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Résumé :

La présente étude a pour but de suivre 1’effet antimicrobien de 1’extrait aqueux de la Menthe
Poivrée (Mentha x Pepirita L.) récoltée dans la région d’Ouargla-Algerie sur le germe
Streptococcus thermophilus spécifique de yaourt. L’extrait aqueux de Mentha x Pepirita L.
objet de I’étude a été obtenu par macération dans 1’eau d’une prise de feuilles de la plante.
I’extrait récupéré apres filtration et évaporation a été ensuite, dilué a I’cau distillée stériles a
des concentrations de 0,20,40,60,80 et 100%. Les différentes mesures et contrdles ont été
réalisées en triples essais et ont porté sur : le test de contact direct, le test de diffusion sur
disques, la concentration minimales inhibitrice et la concentration minimales bactéricide. Les
résultats ont subi une analyse de variances mono-factorielles et une comparaison des
moyennes selon le test de Newman et Keuls.

L’extrait aqueux de Mentha pipérita L. est relativement riche en composés phénoliques
(45.41 mgEAG/ml d’extrait) et semble exercer un effet inhibiteur de type bactéricide vis-a-vis
du germe lactique Sreptococcus thermophilus spécifique du yaourt.

Aucune croissance du germe étudié n’a été remarquée dans 1’extrait pur non dilué de la
menthe poivrée dont I’effet antimicrobien été trés proche de la gentamycine ; avec un taux
d’inhibition d’environ 87.71.

Il est possible d’incorporer I’extrait de Mentha pipérita L. dans le yaourt a un taux de moins
de 20%. Néanmoins cette incorporation peut freiner a 32% la croissance du germe
Sreptococcus thermophilus dans le produit.

Mots clés : Extrait, aqueux, antimicrobien, composés phénoliques



Abstract:

The present study aims to follow the antimicrobial effect of the aqueous extract of Peppermint
(Mentha x Pepirita L.) harvested in the region of Ouargla-Algerie on the specific
Streptococcus thermophilus germ of yoghurt. The aqueous extract of Mentha x Pepirita L.
subject of the study was obtained by maceration in water of the leaves of the plant. The
extract recovered after filtration and evaporation was then diluted with sterile distilled water
at concentrations of 0, 20,40,60,80 and 100%. The different measurements and controls were
carried out in triple tests and included: the direct contact test, the disc diffusion test, the
minimal inhibitory concentration and the minimal bactericidal concentration. The results
underwent an analysis of mono-factorial variances and a comparison of the means according

to the Newman and Keuls test.

The aqueous extract of Mentha piperita L. is relatively rich in phenolic compounds (45.41
mMgEAG/mI extract) and seems to have a bactericidal inhibitory effect on the yoghurt-specific

lactic germ Sreptococcus thermophilus.

No growth of the studied germ was noticed in the pure undiluted extract of peppermint whose
antimicrobial effect was very close to gentamycin; with an inhibition rate of approximately

87.71.

It is possible to incorporate the extract of Mentha piperita L. in yogurt at a rate of less than
20%. Nevertheless, this incorporation can slow down to 32% the growth of the Sreptococcus

thermophilus germ in the product.

Key words: Extract, aqueous, antimicrobial, phenolic compounds
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INTRODUCTION

Introduction:

L’Algérie, par sa situation géographique, offre une végétation riche et tres diversifiée. Un
grand nombre de plantes aromatiques y pousse spontanément. L’intérét porté a ces plantes n’a
pas cessé de croitre au cours de ces dernieres années du fait de leurs abondances dans la
nature et de leurs utilisations par les populations locales pour se soigner et certaines plantes se

sont méme imposées dans le monde médicinal

Parmi ces plantes, la menthe poivrée de son nom scientifique Mentha x piperita est avant tout
une plante bienfaitrice ayant un pouvoir positif sur la santé. On préte d'ailleurs a cette plante
d'innombrables vertus telles antibactérienne, antidouleur, anti-inflammatoire ... etc. qui ont
été d’ailleurs Vérifiés scientifiguement. Ces effets sont dus a la présence dans cette plante de
certains composes bioactifs tels: 1’ecugénol, 1’acide caféique et 1’acide rosmarinique

(Arumugam et al., 2008).

Beaucoup d'études ont été réalisees au sujet de l'activité antimicrobienne des extraits de
plantes qu'elles soient citées dans des ouvrages, dans des journaux spécialisés de
microbiologie ou présentées lors de congrés scientifique d'aromathérapie. Il résulte que, les
extraits phénoliques possedent de nombreuses activités biologiques. Selon les travaux de
Freeman et Carel (2006), ces activités sont liées essentiellement a la composition chimique,
aux groupes fonctionnels des composés majoritaires de ces extraits et a leurs effets

synergiques.

Ces effets antibactériens nous ont conduits a poser la question suivante : « Est ce que
I'utilisation des extraits de menthe comme adjuvant dans les produits laitiers (le yaourt par
exemple) peuvent avoir un effet sur la croissance des ferments lactiques tels, que les
Sreptococcus thermophilus, qui présentent des intéréts variés industriels et nutritionnels?
Pour cela, nous nous somme proposé de suivre le comportement in vitro de cette souche de
levain lactique vis-a-vis de quelques inhibiteurs de croissance dont les composés phénoliques

de Mentha piperita L.
Le manuscrit comporte trois grandes parties :

e Une partie bibliographique scindée en trois chapitres comportant des notions
généraux sur la menthe poivrée, les composés phénoliques et le germe

Streptoccocus thermophilus.
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e Une seconde partie décrivant le matériel et les méthodes appliquées dans
I’approche expérimentale en vue d’étudier les effets antimicrobiens de 1’extrait
aqueux de la Menthe sur les germes spécifiques du yaourt.

e Enfin, une derniére partie a été consacrée a la critique et & la discussion des
résultats obtenus au terme du travail expérimental entrepris au laboratoire et les

perspectives de recherche développement a entreprendre dans le future.



Partie 1 : Etude bibliographique



Chapitre I:
Apercu géneral sur Mentha piperita L.



Chapitre I: Apergu général sur la Mentha piperita L. Partie 1 : Etude bibliographique

Chapitre I : Apercu general sur la Mentha piperita L.

1 Les menthes:

1.1 Historique :

Les feuilles séchées de la menthe poivrée ont été trouvées dans les pyramides égyptiennes
datant du premier millénaire av .J.C (Iserin, 2001). Le nom mentha vient du grec « Minthe»
et du latin « menta ». Piperita signifie poivrée. Les Grecs et les Hébreux I’ont utilis€ comme
moyen de fumigation tandis que les romains en mettaient dans leur vin et sauces, leur
femmes méachaient une pate renfermant de la menthe et du miel pour masquer l'odeur de vin
gu'elles buvaient en cachette et a I'époque la loi punissait de peine de mort celles qui useraient

d'un breuvage réservé aux hommes et aux dieux.

La menthe a été reconnue et décrite en 1696 aux environs de Londre a Mitcham, ou cet
hybride est apparu d’ou son deuxieme nom : menthe anglaise. Elle est originaire d’Angleterre,
cultivée dans nos régions cependant on la rencontre rarement a I'état spontaneé (Hammami et
Abdesselem, 2005).

La culture de la menthe poivrée s'est répondue dans un certain nombre de pays aux USA a
partir de 1825, et progressivement dés la fin du 19éme Siécle, et le début du 20eme siécle,
dans toute I'Europe occidentale et méridionale (Fournier, 1948).

La menthe poivrée est inscrite a la 10éme édition de la pharmacopée francgaise, elle est un
hybride de la menthe aquatique (Mentha aquatica) et de Mentha spicata. Cette plante est rare
en Algérie ; mais elle est seulement cultivée dans certaines régions du pays comme a Ouargla
(Beruneton., 1993).

1.2 Définition :

La Menthe poivrée (Mentha piperita L.) appartient a la famille des Labiateae et est originaire
des régions méditerranéennes. Elle est largement cultivée dans le monde et est une Menthe
hybride, un croisement entre la Menthe aquatique et la Menthe verte. La plante, indigéne
d'Europe, est maintenant répandue et cultivée dans toutes les régions du monde. Elle est
parfois trouvée a 1’état sauvage avec ses especes parentes. La menthe poivrée a été décrite
pour la premiére fois en 1753 par Carolus Linnaeus a partir de spécimens recueillis en
Angleterre,il I'a traité comme une espece, mais il est maintenant universellement accepté
comme un hybride (Moghtader., 2003).
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2 La menthe poivrée (Mentha pepireta .L)

2.1 Classification :

La Menthe poivrée peut étre classée comme suit :
Regne : Plantae
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Lamiliale
Famille : Lamiaceae / labiatae (lamiacées)
Genre : Mental
Espéce :Mentha x piperita L. nm Piperita
Autre nom : Mitchan, menthe anglaise, Peppermint et en Algérie
-Synonyme : Mental x piperita L. Var vulgaris SOLE (Francois, 2012).

2.2  Description botanique :

La menthe poivrée est une plante appartenant a la famille des labiatae, herbacée a végeétation
vigoureuse, elle est caractérisée par son odeur pénétrante spéciale ainsi qu’une Saveur
aromatique, brdlante et laisse une sensation de fraicheur dans la bouche (Hammami et
Abdesselem.,2005).

C'est une herbe annuelle, semblant pérenne en se reproduisant a partir de nombreux stolons,
tracants, rampant, chevelu, aériens ou souterrains, a racine adventives (Baba Aissa., 1999).
La menthe poivrée est caractérisée par des tiges quadrangulaires le plus souvent violacées
(Brouneton., 1999). Les tiges sont un peu velues de 50 a 80 cm de haut, dressées ramifiées,

se divisent en rameaux opposées (Hammami et Abdesselem., 2005).

Les feuilles sont ovales ou lancéolées et crénelées en scie, opposées par paires longues de 4 a
8cm courtement pétiolées, de couleur vert pale souvent teintées de rouges et ne présentent
pas de stipules (Fouzi.,1994). Les feuilles sont bien adaptées au climat sec et sont
caractérisees par des limbes coriaces, réduits et renfermant des poiles sécréteurs (Daniel et
al., 2002) (figure, 1).



Chapitre I: Apergu général sur la Mentha piperita L. Partie 1 : Etude bibliographique

—— L’ovaire

——  La fleure

—— le style

Le calice

Figure 1. Morphologie de la menthe poivrée ( Daniel et al., 2002).

Les inflorescences de fleurs faiblement bilabiées de couleur pourpre sont groupées en épis
tres serrés (Brouneton., 1999). Le calice présente cing dents, la corolle pourpre violacées
(parfois blanches) est terminée par quatre lobes, les quatre étamines sont inclues dans la

corolle et les graines sont rares et stériles (figure 2).

L’infloresence

__ La feuille

Figure 2. Inflorescence et feuille de la menthe poivrée (Brouneton ., 1999).
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2.3 Cycle de végétation de la menthe poivrée

> Multiplication végétative : Le cycle commence par la germination, les feuilles
trifoliées apparaissent ensuite, une nouvelle tige se développe et les premiers nceuds
commencent & se former.

> Phase reproductrice : La production de menthe est relativement facile, il suffit de
diviser les pied, ceux —ci produisant des stolons est une tige rampante, dont I’extrémité

produit un bourgeon s’enracinant, qui donne a son tour naissance a une autre pied de menthe.

2.4  Pays d’origine :
I s’agit d’un hybride cultivé, provenant probablement d’Angleterre et des pays

méditerranéens (Francois., 2012).

25 Récolte:
La récolte s’effectue avant la floraison (de juin au juillet) manuellement dans les cas des

cultures a petites échelle et mécaniquement en cas de culture industrielle.

Une deuxieme coupe, voir éventuellement une troisieme, sont possible au plus tard a la mis-
septembre. Le produit de la récolte est grossierement haché, puis les feuilles sont séparé des
tiges par ventilation ou tamisage. Dans les cultures a échelle familiales, les feuilles et les tiges
feuillées portant 3 pair de feuilles supérieures sont cueillies manuellement, elle sont séchées a
des température maximale de 42°C dans des tunnels de séchage et pour une consommation

personnel, les feuilles fraiches sont récoltées juste avant leur emploi (Eberhard et al., 2005).

3 Conservation :

Les feuilles fraiches peuvent étre conservees quelques jours dans des sacs en plastiques au
réfrigérateur, ou congelées dans des bacs a glacons. Les feuilles séchées peuvent étre stockées
au frais, dans des récipients hermétiques (en porcelaine, en verre ou en métal), qui les

protégent de I’humidité et de la lumiére (Eberhard et al., 2005).
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4 Composition :

4.1 Constituants principaux de la plante :

Tableaul. Constituants principaux de la menthe poivrée (Frangois., 2012).

Partie 1 : Etude bibliographique

Constituants principaux Pourcentage %
Les huiles essentielles: 0,5 a6
e menthol 15a76
e acétate de menthyle 2 a5 (voir jusqu'a 23% selon les
e 1,8-cinéole provenances)
e menthofurane 3a8
e isomenthon 0a7
e noémenthol 2a13
e limoneéne 2,585
e pulégone ; p-caryophylléne 2410
e germacréne D 05415
l1a2
e Des dérivés d’acide 35a6
hydroxycinnamiques 10
e Des Flavonoides: 01
e Tritarpenes

4.2  Les principaux composés phénoliques de la menthe :
La Menthe poivrée est riche en acide phénolique (7%) : acide rosmarinique et dérivés de

I’acide caféique. Elle contient une tres forte proportion de flavonoides et des tanins.

5 Propriétés:
+ Activité antimicrobienne
composés phénoligues de la menthe : Du fait de la variabilité des quantités et des

profils des composants des extraits, il est probable que leur activité antimicrobienne ne
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soit pas attribuable a un mécanisme unique, mais a plusieurs sites d’action au niveau

cellulaires (Kokate et Varma., 1970).
De fagon générale, il a été observé une diversité d’actions toxiques des extraits sur les
bactéries comme la perturbation de la membrane cytoplasmique, la perturbation de la force
motrice de proton, fuite d’électron, la coagulation du contenu protéique des cellules, et
I’inhibition de la décarboxylation des acides aminés. Les extraits peuvent inhiber aussi la
synthése d’ADN, ARN, des protéines et des polysaccharides. Le mode d’action des extraits
dépond en premier lieu du type et des caractéristiques des composants actifs (Bakkali et al

,2014).

6 Usage:

La Menthe par leur odeur et leur activité et richesse en composées bioactives, ont une place
particuliere dans I’ensemble des produits aromatiques. Grace a certaines propriétés
spécifiques, les besoins en produits extraits des Menthes sont multiples. En usage local, les
médicaments a base de Menthe sont utilisés comme adoucissant et comme protecteur (contre
les crevasses et les pigdres d'insectes); utilisé eégalement pour I'nygiene buccale et comme

antalgique (Telidji. , 2015).

7 Toxicologie :

Aux doses usuelles, la consommation des parties aériennes de la menthe poivrée comme
condiment ou en tisane, ne présente aucun risque de toxicité ni aigue ni chronique. Cependant,
de trés forte doses des huiles essentielles peuvent conduire a des céphalées , des aigreurs
d’estomac, de la bradycardie et des tremblements musculaires de I’ataxie. Le potentiel de
sensibilisation de la menthe poivrée est faible, mais des réactions allergiques ont été parfois

signalées(Eberhardetal.,2005).
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Chapitre I1: Les composés phénoliques des plantes

1 Définition et caractéristiques:

Largement distribué dans le régne végétal et abondant dans nos régimes alimentaires, « les
composés phénoliques » sont aujourd’hui les composés phyto -chimiques les plus étudiés
(Knezevi¢ et al., 2012).

D’aprés Hurtado-Fermandez et al.,(2010) beaucoup de travaux ont été présentés par la

communauté scientifique, qui se concentre sur:

> La structure chimique des phénols antioxydants dans les différents aliments végétaux,
des plantes aromatiques et des matiéres végetales les plus diverses.

> Le r6le probable des composés phénoliques dans la prévention de diverses maladies
associées aux stress oxydatifs telles que les maladies cardiovasculaires et neurodégénératives
et le cancer

> La capacité de certaines catégories de composés phénoliques particulierement les
flavonoides pour se lier aux protéines.

> La stabilisation des huiles comestibles, la protection de la formation de flaveurs et la
stabilisation de saveurs.

> Préparation de compléments alimentaires.

Plus de 8000 composés naturels appartiennent a cette famille et le nombre ne cessent de
croitre (Ignat I. et al., 2011). lls ont en commun un noyau benzénique portant au moins un
groupement hydroxyle. lls comprennent essentiellement les phénols simples, les acides
phénoliques, les flavonoides, les tanins, les lignanes et lignines. lls peuvent étre conjugués
avec plusieurs résidus sucrés liés ou ils peuvent également étre liés avec d’autres composés
chimiques, tels que des acides carboxyliques, des amines ou des lipides ou avec d’autres

phénols existants (Martin et Andrantsitohaina., 2002).

2 Biosyntheése :

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires et sont synthétisés, par des
plantes au cours de leur développement normal, en réponse a des infections, des blessures, des
rayons ultra-violet (UV) et des insectes. Ces composés phytochimiques provenant de la
phénylalanine et la tyrosine sont ubiquitaires dans les plantes (Pereira Nunes et al., 2012)

Les polyphénols sont synthétisés a partir de deux voies biosynthétiques :



CHAPITRE Il : Composes phénoliques Partie 1 : Etude bibliographique

v Celle de I’acide shikimique: qui conduit aprés transamination et désamination, aux
acides cinnamiques et a leurs nombreux dérivés tels que les acides benzoiques ou les phénols
simples ;

v Celle issue de I’acétate/malonate: qui conduit a des polys B-coesters (poly-acétates)
de longueur variable menant par cyclisation a des composés polycycliques tels que les

v dihydroxy 1,8-anthraquinone ou les naphtoquinones. De plus, la diversité structurale
des composés polyphénoliques, due a cette double origine biosynthétique est encore accrue
par la possibilité d’une participation simultanée de deux voies dans 1’élaboration de composés

d’origine mixte, « les flavonoides » (Martin et Andrantsitohaina., 2002).

3 Classification des composés phénoliques :

D’apres Harbone (1994), les polyphénols sont classés en fonction de leur squelette carbonée
en quatre principales classes présentées dans le tableau 2 .

Tableau2.Classification  des  polyphénols selon le nombre d’atomes de
carbone(Harbone,1994).

Nombre de carbone | Squelette de base Classe Exemple
6 Ce Phénols simples Catéchol
Benzoquinones
7 Ce- Cy Acides phénoliques p-Hydroxybenzoique
salicylique
8 Ce- C; Acétophénone p-hydroxyphénylacétique
Phénylacetiques
acides
Acides hydroxyl- Caféique, férulique
cinnamique Eugénol
9 Ce- Cs3 Phényle propénes
coumarique
Isocoumarique
Chromone
10 Ce- C4 Nafthoguione Pulmbagin
13 Cs- C1- Co Xanthone Mangiférine
14 Ce- Co- Cs Stilbenes : Acide coumarique
Anthraguinones
18 (Ce- C3)2 Ligans Podophyllotoxine
30 (Ce- Cs- Co)2 Biflavonoid Amentoflavone
N (Ce- C3)n; (Con; Lignines ;
(Cs- C3- Co)n Catécholmelanine
Flavolants (Tanins
condenses)
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de méme qu’ils peuvent étre classés en trois groupes selon leurs répartitions:

* Les composés phénoliques largement répondus.
* Les composés phénoliques peu répondus (exemple: le cathécol et I’acide caféique).

+ Les composés phénoliques présents dans la nature sous forme de polymeéres.
3.1 Composés phénoliques largement répondus :

3.1.1 Flavonoides :

Comme le laisse supposer, sa denomination historique (du latin ;flavus = jaune). Ce groupe
est trés important et trés étendus et comprend des composés de couleur jaune. Les flavonoides
sont des composeés polyphénoliques présents dans les végétaux, dont on a pu identifier plus de
4000 différents types (Hollman, 1997). D’aprés Shahidi et Naczk (1995), ces composes
appartiennent aux groupes des phénols, qui possédent un squelette de base diphényle-propane
(C6-C3-C6), avec différents niveaux d’oxydation au centre du cycle pyrane . La plupart des
flavonoides se trouvent sous forme d’aglycones liés a des glucosides. Ces constituants
glycosidiques sont fixés aux groupes hydroxyles du cycle A et plus fréqguemment a la position
3 de I’hétérocycle (Richter,1993). Parmi les flavonoides présentant le plus intérét, nous

citerons :

3.1.2 Lesanthocyanes :

Les anthocyanes sont des pigments, qui par suite de leur ionisation, présentent des couleurs
différentes pour divers pH, de rouge orange en milieu acide au bleu mauve en milieu alcalin ;
et dans certain cas forment des complexes avec les métaux (Richter, 1993). Les anthocyanes
existent chez la quasi-totalité des espéces du régne végétal. En effet plus de 200 anthocyanes

différents ont été identifiés dans les plantes et environ 70 uniqguement dans les fruits.

La plupart d’entre eux sont des monoglycosides , diglycosides de pelargonidine, cyanidine,
malvidine et peonidine (Shahidi et Naczh, 1995). lls dérivent du phenyl-2-benzopyrylium ou
flavylium La structure aromatique est dlde a la présence de doubles liaisons conjuguées
responsables de la stabilité de la molécule(Aissani et Maata, 1998). Ils sont présents dans la
nature sous forme hétérosidiques ou anthocyanidines, cependant le nombre d’aglyco nes, ou

I’anthocyanidines est assez limité (Ribereau et al.,1968).

3.1.3 Flavones et flavonoles :
En générale, les flavonoles , resposable de la teinte jaune, sont caracterisés par la présence

d’un groupement carbonyle en position 4 et d’un groupement glucidique est le plus souvent
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relié en position 7. Parmi les flavonoles les plus répandus, on trouve essentiellement le

quercétol et le myricetol.

Les flavones proprement dites se trouvent dans les plantes sous forme O-glucoside, ils ont un
réle moins important que le flavonoles. La seule différence entre ces deux composants réside
en la présence de groupe hydroxyle en C3 dans les flavonoles qui peut étre considéré comme

trois hydroxy flavonole (Hertog et al., 1992).

4 Localisation des composés phénoliques:

Les composés phénoliques sont omniprésents dans les vegétaux, mais leur répartition au
niveau tissulaire, cellulaire et subcellulaire n’est pas uniforme. Les composés phénoliques
solubles sont présents dans les vacuoles tandis que celles insolubles se trouvent au niveau des
parois cellulaires.

Ces derniéres sont plus ou moins riches en polyphénols selon la localisation de la cellule : les
parties charnues du fruit en sont pauvres (les polyphénols sont alors 14 principalement
contenus dans la vacuole), contrairement aux cellules dont la paroi a atteint le stade supérieur
de rigidité (cellules de la peau et des pépins, épicarpes des grains de blé) (KneZevi¢ et al.,
2012 ; Macheix et al., 1990).

5 Roles et propriétés des composés phenoliques :

Les composés phénoliques participent a deux principaux processus de 1’activité des plantes :
La photosynthese et la respiration. De plus, ils interviennent dans d’autres processus tels que :
la croissance, la germination, la morphogénése des tiges et dans le processus de lignification.
On sait que les polyphénols agissent sur les auxines et les enzymes responsables de leur
destruction catabolique, en particulier I’AIA (Acide B-indoyl acétique) oxydase, enzyme
ayant un réle dans la dégradation de I’auxine (Merghem, 2009).

Les composés phénoliques peuvent avoir un rble de signal (Treutter, 2006) ; des flavonoides
permettent par exemple la mise en place de la symbiose entre des fabacées et des bactéries, ce qui

permet a ces plantes de fixer directement l'azote atmosphérique. Ils participent aux phénoménes de

pollinisation puisqu'ils sont responsables de la coloration des fleurs (Macheix et al., 2005).

De plus, les flavonoides ont un réle de filtre contre le rayonnement UV, ce qui explique leur
localisation dans les tissus externes (Gould et Lister, 2006). Enfin, les flavonoides tels qu les
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dérivées hydroxycinnamiques jouent un r6le important dans la résistance des plantes aux

stress environnementaux (Walton et Brown, 1999).

6 Intéréts des composés phénoliques :

6.1 Role nutritionnel et thérapeutique :

Les polyphénols sont probablement les composés naturels les plus répandus dans la nature , et
que I’homme en consomme jusqu'a 10g par jour. Ces substances sont dotées de certaines
activités résumeées dans le tableau 3.

Tableau 3. Activités biologiques des composes phénoliques (Bahorun, 1997).

Polyphénols Activités

Acides phénols (cinnamiques et|| Antibactériennes
benzoiques) Antifongiques
Antioxydants

Coumarines Protectrices vasculaires

Et Anticedémateuses

Flavonoides Antitumorales
Anticarcinogenes
Antiinflammatoires
Hypotenseurs et diurétiques

Antioxydantes

Anthocyanes Protectrices capillaro- veineux

Proanthocyanidines Effets stabilisants sur le coolegene
Antioxydantes
Antitumorales
Antifongiques

Antiinflammatoires

Tanins galliques et catéchiques Antioxydantes

Un trés grand nombre de données expérimentales plaide aujourd’hui en faveur d’implication
despolyphénols dans la prévention des maladies dégénératives telles que les cancers, les

maladies cardio-vasculaires, ostéoporoses et/ou les maladies inflammatoires (Rock, 2003).
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6.2 Role physiologique :

Des travaux tres anciens ont montré que les phénols seraient associés a de nombreux
processus physiologiques : croissance cellulaires, différenciation, organogenése, dormance
des bourgeons, floraison et tubérisation. Les flavonoides sont des pigments responsables de la
coloration des fleurs, des fruits et des feuilles, ils sont universellement présents dans la
cuticule foliaire et dans les cellules épidermiques de feuilles, ils sont susceptibles d’assurer la

protection des tissus contre les effets nocifs des rayonnements UV (Alibert et al., 1977).

6.3 Rodle technologique :

Geénéralement, les polyphénols sont partiellement responsables des qualités sensorielles et
alimentaires des aliments végétaux. L’astringence et I’amertume des nourritures et des
boissons dépendent de la teneur en polyphénols (Lugasi et al. 2003). Un trés grand nombre
de données expérimentales plaide aujourd’hui en faveur d’implication des polyphénols dans la
prévention des maladies dégénératives telles que les cancers, les maladies cardio-vasculaires,

osteoporoses et/ou les maladies inflammatoires (Rock, 2003).
7 Mode d’action des composés phénoliques :

L’action des polyphénols sur les cellules des microorganismes est basée sur une multiplicité
d’influences individuelles. Celles-ci n’incluent pas seulement un mécanisme physique et
physicochimique mais aussi une réaction biochimique. Globalement, I’action antimicrobienne

peut étre expliquée par les étapes suivantes :

= Influence sur I’ADN,

= Influence sur synthese des protéines,

= Influence sur I’activité des enzymes
Les polyphénols considérés comme des substances lipophiles agissent sur la cellule en perforant la
membrane cellulaire. Cette perforation augmente le flux des protons vers I’intérieur de la cellule ce qui

accroit le besoin en énergie (Luck et al., 1995).

Les différences dans le contenu des lipides de la paroi cellulaire expliquent la différence du degré de
I’activité inhibitrice entre les bactéries gram négatif et gram positif ou ce degré est plus élevé. Les
dérivés de I’acide benzoique sont les plus efficaces principalement contre les levures et moisissures.
L’activité antimicrobienne exige une certaine solubilit¢ dans 1’eau et dans les lipides. La croissance
des microorganismes n’est possible que dans une phase aqueuse uniquement et la substance

antimicrobienne doit étre hydrosoluble afin de traverser la paroi de la cellule (Luck et al., 1995).
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Chapitre I11: Le germe Streptoccocus thermophilus

1 Généralités sur les bactéries lactiques:

Les bactéries lactiques sont des microorganismes utiles a I’homme lui permettant de fabriquer
et de conserver un nombre important de ses aliments. Elles sont surtout connues pour le réle
qu’elles jouent dans la préparation des laitages fermentés, elles sont utilisées également dans
le saumurage des légumes, la boulangerie, la fabrication du vin, le saurissage des poissons,
des viandes et des salaisons (EUFIC,1999). Elles sont devenues les principaux candidats pro
biotiques et bénéficient d’un statu GRAS (Generally Regarded AS Safe) (Ait-Belgnaoui,
2005).

1.1 Définition et caractérisation des bactéries lactiques:

Les bactéries lactiques sont des micro-organismes unicellulaires, procaryotes, hétérotrophes et
chimio-organotrophes (De Roissart, 1986) c’est-a-dire qu’elles tirent leur énergie de la
dégradation de matiére organique. Il s’agit de réaction d’oxydation qui se fait par
déshydrogénation (parfois couplée a une hydratation ou a une décarboxylation) (Guiraud,
1998).

En plus de ces caractéres biochimiques, il convient de prendre en compte leurs caracteres

microbiologiques :

-Les bacteéries lactiques sont & Gram (+).

- Elles ne sont pas sporulées.

- Elles sont pour la plupart immobiles.

-Elles sont dépourvues de cytochromes, étant incapable d’effectuer la synthése du noyau
héme des porphyrines donc sont incapables de respirer mais peuvent seulement effectuer un

métabolisme fermentaire (Guiraud, 1998).

1.2 Habitat:

Les bactéries lactiques sont ubiquistes : elles sont retrouvées dans différentes niches
écologiques comme le lait et les produits laitiers, les végetaux, la viande, le poisson, les
mugueuses humaines et animales ainsi que dans le tractus digestif, ce qui explique leur
température de croissance hétérogene (Mayo et al., 2010; Klein et al., 1998) ; mais certaines
especes semblent s’adapter a un environnement spécifique et ne sont guere trouvées ailleurs

que dans leurs habitats naturels (De Roissart, 1986). Parmi les espéces du genre
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Streptococcus, Streptococcus thermophilus est isolée du lait pasteurisé, du matériel de laiterie

et de levains artisanaux (Jones, 1978).
1.3 ROle et intérét des bactéries lactiques
1.3.1 Domaine alimentaire

1.3.1.1 Role sur la structure et la texture:

L’acidification provoque la formation d’un caillé +ou- ferme selon les bactéries lactiques
présentes. Selon les produits, la texture recherchées est ferme (yaourt ferme) ou onctueuse
(yaourt brasseé ; kéfir). Pour obtenir une consistance déterminée, I’utilisation des souches plus
ou moins acidifiantes peut étre couplée a celle des souches productrices de polysaccharides
(Satura et Federighi, 1998).

1.3.1.2 ROdle dans la conservation:

*Production d’acide lactique : Les bactéries lactiques ont un réle important dans 1’inhibition

des flores non lactiques.

*Production de bactériocine : Ces peptides antimicrobiens sont synthétisés par un tres grand

nombre de souches de bactéries lactique, ils sont généralement thermorésistants.

1.4.1.3. Role sur les caractéristiques organoleptiques :
Par production en dehors de I’acide lactique, d’autres produits tels que le diacétyle et
I’acétaldéhyde, qui sont responsables des flaveurs caractéristiques des produits finis

transformés (Boudjemaa, 2008).

2 Streptococcus thermophilus :

Streptococcus thermophilus est I'un des plus importants sur le plan commercial de toutes les
bactéries lactiques car ces bactéries sont utilisées dans la production de yaourt et de
nombreaux fromages. Bien que principalement utilisées dans I'industrie alimentaire, ils ont le
pouvoir acidifiant et l'aptitude a la production de composés aromatiques en plus S.
thermophilus a un rdéle important comme un probiotique capable d'atténuer les symptémes de

I'intolérance au lactose et autres troubles gastro-intestinaux.
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Il appartient a la famille des Streptococcaceae, a Gram-positif et se présente
microscopiquement sous la forme de coques généralement regroupées en paires ou en chaines
a des longueurs variables. Il s'agit d'un germe a cytochrome négatif, oxydase et catalase

négatif, il est immobile, asporulé et homofermentaire.

Streptococcus thermophilus est un alpha-hémolytique appartient au groupe viridans
(Ghuiraud ; 1998). Il fait partie des levains thermophiles (yaourts, fromages) qui dégradent
plus rapidement le K-casé¢ine que 1'aS1ou B caséine (Bourgeois et Larpent ; 1996). En plus,
les ferments lactiques thermophiles comme Streptococcus thermophilus excrétent de
I'acétyladehyde a partir de certains acides aminés comme thréonine issus de protéolyse.

Les S. thermophilus se développent symbiotiquement avec les Lactobacillus bulgaricus en
stimulant la croissance. Chez les S. thermophiles, la présence de plasmide est rare ou en

contiennent seulement un petit nombre (Bourgeois et Larpent ; 1996).

2.1 Caractéristiques de S. thermophilus :
Les caractéristiques de S. thermophilus sont représentées dans le tableau suivant :

Tableau 4. Caractéristiques de S. thermophilus (Guiraud, 1998 ; Bourgeois et Larpent,
1996).

Les caracteres ) Les caractéres )
biochimigues S. thermophilus biochimiques S. thermophilus
Groupe sérologique - Arabinose +

Hémolyse Alpha Galactose -

Croissance a pH9.6 + Glucose +

ADH - Maltose -

CO, - Raffinose +

Acétonine - Saccharose +

Croissance a 6.5% Nacl - Tréhalose -

Arginine V Dextrine -

V : Variable, (+) : positif pour la plupart des souches, () : variable.
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2.2 Fermentation par Streptococcus thermophilus
Il semble que les S.thermophilus ont un métabolisme homofermentaire et le transport du

lactose se fait par un systeme actif de lactose perméase.

Apres sont entré dans la cellule, le lactose est hydrolysé par la B-galactosidase en glucose et
galactose, le galactose sera excrété vers le milieu extracellulaire ; alors que le glucose sera
métabolisé en acide lactique selon la voie glycolytique (EMP: EMDEN MEYERHOF
PARNAS) .

L'acide lactique produit par S.thermophilus se présente uniqguement sous la forme de I'isomere
Iévogyre (L+). Selon (Benateya et al, 1986 ; Hemme et al, 1980), la répression catabolique
du lactose par le glucose chez S.thermophilus n’existe pas. Au contraire, il y aurait
dérépression du systéeme de prise du lactose car l'activité de perméation du diholoside est
fortement stimulée par le glucose (Bourgeois et Larpent; 1996). Les Streptocoques
possédent des enzymes protéolytiques (protéases) de type exopéptidasique neutre (6.5) et un
équipement amino-peptidasique (pH 6.5) et Dipeptidasique (pH 7.5) ont été aussi purifiés et
reconnus (Eck, 1996).

2.3 Technique d'isolement:

Les Streptococcus thermophilus comme d'autres types de streptocoques ne se multiplient pas
convenablement sur les milieux courants tels le bouillon nutritif ou le gélose nutritif ordinaire.
Le bouillon glucosé tamponné ou le bouillon M17 (bouillon de Terzarghi) conviennent
géneralement bien pour la culture en milieu liquide, de méme que le milieu Todd-Hewwitt.
Pour I'isolement sur milieu solide, la gélose au sang, la gélose typicase soja plus 5% de sang,
la gélose Columbia, le milieu Milk agar et la gélose M17 ou la gélose Terzarghi sont des
milieux qui s’apprétent bien au développement des Streptococcus thermophilus (Guiraud,
1998).

18



Partie 2 : Méthodologie expérimentale



Partie 2 : Méthodologie expérimentale

1 Objectifs:

Beaucoup d'études ont été réalisées au sujet de l'activité antimicrobienne des extraits de
plantes ayant des vertus thérapeutiques dans des journaux spécialisés de microbiologie ou
présentées lors de congres scientifique d'aromathérapie. Ces activités sont liées
essentiellement a la composition chimique, aux groupes fonctionnels des composés

majoritaires de ces extraits et a leurs effets synergiques.

Ces effets antibactériens nous ont conduits a poser la question suivante : « Est ce que
l'utilisation des extraits de plante comme adjuvant dans certains produits laitiers (tels les
yaourts par exemple) peuvent avoir un effet sur la croissance des ferments lactiques tels, que

les Streptococcus thermophilus qui présente des intéréts variés (industriel et nutritionnel) » ?

Pour cela, nous nous somme proposé d’essayer de connaitre le comportement in vitro d’une
bactéries spécifiques du yaourt, a savoir Streptococcus thermophilus, vis-a-vis des inhibiteurs
de croissance tels les polyphénols, les flavonoides et bien d’autres composés bioactifs
contenus dans 1’une des plantes cultivée sous palmeraie a Ouargla- Algérie et tres largement
utilisée en médecine traditionnelle par la population a savoir la Menthe poivrée ou (Mentha

pipérita L).

D’une facon générale les objectifs escomptés a travers cette étude expérimentale s’articulent

autour de 3 points essentiels :

Procéder a une extraction aqueuse des principaux composés bioactifs de la plante
Déterminer la teneur en composés phénoliques des extraits de Mentha pipérita L.
Suivre les effets antimicrobiens de 1’ extrait aqueux de Mentha pipérita L

sur la croissances in vitro des Streptococcus thermophilus spécifiques du yaourt

2 Région de prélevement et traitements préeliminaires du matériel végétal:

Le matériel végétal objet de 1’étude la Menthe poivrée (Mentha pipérita L) a été prélevé
durant les mois de septembre dans la région de Ouargla - Algérie ou elle est introduite

experimentalement et cultivee sous palmeraie.

Un échantillon de 1 a 2 kg pris uniquement sur la partie aérienne de 1’espéce étudiée a été
récolté aléatoirement dans une station d’étude propre a la région expérimentale et relevant de
I’Institut Technique de Développement de 1’Agronomie Saharienne (ITIDAS- Hassi Ben
Abdallah)
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3 Préparations des échantillons:

La matiere végétale collectée dans la zone d’étude a été ensuite étalée sur du papier journal ,
puis séchée a I’air ambiant. Les échantillons de feuilles séchés ont été enfin broyés par
I’entremise d’un broyeur a lame de cuisine, puis mis dans des bocaux hermétiquement stériles

et conservés a sec a température ambiante et a I’abri de I’humidité ainsi que de la lumiére.

4  Extraction des composés bioactifs :

Selon Almas et Al-Bagich (1999) et Almas(2001), les extraits a 1’eau arrivent a agir en
générale sur la croissance de certaines bactéries appartenant au genre Streptococcus a des taux
d’extraction de 5 g/100 ml de matiére végétale de Kikar (Acacia arabica) provenant du
Pakistan et de 1’Arak (salvadora persica) d’Arabie Saoudite. L’extraction des composés
bioactifs de la plante objet de 1’étude (Mentha Pipérita L) a été effectué donc sur des prises en
triple essai de 10g de feuilles séchée et broyée. Chaque échantillon de broyat a été mélangé

avec 100ml d’eau distillée stérile.

L’extraction par macération a froid de chaque mélange a ¢été laissée ensuite se poursuivre
pendant 6 heures a température ambiante sous agitation (figure3). La durée de I'extraction
favorise ainsi la depolymérisation des principaux composes constitutifs de la plante, tels que
la lignine ainsi que les substances pectiques et permet une meilleure solubilisation des

principaux composés bioactifs dont les composes phénoliques vises par cette extraction.

Les extraits a I’eau obtenus ont été filtrés en utilisant un papier filtre Wattman N°3(figure4),
ayant une porosité de 0,3um et débarrassés du solvant (I’eau) par €vaporation sous vide a

45 °C (figureb), pour I’obtention d’un extrait pure (Sultana et al., 2009) .
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Des solutions filles ont été enfin préparées a partir de la solution mére d’extrait de Mentha
Pipérita, récupérée apres extraction, par dilution avec une eau stérile deminéralisée selon les

concentrations suivantes : O(eau distillée),20 ,40,60,80 et 100% (extrait pur).

Feuilles de la Menthe Poivrée Séchage et coupage ] Broyage }

Macération 6h & froid sous Ajout de I'eau distiliée 10 g d’échantillon }
agitation a température (100 ml) stérile.
Filtration puis Evaporation Extrait pur

sous vide a 37°C riche en composes bioactifs

Figure 3. Protocole d’extraction.

Figure 4. Filtration apres macération (Amara, 2019).
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Figure 5. Evaporation du solvant (eau) sous vide par Rota vapor (Amara, 2019).

5 Dosage des polyphénols totaux de Mentha pipérita L:
La teneur totale en composés phénoliques des extraits de Mentha piperita .L a été estimée par

le réactif du Folin-Ciocalteu selon la méthode de Li et al. (2007).

Cette méthode qui est basée sur la réduction en milieux alcalin de la mixture
phophotungstique (WO42-) phosphomolybdique (MoO42-) de réactif de Folin par les
groupements oxydables des composés phénoliques, conduisant a la formation de produits de
réduction de couleur bleue. Ces derniers présentent un maximum d’absorption a 765 nm dont
I’intensité est proportionnelle a la quantit¢ de polyphénols présents dans 1’échantillon.
Bri¢vement, 100 pl de chaque extrait ou de différentes concentrations I’acide gallique sont
mélangés avec 500 pl du réactif du Folin-Ciocalteu dilué¢ au 1/10. Aprés 4 min, 400 pul de
Na2CO3 (7.5%) sont ajoutés. L’absorbance a été mesurée a 765 nm aprés 1 h 30 min
d’incubation contre un blanc dépourvu d’extraits a tester qui seront remplacés par le solvant.

La concentration en polyphénols dans chaque extrait a été exprimée en mg d’équivalent
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d’acide gallique par ml d’extrait (ug EAG/ml d’extrait), et calculée a partir de la courbe

d’étalonnage de 1’acide gallique.

6 Etude des effets antimicrobiens des extraits de Menthe poivrée (Mentha
pipérita L):

6.1 Activation des inocula microbiens :

L’étude concerne 1’'une des deux souches pure de référence et spécifique du yaourt a savoir
Streptococcus thermophilus. La bactérie lactique a été tout d’abord activée avant son
utilisation expérimentale. Une prise de 0.25 g de la souche lyophilisée conservée au froid a 4
°C est au préalable ensemencée dans 10 ml de bouillon nutritif, puis incubée a 37°C durant 03
heures. 0,1 ml de cette derniére solution constituant la solution mere a été pris pour étre
ensemencée en surface d’une boite de Petri contenant un milieu de croissance gélosé
spécifique dont le (M17) (A défaut utiliser le milieu gélosé ou le milieu gelosé MH) puis le

mélange est incubé a 37°C pendant 24 heures (figure 6).

r NS

Incubation a 37 °C pendant 3h Solution meére

L%
0.1ml

0.25g de ST >

Ensemencement en

«— | Milieu M17

Incubation a 37 °C/ 24h

Figure 6. Activation de la souche lactique Streptococcus thermophilus.
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6.2 Meéthode de contact direct :

Une colonie issue d’une culture jeune de 1’espéce microbienne activée comme préalablement
sur milieu solide gelosé specifique a été prélevée a ’aide d’une anse a platine stérile et
ensemencée ensuite dans un tube contenant 10 ml de bouillon nutritif, puis incubée a
37°C durant 03 heures. A partir de cette derniére solution , qui constitue 1’inoculum de la
bactérie lactique étudiée, des dilutions décimales isotopiques croissantes dans 1’eau
physiologique ont été effectuées ; allant jusqu’a 10 . Des prélévements de 01 ml de cette
derniére dilution décimale ont été ensuite individuellement ajoutés a 09 ml de chaque extrait
de Menthe poivrée (Mentha pipérita L) dilué¢ a I’cau distillée, respectivement, a raison de 0,
20, 40, 60, 80 et 100% (figure 7).

Les mélanges des solutions ont été enfin ensemencés en triple essais (03 boites de Pétri)
chacune en surface a raison de 0.1 ml sur le milieu spécifique de croissance pour chaque
espece microbienne. La lecture du nombre de colonies développé a été effectuée apres

incubation des milieux ensemencés a 37°C pendant 24heures (Bourgeois et Leveau, 1980).

6.3 Meéthode des disques par diffusion sur gélose :
Les disques ont été confectionnés a partir de papier filtre (Whatman n° 3), a raison de 6mm de
diamétre. Pour éviter tous risques de contamination aux germes exogenes au cours de

I’expérimentation les disques ont été stérilisés a 120°C pendant 15 minutes dans un autoclave.

Une colonie de I’espéce lactique prélevée du milieu gelosé spécifique apres activation a été
ensemencée dans 10 ml de bouillon nutritif ; ce mélange a constitué¢ 1’inoculum microbien.
Des prises de volume de 1ml de cette derniére solution ont été étalées séparément en surface
de plusieurs boites de Pétri contenant le milieu (M17 ) spécifique a ’espéce microbienne
étudiée (A défaut utiliser le milieu gélosé ou le milieu gélosé MH). Trois disques imbibés
pendant 5 minutes dans chaque extrait obtenu selon le solvant utilisé, ainsi que dans une
solution contenant un puissant antibiotique dont la Gentamicine (figure8), ont été ensuite
déposés successivement a la surface de chaque boite de Petri contenant le milieu gélosé

spécifique ensemencé (Prescott et al., 2003).

La lecture des diametres d’inhibition ¢été effectué aprés incubation des boites de Petri a 37°C

pendant 24 heures a I’aide d’un pied a colis (Guignar, 1998).
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ST

=—> m Incubation 437°/3h

10ml bouillon nutritif

Dilutions/ Eau physiologique 9 ml

Concentrations d’extrait de menthe 9 ml

Figure 7. Méthode de contact direct.
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1ml

Incubation

Souche activé Bouillon

o-0"o o—0 0\0 00O 000 0-0-0 020

O
() O O &) o ()
o o O ) O o o
100% 80% 60% 40% 20% 0% Gentamicine

Figure 8. Méthode des disques par diffusion sur milieu de Muller Hinton.

6.4 Détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI:
La concentration minimale inhibitrice est la plus petite concentration en antibiotique, en
antifongique et/ou en composés actifs nécessaires pour inhiber la croissance d’un

microorganisme (Denis et al., 2011).

Dans le cas de notre étude, c’est les principes actifs des extraits de Menthe obtenus par
extraction aux différents solvants qui sont utilisés pour déterminer la concentration minimale
inhibitrice du les bactéries Streptococcus thermophilus spécifiques du yaourt. Ainsi, une
colonie jeune du germe étudié prélevée a I’aide d’une anse a platine dans 10 ml de bouillon
nutritif a été incubée pendant 03 heures a 37°C en vue d’obtenir les inocula. Des prises de 0,2
ml de I’inoculum ont été introduites respectivement dans 2 ml de chaque extrait dilué non pas

avec de 1’eau mais avec le bouillon Mueller Hinton (figure 9).
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Les mélanges des tubes contenant séparément chaque extrait préparé a différentes
concentrations (0, 20, 40, 60, 80 et 100%) et I’inoculum de bactérie lactique ont été ensuite
incubés a 37 °C pendant 24 heures (Moroh et al., 2008).

La détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI a été effectuée a partir de la
mesure de la turbidité induite par la croissance du microorganisme étudié. La CMI correspond
donc a la plus petite concentration pour laquelle il y a absence de turbidité. Par conséquent

c’est le premier tube ou la valeur di est égale a df (di = df).

Le taux de survie du microorganisme sera mesuré au spectrophotométre réglé a 560 nm

comme suit :

S=100x (df-di/DF-DI)

S : Taux de survie du microorganisme en %.

df-di : Différence de densité optique dans la solution phénolique ensemencée avant et apres

incubation a 37°C durant 18 heures.

Df-Di : Différence de densité optique sans extraits de Menthe avant et apres incubation a
37°C durant 18 heures (Kra et al., 2001 ; Zrihi et al., 2007).

6.5 Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) :
La concentration minimale bactéricide d’une espéce de germe lactique étudié représente la
plus petite concentration d’extrait de la plante qui laisse 0,01% au moins de survivant de

I’inoculum initial aprés incubation (Moroh et al., 2008).

Pour sa détermination, le tube témoin (inoculum) a été dilué a 1’eau physiologique jusqu’a
10™. Cette dilution représente 0,01% de survie du microorganisme. Elle est ensemencée par
strie de 5 cm sur une Gélose Mueller Hinton puis incubée a 37°C pendant 24 heures. Le
nombre de colonies de bactéries obtenu sur la strie de la dilution 10* a été comparé & celui de
chaque tube expérimental contenant I’inoculum, également ensemencé sur le méme milieu de
culture en strie de 5cm et incubé a 37 °C durant 18 a 24 heures. Ainsi, le premier tube
expérimental dont le nombre de colonies présent sur sa strie est inférieur ou égal a celui de la

dilution 10 correspondra & la CMB (figure 10).
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Prise d'une colonie ) : Incubation 37°C/3 h /
— (DO=0,9)
10ml bouillon nutritif Solutions meére
0.2ml

Concentrations d’extrait de Menthe

C———>| poivrée dilué dans le milieu liquide ===
MH

100% 80% 60% 40  20% 0%

1°"Mesure de la turbiditéa 560nm «— | Incubationa 37 C°/124 h

Incubation a 37 C°/18 424 h - > 2°"Mesure de la turbidité & 560nm.

Figure 9. Détermination de CMI.
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> 0> 0N
Iml
| | ’ | |
} Eau physiologique 9ml
Solutions méres (inoculas) 10" 102 10° 10*
0.2ml
NN
PAVAVAVA VAN
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ANANNNAA e—m
VA YAYA VAV AN

(0,01% de survie) milieu MH solide — | Incubation a 37°C/18 a 24 h.

(>

| ——»
0.2ml

Concentrations en extrait de menthe
poivrée dilué dans le milieu liquide de
MH

- \.J\J\J\.J\.J}
2ml

Solutions mére (inocula) 0% 20% 40% 60% 80% 100%

PAVAVAVA VAN "::> Incubation 37C°/18 a 24

Figure 10. Détermination de CMB

7 Traitement statistique :

Les résultats paramétriques ont été traités statistiquement par une analyse de variance mono
factorielle en randomisation totale suivie d’une comparaison des moyennes deux a deux selon
le test de NEWMAN et KEULS (STAT BOX 6.4). Les résultats ont été exprimés en valeurs
moyennes, accompagnées des écart-types correspondants. Les effets du facteur étudié
(Traitement) sur les variations des variables mesurées ont été démontrés a des seuils de
probabilité de p<0.05 et a p<0,01. Le logiciel de statistique utilisé est le (STAT BOX 6.4).
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1 Résultats :

1.1 Composés phénoliques et flavonoides :

Les teneurs en principaux composés phénoliques et flavonoides de I’extrait aqueux et de

matiére végétale de Mentha piperita.L sont représentees dans le (Tableau5).

L’extrait aqueux de menthe s’avere treés riche en composés phénoliques (45.41 mgEAG/ml
d’extrait) et pauvre en composés flavonoides (0.43 mgEQ/ml d’extrait). Extrapolées en
gramme de matiére seche de la plante étudiée les valeurs enregistres ont été évaluées a 454.1
mgEAG/g MS et 04.30 mgEQ/g MS, respectivement.

Tableau 5. Teneurs en principaux composés phénoliques et flavonoides de I’extrait aqueux et

de matiére vévétale de Mentha piperita.L .

Polyphénols Flavonoides
mgEAG/ml d’extrait MgEAG/g MS mgEQ/ml d’extrait mgEQ/g MS

45.41 454.1

0.43 04.30

+ +
+ +

01.25 02.75

0.02 0.03

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes plus ou mois écarts types correspondants, avec un nombre de répétitions n égal a

03 ; mg EAG : milligramme équivalant acide gallique ; EQ : équivalant quercetine ; MS : Matiére séche.

1.2 Effet antimicrobien :

Les résultats de 1’effet inhibiteur ’extrait aqueux de Mentha piperita L. sur la croissance du germe

Streptococcus thermophilus caractéristique du yaourt sont illustrés dans le (Tableau6).

Le test de croissance a révélé que le nombre de germes Streptococcus thermophilus est d’autant plus

diminué que la solution en poly phénols est fortement concentree de o a 20, a 40, a 60, a 80 et a

100% d’extrait aqueux de Mentha piperita L; soit des baisse du nombre de germes de 260 10°, &
207 10°, 4122 10°, a4 70 10°, 4 20 10°et a 0 10° UFC/ml, respectivement. Aucune croissance

du germe étudié n’a été enregistrée au contact de I’extrait pur aqueux de la plante.

La gentamicine a présenté le diamétre d’inhibition le plus ¢élevé (p<0.01) chez Streptococcus

thermophilus (21.66 mm). Les solutions d’extrait aqueux de menthe concentrées a 20, 40, 60, 80 et 100%
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ont présenté des diametres qui diminuent significativement (p<0.01) de 7, a 7.66, a 14.66, a

17.66 et a 19 mm, successivement.

Les solutions préparée a 80 et 100 % d’extrait de Mentha piperita L. ont accusé des taux

d’inhibition du germe proches de la gentamicine ; 81.56 et 87.71 %.

Par ailleurs, la CMI et la CMB vis-a-vis de Streptococcus thermophilus ont été obtenu

successivement a 40 et 60% d’extrait aqueux phénolique de menthe.

Enfin, I’extrait aqueux a démontré un effet de type bactéricide a I’égard du germe spécifique du

yaourt ; Streptococcus thermophilus.

Tableau 6. Effet de I’extrait aqueux de Mentha piperira.L sur la croissance du germe

Streptococcus thermophilus caracteristique du yaourt.

Concentrations en extrait aqueux

de Mentha piperita.L. (%6)

Effet de
Mesures 100% , .
Térmoin 20% 40% 60% 80% Pextrait
(MgEAG/MI) | (Mg EAGMI) | (mgEAG/MI) | (mgEAGMI) | A(gf’ml)
Test de
croissance| 260 10° | 207 10%® | 122.10° | 7010° | 2010% 0° p<0,01
(UFC/ml)
Diametre
3 |dinhibitio| 21,66° 7 7,66° 14,66° | 17,66° 19° | p<0,01
S | n(mm)
o
£ Taux
2 |@inhibitio|  100° 32,31 | 3539¢ 67,71 | 81,56° | 87,71° | p<0,01
% n(%)
S| cMI 40 %
(&}
2| CMB 60%
(D)
& | cmBICMI 15
Effet Bactéricide
inhibiteur

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes , avec un nombre de répétitions n égal a 03 ; mg EAG : milligramme équivalant acide
gallique ; FTAM : Flore totale aérobie mésophile ; UFC: Unité formant colonie; CMI: concentration minimale inhibitrice ; CMB :
concentration minimale bactéricide ; a,b,c,d,e : Groupes homogénes de comparaison des moyennes deux a deux selon le test de

Newman et Keuls.
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2 Discussion :

D’aprés (Cox et al., 2000), I’activité antimicrobienne des extraits d’une plante médicinale est
étroitement liée ou profile chimique de ses constituants en principaux composés bioactifs et
confirment que la plupart de ces composés sont dotés de propriétés antimicrobiennes
remarquables ; mais c’est surtout les constituants, volatiles majeurs qui présentent, souvent,
les propriétés inhibitrices vis-a-vis des microorganismes dont principalement les poly-

phénols, les composés alcaloides et les huiles essentielles.

Ces composés sont des molécules qui appartiennent aux métabolites secondaires des plantes.
Environ 1000 substances ont été caractérisées (Dibong et al ., 2011). lIs sont essentiellement
les composés naturels les plus rependus dans la nature et de ce fait constituent, sans doute, des
éléments qui fonds partie intégrante de la plante médicinale étudiée a savoir Mentha x

piperita L.

L’extraction aqueux des composés bioactifs de Menthe par la méthode de (Soltana et al.,
2009) a permis de séparer les principes actifs de la plante (Mentha Piperita) selon leur degré
de solubilit¢ dans I’eau utilisé comme solvant d’extraction et dont la plupart des effets
antibactériens constatés sont attribues, certainement a leur grande richesse en composés
phénoliques ayant un effet antimicrobien averé contre de nombreux germes gram+ et a gram
-incluant tels que(Escherichia coli, Pseudomonas aeroginose, Salmonella typhi et
Staphylococcus aureus) (Luck et al., 1995).

En effet, les taux de polyphénols totaux enregistrés dans I’extrait aqueux de I’espece de la
Menthe testée a savoir Mentha x piperita L. est remarquablement élevé (45.41 mgEAG/mI
d’extrait) ; alors qu’au contraire les teneurs en flavanoides semble notablement trés faibles

(0.43 mgEQ/ml d’extrait).

Selon Francois (2012), la Menthe poivrée (Mentha piperita L) peut étre une source non
négligeable en plusieurs composés phénoliques bioactifs, trés intéressants pour la santé
humaine constitués surtout de flavonoides dont : hétéroside d’apégénine, diosmétine, lutéoline

, éridictiol, flavonepolymothoxilé...etc.

D’apres les résultats des tests antimicrobiens préliminaires effectués, il s’avere que la
croissance du germe étudié Streptococcus thermophilus est inversement proportionnel aux

taux en polyphénols dans les solutions d’extrait aqueux de Menthe poivrée. En effet,
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I’accroissement des concentrations en extrait aqueux de la Menthe poivrée prélevée dans la
région d’Ouargla-Algérie  a induit des baisses hautement significatives (p<0.01) de la
croissance de Streptococcus thermophilus et la prolifération du germe a été totalement
réduite avec la solution d’extrait pur concentré a 100% d’extraits. Par ailleurs, I’extrait
aqueux pur non dilué a présenter un taux d’inhibition proche de la gentamicine considéré
comme étant un puissant antibiotique contre la plupart des germes pathogenes ou non( Amara
Mouloud,.2019)

Apparemment ’extrait aqueux de Mentha piperita L semble exercer un effet antimicrobien de
type bactéricide vis-a-vis du germe étudié. Cette action antimicrobienne de composés
phénoliques sur les cellules des microorganismes peut étre expliquée par une multitude
d’influences : sur les parois cellulaires, sur I’ADN microbien, sur la synthese des protéines et
sur Iactivité des enzymes (Cowan, 1999).Les composés phénoliques considérés comme des
substances lipophiles agissent sur la cellule en perforant la membrane cellulaire. Cette
perforation augmente le flux des protons vers I’intérieur de la cellule ce qui accroit le besoin
en énergie (Luck et al., 1995).

En fin, d’aprés cette étude, il apparait possible d’ajouter I’extrait de la Menthe poivrée
(Mentha piperita L) riche en composés phénoliques dans le yaourt & une concentration de
moins de 20% et de fabriquer un lait fermenté ayant les vertus d’un alicament santé pour le

consommateur Algérien.
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Conclusion

Conclusion

Au terme de cette étude et a travers les résultats obtenus il apparait que 1’extrait a I’eau de la
menthe poivrée Mentha pipérita L., récoltée dans la région de Ouargla au sud est d’Algérie,
exerce un effet antimicrobien certain contre la croissance du germe spécifique du yaourt

Streptococcus thermophilus.

La méthode des disques a montré que le diamétre d’inhibition des germes lactiques est

d’autant plus augmenté que les solutions en extrait de menthe sont fortement concentrées.

La méthode de contact direct a dévoilé que la prolifération de ces germes lactiques sur milieu
spécifique est inhibée totalement a des concentrations d’extrait de menthe poivrée supérieures

a 80%.

La Concentration Minimales Inhibitrice de la croissance de Streptococcus thermophilus a
été observée avec la solution préparée a 40% d’extrait de Mentha pipérita L ; alors que la

concentration Minimale Bactéricide a été enregistrée a 60% d’extrait de la plante.

Les substances phenoliques ont démontré ainsi une action de type bactéricide vis-a-vis du

germe lactique étudié Streptococcus thermophilus.

En perspective, Il est intéressant de mener une étude détaillée sur les principaux composés
bioactifs constituant la menthe poivrée Mentha pipérita L afin de montrer leur importance et
la possibilité de leur exploitation dans certains domaines d’intéréts: pharmaceutique,

cosmétique, insecticide, alimentaire.
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Annexes

Composition des milieux de culture :

Annexe A

e Milieu bouillon nutritive :
Composition :

Pour 1 litre d’eau distille

@ EXIrait de VIANUE ... .o
O EXETAIT OB LOVUIE oottt e e e e e et e e e e e e e e e
© PEPTONE ...t e e e e

® ChIOIUIE 0B SOUTUM ..ottt e e e e e e e et e e e e e e e e e nees

PH du milieu prét a I’emploi a 25°C : 7 + 0,2. Autoclaver a 120°C/30 minute.
Annexe B

e Gélose Mueller Hinton

Composition :
Pour 1 litre d’eau distille

® EXIrait de VIANUE.......oiiiiiiiicee e ettt nre s
o Hydrolysat de caséing (TIYPLONE) ....ccecveiieeiiiiiccie ettt
L AN 11T [0 o OSSR SSSRRRRI

L o r= T [0 - | TP UPRSPPRUPS

PH du milieu prét a I’emploi a 25°C : 7+0,2. Autoclaver a 120°C/30 minute.
Annexe C

e Bouillon Mueller Hinton
Composition :

Pour 1 litre d’eau distille

e Extrait de vIande..........o.oviiiii e e 3g
* Hydrolysat de casé€ine (Tryptone).. .........cooieiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiee e 17,5¢
L 2N 4116 10 s 1,5¢

PH du milieu prét a I’emploi a 25°C : 7+£0,2. Autoclaver a 120°C/30 minute.
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Annexe D

Gélose M17 (pH = 6,2 = 0,2) pour préparer 1 litre de milieu :

LI/ €10 PP PR 509
= PEPLONE A8 SOJA ..ottt raeanes 509
= INFUSION 0B VIANUE ...t et be e e e sbaeaneeereas 5049
- Extrait autolytique de TEVUIE ..........ooeee e 250
- Glycérohydrogénophosphate de SOdiUML..........ccooiiiiiiiiiiiee s 9,0¢
=y L= 0 Lo Tt (0 1= 5049
B Aol [0 s TS ot o o] [ [ U SO PPR 05¢9
- Sulfate de MAgNBSIUM. .....cviiieece e re e esae e e ere e 0,259
e ¢ - L OO PRPPPR PR 11,09
Annexe E

*Eau physiologique (Composition pour 1 litre d’eau distille) :
OChIOTUIE 08 SOUIUM ...ttt bbbt b et 99

Autoclaver a 120°C/30 minute.



