solutions de I'extrait a différentes concatiins ont été préparées selon le tableau
suivant

Tableau 5: solution a différentes concentration préparéebextrait éthanolique

Solution 1 2 3 4
Concentration 50 100 150 200
(mg/ml)

Une solution de kD, & une concentration de 2mmol/L a été préparée ldaasnpon
phosphate (pH=7.4). Un volume de 0.6ml de chaqltiso d’extrait a été mélangé avec
10ml de la solution de -

D’une part on prépare un blanc dans la méme comd#ans la présence de I'extrait.

Apres 10min, 'absorbance de peroxyde d’hydrogééeanesurée a 230nm [29].
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% de pieégeage HO»,= [(Ag-A1)/A]*100
Tel que :
+ Ag: représente I'absorbance sans I'antioxydant.
+ A;:représente I'absorbance en présence d’antioxydant
1-5-1-2-Pouvoir réducteur
«» Principe
Les substances ayant un potentiel de rémctiéagissent avec le ferricyanure
de potassium pour former le ferrocyanure déagsium, qui réagit a son tour avec le
chlorure ferrique pour donner lieu a un complexeajune absorption maximale a 700 nm
[19].
+ Mode opératoire
Cette méthode est déterminée en utilisant la tgclendOyaizu (1986)[30]. Les

différentes concentrations d’extrait dans le mébh§2-10mg/ml) (1 ml) sont mélangées avec
2.5 ml de la solution tampon phosphate (0.2 M, pH) &t 2.5 ml de ferricyanure de
potassium [KFe(CN)¢] (1%). Les mélanges sont incubés a 50°C pendanni20 Apres,
2.5ml de l'acide trichloracétique (10%) est additié pour stopper la réaction. Le tout est
centrifugé a 3000 tpm pendant 10 min. A la fin, @I5du surnageant de chaque concentration
est mélangé avec 2.5ml de 'eau distillée et 0.5'mhe solution de chlorure ferrique FeCl
fraichement préparée a 0,1%. La lecture de I'alasmd du milieu réactionnel se fait a 700
nm contre un blanc semblablement prépare, en reauid’ extrait par de le méthanol qui
permet de calibrer l'appareil (UV-VIS spectrophotdme). Une  augmentation de
'absorbance correspond a une augmentatiorpalwoir réducteur de extrait testé.
1-5-1-3-Test de piégeage du radical DPPH°
% Principe

La molécule de 1,1-diphenyl-2-picrylnydrazypRPH) est un radical libre stable,
dont la solution posséde une coloration vielett une absorption caractéristique a 517
nm. Quand une solution de DPPH est mélarmy@x une substance donneuse d’atome
d'hydrogéne( antioxydante), il yaura formatioea da forme réduite (Figure 11). Ceci
provoque la perte de la coloration violette du DPRidrme radicalaire) en coloration jaune
(forme réduite) caractérisée par une bande d’abieargans le visible a 517 nm [19]. Utilisé
en tant que réactif, le test au DPPH (2,2-diphdnplcril-hydrazylhydrate) offre évidemment
une méthode pratique et précise pour révéler leprigtés antioxydantes des différentes

especes.
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« Mode opératoire

1 ml de 0,006% solution de DPPH dans I'éthanohe&angé avec un volume éde
notre extrait prépara différentes concentrations (0,04 a 0,2 njg/et maintenu dan
'obscurité pendant 30 min. L'absorbance este |la 517 nm a lide dun

spectrophotometre (UV/V Spectrophotome.

P S -~
0.N ke OH 0N y
| |
I 1L
- ol [ ] === pNn
| — | _— H
| \ l’; N | "\‘ UaN
l I
\ DPPH / phiénal diphény Ipicryhydrazine phenaxy
-—ees e e e s . -—

Figure 11 Structure chimique du radical DPPH’ et de sa e réduit
L’essai a blanest composé de 1ml de la solution éthanolique RBHDet de 1 m
d’éthanol.La substance de référer est représentée par une solution d’acide ascorligot
'absorbance est esurée dans les mémes conditions que I'échanté&té[31].

Expression des résultats :

X Calcul des pourcentages d’inhibitiol : On calcule ainsi le pourcent:
d’inhibition par la formule suivan :
1% = [(AC— AT) / AC] x 100Avec : AC: Absorbance du blancAT: Absorbance du te
effectué.
X Calcul des IC50: IC50 ou concentration inhibitrice de 50% (ausgpedpe E(0
pour Efficient @ncentration 50), est la concentration dechiantillon testé nécessai
pour réduire 50% de radidaPPH?°. La IC50 est calculée graphiquement patdeessior
linéaire de graphe tracé ; pourcent: d’inhibition en fonction @ différentes concentratiol
de la fraction testée.
X Calcul de [lactivité antiradicalaire (Scavengig activity): L'activité
antiradicalaire est détainée en calculant I'inverse de la valeu IC50 : AAR = 1/ IC50.
1-5-2-Activité antibactérienne

L’étude de l'activitéantibacérienne des PP de la menthe pé&iva été réalisée au
niveau du laboratoire de microbiologie ca Faculté Pharmacide Tiz-Ouzou, sous la
responsabilité du Dr AL ABDOUI

Le test d’évaluation de I'activiantibactérienne de I'extrait phénolique de laips

aérienne de la menthe poivi a été réalisé par deux méthodes:
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K/

« Par la méthode de diffusion sur milieu solide, dane premiére étape qui permet de
prévoir I'efficacité in vitro des polyphénols de taenthe poivrée, et la présélection des
souches sensibles a son pouvoir antimicrobien.

« Dans la deuxieme étape, par la méthode de diludonmilieu solide, afin de
déterminer les concentrations minimales inhitxsi (CMI) et la concentration minimale
bactéricide (CMB).

1-5-2-1-Microorganismes testés

Les microorganismes testés proviennent dbsrddéoires de Microbiologie et de

Parasitologie de I'hnépital Nadir Mohamed de -Dzizou. lls correspondent aux espéces

suivantes: (voir annexeb).

<+ Les especes bactériennes utilisées

= Escherichia coli . Pseudomonas aeosg =  Staphylococcus aureus.
L’espéce fongique utilisée
= Candida Sp.

1-5-2-2- Isolement et confirmation des souches baciennes et fongiques sensibles

Les especes que nous avons utilisé ont été déméalable confirmés par le service
microbiologie de CHU de Tizi-Ouzou. Nous avons tesuvérifier leur pureté par les
caractéristiques cellulaires, par quelques testshimiques et culturaux.
1-5-2-3-Isolement des souches fongiques bactériesrsensibles sur leurs milieux sélectifs

E. coli et P. aeruginase sont ensemencées surilieu nHektoen, S. aureus est
ensemenceée sur le milieu Chapman, candida Spnesinencée sur un milieu sabouraud [40].
Les souches sont incubées pendant 24h a 37°C.
1-5-2-4-Examen macroscopique

Une observation macroscopique permet de décaspéct des colonies, obtenues sur
les milieux solides (taille, pigmentation, contoaspect, couleur).
1-5-2-5-Examen microscopique

L’observation microscopique au grossissememt @) permet de classer les bactéries
selon leurs Gram, leurs morphologie cellulairerdanode d’association [32].

« Examen a |'état frais

Sans avoir subi de coloration particuliere : unéppration est obtenue avec le dépot
d'une goutte de la suspension bactérienne eatre let lamelle, puis on observe au
microscope (&40) la présence éventuelle de bactéries ou de dsyles renseignements

obtenus par cette observation concernant principahée la mobilité des bactéries [33].
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<+ Examen aprées coloration de GRAM

Les bactéries peuvent étre grouper en 2god&s selon la méthode de coloration
de Gram. Cette technique a été mise au pemit884 par Hans Christian Gram. Apres
lelsactéries Gram-

coloration, les bactéries Gram+ deviennentleties alors que

apparaissent en rose. Elle a été effectuée telméthode décrite p&ENIS F et al[34], la

technique est indiquée en annexe n°7.

1-5-2-6-Examen complémentaire

Tableau 6 :Examens complémentaires.

Test Principe Technigue Lecteur
La catalase est un enzyme| Sur une lame et a I'aide d'une Catalase+
ayant la propriété de pipette Pasteur, on dépose une
— . . - N effervescence.
12 décomposer le peroxyde colonie bactérienne a laquelle
o d'hydrogene (kD,) avec on ajoute de I'eau oxygénée (aCatalase - pas
© dégagement d 'oxygéne selon la 10 volumes). .
< . . i d'effervescence
= réaction suivante :
O catalase
2H,0, — ;H, 0+ G,
Ce test, mettant en évidence Dans un tube & hémolyse | Coagulase + :
I'aptitude des bactéries a stérile, introduire 0,5 ml de Coaaulation du
coaguler le plasma, est le | plasma oxalaté + 0,5 ml d'ung 9
—_ principal test caractérisant S.| culture de 18 h en bouillon plasma.
gi aureus. Il permet donc de cceur cervelle de la souche a Coagulase - -
g différencier le Staphylocoque doré étudier. 9 '
g des Staphylocoques- coagulase Placer le mélange a 37°C. Des Pas de
< négative. lectures doivent étre effectuéescoagulation du
O toutes les heures au moins plasma.
pendant les cing premiéres
heures.
La recherche de I'oxydase | Déposer le disque sur une lame Une réaction
s'eﬁectug avec des disques pre‘%rte-objet, I'humidifier avec t pgs['f[lve se
I'emploi du commerce. Ce test deau distille tradul pa}éuré
_ permet de mettre en évidence un%eux gouttes deau distiliee V'rigézcrfilf('jee y
) enzyme : la phen,yl-ene‘d|am|-ne stérile et écraser la colonie Fincolore au
§ leur culture en milieu gélosé.Cete
(>3< enzyme est capable d’oxyder u
réactif : le N diméthyl
paraphénylénediamine.
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1-5-2-7-ldentification des bactéries a Gram négatif
% Test du milieu TSI (Triple Sugar Iron)

L’ensemencement est réalisé par piqQre centrats ¢k culot puis par stries sur la
pente, la lecture se fait apres 24 heures d’'incoibat 37°C. La fermentation des sucres se
traduit par le virage de la couleur de eniliau jaune, le dégagement de gaz se traduit par
la formation des bulles de gaz dans la masse du, @lbrs que la production d>8 se traduit
par le noircissement du milieu [36].

+ Test de Simmons

L’ensemencement est réalisé dans le culot puistpias sur la pente, la lecture se fait
apres 24 heures d’'incubation & 37°C. L'utilisatitencitrate se traduit par la libération des ions
OH’, qui alcalinisent le milieu en se traduit par uleur bleue apres le virage du vert de
bromothymol [37].

% Caractéres biochimiques
» La qalerie Api 20 E

La galerie API 20 E est un systeme pour 1’identification des Entérobactéries et autre

bacilles Gram négatif, utilisant 20 tests biochimiques standardisés et miniaturisés, ainsi qu’une
base de données, le principe et le mode opératoire sont indiqués en annexe n° 8.
1-5-2-8-Evaluation qualitative de I'activité antimicrobienne des polyphénols de la menthe
poivrée (aromatogramme)
> Extrait phénolique des parties aériennes de la méme poivrée

Les solutions d’extrait sont préparées dans le DMEle méthanol. Les dilutions sont
préparées de facon a obtenir des concentrationslé?i1/4 et 1/8 a partir de la solution mere.
1-5-2-8-1- Préparation des suspensions microbiennes

Pour cela, a l'aide d’'une pipette pasttambée, on racle 2 a 3 colonies bien isolées que
I'on décharge dans un volume d’environ 5ml d’eaysibiogique stérile de fagon a obtenir une
suspension d’'une opacité approximativement de 0.5%slGnd [38].
1-5-2-8-2- Ensemencement des boites de pétri

On imbibe un écouvillon stérile de la suspensiactérienne ou fongique puis on
'essor en le pressant fermement sur la paroinetelu tube, afin de décharger au maximum.
On frotte I'écouvillon sur la totalité de la suréagélosée M-H seche de haut en bas, en stries
serrées, puis on refait la méme opération deuxeiviurnant la boite d’un angle de’68prés

chaque application, de sorte a avoir une culturedgene en nappe [39].
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1-5-2-8-3-Dépot des disques :

Les disques utilisés sont des disques stérilgzager Whatman de 6 mm de diamétre,
sont déposés délicatement a l'aide d'une pinceilestéur le milieu gélosé ensemencé
préalablement avec les suspensions microbienrgesidques doivent étre espacés d’au moins
24mm centre a centre [40].

Pour chaque boite de pétri on dépose 3disques :
v Un disque qu’'on imprégne de fi0d’extrait méthanolique (S1) prélevé a l'aide ddun
micropipette.
v Un disque de témoin négatif qu’on imprégne de nm&tha
v Des disques d’antibiotique utilisés comme témoivstds (T+).
Les mémes opérations sont réalisées pour I'exdmlDMSO (S2) sauf dans ce cas le disque
de témoin négative est imprégné de DMSO.
1-5-2-8-4- Mesure des diametres des zones d’inhiloins
A l'aide d'un pied a coulisse, on mesure les diae®etdes zones d’inhibitions de la
prolifération bactérienne autour des disques igmpEé d’extrait méthanoliqgue et du DMSO
pour toutes les souches testées et le résultat esgmamé en mm. Pour cette technique
(aromatogramme), la sensibilité du germe testé pbyul d’extrait peut étre évaluée selon le

diameétre d’inhibition obtenu en se référant augablsuivant :

Tableau 7: Corrélation entre sensibilité du germe et taillehalo d’inhibition

Taille du halo d’inhibition Conclusion
Diamétre Inférieur ou égal a 8 mm La sensibilitgdume est nulle
Diametre compris entre 8 et 14 mm La sensibilitggdrme est limitée
Diameétre compris entre 14 et 20 mm La sensibilitggerme moyenne
Diametre supérieur ou égale a 20 mm Lengegst tres sensible

1-5-2-9-Evaluation quantitative de ['activit¢ antimcrobienne des polyphénols de la
menthe poivrée
1-5-2-9-1- Détermination de la CMI par la méthode d dilutions en milieu solide

La CMI d'un extrait vis-a-vis d’'une souche donn&mrespond a la plus petite des
concentrations ne montrant aucune croissance @isielgerme a I'ceil nu [40]. Les germes
ayant montré une activité antibactérienne positsent sélectionnés pour déterminer les
concentrations minimales inhibitrices (CMI) pam&thode de dilution en milieu solide.

-NB : un schéma montre la méthode en détaille est rep&en annexe n° 9.
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Tableau 8 :Préparation des différentes dilutions de I'ext(aiéthanolique/eau et DMSO)

Extrait (ml) 1 0.5 0.25 0.125
Gélose M-H (ml) 19 19.5 19.75 19.875

On transvase chaque dilution dans une boite deqiéin agite a fin d’homogénéiser le

mélange, puis on impregne 2uL des 04 soucheslsaque boite.

1-5-2-9-2-Détermination de la CMB/CMF

CMB correspondent a la plus faible concentratioant 99,9% des micro-organismes en
culture sur ce milieu [41].

Afin d’apprécier la nature de l'activité antimiciebne d’extrait phénolique de la
menthe poivrée (fongistatique ou fongicide), poandida Sp, on transfére le disque de la
dilution, qui n'a pas montré de croissance visifalest a dire celles qui sont supérieures ou
égale a la CMI), sur des boites contenant 20 nMldé. Les boites sont incubées 24h a 37°C.

En effet, lorsque le rapport CMB/CMI (CMF/CMI)tasférieur ou égale a4, I'extrait
phénoliqgue est bactéricide et /ou fongique. Quaeadrapport est supérieur a 4, I'extrait

phénoligue est dit bactériostatique et/ou fongiptiat
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2-1- Extraction des composés phénoliques

La matiere végétale, qui est un mélange hétérpgéhsoumise au contact avec un solvant.
L'extraction a été faite dans un solvant, acclessibuniversel : I'éthanol. Bien qu'étant un salva
organique, il posséde une grande polarité quidunpt d’extraire autant de molécules polaires,
comme les polyphénols. L'extrait éthanolique pécé apres évaporation a été pesé pour déterminer
le poids sec résultant.

» Le rendement d’extraction
Le rendement R en polyphénol a été détermin@port & 50g de poudre de la menthe poivrée.

Tableau 9: Rendement d’extraction de la partie arienne deslathe poivrée

Quantité de la plante (g) 50g
Volume d’éthanol 200ml
Durée d’extraction 24h

Rendement(%) 4.46%
Aspect Visqueux
Couleur Vert foncé

2-2-Testes chimiques d’identification des constituds végétales
Les résultats des tests chimiques d’identificaties constituants de I'extrait donnent le
tableau suivant :

Tableau 10: résultats des tests chimiques d’identificatioa denstituants de I'extrait

Tests Résultats

Test 1 +

Flavonoides Test 2 "

Tanins hydrolysables +

Tanins condenseés -
Saponines -
Terpenoides -
Glycosides -
Stéroides +
Cardénolides +
Stérols -

Sucres réducteurs +
Polyphénols +
Anthraquinone -
Anthocyane +
Coumarine -

(+) : Présence du constituant dans I'extrait. (-) : Absence du constituant dans I'extrait.
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2-3-Analyse quantitative
2-3-1-Dosage des polyphénols et des flavonoides
Les dosage des polyphénols et des flavonoides ldadrait préparé, réalisés par les
meéthodes spectrométriques de McDonald et al., 20CGbang et al., 2002 ont donnés les
résultats suivants :
» Pourles PP
L’équation de la courbe de calibration préparéd’peide gallique est :
y =0.0051x — 0.0335,r2= 0.9974—> Cppt = (y + 0.0335)/0.0051 (mg/ml)
y= I'absorbance mesurée par le spectrophotomeétre.
x= la concentration de la solution de I'acide galédmg/l) dans le méthanol-eau (50 ; 50, v/v).
Copt = La concentration de la solution recherchée dagppénols totaux dans la solution
analysée de I'extrait, exprimée comme (AGE) en [mg/
» Pour les Flavonoides
L’équation de la courbe d calibration préparéelpauercetine est :
y = 0.006x + 0.025,7% = 0.9517 =>Cft = (y — 0.025)/0.06 (ug/ml)
y = I'absorbance mesurée par le spectrophotomeétre.
x= la concentration de la solution méthanoliqueadguercetine (pg/ml).
Ci = la concentration de la solution recherchée ftlamonoides totaux dans la solution
analysée de l'extrait, exprimée comme (QR) en (j)g/m
Les résultats des analyses quantitatives par rgpbcttometre UV-Visible de I'extrait
de la partie aérienne de la menthe poivrée éaahé consignés dans le tableau 11. Dans cette
composition, nous constatons que cet extrait esintigativement riche en composés
phénoliques.
Tableau 11 composition de I'extrait de la partie aérienrde la menthe poivrée en

composés phénoliques

Solution méthanolique de I'extrait
0.1mg/ml
Taux des polyphénols totaux (mg AGE/g extrait) Tadgs flavonoides totaux (mg QR/g extraft)
Essai 1 610.78 Essai 1 8.16
Essai 2 728.43 Essai 2 6.66
Essai 3 497.06 Essai 3 10.16
Copt 612.09 Cx 8.33

mg AGE/g : milligramme d’équivalents de I'acide lgple par gramme de I'extrait.

mg QR/g milligramme d’équivalents de la quercetine pangree de I'extrait.
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Ces resultats nous indiquent que I'extrait phiéuoel des parties aerinnes de la menthe
poivrée est majoritairement constitué de polyph&notaux et sa composition en flavonoides
est relativement faible. Les flavonoides sont abér&is comme une sous classe des composés
phénoliques, il est par conséquent logique quenaur en PPT de I'extrait soit directement
reliée a la teneur en flavonoides.

Ces resultats sont simlaires aux resultats obtgmars plusieurs auteurs sur la
composition phénolique de la menthe poivi@enerali Mekini | et al.,2014[42]; Nihal M et al.,
2013[43], ont rapporté que les flavonoides représentent meume une petite partie des
polyphénols présents dans I'extrait phénoliqueateerplante.

Notre étude a été réalisée sur une plante de 8talesrécolte a été effectuée au début
de la floraison ; peu de données bibliographiques concernantetgeur en composés
phénoliques de la plante choisie par les méthddetosage et le solvant utilisés, les études de
Fialova S et al., 2015 sur la variation des compgéénoliques de la menthe poivedecours
d'une période de quatre ans[44] latvariabilité des métabolites secondaires de lanthe
poivrée pendant le développement de l'infloreselgtd, ont montrées une forte teneur en
composeés phénoliques et faible en flavonoides poearplante de 3 ans, et la meilleur période
de récolte a été déterminée comme étant le dakbla floraison. D’autres études précedentes
rapportent que les plantes ayant des rendementdsédm extrait contiennent une forte teneur
en composeés phénoliques [46].
2-4-Analyse qualitative

2-4-1-Chromatographie sur couche mince
Les résultats obtenus par la CCM sont résuméslddableau suivant.

Tableau 12: Rapport frontaux et couleur des taches avantréisarévélation pag |

Extrait Acétate d’éthyle Butanol
Taches Tachel Tache2 Tache3 Tache4Tache5
Couleur avant
lajout d'l , Jaune Jaune Jaune verte Verte
Couleur apres| Marron Marron Jaune Verte Jaune
I'ajout I,
RF 0.23 0.43 0.6 0.86 0.86

La séparation par CCM de l'extrait d’acétate d'&hgt butanol obtenu a montré la
présence de (04) taches ayant des rapports fromtifiéxents 0.23, 0.43, 0.6, 0.86, et que

I'extrait butanoligue a décelé une seule tache averapport frontale de 0.86 (voir annexe
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n'4). Cette analyse a permis de mettre en éviderns¢adbes (spots) colorées surtout en jaune
et vert. Ces colorations confirment la présencecdegposés phénoliques et des flavonoides.
La confirmation est faite par I'ajout de I'iodee@lernier provoque en présence des
flavonoides un changement de couleur des tachede/gune, jaune vert ou ocre.
2-4-2-Analyse spectroscopique
2-4-2-1-Les spectres IR et UV
Les spectrophotométres IR et UV-V peuvent étrdil'tes plus puissants pour identifier
les types de liaisons chimiques (groupes fonctimmeésentes dans I'extrait. Le spectre IR a
ete utilisé pour identifier le groupe fonctionnesdcomposants actifs sur la base de la valeur de
la région du rayonnement infrarouge. Les résulias études spectroscopiques ont révélé la
présence de divers constituants chimiques darisaieméthanolique de la partie aérienne de la

menthe poivrée avec différentes valeurs de piagspondent a :

Tableau 13: Les différentes valeurs de pics du spectre IR.

La longueur d’onde (Cmi™) Le groupement correspondant
3432.01 OH (présence de composé phénolique)
2927.99 OH et CH
1634.78 C=0 (typique des flavonoides)
1446.1 COOH et CH
1384.11 OH phénolique

1267.8 et 1114.83 Ester et Alcool secondaire
1056.18 C-H (caractéristique pour le noyau
aromatique)
1044 Cétone

Le spectre UV-Vis a des bandes d'absorption de620® 290.20 cm-1, caractéristiques
des flavonoides et leurs dérivés. Les spectredlaesnoides sont typiquement constitués de
deux maxima d'absorption dans les gammes et 3003856t — =), 230-290 nmrf - w*).

La spectroscopie UV-Vis et IR s'avere étre deshods véridiques et sensibles pour détection
de la composition biomoléculaire. Les spectres tRJ¥-Vis indiqués en annexe n°2 de

I'extrait phénolique ont confirmés la présence laénpls et flavonoides, par conséquent, il peut
étre utilisé comme antioxydant d'origine naturelens divers médicaments et formulations

pharmaceutiques contre les traitements de diffésemialadies liées au stress oxydatif.
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2-5-Activité biologique

2-5-1-Activité antioxydante

L'utilisation
d’évaluer le potentiel antioxydant des exsrailans ce travail, nous avons utilisé trois

méthodes pour évaluer ['activité antioxydamievitro de la plante étudiée a savoir :

de plusieurs

tests antioxydantsomplémentaires est

DPPH, PR, HO,. Ces tests ont été choisis parmi les testslisscités dans la littérature

> Piégeage du radical peroxyde d’hydrogene D,

Tableau 14 Résultat de 'activité anti radicalaire de I'eadtrvis-a-vis de HO,.

[C](mg/ml) Blanc 50 100 150 200
A 0.970 0.748 0.669 0.406 0.168
% H,0; 0 22.86 31.03 58.14 82.68

utile afin

D’aprés les résultats obtenus et qui sxmrimé sous forme de graphe indiqué en
annexe n°3, on remarque que l'absorbance de pezoxytlydrogene diminue avec
'augmentation de la concentration des solutions)drait de la menthe poivrée.

» Testde DPPH et PR

Le tableau 15: I'évaluation de l'activité antioxydante dedpece étudié.

DPPH Solution éthanolique (mg/ml) 150
- 0.04 |0.075 0.06 0.08 0.2 0.075
% de Extrait 19.09 40.78 52.64 79.48 87.94 | AAR
réduction
du A.asc 39.40 51.03 68.57 97.84 98.36 | 1333
DPPH°®
PR Solution éthanolique (mg/ml)
- Blanc 2 4 6 8 10
Absorbance 0.049 |0.464 |0.87 1.07 1.16 1.16

Comme la concentration en composés phénoliquasentg, leur activité antioxydante
augmente. Il ressort de ces résultats que le ppaxgdant est trés significativement dépendant
de la concentration. La majorité des travaux pgbl@ortant sur la plante choisie pour cette
étude se limitent a I'évaluation de la capacitéaxytiante des huiles essentielles. Tres peu de
travaux sur I'activité antioxydante des extraits volatils ont été rapportés dans la littérature.
Les résultats obtenus sont en accord avec ceuxésquar Nidhal M et al., 20133], qui ont
signalé que le pouvoir réducteur de I'extrait matigue de la menthe poivrée augmente avec
'augmentation de la concentration.

La teneur élevée en composés phénoliques conttamsela partie aérienne de menthe

poivrée peut expliquer leur forte activité antioaptke. Cette activité est directement liée ala
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structure phénolique qui confére a la moléclal capacité de générer des radicaux libres
stabilisés par résonandes composés phénoliques peuvent transférethyarogene du
noyau phénol a un radical de haute énef@ete capacité antioxydante (capture des
especes reéactives de I'oxygene) est encore acauel@gs composes phénoliques possédant
deux groupes hydroxyles en ortho [47]. Ceci moBfgalement la capacité de notre extrait a
piéger les différents radicaux libres dans lesédé#fiits systemes, ce qui indique qu'il peut étre
un agent thérapeutique utile pour le traitementdt@amages pathologiques liés aux radicaux
ce qui peut étre aussi bénéfique dans la conservdés produits alimentaire, des formulations
médicamenteuses et des produits cosmeétiques.
2-5-2-Evaluation de I'activité antimicrobienne degpolyphénols de la menthe poivrée
2-5-2-1-Evaluation qualitative de I'activité antimicrobienne de la menthe poivrée
» Confirmation des souches bactériennes sensibles

Le tableau suivant regroupe les résultats deérdifits tests de confirmation des souches

bactériennes sensibles utilisées.

Tableau 16 Caractére des souches bactériennes sensiblesestud

Test Bactéries
E. Coli ATTC S.aureus ATTC P. Aeruginosa | Candida
Aspect Colonies rondes, Colonie entourées| Colonies verte ef Colonies
macroscopiq saumons lisses. | d’'une auréole jaune fine blanchatre
ue
Coloration de -Coccobacilles| - Cocci par en - Bacilles
GRAM -Gram- amas fins NR
-  Gram+ - Gram-
Etat frais Mobile Immobile Trés Immob
mobile ile
Catalase + + + NR
Oxydase - - + NR
Coagulase NR + NR NR
Fermentatio Glucose(+) NR Glucose(-) NR
n des sucres Saccharose(+) Saccharose(-)
TSI Lactose(+) Lactose(-)
Citrate de - NR +/- NR
Simmons
NR= non recherché +  fEsitif - : test négatif

2-5-2-2- Mesure des diametres des zones d’inhibitio

L’évaluation de I'activité antibactérienne de Keait phénolique de la MP a été réalisée
par la technique de diffusion en utilisant le miliggélosé solide (M-H). L’activité
antibactérienne est déterminée en termes de diamétzone d’inhibition produite autour des
disques apres 24h d’incubation a la températurguadé pour le développement du germe.
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Les résultats de 'aromatogramme sont présenté&slddableau suivant :

Tableau 17: Activité antibactérienne des deux extraits sumilieu M-H

Souche Diametre des| Diametre des
microbienne zones zones Taille du halo
d’inhibition d’inhibition d’inhibition Conclusion
obt9enue obtenue pur
pour S1 S2
E. coli - 9mm [Bmm-14mm] | la sensibilité du germe egdt
limitée
S.auerus 9mm 12 mm [Bmm-14mm | la sensibilité du germe egdt
limitée
P. - 9mm [Bmm-14mm] | la sensibilité du germe egdt
aeruginosa limitée
Condida - 8mm Inf ou égale a | la sensibilité du germe egt
8mm nulle

- . pas d'inhibition.
S1: représente la solution préparée a partir de By 2'extrait dans le solvant méthanol.
S2: représente la solution préparée a partir den2@@’extrait dans 1 ml de DMSO.

L’analyse qualitative de I'activité antimicrobiemrpar la méthode de diffusion sur
disque révele des diameétres de zones d'inhibities différentes souches a différentes
concentrations de I'extrait variant entre Omm (@ashibition) et 12mm.

Il est remarquable que la concentration 52.1mg/mohtne I'effet d’inhibition le plus
faible par rapport a 200mg/ml. Le témoin DMSO njeereé aucune activité inhibitrice, les
colonies se développe normalement en sa préseme ctést un bon diluant pour I'extrait.

L'extrait phénolique s’est révélé actif envers &sutles souches bactériennes et
fongiques testées mais avec des degrés différeatsableau 17 montre que la solution
préparée a partir de DMSO a une faible activigasvis les souches E. coli, S. auerus, P.
aeruginosa et Candida Sp, alors que la solutiopapé& a partir par méthanol présente un seul
diametre de la zone d’inhibition pour le S. aura@nm.

Ceci nous ramene a conclure que l'activité antdréatine dépend de la concentration
des extraits, plus au moins important selon lareatie la souche utilisée, la méthode utilisée
influe aussi les résultats. Elle dépend aussaaépartition géographique de la plante, la nature
de sol, la période de récolte et la technique déexibn.

De nombreuses études in vitro ont confirmés gaectamposés phénoliques sont des
agents antimicrobiens contre un grand nombre deoonganismes pathogénes. En effet

certains quinones présentent un effet bactérigsiatsur les bactéries a Gram positif mais pas
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vis a vis des bactéries a Gram négatif [48]. Des,pties récentes études ont montré que les
coumarines et les tanins exercent plusieurs agsiahtimicrobiennes [49-50].

Les résultats obtenus peuvent étre expliqué phsénce de ces métabolites secondaires
dans I'extrait phénolique de la partie aérienndadenenthe poivrée d’apres les résultats des
tests phytochimiques d’identification. Ceci nousmeéme a conclure que Iactivité
antimicrobienne ne dépend pas seulement de laruesgdes composés phénoliques, mais
également de la présence de divers métaboliteadeaices.
2-5-2-3-Evaluation quantitative de [l'activité antimicrobienne des polyphénols de la
menthe poivrée
2-5-2-3-1-La lecture des CMI

La CMI, pour un germe donné correspond a la patge concentration inhibant toute
croissance visible a I'ceil nu et dans notre caa @llis petite dilution ne montrant pas de
croissance microbienne aprés incubation.

Tableau 18: Les résultats de CMI pour les germes testés.

S1 S2

Dilution 1% 0.5% |0.25% | 0.125%| 1% 0.5% | 0.25% | 0.125%

Souches
microbiennes

E.coli - - - - - - - -

P.aeruginosa - - - - - - - -

S.aureus - - - - - - - -

Candida - - - - + - - -
CMI

- . présence de la souche microbienne. + : absence de la souche microbienne.
Pour la S1, toutes les souches bactériennes dagfe®) sont résistantes donc il ya pas de CMI,
Par contre la S2, les souches bactériennes E.R.ofieuginosa et S. aureus sont résistantes
alors que la souche fongiqgue Candida Sp gessible a 1%.

Ces reésultats ont montré que I'extrait phénoligde MP n’a pas d’efficacité sur les (03)
souches bactériennes sauf sur la souche fongieaideaSp.

CMI=1

NB : les figures d’évaluation de I'activité antiba@d@ne sont indiquées en annexe n° 4.
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2-5-2-3-2-La lecture de CMF
La dilution égale a la CMI est transférée sur uoigebsans extrait phénolique.

Tableau 19 :résultat de la CMF

Dilutio 1%

Souche fongique

Candida Sp CMF

- . absence de pousse microbienne pour un disque.

3- Calcul de rapport CMF/CMI

Tableau 20Rapport CMF/CMI .

Souche fongique CMF/CMI Interprétation

Candida Sp 1 Bactéricide

Le résultat & montré que I'extrait phénolique denkenthe poivrée peut étre qualifie de

bactéricide et fongique sur la souche utilisée.
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Conclusion générale

Ce travail nous a permis en premier lieu rdaitriser les plus simples techniques
analytiques en passant de I'extraction desyph@nols aux outils analytigues de base
dans I'étude des substances les plus intéressamenues dans une plante.

En outre, ce travail nous a permis de quantifies composés phénoliques en utilisant
les techniques universelles appropriées apres affectué des analyses chromatographiques
analytiques de ces composés (polyphénols, fladasaqi.etc.) contenus dans cette plante. Les
résultats ont montrés une trés forte teneur en oséet par conséquent, une forte activité
antioxydant mesurée par différentes méthodes, @irsae piégeage du radical libre DPPH?, le
pouvoir réducteuret le piégeage du radical peroxyde d’hydrogéen®,H

Par contre, I'extrait phénoligue de la plante &eada montré une faible activité
antibactérienne avec des concentrations différenéssrésultats nous ramene a conclure que la
différence de l'activité antioxydante et antibaiet@ne de I'extrait de la plante semble étre
directement liée a la diversité qualitative et/oaumfitative des composés qui sont présents dans
I'extrait.

Les résultats obtenus sont trés encourageastesnment pour l'activité antioxydante,
par conséquent, I'agro-matériau étudié peut étpboesk comme source antioxydante potentielle
d’'origine naturelle, ces résultats aussi constitugme justification scientifique de l'usage
traditionnel de plane étudiée et confirme encorefors la pertinence des remedes traditionnels
dans le traitement de nombreux maux.

Notons enfin que ce travail va nous ouwtés horizons de recherche ciblés dans
le domaine des plantes utilisées en médetiaditionnelle notamment en terme de mise
en évidence des principes actifs et I'évaluation ldars activités biologiques, et comme les
résultats obtenus in vitro, dans ce travail, oastituent qu'une premiéere étape dans la
recherche des substances, de source natutglbdogiquement actives, nous pouvons
émettre certaines perspectives a envisager darexeete recherche et compléter ainsi notre
projet, des travaux complémentaires sont aloésessaires pour isoler et identifier les
substances bioactives responsables des actieéses, comme ['utilisation des techniques
d’identification plus performantes (chromatograghiecouplées a des techniques

spectroscopiques telles que la masse et la RMN).
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Annexe 1

Produits, Equipements, Matériels utilisés

Produits Equipements Matériel
- Ethanol - Balance analytique Eprouvette
- Chloroforme - Balance technique Erlenmeyer
- Acide sulfirique - Etuve Bicher
- Ferricyanide de - Broyeur mécanique Cristallisoir
potassium ( moulin a café) Pipette

- Chlorure ferreux

- Hydrogénocarbonate d
sodium

- Méthanol

- Chlorure d’alumium

- Acide acétique

- Réactif de
ciocalteu

- Solution d’ammoniaque

- Acide chlorhydrique

- Tampon phosphate

- Eau oxygéné

- Solution éthanolique d
DPPH

- Acide trichloracétique

- Chlorure d’aluminium

- Anhydride acétique

- Liqueur Fehling

- Hydroxyde de sodium

- Aétate de sodium

- Bromure de potassium

- Peroxyde d’hydrogene

- DMSO

- Acétate d’éthyle

- n-butanol

folin-

-Spectrophotomeétre (ZUZ
e SPECTROPHOTOMETR
E, UV-4211/SO) ave
cuve en verre.
- Evapeurateur
HEIDOLPH)
-Plaque chauffante
-Spectrophotométre FT-IR
(spectrum Two)
- Spectrophotométre UV
Visible evolution 220(thermc
scientific)

)

rotatif]

O

e

Verre de montre
Tube a essai
Barreau
magneétique
Entonnoir

Fiole jaugée
Papier PH
Thermomeétre
Spatule
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Annexe 3
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Annexe 5

Matériels biologiques

+ Les bactériesnt des tailles allant des cellules «namete 0,2 microns ou méme
moins a des cellules «géantes » longues (Qfle rbicrons, mais la plupart ont une
dimension comprise entre 1 et 10 microns. Ellewvgeule plus souvent étre observées au
microscope ordinaire (grossissement de 1000 doigiron) sans avoir subi de préparation
particuliere (examen a [l'état frais, entre éamt lamelle, de bactéries mises en
suspension dans un liquide) ou apres coloration

+ Les levuresont des champignons unicellulaires dont la tadiée de 2 a 20 um. La

taille des champignons est donc supérieure a defidbactéries ce qui permet facilement de les
distinguer.

1- Souches bactériennes et fongiques

Souches testées Code Familles Pouvoir pathogene
de la
souche
Escherichia coli ATCC | Enterobacteriacea Différentes formes de  diarrhjées,
(bacille mobile) 25922 dysenterie, rble des enterotoxines, |de

I'endoxine, des adhesine, certains de|ces
facteurs sont également
impliqués dans des infections des tispus

profonds.
Pseudomonas ATCC | Pseudomonacea| Infection pulmonaire peut étre pvienit
aeruginosa 27853 ou secondaire a une septicémie.

(bacille mobile)

Staphylococcus ATCC | Micrococcacea Staphylococcie cutanées, sous cigaige

aurus 25923 muqueuses, osseuses, pulmongire,
(cocci immobile) toxiinfection alimentaire, entérocolitg¢s
aigue.

ATTC : American Type Culture Collection

Staphylococcus aurus Escherichiaicol Pseudomonas aeruginosa Candida Albicans



Annexeb

Réactifs

Produit Utilisation
Méthanol Préparation des disques
DMSO

Préparation des disques

eau physiologique

Préparation des suspensiofs

bactériennes

H20,

Test de Catalase

Alcool et Fuchsine

Colorant Violet de Gentiang

Colorant Lugol

Colorant Safranine

Décolorant

Pissette d'eau

huile de paraffine

Coloration de Gram

Milieux utilisés

Milieu Chapman

Isolement de Staphylococcl
aureus

S

Milieu Hektoen

Isolement d'E. coli

Isolement de P. aruginosa

Gélose Nutritive (GN) Gélose
PCA

Isolement et croissance de
plusieurs souches
bactériennes

Gélose Mueller- Hinton
Bouillon Nutritif

Aromatogramme

Gélose de sabouraud

Isolement des champignons
des moisissures,
Réalisation de
'aromatogramme

et

Matériel

Bec bunsen
Lames de verre
Ecouvillons
Boites de pétris
Galerie APl 20 E
Marker
pipettes Pasteur
étuve
microscope
pince
pied a coulisse

Gélose de Mueller-Hinto
(MH) :
4+ Infusion de viande d
boeuf 300 g/l
+ Hydrolysat
17,5 g/l
Amidon 1,5 g/l
Agar 17 g/l
pH7,4+0,2

de caséin

-

—

1%




Annexe 7

Coloration de Gram

a) Faire un frottis:
+ Nettoyer une lame a l'alcool.
+ Déposer une goutte dBisur la lame.
4+ Toucher une colonie a l'aide d'une pointengaou d'un cure-dent stérile pour prélever
des bactéries. Il n'est pas nécessaire aeldeaucoup de bactéries
+ Frotter la pointe dans la goutte d'eau. Laissdreség I'air.
+ Passer 3 fois la lame dans la petite flamme (e8¢ du bec Bunsen pour fixer I'échantillon &
la chaleur.
b) Coloration et explications(attention aux éclaboussures, mettez des gapts
+ Déposer quelques gouttes de solutiowidiet de gentiandcristal violet) sur le frottis fixé.
+ laisser agir 1 minute. Le violet de gentiane colereytoplasme des bactéries.
+ Rincer trés brievement en faisant couler deQ'ldur la lame au-dessus du frottis.
Déposer quelques gouttes lgol sur le frottis. Le Lugol (composé iodéx esm mordant
qui permet de fixer le violet dans les bae& laisser agir 1 minute.
+ Jeter la solution de Lugol dans un bécher et ribdévement a
+ Décolorer en faisant couler la solution dicaloration sur la lame jusqu'a ce que le
violet ne s'écoule plus du frottis (5 ask@ondes). La solution de décoloration contient un
meélange d'alcool et d'acétone. Les pores de la gasoGram+ sont fermés pardéhydratation a
l'alcool. La paroi est alors imperméablelestcolorant violet reste dans les bactérles.
membrane des Gram- est dissoute par le méldoga-acétone. La paroi plus mince et de
composition différente laisse alors sortir la cat@n violette, rincer a 'H20.
+ Contre-colorer en déposant la solution sadranine (rose) pendant 1 minute. Ce
colorant permet de visualiser les bactérigant@écolorées a I'étape précédeGette
coloration moins forte que le violet n'affecte pmsouleur des Gram+.
+ Rincer a I'H20.
+ Observer au microscope (grossissement 400x ou,umeegoutte d'huile a immersion, au

grossissement 1000x



Annexe 8: La galerie API 20 E

% Principe

La galerie APl 20 E comporte 20 micro-tubes conténdes substrats sous forme
déshydratée. Les tests sont inoculés avec unersispebactérienne. Les réactions produites
pendant la période d’incubation se traduisent gar\drages colorés spontanés ou révélés par
I'addition de réactifs.

<+ Mode opératoire

L’opération s’effectuée selon les étapes suivantes :

» Reéunir fond et couvercle d’'une boite d’'incubatiomépartir environ 5 ml d’eau distillée
dans les alvéoles pour créer une atmosphere humide.
» On introduit la suspension bactérienne dans chadpesa I'aide d’'une pipette Pasteur
stérile, pointe en appuyant a l'intérieur et sucd& pour éviter la formulaion de bulles. On
distingue 3 types de remplissage
» Pour les tests qui sont marqués par des carae@ceslrés, on remplit le tubule t la cupule

. [CIT|, [VP], IGEL, avec la suspension bactérienne.

» Remplir uniquement les tubes (et non les cupules)aditres tests ni soulignés, ni encadrés.
» Créer une anaérobiose dans les tests qui sontugspar des caractéres soulignés: ADH,
LDC, ODC, URE, H2S en remplissant leurs cupuleg dteiile de paraffine.
Refermer la boite d’'incubation, coder et place7 &3 pendant 18-24 heures.
» Lecture
Noter sur la fiche de résultat toutes réactions spontanées. Si le glucose est positif et/ou si
3 tests ou plus sont positif : révéler les tests nécessitant I’addition de réactifs.
-Test VP : ajouter une goutte de réactif VP1 et VR2tendre au minimum 10 minutes.
Une couleur rose franche ou rouge indique uneigFapbsitive.
-Test TDA : ajouter une goutte de réactif TDA. Wmuleur marron foncée indique une
réaction positive.
-Test IND : ajouter une goutte de réactif de Kovgackin anneau rouge obtenu en

2minutes indique une réaction positive.
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Annexe 9

Méthode de préparation des dilutions pour la CML.

Solution mére

e |
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Résumé

L’extrait phénolique de la menthe poivrée a é&ppré par macération (extraction par
solvant). Le rendement de I'extraction été de 4.46%tude chimique analytique [Tests
d’identification; dosage des flavonoides totaux3381g QR/g extrait) et des phénols totaux
(612.09mg AGE/g extrait), CCM et IR, UV] effectuéar I'extrait phénolique de la partie
aérienne de la menthe poivrée a montée la natémeofique de cet extrait.
le test de PR. Les résultats étaient de 87.94%263880 pour les deux premiers tests
respectivement.

L’activité antibactérienne des polyphénols a pérmi@valuer l'action de [I'extrait
phénoligue de la plante vis-a-vis les (04) soudbastériennes et fongiques testées. Notre
extrait a montré une activité antibactérienne &ibl

Mots clés :flavonoides, menthe poivrée, extraction, activittaxydante, anti bactérienne.

Summary

The phenolic extract of peppermint was preparethageration (solvent extraction). The
extraction yield was 4.46%. Analytical chemicaldstjildentification tests; total flavonoid
assay (8.33mg QR / g extract) and total phenol2.(®ng AGE / g extract), TLC and IR, UV]
performed on the phenolic extract of the aeriat phpeppermint phenolic nature of this
excerpt.

The antioxidant activity of the extract was evadabby the DPPH test, the®, test and
the PR test. The results were 87.94% and 82.68%héofirst two tests respectively.

The antibacterial activity of the polyphenols t@kiate the action of the phenolic extract
of the plant vis-a-vis the (04) bacterial and furgjeains tested. Our extract showed weak
antibacterial activity.

Keywords: flavonoids, peppermint, extraction, antioxidaati\aty, anti bacterial.



