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Résumé

Les plantes médicinales constituent une source riche en métabolites secondaires diversifiés,
dotées d’une application commerciale dans les domaines pharmaceutiques et biomédicaux.

Ce travail a pour but 1’étude de 1'activité antimicrobienne des huiles essentielles extraites de
plantes médicinales de la famille des Lamiaceae : Mentha aquatica collectées de trois régions
différentes de Djelfa. L'extraction des huiles essentielles de la partie aérienne de Mentha
aquatica a éte réalisée par Hydro distillation. Les teneurs en huiles essentielles de Mentha
aquatica d’El Idrissia 1, El Idrissia 2 et Douis sont respectivement 2,034 %, 2,21 % et 2,54 %.

L’activité antimicrobienne des trois extraits a été testée vis-a-vis de plusieurs souches
bactériennes et fongiques par la méthode de diffusion sur milieu gélosé et celle des dilutions
sur milieu liquide. D’aprés les résultats obtenus les plantes possédent une activité
antibactérienne prometteuse vis-a-vis de I’ensemble des bactéries sauf pour Pseudomonas
aeruginosa, dont la plus importante est enregistrée chez I’extrait d’El Idrissia 1, et un pouvoir
antifongique tres élevé contre Candida albicans 26 et Candida albicans 10 avec des zones
d’inhibition qui varie de 45 a 50 mm. Les valeurs de la concentration minimale inhibitrice des

différents extraits ont montré un large éventail de valeurs jusqu’a 3,30 mg/ml.

Mots clés : Mentha aquatica, huile essentielle, activité antibactérienne, activité antifongique.



Abstract

Medicinal plants are a rich source of diversified secondary metabolites, with commercial
application in the pharmaceutical and biomedical fields.

The purpose of this work is to study the antimicrobial activity of essential oils extracted from
medicinal plants of the Lamiaceae family : Mentha aquatica collected from three different
regions of Djelfa. The extraction of essential oils from the aerial part of Mentha aquatica was
carried out by Hydro distillation. The essential oil contents of Mentha aquatica from El Idrissia
1, El Idrissia 2 and Douis are 2,034%, 2,21% and 2,54%respectively.

The antimicrobial activity of the three extracts was tested against several bacterial and fungal
strains by the method of diffusion on agar medium and that of dilutions on liquid medium.
Based on the results obtained the plant has apromising antibacterial activity vis-a-vis the set of
bacteria except for Pseudomonas aeruginosa, the mostimportant of which is recorded in the
extract of El Idrissia 1, and a very high antifungal power against Candida albicans 26 and
Candida albicans 10 withinhibition zones which varies from 45 to 50 mm. The values of the
minimum inhibitory concentration of the different extracts showed a wide range of values up
to 3,30 mg/ml.

Keywords : Mentha aquatica, Essential oil, antibacterial activity, antifungal activity.
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Introduction générale

Les plantes ont toujours fait partie de la vie quotidienne de I’Homme. Dans toutes les régions
du monde, I’histoire des peuples indique que ces plantes ont toujours occupé une place
importante en medecine, dans la composition des parfums et dans les préparations
culinaires (Bouzouita et al., 2008).

Les plantes médicinales et aromatiques constituent une source importante de molécules
bioactives qui pourraient étre exploitées dans la thérapie des maladies infectieuses
(Talbaoui et al.,2012). Ces constituants sont classés en deux types de métabolisme
primaire et secondaire. Les métabolites secondaires sont des produits a structures
chimiques souvent complexes, trés dispersés selon les espéces (Fouché et al., 2001).

La grande utilisation des antibiotiques en médecine pour lutter contre les microorganismes
pathogénes ne sont pas totalement inoffensifs pour I'organisme et peuvent provoquer, de
nombreux effets indésirables, Par conséquent. Il est nécessaire de rechercher de nouvelles
molécules antimicrobiennes naturelles pour inhiber les diverses microorganismes

pathogénes (Rudramurthy et al.,2016).

Aujourd’hui, environ 3000 huiles essentielles sont produites et utilisées par tout le
monde dans des différents domaines (Baser et Buchbauer, 2009). Comme les industries
cosmétiques et pharmaceutiques (Ainane et al., 2019). Les huiles essentielles sont des
substances naturelles complexes, possédant des caractéristiques physicochimiques bien
définies, et répondant a des criteres de qualité¢ qu’il faut connaitre pour €viter tout risque de
toxicité qui peut se révéler dangereuse pour la santé (Haddouchi et Ben mansour, 2008),
contiennent des activités biologiques diverses telles que, antifongique, antibactériennes
antioxydants et insecticides. Ces extraits de végétaux odorants sont I'objet de nombreuses
recherches scientifiques dans le domaine médical et ils ont démontré leur efficacité pour le

traitement de nombreuses pathologies. (De Martino et al., 2009; Rios et al.,1988).

Notre travail porte sur I’estimation du pouvoir antibactérien et antifongique des huiles
essentielles de la partie aérienne de I’espéce mentha aquatica collectée de trois stations
différentes, sur cing souches bactériennes multi résistantes référenciées (Escherichia coli,

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus et Klebsiella
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pneumonie) et deux souches fongiques : Candida albicans 10, Candida albicans 26, afin

d’effectuer une étude comparative.

Afin d’organiser notre travail, ce manuscrit a été septé en trois chapitres :

R/
A X4

Le premier chapitre présente principalement une étude bibliographique sur les plantes
médicinales, et les activités biologiques.

Le deuxiéme chapitre a été consacré a la présentation du matériel, et les protocoles
expérimentaux utilisés. L’extraction des huiles essentielles, 1’étude du pouvoir
antimicrobien de nos extraits vis-a-vis différentes souches microbiennes par la methode
de diffusion sur milieu solide et I’estimation des concentrations minimales inhibitrices
(CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB) par la méthode de micro dilution
sur milieu liquide et la concentration minimale fongicide (CMF).

Le troisieme chapitre, présente I’ensemble de résultat obtenus et les discussions qui en

découlent.

Nous terminons cette étude par une conclusion générale et des perspectives de

recherche.
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Partie | : Etude Bibliographique

I.1. Les huiles essentielles
I.1. Historique

Les huiles essentielles ont, a toutes epoques, occupé une place importante dans la vie
quotidienne des hommes qui les utilisaient autant pour se parfumer, aromatiser les aliments ou
méme se soigner. La connaissance des huiles essentielles remonte a fort longtemps puisque
I'nomme préhistorique (Robert, 2000 ; Piochon, 2008). Les premiéres preuves de fabrication
et d’utilisation des huiles essentielles datent de 1’an 3000 avant J.C. Les huiles essentielles
semblent donc avoir accompagné la civilisation humaine depuis les premieres genéses
(Abdoulhoussem, 1990).

Les égyptiens puis les grecs et les romains ont employé diverses matieres premieres
végétales ainsi que les produits qui en découlent, notamment les huiles essentielles. René-
Maurice GATTEFOSSE a créé, en 1928, le terme de 1’aromathérapie et il a mené de nombreux
travaux concernant les huiles essentielles, notamment leurs propriétés et ses résultats seront a

I’origine de nombreuses autres recherches (Besombes, 2008).

A I’heure actuelle, plus de 3000 huiles essentielles sont connues. Prés de cents d’entre-elles
sont commercialisées dans les industries, pharmaceutiques, agronomique, alimentaire sanitaire,
et cosmétiques (Bakkali et al.,2008).

1.1.2. Définition de I’huile essentielle
Les Huiles essentielles sont des composés naturels, complexes de métabolites secondaires,
liquide, odorantes, volatiles, synthétisées par les plantes aromatiques et médicinales (PAM).
Elles sont obtenues a partir de fleurs, de tiges, de feuilles, de bois, de bourgeons, de liége, de
fruits et de racines (Bakkali et al.,2008; Burt, 2004).

Cette définition a été reprise par AFNOR et ISO : « L'huile essentielle est le produit obtenu
a partir d'une matiere premiére d'origine végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit par des
procédés mécaniques a partir de I'épicarpe frais de certains agrumes, soit par distillation. L'huile
essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédes physiques» (1SO, 1997;
AFNOR, 2000).
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Les huiles sont plus 1égéres que I’eau (densité de 1’ordre de : 0.750 & 0.990). Ces essences
sont solubles dans I’alcool, I’éther, chloroforme, les huiles, les émulsifiants et dans la plupart
des solvants organiques, mais insoluble dans I’cau (Bardeau, 2009). Elles sont généralement

liquides a température ambiante, incolores ou jaunatres, inflammables (L.i et al., 2014).

1.1.3. Roles des huiles essentielles
Les huiles essentielles jouent un réle important dans la protection des plantes comme
éléments antibactériens, antivirales, antifongiques, insecticides et aussi contre des herbivores
en réduisant leur appétit pour de telles plantes. Elles peuvent aussi attirer quelques insectes pour

favoriser la dispersion du pollen et des graines (Bakkali et al., 2008).

Elles peuvent étre considérées comme source énergétique, facilitant certaines réactions
chimiques, et conservant I'numidité des plantes dans les climats désertiques (Belaiche, 1979;
Guignard et al., 1985).

I.1.4. Les techniques d’extraction des huiles essentielles
Plusieurs procédés sont appliqués pour 1’obtention des huiles essentielles. Cependant, la
distillation est sans doute le procédé le plus utilisé pour I’extraction des huiles essentielles a

partir des plantes aromatiques médicinales. (Peyron, 1992).

A. Distillation

La distillation est une méthode ancienne trés utilisée pour extraire des huiles essentielles a
partir des plantes aromatiques. (Whish, 1996 ; Masango, 2004). Il est également considére
comme une technique de séparation basée sur la différence de densité entre un liquide et la
vapeur engendrée (Garnero, 1996). Elle implique la condensation de la vapeur et la
récupération des fractions liquides résultantes.

11 existe en effet deux différents procédés utilisant ce principe : I’entrainement a la vapeur d’eau

et I’hydro distillation aussi.

A.1. Hydro distillation

L'hydro distillation (HD) est une méthode d'extraction efficace et a haut rendement. Elle
consiste a immerger directement le matériel végétal dans un alambic (ballon) rempli d’eau
distillé (fig 01). L’ensemble est ensuite, porté & ébullition. La chaleur permet 1’éclatement des
cellules végétales et la libération des composes volatils. Ces composés volatiles forment avec

la vapeur d’eau un mélange azéotropique (Asbahani et al., 2015). Le mélange est ensuit
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refroidi, condensé puis séparé par différence de densité en une phase aqueuse et phase organique

qui constitue 1’huile essentielle (Fernandez et Chemat, 2012).

Le systeme < Clevenger > permet le recyclage de la phase aqueuse du distillat. La duree
d'extraction est généralement comprise entre trois et six heures selon le matériel végétal (Seyed
etal., 2018).

Y

Colonne distilation Condenseur

Cohobage

|— Huile essentielle
P Phase aqueuse

Vase florentin

Réacteur (Ballon) ——»f

Matériel végétale

Plaque chauffante

Figure 01 : Schéma du procéde de la Hydro distillation (Chenni, 2016).
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A.2. L'entrainement a la vapeur d'eau

Egalement parmi les méthodes les mieux adaptées pour obtenir des huiles essentielles de
haute qualité. Cette technique est adaptée pour extraire les composants sensibles a la chaleur.
(Seyed et al., 2018).

Dans ce systéme d’extraction, le matériel végétal est supporté par une grille ou une plaque
perforée placée a une distance adéquate du fond de 1’alambic, rempli d’cau. Sous ’action de la
chaleur, I’eau se transforme en vapeur et passe a travers les plantes en entrainant les molécules
aromatiques vers un systeme de refroidissement. Les vapeurs d’eau chargées en composés
volatils sont ensuite condensées avant d’étre décantées. Le produit de la distillation se sépare
donc en deux phases distinctes, phase aqueuse et phase organique : 1’huile et I’eau condensées

que I’on appelle eau florale ou hydrolat (Belaiche, 1979).

Cette technique permet d’éviter des réactions lors du contact des constituants des huiles
essentielles avec 1’eau conduisant a des changements dans la composition finale de I’extrait

(Nixon and McCaw, 2001).

B. Expression a froid

L’extraction par expression est réservée a I’extraction des composés volatils dans les
péricarpes d’agrumes contenus dans les zestes (citron, orange). Ce sont des produits fragiles en
raison de leur composition, on utilise ce procéde et I'un des rares processus qui ne modifie pas

le produit résultant et totalement différent d’une distillation classique (Roux, 2008).

Le principe s’agit d’un traitement mécanique qui consiste a déchirer les péricarpes riches en
cellules sécrétrices (fig 02). L’essence libérée est recueillie par un courant d’eau et regoit tout

le produit habituel de I’entrainement a la vapeur d’eau. (AFNOR, 2006).

Huile essentielle de zeste
> récupérée aprés centrifugation

Figure 02: Schéma du principe de la technique d’expression a froid '(Jerry Louis, 2020).
7
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C. Hydro diffusion
L’hydro diffusion est une co-distillation descendante. Elle consiste a pulser de la vapeur d’eau,
a tres faible pression (entre 0.02-0.15 Bar), du haut vers le bas, a travers la masse végétale (fig
03). Les composés obtenus par cette méthode sont qualitativement différents de ceux obtenus

par la méthode classique. Ce procédé permet un gain de temps et d’énergie (Buchbauer ; 2000
in Lahlou, 2004 ; Bruneton, 2009).

JET)1D u ¢ | g Alambic

— Matériel végéiale

A I~ Condenseur

Cohobage Huile essentielle

{ | Phase aqueuse

ol 1) ol o X

L4y sy | Vase florentin

Chaudiere —»

Figure 03: Schéma d’un appareillage de I’hydro diffusion (Chenni, 2016).
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1.1.5. Activité antimicrobienne

% Activité antifongique

Dans le domaine phytosanitaire et agroalimentaire, les huiles essentielles ou leurs composés
actifs pourraient étre employés comme agents de protection contre les champignons phyto
pathogenes et les microorganismes envahissant la denrée alimentaire (Lis-Balchin, 2002).

Selon Voukou et al., (1988), les huiles essentielles les plus étudiées dans la littérature pour
leurs propriétés antifongiques appartiennent a la famille des Labiatae : thym, origan, lavande,

menthe, romarin, sauge, etc...

L’activité fongistatique des composés aromatiques semble étre liée a la présence de certaines
fonctions chimiques : Phénols>Alcools>Aldéhydes>Cétones>Ethers> Hydrocarbures. Parmi
les aldéhydes aliphatiques, le cinnamaldéhyde s’est révélé le plus actif (Ultree et al., 2002).

Les composés phénoliques des huiles essentielles modifient la perméabilité cellulaire
fongique en interagissant avec les protéines de la membrane. Cela provoque la déformation de
la structure cellulaire, et perturbe la fonctionnalité aboutissant a la perte des macro molécules

conduisant a une inhibition de la croissance fongique (Pramila et al., 2012).
% Activité antibactérienne

Les huiles essentielles ont un spectre d’action trés large puisqu’elles inhibent aussi bien la
croissance des bactéries que celle des moisissures et des levures. Elles ont une action sur les

bactéries a Gram positif, Gram négatif et les entérocoques (Raymond, 2005).

Leur activité antibactérienne est principalement fonction de leur composition chimique, et
en particulier de la nature de leurs composés volatils majeurs (Sipailiene et al., 2006) et a leur
effet synergique (Zhiri,2006).

Du fait de la variabilité des quantités et des profils des composants des huiles essentielles, il
est probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable & un mécanisme unique,

mais a plusieurs sites d'action au niveau cellulaire (Carson et al., 2002).

Leur mode d'action dépend en premier lieu du type et des caractéristiques des composants
actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur permet de pénétrer dans la double
couche phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne. Cela peut induire un

changement de conformation de la membrane (Cox et al, 2000 ; Carson et al, 2002).
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Plusieurs études in vitro ont permis de déterminer l'activité antibactérienne des huiles
essentielles contre diverses souches bactériennes, soit cliniques, soit de référence, en utilisant
les méthodes de diffusion et les méthodes de dilution en gélose et en bouillon. (EI Menyiy et
al., 2022)

La technique de la diffusion sur disque en milieu gélosé est utilisée pour la détermination de

I’activité antibactérienne des huiles essentielles.

1.2. les plantes médicinales aromatiques
Les plantes médicinales sont toutes les plantes qui possédent une activité pharmacologique
pouvant conduire a des utilisations thérapeutiques, grace a la présence d'un certain nombre de

substances actives dont la plupart agissent sur I'organisme humain. (Bubulka, 2007).

Plus spécifiquement, une plante aromatique et médicinale (PAM) est une plante qui contient
suffisamment de molécules aromatiques dans un ou plusieurs de ses organes producteurs a

savoir feuilles, fleur, fruit, graine, écorce etc. (Iserin, 2001).

I. 2. 1. Généralités sur la famille des lamiacées
Elle s’appelle Lamiacées, d’apres Martinove (1820), et aussi, nommée Labiatae, d’aprés
Jassieu (1789). Cette famille comprend environ 260 genres et plus de 6500 espéces (Spichiger
et al., 2004). Ce sont des plantes a fleurs herbacées ou arborescentes tres parfumées (Silvant,
2014). 40% des especes de la famille des Lamiaceaes contiennent des composés qui possédent
des propriétés aromatiques (Verse, 2007).

Leur aire de répartition est extrémement étendue, avec une prépondérance dans les régions
méditerranéennes. Cependant, les Lamiacées sont rares dans les régions arctiques et en haute
montagne. C'est une famille exceptionnellement homogéne : une Lamiacée est tres facile a

reconnaitre (Guignard, 2001).

1.2.2. Origine et distribution de la plante
La menthe aquatique aussi connue sous le nom de baume d'eau, menthe rouge ou menthe a
grenouille est originaire d'Europe, d'Afrique du nord et de I'est, d'Asie du Proche et Moyen-
Orient (fig 04), pousse dans les zones humides et lieux frais comme les marécages, les bords de

fossés, de rivieres ou d'étangs (Bakri, 2021).
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Figure 4: B Aire de répartitions de la menthe par le monde (Benomari, 2014).

I .2.3. Description botanique de la plante étudiée

La menthe aquatique désigne une plante poussant en bordure de zone humide et non dans I'eau.
Est une menthe sauvage originaire. C'est une plante mellifére de 20 a 60 cm de haut et de feuilles

ovales, une tige de couleur pourpre et des fleurs mauves en verticilles (fig05).

C'est une plante a forte capacité d'adaptation quel que soit la nature du sol grace a ses stolons

ayant une vitesse de pousse rapide (Bakri, 2021).

11
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Figure 05: Photo de Menthe aquatique (Photo prise le 4 mai 2023).

I. 2.4. Classification
Tableau 01: Classification et les plusieurs noms de la plante étudiée Selon Tison et al., 2014.

Ordre Lamiales

Sous embranchement Angiospermes
Classe Magnoliopsida

Genre Menthe

Menthe aquatique

Nom scientifique

-
I I

Nom anglais aguatica mint

Nom Arabe (Al g liail)

12
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1.2.5. Domaines d’utilisation

+ En phytothérapie
La menthe aquatique occupe une place privilégiée dans la phytothérapie digestive grace a
I’huile essentielle que renferment ses feuilles et qui lui confére un trés grand pouvoir calmant
des spasmes intestinaux. Elle est active aussi sur les crampes digestives et les nausées. Son
action antispasmodique sur le colon est efficace en cas de diarrhée et de constipation (Youcef,
1990 ; Iserin, 2001).

Elle est utilisée pour soulager les maux de téte. Elle traite les parasites de la peau
(démangeaisons cutanées) ainsi que I’inflammation des voies respiratoires et de la muqueuse
buccale. Elle soulage les symptdmes du rhume et de la toux, les douleurs rhumatismales

musculaires et névralgiques (Hammami ; Abdesselem, 2005).

+ En cosmétique
Grace a ses propriétés antiseptiques et bactéricides, 1’huile essentielle de la menthe est présente
dans de nombreux traitements contre 1’acné. C’est souvent 1’'un des composants des
shampooings pour cheveux gras ou avec pellicules, ainsi que les dentifrices, des solutions
buccales et des crémes de massage. On peut 1’utiliser en bain, en massage, en inhalation et en
diffusion (Huete, 2012).

13
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Partie Il : Matériels et Méthodes

Le travail expérimental a été réalisé au niveau du laboratoire de département de Biologie de
I’Université Amar Thelidji, Laghouat. Ou nous avons détermine 1’activité antimicrobienne des

huiles essentielles de la Menthe aquatique, de différentes régions.

I1.1. Matériels
I1. 1.1. Matériel végétal
Notre travail a pour but d’évaluer les activités antimicrobiennes d’huile essentielle de la
Menthe aquatique récoltées en novembre 2021, de la wilaya de Djelfa de trois la région d’El
Idrissia 1, El Idrissia 2 et Douis. Nous avons commence par I’extraction des huiles essentielles,
ensuite par I’évaluation des activités biologiques de ces huiles (quelques tests d’évaluation d’un

extrait d’El Idrissia 2 n’ont pas été effectués pour sa déficience).

I1. 1.1.1. Criteres de sélection
Cette étude a porté sur les parties aériennes (feuilles) de ’espéce Mentha aquatica L .Cette

derniére a été choisie pour les raisons suivantes :

= Son usage thérapeutique traditionnel (Préparation des tisanes et autres), pour le
traitement de maladies et d'infections microbiennes.

= Sagrande répartition, comme patrimoine botanique naturel dans de nombreuses régions
du pays, plus particulierement dans le nord Est Algérien.

= Ses richesses en substances aromatiques (HES).

1. 1.2. Les souches microbiennes utilisées
Les souches microbiennes utilisées sont des souches de référence, American Type Culture
Collection (ATCC), appartenant a différentes familles et a catégories différentes comme il est
mentionné dans la figure ci-dessous (fig 06). Obtenues du laboratoire vétérinaire de Laghouat

et du laboratoire de recherche de 1’université de Tlemcen.
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Gram négatif Gram positif

Escherichia coli

ATCC 25922
Staphylococcus aureus
: ATCC 25923
Pseudomonas aeruginosa A\
ATCC 27853
Souche
D GE—— bactériennes  Mficrococcus luteus
- ersinia enterocolitica -
) - ATCC 15307
‘ ATCC 9610
Klebsiella pneumonie
ATCC 70603

Candida abicans
ATCC 10231
Levure
Candida abicans
ATCC 26790

Figure 06: Référence des microorganismes testés.
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Il .2. Méthodes expérimentales

L’ensemble du travail que nous avons mené dans cette étude se structure comme illustre
I'organigramme ci-aprés (fig 07).
Apres la récolte de la plante au mois de Novembre 2021, nous avons procédé a I’extraction des
huiles essentielles par la méthode d’hydro distillation. Par la suite, nous avons procédé a la

détermination des activités antimicrobiennes.

Matériel végétal
(Partie aérienne)

b

Extraction par Hydro distillation

Rendement
LY

Extrait (Huile essentielle)

e

"

Etude de I’activite anti microbienne

La methode de

La méthode de micro dilution U
diffusion par disque

sur milieux liguide

Figure 07: Organigramme expliquant les principales étapes de notre travail.

I1.2.1.1. Extraction par hydro distillation

L’hydro distillation est la technique de référence dans I’étude des composés volatiles d’une
plante dans le domaine de la recherche. Cependant une verrerie adaptée a été mise en place
permettant a la fois la circulation en circuit quasi-fermé de I’eau sous forme aqueuse et gazeuse
et la cohobation de I’huile essentielle. Ces phénomenes ont étés rendus possibles a 1I’échelle du

laboratoire grace a I’utilisation d’un appareillage de type Clevenger (fig 08).
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Sortie d’eau
Réfrigérant

St Entrée d’eau

Robinet de récupération

Ballon

Figure 08: Montage d’un hydro distillateur de type Clevenger (Rahmania, 2020).

I1.2.1.2. Procédé d’extraction
L’opération consiste a immerger une masse de 100g de la plante seche dans un grand ballon
en verre de 250 ml contenant une quantité de 100 ml d’eau distillée sans remplir le ballon pour
éviter le débordement lors de I'ébullition (fig 09). L’ensemble est porté a ébullition pendant
environ 3 heures. Les huiles essentielles ainsi obtenus ont été récupérées puis traitées par un
déshydratant : le sulfate de soduim anhydre, pour éliminer les traces d’eau susceptible dans les

huiles récupérées.
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[ Decantation J

T
{

[ Calculer le rendement®o w

[

Figure 09: Organigramme expliquant les principales étapes de notre travail.

11 .2.1.3.Le calcul du rendement en huiles essentielles

Les rendements d’extractions sont calculés selon la formule suivante :

Rendement(%bo) : (masse d’huile essentielle/ masse de la matiere végétale traité) x100

v' Conservation
Les échantillons obtenus ont été conservées dans des flacons opaques bien scellés a

température allant de 4 a 6°C, et ceci jusqu’a leurs utilisations.
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1. 2.2. Evaluation de ’activité microbienne

L’évaluation in vitro de I’activité antibactérienne et antifongique de I’extrait organique a été

réalisée par deux methodes :

e La méthode de diffusion sur gélose.
e La methode de micro dilution en milieu liquide pour déterminer les concentrations

minimales inhibitrices (CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB).

11 .2.2.1. Test de ’activité microbienne

L'évaluation de l'activité antibactérienne a été réalisée par la méthode de diffusion sur milieu

gélosé en utilisant des disques stériles appelée méthode d’aromatogramme.

La gélose de Muller Hinton et Sabouraud stérile a été coulée dans des boites de pétrie stériles,
les boites ont été disposées sur une surface plane afin d’assurer une bonne uniformisation de la

surface de la gélose (fig 10).

Le principe de cette méthode repose sur le pouvoir de diffusion des huiles essentielles sur

milieu solide.
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Coulage des
boites de petrie

Refroidissement et
gélification des milieux
puis Ensemecement
en surface

Boite de petrie
couller

I Dépét des disques
imprégnés de
FOMSO

Contrl (-) Cotrol (+)

Dépot des
disques d'ATB
ou d'ATF

Dépot des
disques

imprégnés des

extraits
végétaux de
ditférentes

concentrations

Figure 10: Schéma de la méthode de diffusion sur milieu gélose en utilisant des disques.

11.2.2.1.1. Préparation des milieux de culture

Les milieux de culture utilisés pour réaliser 1’activité antimicrobienne sont : Mueller Hinton

et Sabouraud (Annexe II).

11.2.2.1.2. Préparation de I’inoculum

A partir des boites contenant les germes pathogenes fournis par Mme EIl Houiti Fatiha, nous

avons préparé des suspensions microbiennes pour chaque espéce. A I’aide d’une pipette pasteur

nous avons préléve deux ou trois colonies pures et bien isolées. Ces derniéres sont mises dans

un tube contenant 10 ml d’eau physiologique stérilise (fig 11). Apres agitation au vortex, la

densité optique de la suspension a été ajustée entre (0,05 a 0,1) a une longueur d'onde de 625nm

I’équivalent de108UFc/ml pour les bactéries et 10°UFc/ml pour les champignons.
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Figure 11: Préparation de I’inoculum (Photo prise le 12 décembre 2022).

11. 2.2.1.3. L’ensemencement
L’ensemencement doit se faire juste aprés quelques minutes apres la préparation de

I’inoculum, et se fait selon les étapes suivantes :

e Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.

e [’essorer en le pressant fermement et en tournant sur la paroi interne du tube afin de le
décharger au maximum.

e Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface de la gélose MH (pour les bactéries) et
sur le milieu Sabouraud (pour les levures), de haut en bas. Nous avons répété 1’opération
trois fois en tournant la boite de pétri 60° a chaque fois (fig 12).

¢ Finir ’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose dans le but
d’avoir une distribution égale de I’inoculum. les boites sont laissées pendant 15 a 20
min pour qu’elles séchent et pour assurer une bonne diffusion avec des zones

d’inhibition bien rondes.
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Figure 12: L’ensemencement (Photo prise le 12 décembre 2022).
11.2.2.1.4. Préparation des disques

Des disques stériles de papier Whatman de 6 mm de diametre sont placés aseptiqguement
(avec une pince stérilisée) a la surface du milieu solide (MH et SAB), dans les boites
de pétri préalablement ensemencé avec une suspension microbienne. Ensuite, les
disques sont imbibés a I’aide d’une micropipette (fig 13) par 10ul de différente
concentration de I’HE allant de (0,948mg/ml, 0,474 mg/ml, 0,1896 mg/ml) ; (0.846
mg/ml, 0.423 mg/ml, 0.1692 mg/ml) ; (0.876 mg/ml, 0.438 mg/ml, 0.1752 mg/ml) de

chaque extrait respectivement.
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Figure 13: L’ajout de différentes concentrations d’huile essentielles sur les disques. (Photo
prise de 12 décembre 2022).

11.2.2.1.5. Incubation et lecture

Apres dépot des extraits, les boites sont incubées dans une étuve a 37°C pendant 18 a 24 h.
nous avons fait la lecture des antibiogrammes a 1’aide d’un pied a coulisse, I’effet des extraits
et de I’antibiotique se traduit par 1’apparition d’une zone transparente autour de disque

correspondant a 1’absence de la croissance bactérienne et fongique (fig 14).

Disque de papier A A
imbibé d'huile Tapis bactérien
essenticlle
e P —— R
Incubation a 37°C :
m‘: pendant 24 heures :
:o—.'
B?ife de Pétri avec Diamétre
milieu MH et SAB dinhibition

Figure 14: Principe de la méthode de diffusion par disque (Guinoiseau, 2010).

24



Matériel et Méthodes

I1. 2.2.2. La méthode de micro dilution sur milieux liquide (Détermination des CMI et
CMB)

Cette méthode a pour objectif la détermination des CMI a partir d’'une gamme de
concentration de nos extraits dans le milieu de culture liquide. La micro dilution est réalisée
dans des plaques ELISA de 96 puits en polystyréne pur de haute qualité hautement transparente
(fig 15).

Les échantillons d'huile essentielle sont dissous dans 50% de diméthylsulfoxyde (DMSO)
afin de préparer une solution mere, la solution ainsi obtenue est agitée au vortex pendant 3min
de sorte a avoir une bonne homogénéisation.

Les suspensions (bactérienne sont ajustées de la méme facon que celle décrite dans
I’aromatogramme). Le volume utilisé pour I’ensemencement étant de 100 pl dans toute la
plaque.

Les plaques a 96 puits ont été préparées en distribuant dans chaque puits 100 puL de MH (pour
les bactéries) et SAB (pour les levures). Par la suite, 100ul de la solution mere (Co
(extraitl)=473.3 mg/ml ; Co (extrait2)= 423 mg/ml ; Co (extrait3) = 438 mg/ml)a été déposé
dans les premiers puits des rangées de (A a H) puis des dilutions en série ont été faites de la
colonne 1 a6 a partir du premier puit pour les mémes rangées.

Les puits de la colonne 7 a 12 contenants uniquement l’antibiotique de référence «
Amoxicilline, Pénicilline » (10 mg) en poudre diluée dans 1ml d’eau distillée, et utilisé comme
un contrdle positif colonne.

Apres 24 h a 37°C, un volume de 40ul solution d’Todonitrotetrazolium chloride (INT) est
ajouté dans tous les puits.

La plaque est incubée pendant 5 a 30 minutes, jusqu'a ce gu'il y ait un changement de couleur.
Les cellules viables réduisent le réactif a une couleur rose/violette, alors qu'aucun changement
de couleur indique une inhibition de la croissance bactérienne et fongique (Mfengwana et
Mashele.,2016).

Aprés avoir révélé la CMI, nous avons procédé a la détermination de la CMB. Cette derniére
a eté déterminée en repiquant les puits limpides sans croissance visible a I'ceil nu (non colorés
aprés I’ajout de I’INT) par ensemencement sur une boite de pétrie gelosée. Aprés incubation
pendant 24 heures, les boites ou il n‘avait pas eu de croissance microbienne correspondent aux

concentrations des extraits qui représentent les CMB.
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Figure 15: Schéma de la méthode de micro dilution sur milieu liquide.
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Partie 111 : Résultats et discussions

111.1. Rendement de I’extraction

Le rendement en huiles essentielles extraites par la méthode d’hydro distillation de la partie
aérienne de nos plantes (M. aquatica) est exprimé en pourcentage massique par rapport a la
matiére végétale.
I est représenté dans le tableau ci-dessous.

Tableau 02: Le rendement en (%) des différents extraits étudiés.

Extraits Extrait 01  Extrait 02  Extrait 03

Rendement

v, 2.034 2.21 2.54

RENDEMENT %

™ El Idrissia 1
i El Idrissia 2

H Douis

Figure 16: Comparaison entre les rendements en % des différents extraits.

D’aprés ce tableau, Les résultats ont donné des rendements variables entre 2.034% et 2.54
%, nous avons constaté que la partie aérienne de M.aquatica de Douis a donnait un rendement
élevé (2.54%) (m/m) par rapport a celle de M.aquatica de El Idrissia 2 et El Idrissia 1 (2.31%)
(m/m) et (2.034) (m/m) respectivement (fig 16). Le rendement en huile essentielle des trois
plantes varie peu et on peut considérer que cette plante est riche en huiles essentielles.
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Ces rendements sont acceptables selon Montes et al.,(1986), ils rapportent que Mentha
pulegium de provenance de Chili a un rendement en huile essentielle de 2,3%. Par ailleurs,
Sivropoulou et al., (1995) ont obtenu une teneur en huile essentielle de Mentha pulegium
récoltée dans trois stations en Gréce, variant de 1,6 a 2%. Egalement, Derwich et al., ont défini
pour un échantillon de Maroc un rendement de 1,66%. D’autres travaux ont déterminé le
rendement de I’HE de Mentha piperita de la région d’El Hadjeb (Laghouat) varie entre 1,67%
et 2% (m/m) (Djaber et al., 2019).

Ces rendements sont supérieurs & ceux rapporté par Meziani (2015), il a révélé un
rendement de 0,81 %pour I’huile essentielle de Mentha aquatica et Benabdallah, (2017), a
obtenu un rendement de 1% pour | Mentha piperita de la région d'El-Kala (El Tarf). Tandis
qu’en Tunisie, Soilhi et al., (2019) ont obtenu un rendement égal a1,7 %. Ce taux est tres proche
de celui déterminé par Bengana (2018) qui est de 1,67% pour la méme espece. De méme,
Abadlia et al., 2014 qui ont déterminé une teneur de 0.64 % pour I’échantillon de Mentha

piperita de la région de Tidis (Constantine).

Nos résultats pour la M.aquatica sont clairement similaires a ceux mentionnés par Ben
Ayad, (2008) dans une étude sur la menthe marocaine.
Derwich et al., 2010 et Ait-Ouazzou et al., 2012) ont révélé une teneur en huile essentielle
supérieure a celle de nos échantillons pour une valeur de 2,7%. Aussi, Benabed et al., 2011 a
obtenu une teneur de 1,46 % pour un échantillon de la région d’Aflou, Beghidja et al., 2007
ont déterminé des rendements entre 1,16 et 2,19% pour des échantillons de Mentha pulegium
de I'est algérien. Un taux plus fort de 3,25% a été déterminé pour un échantillon collecté dans

la région de Kerman, en Iran (Moghtader, 2013).

D’apres ces résultats, nous avons observé qu’il y a des différences de rendement en huile
essentielle d’une région a une autre et au sein du genre. Selon Kelen et Tep (2008), ces
différences peuvent étre expliquees par plusieurs facteurs la période de récolte, le climat, la
zone géographique, I’organe utilisé, la période de séchage, 1’age du matériel végétal et la

technique d’extraction.
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111.2.Résultats de ’activité antimicrobienne

Les tests du pouvoir antimicrobien des huiles essentielles des espéces du
genre Mentha provenant de trois régions différentes, ont été réalisés par la méthode de
I’aromatogramme.

Par la suite, la concentration minimale inhibitrice (CMI) a été estimée ; par la méthode de

dilution sur milieu liquide.

» Teémoins négatifs réalises avec le DMSO

Les résultats des témoins négatifs realisés avec le DMSO sur les six souches
bactériennes et deux souches levure testées pour I’activité antimicrobienne des HEs de

Mentha aquatica L. (figl7, 18) sont présentés ci-dessous :

DMSO

Figure 17: Effet neutre du DMSO sur les souches bactériennes étudiées.
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Figure 18: Effet neutre du DMSO sur les souches fongiques étudiées.

A partir de la figure ci-dessus nous déduisons que le DMSO n’a pas d’effet antimicrobien sur les
souches testées donc ce dernier est inerte vis-a-vis des souches testées et nous pouvons 1’utiliser comme

émulsifiant.
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Résultats et discussions

L’antibiogramme est réalisé¢ dans le but de tester la sensibilité ou la résistance des

souches bactériennes et fongiques vis-a-vis des antibiotiques (témoin positif) (fig 19)

Tableau 03: Diameétre de zones d’inhibition en mm en présence de quelques antibiotiques.

diametre de la zone d'inhibition mm

Souches e L.
. Antibiotiques
testées
Fox CN OF
Escherichia coli 25,5+0,5 23+0 35+2
Staphylococcus
391 26,5+0,5 331
aureus
Pseudomonas
. 28+1 36+3 36,5+1,5
aeruginosa
Klebsiella
. 23,5+1,5 35,5+2,5 37,5+15
pneumoniae
Yersinia
.. 16,5+0,5 20+2 18,5+0,5
entercolitica
Micrococcus
24+4 39+1 34,540,5
luteus

Candida albicans
10

Candida albicans
26

32

Antifongiques

FUNGiI

13+1

18,3333+0,5773
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Figure 19: Effet des antibiotiques sur les souches microbiennes étudiées.
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Le (Tableau 03) reporte les valeurs, en millimétre, des zones d’inhibitions de la croissance

des différentes souches étudiées.

Les résultats montrent que les huit antibiotiques possédent des effets distincts sur les
bactéries et champignon testées. Nous observons que les différentes souches bactériennes et
fongiques réagissent difféeremment aux antibiotiques testés.
D’apreés les résultats indiqués dans le (Tableau03), nous constatons que parmi les souches
étudiées : P. aeruginosa, E. coli, M. luteus, S. aureus et Klebsiella pneumonie se révelent
extrémement sensibles vis-a-vis de la plupart des antibiotiques testés. La bactérie Y.
enterocolitica est moins sensible aux antibiotiques testés. Alors que, Candida albicans 26 est
plus sensible au FUNGI par rapport a Candida albicans 10.

111.3. Résultats de I’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion sur gélose

L’activité antimicrobienne des HES de M. aquatica L. de trois régions, avec différentes
concentrations (C,, 1/2 et 1/5) a été estimé vis-a-vis des germes pathogenes : S. aureus, M.
luteus (Gram+) ; K. pneumonie, P. aeruginosa, E. coli, Y. enterocolitica (Gram-) et les deux
levures Candida albicans, en termes de diamétre de zone d'inhibition autour des disques
imbibés par ces HEs.

Ces diametres entourant les disques sont alors mesurés, chaque zone claire, montre
I’inhibition des germes pathogenes et donne une estimation du pouvoir antimicrobien des HEs
utilisées.

Les résultats sont exprimés selon les niveaux d’activité :
» (-) Résistant (D < 8)
» (+) Sensible (8 >D >14)
» (++) Trés sensible (15 >D >19)
» (+++) Extrémement sensible (D >20) (Ponce et al., 2003).

Les résultats des tests d’inhibition de 1’activité microbienne sont regroupés dans le tableau 4.
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Extraits

Souches

Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

Yersinia enterolitica

(7]
2
| .
‘O
s
g Klebsielle pneumoniae
Staphylococcus aureus
Micrococcus luteus
@ Candida albicans 10
3
o Candida albicans 26

Co
32+2

(+++)

22,6+1,52

(+++)

28,3+1,89

(+++)

46,3+1,52

(+++)

48,3+2,88

(+++)

50+0

(+++)
500
(+++)

50+0

(+++)

Extrait 01

c1/2
21,5+2,5

(+++)

1542
(++)

23,6+1,15

(+++)

16,6+1,15
(++)

44,5+15

(+++)

50+0

(+++)
500
(+++)

50+0

(+++)

Diamétres de la zone d'inhibition en (mm)

c1/5
121
(+)

7,30,5
(-)

14,5+0,5
(+)

1341
(+)

10+2
(+)

30,6+1,52

(+++)
291
(+++)

450

(+++)

Co

49,5:0,5

(+++)

12,3+1,52

(+)

44,5+0,5

(+++)

50+0

(+++)

50+0

(+++)

50+0

(+++)

Extrait 02
C1/2
28,6x2,51

(+++)

101
(+)

34+0

(+++)

47+2,64

(+++)

50+0

(+++)

50+0

(+++)

Cc1/5
13,5+1,5
(+)

5+1
)

111,73
(+)

20,5+0,5

(+++)

50+0

(+++)

24,83+0,76

(+++)

Co

36+1

(+++)

12+2
(+)

28+1

(+++)

1341
(+)

49,3+1,15

(+++)

50+0

(+++)
500
(+++)

50+0

(+++)

Résultats et discussions

Extrait 03
C1/2 C1/5
29x1 1412
(+++) (+)
8,33+1,52 7,6+1,52

() ()

18,3+2,08 11,5+0,5

(++) (+)
11+173  10,6:0,57
(+) (+)
441 1541
(+++) (++)
50:0  32,3+2,30
(+++) (+++)
36,5¢2,5 12,5+0,5
(+++) (+)
5010 311
(+++) (+++)

Tableau 04: Résultats des diamétres d’inhibition en mm (moyenne + I’égart type) de I’activité antimicrobienne de I'HE de mentha aquatica L.
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L’histogramme ci-dessous représente les moyennes des diamétres d’inhibitions de chaque
extrait en fonction des souches étudiées, nous avons obtenus des diamétres des zones
d’inhibition allant de 5 a 50 mm (fig 20).

Selon le tableau ci-dessus, nos résultats montrent que la concentration initiale (Co) est la plus

active pour tous les extraits. Donc nos comparaisons sont par rapport a cette concentration.
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Figure 20: Représentation graphique du test de sensibilité des souches microbiennes vis-a-vis
des trois huiles essentielles testés ; Mentha aquatica.

Selon Kalemba et Kunicka (2003), la sensibilit¢é d’un microorganisme aux huiles
essentielles dépend de la propriété de 1’huile essentielle et du microorganisme lui-méme. Il est
bien connu que les bactéries a Gram positif sont plus sensibles aux huiles essentielles que les
bactéries a Gram négatif. Plusieurs études testant 1’activité inhibitrice des HE confirment ces
résultats (Poole, 2004 ; Burt, 2004 et Busatta et al., 2008).
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Les résultats de notre étude pour les huiles essentielles de Mentha aquatica des échantillons de
Djelfa : El Idrissia 1 ; El Idrissia 2 ; Douis, ont montré une bonne activité sur les bactéries a
Gram positif et & Gram négatif, sauf pour Pseudomonas aeruginosa qui s’est montré la plus
résistante lors de notre étude pour HEs de El Idrissia 2 et Douis. Egalement, Klebsiella

pneumonie résistante pour HE de Douis.

D’aprés I’histogramme et le tableau 04 nous avons constaté que I’'HE de la menthe aquatique
de El Idrissia 1 ; El Idrissia 2 ; Douis possedent un fort pouvoir antimicrobien contre
Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, et les deux levures Candida albicans 10 et

Candida albicans 26, ainsi qu’une activit¢é moyenne pour les autres souches (fig 21, 22,23).

Ces mémes échantillons d’huiles essentielles de mentha aquatica ont révélé une activité
antimicrobienne intéressante contre les bactéries Staphylococcus aureus et Escherichia coli
(Senatore et al., 2005).

Concernant I’activité de HE de Mentha aquatica L. d’El Idrissa 1 ; I’huile a réagi positivement
sur I’ensemble des bactéries testées avec des diamétres d’inhibitions allant de 22,6 a S0mm.
Les souches : Micrococcus luteus et Staphylococcus aureus et Klebsiella pneumonie sont les
plus sensibles avec des diamétres d’inhibitions de 50mm, 48,30mm et 46,30mm

respectivement.

Nos résultats coincidents avec ceux de Billerbeck (2007) ayant étudié 1’activité antibactérienne
d’un ensemble d’HE dont la menthe poivrée, elle est extrémement active contre S. aureus avec
un diametre d’inhibition supérieur & 40mm, mais Pseudomonas aeruginosa est juste sensible
a cette HE.

Pour Pseudomonas aeruginosa, une faible sensibilité n’a été révélée vis-a-vis des deux
dilutions d’HE testées, pour les deux régions El Idrissa 2 et Douis. Cette souche possede un
potentiel de résistance trés élevé contre I’action antimicrobienne de nos huiles. Ce
comportement n’est pas sur prenant car elle possede une résistance intrinséque a une large
gamme de biocides (Bekhechi et al., 2008 ; Billerbeck, 2007). Par contre une inhibition trés
significative a été observee pour Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica et
Escherichia coli qui manifeste une sensibilité relativement élevée, ces trois espéces sont les

plus sensibles.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Yadegarinia et ses collaborateurs (2006), qui ont

étudié l'activitt de I’HE de la menthe poivrée sur trois germes (Escherichia coli,
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Staphylococcus aureus et Candida albicans). Candida albicans était le micro- organisme le
plus sensible, qui a montré une grande vulnérabilité vis-a-vis de cette HE. Ces chercheurs ont
suggéré la possibilité d'application de I'HE de la menthe poivrée dans le traitement des

infections causees par C. albicans et E. coli.

Selon I’étude de (Monggoot et al., 2016),sur les huiles essentielles de menthe poivrée
slovaque. Ils ont montré une activité antibactérienne contre toutes les souches bactériennes
sélectionnées. La plus sensible était la souche E. coli (10 mm). Le moins sensible était K.

pneumoniae pour HE slovaque (7,0 £ 0,6 mm).

En effet, une comparaison entre les huiles essentielles de Mentha aquatica des trois stations
(El Idrissial, El Idrissia2, Douis) montre qu'elles sont toutes extrémement efficaces contre les
différentes types des souches.

Globalement, nous avons remarqué que I’huile de Douisa une activité antimicrobienne

faible par rapport a ’activité de I’HE d’El Idrissia 1 et El Idrissia 2 contre les souches testées.

Nous avons remarqué une petite différence dans les valeurs de diamétre d'inhibition sur les
souches étudiées, cette variation de pouvoir microbien peut étre due a la composition chimique

de chaque extrait et a la différence régions.
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1 /Staphyococcus aureus
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‘[ 1/Candida albicans 10 "E 1 /Candida albicans 26

Figure 21: Effet de I’huile essentielle de Mentha aquatica de la région d’El Idrissia 1 sur la coissance des souches microbiennes.
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» E 2/Candida albicans 10 1‘5 2 /Candida albicans 26

Figure 22: Effet de I’huile essentielle de Mentha aquatica de la région d’El Idrissia 2 sur la croissance des souches microbiennes.
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‘3 /Staphyococcus aureus
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Figure 23: Effet de I’huile essentielle de Mentha aquatica de la région de Douis sur la croissance des souches microbiennes.
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I11.4.Les résultats de la Détermination de la CMI

Suite aux résultats prometteurs obtenus lors de la méthode de diffusion, il a été nécessaire
d’affirmer D’activité antimicrobienne de nos huiles essentielles Vvis-a-vis des six souches
microbiennes testées par la détermination de la CMI (concentrations minimales inhibitrice), la
CMB (concentrations minimales bactéricide) et la CMF (concentration minimale fongicide),
nous avons utilisé la méthode de micro dilution en milieu liquide (Tableau 05).

Le rapport CMB/CMI a été calculé afin de définir le caractére bactériostatique ou bactéricide
des une huiles essentielles (fig 24, 25).

Tableau 05: Les concentrations minimales inhibitrices et les concentrations minimales
bactéricides et fongicides des huiles essentielles de la menthe aquatique (en mg/ml).

El Idrissia 1 El Idrissia 2 Douis 3
Bacterie CMI CMB CMB/CMI CMI CMB CMB/CMI CMI CMB CMB/CMI
E. coli 739 14,79 2 26,42 52,87 2 342 6,84 2
S. aureus 59,16 118,32 2 13,12 26,43 2 109,5 219 2
P.aeruginosa 118,32 236,45 2 / / 109,5 219 2
Y.enterocolitica 59,16 118,32 2 / / 1095 219 2
K. pneumonie 59,16 118,32 2 / / 54,75 109,5 2
M. luteus 29,58 59,16 2 / / 54,75 109,5 2

Champignon CMI CMF CMF/CMI CMI CMF CMF/CMI CMI CMF CMF/CMI

C. albicans 10 29,58 59,16 2 3,30 6,60 2 6,84 13,68 2

C. albicans 26 2958 59,16 2 / / 13,68 27,37 2

D’apres le tableau 05, nous observons que les valeurs de CMI varient d’une souche a une autre
et d’un extrait a I’autre. Les CMI de El Idrissia 1, El Idrissia 2 et Douis sont compris entre
(7,39-118,32mg/ml), (3,30-26,43mg/ml) et (3,42-109,5mg/ml) respectivement.
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Nous constatons que Escherchia coli, Candida albicans sont les micro-organismes les plus
sensibles, par contre la bactérie Pseudomonas aeruginosa s ’est averéela plus résistante, elle

montre une valeur de CMI trop élevées définie par 118,32 mg/ml.

Plus la concentration nécessaire est élevée et plus la CMI est forte et moins le germe est

sensible et chaque extrait sa CMI.

Selon les travaux effectués par Satmi et Hossain (2016), I’'HE essentielle de la menthe poivrée
possede un important pouvoir antimicrobien contre Escherchia coli avec une CMI de 2,5
mg/ml. Ces résultats concordent avec les notre sur 1’extrait de Douis, qui est d’une valeur de

CMI estimée a 3,42mg/ml.

Nous avons noté que le pouvoir antifongique des différents extraits d’HE varie en fonction de
la région de collecte. Les concentrations minimales inhibitrice varie de 3,30 a 29,58mg/ml, ont

un large spectre d’action contre les candidas.

Selon I’étude réalisée par Ismaili et al., (2014), I’évaluation de I’activité antifongique
des HEs de trois plantes aromatiques marocaine a montré une variation d'inhibition due a de
nombreux facteurs, notamment la nature et la concentration de I'huile essentielle, ainsi que la

souche fongique étudiée.

Afin d’évaluer ’activité de nos huiles essentielles en terme bactéricides ou bactériostatique, le
rapport CMB/CMI a été calculé selon Oussou et al., ( 2008) : I’huile essentielle est considérée
comme substance bactéricide si le rapport CMB/CMI est inférieur a 4 et bactériostatique si le
rapport CMB/CMI est supérieur a 4. Les valeurs du rapport CMB/CMI sont illustrées dans le
Tableau 05.

La totalité des résultats mentionnent que nos huiles sont dotées d’un pouvoir bactéricide sur les
espéces bactériennes étudiées (le rapport CMB/CMI est inférieur a 4). Le pouvoir bactéricide
ainsi que les différences observées pour les valeurs de CMI peuvent étre expliqué par la

présence de composés a activité antibactérienne dans ces huiles a différentes concentrations.

En effet, lorsque le rapport de I’activit¢t CMF/CMI d’une substance antimicrobienne est
inférieur ou égale a un (< 1), cette derniere est qualifiée de substance fongicide et si le rapport

CMF/CMI est supérieur a un (> 1), alors elle est dite fongistatique (Carson,et al., 2002).

En conséquence, les extraits de cette plante peuvent étre classés comme un agent antifongique
(antifongistatique) puissant pour lutter contre certaines maladies, car le rapport CMF / CMI

supérieur a 1.
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Figure 24: Détermination de la Concentration minimal inhibitrice des huiles essentielles de
Mentha aquatica de la région d’El idrissia 1 et d’El idrissia 2 vis-a-vis des souches
pathogénes par la méthode de micro-dilution.
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Figure 25: Détermination de la Concentration Minimal Inhibitrice des huiles essentielles de
Mentha aquatica de la région de Douis vis-a-vis des souches pathogenes par la méthode de
micro-dilution.

48



Conclusion et perspectives



Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

Vu I’émergence de la résistance microbienne aux antibiotiques des alternatives doivent
étre mises en place pour remédier a ce probleme, les huiles essentielles sont dotées d’activités

biologiques importantes et constituent un trés bon moyen de lutte contre cette résistance.

Dans ce contexte notre travail a été réalisé afin de tester le pouvoir antimicrobien de
trois huiles essentielles de la menthe aquatique (Mentha aquatica L).Afin d’effectuer une étude
comparative.

L’extraction des huiles essentielles des parties aériennes (tiges et feuilles) a été réalisée
par la méthode d’hydro distillation en utilisant un appareil de type Clevenger, nous avons
obtenu les rendements d’El Idrissia 1, El Idrissia 2 et Douis 2,034% 2,31% 2,54%

respectivement.

L’¢évaluation de I’activité antibactérienne de ces huiles essentielles par la
méthode classique de diffusion en agar a été utilisée comme méthode approximative et les
résultats sont ensuite complétés par la détermination des valeurs de CMI par la méthode de
micro dilution en milieu liquide, la CMB a fin de déterminer I’effet bactériostatique ou

bactéricide et CMF a fin de déterminer 1’effet fongicide ou fongistatique.

Les résultats obtenus montrent que [’activité antimicrobienne des trois huiles
essentielles varie selon la souche bactérienne ou fongique testée, mais aussi selon I’HE elle-
méme, nous avons constaté que les souches pouvaient montrer une sensibilité assez importante

pour I’HE de la menthe aquatique.

En matiére d’activité antimicrobienne, les huiles essentielles de I’espece Mentha aquatica ont
montré un effet prometteur vis-a-vis de toutes les souches bactériennes testées. La souche
Escherichia coli était trés sensible a I’'HE d’El Idrissia 2 par rapport a I’'HE de la Douis et d’El
Idrissia 1. Ce dernier avait une activité respectable sur Klebsiella pneumonie et Pseudomonas
aeruginosa alors que les autres extraits présentent une activité faible vis-a-vis de Pseudomonas

aeruginosa.

L’huile essentielle de la menthe aquatique avait aussi une trés forte activité antifongique

contre Candida albicans.

De ce fait, nous avons constaté que nos huiles essentielles possédent des activités assez
importantes contre plusieurs souches bactériennes pouvant causer des maladies graves, leur
effet antimicrobien est comparable a celui des antibiotiques synthétiques utilisés actuellement
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pour lutter contre les maladies que peuvent causer ces microorganismes, donc ces HES peuvent
remplacer les antibiotiques synthétiques et leurs effets indésirables. Ces HEs peuvent aussi étre
utilisés comme conservateurs pour les aliments, en cosmétiques, et cela en respectant des

concentrations bien précises.

Les résultats des CMI déterminées lors de ce travail montrent qu’a des concentrations basses,
surtout sur I’Escherichia coli et de candida albicans 10, ce qui signifie que cette huile a une

activité antimicrobienne élevée.

Dans les perspectives de ce travail, il serait intéressant :

v Développer les connaissances sur les plantes Algériennes, car chaque espéce peut étre
considérée comme un réservoir important de géne et une source pour la recherche des

produits a intérét pharmacologiques ;

v' D’approfondie 1’analyse de la composition chimique des différents extraits
obtenus, afin d’identifier les espéces chimiques responsables de leurs activités
biologiques ;

v' De faire des études sur d’autres activités biologiques in vitro telles que les activités

antioxydantes et anti-inflammatoires ;

v Evaluer I’activité cytotoxique de ces extraits sur les lignées cellulaires avec différentes

concentrations ;

v' Une étude in vivo est souhaitable, pour obtenir une vue globale sur I’activité
antimicrobienne des extraits testés et cela a pour but de pousser la recherche vers une

valorisation plus complete du secteur des plantes aromatiques a effet thérapeutique.
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Annexe |

v Annexe | : Souches Bactérienne et Fongiques

Escherichia coli : est un germe trés courant dans le tube digestif de ’homme et des
organismes a sang chaud. La majorité des souches sont inoffensives, contrairement a
d’autres sont pathogénes, comme E.coli producteur de shigatoxines qui peuvent provoquer
des maladies graves causes par des intoxications alimentaires. La contamination chez
I’homme se fait principalement lors de 1’ingestion des aliments contaminés tels que la
viande hachée crue ou pas assez cuite, le lait cru, les légumes crus et les graines germées
contaminés (OMS, 2018).

Staphylococcus aureus : appelée également Staphylococcus doré, est une bactérie
pathogéne majeure pour I'nomme. Elle est responsable de pathologies nosocomiales et
épidémiques contractés en milieu hospitalier. Elle est retrouvée de facon constante sur la
peau et des muqueuses de I'nomme et des animaux a sang chaud. Elle est donc considérée
comme une cause des toxémies telles que le syndrome de choc toxique, 1’intoxication

alimentaire et les infections opportunistes. (Le Loir et Gantier, 2009; Bisognano, 2001).

Pseudomonas aeruginosa : est considéré comme un germe pathogéne opportuniste, peu
ou pas virulente chez les personnes saines, il provoque préférentiellement des infections
chez les personnes hospitalisés immuno déficientes ou fragilisees (Hamze et al., 2004 ;
Amine et al., 2008). Aprés Staphylococcus aureus et Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa présente le troisieme germe responsable d’infection nosocomiale (Berthelot
et al., 2005). Il est tres répandu notamment dans les milieux hospitaliers, elle peut
également survivre et se multiplier dans des environnements humides méme en absence

de nutriments (par exemple, Siphons, éviers et certaines solutions antiseptiques).

Yersinia enterocolitica : est un bacille Gram a négatif, de forme coccoide, il est mobile a
la température ambiante mais non mobile a 37 °C (Murrayet al. 2007) .est un agent
pathogéne humain qui provoque un large éventail de syndromes gastro-intestinaux
(Bottonel997). Pour infecter les humains, il doit s'adapter a I'environnement de I'héte et

la bactérie posséde un certain nombre de facteurs de virulence qui I'aident a coloniser le
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tractus intestinal et a résister aux mécanismes de défense de I'néte (Marceau 2005),
(Straley et al.1995).

Klebsiella pneumoniae : sont des bacilles Gram a négatif facultatifs, retrouvés partout :
dans le sol, eau et surtout dans I’intestin des animaux a sang chaud et I’homme. Elles
comprennent un nombre trés €levé de genres et d’especes. Leur abondance dans 1I’intestin,
leur mobilité, la rapidité de leur multiplication, 1’acquisition fréquente de mécanismes de
résistance aux antibiotiques expliquent qu’elles soient les bactéries les plus souvent
impliquées en pathologie infectieuse humaine surtout en milieu hospitalier. (Verheagen,
2017).

Micrococcus luteus sont des coques Gram a positif, aérobies stricts, sont habituellement
non mobiles. 1l est une bactérie du sol, des poussiéres, de I'eau et de l'air. La bactérie peut
aussi coloniser la bouche, de I'oropharynx et des voies respiratoires supérieures humaines.
Bien que M. luteus n'est pas pathogéne et est considéré comme un contaminant naturel,
cette bactérie pourrait étre un pathogéne émergeant engendrant des maladies nosocomiales

chez des patients immunodéprimés (Baird-Parker, 1962).

Candida albicans : Les candidoses

C’est une levure commensale des muqueuses digestives et vaginales. Les infections a
Candida sont appelées candidoses et il en existe deux catégories : les candidoses
superficielles (des muqueuses, cutanées, des ongles) et les candidoses invasives.
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Annexe |1

Préparation des milieux de culture (MH/Sabouraud) solide et liquide.

@
L4

@
L4

X/

Milieu Mueller- Hinton (solide)

38g de la poudre du milieu de culture a été dissout dans 1L d’eau distille chauffer en

a la température 120°C pendant 20min.

Milieu Sabourand (solide)

65 g de la poudre du milieu de culture a été dissoute dans 1L d’cau distille chauffer en
a la température 120°C pendant 20min.

Milieu Muller Hinton (liquide)

65gdelapoudredumilieudecultureaétédissoutdans1Ld’eaudistillé. Chaufferenagitant jusqu’a

rrrrr

pendant 20min.

Milieu Sabouraud (liquide)

65g de la poudre du milieu de culture a été dissout dans 1L d’eau distillé. Chauffer en

rrrrr
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Annexe |11

Les antibiotiques et I’antifongique utilisé

FOX 30 mg/ml

CN 10mg/ml

FUNGI 40ml 10%
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