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Résume

Les recherches actuelles sont focalisées sur les molécules ddaégsités biologiques
d’origine naturelle. L’objectif de cette étude est 1’évaluation de D’activité antioxydante et
antimicrobiennede deux extraits méthanoliqgues obtenus par macération (EMM) et au Soxhle
(EMS) et de I’huile essenticlle (HE) obtenu par hydrodistillation des parties aériennes de la
planteMentha rotundifolia Les rendements respectifs sdr.05 % (m/ny, 09.2 % (m/mket0.7

% (v/m). Le screening phytochimiques a permis de mettre en évidence la prédence
polyphénols, flavonoides, tanins, terpénoidgsquinones dans les extraits méthanoliques. La
teneur en polyphénols totaux a été déterminée en utilisant le @&didlin-Ciocalteu, elle est

de 141.571 + 0.143 (EMM) et 168.642 + 1.642 (BM§E EAG/mg d’extrait. Les flavonoides et

les flavones et flavonols ont été évalués par la méthode utili$@hy, A teneur en flavonoides
est estimée a 15.636 + 0.030 (EMM) et 33.045 £ 0.76 (BEMI)Q/mg d’extrait. Le dosage des
flavones et flavonoles a révélé des teneurd2ié + 1.357 (EMM), 47.071 + 3.214 (EMS) ug
EQ/mg d’extrait. La composition de I’huile essenticlle a été déterminée par GC et GC/MS
permettant 1’identification de 43 constituants, 1’0xyde de trans-pipéritenone est le constituant le
plus dominant(66.39%). L activité antioxydante des trois extraits a été évaluée vitro par
plusieurs tests. Dans le cas du test de DP&HCEysont de 265,491 + 2.221 pg/ml, 133.160 +
11.346 pg/milet 1755+ 0,006ugml pour EMM, EMS, et I’HE respectivement. Pour le test de
chélation du fer ferreux, seul les extraits méthanoliques ont montretivig2aavec des valeurs

de ECsp de3.417+ 0.011 mg/ml, 2.194 £+ 0.038 mg/ml pour EMM, EMS respectivement. Le
pouvoir réducteur du fer a manifesté desfde 550.325 + 3.613 pg/ml, 468 £ 1 pg/ml, 1625.5
+ 0.004 pg/ml pouEMM, EMS, et I’HE respectivement. Les résultats de cette activité semblent
étre faibles par rapport aux témoins posififeffet antimicrobien a été évalué par la méthalde
diffusion sur gélose vis-a-vis de sept souches microbiennes (quatreidsacé trois
champignons). Les résultats révelent gl extraits méthanoliques n’ont aucun effet
antimicrobien. Cependarithuile essentielle a exercé un effet considérable sur les champignons
et moyen sur les bactéries.

Mots clés:Les métabolites secondairdentha rotundifolia activité antioxydante, activité
antimicrobiennes



Summary

Actually, most investigation of current research focuses to studybitblegically active
compounds from natural molecules. The objective of this study is Hteation of antioxydante
and antimicrobial activities of two methanolic extracts obtainednbgeration (MEN! and by
Soxhlet apparatus (MES) and the essential oil (EO) obtained by hsfiltation from the aerials
parts ofMentha rotundifolia the yields were 16.05 % (w/w), 09.2 % (w/w) and 0.7 % (viw),
respectively. The phytochemical screening led to identify polyphefi@igonoids, tannins,
terpenoids and quinons the methanolic extracts. Total phenolic contents were detedni
using Folin-Ciocalteu reagent and found to be 141.571 + 0.18MMand 168.642 + 1.642
(MES) pg AGE/mg of extract. Flavonoids, flavons and flavonols were eemuby AICk
method, the values of flavonoids are 15.636 + 0.03&NWYl and 33.045 + 0.76 (HS ug
QE/mg of extract. The levels of flavons and flavonols were estintd be 45.426 + 1.357
(EMM) 47.071 + 3.214 (MEBUg QE/mg of extract. Essential oils analyzed by GC and GC/MS
allowed to identification of 43 constituents dominated by trans-piperitenone oxide (66.39%). The
antioxidant activity of the extracts was evaluated in vitro byyrasts. Concerning the DPPH
test The 1Go were: 265,491 + 2.221 pg/ml, 133.160 + 11.346 pg/ml et 1755+ 0,006 foy/ml
EMM, EMS and EO respectively. For the test of ferrous ion chelating,meatiianolic extracts
have activity with EGyof 3.417 + 0.011 mg/ml, 2.194 + 0.038 mg/fot EMM, EMS and EO
respectively. The results also illustrate that the three @stdemonstrate reducing power with
ECsp0f 550.325+ 3.6131g/ml, 468 + 1ug/ml, 1625.5 + 0.0041g /ml for MEM, MES and EO
respectively. The effects of extracts seem to be weak when compahedtandards effect.
Antimicrobial effect of the methanolic extracts and the esseatialvas evaluated by agar
diffusion assay against seven microbial strains, four bacteria and threeThagiesult shown
that methanolic extracts have no effect. Whereas, EO shown a strdoggaitand a moderate
antibacterial activity.

Key word: Secondary metabolitedvlentha rotundifolia antioxidant activity antimicrobial

activity.
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Liste des abréviations

Abs: Absorbance.

ATCC: American type culture collectio

BHA: Butylated hydroxyanisole

Clso: Concentration inhibitrice 50 %.

DMSO: Dimethylsulfoxyde.

DPPH: 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle.

EAG: Equivalent en acide galique.

EDTA: Ethylene diamine tetraacetic acid

HE: Huile essentielle

EMM : Extrait méthanolique obtenu par macération
EMS: Extrait méthanolique au Soxhlet

ERN: Espéceséactives d’azote

ERO: Espéces réactiveldoxygene

EQ: Equivalent en quercétine.

m/m: Masse par masse.

NRRL: Northen Regional Reseach Laboratory
PDA: Pomme de terre dextrose agar

R* Coefficient de corrélation.

UV: Ultraviolet.

w/w: Weight / Weight
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Annex

Composition des milieux de culture
» Milieu MH

Extrait de viande de beeuf: 2.09 ;

Peptone de caséine: 17.59 ;

Amidon de mais: 1.59 ;

Agar: 17.0g

pH: 7.4.

» MH agar additionné de sang (gélose au sang)
Infusion de viande de beeuf déshydrate300 g
Hydrolysat de caséine:17.5 g

Amidon de mais: 1.5 g

Sang de cheval lysé: 2 & 5%

Agar Agar 13 g

Eau distillée: 2000 ml

» Milieu PDA

Extrait de pomme de terre: 1000ml
Dextrose: 20g

Agar: 20g

» Sabouraud simple

Peptone: 10 g

Gélose: 20 g

Glucose: 20 g

Eau distillée:1000 ml

» Milieu Sabouraud + chloramphénicole
Sabouraud simple + chloramphénicole 0.5g



Introduction

Les plantes médicinales sont utilisé&puis 1’antiquitt comme remedes pour le traitement de
diverses maladieparce qu’elles contiennent des composants riches en principes thérapeutique
(khaldi etal., 2012). Selon l'organisation mondiale de la santé (OMS) prés de 80% deipopulat
dépendent de la médecine traditionnelle. La plupart des plantestiiedes empiriquemerngt sans
validation scientifique de leur efficaciesécurité (Moutinho, 2033

Il est connu que les especes réactives de l'oxygene)(ERE} espéces réactives d’azote (ERN)
peuvent étre a la fois bénéfiques et nuisibles dans les sydtéotamgques. Les effets bénéfiques
d’ERO sont évidents dans leur role physiologique dans de nombreuses réponsasesellbh
revanche, a des concentrations élevées, les ERO peuvent étreédedeurs importants de
dommages aux différents constituants cellulaires tels que les Jipedeprotéines et les acides
nucléiques (Cardenas-Rodriguezagt 2013). Par consequent, ils peuvent étre impliqués dans le
développement de nombreuses maladies comme les maladies catdineset pulmonaires,
certains types de cancer, maladies immunitaiieglammation et les cataractes (Qusti at, 2010).

Les maladies infectieuses sont la principale cause de modaligle monde, ce qui représente pres
de la moitié de tous les décés dans les pays tropicaux de migsi@aliennent un probleme
important dans les pays développés (Ullahlet2011). Actuellementa toxicité des antioxydants
synthétiques et le développement de la résistance microbienne duigmtigioies ont augmenté le
risque des effets néfastes des radicaux libres et des microorganisnesanté humaine. A cet
égard, les plantes peuvent fournir une bonne alternative a la recheratmndsmux produits
chimiques avec un large éventail d'activil@%st pourquoi, le présent travail a été entrepris afin de
mettre en exergue les vertus Mentha rotundifolia plante médicinale largement distribuée e

Algérie.
Les objectifs de la présente étude sont:

» Préparation des extraits méthanoliques et extraction de I’huile essentielle des parties
aériennes de la plankéentha rotundifolia.
> Evaluation de la teneur en polyphénols totaux, en flavonoides et en flavitaerols des

extraits méthanoliques caractérisation de I’HE.



> Evaluation del’activité antioxydante des extraits et de I’huile essenticlle par les tests de
DPPH, chélation du fer ferreux, le pouvoir réducteur et le test qualitabfasichissement
du p-carotene.

» Evaluation de ’hctivité antimicrobienne des extraits et de 1’huile essentielle de Mentha

rotundifolia vis-a-vis de sept souches par la méthode de diffusion sur gélose.



1. Propriétés botaniques

La famille des Lamiacées englobe une grande variété de plardesat@ues, distribées
principalement dans les pays a climat tempéré (Dereficil.,, 2011). Elle comprend environ 220
genres et plus de 4000 especes (Arijit et Arpita, 2013), dont le genre Mawvebases 25

espéeces (Rodrigues at., 2013). La classification taxonomique de ces espéces est tres difficile

(Denslow et Poindexter, 2009); en raison de la grande diversité dans |eaxderes
morphologiques (Lorenzet al, 2002) et I’hybridation fréquente survenant dans les populations

sauvages ou cultivées (Saric-Kundalic etal., 2009).

Les plantes appartenant a ce genre produisent plusieurs métabalbeslages tels que les
alcaloides, les flavonoides, les phénols, les terpénes et les quinones (Bkug0&R). En raison de
leurs propriétés utiles, ces plantes sont utilisées en industrie pkatigaes, alimentaire et

cosmétigie (Andro etal., 2011).
1.1. Morphologie

M. rotundifolia est une herbe vivace de 25 a 80 cm de hauteur. Les feuilles domttehsent
pédonculées, ovales, obtuses, moins de 2 fois plus longues que larges, endééseau.
Inflorescences en épis en tétes ou en verticilles. Calice tubulearx doche a 5(4) dents subégales.
Corolle infundibuliforme blanche, rosée ou violet pale a 4 lobes subégaux. Wesdtat en épis
cylindriques terminaux non feuillés. L'ensemble de la plante est codeepioils denses et
blanchatres qui la rendent douce au toucher. Comme toutes les menttdggadie une forte odeur
caractéristique qui chez cette plante rappelle la pomme Fid@enayad, 2008; Quezel et Santa,
1963).



(A) (B)

(©) (D)

Figure. 1: la planteMentha rotundifoliarécoltéeau mois d’octobre 2012, dans la région de Djemila,

Willaya de Sétif (A) parties aériennes, (B) fleurs, (C), (D) feuilles.



1.2. Systématique de la plante

Une ambigiiité subsiste dans la littérature sur ’identification de cette plante; certains auteurs
affectent des noms différents pour la méme especiaveolenst M. rotundifolia (Khanuja etl.,
2000; Hendrik et Van Os, 19j6Cependantcette derniere est considérée comme un hylivide

longifolia x M. suaveolen§Lawrence, 2007; Kothe, 2007).
D’aprés Quezel et Santa (1963), la classificationMentha rotundifoliaest la suivante:

Embranchement Spermatophytes
Sous- embranchementAngiospermes
Classe Dicotylédones

Famille: Lamiaceae

Genre: Mentha

Espéce Mentha rotundifolia.
1.3. Répartition

M. rotundifoliacroit dans les zones humides prés des cours d'eau en basse et maygageat{El
Arch etal., 2003). Elle pousse sous les bioclimats semi-arides et humides rtesighaudes et
tempérées au tour du bassin méditerranéen, en Amérique et en éidentade (Derwiche edl.,
2010).

1.4. Nomenclature

M. rotundifolia connue par les population locale « Megne essif» porte differentes détionsra
savoir «timarssat» en Algérie (Khadraouiakt 2013), «Timija» ou «la menthe en épi» au Maroc
(EI Arch etal., 2003), «Applemint» (Umemoto, 1998), «<Baume sauvage»,«Ment astre» hement

douce a feuilles ronde» (Kothe, 2007).
2. Vertus médicinales

Dans certaines régions du monde, cette menthe est utilisée danspasations culinaires (comme
condiment) eten médicine traditionnelle pour un large éventail d'actions: toniqumulsinte,

stomachique, carminative, analgésique, antispasmodique, anti-inflamenabypotensive et



insecticides (Ladjel edl., 2011), mais elle ne doit pas étre utilisée au cours de la grogketise,
2007).

3. Phytochimie

Plusieurs métabolites secondaires ont été isoléglelgha rotundifolia dont les plus importants
sont décrits dans les huiles essentielles. Ces huiles présententensgédchimique en relation
avec la distribution géographiquilaroc (Derwich etal., 2010), Uruguay (Lorenzo ef; 2002),
Cuba (Pino eal., 1999), Japon (Shimizu, 1956).

Souvent les HE de cette espece sont dominées par les monoterpeme momenel’oxyde de

pipériténone, pipériténone, pipéritone (Fig. 2).

piperiténone oxyde de pipéritenone pipéritone
Figure. 2 Structures chimiques des principatpastituants de I’HE de M. rotundifolia (Lawrence,
2007).



Les métabolites secondaires

1. Généralités

Ce sont des substances naturelles produites en faible quantité dans les plantes,(2018) et les
microorganismes comme les bactéries et les champignons (TroppEn22@t3). A I’inverse des
métabolites primaires; les métabolites secondaires sont desegsggecifiques qui ne sont pas
directement impliquées dans le cycle de vie normal des pldmestal., 2013), mais les végétaux
supérieurs ont la capacité de les synthétiser pour diverses fonctionstieesd&ink, 2013).
Notamment, en réponse au stress biotique et abiotique qu‘ils peuvent subir tels que les changements
de températures, la sécheresse, la salinité, la radiation, legohesbiles infections pathogenes, la
défense contre l'attaque des organismes compétitifs dont les lzdesriehampignons, les insectes,
les animaux et les autres plantes (Kliebenstein., 2012; Costh, €013). Cependant, le role
écologique le plus important des métabolites secondaires des plahtéé asla fonction
reproductrice qui garantie succés évolutif de toutes les espéces vivantes, les pigreietes
composeés volatils de ces métabolites peuvent attirer l@sipatéurs et ainsi favoriser la dispersion

des graines et la fécondation (Iriti, 2013).

Ces composés sont importants, non seulement en raison de leur role daastéss plais aussi
pour leurs propriétés biologiques comme antioxydant, antimicrobien et antriganeé et leurs
effets thérapeutiques contre plusieurs maladies a savoir I'hypertelesidiabete et I'obésité (Aires
etal., 2013).

2. Les huiles essentielles

Une HE est une substance odorante et volatile, non grasse, extraite d’un végétal sous forme liquide.
L’HE a une composition moléculaire complexe, lui confere des vertus unidigese Eontient ni
protéines, ni lipides, ni glucides, ne contient pas de minéraux ni dengsille n’a donc aucune

valeur nutritionnelle (Couic-Marinier et Lobstein, 2013).
2.1. Distrubution tissullaire des huiles essentielles

Elles proviennent d’une sécrétion élaborée par certains végétaux et contenues dans des structures
spécialisées (poils, poches et canaux sécréteurs) (Couic-Marinier &ihpB613). Elles peuvent

former de fines gouttelettes parsemant le protoplasme de cellidesnéigues (épiderme supérieur
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des pétales de rose). Mais, généralement les épidermes des pétdlesires odorantes ne
contiennent pas de grosses réserves d’essenceS. Les essences sont vaporisées de fagcon continue au

cours de leur formation (Benayad, 2008).

Les herbes aromatiques de la famille Lamiacées possedent deuxléyppechomes glandulaires sur
la surface de leurs feuilles qui sont pésadt capitatés (Zizovic ., 2005; Belhattab etl., 2006).

2.2. Composition chimique

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de corstiel® contiennent 20 a 60
composants avec des concentrations différentes et sont caractagésd@mlement, par deux ou
trois composants majoritaires représen2drnt 70 % de I’huile essentielle totale, alors que les autres

composeés se trouvent sous forme des traces. Les constituants desdseitgiglles appartiennent a

deux principaux groupes: les terpénes et les composés aromatiques (Fig. 3) @akkai008).
2.2.1. Les terpénoides

L’enchainement de molécules isopréniques (5 atomes de carbones) conduit a la formation de plus de
20000 molécules terpéniques différents, celui-ci sont classées en rpenete (deux unités
d’isopréne), triterpénes (six unités d'isoprénedtc. En outre, des fragments terpéniques peuvent
étre rattachés a des molécules produites par des voies de biosyrthdsgoéniques formant des
produits connus comme les isoprenoides hybrides (Gallagakey 2010; Tholl, 2006).

Les unités isopreniques peuvent étre synthétisées dans les planteusepédu niveau de
cytoplasme ou la mitochondries, via la voie du mévalonate et awriesaplastides via la voie de
déoxyxylulose phosphate (Eisenreiclaket2001).

Dans le cas des huiles essentielles, seuls seront rencesttégpenes les plus volatils, c'est-a-dire,
ceux dans la masse moléculairest pas trop élevée: mono et sesquiterpénes (Bruneton, 1995).
Sous forme de métabolites secondaires, les terpenes sont fréquents plamsdssles insectes, les
champignons et certains invertébrés marins tels que les coraux moypeQ@ke métabolites peut
jouer un réle important dans la signalisation écologique et la défbim@ue et sont responsables
de la plupart des odeurs et des saveurs des plantes (Gallaghe2(t0).



1. Terpenes

-Monoterpenes

Carbure monocyclic
Cymene (“y”) or p.cymene Sabinene

HzCRf

Alcohol acyclic
Citronellol Geraniol

Carbure bicyclic
Alpha-pinene Betapinene

Phenol
Carvacrol Thymol

-Sesquerpitenes

Carbure
Farnesol
x x X-"0H
2. Composés aromatiques
Aldehyde Aleohol
Cinnamaldehyde Cinnamyl alechol
0
o T

T
/ _

Methoxy derivative
Anethole Estragole

M s \ /) —00H:

Methoxy derivative

Alcohol
Caryophyllene

Phenol Phenol
Chavicol Eugenol
“CH;

OH

Methylene dioxy compound
Safrole

<§T/W

| i
W

Figure. 3: Structure chimique de quelgues composés rencontrés dans les huilesliess@Bakkali

etal., 2008).



a. Les monoterpénes

Sont les plus simples constituants de terpenes, dont la majoriténesintrée dans les huiles
essentielles (90% des huiles essentielles sont des monoterpéenes)li (Bakita 2008). Chez

'homme, les monoterpenes sont principalement métabolisés par tehroyhe P450,

monooxygenases, les époxydes hydrolases et les dehydrogenases eimplesés mono et
dihydroxylés, ces derniers sont plus oxydés et sont conjuguées essenticllement avec 1’acide

glucuronique (Schmidt etl., 2013).
b. Les sesquiterpenes

Les variations structurales dans cette série sont de méme gatudans les monoterpénes, elles
comprennent des carbures mono ou polycycligesigabolene -caryophyllene et longifolene),
des alcools (farnésol, carot@ksantalol et patchoulol), des cétones (nootkatone, cis-longipinane-2,

7-dioneet B-vétivone), des aldéhydes (sinensals) et des esters (acétate de cédryle) (Bruneton, 1995).
2.2.2. Les composées aromatiques

Les composés aromatiques sont des dérivés de phenylpropan€@t sont beaucoup moins
fréquents que les terpénes. lls peuvent contenir des aldéhydes concimeal®aldehyde, des
alcools comme alcool cinnamique, des phénols comme chavicol etobudes dérivés méthoxy
comme I’anethol, elemicineet des dérivés dioxymethyléne comme 1’apiole, myristicine et safrole

(Bakkali etal., 2008) (voir Fig.3).
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2.2.3. Autres composés

Les huiles essentielles peuvent renfermer divers composés aliphatignésalement de faible
massemoléculaire entrainable lors de 1’hydrodistillattion. Dans les concretes, il n’est pas rare de
trouver des produits de masse moléculaires plus importantes: homologueyrddpnoipane,

ditérpéne, coumarines (Brunton, 1995).
2.3. Utilisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont connues par leur utilisation dansyskisiomaines; en médecine pour
le traitement de diverses maladies comme les rhumatisnfesyria, le diabete, de méme, elles ont
un effet antioxydant, antifongique, insecticide et nématicides. En industiés sont utilisées
comme des ardmes pour I'amélioration de la saveur et pour empécher I’oxydation des aliments (kim

etal., 2013; Ekren edl., 2013)
3. Les polyphénols

Les polyphénols sont un groupe important de composés produits par de nombrentess pla
(Bakhouche etl., 2013). lIs jouent un réle important dans la protection des plantes cestre |
rayons ultraviolets, les agents pathogénes et les herbivores (Alwrete etl., 2010). La qualité
et la quantité des polyphénols dans les plantes peuvent varier considérdabém fonction de
différents facteurs intrinseques et extrinseques tels que le génotypdadtes, la composition du

sol, le degré de maturité et 1’¢tat des cultures (Faller et Fialho, 2010).

Les polyphénols comprenent une grande variété de molécules avec plusieurs groupemengsiydroxyl
sur leurs cycles aromatiques. lls comportent également des molécules avec yrlesgiiénolique,

tels queles acides phénoliquest les alcools phénoliques. lls sont divisés en plusieurs classes, en
fonction du nombre de cycles phénoliques qu'ils contiennent et les fonctiomgudsliées a ces
cycles (Pérez-Pérez at, 2013) a savoir: les acides phénoliques, les flavonoides, les ¢éanies
coumarines (Luthria &tl., 2006).

3.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont un groupe de métabolites secondaires lamgjsimboés dans les
plantes (Chen edl., 2012) essentiellement dans les Iégumes, les fruits, les cérefdespiantes

médicinales (Holle eal., 2012). lls sont nécessaires pour les fonctions normales des plantes, ou ils
11



jouent un réle important dans la résistance des plantes aux agdwtgepass et les herbivores, la
croissance des plantes, la couleur et les caractéristiques orgapeleples plantes et la prévention
du stress oxydatif (Kawsar ak, 2008; Challacombe at., 2012).

llIs sont produits sous forme d'esters, glycosides ou anmdgis,rarement sous forme libréa
variation des acides phénoliques est dansombreet 'emplacement de groupes hydroxyle sur le
cycle aromatique. lls ont deux structures principales (Fig. 4): agidetycinnamique (dérivés
hydroxylés de l'acide cinnamique) et acide hydroxybenzoigéevés hydroxylé de 1’acide
benzoiquejKhoddami etal., 2013).

L’acide p- coumarique (6HsO3) Ry = H

s 0 L’acide caféique (CgHgO,) R=OH
/ L’acide ferulique (C1gH100s) R = OCHs
HO OH [ acide sinapique (C1iH1205)  Ry= OCHs, R=OCH
-A-
R2
R—
@) O
H H
OH OH
R—O R—O
L’acide protocatechique R=H L’acide galique = R=H
L’acide vinylique R=0OCH3s L’acide syringique R=OCH3s
B-

Figure. 4. Structure chimique des principaux acides phénoligie#cides hydroxycinnamiques
B- Acides hydroxybenzoiques (Tsao, 20z Carthy etal., 2013).
3.2. Les flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe important de composés phénoliquesesiapiantes
supérieures (DOkat al., 2011). Is comprennent plus de 6500 molécules et possédent un squelette
de 15 atomes de carbones (Fig. 5) (Chaalet2013). lls sont synthétisés dans les plantes
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supérieures par les voies de l'acide shikimique et l'acide mamr{Balasuriya et Rupasinghe;
2011).

Les différences de structures de ces composés résddtehictions d’hydroxylation, alcalinisation

et glycosylation qui modifient la molécule de base (Khoddanail.e2013). les flavonoides sont
subdivisées en six sous-groupes (Tab. I): les flavanones, les flalemftayonols, flavan-3-ols, les
anthocyanes et les isoflavones (Balasuriya et Rupasinghe, 2011). Sixsausegroupes a savoir
flavanes, isoflavanones, isoflavanes, chalcones, aurones et coumarigés anssi classés parmi

les flavonoides (Jash et Brahmachari, 2013

Au sein d’une méme sous-classe, des autres différences sont basées sur le nombre et ladesture

substituants liéesux cycles (Plazoni¢ et al., 2009).

ia) el
L

Figure. 5: Structure de base des flavonoides (Boji¢, 2011).
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Tab. I: Structures chimiques de quelques flavono(#ey etal.,

2012; Tsap2010).

e

IS

Naringenine H

Flavanones HO. E - @ Eriodictyole | OH OH H
il Hesperetine | OH O- H
CHs;

Kaempferole | HO H H
Flavonols Quercetine | OH OH |H

Myricetine OH OH OH

Apigenine H OH H
Flavones Luteoline  |OH  |OH | H

Chrysoeriole | O-CH; | OH H

Epicatechine | OH OH H
Flavan-3-ols ﬁ Epicatechine | OH OH H

HO. O .
gallate
“OH .
N Epigallocatec-  OH OH OH

hine gallate
Anthocyanin Cyanidine OH OH H
anthocyanidin Petunidine O-CH; | OH OH

Delphinidine | OH OH OH
Isoflavones Genisteine OH H H

Biochanine OH H OCH;

Daidzeine H H H
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> Activités biologiques et pharmacologiques des flavonoides

Les flavonoides sont souvent produits dans les tissus végétaux danadigsrns de stress comme
la lumiere d’intensité élevée, la basse température, la carence en éléments nutritifs et I’attaque d’un
pathogene ou de la sénescence (Gutha.eR010). Dans les plantes; ils sont responsablda de
couleur,la saveur et I'arbme des fruits et des fleurs (Wojakowskh, &013) et sont impliqués dans
plusieurs processus physiologiques et biochimique des plantegi¢ela protection contre les UV,
I’attraction des insectes, la défense contre les herbivores et la symbiose (Bruneiti &013). Dans
les cellules eucaryotes, les flavonoides assurent une multitude derfer(&ig. 6). Il sont doués
d’adivité antimicrobienne, anticancéreuse, antivirale, anti-leishmanraslioprotection (Xie el.,
2013) antiallergique, anti-inflammatoire, antidiabétique, antioxydante (Dong eV#&am, 2013).

Les flavonoides sont généralement non toxiques (Rein, €003).

= réduction des
anticancer [J antiviral maladics cardio
\ l prolifération vasculaircs
\ cellulaire
l.Angiogénése
Antioxydan
Antithrombogénique
i Cholestero
réduit s i &
l'inflammation s o:ms"“" - Réduit les
l1ésions
chelation du fer AR
lcvclooxégénase PR
J,S-hpooxyzénase/

Figure. 6: Liens indiquant’effet des flavonoides sur les différentes maladies (Tads 2008).

3.3. Les tanins

Les tanins végétaux sont des composés phénoliques solubles dans 1’eau et ayant des poids
moléculaires entre 500 et 3000. Ills sont aptes a la préparation det @onnent les réactions
classiques des phénols. En outre, ils ont I’aptitude a précipiter les alcaloides, la gélatine elesautres

protéines (Sereme at., 2010).
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Dans le passé, les tanins ont été classés en deux groupes pyedgediigichol. Actuellement, les
tanins ont classé en tanins hydrolysables et non hydrolysable ou can¢leéigs€’) (Okuda et Ito,
2011; Adamczyk eal., 2013).

(1) Pédunculagine (R = H) (2) Polymere proanthocyanidolique

Figure. 7: Structures chimiques’gh tanins hydrolysables (1) et d’un tanins condenseés (2) (Sereme
etal., 2010).

3.4. Quelques activités des polyphénols

Les mécanismes généraux d’action des polyphénols peuvent étre identifiés, néanmoins chaque
polyphénol peut exercer un réle physiologique différent, selon sa constitutioniqoa)
disponibilité biologique et métabolisme (Savinaét 2013).

Les polyphénols possedent de multiples propriétés biologiques tels’«fti@ antioxydant,
antimicrobien, anti-thrombotique, anti-allergique, anti-inflammatoire (Arrildaal.e 2013) anti-
ulcéreux, anti-carcinogéne et anti-mutagene (Nawazaé,e2006). Les polyphénols ont également
des propriétés contre les maladies cardiovasculaires, les rsatedindégénératives, divers types
de cancer et le diabete (Abdullaagt 2013; Krook egl., 2012).

3.5. La biodisponibilité des polyphénols

Les polyphénols sont connus par leur activité antioxydanwgro, maisin vivo, leur activité reste
non confirmé (Yeddes eal., 2013).
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Il'y a plusieurs preuves suggérant que les composés phénoliques sonteapitétabolisés dans
'organisme humain (Heleno at., 2013). Leur métabolisme se fait par une voie commune; les
aglycones peuvent étre absorbés par lintestin gréle. Cependant, dat plep polyphénols sont
présents dans les aliments sous forme d'esters, glycosides, ou desrgmlgoi ne peuvent étre
absorbés dans leur forme native. Ces substances doivent étre hydrolysdes pazymes
intestinales ou par la microflore avant qu'ils puissent étre absakbésours de l'absorption, les
polyphénolsse conjuguent dans lintestin gréle et plus tard dans le foie, ce puscesmprend
principalement la méthylation, sulfatatietiglucuronidation. Cette conjugaison permet d’augmenter

le caractere hydrophile des polyphénols et facilite leur élimination.

Dans le sang,ek polyphénols sont liés a I'albumine. lls sont excrétés par la vo@réillans le
duodénum et dankes segments distaux de lintestin, ou ils sont soumis a l'adésnenzymes
bactériennes en particulida glucuronidase.Ce cycle entéro-hépatique peut conduire a la

réabsorption et une présence plus longue des polyphénols dans le corps (Maha2(Qzt).

La concentration maximale des composés phénoliques dans le plasma dpasset 1uUM; apres
consommation de 5®gd'un composé phénolique unique. Jusqu'a présent, il n'existe aucune preuve
convaincante confirme l'accumulation a long terme des métaboliteble®ldans I'eau, méme
lorsque des doses élevées de polyphénols sont consommeés a plusieurs(Mieigasvic etal.,

2013).
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1. Activité antioxydante

1.1. Le stress oxydant

Le stress oxydant est définit comme un déséquilibre de la batatreeles systemes de défenses
antioxydants et les pro-oxydants (Medalkt 2013), que ce soit par un déficit dans les mécanismes
de défense comprenant des composeés et des enzymes antioxydantesk/Ataly, 2013) ou une

surproduction des radicaux libres (Duran- bedolia.e2013).
1.2. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont connus dans la chimie depuis le début G @8cle. Ils ont été
initialement utilisés pour décrire des composés intermédiairehigme organique et inorganique
(Rochette etl., 2013). Ce sont des molécules ou fragment de molécules trés réactivegse [igis
contiennent des électrons non appariés dans leur orbite extérieure (Painn2060), ils cherchent
donc a atteindre un état stable en s'appropriant les électronsotiEsiles proches qui a leur tour
deviennent instables (Tab) (Capasso, 2013).

1.2.1. Les especes réactives de I’oxygéne (ERO)

Les radicaux dérivés de l'oxygene représentent la classe lampostante d'especes radicalaires
générées dans les systemes vivants (Grasdi,e2010). Ce sont des molécules trés réactives qui
sont constamment produites par des réactions enzymatiques dans les ¢Bkuez-Pérez et.,
2013). Il existe plusieurs ERO comme le peroxyde d'hydroges@,)He radical superoxyde (O

et le radical hydroxyle (HQ(lvanov etal., 2013).

1.2.2. Les adicaux dérivés d’azote (ERN)

Contrairement aux ERO, il y a peu de données sur l'altération induitespasgeces réactives
d’azote (Kocsy et al., 2013), ils sont considérés comme une sous-classe des radicaux libres qui sont

générés par la réaction de I’oxygeéne avec 1’azote (Penna et al., 2009 ).

Les ERN incluent des espéces non-radicalaires (acide nitreux, texypdrite et

alkylpéroxynitritate)et des espéces radicalaires (1’oxyde nitrique et le dioxyde d'azote).
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Tab. Il : les espéces réactives d’oxygene et de nitrogéne d’intérét biologique (Devasagayam et al.,
2004).
L’espéce réactive Symbole Demi-vie biologique (seconde

Les espéces réactivake ’oxygene

anion superoxyde 0, 10°s
radical hydroxyle OH 10° s
peroxyde d’hydrogéne H.0O; stable
radical pyroxyde ROO seconde
hydroperoxyde ROOH | stable
oxygene singulet ‘o, 10°s
ozone O3 seconde

Les especes réactives d’azote

oxyde nitrique NO seconde
peroxynitrite ONOO | 10°s
acide peroxynitrique ONOOH | stable
dioxyde de nitrogen NO, seconde

1.2.3 Réle physiologique des espéces réactives

Les ERO et les ERN sont produits dans toutes les celluleseritjdas réles importants dans la
physiologie des cellules tels que le déclenchement des réporigeg/dante, la migration (Bedolla
et al., 2013), la prolifération cellulaire normale, le nigthsme, 1’expression de génes, la mort
cellulaire programmeée, la sénescence (Fransah, @012), la différentiation cellulaire, I’immunité

et la défense contre les microorganismes (Roberts et Sindhu, 2009).

De méme, I'oxyde nitrique est un signal important dans divers medng physiologique dans les
plantes comme la germination, le développement des racines, la fermeture dessstarfiaraison,

la formation des nodules, la sénescence des feuilles, la mort icellula

etla défense des plantes contre le stress abiotiques et biotiques (Kaks2@13).
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1.2.4. Sources des espéeces réactives
a. Les sources endogenes

» La mitochondrie & partir de la chaine respiratoire durant le transfert des electrons

(DeMarchi etal., 2013). La majeure partie de l'oxygéne que nous respirons subit une réduction
tétravalente (addition de 4 électrons) conduisant a la production d'eaufoigutette chaine de
transport peut laisser «fuir» une certaine proportion d'électrons qui vont réalxygehe, mais en
partie seulement (Gardes-Albertakt 2003). 1 a 3% des électrons fuient au niveau du complexe | et
III de la chaine respiratoire pour former I’O, (Valko etal., 2007), ce dernier est considéré conlane
source de nombreux radicaux (peroxyde d'hydrogéne, oxygéne sirgjutidical hydroxyle...) (

Kuka etal., 2012).

La production massive des ERO dans la mitochondrie augmente au cours ltissanaent
cellulaire, puisque la fonction de la mitochondrie est altétdintégrité de la membrane
endommagéKohen et Nyska, 2002).

> Les peroxysomes sont des organites intracellulaires délimités par une membranetunique
dépourvu d'ADN (del Rio, 2011). Les peroxysomes de mammiféres jouent umpdlgant dans
plusieurs voies métaboliques, y compris, le métabolismeadiess gras (o-et p-oxydation), le
métabolisme de glyoxylate, catabolisme des acides aminés, I'oxydatipolgamines et la voie des
pentoses phosphates. La plupart des enzymes qui participent a ces neiestgies ERO ou ERN

spécifiques comme sous-produits de leur fonction catalytique normale (Frante2@t2).

> Les globules blancs, dont les neutrophiles, éosinophiles, les basophiles, les mohocytes e
les lymphocytes, sont des producteurs importants des ERO endogenes au ceursatiadue

contre les bactéries et les autres envahisseurs (Kohen et Nyska, 2002).

> Il y a quelques preuves glastissus qui sont temporairement privés de leur approvisionnement
du sang peuvent attirer une cascade de réactions menant a la prodesticadicaux libres
(Laminaetal., 2013).

» Les réactions de Fenton et de Haber-Weiss peuvent étre considérées comnuedaurce

génération tOH' a partir & H,O,. La réaction de Fenton peut aussiffectuer par des métaux
autres quée” comme Ca@*, Mn %, Cr**, Ni ?* (H6hn etal., 2013).
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H,0, + Fé* — OH + Eé* +OH  réaction de Fenton.

02. "+ H0;, — OH + O, + OH réaction de Haber Weiss.

> Plusieurs systémes enzymatiques produisent les ERO au cours dessdaiothimiques dans
les cellules. On peut les diviser en trois groupes: cellegeaatonstitutionnellement, celles dont
I’expression est induite en conditions pathologiques et celles qui sont importées au niveau
vasculaire par les cellules migratrices (monocytes, macrophagesgirouve dans le premier
groupe les cyclo-oxygénases-1, les lipoxygénases, le cytochrome PH&thiame oxydase et la
NAD(P)H oxydase, la NO synthase endothéliale. Les enzymes duédendroupe sont la
thromboxane synthase, la cyclo-oxygénases- 2 et la NO synthasdhbileddont les activités
sont augmentées en conditions physiopathologiques. Enfin, les enzymes maqumshtalies
gue la NAD(P)H oxydase leucocytaire et la myéloperoxydase comstitudéroisiéeme groupe
(Beaudeux edl., 2006).

b. Les sources exogénes des espéces réactives

Plusieurs facteurs environnementaux peuvent étre impligués dans la prodiesioaspeces

réactives tels que tabac, alcool, pollution, toxines exogenes, ozone, togigques (Bargagli edl.,

2009; Ahmed eal., 2013).

‘Cyvtochromes Pé

be 2H + ¢

702 - By —!—b H»0»

—
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peroxide Dismu

Réaction de Haber-Weiss

HyO02+ 0" ——= OH-+ OH ~0,

Oy tNO —» ONOO

11202 + CI

s HOCI + OH"

-
reloperoxi

Figure. 8 la Formation des différentes espéces réactives lors deséxctivittaboliques cellulaires
(Jena, 2012).
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1.3. Les effets et les conséquences biochimiques du stress oxydant

Il s’agit des modifications des macromolécules cellulaires comme les fipieés membranes, les
protéines et les acides nucléiques. Ces altérations peuvent maekfienction des cellules et

conduire a la mort cellulaire (Ma ak., 2013).
» L’action sur ’ADN

L’ADN est constamment attaqué par des espéces réactives qui peuvent affecter sévesament
structure et sa fonction. Les modifications structurales de I'ADN e#gutissentiellement a des
modifications de ses bases, la coupure des brins d'&DMNItération de nombreuses protéines qui
sont en contact avec I'ADN (Jena; 2012). Ces modifications peuvent conddé® kautations

génétiques affectant les oncogeatles génes suppresseurs des tumeurs (Borregio, 013).
» L’action sur les protéines

Les protéines sont facilement attaquées par les ERO et les ERNy (&tl., 2013), leur oxydation
est définie comme une modification induite soit directement paniesactions avec les radicaux
libres ou indirectement par la réaction avec des sous-produits secsrdiaistress oxydatif. Les
dommages protéigues causés par les radicaux libres impliquent plusiectisnséahimiques
commel'oxydation des chaines latérales d'acide aminé, fragmentatichaiess de polypeptides et
les changements de conformation des protéines. Ces modifications peowenire a diverses
conséquences fonctionnelles telles que l'inhibition des activitBgmatiques, une susceptibilité

accrue a l'agglomération et la protéolyse, I'augmentation ou la diminution de I’absorption cellulaire

(Shacter, 2000; Kuka et., 2012).

» L’action sur les lipides

Le stress oxydatif cause la peroxydation lipidique dans les membranes cellulaire$eguadicaux
libres réagissent avec les constituants membranaire edsemdie les acides gras polyinsaturés et
les LDL. Les interactions entre les ERO et les lipidesiéroulent en trois étapelinitiation, la
propagation et la terminassions (Ahmealet2013).

La peroxydation des lipides impliqgue la destruction des lipides menit@snales troubles
meétaboliqueset inflammatoires, la formation et la propagation des radicaux lipidigwes de
nombreux effets délétéres (Zhaoaet 2013) comme le malondialdéhyde (MDA) qui est un produit

caractéristique de ce procesgRsfi’i et al., 2013).
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» L’action sur les carbohydrates

Les radicaux libres tels que Otdagissent avec les carbohydrates par une abstraction d’un atome
d'hydrogéne d'un des atomes de carbone, pour produire un radical centré de ¢elaooonduit a
des ruptures dans la chaine des molécules importantes comme Ratidertique dans le liquide

synovial entourant les articulations (Devasagayaat. £2004).
1.4. Implications pathologiques des especes réactives

L’interaction des ERO avec les différentes molécules biologiques conduit a 1’altération de
I’homéostasie de 1’organisme. Ceci fait que le stress oxydant intervient dans de nombreuses
pathologies comme facteur déclenchant ou associé a des complicatisolution (Tab. IIl). De
plus, la plupart des pathologies liées au stress oxygantadssent avec 1’age car le vieillissement

diminue les défenses anti-oxydantes et augmente la production mitoct®mn#saEOR (Favier,

2003).

Tab. Ill : Principales affections liées au stress oxydant.

Pathologies Références

Maladies neurodégénératives : Alzheimer (Hwang, 2013).
Parkinson (Pizza etal., 2013).
épilepsie (Cardenas-Rodriguez,201:

Maladies du foiefibrose, cirrhose, carcinome hépatocellulair (Shin etal., 2013).
Maladies cardiovasculaires: Athérosclérose, hypertension = (De Marchi efal., 2013).

Maladies respiratoires bronchospasme aigu, emphyser (Kusano et Ferrari, 2008).

asthme

Maladies auto-immunes : arthrite rhumatoide (Subedi etl., 2012).
Maladies de I’ceil: cataracte (Chakraborty eal., 2007).
Diabete (Mima, 2013).

Cancer (Kaushal et kudva, 2013).
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1.5. Les antioxydants

1.5.1. Définition

Un antioxydant est défini comme toute substance qui lorsqu'elleoesté a des concentrations
faibles par rapport a celles d'un substrat oxydable, retarde ou prégfitaiivement I'oxydation

de ce substrat (Asgarpanah et Kazemivash, 2012)
1.52. Mécanisme d’action des antioxidants

Les antioxydants peuvent prgté 1’organisme contre és effets néfastes des especes réactives
comme suit

% Inhibition de la formation des radicaux libres.

% Neutralisation des radicaux libres.

% Augmentation du systeme de défense du corps.

% Réparation des dommages résultants de radicaux libres (Lanaiha2éxl 3; Liochev, 2013).

1.5.3. Types des antioxydants

Pour contr6ler la production permanente des especes réactives, lesnegarivants possedent des
systemes de défense qui les protegent contre les dommages deicas<réRajesh eal., 2013).
Les antioxydants peuvent étre des enzymes ou de simples molécutesisCsont produits par
I’organisme, ce sont les antioxydants endogénes ou proviennent de 1’alimentation ou la médication

et sont donc exogenes.
1.5.3.1. Les antioxydants endogenes
» Les antioxydants enzymatiques

Ce systéme comprend plusieurs éléments dont les plus connua soperoxyde dismutag8OD),
la catalase, la glutathions peroxydase (GPx). A coté de ces enzymes principalgsuive

Les peroxyredoxines (Prxs)

Ce sont des enzymes dimériques avec une masse molédigaveaon 23 kDa. lls sont caractérisés
par la présence de résidus de cystéine a leur centre catalBtiggissent en tant qu'antioxydants
spécifiques. Ces protéines sont également impliquées laategradation enzymatique de®d,
d'hydroperoxydet d'ONOG-.
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Prx (-SH); + 2H0, —— Prx-§+ 2H0 + O,
La thioredoxine peut régénétarforme réduite du Prx (Cardenas-Rodrigueal2013).
Prx-S + Trx-(SHy — Prx(-SH)+ Trx-S.
Les paraxonases

Récemment, la famille paraoxonase (PON) a émergé comme une l@ocleske d'enzymes
antioxydantes, jouant un réle important ddes maladies associées a l'obésité, notamment les
maladies cardiovasculaires et le diabéte. Elle se trouparticulier,a la surface des lipoprotéines

de haute densité (HDLPON, protége les lipoprotéines de basse densité (LDL) et des cellules
circulantes contre les dommages oxydatifs, évitant ainsi lesiagmdnflammatoires dans les
cellules de la paroi artérielle (Saviniat, 2013).

L'héme oxygénase-1(HO-1)

L’HO-1 joue un role important dans le métabolisme de I'héme, elleoasidérée comme une
enzyme antioxydante capable de réduire le stress oxydatihiber l'inflammation. Des résultats
récents indiqguent quelO-1 joue un rdle bénéfique daresimaladies cardiovasculaires$ dans la

régulation du poids corporel et le métabolisme dans le diabete et I'obésité éBalvirdi013).
Thioredoxin Trx)

Cette enzyme avec un poids moléculaire de 12 kDa, est principalamarde dange réticulum
endoplasmique, sous la forme réduite. Elle contient deux groupes3Hjajii peuvent étre oxydés

pour formede bisulfure (% ou S-9:

Trx-(SH), + protein-$ —— Trx-$+ protein-(SH).
Trx peut également réagir directement ave©HCardenas-Rodriguez at., 2013).
Trx-(SH} 2H0, — Trx-5+ 2H0 + G

» Les antioxydants endogenes non enzymatiques

Ce systeme comprend plusieurs moléculesdedsle glutathion, I’acide urique et les protéines de
stockage des métaux de transition (ferritine, transferrine, lactoferéndoplasmine) (Saviretal.,
2013).
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1.5.3.2. Les antioxydans exogenes
a. La vitamine E

C’est un terme qui désigne un enseentd composés phénoliques appelés tocophérols (a, B, v, ) ou
tocols. lls different les uns des autres par la position des groupes esé&thylle cycle aromatique.
C’est I’ a tocophérol qui est biologiquement le plus efficace. Plus de 50% de la vitamine E se
trouvent dans les tissus adipeux, le caractére hydrophobe de cette vitamine lui permet de s’insérer au
sein des membranes biologiques riches en acides gras polyinsaturés,jaueelin réle protecteur
efficace en empéchant la propagation de la peroxydation lipidique induitespespieces réactives
(Papas, 2008; Yang et McClements, 2013).

b. La vitamine C

Elle est essentielle pour I'homme, car elle a plusieurs fonctiotigues comme un cofacteur
enzymatique et un antioxydant (Kimat, 2013); en tant que cofacteur enzymatique, la vitamine C
est impliguée dans la synthése des catécholamines, du colldgesgnthése de carnitine, la
transformation de la dopamine en noradrénaline, le métabolisme des steteitegyrosine, du
cholestérol et la formation de l'acide biliaire. Comme antioxydanitdeine C protege I'ADN, les
protéines, les lipides, les enzymes et d'autres antioxydants pag&age des radicaux libres et la
réduction des ions métalliqgues (Geakt 2008; Pallauf eal., 2013).

c. Les caroténoides

Les caroténoides sont généralement de bons capteurs de radicaux hy@bkg@eperoxyles RO

lls sont donc susceptibles d'inhiber les chaines de peroxydation lipidegiearoténoides peuvent
aussi capter I'oxygene singulet, ce qui leur permet d'exercer unetiproiges-a-vis des dommages
induits par les rayons ultraviolets (Gardes-Albertalet 2003). Le B-carotene (provitamin A), le

composant le plus efficace dans la famille des caroténoides; estsulbstance liposoluble

Swsceptible d’étre transformé en vitamine A dans le corps (Sanders et Emery, 2003).
e. Les polyphénols

Les polyphénols sont connus par leur activité antioxydédbel etal., 2012) qui est due a la
présence d'un nombre important de groupements hydroxyles phénoliques (Haalin&20&R). Les

propriétés redox de ces composés leur permettent d’agir en tant qu’agents réducteurs, donateurs
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d’hydrogéne et éliminateurs de 1’oxygéne singulet. Certains montrent des propriétés chélatrices de
meétaux (Proestos e@i., 2013)et d’autres peuvent empécher la production anzymatique des ERO
telles que I’inhibition de cyclooxygenase, lipoxygenase et cytochrome P450 (Ferguson, 2@01),
méme, augmenter I'expression des enzymes qui ont une activité antioxgtlastque la glutathion
peroxydase, la superoxyde dismutase et la catalase (Jayaabna(:t3).

f. Les antioxydants synthétiques

Les antioxydants synthétiques sont utilisés dans lindustrie alimeafan d'éviter l'oxydation des
lipides (Olmedo eal., 2013) et deonserver les aliments pour le stockage et le transport prolongés
(Olszewska eal., 2010).

Les antioxydants synthétiques les plus utilisés sont le propylgdR&g le butylhydroxyanisole
(BHA), butylhydroxytoluene (BHT) et tert-butyl-hydroquinone (TBHQ) et leajealld'octyle (OG)
(Niciforovic etal., 2013; Hossain edl., 2008). Ces antioxydants sont connus par leur effet néfaste a
savoir le BHT et le BHA qui ont été soupconnés d'étre responsablésides| du foie et de la
cacinogenése (Senevirathneadt, 2006). TBHQ est interdit au Japan et certains payes Européens
(Roby etal., 2013).

2. L’activité antimicrobienne

2.1.Les infections microbiennes

Les maladies infectieuses représentent la cause majeurertiitén dans le monde; ce sont des
affections provoquées par des microorganismes pathogénes telles queddeshdes virus, les
parasites ou les champignons et touchent des millions de personnes demsl&(Alwash etal.,
2013), fapparition de souches résistantes aux antibiotiques usuels, I’émergence d’un pouvoir
pathogene chez des souches habituellement saprophytes de notre environaemest
immunodépressions causées par l’infection a VIH sont les principaux facteurs de la forte

recrudescence des ces mata(Bagre etal., 2007)
2.2. Les antibiotiques

Il existe plus de 22 500 composés actifs biologiquement obtenus a pantictoorganismes, 45%
proviennent des actinomycéetes, 38% des champignons et 17% d'autres bdetdires 5 000
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antibiotiques ont été identifiés a partir des cultures de bacté@esna négatif, Gram positifs et les

champignons filamenteux (Gebreyohanneal e2013).
2.3.Mode d’action des antibiotiques

Les antibiotiques peuvent traiter les infections bactériennes par 4 modes d'antigapxi

a. L'interférence avec la synthése de la paroi cellulaire: carbapénemesnyeine 3 lactamines.
b. L'inhibition de la synthése des protéines microbiennes

> Se lier avec la sous-unité 50S du ribosomacrolides, le chloramphénicol, la clindamycine.
> Se lier aveda sous-unité 30S du ribosonmaminoglycosides, tétracyclines.

> Se lier aved’enzyme bactérienne isoleucyl-ARNMNynthétasechloramphenicol, tetracyclines.
c. L'interférence avec la synthése des acides nucléiques:

» Inhibition de la synthése de I'ADN: fluoroquinolones.

> Inhibition de la synthese d'ARMa rifampicine.

d. L'inhibition des voies métaboliques: les sulfamides, les analogues de f@zjde.

(Tenover, 2006).

2.4. Relation structure- activité des polyphénols

Les polyphénols sont doués d'activité antimicrobienne importante, probableluge a leurs
diversités structurales. Les sites et le nombre des groupemeadrtsxyigs sur les constituants
phénoliques sont supposés étre reliés a leur toxicité relative elegersicroorganismes avec
I’évidence que le taux d’hydroxylation est directement proportionnel a la toxicité. Leur activité est
probablement due a leur capacité a se complexer avec des protéiaesllejdires et faire des
complexes avec les parois cellulaires bactériennes. Les quimtnks flavonoides les plus
lipophiles peuvent également rompre les membranes microbiennes (Cowan, £398avane-3-
ols, les flavonols et les tannins ont regu plus d’attention di a leur large spectre et forte activité
antimicrobienne par rapport aux autres polyphénols, a leur capacité de supprin@nhne de
facteurs de virulence microhiee telles que 1’inhibition de la formation de biofilms, la réduction de
I’adhésion aux ligands de I’hdte et la neutralisation des toxines bactériennes ainsi qu’a leur capacité

d’agir synergiquement avec certains antibiotiques (Daglia, 2012).
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2.5. Mode daction des huiles essentielles

En régle générale, les huiles essentielles qui contiennent un pageedlevé de composés
phénoliques comme le carvacrol, I'eugénol et le thymol possédent de®igo@ntibactériennes
fortes contre les agents pathogénes. Il semble raisonnable que lenrsmécdaction serait donc
similaire a d'autres composés phénoliques comme la perturbationetenkapilité des membranes
cytoplasmiques, en agissant sur la force protomotrice, le flux d'électeotransport actif et la

coagulation du contenu des cellules (Burt, 2004).

2.6. La résistance microbienne aux antibiotiques

Elle est définie comme une résistance d'un micro-organisme &disament antimicrobien auquel

il était précédemment sensible (Alwash att 2013) Cette résistance provient de 1’utilisation
intensive d'antibiotiques a des fins humaines, vétérinaire et agraalsant leur libération continue
dans l'environnement et I'évolution des génes resistants (Rizzg 2013; Sahu edl., 2012), les
maladie d’immunosuppression peuvent causer aussi le développement de cette résistance
(Sivananthan, 2013).

Les bactéries peuvent développer une résistance aux antibiotiquesra plagieurs mécanismes,
notamment,la modification ou I’élimination des sites de liaison des agents antibactériens, la
régulation de la production des enzymes qui peuvent désactiver l'agentraftien, le réglage ou

la modification des canaux membranaires par lesquelles 1’antibiotique traverse les cellules (Tenover,
2000, le changement de la perméabilité cellulaire et le trankfarzontal de genes de résistance
(Rodriguez-Rojas «l., 2013).

2.7. Souches microbiennes utilisées dans la présente étude

2.7.1. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa est une bactérie mono-flagellée a Gram négative, présente dlaess
environnements et souvent dans I'éléar etal., 2013). Elle est responsable d'environ 10% a 20%
des infections nosocomiales et posséde de multiples mécanismes de résistsmtieequodés dans
les chromosomes intrinseques, y compris, le développement des pomiiegsistantes a la
pénétration des médicaments, production de B-lactamases et les enzymes de modification des
aminosides (Mahmoud etl., 2013),la faible perméabilité de I'enveloppe cellulaire et sa grande
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capacité d'adaptation, permettant la colonisation rapide aux dif@ewvironnementg¢Jimenez et
al., 2012).

2.7.2 Staphylococcus aureus

S. aureusest l'un desagents pathogénes les plus importants pour I’homme. C’est une bactérie
anaérobie, a Gram-positif, elle est découverte par le Dr Alexandgtoi®n en 1880.
Elle peut causer de nombreuses maladi@sfections cutanées mineures a des maladies mortelles,
telles que les abcés, la pneumonie, la méningite, endocarditeptlaémie, l'arthrite septique,

I’ostéomyélite, infections intra-vasculairg€hang etl., 2013; David et Daum, 2010).
2.7.3.Candida albicans

C. albicansest le champignon opportunidteplus fréquemment isolé de I'nomme, ¢’est un membre

de la classe deSaccharomycete&lle existea ’état saprophyte habituellement dans les épithéliums
mugueux des mammiferes en particulier sur les muqueuses digestéstales. Le passage de la
levure a un stade pathogene est favorisé par un certains nombre dersditnme le changement

dans les facteurs écologiques tels que l'utilisation d'antibiotigiaegeaspectre ou des médicaments
immunosuppresseurs (Méaratt 2013; Whiley etl., 2012).

2.7.4. LesAspergillus

Le genreAspergillus un membre dé&scomycota phyluntomprend plus de 185 espéces environ 20
d'entre eux causédes infections dangereuses chez I’homme et les animaux. Peut-étre les especes
les plus infames de ce genre stitspergillus flavussuivi de 1I’Aspergillus fumigatugYu etal.,
2005).

Le champignon filamenteuxAspergillus flavusest un agent pathogéne qui cause 1’aspergillose
opportuniste invasive et non invasive chez I’homme, les animaux et les insectes. Il provoque
¢galement des réactions allergiques chez I’homme. A. flavusinfecte les cultures agricoles et les
céréales stockées et produit des métabolites carcinogenes comme lesafi@foxetal., 2005)
D’autre coté, I’Aspergillus nigeest le producteur de plusieurs mycotoxines, a savoir, I’ochratoxin A
(OTA) qui est une néphrotoxine puissant possédant des propriétés tératogenessnpmresseurs
et cancérigenes. Les céréales et les aliments sont legpptirdransporteurs de cette mycotoxine

chez I’homme et les animaux. Aspergillus nigerest aussi la responsable de la production des
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différent mycotoxine de types fumonisine (FB) essentiellement jeqbBest connus par son effet

toxique et carcinogéene (Soareskf 2013).
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1. Matériel

1.1. Matériel biologique

1.1.1. Material végétal

La planteMentha rotundifoliaa été récoltée au mois d’octobre 2012 dans la région de Djemila au
Nord- Est de I&Willaya de Sétif. L’identification de la plante a été faite au niveau du Département
d’Ecologie et Biologie Végétale, Université Ferhat Abbas, Sétif 1.

Les parties aériennes de la plante sont séchées a une température ambiante et a [’ombre puis

stockées a ’abri de la lumicre jusqu’a 1’utilisation.
1.1.2.Souches bactériennes et fongiques

L'activité antibactérienne et antifongique a été évaluée sursdaeshes de référence, trois
champignons Aspergillus niger 2CA936 Aspergillus flavus NRRL39]1, Candida albicans
ATCC1024) et trois bactéries de 1’American type culture collection (ATCC) (Escherichia coli
ATCC 25922 Pseudomonas aeruginosd CC 27853et Staphylococcus aured§ CC 25923), ces
souches ont été obtenues du laboratoire de microbiologie du centre herspitaiversitaire de
Sétif. La quatrieme souche bactérieri8teeptococcus sgst une souche clinique isolée d’un patient

hospitalisé.

1.2 Materiel non biologique

1.2.1. Les milieux de culture

Les milieux de culture utilisés dans cette étude sont:

La gélose nutritive pour I’isolement et I’entretien des souches bactériennes.
Le milieu MullerHinton pour I’étude de I’activité antibactérienne.
Le milieu Muller-Hinton au sang frais pour la bactéteeptococcus sp.

Le PDA (Potato Dextrose Agampour les moisissures.

YV V. V V V

Le milieu Sabouraud + chloramphénicole pour la le@aeadida albicans.

1.22. Antibiotiques et antifongiques  utilisés dans la  présente  étude
Gentamycine (GEN), Imipéneme (IMP), Céfazoline (CZ), Céfoxitine (CX), FurBneAmpi/AC
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Clavulanique (AMC), Oxaciline (OX), Tetracycline (TE), Rifampicine (RA)sfPramycine (RP),
Vancomycine (VA), AC Fusidique (FA), Céfoxitine (CX), Pipéraciline (PRL), Ciproftina (),
Clindamycine (CD). Pour les champignons on a utilisé trois antifongiques:oéénigme (AM),

chloramfénicol (CTR), nystatine (NY).

1.2.3. Matériel de laboratoire

Plusieurs réactifs chimiques et appareillages (T&h). ont été utilisés dans la présente étude

(extraction, dosage et activités biologiques). Les réactifs sogitade analytique et ont été fournis

par Sigma, Fluka et Merck.

Tab. IV : Les produits chimiques et les appareillages utilisés dans la présente étude.

Appareillages Réactifs chimiques

v' Autoclave(SELECTA. P)

v Balance de précision
(OHALUS)

Chauffe ballon (BIBBY)
Clévenger

Etuve (Memmert)
Micropipettes (ISOLAB)
Plaque chauffante
(J.P.SELECTA).
Evaporateur rotatif (Bchi).

NS NEE NER NN

<

v Spectrophotométre
(SECOMAN).

v' Soxhlet

v" Vortex (Techno Kartell TK 3S)

V V.V V V V V V V VY

Y VY

A\

1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH

Acide ethylenediamine tétraacétique (EDTA).
Acide gallique

Acide linoléique.

Acide trichloracétique (TCA).

Butylated hydroxyanisole (BHA).
Chlorured’aluminium (AICl3).

Chlorure ferrique (FeG).

Chlorure ferreux (FeG).
Ferrozine[3¢2-pyridyl)-5, 6-bis (4-phenyl-
sulfonicacid)-1, 2, 4-triazine).

Ferricyanide de potassium JKe(CN}].

Folin-Ciocalteu.

Solvants (Acétone, Ethanol, méthanol, Tween
DMSO).

Quercetine.

Tampon phosphate (0,2 M; pH 6,6).

[- carotene.
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2. Méthodes

2.1. Préparation des extraits

Les extraits méthanoliques des parties aérienneMatgha rotundifoliasont obtenus par deux

méthodes d’extraction différentes.
2.1.1. Extraction par macération

Suivant le protocole d’extraction décrit par (Stankovi¢, 2011); le matériel végétal broyé (20 g) est
soumis a une extraction par macération dans le méthanol pendant 48avearesnouvellement de
solvant aprés 24 heures et agitation de temps en temps. Les nsacéridtrés sur papier filtre, les
filtrats sont évaporés a sec au moyen d’un évaporateur rotatif, le résidu sec est repris dans le
méhanol et gardé a 4°C.

2.1.2. Extraction au Soxhlet

20 g du broyat végétal sont placés dans une cartouche et soumis a I’extraction au Soxhlet. Apres 6
heures, la cartouche est retirée et le méthalmaké d’extrait de la plante est récupéré pour étre

corcentré a sec a I’aide d’un évaporateur rotatif (Bichra et al., 2012).
2.1.3. Hydrodistillation

L huile essentielle a été obtenue par hydrodistillation a 1’aide d’un appareil de type Clevenger. Le
broyat végétal est complétement immergé dans ’eau, le tout est ensuite porte a ébullition. On
maintient le chauffage a une température douce pendant 3 h, les vaypgwrsnslensées dans un
réfrigérant et ’huile essentielle et I’ecau se séparent par différence de densité et enfin cette huile est

conservée dans des flacons opaques a température basse (4-5 C°).
2.2. Screeningohytochimique

Les tests phytochimiques ont été effectués sur les extraittanofiques de la plant®entha
rotundifolia. La détection de quelque composésrésiisés par ’utilisation des méthodes décrites
par Vijayalakshmi eél., 2012; Bagre «atl., 2007; Khaldi etl., 2012.
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2.2.1. Les polyphénols

Mettre 2 ml d’extrait dans un tube a essai puis ajouter une goutte de solution alcoolique de chlorure
ferrique 2%. Un test positif est révélé par 1’apparition d’une coloration bleue noiratre ou verte plus

ou moins foncée.
2.2.2. Flavonoides

La réaction de détection des flavonoides consiste a traiter 2 ml de ’extrait avec 2 ml d’acide
sulfuriqgue et 2 ml de NkOH. La présence des flavonoides est mise en évidence si la icolorat
s’accentue en présence de 1’acide et vire au bleu violacé en milieu basique cela signifie la présence

des anthocyanes.
2.2.3. Tanins

La présence des tanins est mise en évidencgoatant a 1 ml de I’extrait, quelques gouttes de
solution de FeGldiluée. L’apparition d’une coloration vert foncée ou bleu-vert indique la présence

des tanins.
2.2.4. Terpenoides

Leur détection consiste a traiter 0.5 ml de I’extrait avec 2 ml de chloroforme et quelques gouttes
d’acide sulfurique concentré. En cas de réaction positive, il se forme un anneau rouge-brunatre a la

zone de contact des deux liquides.
2.2.5. Saponosides

Mettre 3ml d’extrait dans un tube a essai, puis agiter fortement pendant 30 secondes et laisser
reposer 15 secondes. Si la mousse persiste pendant cette périoddgmiéita qu’il y a des

saponosides.
2.2.6. Quinones

1 ml d’acide sulfurique concentré est ajouté a 1 ml d’extrait. Un test positif est révélé par la

formation de la couleur rouge.
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2.2.7. Anthraquinones

La détection des anthraquinones est réalisée en ajoutant quelques gouttes de HCL a 0.5 ml d’extrait.

L’apparition d’un précipité de couleur rouge indique la présence d’anthraquinones.
2.3. Analyse quantitative des extraits méthanoliques

2.3.1. Dosage des polyphénols totaux

> Principe

Le réactif Folin€iocalteu est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique (HsPWi2040) et
d’acide phosphomolybdique (HsPMO,2040). L’oxydation en milieu alcalin de ce réactif par ke
groupements oxydables des composés phénoliques, conduise a la formation d’un mélange d’oxyde
bleu de tungstene (Md,3) et de molybdéne (M@.3). L’intensité de la coloration produite qui a une
absorbance maximale a 765nm, est proportionnelle a la quantité des polypiréselse dans

I’extrait analysé (Georgé et al., 2005).
» Mode opératoire

A 200 pl d’extrait, on ajoute 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu (10%). Aprés 4 minutes; 800 ul de
solution de carbonate de sodium {N6s:7,5 %) sont ajoutées. Les tubes sont immédiatement
agités, puis incubés a une température ambiante pendant deux heudensité optique du
complexe formé est lue & 765 nm contre un blanc. L’étalon choisi est I’acide gallique (AG). Les
teneurs des polyphénols totaux sont exprimées en microgramme équivalents d’acide gallique par

milligramme d’extrait (Li et al., 2007). Les mesures sont réalisées deux fois.
2.3.2. Dosage des flavonoides

Les flavonoides sont quafitis par la méthode du trichlorure d’aluminium selon le protocole décrit

par Kosalec etl. (2004) avec quelques modifications.
> Principe

Les méthodes qui ont été rapportées pour la détermination des flavonoiddmsEed sur la
formation d'un complexe de chlorure d'aluminium - flavonoide qui est l'usepdmédures
analytiques les plus utilisés pour la détermination de la teneilavemoides dans diverses plantes
(Humadi et Istudor, 2008).
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» Mode opératoire

La quantification des flavonoides est réalise@joutant a 1 ml d’extraits (préparés dans 1’éthanol),
1 ml d’AICI3 a 2% dans le méthanol. Aprés une agitation vigoureuse, I’ensemble est incubé a
I’ombre a la température ambiante pendant 30 minutes. L’absorbance de la solution est déterminée a
430 nm contre un blanc a 1’aide d’un spectrophotometre. Une courbe d’étalonnage est établie avec la

guercétine en qualité de flavonoide standard.

Les résultats sont exprimés en microgrammes équivalents de quepagtiméligramme d’extrait.

Les mesures sont réalisées deux fois.
2.3.3. Dosage des flavones et flavonols

Les flavones et flavonols sont mesurés par la méthode du trichlorure d’aluminium AlCl3 suivant le

protocole réalisé par Kosalecadt (2004).

On met dans umbe a essai, 0,5 ml de 1’extrait, 1.5 ml d’éthanol, 0,1ml d’AlCls, 0,1 mld’acétate
de potassium@H;COOK) (1M), 2.8 ml d’eau distillée. Le mélange est vigoureusement agité, puis
I’ensemble est incubé a I’ombre a la température ambiante pendant 30 minutes. L’absorbance est lue
a 415 nm. La quercétine est utilisée comme standard. Les résultagx@ameés en microgrammes

équivalents de quércétine par milligramme d’extrait. Les mesures sont réalisées deux fois.
2.4. Analyse des huiles essentielles

2.4.1. Chromatographie en phase gazeuse

L'analyse GC a été réalisée en utilisant un chromatographe en phase gazewsiz USBIC-2010,

équipé d'un détecteur FID et une colonne capillaire Teknokroma 5 MS (30 m x 0,25 mm, épaisseur
du film 0.25 um). Les températures de 1’injecteur et le détecteur sont maintenus a 280 °C et 300 °C
respectivement. L'hélium est utilisé comme gaz vecteur avec un flux de 1,68mld

température du four est programmée de 60 (maintenue fixée pendant 5 minutes) a 280 C° a une

vitesse de 3 °C/ min.
2.4.2. Chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse (GC-MS)

L'huile a été analysée p&C / MS en utilisant un détecteur sélectif de masse ShimadzuSsCM

QP2010 relié a un chromatographe en phase gazeuse Shi@@d20l0. La séparation a été
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réalisée sur colonne capillaire Teknokroma 5 MS (30 m x @y25épaisseur de film de 0,25 pm)
La température de la colonne a été programmée de 60 °C (maintenue pendaries) a 280 °C a
une vitesse de 3 °C / min. Le flux de I'hélium (gaz vecteun) @al,03 ml min. MS a été prisé&
70eV.

L'identification des composés individuels a été basée sur la cosgrade leurs spectres de masse
et leurs indices de rétention, IB$ sont calculés aprés injection du mélange alkalfC@7FSupelco
dans 1eGC-MS selon la méme méthode décrite auparavant. Les bases de défibE&s NIST

147 et FFNSC ont été utilisés pour l'identification.
2.5.L’activité antioxydante

2.5.1. Estimation du pouvoir antiradicalaire par la méthode au DPPH

Le pouvoir antiradicalairest évalué selon la méthode décrite par Sarikudtal. (2008), avec

guelques modifications.
» Principe

Le DPPH est un radical libre qui posséde un électron non apparié sur un atome du pont d’azote
(Fig. 09). Du fait de cette délocalisation, les molécules du fagkcéorment pas des diméres et le
DPPH reste dans sa forme monomere relativement stable a température@rtmaiélocalisation
provoque aussi la couleur bleue bien caractéristique de la solutiddPBél. La mesure de
I’efficacité d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la coloration bleue, due a une
recombinaison des radicaux DPPIrhesurable par spectrophotométrie a 515nm (Popovial. et
2009).

P
N ~ NH
AH b OsN. o NO» —_— i +  UaN e NO;
NGy NO
DPFH (Bleu) DPPH:-H (Pas de coulenr)

AH = I’antioxidant DPPH’ = 1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
Figure. 09 La présentation chimiquEessai de piégeage des radicaux DHRMIitro (Batool etal.,

2010).
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» Mode opératoire

1ml de chacune des différentes concentrations des solutions des ¢d&a a 300 pug/ml pour
EMM et EMS, del00 a 3500 pg/ml pour I’HE et de 5 & 50 pug/ml pour le BHA été incubé avec 1
ml d’une solution méthanolique de DPPH". Aprés une période d’incubation de 30 minutes, les

absorbances ont été lues par un spectrophotométre UV-visible a 515mHALest pris comme

antioxydant de référence.

Le pourcentage d’inhibition (I %) du radical DPPH" par les extraits d&lentha rotundifolia a été
calculé comme suit: | % = [(& Ag) / Ac] x 100

Ac: absorbance en absenceldehibiteur (contrdle négatif).

Ag: absorbance en présence des extraits ou de BHA.

Les mesures sont réalisées deux fois.
2.4.2. Chélation du fer ferreux
Dans ce test, le pouvoir chélateur est évalué selon la méthode décritegpal. (2007).

> Principe

La ferrozine forme en présence du fer ferreux un chromophore de couleur rotigeefFazine)

qui présente un maximum d’absorption a 562 nm. En présence d'agents chélateurs, la formation de
ce complexe est perturbée, ce qui aboutis a une diminution deulleuc rouge qui est suivie
spectrophotométriquement (Leadt, 2007).

> Mode opératoire

Cing cent microlitres des extraits ou du chélateur standard (EDTA) a diféreoncentrations (de
0.50 a 3.5 mg/ml pour EMM et EMS et de 10 a 100 pg/ml p&i»TA) sont additionnées a 100 pl
de FeC} (0.6 mM) et 900 pl de méthanol. Aprées 5 min d’incubation, cent microlitres de ferrozine (5
mM) sont ajoutés et le mélange est agité puis laissérrgagidant 10 min pour permettre la
complexassions du fer résiduel. L’absorbance du complexe Fe?*- Ferrozine est mesurée a 562 nm.

L’activité chélatrice est exprimée en pourcentage en utilisant 1’équation ci-dessous:

Activité chélatrice (%) = AAg)/ Ac] X100
Ac: absorbance en absence de chélateur (contréle négatif).
Ag: absorbance en présence du chélateur (extraits ou EDTA).

Les mesures sont réalisées deux fois.
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2.4.3.Pouvoir réducteur: FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

Le pouvoir réducteur a été déterminé suivant la méthode préconiséehpar édal. (2013)avec

quelgque modification.
» Principe

Le test du pouvoir réducteur consiste a évaluer I’aptitude d’un échantillon a donner un électron
convertissant le fer de la forme%ea la forme F& qui peut étre quantifiée par la mesure de la
formation de la couleur bleu (bleu de Prusse) du ferricyanide de potassiOthran. Donc une
absorbance élevéedique que 1’échantillon possede un grand pouvoir réducteur (Gholivand et al.,
2010).

» Mode opératoire

A 1 ml dechaque solution d’extrait a des concentrations différentes (de 50 a 1000 pg/ml pour EMM
et EMS, de 0.05 a 3 mg/ml pour I’HE et de 20 a 150 pug/ml), on ajoute 2,5 ml de la solution du
tampon phosphate (0,2 M; pH 6,6) et 2,5 ml de ferricyanure de potassyge(QN)g) a 1%. Les
mélanges sont incubés a 50°C pendant 20 min. Ensuite, 2,5aondlel trichloracétique (10%) sont
additionnés. Le tout est agité vigoureusement. Enfin, on préleve 2,5a¢hbhdae tube et on ajoute
2,5 ml d’eau distillée et 0,5 ml FeCls (0,1%). L’absorbance est mesurée a 700 nm. Le BHA est

utilisé comme contrdle positif dans cette expérience. Les mesures sont séigisedois.

La ChEs est la concentration de 1’échantillon qui correspond a une absorbance égale a 0,5 nm
(Barros efal., 2010). Elle est calculée a partir de 1’équation de la courbe de 1’absorbance en fonction

de la concentration de I’échantillon.
2.4.4. Test de blanchissememdu B- caroténe/acide linoléique
» Principe

Ce test permet de mettre en évidence le pouvoir antioxydant des extraits de plantes. En effet, I’acide
linoléique oxydé en radical peroxydeit sur le p-carotene de couleur orange qui devient incolore
La présence d’antioxydants dans I’extrait de plante par exemple inhibe cette décoloration dans le.

milieu gélosé (Graven etl., 1992; Belhattab, 200.7
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» Mode opératoire

On introduit 1.125g d’agar dans un erlenmeyer auquel on ajoute150 ml d’eau distillée; Apres
chauffage sur une plaque chauffante, la solution est refroidie a 50°C avant d’ajouter une émulsion de
B-carotene / acide linoléique préalablement préparée parileition de 7.5 mg de B-caroténe dans
7.5 ml d’acétone et de 7.5 pul d’acide linol¢ique dans 1,5 ml de méthanol. L’émulsion résultante est
vigoureusement agitée a froid, puis distribuée dans des boites de pétri. A I’intérieur des puits creusés
dans la gélose. A partir des solutions de 1 mg/ml, différents volumestdaissg(10 ul, 30 pl, 50
pl) ou des témoins (30 pdpnt déposés. La lecture se fait aprés 4 heures d’incubation a 45°C. Le
BHA et la quercétine sont utilisés comme o@&m positifs. L’expérience est réalisée deux fois
(Belhattab., 2007).

2.6. Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne des extraits méthanoliques et de 1’huile essenticlle de Mentha

rotundifoliaest évaluée par la méthode de diffusion sur gélose (Belhatthb2004)
2.6.1. Stérilisation du matériel

L’cau distillée, le milieu de culture, les tubes a essai utilisés pour la préparation des solutions
bactériennes et les disques en papier Wattman (6 mm de ipreerobés dans du papier

aluminium ont été stérilisé 1’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
2.6.2. Préparation des solutions des extraits

Les extraits méthanoliques secs ont été dissouts dans le diengtifgixyde (DMSQO) pour obtenir
une solution mere de 500 mg/ml:huile essentielle a été dissoute dans le méme solvant pour
préparer les diffirents dilutions (1/2, 1/5, 1/10).

2.6.3. Préparation des suspensions bactériennes et fongiques

Les tests antibactériens sont effectués a partir de colonies rid8sa 24 h en phase de croissance
exponentielle. We suspension bactérienne est réalisée dans I’cau distillée stérile pour chaque
souche. Les spores des moisissures sont préparées d'une culture alersespr jgélose de PDA et
mises en suspension dans de l'eau distillée stérile contenant 1%eda 80 pour une meilleure
dispersion des spores. Apres agitation, la suspension de spores estagpésté@Enombrement sur

cellule de Malassez & la concentration de 1@ spore/ml.
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2.6.4. Ensemencement des boites

» Tremper un écouvillon sec sike dans I’inoculum.

» Eliminer I’exces d’inoculum en pressant 1’écouvillon et en le faisant roulet contre les parois du
tube au dessus du niveau de liquide.

» Ensemencer en stries sur toute la surface des boites a trois reprises et passer enfin 1’écouvillon
sur le bord de la gélose.

» Laisser sécher la boite pendant quelgues minutes avant de déposer les disquétoser la g

» Recharger 1’écouvillon chaque fois qu’on ensemence plusieurs boites de Pétri avec la méme
souche.

2.6.5. Préparation des disques

La préparation des disques se fait a partir du papier Wattman qléasatpé en disques de 06 mm
de diametre. Les disques sont chargés de principe actif a testés (10 ul et 20 pl d’extraits
méthanoliques correspondant a 5mg/disque et 10 mg/disque respectivenh@ntl ele 1’huiles
essentielles a différentes dilution§inalement, on prépare des disques imprégnés d’cau distillée
stérile et d’autres imprégnés de DMSO. Ces deux derniéres catégories de disques serviront de
contréle négatif. Différentdisques d’antibiotiques et d’antifongiques standards ont également été

utilisés comme control positif (le chois des antibiotiques est fait selon le detadactérie).
2.6.6. Application

Les disques sont déposés a I’aide d’une pince stérile a la surface du milieu gélosé, préalablement
ensemencé. lls doivent étre parfaitement appliqués a plat sssengtnt en appuyant Iégerement
sur la surface de la gélose. Les boites sont incubées pendant 18 aresl &i87 °C pour les
bactéries, pendant 48 heures a 37 °C pour la levure et pendant 72 heur&s po@s8 les
moisissures. Le diamétre de la zone d’inhibition au tour des disques est alors mesuré. Les
déterminations sont réalisées deux fois.

2.7. Analyse statistique

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne teSxoinparaisons entre les
différents extraits et entre les extraits et les témoins fsogti la détermination des taux de
signification sont faites par le test de Student. Les différences sosidérées statistiquement

significatives au seuil de 0,05.
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1. RESULTATS

1.1. Rendement des extractions

Apres extraction et élimination de toute trace de solvantnideraent de I'extrait est calculé par la
formule suivante
R% = (My/ M) x 100

Ou My: la masse de la matiere végétale traitée etllll masse de l'extrait.
Le calcul des rendements a montré que 1’extrait méthanoliqgue obtenu par soxhlet (EMS) est plus
rentable (09.2 % (m/m)) que celui obetnu par macération (EMM) (16.05 % (m/m).

Le rendement en huile essentielle edtudé a partir du volume de I’huile essentielle par rapport au
poids sec du broyat végétalelistie dans 1’hydrodistillation. Ce rendement est de I’ordre de 0.7 %
(m/).

1.2. Le screening phytochimique

Le screening phytochimique a été effectué sur les extrais méthasoligivM) et (EMS) de
Mentha rotundifolia Le choix du test est en fonction du métabolite secondaire aeté{Eig. 10.
Plusieurs groupes de métabolites secondaires ont ét¢ mis dans les extraits. Il s’agit de polyphenols,
flavonoides, tanins, terpénoides et quinones dans les deux extraitbseeceades saponosides et

des intraquinones (Tab.V).
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b
Figure. 10: Screening phytochimique des extraits méthanoliques de la Manitha rotundifolia

EMS

C

1: terpénoides, 2: quinone, 3: intraquinone, 4: polyphénols, 5: flavonoides, 6: tanins.

a: avant I’ajout des réactifs, b, c: apres 1’ajout des réactifs.

Tab. V: types de composeés retrouvés dans les extraits méthanoliques.

Polyphenols + +
Flavonoides + +
Tanins + +
Saponosides - -
Terpénoides + +
Quinones + +
Intraquinone - -

- : Absence, +Présence
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1.3 Dosages des polyphénols totaux, des flavonoides totaux, des flavones et

flavonols

La teneur en polyphénols totaux, en flavonoides, en flavones et flavonols dits eséthanoliques

des parties aériennes d#entha rotundifoliaest déterminée en utilisant les méthodes de Folin-
Ciocalteu pour les polyphénols (Fig.)1& de trichlorure d’aluminium pour les flavonoides (Fig.

12), les flavones et les flavonols (Fig. 13). Les résultats obtenaiad®es courbed’étalonnages
montrent que 1’extrait méthanolique au Soxhlet est plus riche en polyphénols et flavonoides que

I’extrait méthanolique obtenu par macération (Tawl).

La différence entre les deux extraits est statistiquement sigfiif(p < 0,05) pour le dosage des

polyphénols et les flavonoides et non significatif pour le dosage des flavones et flavonols.

Tab. VI: Teneur en polyphénols totaux, en flavonoides et en flavones et flavosobxitaits

meéthanoliques d®lentha rotundifolia Les valeurs représentent la moyenne de deux essais + SD

Extrait Polyphénol®’  Flavonoide$”  Flavones et Flavondf
EMM 141.571 £ 0.143| 15.636 £ 0.030 | 45.426 + 1.357
EMS 168.642 + 1.642| 33.045 £0.76 | 47.071 £3.214

@ pg équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait.

() ug équivalent de quercétine par milligramme d’extrait.
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Figure. 11 Droite d'étalonnage tracée en fonction des concentrations croissantesddgeg#ificue

en fonction des absorbances relatives pour le dosage des polyphénols totaux.
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Figure. 12: Droite d'étalonnage tracée en fonction des concentrations croissantes denguencéti

fonction des absorbances relatives pour le dosage des flavonoides
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Figure. 13: Droite d'étalonnage tracée en fonction des concentrations croissantes denguence

fonction des absorbances relatives pour le dosage des flavones et #avonol
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1.4. Compositionchimique de I’huile essentielle

La chromatographie en phase gazeuse (@&)’HE de M. rotundifolia a permis d’isoler 43
composés représentant 100 % de I’huile essentielle (Fig. 14). Le couplage de la CG a une
spectromete de masseSM) a permis d’identifier les composés de I’HE (Tab. VII). Le constituant
majoritaire étaitl’oxyde de trans-pipéritenone (66,%8) suivi de limonéne (3.42%). huile est
dominée par les monoterpénes oxygeo@mme oxyde de cis-pipériténone, alpha- terpinéol, 1,8-
cineole, 1-bornéol, oxyde de cis pipéritone. Suivi des monoterpenes hydrocarbomés alpha-
pinéne, 2-.beta-pinene, sabinedklimonene, myrcene et enfin les sesquiterpénes essentiellement

les sesquiterpénes hydrocarbonés comme alfa-humuléne, cadinene, argophyilene et D-

germacrene, beta farnesene. Les sesquitérpenes oxygénés telugoal .

{x10,000,000)
nc

#1601

250]
225]
200]
175]
150] -
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100]
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050]
025]
|!l.ﬂl,n.”.“~h MMMML, WY S by ol
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| T TR
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Figure.14:Profil de fractionnementhromatographique de I’huile essentielle de Mentha rotundifolia

Tab. VII : Composition chimique de I’huile essentielle de Mentha rotundifolia.

Composés RT
a-Thujéne 7,086
(-) a-Pineéne 7,362
Camphene 7,936
Sabinene 9,003
2- B- Pinéne 9,138
1- Octen-3-ol 9,307
Myrcene 9,817
3-Octanol (CAS) n-Octan-3-ol 10,012
Pseudolimonéne 10,34
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0,1
1,32
0,39
0,66
1,42
1,16
1,17
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a- Terpinene

Para- Cymene
di-Limonéne
1,8-Cinéole
cisOcimene
gamma- Terpinene
1-Nonen-3-ol
Nonanal (CAS) n-Nonanal
Acétate d’octen-1-0l,
Acétate de 3-octanyl
1-Bornéol
Lavandulol
1-Nonanol
4-Terpinéol

Para- Cymen-8-ol

a- Terpinéol
Isovalerate

Carvone

Oxide de cis pipéritone
Isopipériténone

acétate d’endobornyl

Oxyde de cis-pipéritenone

Oxyde de trans-pipéritenone
p-Menthane-1, 2, 3-triol (CAS)
2,5,5,6,1a-Pentaméthygls-1a,4a,5,6,7,8-hexahydro-gamma-chromé

o -Humuléne

(E)- B- Farnéseéne

(+)-Epi-bicyclosesquiphellandréne

D- Germacréne

Butyrate <2-methyl-, phenylethyl->

Gamma- Cadinéne
(-)- a -Muurolene
t-Muurolol

RT : temps de rétention
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10,944
11,318
11,601
11,664
12,018
12,984
14,091
15,286
15,776
16,346
18,328
18,455
18,692
18,903
19,322

19,571
21,855
22,13

22,768
23,517
24,211
24,32

29,578
30,406
31,555
31,997
32,137
32,406
33,185
33,367
34,488
35,444
40,109

0,23
0,21
3,42
0,25
0,4

0,44
0,26
0,28
1,81
0,23
2,12
0,38
0,26
1,28
1,04

0,54
0,27
0,31
2,39
0,56
1,18
0,54
66,39
0,36
0,53
0,68
0,96
0,63
1,87
0,24
0,15
0,2
0,48



1.5. Evaluation de ’activité antioxydante

1.5.1. Effet piégeur du radical DPPH

L’activité anti-radicalaire des extraits obtenus a partir des parties aérieniésndea rotundifolia
est comparée a celle du BHA et exprimée ep,.|Ce parametre est défini comme étant la
concentration de I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50 % de radical DPPH'dans le milieu
réactionnel, ’activité est inversement proportionnelle a la valeur d’ICso. Les 1Go sont calculées a
partir les équations des caurbes qédeninent le pourcentage d’inhibition en fonction de la

concentration de I’inhibiteur (Fig. 15.

Les résultats ont montré que les différents extraits piegent lesauadDPPH avec des I de
Iordre de (265,491 + 2.221 pg/ml), (133.160 + 11.346 pg/ml) et (1755+0,006 pg/ml) pour EMM et
EMS Tl’huile essentielle respectivement. Cette activité reste toujours trés inférieure a celle du

standard, le BHA (20,701+ 0.065 pg/ml) (Fig).16
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Figure. 15 courbes tracée en fonction des concentrations croissiegdsMM (a), EM3b) de
I’HE (c) et de BHA(d) et le pourcentage d’inhibition du DPPH.
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Figure. 16 Activités antiradicalaires des extraits méthanoliques et de I’huile essentielle de Mentha
rotundifolia et de BHA manifestées dans le test de DPRl comparaison est réalisée avec le
BHA; **: p<0.01, ***: P <0,001.
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1.5.2. Effet chélateur du fer ferreux

Ce test permet de mettre en évidence la capacité chélatrice des extraits méthanoliques et de 1’huile
essentielle deM. rotundifolia. Les résultats obtenus montrent que les extraits méthanoliques
posseédent une activitdélatrice en capturant les ions ferreux avant qu’ils soient complexés avec la
ferrozine (dose dépendante en comparaison avec I’EDTA). Par contrel’huile essentielle n’a montré
aucune activité chélatrice (Fig. )11.a concentration de 1’échantillon qui produit 50% d’effet
chélateur (EGy) est présentée dans le (Tafll ). Les différences entre les extraits méthanoliques et

I’EDTA et entre les extraits eux-mémes sont statistiqguement significatives (p < 0,05).

Tab. Il : les EGp des extraits et d’EDTA. Les valeurs représentent la moyenne de deux essais + SD.
Echantillon ECso (mg/ml)
EMM 3.417 £ 0.011
EMS 2.194 +0.038
EDTA 0.0111 +0.06
-: pas d’activité, La comparaison est réalisée avec I’EDTA; = :p< 0.001.
(a) (b)
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Figure. 17 courbes tracées en fonction des concentrations croiss#iieBV (a), d’EMS (b),

EDTA (c) et des pourcentages de chélation du fer fereux.
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1.5.3. Le pouvoir réducteur du fer ferrique

C’est une analyse de 1’activité antioxydante qui est basée sur la capacité des constituants des extraits

a réduire le fer ferriqué&e®en fer ferreux F&. Les valeurs obtenues ont permis de tracer des
courbes pour chaque extrait. Les résultats représentés dans la Fig. lénthourerla capacité de
réduction est proportionnelle a I’augmentation de la concentration des échantillons. Le TahX
résume les concentrations effectrices 50%s(E@es extraits et de BHA. Les différences entre les
extraits méthanoliquesHE et le BHA sont statistiquement significatives:(p <0.001).

Tab.IX: Les EGp des extraits et du BHA. Les valeurs représentent la moyenne de deux essais + SD.

Echantillon ECso(mg /ml)
EMM 0.550 + 3.613
EMS 0468 +1"
L’huile essentielle 1.625 + 0.004"
BHA 0.089 + 0.285
Les comparaisons sont réalisées avec le BHAp< 0.001
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Figure. 18 courbes tracée en fonction des concentrations croissieadsVIM (a), EMYb) de
I’HE (c) et de BHA (d) ele pouvoir réducteur.
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1.5.4. Test de blanchissememu - caroténe/acide linoléique

Aprés un temps d'incubation, en présence des extraMedtha rotundifoliaet des témoins positif
(la quercétine et le BHA) et négatif (le méthanol); un halo de apulange persiste autour des
puits, alors que la surface de la gélose perd sa couleur orange suite a l'oxydation du B-caroténe. Le
diametre des halos de conservation de la couleur orange est proportionokinae dépose (Fig.
19). Pour un volume de 30 pl déposé, EMM montre un diamétre (12.5 mm) qui est plgsigeti
celui de EMS (14.5 mm), les valeurs trouvées restent légéremeneumésria celles obtenus avec
les antioxydants standards; la quercétine (15 mm) et le BHA (20 mm) poum8eses
concentrations (Img/ml). Par contre, I’huile essentielle a montré une zone de conservation de la
couleur orange trés faible, ne dépassant pas le périmétre du puitsaridhisdement total de la

gélose a été observé lors de 'utilisation du méthanol comme témoin négatif.

EMS EMM
L’huile essentielle Témoins positifs et négatif

Figure. 19 Blanchissement du B-caroténe- acide linoléiqgue manifesté par les extrait¥eetha

rotundifolia et les contréles positifs et négatif.
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1.6. Activité antimicrobienne

Nous avons étudié le pouvoir antimicrobien des extraits isolés darteMentha rotundifoliapar

la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé

L’activité antimicrobienne de nos produits est estimée en termes de diamétre de dhirdubéion
autour des disques contenant les produits a tester vis-a-vis deeses goathogenes (quatre

bactéries, trois champignons).
1.6.1. Sensibilité aux antibiotiques et aux antifongiques

Dix sept antibiotiques et trois antifongiques standards ont étés tpstér leurs effets sur les
microorganismes sélectionnés pour cette étude (Figl2Qys effets étaient hétérogénes. E. coli
était plus sensible &IPM qu’aux autres antibiotiquesP. aeruginosaau CIP avec une zone
d’inhibition de 39 mm. S. aureutait plus sensible au CX et CD et p&tireptococcussp la grande
inhibition a été enregistrée avee RP (31mm) (Tab. X). Concernant les champignons, CRT est
I’antifongique le plus actif par rapport a NY et AB. Candida. albicanstait la plus sensible aux

antifongiques testés (Tab. X).
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Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus Streptococcus sp Aspergillus flavus

Aspergilus niger Candialdicans
Figure. 20 Sensibilité des microorganismes aux différents antibiotiques et antif@sgiqu
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Tab. X: diameétre des zones d’inhibition en (mm) des différents microorganismes

guelques antibiotiques et antifongiques.

en présence de

AMC

Ccz

19

26

CL

15

CX

27

IPM

37

38

GEN

28

125

PRL

34

CIp

39

Tl

27

FC

26

RP

30

31

VA

16

21

CD

30.5

28

CX

32

RA

27

TE

24

AB

19

CTR

20

24

33

NY

11

11

21

Légende: AB: antibiotique -: non testé

Les diameétres defisques sont inclus dans la mesure de diamétre de la zone d’inhibtion.
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1.6.2. Sensibilité microbiennes aux extraits et dhuile essentielle

L’activité antimicrobienne des témoins négatifs (eau distillée, DMSO) et des extraits méthanoliques

au Soxhlet et par macération Me rotundifolia évaluée par la méthode de diffusion sur gélose, a
permis de révélet’inactivité sur la croissance de toutes les souches microbieesiged Par
contre, 1’huile essentielle posséde une activité moyenne sur les souches bactérienne et une activité
forte sur les champignons qui est supérieure a celle obtenue patifesgiques standardB.aprés

les résultats obtenus les champignons ont été donc plus sensible que les bactéries a 1’huile
essentielle d&lentha rotundifolia(Fig. 21).

La souchePseudomonas aeruginosa révele la plus résistante vis-a-viscgéte huile essentielle

suivi deStreptococcus sgt enfinS. aureugTab. XII).

Les diamétres des halos d’inhibition montrent que le pouvoir antimicrobien est inversement

proportionnel a la dilution (Tab. Xl

Tab. XI: Diamétre de zone d’inhibition en mm en présence de déférentes dilutions de I’huile

essentielle.

Dilutions
microorganisme 1/1 1/2 1/5 1/10
Escherichia coli 145+05 | 12.25+0.25 10.5%+0.5 6.25+0.25
Pseudomonas aeruginosi 9.75+1.25 6 6 6
Staphylococcus aureus  13.5+05 12+1 7.75+0.75 6
Streptococcus sp 95+15 8.75+1.25 |6 6
Aspergillus niger 48 + 0 435+15 39.5+15 31+1
Aspergillus flavus 54+0 48 + 2 345+0.5 245+15
Candida albicans 485+05 43.75+1.25 310 16.5+0.75

Les diametres des disques (6 muont inclus dans la mesure de diamétre de la zone d’inhibtion.

1.6.3.Dilutions minimales inhibitrices (DMI )

LesDMI ont été¢ déterminé a partir d’'une gamme de dilution de I’huile essentielle et notée apres 24

h d’incubation pour les bactéries, 48 h pour la levure et 72 h pour les moisissures (Tab. XII)
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A. Nigerest le champignote plus sensible parmi ceux testés, avec un diamétre d’inhibition minimal
de 7.5 £ 1.5mm obtenu avec la dilution 1/45. Tandis que, les bactéries, @tantés a cette huile,
ont manifesté des sensibilités différentéscoli était la plus sensible}ihhibition de sa croissance

est achevée avec une dilution minimale de 1/10 ce qui correspond a 6.25 £ 0.75 mm.

Tab. XII : Les valeurs dezones d’inhibition équivalentes aux dilutions minimales inhibitrices.

Microorganisme Dilutions Minimales Inhibitrices ~ Zone d’inhibition (mm)
Escherichia coli 1/10 6.25+0.75
Pseudomonas aeruginosa 1/1 9.75+1.25
Staphylococcus aureus 1/8 6.5+0.5

Streptococcus sp 1/2 8.75

Aspergillus niger 1/45 7.5+1.5

Aspergilus flavus 1/35 115

Candida albicans 1/35 071
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Streptococcus sp Staphylococcus aureus
p

Aspergillus niger

Aspergillus flavus

Candida albicans

Figure. 21: Effet de I’HE de la plantéMentha rotundifoliasur les souches microbiennes testées.
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2. DISCUSSION
2.1. Extraction

L’extraction est une €étape importante dans 1’isolement des composés bioactifs des plantes. Au
cours de l'extraction, les solvants diffusent dans le matériel Végdide et solubilisent les
composés qui ont une polarité similai(@iwari et al., 2011). La solubilit¢é des composeés
phénoliques dépend de leur nature chimique dans la plante qui varie de éorspoples a
fortement polymérisés. Les matieres végétales peuvent contengudesités variables d'acides
phénoliques, phénylpropanoides, anthocyanines et tanins. Cette diversité stresturasponsable
de la grande variabilité des propriétés physico-chimiques influetieatmaction des polyphénols.
Entre outre, la solubilité des composés phénoliques est affectée parrit mhlasolvant utilisé
(Mahmoudi etal., 2013). La séparation effective des composés bioactifs a partir d'uneemat
végetale complexe est une prooeddifficile en raison de la co-extraction d'autres composés qui

sont indésirables dam@tude de certaines activités (Bimakr etal., 2011).

Parmi les solvants les plus utilisés dans I’extraction des composés bioactifs des plantes le méthanol

qui peut extraire un nombre important de ces composés comme les amthesyserpenoides,
saponines, tannins, xanthoxyllines, totarol, quassinoids, lactones, flavones, phéndess e
polyphénols (Khaldi eal., 2012; Tiwari etl., 2011).

Les résultats obtenus pour les extraits des parties aérienientiea rotundifoliamontrent que le
rendement d’extrait méthanolique au Soxhlet (16.05%) est élevé par rapport a celui obtenu par
macération (9.2%). Cette différence peatgxpliquer par le fait que les procédures d'extraction
influent sur le rendement. Plusieurs études montrent que I’extraction a chaud donne des rendements

superieursue les procédures d’extraction a froid (Mahmoudi etal., 2013, Teixeira edl., 2012).

Nos résultats sont similaires aux résultats d’une étude réalisée par Albayrak etl. (2013) ou I’extrait

meéthanolique au Soxhlet de la plaMentha piperitaa donné un rendement de 16%.

Quant al’huile essentielle, le rendement était de 0.7 %. Ce taux est proche de celui obtenu par
Brada etal. (2007) qui ont trouvé que les parties aériennes de la méme plantééeobectrois
localités en Algérie ont présenté un rendement de 0.8%. Maisiaocorde pas avec les résultats

obtenus par Derwich etl. (2010) quiindiquent que la teneur en huile essentielle des parties

60



aériennes de cette plante provenant du Maroc est de 1.54 %. Une autreaiétugdar fBenayad.

(2008) sur la méme espece proverargsi du Maroc, a donné une teneur égale 4.33%.

Ces variatias de teneurs peuvent étre dues a plusieurs facteurs notamment 1’espece, la région de

récolte, la période de récolte, les facteurs climatiques et la technique d’extraction (Hafsé et al.

2013).
2.2. Le screening phytochimique

La valeur médicinale des plantes est liee a leurs constitydnyt®chimiques bioactifs qui
produisent des actions physiologiques précises sur le corps humain. Certahs deportants de
ces composants bioactifs sont les tannins, les alcaloides, les saplasriavonoidedes stéroides,
les anthraquinones, les coumarines, les stérols et les terpénes (&laBGt1).

Dans notre étude la détection de quelques composés phytochimiqueséessinades essais de
solubilités des constituants, des réactions de précipitation airldielité ou un changement de

couleur spécifique.

Ce screening nous a permis d’avoir une idée claire sur les différentes familles des composés
existants dans les extraits méthanoliques de la pldetgha rotundifolia Les résultats obtenus
montrent la présence des terpenoids, quinone, anthraquinone, polyphénols, flavomoitest t

I’absence des saponines et anthraquinones.

Nos résultats sont proches de ceux d’Ullah et al. (2012) ou les tests phytochimiques de la plante
Mentha spicataont montré la présence des: alcaloides, flavonoides, stéroidesricesnsérols et
terpenes avec absence des saponines et anthraquinones. Selon MaliR0d12), les extraits de la
plante Mentha arvensissont riches en alcaloides, flavonoides, phénols, tannins, diterpenes,

glycosides cardiaque avec absence de saponines.
2.3. Dosage des polyphénols totaux, des flavonoides, des flavones et flavonols

La teneur en polyphénols totaux, en flavonoides totaux, en flavones et flad@solextraits
méthanoliques des parties aérienneMdatha rotundifoliaest déterminée en utilisant les méthodes
de FolinCiocalteu pour les polyphénols et de trichlorure d’aluminium pour les flavonoides, flavones

et flavonols.
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La raison principale pour laquelle on a choisi le dosage de ces dliessgstabolites secondaires,
réside dans le fait que les polyphénols et les flavonoides consiliégsealasses responsables de

I’activité antioxydante des plantes (Osman etl., 2013)

La teneur des polyphénols totaux, des flavonoides, des flavones et flavonolesdexisaits des
parties aériennes ddentha rotundifoliamontre qu’EMS contient des teneurs élevées par rapport a
EMM (Tab.VI)

Nickavar etal. (2008) ont rapporté que la teneur en polyphénols totaux de la méme espéce
provenant d’Iran est del’ordre de 331.31 + 6.51 pg/mg, teneur nettement supérieure a celle

déterminée dans les extraits méthanolique de notre plante.

Ebrahimzadeh edl. (2010) ont étudié les teneurs des polyphénols totaux et des flavonoides de la
planteMentha spicatajui donne des valeurs de I’ordre de 153.3+ 5.1 mg équivalent acide gallique/
g d’extrait et 11.0+ 0.31 mg équivalent quercetin /g d’extrait pour les polyphénols et les flavonoides,

respectivement.

Cette différence résulte vraisemblablement du fait que le dosade ngauctif Folin-Ciocalteu n'est

pas spécifique aux polyphénols, mais beaucoup de composés organiques non phénolignes peuv
réagir avec ce réactif comme dioxyde de soufre, acide ascorbique,rkes segamines aromatique,

les acides organiques (Medina-Rensgiral., 2009). De méme; le contenu phénolique d'une plante
dépend d'un certain nombre de facteurs intrinseques et extrinséquee tels facteurs climatiques,

la maturité, les pratiques culturales et les conditions de stoeiags la récolte (Bourgou eat,

2008).

A notre connaissance et selon la bibliographie disponible, aucun résuttasage des flavonoides,
flavones et flavonols n’a été rapporté par d’autres auteurs sur les extraits de la plante Mentha

rotundifolia pour pouvoir comparer nos réesultats.
2.4. Analyse chimique de ’huile essentielle

L’huile essentielle de Mentha rotundifoliaest principalement composée de monoterpénes oxygénés
a savoir 1’oxyde de trans-pipériténonguii représente 66.39 % de I’huile totale. Ce composé est
connu pour son effet insecticide (Teleslet2013), anti nociceptif et antispasmodique (Souzd. et
2009)
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Nos résultats sont similaires a ceux obtenus par Lorenalo @002) qui ont étudié la composition
chimique de I’HE des parties aériennes de cette espece provenant d’Uruguay; ou le constituant
majoritaire était 1’oxyde de pipériténone 80,3%. Par contre, Derwich etl. (2010), on trouvé que le
constituant majoritaire de I’HE de M. rotundifolia provenant du Maroc est le menthol (40.50%)
Bradaet al. (2006) ont étudié la composition chimique de cette huile provenant ddodalités
d’Algérie; les constituants majoritaires étaient 1'oxyde de pipériténone (23.5 et 38.6%), oxyde de cis-
pipéritone (28.2t30.5%) pour les régions de Rouina et Miliana, respectivement.

Cette différence dans les valeurs des composés ainsi que datypéeast due probablement aux
diverses conditions notamment 1’environnement, 1’origine géographique, le lieu de séchage, la
température et la durée de séchage, lessiparet la méthode d’extraction (Laib, 2012), ainsi que
les facteurs qui concernent la plante tels que le génotype ¢adies sle maturation (Shahatagt
2011).

2.5.Les activités biologiques

Les métabolites secondaires des plantes possédent de mulffptedbiologiques dont 1’activité
antioxydante, antimicrobienne, hypoglycémique, anti-carcinogenigpaekfvi¢, 2011). Dans ce

travail, nous nous sommes intéressés a 1’étude de ’activité antioxydante et antimicrobienne.
2.5.1.L’activité antioxydante

Plusieurs méthodes ont été développées pour 1'évaluation de I'efficacité¢ d’un antioxydant, parce que
de nombreux métabolites actifs et divers mécanismes réactionneisnpliqués dans le processus
de stress oxydatif. it’y a pas une méthode commune par laquelle I’activité antioxydante peut étre
mesurée quantitativement et de facon bien précise (Jindal.,e2012). Il est donc important
d’utiliser plusieurs méthodes d’analyse et différents substrats pour évaluer D’efficacité des

antioxydants (Gursoy eil., 2012).

Dansle présent travail; I’activité antioxydante des extraits méthanoliques et de I’huile essentielle de
M. rotundifoliaa été évaluée par quatre tests différents: L’effet piégeur du radical DPPH’, le pouvoir

réducteur, I’effet chélateur du fer ferreux et le test qualitatif du blanchissemet chrotene.
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» Activité anti-radicalaire

La méthode spéctrophotométrique du piégeage du QP& une procédure commune dans
I’évaluation de I’activité antioxydante (Beyhan efal., 2010).C’est une méthode, rapidet sensible
(Gharib etde Silva, 2013). De méme, le DPR#4t un radical stable a température ambiante (Yousef
Ali, 2012). Le piégeage des radicaux de DPp#&t des antioxydants est tributaire de deux types de
mécanismes: (1) [Abération de I’atome d’hydrogéne du groupement hydroxyle (cinétique rapide de
certaines acides et dérivées phénoliques), (2) la libération d’un électron (cinétique lente des dérivées
glycosylées et des anthocyanes) (Popovial.e2009; VladimirKnezevi¢ et al., 2010).

Du point de vue méthodologique; le test au radical libre DRBHecommandé pour des composés

contenant les groupemer@sf, NH et OH (Popovici etal., 2009).

Les résultats obtenus avec ce test montrentajugecur d’ICsq d’EMM estde 1’ordre de 265,491 +
2.221 pg/ml qui est significativement élevé par rapport a celle d& [EBB.160 + 11.346 pg/ml),
de méme I’huile essentielle a montré une activité antioxydante avec une valeur d’ICsg égale 1755 +

0,006 pug/mlCette activité reste toujours trés inférieure a celle du standd@tife (20,701+ 0.065
pg/ml).

Nos résultats ne concordent pas avec ceux enregistrés par Nickala(2&08) qui ont étudié
I’activité antioxydante des extraits éthanoliques de quatre plantes médicinales du genre Menthadont
Mentha rotundifoliaqui a donné une valeur d’ICsq de I’ordre de 21.71 (19.90-23.67) pg/ml.

En revanche, dans une étude faite par Sarikurkcal.e{2008) sur une plante de la famille
Lamiaceae Nlarrubium globosum subsp. Globosurtiextraits méthanolique au Soxhlet a montré
une valeur d’ICsp de 157.26 = 1.12 pg/ml qui est proche de notre résultat. De méme 1’huile

essentielle a montré unesi@le 1203.38+7.18 pg/ml.

Les travaux concernant 1’évaluation de la capacité d’huile essentielle du genre Menthade piéger le
radical DPPH expriméepar les valeurs d’ICso, ont donné des résultats différents variant d’une
espece a une autre; a savdirlongifolia ssp (IGo = 10700 + 5.0 pg/ml) (Gulluce et., 2007),M.
piperita (ICso = 60.41+ 0.60 pg/ml) (Kizil eal., 2010),M. pulegium(lCso = 6200 + 0.2 pg/ml)
(Teixeira etal., 2012).

Cette différence dans les valeurs deg [ieut étre attribuée a la différence dans la concentration de

DPPH utilisée dans le test le temps d’incubation d’une part (Sharma et al., 2009) et a I’influence

64



des autres facteurs intrinséques et extrinseques qui peuventratiectanposition chimique des

plantes d’autre part.
» L’activité chélatrice du fer ferreux

Les activités antioxydantes des composés phénoliques sont égaddimienées a leur capacité de
chélater les ions de métaux de transition tels que le fer eivie ¢\ladimir-Knezevi¢ et al., 2011)

qui jouent un rdle important dans les processus d’oxydation conduisant a la formation de radicaux
hydroxyles via la réaction de Fenton (Ebrahimzadehl.et2010) Les agents chélateurs peuvent
inhiber la génération de radicaux en stabilisant les métauxrdgtima et par conséquent réduire les
dommages des radicaux libres (Yumrutaalet2012).

Sivakumar et Meera, (2013) ont rapporté que les agents chélateurs qui forméaisonalé types

avec les métaux sont actifs comme antioxydants secondairds o&dluisent le potentiel redox et
stabilisent la forme oxydée de I’ion métallique. Parmi les différentes especes d'ions métalliques; les
ions ferreux Ee’") sont les pro-oxydants les plus puissants (Beyhaa.,e2010) pour cela on les
utilise comme indicateur de 1’activité chélatrice de nos extraits. A la lumiére des résultats obtenus
dans ce test, les extraits méthanoliques exercent une acheiirice avec des doses élevpas
rapport au standard EDTA. Par confrépile essentielle n’a manifesté aucun effet chélateur vis-a-

vis du Fé"dans les concentrations utilisées.

Ebrahimzadeh eal. (2010) ont révélé que D’extrait de la plante Mentha spicataobtenu par
I’éthanol-eau (70-30 v/v) est capable de chélater les k&iSavec une valeur d’ICs de 757.44+
29.5ug/ml. Cette valeur est significativement inferieure a notretaésualeci peut étre expliqué par
la différence de la méthode d’extraction et la composition chimique des plantes. En revanche, notre
résultat obtenu avec I’HE est en accord avec celui obtenu par Bounatirou et al. (2007); En effet ces
derniers ont montré que I’huile essenticlle de la plante Thymus capitatugfamille lamiaceae)
n’exerce aucun effet chélateur ce qu’ils ont expliqué par la présence des composés monohydroxylés

comme le carvacrol, incapables de former des complexes avet.le Fe

» Le pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur d'un composé peut servir comme un indicateur sighifieason activité

antioxydante (Yumrutas etl., 2012)parce qu’ il est li¢ a sa capacité de faire un don d'électroré

des especes de radicaux libres et les réduire en une forme pluststaineédactive (Osman, 2013).

Les agents réducteurs peuvent également réduire les intermédieyads du processus de la
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peroxydation lipidique (Sivakumar et Meera, 2013) donc ils peuvent réagir cdesrantioxydants

primaires et secondaires (Misra et Dey, 2012).

Les valeurs des GE obtenues dans ce test montrent que les extraits méthanoliques et 1’huile
essentielle dé/. rotundifoliapossedent une capacité réductrice importante mais elle estuméa
celle du BHA (Tab. X cette activité démontre leur propriété de donation d’électrons et par

conséquent leur capacité de neutraliser les radicaux libres.

Dans une étude faite par Sarikurkcuakt(2008); les extraits de la plankarrubium globosum
subsp. globosunfLamiaceae) a montré une capacité réductrice avec une valeur d’CEsy €gale a
4315.80 £ 2.54 pg/ml et 625.63 = 1.02/ml pour I’'HE et I’extrait méthanoliques au Soxhlet

respectivement. Cette activité est semble faible en comparaison deulidsés
» Le test qualitatif du blanchissement du [§ -carotene

La méthode de diffusion du blanchiment du - caroténe dans I’agar est une méthode simple et les
résultats sont visuellement évidents. Elle est utilisée pour uansegeinitial des différents extraits

de plantes pour leur pouvoir antioxydant (Belhattab, 2007).

Les résultats de ce test montrent que les extraits méthandligieEntha rotundifoliapossédent un
potentiel antioxydant important qui peut étre d aux polyphénols qui stablesexttical peroxyde

par donation d’hydrogene. Par contre, I’huile essentielle a montré une activité faible.

Plusieurs chercheurs ont montré la capacité des plantes qui appartengentéMenthaa inhiber
la peroxydation lipidique par des tests spectrophotometriques utilisant le B caroténe et 1’acide
linoléique (Gulluce eal., 2007; Kanatt e&l., 2007; Kamkar eal., 2010), ce qui est en accord avec

nos résultats.

Les résultats obtenus dans ces tests montrent qu’il y a une relation dose - dépendante corrélation
positive entre le potentiel antioxydant et la teneur en composés igjuesoldes extraits
méthanoliques ce qu’est en accord avec d’autres travaux (Aljadi et Kamaruddin; 2004; Lee e,
2011, Stagos dl., 2012; Gourchala &l., 2013 ). Toutefoiscertaines équipes de chercheurs n’ont
pas confirmé cette relation (Matkowskiadt, 2006; Boulanouar etl.,2013).

Le niveau de corrélation entre le contenu phénolique et l'activitéxgdéinte est un aspect

intéressant, mais il faut prendre en considération que les composédiguesnaépondent
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differemment dans l'analyse, selon le nombre de groupes phénoliques et quEmfEssés
phénoliques totaui’incorporent pas nécessairement tous les antioxydants qui peuvent étre présents

dans un extrait (Athamenaat, 2010).

Les composés phénoliques les plus antioxydants sont les flavonoides éTapa008) et les
acides hydroxycinamiques comme (p-coumarique, feruligeidorogenique, I’acide trans-

cinnamique) (Bourgou etl., 2009).

L’activité antioxydante des huiles essentielles pourrait étre due aussi a la présence des composés

phénoliques.

Dans une étude faite par Gharib et Silva. (2013) sur quatre plantes mésliciaala famille
Lamiaceaea montré qu’il y a une corrélation positive entre les quantités des composés phénoliques

dans les huiles essentielles et I’activité antioxydante.

Selon Bourgou eal., (2008), les composés des huiles essentiklégsus efficaces dans 1’activité
antioxydantes sont les monoterpénes oxygénés en particulier les phéeslalebols. Notre huile
est riche en monoterpénesygénés essentiellement 1’oxyde piperitenone ce qui peut expliquer leur
activité antioxydanteEn revanche d’aprés Djenane et al., (2012) les huiles essentielles qui sont

riche en composés non phénoliques ont également un pouvoir antioxydants.

Il faux noter quese n’est pas uniquement les composés majoritaires des HE qui sont responsables de
cette activité antioxydante, mais il peut y avoir aussi d’autres composés minoritaires qui peuvent
interagir d’une fagon synergique ou antagoniste pour créer un systéme efficace vis-a-vis des

radicaux libres (Laib, 2012).
2.5.2. Activité antimicrobienne

L’étude de I’activité antimicrobienne des extraits et de I’huile essenticlle de la plante Mentha
rotundifolia a été faite par la méthode de diffusion sur gélose. Les résultats obtenus montrent que les

extraits méthanoliques (EMM et EMS) sont inactifs envers toutes les souchelsiemoes testées.

A notre connaissance et selon la bibliographie disponible, il n’existe pas de travaux antérieurs sur
I’activité antimicrobienne des extraits méthanoliques de la plante Mentha rotundifolia pour cela, les
résultas de cette étude ont été comparés a ceux obtenus pour d’autres plantes. Nos résultats sont en

accord avec ceux rapportés par Gullucale2007) qui ont constaté que 1’extrait méthanolique de
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la planteMentha longifolia L.ssp. longifoli@st inactif vis-a-vis d88 microorganismes différents
(bactéries, champignons et une levure). Par conih@jle essenticlle a montré une activité
importante envers tous les microorganismes testés.

De méme, Adiguzel eal. (2009), ont étudié 1’activité antimicrobienne d’une autre plante de la
famille Lamiaceae Nepta quataria sur 40 microorganismes différents (24 bactérie, 15
champignons et une levure); 1’extrait méthanolique de cette plante s’aveére inactif envers 28
microorganismes donPseudomonnas aeroginosd CC-9027, Staphylococcus aureudTCC-
29213, Streptococcus pyogede_CC-176.

L’inactivité de nos extraits peut étre due a 1’absence des oligomeéres phénoliques. Selon karou et al.
(2005) le mécanisme de toxicité des polyphénols vis-a-vis des micrargense fait soit par la
privation des ions métalliques tel que le fer; soit par des inkemachon spécifiques tels que
I’établissement des ponts hydrogenes avec les protéines des parois cellulaires (les adhésines) ou les
enzymes. Cependant, un important factgui régit 1’activité antimicrobienne des polyphénols est
leur poids moléculaire, les monoméres sont trop petits pour établir asgeatdeydrogénes tandis
gue les polymeéres de haut poids moléculaire sont trop grands pour traveesei lzactériennde

poids moléculaire idéal serait donc celui des oligomeéres.

L’huile essentielle de la plante Mentha rotundifoliaa montré une cytotoxicité envers toutes les
souches étudiées mais avec des degrés différents, les champigsons révélés plus sensiblas
cette huile que les bactéries. Cette différence dans la saédiledi espéces microbiennes suggeére la
susceptibilité des différents microorganismes aux effets de compogdféients de 1’huile

essentielle.

L’évaluation de I’activité antimicrobienne de I’HE de cette plante utilisant la technique de diffusion

sur gélose a été adoptée par plusieurs équipes de chercheurs sans toutefoigdiste@iH.

Les effets antimicrobiens manifestés par les HE de notre plantgrmiies a ceux obtenus par
Ladjel etal. (2011) sur la méme espéce provenant d’Ouargla ou 1’huile essentielle a montré un
pouvoir antimicrobien vis-ais d’Escherichia coli (24 mm), Pseudomonnas aeroginosa (11 mm).
Cependant, Riahi etl. (2013) rapportent que I’HE de Mentha rotundifoliaprovenant de Tunisie
possede des effets plus importants sur les bactéries que sur les champignons.

Les activités antimicrobiennes des huiles essentielles soitile#fa attribuer a un composé
spécifique a cause de leur complexité et variabilité. En gén&etivité antimicrobienne est
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principalement expliquée par la présence de mono et sesquiterpendesaegcles aromatiques et
des groupes hydroxyles phénoliques capables de former des liaisons d’l'hydrogene avec les sites

actifs des enzymes cibles (Rojasiket 2007).

Selon Hassane atl. (201); les propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles de plusieurs
plantes aromatiques et médicinales est attribuées a leur pmofilqoe et surtout aux alcools
terpéniques; notre huile est riche en ces composeés tels que 1,8-Cirdolent3-ol, 1-Borneol, 4-
Terpineol, 1-Octen-3-o0lDe méme, les effets synergiques des constituants majeursnetirai
présents dans les huiles essentielles doivent étre pris en coimdprair expliquer leur activité
biologique (Mecciaa etal., 2007), I’effet antagoniste lui-méme peut affecter D’activité
antimicrobienne. Selon Wright efl. (2007) ley-terpinene et le p-cymene sont capable de réduire
I’effet antibactérien du terpinen-4-0l. Ces derniers sont présents dans I’HE de Mentha rotundifolia

ce qui peut expliquer leur activité moyenne sur les bactéries.

Les mécanismes par lesquels les huiles essentielles peuvent inhiberdesrgaaismes impliquent
différents modes d'actioet en partie peut-étre en raison de leur caractere hydrophobe. En
conséquence, elles sont imbriqués dans la bicouche lipidique denlarame cellulaire, les rendant
plus perméable, ce qui conduit a la fuite du contenu des cellules Jdalépréciation des systemes
enzymatiques bactériens peut aussi étre un mécanisme d'actiomep@shts, 2007). De méme,
pour les champignons un nombre d'effets et d’hypothéses ont été rappela@it hotamment de
I'inhibition de: la sporulation, la germination, allongement des hyphes et la pedunidbes parois
etles membranes cellulairé€avanagh edl., 2007).

Il existe des preuves dans la littérature que les bactéries a Gram pagsitivpkis sensibles a I'huile
essentielles de certaines plantes que les bactéries a Gram négatif t(Rlajae; Niksic et al.,

2012). Cependant, les résultats de cette étude ont montré que l'huile essemietetaedifolia

n’a aucune activité antibactérienne Sélective.

Ce résultat est en accord avec celui de Gulluad. €2007); la présence de forte teneurscen
pipéritone époxyde (18,4%), pulégone (15,5%) et d'oxyde de pipéritenone (Ién@b)HE de
Mentha longifolia L.ssp. longifoliaon sélectif.

La bactérieP. aeruginosadéveloppe une résistance vis-a-vis de nombreux antibiotiqueda par
production d’enzymes inactivant les antibiotiquest/ ou Il'altération de sites cibles des B- lactamines
et certains groupes d'aminosides et la faible perméabilité deembrane externe (Sahu at,

2012). De mémeen bibliographie,il est a noter que nombreux chercheurs ont rapporté 1’éffet
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antimicrobiens des HE. Cependdntaeruginosaléveloppe généralement une résistance (Khalighi-
sigaroodi etal., 2005, Meccia eal., 2007) . Par contre, dans notre étude cette souche a apparu
sensible a I’huile essentielle de M. rotundifolia, ce qui peut étre expliqupar la présence de

composés capables de traverser la membrane externe ou affecter sa perméabilité.
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» Conclusion et perspectifs
Ce travail a été mené dans le cadre de 1’étude phytochimique et I’évaluation de 1’activité
antioxydante et antimicrobienne des extraits méthanoliques obtenuapération et au Soxhlet et
de I’huile essentielle extraite par hydrodistillation des parties aérienned/atha rotundifolia.
Le secreening phytochimique a permis de mettre en évidence: des polyptiéadlavonoides, des
tanins, des terpénoides, des quinones dans les extraits méthanolidmgdatte, et absence des
saponines et des anthraquinones.
Les rendements des extractions ainsi que les teneurs des extraigaligties en polyphénols,
flavonoides, flavones et flavonols s’aveérent importants pour I’extrait méthanolique au Soxhlet que
pour I’extrait méthanolique obtenu par macération.
L’analyse de I’huile essentielle d&l. rotundifoliaa permis d’identifier 43 constituants dominée par
les monoterpénes oxygénéavec comme constituant majoritaire 1’oxyde de trans-pipériténone
(66,39%).
Quatre méthodes ont été suivies pour détermifmetivité antioxydante des extraits de la plante:
I’effet piégeur du radical DPPH, le pouvoir réducteur, 1’effet chélateur du fer ferreux, et le test
qualitatif du blanchissement dp- caroténe. Les extraits méthanoliques montrent un effet
antiradicalaie (DPPH) et un pouvoir réducteur plus importants que 1’effet chélateur du fer ferreux.
L’huile essentielle a manifestée un pouvoir antiradicalaire et réducteur considérableatievie
test dedu blanchissement du - caroténe et elle est inactive dans le test du chélation du fer ferreux.
Une corrélation positiventre la teneur en polyphénols et en flavonoides et 1’activité antioxydante
des extraits méthanoliques a été obserl&etivité de ’huile essentielle suggere la contribution
d’autres composés non phénolique dans cette activite.
En outre, seule I’huile essentielle de M. rotundifolia a montré une activité antimicrobiennes
relativement moyenne vis-a-vis tes les souches bactérienne testés et trés forte pour les
champignons. Tandis que, les extraits méthanoliques ne posseédent audsihgfigcrobiens vis-

a-vis de toutes les souches testées.

L’ensemble de ces résultats obtenus in Vitro ne constitue qu’une premiére étape dans la recherche de
substances d'origine naturelle biologiquement active. Une &tudeo est souhaitable, pour mieux
cerner I’activité antioxydante des extraits de cette plante. De miées,importantd’identifier les
molécules responsables des ces effets aéilmdder leur mécanisme d’action en vue de supplanter

les substances synthétiques utilisées en thérapeutique ou en industrie
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Annex

Composition des milieux de culture
> Milieu MH

Extrait de viande de beeuf: 2.09 ;
Peptone de caséine: 17.59 ;
Amidon de mais: 1.59g ;

Agar: 17.0g

pH: 7.4.

» MH agar additionné de sang (gé€lose au sang)

Infusion de viande de beeuf déshydraté: 300 g
Hydrolysat de caséine: 17.5 g

Amidon de mais: 1.5 g

Sang de cheval lysé: 2 a 5%

Agar: 13 g

Eau distillée: 2000 ml

» Milieu PDA

Extrait de pomme de terre: 1000ml
Dextrose: 20g
Agar: 20g

» Sabouraud simple

Peptone: 10 g
Gélose: 20 g
Glucose: 20 g

Eau distillée:1000 ml

» Milieu Sabouraud + chloramphénicole

Sabouraud simple + chloramphénicole 0.5g
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Summary

Actually, most investigation of current research focusestudy the biologically active compounds from natural madéscu
The objective of this study is the evaluation of antitante and antimicrobial activities of two methaneditracts obtaing

by maceration (MEM) and by Soxhlet apparatus (MES) and the esseh{laDd obtained by hydrodistillation from the
aerials parts oMentha rotundifolia the yields were 16.05 % (w/w), 09.2 % (w/w) and 0.70W), respectively. The
phytochemical screening led to identify polyphenols, fteoids, tannins, terpenoids and quinons in the methaexiracts.
Total phenolic contents were determined using Folircélteu reagent and found to be 141.571 + 0.143 (MEM) aBdb48

+ 1.642 (MES) pg AGE/mg of extract. Flavonoids, flavons aadadihols were evaluated by AlCinethod, the values of
flavonoids are 15.636 + 0.030 (MEM) and 33.045 + 0.76 (MESREdNg of extract. The levels of flavons and flavonols
were estimated to be 45.426 + 1.357 (EMM) 47.071 + 3(RMHES) pg QE/mg of extract. Essential oils analyzed by GC and
GC/MS allowed to identification of 43 constituents domindtedrans-piperitenone oxide (66.39%). The antioxidant eytiv

of the extracts was evaluated in vitro by many tests. Concethin®PPH test; The kg were: 265,491 + 2.221 pg/ml,
133.160 + 11.346 pg/ml et 1755+ 0,006 pg/ml for EMM, EM® EO respectively. For the test of ferrous ion chelating,
only methanolic extracts have activity wiECs, of 3.417 + 0.011 mg/ml, 2.194 + 0.038 mg/ml for EMM, EMS &
respectively. The results also illustrate that the thrémets demonstrate reducing power w5, of 550.325+ 3.613 ug
/ml, 468 £ 1 pg /ml, 1625.5 + 0.004 pg /ml for MEM, MES and ESpectively The effects of extracts seem to be weak
when compared with standards effect. Antimicrobial effect ofribehanolic extracts and the essential oil was evaluated by
agar diffusion assay against seven microbial strains, four teetadi three fungi. The result shown that methanolic estract
have no effect. Whereas, EO shown a strong antifungal enudiarate antibacterial activity.

Key word: Secondary metaboliteMentha rotundifoliaantioxidant activity, antimicrobial activity.



